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CAPI{TULO 1

Actualidad y Relevancia del Proyecto.

En las dltimas décadas hemos presenciado un avance vertiginoso en la integracién
de la Fisica con otras Ciencias Naturales como la Biologia y la Quimica. Al reconocer
que el objeto central de estudio de la Fisica es en ltimo término el anélisis de las in-
teracciones entre la materia y la energia, se han abierto las puertas para su aplicaciéon
en campos distintos a aquellos de donde surgié. En este sentido, uno de los éxitos
mas contundentes de esta amalgama entre Fisica y otras disciplinas se ha gestado
desde hace varias décadas en las ciencias biomédicas, al ponerse de manifiesto que
muchos de los mecanismos y procesos que ocurren en los sistemas biolégicos tienen
una base fisica y pueden ser descritos en el marco de ésta. Es en esta interseccion
del conocimiento, llamada por algunos Biofisica o Fisica Bioldgica, en donde se ubica
el objetivo de este proyecto doctoral. Sin pretender de alguna manera afirmar que
la Fisica tiene por si misma las respuestas a las preguntas méas fundamentales que
atanen a la Biologia, en este proyecto de investigacién pretenderemos mostrar cémo
algunos de los procesos bioquimicos en el campo del plegamiento de las proteinas,
tienen su origen en la interaccion de un conjunto enorme de particulas interactuando
entre si mediante fuerzas de origen fisico y que, por tanto, son sistemas susceptibles
a ser descritos, con un grado de precision razonable, por el aparato conceptual y las
herramientas de la Mecéanica Estadistica y la Termodinamica.

Como un ejemplo de la integracién entre Fisica, Quimica y Biologia podemos citar
el recientemente descubierto mecanismo de interferencia de RNA-i (RNA interference
mechanism), el cual consiste en la inhibicién de secuencias especificas de nucledtidos
en la cadena ADN y que, al ser suprimidas por la cadena de ARN-i no son traducidos
por los ribosomas evitando asi la expresién de un gen particular. Tal como se ha anun-
ciado, el mecanismo de interferencia de ARN-i tiene implicaciones espectaculares en
el control y supresion de genes nocivos y en el tratamiento de enfermedades de origen
genético, como algunos tipos de céncer [Fire et al. , 1998]. Nada inmerecidamente,
el mecanismo de supresién genética via la cadena de ARN-i descubierto por Andrew
Fire y Craig Mello ha sido merecedor del Premio Nobel de Medicina y Fisiologia 2006.

Este y otros avances que seria largo de enumerar en este momento, conducen
actualmente a las ciencias puras como la Fisica, la Quimica, la Biologia y las Ma-
tematicas hacia una integracién e interdependencia cada vez mayor. Es dificil hallar
actualmente un conocimiento de impacto que pueda clasificarse como exclusivo de
algunas de estas ciencias. En mi opinién, asistimos hoy a las primeras etapas en la
gestacion de la ciencia verdaderamente interdisciplinaria. Su desarrollo pleno y madu-
rez seguramente traerd algunas de las respuestas a las preguntas que han inquietado
a la Humanidad a lo largo de su existencia.
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1. Perspectiva General del Plegamiento de las Proteinas.

Se conoce como proteinas a un conjunto muy amplio de macromoléculas biolégi-
cas que regulan la inmensa mayoria de los procesos fisicoquimicos de los seres vivos.
En esencia, es posible clasificar a las proteinas en cuatro grupos dependiendo de la
funcién que realizan: enzimas (proteinas que catalizan reacciones bioquimicas), pro-
teinas de soporte estructural (coldgeno, queratina), proteinas de almacenamiento y
transporte (hemoglobina, mioglobina, albimina) e inmunoglobulinas (anticuerpos)
[Guo et al , 2005]. Pese a la ubicuidad de las proteinas en la mayoria de las reacciones
bioquimicas de los seres vivos, ha sido sdlo en las ltimas cinco décadas cuando su
estudio comenzd a atraer en forma significativa la atencién de bidlogos moleculares,
fisicos y quimicos [Olivares-Quiroz and Garcia-Colin L., 2004].

En la actualidad se sabe que las proteinas son ensambladas por los ribosomas en
el interior de la célula, mediante la traduccién de tripletas (codones) de nucléotidos en
la cadena de ADN. Una vez sintetizadas, las proteinas son generadas como una cade-
na unidimensional y secuenciada de subestructuras conocidas como aminoacidos. La
proteina asi generada tiene una estructura que asemeja a una hebra unidimensional
suspendida dentro de un fluido. Esta configuracion, conocida en la literatura como
estado desplegado (unfolded state), no es tnica y las posibles conformaciones que
puede adquirir son similares a las diversas conformaciones posibles para una cade-
na heteropolimérica suspendida dentro de un fluido, como ha sido mostrado en los
trabajos clasicos de Flory [Flory P.J. , 1953], [Flory P.G. , 1969], y De Gennes [de
Gennes P.G. , 1976] en referencia a los polimeros. En términos generales, una vez
definida la secuencia especifica de aminodcidos que integra la proteina, la estructura
primaria transita por una serie de estados en los cuales su configuracion espacial se
modifica, hasta alcanzar un estado termodindmicamente estable con una estructura
tridimensional particular, la cual depende de la secuencia de aminoécidos inicial y por
consecuencia es distinta para cada proteina. Esta estructura, conocida como estado
nativo (native state), define los sitios de unién de la macromolécula! y permite a la
proteina realizar la funcién para la cual fue sintetizada. El hecho anterior pone de
manifiesto entonces, la conexion intrinseca entre forma y funcionalidad y representa
uno de los paradigmas del asi llamado plegamiento de las proteinas.

El proceso anterior, mediante el cual la macromolécula transita por diversas confi-
guraciones hasta adquirir su estructura biolégicamente activa, se conoce como plega-
miento de una proteina (protein folding) y su estudio se refiere entonces a la elucida-
cion de los mecanismos fisicoquimicos que permiten a la cadena lineal de aminodcidos
evolucionar hacia la estructura biolégicamente activa. En principio, no es evidente que
un proceso de caracter estrictamente biolégico como el plegamiento de las proteinas
pueda ser susceptible de ser abordado por las herramientas y métodos de la Fisica;
sin embargo, alrededor de 1961, C. Anfinsen en una serie de experimentos cruciales
realizados en el National Institute of Health demostré que efectivamente éste es el
caso para algunas proteinas [Anfinsen et al. , 1961].

En el medio celular, esto es, in vivo, la formacién de la estructura nativa de una pro-
teina ocurre casi inmediatamente después de su sintesis por los ribosomas. Una vez
que los aminoacidos han sido ensamblados entre si por los ribosomas, las interacciones

11,05 sitios de unién de una proteina son regiones espaciales en donde se ensamblan otras proteinas
o acidos nucleicos a fin de realizar una funcién bioquimica particular.
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fisicas y quimicas que ocurren entre la cadena lineal y el medio celular actiian como
catalizadores para favorecer (o inhibir en algunos casos) la formacién de la estruc-
tura nativa correcta. En 1961, C.B. Anfinsen mostré en una serie de experimentos
con la proteina de origen pancreatico bovino Ribonucleasa-A que el proceso de ple-
gamiento podia ocurrir in vitro, esto es sin la presencia del medio celular. Asimismo,
mostré también que bajo ciertas condiciones la desnaturalizacion de la proteina y
el re-plegamiento (renaturation) hacia la estructura nativa es un proceso reversible
[Anfinsen et al. , 1961]. Los experimentos realizados por Anfinsen muestran que en
las condiciones adecuadas, los ocho aminoacidos (s presentes en la secuencia prima-
ria de la ribonucleasa son capaces de reagruparse adecuadamente en cuatro pares de
enlaces disulfuro. A grosso modo, la idea esencial de estos experimentos consistié en
monitorear la presencia de los ocho grupos sulfidrilos SHmediante técnicas de espec-
troscopia. El razonamiento seguido por Anfinsen le permitié relacionar la formacién
de los enlaces disulfuro correspondientes con la aparicién de las propiedades espec-
troscépicas asociadas a la actividad enzimatica de la Ribonucleasa-A. En ausencia de
los puentes disulfuro, enlaces clave en la formacién de la estructura nativa, la activi-
dad enziméatica de la proteina se reducia a cero.

Los resultados anteriores, que llevarian a C.B. Anfinsen a obtener el Premio Nobel
en 1972, permitieron establecer las bases de lo que hoy en dia se conoce como hipdte-
sis termodindmica. En esta hipdtesis, se considera que la estructura nativa de una
proteina inmersa en las condiciones fisicoquimicas adecuadas de su entorno, (pH,
temperatura, presion), corresponde a un estado minimo global en la energia libre F
del sistema. Los argumentos que se derivan de los experimentos de Anfinsen y que
dan base a la Hipétesis Termodinamica, podrian agruparse de acuerdo a los siguientes
puntos,

= Dado que el plegamiento puede ocurrir en ausencia del medio celular, la in-
formacién necesaria para que la proteina adquiera su configuraciéon nativa
estd codificada exclusivamente en la secuencia de aminodcidos. Los com-
ponentes del medio celular, ayudan a que este proceso se realice en forma
adecuada y eficientemente, evitando por ejemplo la formaciéon de enlaces no
favorables entre cadenas laterales.

= El hecho que el mecanismo de plegamiento y desnaturalizacién sean proce-
sos reversibles?, es una caracteristica crucial para permitir una descripcién
basada en leyes y principios fisicos que también tienen la caracteristica de
reversibilidad. Si el proceso fuese irreversible, consideré que se tendria que
admitir la presencia de elementos fuera del campo de la Fisica que rigen el
proceso. *

Es importante hacer notar que la reversibilidad en la desnaturalizaciéon o plegamien-
to de la proteina depende no sélo de su masa molecular, sino también del tipo de
aminoacidos que participan en la estabilizaciéon de la estructura nativa. Por ejemplo,

2La reversibilidad del plegamiento es un hecho experimental verificado en proteinas globulares
pequetias, cuya masa molecular es menor a 20kDa y que estdn integradas por < 100 aminoécidos.
Para proteinas de masa molecular mayor y con un nimero mayor de aminodcidos, el proceso de
desnaturalizacién no es necesariamente reversible debido a la cantidad de enlaces que estabilizan esta
macroestructura.

3La afirmacién anterior corresponde a la linea de pensamiento original de Anfinsen. En la actuali-
dad se considera que aun en los casos de plegamiento irreversible es posible describir a los mecanismos
en términos fisicos mediante el uso de formalismos extendidos a la Termodinamica de Equilibrio.
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al aminoacido (s tiene una cadena lateral del tipo R = —CHy — SH, la cual en pre-
sencia de condiciones fisicoquimicas apropiadas, es capaz de formar un enlace quimico
con otra cadena similar, generando lo que se conoce como un enlace disulfuro S-S (di-
sulphide bridge), el cual es uno de los enlaces de mayor intensidad en la estabilizacién
de la estructura nativa. El papel de los enlaces disulfuro en la estabilizaciéon de la
estructura nativa es tal que la sustitucion de dos enlaces S — S en la ribonucleasa
pancreatica-A por enlaces con aminodcidos alanina, induce un decremento de 40°C
en la temperatura T,, de desnaturalizacién de la proteina [Klink, T.A., et al , 2000].
Asimismo, la introduccién de un enlace disulfuro en la variante bacteriéfaga T4 de
la lisosima incrementa su temperatura T, en 4.8 °C, 6.4 °C u 11 °C, dependiendo la
posicién de la cadena en donde se ubique al enlace [Matthews., 1995].

La relevancia de los experimentos realizados por Anfinsen radica entonces en mos-
trar que, bajo ciertas condiciones de presién, temperatura, pH, etc.., el plegamiento
de una proteina es un proceso que puede ocurrir in vitro, esto es, sin la presencia del
medio celular. Consecuencia inmediata de lo anterior es que un proceso de naturaleza
estrictamente biolégica como lo es el plegamiento puede ser llevado al laboratorio y
por tanto ser sujeto de escrutinio por las herramientas de la Fisica y La Quimica.
Asimismo, dado que el conjunto de estados desplegados D y el estado nativo N son
conformaciones de equilibrio termodinamico, son susceptibles a ser abordados por
la Termodindmica Clésica, cuyo postulado fundamental es la existencia de estados
de equilibrio conectados mediante trayectorias reversibles en el espacio fase. Aun en
aquellos casos de macromoléculas que presenten un alto grado de irreversibilidad en-
tre las estructuras primarias y nativas, los estados iniciales y finales son, en ultima
instancia, estados de equilibrio termodinamico y, por tanto, abordables mediante una
descripcién termodindmica estandar. Conectado intrinsecamente con lo anterior, se
halla la posibilidad de una descripcién en términos mecéanico-estadisticos, dada la
relacion existente entre la Termodinamica de Equilibrio y la Mecénica Estadistica de-
sarrollada por L. Boltzmann y W. Gibbs a mediados del siglo pasado [Garcia-Colin,
L.S., 2005], [Gibbs, J.W., 1960]. El postulado principal de la Mecénica Estadistica
afirma que es posible establecer una conexién univoca entre los promedios de las pro-
piedades microscépicas de un sistema con sus caracteristicas termodinamicas. Asi, de
un sélo golpe Anfinsen no sélo nos muestra que las proteinas son sistemas susceptibles
de ser estudiados por los métodos y herramientas de la Fisica, nos muestra también
la forma particular de hacerlo y las condiciones requeridas para tal descripcién.

A la luz de lo anterior, jcudl es entonces el problema central a analizar en el ple-
gamiento de las proteinas? En forma general, podriamos decir que el andlisis presenta
basicamente dos vertientes. Por un lado, uno de los aspectos centrales y que atrajeron
mucho la atencién en las primeras etapas se refiere a la prediccién de la estructura
nativa que adquirird la proteina una vez conocida la secuencia inicial de aminodcidos
que integra la estructura primaria. Por decirlo en términos fisicos, el problema de
la prediccion de la estructura biolégicamente activa es un problema de condiciones
iniciales. Dada la secuencia ordenada de K aminodcidos para una proteina en par-
ticular, las condiciones fisicoquimicas del medio celular al que se hallard expuesta
(presién, temperatura, agentes quimicos, pH), se desea determinar su conformacién
de equilibrio. Este aspecto, conocido en la literatura como predicciéon del estado
nativo implica necesariamente tener una idea general de los mecanismos fisicoquimi-
cos involucrados en tal proceso, y por tanto conlleva en si mismo la propuesta de
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mecanismos de interaccién entre la estructura primaria y el medio celular como de
interaccién entre la estructura primaria consigo misma. A este respecto, podemos
decir que en las ultimas décadas no hemos estado faltos de propuestas y resulta-
dos. Dos de las teorias mas importantes y de mayor impacto en este sentido son la
Teoria del Paisaje Energético (Energy Landscape Theory) propuesta por P. Wolynes
y J. Bryngelson a mediados de los anos ochenta [Bryngelson and Wolynes., 1989]
y la Teoria del Congelamiento de Estados en Heteropolimeros (Freezing heteropoly-
mer transition theory) propuesta por V. Pandé et al a finales de los noventa [Pande,
Grosberg and Tanaka., 2000], de las cuales nos ocuparemos con mayor detalle en el
Capitulo III, cuando discutamos los elementos técnicos de esta investigacion doctoral.

Como segundo eje de investigacion en el plegamiento, se halla otra de las ca-
racteristicas mas sorprendentes del fenémeno. Numerosos experimentos con distin-
tas proteinas han mostrado que el tiempo necesario para que la estructura primaria
transite por estados conformacionales intermedios hasta llegar al estado nativo, es in-
creiblemente més corto de lo esperado para un sistema de tal complejidad [Grosberg
and Kutnezov., 1992], [Dill and Chan., 1997]. Los experimentos realizados en esta di-
reccién muestran que el tiempo de plegamiento 7 de una proteina depende de su masa
molecular, de su composicién en aminoacidos, de las caracteristicas propias de éstos
y de las condiciones fisicoquimicas del solvente en el cual se halla inmersa. Pese a esta
complejidad, en términos generales el tiempo de plegamiento 7 se halla ubicado en un
intervalo muy preciso [Vendruscolo, M. et al , 2001], que va desde 102 segundos para
las protefnas més pequeiias (K < 100 aminodcidos), hasta 10! segundos para macro-
moléculas de masa molecular mayor (K > 100 aminoécidos)®. El hecho anterior no
deja de ser bastante peculiar y notable, particularmente si tomamos en cuenta que en
una proteina tipica formada por, digamos K = 100 aminoécidos en donde cada uno
pudiese adquirir sélo dos posibles configuraciones, el niimero de posibles estructuras
es del orden de C' ~ 25 el cual es niimero astronémicamente grande. Si la proteina
tuviese que hacer una busqueda aleatoria de su configuracion mas estable pasando
por el conjunto C' de todos los posibles estados, entonces el tiempo de plegamiento
7 seria del orden de la edad del Universo, lo cual evidentemente no ocurre y plantea
pues en definitiva, la existencia de mecanismos que impidan la biisqueda aleatoria del
estado conformacional nativo.

En el fondo del planteamiento anterior, conocido como la Paradoja de Levinthal
[Levinthal, C.J., 1968], se halla entonces un elemento extra que deberd anadirse para
una descripcién correcta del tiempo 7 y que se refiere a la presencia inherente de una
tendencia (bias) en el diseno de la estructura primaria que codifica de alguna manera
una o varias rutas de plegamiento, pero que inhibe la enorme mayoria de posibilida-
des restantes. Es quizas la solucién al problema planteado por Levinthal uno de los
mayores retos planteado por el plegamiento de las proteinas para la ciencia moderna.
Quizés para algunos el hecho de que las proteinas alcancen un estado conformacional
de equilibrio caracterizado por un minimo energético no sea del todo sorprendente,
pero dificilmente alguien podria negar que el hecho de que éste ocurra en tiempos
suficientemente cortos deja aun mucho por entender.

4Existen no obstante, subunidades de las proteinas como loops hairpins conformados por pe-
quenos segmentos de la cadena principal, que pueden plegarse en tiempos ain mas cortos, del orden
de 107° segundos [Creighton, 1984]
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En el parrafo anterior hemos descrito en forma general cudles son los ejes prin-
cipales en el estudio del plegamiento. A continuacién procederemos a un nivel de
especificidad mayor para describir exactamente cuales es la fenomenologia observada
en esta transicién y que cualquier teoria de la dinamica de proteinas en solucién de-
beria poder explicar. Para ello, agruparemos los resultados experimentales observados
en dos categorias principales. Por un lado, listaremos aquellos resultados asociados
directamente con los aspectos termodinamicos y por otro, los aspectos relacionados
intrinsecamente con la cinética del proceso, es decir, con lo que ocurre en las fases
intermedias del plegamiento y que afecta directamente al tiempo de plegamiento 7.

Aspectos Termodinamicos del Plegamiento.

Tal como hemos mencionado anteriormente, una de las vertientes en el analisis del
plegamiento se refiere a la bisqueda de un modelo mesoscépico sustentado en prin-
cipios fisico-quimicos, que permita calcular las diversas propiedades termodindmicas
observadas en el estado nativo. En particular, existen tres caracteristicas de crucial
importancia relacionadas con este aspecto y que cualquier modelo que represente
adecuadamente la termodinamica del estado nativo deberia reproducir.

1. Existencia de un minimo para la Energia libre F. Diversos experimen-
tos muestran que el cambio de energia libre AG o AF del sistema exhibe
un maximo para una temperatura Ty, la cual se halla generalmente en el
intervalo de 0 — 100°C'. Lo anterior implica, desde un punto de vista ter-
modindmico, que a la temperatura T, la proteina ha alcanzado un minimo
global en su energia libre correspondiente a un estado de equilibrio termo-
dindmico. Asimismo, si notamos que G = H — TS (o F' = E —TS), nos
percataremos también de que la existencia de este minimo global para las
energias G y F' implica también que el sistema ha alcanzado un estado de
equilibrio entre interacciones termodindmicas. Por un lado, la tendencia na-
tural de los sistemas a disminuir su energia interna H o E y por otro lado, de
incrementar su entropia S. El estado nativo surge entonces como aquel que
equilibra las dos tendencias anteriores. Se ha observado también que para la
mayorfa de las protefnas de un s6lo dominio®, el AF se halla en el intervalo
40 — 60 kJoules/mol [Pfeil and Privalov., 1976a] [Pfeil and Privalov., 1976b].

2. Entalpia H y entropia S en funciéon de T. Para un ntmero enorme
de proteinas, entre las cuales podriamos citar sélo como unos cuantos ejem-
plos a la ribonucleasa A, la quimotripsina, la mioglobina, el citocromo c
[Privalov, P.L., 1979],[Privalov and Gill., 1988] y una clase amplia de meta-
mioglobinas [Kelly and Holladay., 1990], el cambio en la entalpia AH es una
funcién lineal creciente de T' en tanto que el cambio de entropia AS muestra
un comportamiento también monoténicamente creciente con T' aunque no
necesariamente escala linealmente con T

3. AC), versus T'. Las técnicas de micro y nanocalorimetria de barrido mues-
tran que la diferencia AC), entre el estado nativo N y el estado desplegado
D en funcién de T exhibe un maximo para una temperatura dada en el in-
tervalo antes mencionado (0 — 100°C') [Privalov et al., 1989], [Michnik et al.,
2005], [Chateau et al., 2005], [Privalov, P.L., 2007] (Figura 1). Una de las

5Pese a no haber un consenso en la definicién del término dominio, generalmente se considera
a éste como un subconjunto de la estructura primaria capaz de plegarse en forma independiente al
resto de la cadena.
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F1GURA 1. Forma funcional del calor especifico C,, en funcién de la
temperatura T para la proteina Ribonucleasa pancredtica A y la Me-
tamioglobina. La linea sélida corresponde a la estructura terciaria, en
tanto que la linea punteada a la cadena sin estructura. Reproducido
de Privalov et al. [Privalov et al., 1989)].

primeras explicaciones para la presencia de este pico de absorcion, se halla
en la propuesta de Kauzmann [Kauzmann, W., 1959], quien sugiere que en
analogia con lo que ocurre en la hidratacion de solutos organicos no polares
en agua, el incremento sustancial del AC), se debe a la exposicién de los
grupos no polares al agua, caracteristica fundamental del efecto hidrofébico.
En el Capitulo III discutiremos con mayor amplitud la base fisica de este
proceso.

Aspectos Cinéticos del Plegamiento

En parrafos anteriores hemos presentado el esquema general que sigue el plegamiento
de las proteinas. Los ribosomas traducen la informacién codificada por tripletas de
nucleétidos en el ADN a fin de generar cada aminodcido que integrard la secuencia
primaria de la proteina. Asistidos por las cadenas de ARN-t, los ribosomas ensamblan
la cadena polipeptidica que se plegard sobre si misma para formar a la estructura nati-
va. Un panorama tan simple como el descrito, que ignora por ejemplo los mecanismos
de plegamiento asistidos por las proteinas chaperonas, es aplicable en términos gene-
rales para proteinas de masa molecular pequena, en donde sélo existen dos estados
termodindmicamente estables, el estado desplegado D y el estado nativo N. Cuando
las protefnas tienen una masa molecular mayor a 20 kDaS, pueden existir un conjunto
de estructuras intermedias metaestables, correspondientes a estados activados en la
transicion D = N. Estas estructuras, conocidas como estados intermedios, tienen un

61 Da equivale a 1.65 x 1072* gramos
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papel fundamental en la cinética del plegamiento, dado que su presencia o ausencia
puede incrementar o disminuir en forma considerable el tiempo 7 necesario para que
la proteina alcance el estado de minima energia.

Se ha discutido a lo largo de mucho tiempo, si el mecanismo de plegamiento es un
proceso dirigido termodindmicamente o cinéticamente. Esto es, si el estado nativo es
el estado de menor energia o el estado que se forma mas rdpidamente [Wetlaufer and
Ristow., 1973]. Los argumentos que favorecen la hipétesis termodindmica estan sus-
tentados basicamente en experimentos de desnaturalizacién para proteinas pequenas,
en donde en efecto, el estado nativo es el resultado de un proceso de minimizacion
energética. Por otro lado, la idea de que el plegamiento tiene una componente impor-
tante de origen cinético tiene su fundamentacion en la idea de que la existencia de
estados intermedios bien definidos y codificados en la secuencia de aminoécidos, hace
posible que el nimero de conformaciones posibles decrezca rapidamente y por tanto se
forme el estado estructuralmente mas estable en tiempos relativamente cortos [Go.,
1983]. De acuerdo a este esquema, conocido como principio de plegamiento cinéti-
co, la secuencia de aminodacidos contiene en forma codificada un niimero pequeno de
trayectorias posibles que minimizan el tiempo de plegamiento. Estas trayectorias de
plegamiento (folding pathways) conducen a la proteina desde su estado desplegado D
hasta la estructura nativa N en forma tal que minimizan el tiempo 7 requerido. En
un lenguaje propio de la Fisica, dirfamos que estas trayectorias corresponden a curvas
geodésicas temporales en el espacio fase del sistema.

De la misma forma que el enfoque termodindmico busca la caracterizacién de los
mecanismos fisicoquimicos que originan la estabilidad del estado nativo, el enfoque
cinético pretende caracterizar con toda precision las trayectorias de plegamiento que
sigue una proteina en funcién de su masa molecular, secuencia de aminoacidos, etc y
la presencia 6 ausencia de barreras energéticas y de estados intermediarios que puedan
influir en forma directa al tiempo 7 de plegamiento. Al igual que en el caso termo-
dindmico, dentro del enfoque cinético existe una cantidad enorme de observaciones
y resultados experimentales a ser explicados mediante una teoria consistente a nivel
microscopico. A continuacién enlistamos sélo algunos de los resultados mas notables
en esta direccion,

1. Papel fundamental de la estructura primaria. Las proteinas adquieren
su conformacién nativa en tiempos muchisimo mas cortos que los planteados
por la Paradoja de Levinthal [Levinthal, C.J., 1968]. Este hecho plantea la
posibilidad de que existan procesos evolutivos en el diseno de las proteinas
que eviten la busqueda aleatoria de la estructura maés estable. Si esta idea
fuese correcta, entonces la secuencia primaria de aminoacidos seria el ele-
mento crucial en donde se hallarfa codificada esta informacién.

2. Escalas de tiempo superpuestas. Para ciertas proteinas, la estructura
nativa se forma mediante un proceso secuencial. Diversos estudios muestran
que las hélices a y las hojas § que forman subestructuras estables dentro de
la conformacién nativa, se pliegan en escalas de tiempo distintas [Baldwin,
R., 1975]. Las hélices a se forman en las primeras etapas del proceso de
plegamiento, con tiempos de formacién de alrededor de t ~ 1073 seg., en
tanto que las hojas [ requieren en general tiempos mayores de formacion,
aproximadamente ¢ ~ 10! seg.
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3. Estados Intermedios. Para proteinas de masa molecular pequena (M <
20kDa), el modelo cinético més aceptado para la transicion D = N es bési-
camente un modelo de dos estados [Tanford., 1968]. Sin embargo, para pro-
tefnas de masa molecular mayor, puede existir un ntmero importante de
estados intermedios I; de acuerdo a la reaccién siguiente

D=L=0L=...=N.

Para este tipo de macromoléculas, se ha observado que la distribucién de
tiempos de transicién 7; entre las diversas especies I; presenta caracteristi-
cas propias. La transicion entre la estructura nativa y los primeros estados
intermedios I, I, etc.. es mucho mas rdapida que las transiciones cerca del
estado nativo N. La presencia de fases de plegamiento répido y lento (fast
and slow folding phases) esté intimamente ligada con la trayectoria que sigue
la proteina dentro del espacio fase de conformaciones y por tanto, puede ser
analizada en conjunto con la Teoria del Paisaje Energético [Bryngelson and
Wolynes., 1989].

4. Conexién del plegamiento con la Transicién Vitrea (Glass Tran-
sition. Se sabe que algunos liquidos, como el glicerol o el acido lactico,
presentan la caracteristica de poder ser sobreenfriados por debajo de su
temperatura de cristalizacién sin formar la estructura cristalina correspon-
diente, como ocurre en la mayoria de los liquidos [Angell, C., 1995]. Esta
transicién, conocida como transicién vitrea (glass transition), presenta ras-
gos termodinamicos y cinéticos similares al caso de la desnaturalizacion de
las proteinas y permanece como uno de los retos mas importantes a resol-
ver en el campo de la fisica de la materia condensada, [Garcia-Colin, L.S.,
1999]. Durante la transicién vitrea, los tiempos de relajacién estructura-
les del liquido se incrementan abruptamente en alrededor de 12 6rdenes de
magnitud, haciendo que el liquido sobreenfriado no alcance un estado de
verdadero equilibrio termodindmico y que su viscosidad sea tan grande, que
permanezca en cierto sentido ‘congelado’ [Stillinger F.H., 1995]. Asimismo,
la transicion vitrea va acompanada siempre de un decremento significativo
en el calor especifico AC), entre el estado liquido y el estado vitreo. Estas
dos caracteristicas van intimamente relacionadas, dado que al incrementarse
los tiempos de relajacion, el sistema se asemeja a un sélido, para el cual el
calor especifico (), siempre tiene un valor menor que el correspondiente al es-
tado liquido. Simultdneamente al decremento del calor especifico AC), < 0,
se observa un decremento en la entropia configuracional del estado vitreo
AS < 0. Dado que estos elementos se observan experimentalmente en la
desnaturalizacion de las proteinas, es posible en principio considerar que
ambos mecanismos tienen elementos en comun. Si atendemos al hecho de
que la transicién vitrea es esencialmente un fenémeno dirigido por mecanis-
mos cinéticos, jpodriamos decir también que estos mismos rasgos presentes
en la desnaturalizacién del estado nativo son un reflejo de la presencia de
mecanismos cinéticos? No seria sorprendente hallar que la teoria comple-
ta del plegamiento y desnaturalizacién de proteinas o bien aquella para la
transicion vitrea, pudiese explicar también las similitudes termodindmicas
observadas en ambos fenémenos.
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2. Implicaciones Biomédicas del Plegamiento de las Proteinas.

No seria adecuado finalizar una descripcién general del problema del plegamiento
y desnaturalizacién de las proteinas sin abordar el aspecto complementario: el ple-
gamiento parcial o completamente incorrecto de estas macromoléculas bioldgicas. La
generacion de la estructura primaria de una proteina se inicia con el desdoblamiento
de la doble hélice de ADN por la enzima ARN polimerasa. Este proceso genera una
cadena de ARN-m y se conoce como transcripcién. Posterior a ello, la cadena de
ARN-m se acopla con los ribosomas, los cuales en conjuncién con cadenas de ARN-t,
sintetizan la cadena polipetidica en un proceso conocido como traduccién. Dada la
complejidad de este proceso, es posible que algunos de los pasos en los mecanismos
de replicacién, transcripcién y traduccién no se realicen en forma correcta, generando
que las secuencias de aminoacidos que integraran a la proteina puedan tener ele-
mentos faltantes o ubicados en posiciones diferentes en la cadena a como estaban
disenados a ubicarse. Este proceso, conocido como plegamiento incorrecto (protein
misfolding), generard una estructura primaria que al plegarse en el ambiente fisico-
quimico de la célula producira una proteina con una estructura distinta a la estructura
nativa. Salvo en algunos casos de robustez ante mutaciones, la proteina asi{ generada
serd incapaz de realizar las funciones propias que le corresponde y tendera a pro-
ducir una patologia relacionada a la actividad que la proteina debia realizar y que
en estas condiciones estd impedida a hacer. Estudios recientes han demostrado que
para ciertos padecimientos como la fibrosis quistica y el enfisema pulmonar familiar,
existe una conexién clara entre el plegamiento incorrecto de una proteina y una dis-
funcién celular especifica [Dobson, C.M., 1999]. Asociado también a un plegamiento
incorrecto, se encuentra toda una categoria de disfunciones celulares conocidas con el
nombre genérico de amziloidosis, en las que los plegamientos incorrectos conducen a la
formacién irreversible de agregados fibrilares insolubles llamados amiloides, los cuales
interfieren con el desarrollo de las diversas funciones celulares. Dentro de este grupo
de patologias se encuentran las diversas variantes de la enfermedad de Alzheimer y
Creutzfeld-Jakob [Dobson, C.M., 2001], [Chanez-Cardenas et al., 2002], entre otras.
Dados estos hechos, no es de sorprender entonces que el plegamiento de las proteinas
sea también un campo de profundo interés para las ciencias médicas. En esta tltima
parte abordaremos con un poco de mayor detalle algunas de las principales disfun-
ciones celulares asociadas con el plegamiento incorrecto de proteinas.

En esencia, el plegamiento incorrecto de una proteina y la formacién de agregados
fibrilares son procesos precedidos por un mecanismo de agregacién. Las proteinas son
sintetizadas por los ribosomas en el interior celular partiendo de la terminal N hasta la
terminal C. En tanto que algunas proteinas comienzan un plegamiento parcial antes
de que los ribosomas hayan sintetizado la cadena completa [Hardesty and Kramer.,
2001], algunas otras lo hacen dentro del citoplasma una vez que la sintesis de los ri-
bosomas ha sido totalmente concluida [Deuerling and Bukau., 2004]. En el transcurso
del proceso de plegamiento, algunos de los estados parcialmente plegados de la pro-
tefna exhiben una tendencia natural a agregarse en el citoplasma, de forma entonces
que el proceso de plegamiento in vivo requiere generalmente de mecanismos auxilia-
res de control para evitar el agregado de proteinas en estados parcialmente plegados
[Young et al., 2004]. Este proceso de control es realizado en parte por las moleculas
chaperonas, las cuales son capaces de reconocer estados conformacionales no nativos
mediante la deteccion en las proteinas de una superficie hidrofébica en lugar de una
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superficie hidrofilica [Young et al., 2004]. Pese a que se conocen las lineas generales
de operacién de las moléculas chaperonas, los detalles especificos del reconocimiento,
acoplamiento y degradacion de los estados no nativos por las moléculas chaperonas
no ha sido comprendido en su totalidad, con excepcién de algunos casos especificos
como el complejo GroEL/GroEs [Guo et al , 2005].

Pese a que la mayoria de los resultados conocidos sobre el mecanismo de accién del
complejo GroEL/GroES se refieren a situaciones in vitro, este es uno de los sistemas
de regulacién del plegamiento mejor conocidos en la actualidad [Ellis., 2001]. Se sabe
por ejemplo que esta macromolécula estd constituida por 14 subunidades dispuestas
en dos anillos apilados en una geometria cilindrica. En una primera fase ocurre un
acoplamiento entre las unidades de GroEL y la superficie hidrofébica de la proteina.
Una vez que la proteina ha sido encapsulada por GroEL, ocurre una segunda fase de
sellamiento de la cavidad de GroEL por la subunidad GroES. La proteina permanece
dentro del complejo GroEL/GroES por aproximadamente diez segundos, durante los
cuales ocurre un reaccién de hidrdlisis por ATP seguido de cambios conformacionales
en la disposicién de los aminodcidos hidrofébicos de la superficie [Ellis., 2001]. Una
vez concluidos, la seccién GroES se separa de GroEL para liberar a la proteina al
citoplasma. Pese a la eficiencia de este sistema de regulacién del plegamiento por las
moléculas chaperonas, la presencia de diversos factores puede impedir que la totalidad
de las proteinas en estados no nativos sean degradadas por las moléculas chaperonas.
Cuando esto ocurre, las proteinas plegadas en forma incorrecta pueden alcanzar el
exterior celular y proceder a la fase de agregacién molecular, dado que las moléculas
chaperonas son practicamente inexistentes en el exterior de la célula [Guo et al , 2005].

Una de las primeras patologias descubiertas debido a la agregacién molecular es
la llamada anemia falsiforme (sickle-cell anemia). En este tipo de padecimiento, que
afecta basicamente a un sexto de la poblacién de afroamericanos en USA [Rucknagel.,
1975], los glébulos rojos presentan un alto grado de rigidez y una forma tipica en forma
de hoz, que da el nombre al padecimiento y que contrasta con la forma usual de dona
de las mismas [Louderback et al., 1999]. Esta patologia tiene su origen a nivel molecu-
lar en la mutacién de un sélo aminoacido en la secuencia primaria de la hemoglobina.
Tal mutacion se ubica en la sexta posicién de la cadena globina 3, y corresponde a
la sustitucién del aminodcido Gly por Val [Ingram., 1956]. A la forma mutada de la
hemoglobina normal (HbA) se le conoce como HbS. Este padecimiento resulta intere-
sante de mencionar no sélo como un ejemplo de las consecuencias generadas por un
plegamiento incorrecto, sino también porque es posible identificar perfectamente que
la secuencia de aminodcidos en la estructura primaria tiene, efectivamente un papel
significativo. El aminoacido Gly ocupa una posicién estratégica dentro de la variante
normal de la hemoglobina HbA y tiene un carédcter polar. Cuando es sustituido por
el aminoacido Val se induce una mutacién que afecta directamente a la polaridad de
la macromolécula, dado que Val es un aminoacido basicamente hidrofébico. La susti-
tucion Gly — Val induce la presencia de una zona hidrofébica extra en la superficie
de los glébulos rojos. Como resultado de esto, la forma HbS de la hemoglobina for-
mard agregados que precipitaran en el interior de los glébulos rojos. Dado que éstos
deben tener una cierta flexibilidad para deformarse y transitar por los vasos capilares,
la presencia de los agregados en su interior tendra como resultado una rigidez que
impide que puedan deformarse adecuadamente, con la consecuente interrupcién del
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proceso de oxigenacién en algunos tejidos.

De acuerdo a la clasificacién médica estandar, el caso de la hemoglobina HbS es
un ejemplo de una patologia inducida por la formacion de agregados de proteinas en
el interior de la celular que la alberga. Pese a que en cuestiones biolégicas las reglas
tienden a ser la excepcidén, las observaciones muestran que existe una relacién entre la
formacion de agregados de proteinas y la mutacion de las estructuras primarias. En
forma general se observa que las proteinas que sufren mutaciones tienen una tendencia
mayor a la formacién de agregados fibrilares, dado que la mutacién de la estructura
primaria implica una alteracion del caracter hidrofébico-polar de la macromolécula.
El Cuadro (1) muestra algunas de las principales patologias asociadas a la presencia
de conglomerados de distintas proteinas.

Enfermedad Proteina Responsable
Sickle-Cell Anemia Deoxyhemoglobina-S
Huntington Hungtintina
Parkinson a-sinucleina
Alzheimer A-3, Tau
Encefalopatias Espongiformes Proteinas Prion

CUuADRO 1. Algunas de las patologias inducidas por agregados pro-
teicos mas conocidas. Tomado de [Lesk., 2004].

Dentro del amplio espectro de posibilidades para el plegamiento incorrecto de una
proteina, se halla también la posibilidad de formacién de agregados en el exterior de
la célula. Cuando esto ocurre, las proteinas en estados conformarcionales no nativos
han escapado de los sistemas de regulacion y control celular del plegamiento, que en
esencia son las moléculas chaperonas y el sistema UPS (ubiquitin proteasome system),
los cuales asisten el plegamiento y degradan a las proteinas incorrectamente plegadas,
respectivamente [Lansbury., 1999]. Ya en el exterior celular, se inicia un mecanismo de
agregacion para las proteinas parcialmente plegadas que no fueron detectadas por los
sistemas de control y regulacion del plegamiento. La caracteristica principal de este
proceso es la geometria de los agregados fibrilares: las proteinas en estados conforma-
cionales no nativos se asocian entre si formando una estructura de hojas 3 altamente
insoluble [Walsh et al., 1997] (Figura 2). La formacién de estos agregados insolubles
y su conexién con diversas patologias (principalmente de tipo neurodegenerativo) se
ha convertido en las dos udltimas décadas en uno de los temas de mayor relevancia en
las ciencias biomédicas. Algunas estimaciones indican que hasta un 50 % de todos los
padecimientos en nuestra especie tienen un origen en un mecanismo de plegamiento
incorrecto y agregacién [Bradbury., 2003].

Las patologias resultado de un proceso de agregacién extra o intra celular se
conocen como amiloidosis y entre ellas se hallan las principales patologias de indole
neurodegenerativa, como es el caso de los padecimientos de Alzheimer, de Huntington,
de Parkinson, de Gaucher y las encefalopatias espongiformes [Tapan and Subhankar.,
2006]. Aunque cada uno de estos padecimientos tiene su sintomatologia propia, una de
las caracteristicas generales de todos ellos es la pérdida simultdanea de neuronas en los
sistemas sensorial, cognoscitivo y motor. En el caso del padecimiento de Alzheimer,
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Ficura 2. El proceso de formacion de agregados fibrilares insolubles
(amiloides) consiste esencialmente en la transformacién de la estruc-
tura helicoidal o de una proteina en una estructura de hoja 3. En (A)
una proteina con estructura nativa de hélices «, en (B) los procesos de
plegamiento incorrecto generan la conversién de parte de la estructura
a en una topologia 3. En (C) la proteina ha sido transformada en
su estructura nativa hacia una conformacién de tipo 3. Adaptado de
[Tapan and Subhankar., 2006].

se observa el depésito de agregados de la proteina AS en la masa encefdlica y la ge-
neracién de cadenas neurofibrilares anudadas de la proteina Tau ( Tau-neurofibrilary
tangled chains) [Games et al., 1995]. En contraposicién al padecimiento de Alzhei-
mer, estudios recientes indican que en el padecimiento de Parkinson los agregados
fibrilares se ubican en el espacio intracelular [Forloni et al., 2002]. En referencia a la
sintomatologia, la enfermedad de Parkinson se caracteriza por una rigidez muscular
e inestabilidad en el control de los movimientos musculares més finos. En un nivel
de mayor especificidad, el diagnéstico definitivo de un padecimiento de Parkinson se
establece al detectar cimulos de la proteina « sinucleina en el interior del citoplasma
de las neuronas [Agorogiannis et al, 2004].

Finalmente se denomina con el término de enfermedades tipo prién a una variedad
amplia de patologias inducidas por la mutacién conformacional de las proteinas cono-
cidas como priones, PrP®. Es su forma normal, esta proteina se encuentra ubicada
en la superficie celular de las neuronas y se piensa que juega un papel importante
en la recepcién de ciertos neurotransmisores. Aun cuando el mecanismo que induce
la mutaciéon conformacional no es claro, una vez que éste ha ocurrido, la proteina
prién transforma las hélices a de su estructura nativa en hojas (. Esta variante,
conocida como PrP5¢, es capaz de formar agregados insolubles similares a los descri-
tos anteriormente. Asimismo, las proteinas prién que han mutado a una configuracién
predominante de hojas § actian como catalizadores en la produccion de mas proteina
PrP5¢ a partir de la variante normal, actuando entonces como un agente infeccioso
[Cohen et al., 1994]. Dentro del grupo principal de patologias conformacionales descri-
tas por el mecanismo anterior se hallan las encefalopatias espongiformes. El nombre
proviene de la estructura que adquieren los cerebros de los individuos infectados, el
cual se asemeja a una esponja en donde los espacios vacios corresponden a las neuro-
nas muertas [Lesk., 2004].

A lo largo de este capitulo hemos presentado un panorama general del tema
central de esta tesis doctoral: el plegamiento de las proteinas. Sin pretender desde
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luego hacer una revision exhaustiva, que ademas no corresponderia a la intencion
primordial, hemos querido destacar la relevancia y actualidad del problema, tanto en
sus aspectos fundamentales como en sus consecuencias de mayor impacto en areas
biomédicas. En el siguiente capitulo reduciremos considerablemente el espectro de
temas a abordar y al mismo tiempo incrementaremos el nivel de detalle. El Capitulo
II estara dedicado a establecer y caracterizar a las proteinas partiendo desde el nivel
mas basico. Iniciaremos describiendo en términos generales el proceso de sintesis de la
cadena secuenciada de aminoacidos a partir de la informacién codificada y transcrita
por el ADN y el ARN. Posteriormente abordaremos el anélisis de la estabilidad de la
estructura secundaria (hélices a y hojas (3) y la agrupacién de conjuntos de hélices
« v hojas 3 en unidades funcionales por si mismas, llamadas dominios. Finalmente
concluiremos describiendo las principales caracteristicas del estado nativo en términos
de la estructura primaria, secundaria y terciaria.



CAP{TULO 2

Estructura e Interacciones en las Proteinas.

1. Sintesis de una proteina.

La primera etapa en la sintesis de una proteina es la transcripcién de la informa-
cién codificada por los pares de nucledtidos de la molécula de ADN a una cadena de
ARN-m la cual se acoplara posteriormente a los ribosomas para iniciar la sintesis de
la cadena polipeptidica [Saenger., 1988]. Desde un punto de vista evolutivo, la exis-
tencia de un acido nucleico intermediario entre la molécula de ADN y los ribosomas
representa una ventaja, dado que en estas condiciones la doble hélice de ADN per-
manece expuesta (‘abierta’) el menor tiempo posible, reduciendo asi las posibilidades
de un dano a la secuencia de nucleétidos [Gaeta., 1999]. El proceso de transcripcién
que da origen a las proteinas se lleva a cabo mediante el acoplamiento de la enzima
ARN-polimerasa II(ARNP II) al ADN. El ARNP II desdobla a la molécula de ADN
abriendo un regién de transcripcién (transcription bubble) que abarca entre 15 — 20
pares de nucledtidos y se desplaza a lo largo de una de las hélices de ADN de forma
tal que el tamano de la regién que esta siendo transcrita permanece aproximadamente
constante. En la fase activa de la transcripcién, la enzima ARNP II se desplaza con
una rapidez entre 10 — 10? pares de nucleétidos por segundo y dado que cada par de
nucledtidos estd enlazado por dos o tres puentes de hidrogeno, la energia involucrada
en el mecanismo de transcripcién es del orden de 10 puentes de hidrégeno [Gaeta.,
1999] (Figura 1). Conforme la molécula de ARNP-II se desplaza a lo largo de una de
las hélices de ADN durante el proceso de transcripcion, se genera una cadena del dcido
ribonucleico ARN conocida como ARN mensajero (ARN-m). Esta cadena contiene
una ‘copia’ de la informacién contenida en el ADN y se acoplara en una siguiente fase
con los ribosomas y el dcido ribonucleico de transferencia (ARN-t) para ensamblar la

cadena polipeptidica que constituye la estructura primaria de una proteina [Watson.,
1987].

Al acoplarse la cadena de ANR-m con los ribosomas para iniciar la traduccion
del c6digo se requiere un mecanismo de diferencie cada uno de los aminoacidos que
integran la estructura primaria. Para comprender como ocurre este proceso conviene
revisar brevemente el almacenamiento de la informacién genética en la doble hélice
de ADN. Cada una de las hélices del ADN estd formada por cuatro tipos distintos
de nucléotidos: adenina (A), citosina (C), guanina (G) y timina (T). La formacién
de la doble hélice de ADN ocurre debido a la formacién de puentes de hidrégeno
entre pares de nucleétidos, A — T, G — C, llamados en forma més especifica pares de
Watson-Crick [Cantor and Schimmel. , 1980]. Durante el proceso de transcripcién,
la secuencia de nucledtidos contenida en una seccion del ADN es transcrita a la ca-
dena de ARN-m sustituyendo el nucledtido timina T' por el nucléotido uracil U. De
esta forma, la composicion del ARN-m es una secuencia de nucledtidos A,U, G, C.

19
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Duplicacion de la cadena de ADN y transcripcion del ARN-m.
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FiGUurA 1. Esquematizacién del proceso de transcripcion del ADN
por la enzima ARNP-II, el cual genera una cadena de ARN-m. El
ARN-m se contiene la informacién necesaria para la sintesis de la es-
tructura primaria de una proteina, lo cual ocurre durante el proceso
de traduccién realizado por los ribosomas. Adaptado de [Voet., 1995].

Dado que tenemos solamente cuatro bases (nucleétidos) diferentes y solamente vein-
te aminodcidos distintos!, la primer consecuencia inmediata de este hecho es que se
requiere grupos de nucléotidos para poder codificar a un aminodcido en particular.
Estos grupos de bases se denominan codones. Dado que los codones conformados por
s6lo dos bases (dupletas) resultarian insuficientes para generar los veinte aminoacidos
(4?2 = 16 = dobletas distintas), se requiere al menos de codones integrados por tri-
pletas de nucléotidos. En este caso, tenemos 43 = 64 tripletas distintas, lo cual resulta
en que codigo degenerado en un sentido matematico; existen tripletas que no codifi-
caran para ningin aminoacido y aminodacidos codificados por mas de una tripleta.

Alrededor de 1960, los trabajos de Francis Crick y Sydney Brenner [Crick F.H. et
al., 1961] establecieron mediante una serie de experimentos con cadenas de ADN mu-
tantes que el cédigo genético para la sintesis de proteinas esta basado efectivamente,
en codones formados por tres bases de nucleétidos. El siguiente paso fundamental en
el desciframiento del cédigo genético fue realizado en 1961 por Marshall Nirenberg
y Heinrich Matthaei [Nirenberg and Matthaei., 1961], al demostrar que la tripleta
formada por tres bases uracil (U, U, U) codifica al aminoacido Fenilanina (Phe) [Ni-
renberg and Matthaei., 1961]. Asimismo, experimentos realizados con ARN mutantes
constituidos por un sélo nucléotido ( poly(A) y poly(C) ), condujeron a dos elementos
mas en el cddigo genético. La cadena poly(A) genera cadenas del aminoacido Lysina,

ILa afirmacién anterior se refiere a aminodcidos presentes en proteinas. Es posible de hecho,
generar una molécula con un grupo carboxilo y un grupo amino en forma sintética y que no forme
parte de una proteina natural.
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Aminoacido Codén de ARN-m
Alanina (Al) GCA GCC GCG GCU
Arginina (Ar) AGA AGG CGA CGC CGG CGU
Asparagina (Asn) AAC AAU
Acido Aspartico (Asp) GAC GAU
Cisteina (Cis) UGC UGU
Acido Glutdmico (Glu) GAA GAG
Glutamina (Gln) CAA CAG
Glicina (Gly) GGA GGC GGG GGU
Histidina (His) CAC CAU
Isoleucina (Ile) AUA AUC AUU
Leucina (Leu) UUA UUG CUA CUC CUG CUU
Lisina (Lys) AAA AAG
Metionina (Met) AUG
Fenilalanina (Phe) UUC UUU
Prolina (Pro) CCA CCC CCG CCU
Serina (Ser) AGC AGU UCA UCC UCG UCU
Treonina (Thr) ACA ACC ACG ACU
Triptofan (Trp) UGG
Tirosina (Tyr) UAC UAU
Valina (Val) GUA GUC GUG GUU
Codones que no codifican UAA UAG UGA

CuaDRO 1. Tripletas de nucléotidos de ARN-m que codifican cada

uno e los veinte aminoacidos proteinégenos conocidos durante el pro-
ceso de traduccién. [Watson, J.D., 2003]

en tanto que en presencia de un ARN-m formado por cadenas de poly(C), los ribo-
somas sintetizan solamente cadenas del aminodcido Pro.

Los experimentos anteriores y otros méas que los siguieron establecieron el cédigo
completo de codones que codifica a cada uno de los veinte aminodcidos conocidos,
asi como los codones que codifican el inicio y terminacién de una sintesis en particular.
El Cuadro (1) muestra las tripletas de nucléotidos que codifica a cada uno de los
veinte aminodcidos conocidos en proteinas. En términos generales, podemos decir
que el cédigo representado en el Cuadro (1) tiene las siguientes caracteristicas.

= El cédigo genético es un cddigo que presenta un alto nivel de degeneracion
en términos matematicos. Existen tres aminoacidos que son codificados por
seis codones cada uno y la mayoria restante tiene mas de un codén asociado.
A los codones que representan al mismo aminoédcido se les llama sindnimos
por lo que entonces por ejemplo los codones (C,G,U) y (C,G,G), (C,G,C)
son sinénimos.

» Existen solamente tres codones que indican la terminaciéon de un cadena po-
lipeptidica particular. Estos codones corresponden a las tripletas (U, A, G),
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(U, A A) y (U,G, A). De la misma forma, los codones (A, U, G),(G,U, G) in-
dican el inicio de una cadena en particular [Cantor and Schimmel. , 1980].

= Aunque no es en si una regla, por lo general ocurre que cuando el segundo
nucleétido de un coddn consiste en una base pirimidina, el aminoacido sin-
tetizado tiene un caracter hidrofébico. Para aquellos codones cuyo segundo
elemento es una base purina, el aminoacido resultante tiene un perfil polar.

A través de la lectura secuencial del c6digo anterior en el acoplamiento de la cadena de
ARN-m con los ribosomas, se inicia propiamente la sintesis de la estructura primaria
de todas las proteinas, conformada por una secuencia de K aminodcidos unidos cova-
lentemente entre si. La estructura primaria de una proteina es entonces una cadena
heteropolimérica lineal, la cual en principio podria adquirir un niimero considerable
de configuraciones espaciales mediante flexiones y rotaciones de las mondémeros que
lo integran. Una vez que la proteina ha sido sintetizada por los ribosomas, entra en
contacto con un medio multicomponente (enzimas, coenzimas, otras proteinas) y en
condiciones fisicoquimicas particulares (presién, temperatura, pH, etc) las cuales di-
rigiran una serie de cambios conformacionales hacia el estado nativo. De los detalles
de este proceso nos ocuparemos en los siguientes parrafos, no sin antes discutir bre-
vemente algunas de las propiedades fisicas y quimicas de los mondémeros que integran
la estructura primaria: los aminodacidos.

2. Los aminoéacidos: Unidades basicas de la cadena polipeptidica.

De acuerdo a la informacién presentada en el Cuadro (1) se conocen en la Na-
turaleza 20 aminodcidos distintos. A pesar de las diferencias que existen entre ellos,
todos comparten una misma estructura quimica genérica [Finkelstein and Ptytsin,
2002]. Cada aminoécido estd conformado por un dtomo central de carbono, denotado
por C,, ligado covalentemente a un grupo amino NHs, a un grupo carboxilo CO-
OH, a un atomo de hidrégeno H y a una molécula llamada cadena lateral R, la cual
es distinta para cada aminoacido y que puede variar enormemente en cuanto a su
composicién quimica. A fin de integrar la cadena polipeptidica, los aminoécidos se

R

|
NH,—C,y—COOH

|
H

FIGURA 2. Estructura general de un aminoacido. El atomo central de
carbono se conoce como C, y estd ligado covalentemente a los grupos
funcionales amino NHs, carboxilo COOH, un atomo de hidrégeno y

una cadena lateral R cuya composicion es distinta para cada aminodci-
do.

acoplan entre s{ mediante enlaces peptidicos que unen al grupo amino del aminoacido
n—1 con el grupo carboxilo del aminoécido n. Este proceso de polimerizacién de la es-
tructura primaria implica también la expulsion de moléculas de agua en la formacion
de cada enlace peptidico (Figura 3). El enlace COOH — N Hy asi formado se conoce
como enlace peptidico (peptide bond) y es de naturaleza completamente covalente. La
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mayoria de las proteinas consisten de una o mas cadenas polipeptidicas, cada una
de las cuales estd formada entre 40 ~ 4000 aminoacidos. Tomando en cuenta que la
masa molecular promedio de un aminoacido es de 110 Da, la masa molecular de una
proteina oscila entre 4 ~ 440 kDa.

R, O H R, O
I/ o |° #
H,N—C—C 2 H_N—(I:—c
| _
O H H (0]
H,0
R, O R 0]
M 12y

Ficura 3. La sintesis de la cadena polipeptidica es una reaccién de
polimerizacién de los aminoacidos. El enlace entre los grupos carboxilo
COOH del aminoacido n — 1 y el grupo amino N Hs del aminoécido
n implica la expulsién de una molécula de agua. Tomado de [Voet.,
1995

Dado que existen veinte variantes para los monomeros que integran a la estructura
primaria, existe un ntmero considerable de posibilidades para el diseno de una pro-
teina en particular. Por ejemplo, si consideramos solamente a las cadenas dipeptidicas,
cada una de las veinte variantes de aminodcidos tiene veinte posibilidades a su vez
para el segundo monémero, por lo que el nimero de posibilidades distintas para pro-
tefnas dipéptidas es de de 202 = 400. Dado que las proteinas mas pequenas estn
formadas por cadenas de 100 aminodcidos, existen 2019 distintas posibilidades para
la formacién de una estructura primaria en particular, un nimero mucho mayor que
el nimero estimado de atomos en el Universo. Evidentemente no existe tal variedad
de proteinas y la existencia de un niimero limitado de ellas es, de acuerdo a la opinién
generalizada en el campo, uno de los resultados mas palpables del proceso de seleccion
natural darwiniano [Vickery., 1972].

La naturaleza de la cadena lateral R (conocido también en inglés como side chain)
es distinta para cada aminodcido y puede variar en sus caracteristicas electrostati-
cas y fisicoquimicas, dando asi caracteristicas distintivas para cada uno de los 20
aminoacidos conocidos en la Naturaleza. De hecho, las propiedades electrostaticas y
de polaridad de las cadenas laterales constituyen la base para una de las clasificacio-
nes mas comunes de los aminodcidos. Con base en esta clasificacién, se tienen tres
grupos principales: los aminoécidos cuya cadena lateral es no polar, los que tienen
una cadena lateral polar con carga electrostdtica y aquellos con una cadena lateral
polar sin carga electrostatica. El aminoacido con la cadena lateral mas simple corres-
ponde a aquel en donde R es un dtomo de hidrégeno, este aminoacido se como Glicina
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(Gly). Dos de los aminodcidos con cadenas laterales més complejas corresponden a
los aminodacidos Trp y Arg, los cuales tienen grupos R formados por 18 dtomos, entre
los que se incluyen un anillo aromético en el caso del aminoédcido Trp. La Figura (4)
muestra la composicion de las cadenas laterales R para cada uno de los aminoacidos
conocidos.

FiGurA 4. Estructura atémica de las cadenas laterales R para los 20
aminoacidos presentes en proteinas. El grafico muestra la composicién
quimica de las cadenas R en orden creciente de complejidad. Tomado
de [Finkelstein and Ptytsin, 2002].

De acuerdo a una de las clasificaciones mas utilizadas [Voet., 1995], se tienen
9 aminoacidos no polares, 6 aminoacidos polares sin carga eléctrica y 5 aminodcidos
pertenecen a la categoria de polares con carga eléctrica. El Cuadro (2) presenta cudles
aminodcidos pertenecen a cada categoria. Es importante mencionar que la asignacion
de un aminoécido a una categoria particular no es criterio univocamente establecido.
El aminoécido Trp, el cual posee un anillo aromatico, es uno de los mejores ejemplos
en este sentido. En ocasiones es clasificado como no polar y en otras como polar sin
carga eléctrica.

Uno de los aspectos mas sorprendentes de la polimerizacion de la estructura pri-
maria se refiere a la naturaleza bidimensional del enlace peptidico. Este enlace, como
discutimos anteriormente, ocurre entre los grupos amino y carboxilo de aminodcidos
adyacentes y confiere a la estructura primaria un aspecto similar a una serie de planos
unidos entre si [Branden and Tooze., 1991]. Esta caracteristica fue observada inicial-
mente por Pauling et al [Pauling and Corey., 1951], [Pauling et al., 1951b] y tiene un
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Clasificacion Cédigo del Aminoacido
No polar Gly, Al, Val, Phe, Pro, Met, Ile, Leu, Trp
Polar sin carga Ser, Thr, Tyr, Cis, Asn, Gln,
Cargados Asp, Glu, Lys, Arg, Hys

CUADRO 2. Clasificacion estandar para los veinte aminoacidos cono-
cidos, de acuerdo a las propiedades electrostaticas de la cadena lateral
R respecto del solvente HyO. [Voet., 1995]

origen completamente cuantico. El fenémeno que da origen a la geometria plana del
enlace peptidico es la hibridacién de los orbitales s y p de los dtomos C' 'y N para ge-
nerar el orbital hibrido sp?. En este proceso, el orbital s cuya geometria es esférica, se
une con dos orbitales p con geometria en forma de ‘pera’, para generar tres orbitales
sp? que se extienden desde el niicleo de un dtomo C hasta el niicleo del 4tomo N. De-
bido a que las nubes electrénicas del orbital hibrido sp? estan deslocalizadas, es decir
cubren a ambos dtomos, se forma un enlace covalente entre los atomos C'y N por
cada orbital. Para el caso de la hibridacién sp? entonces, los dtomos C'y N quedan
ligados a través de tres enlaces covalentes [Finkelstein and Ptytsin, 2002]. Ademés de
la presencia de los tres orbitales sp?, se tiene un orbital méas de tipo p deslocalizado
entre los atomos C' y N. Si bien este orbital no participa directamente en la unién
covalente porque no se halla deslocalizado, si restringe las posibilidades de orientacion
de los grupos amino y carboxilo. Puesto que éste ultimo orbital es perpendicular al
plano de los orbitales sp?, el efecto conjunto de los orbitales sp® + p tiene como resul-
tado fijar las posiciones de los atomos C, O, N y H de los grupos carboxilo y amino
respectivamente, confiriendo entonces un estructura rigida a cada péptido (Figura 5).

Enlace peptidico
(peptide bond)

Ficura 5. La hibridacién de un orbital s y dos orbitales p genera
tres orbitales sp?, los cuales confieren un caracter bidimensional a la
unidad peptidica. En particular bloquean la rotacién del grupo NH
alrededor del eje C' — N y la rotacién de C' — O alrededor del mismo
eje, resultando en una estructura plana para el péptido (mostrada en
gris). Adaptado de [Branden and Tooze., 1991]
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Mencionamos al principio del péarrafo anterior que la bidimensional del enlace
peptidico sélo podria comprenderse adecuadamente dentro del marco de la mecanica
cuantica. La razon de esto tiene dos partes. La primera la hemos expuesto anterior-
mente y estd directamente relacionada con la geometria de los orbitales atémicos
predichos por la teoria cuantica: la funcién de onda W tiene simetria esférica para
un estado energético cuyo nimero cuantico es [ = 0, en tanto que la geometria en
forma de pera para los orbitales p es un reflejo de la asimetria de la funcién de onda
¥ cuando el sistema tiene un nimero cuantico | = 1. El esquema de hibridacién de
los orbitales para formar un orbital mezclado es también parte de la teoria cuantica
y como vimos anteriormente es el punto central en la comprension de la estructura
del enlace peptidico [Finkelstein and Ptytsin, 2002]. La segunda parte del argumento
estd asociada con el concepto de deslocalizacion de la nube electrénica. Este con-
cepto, también circunscrito a la teoria cudntica, implica que un electrén tiene cierta
probabilidad distinta de cero de hallarse en la regiéon de influencia de un atomo o de
otro. De hecho, la deslocalizacién de un electrén es una consecuencia del Principio de
incertidumbre de Heisenberg. Para verlo, consideremos el Principio de Incertidumbre
de Heisenberg escrito de la forma siguiente [Finkelstein and Ptytsin, 2002]

(2.1) ApAx ~ h,

en donde Ap representa la incertidumbre en el momento de la particula, Ax la incer-
tidumbre en la posicién de la misma y & la constante de Planck dividida por 27. Si
consideramos que Ap ~ mv y que la energia cinética de una particula estda dada por
E = (mv?)/2, entonces E puede expresarse de la siguiente forma,
h2

mAx?

La ecuacién (2.2) muestra entonces una relacién inversamente proporcional entre la
energia F de una particula y la incertidumbre en su posicién Az. Cuando un particu-
la cuantica, como un electrén, se halla deslocalizado, la incertidumbre en su posicion
Ax se incrementa, minimizando su energia E. Por tanto, la conformacién maés estable

para la particula corresponde al estado cuantico deslocalizado, es decir a la formacion
de un enlace covalente.

(2.2) E ~

Ahora bien, los enlaces peptidicos que unen a la estructura primaria son suscep-
tibles de exhibir ciertas vibraciones, inducidas ya sea por fluctuaciones térmicas del
medio circundante o bien por factores externos. ;De qué orden de magnitud es la
energia requerida para excitar estos modos de vibracién? Para un enlace covalente
tipico en una proteina, la frecuencia de vibracion presenta una distribucién ubicada
en la regién infrarroja del espectro (IR) con un méximo ubicado generalmente alre-
dedor de v ~ 7 x 10'3 Hz [Ma et al., 2000]. Por ejemplo, para el caso especifico del
enlace C' — H, la frecuencia de oscilacion del modo principal estd ubicada alrededor
de v = 6 x 10'3 Hz; en tanto que para enlaces entre dtomos més pesados o radicales
completos, como en el caso de CHs-CHg, la frecuencia de oscilacion tiene un maximo
centrado en v = 2 x 10'® Hz [Finkelstein and Ptytsin, 2002]. En cualquiera de estos
casos y a temperaturas ubicadas entre 20 °C y 40 °C | la energia inducida por las
fluctuaciones térmicas del solvente es un orden de magnitud menor que la energia
necesaria para excitar los modos de oscilacion de los enlaces covalentes, por lo que en
estas condiciones los enlaces peptidicos de una proteina permanecen estructuralmente
rigidos. Al ser liberada al medio celular, la estructura primaria cambia de conforma-
cién, pero no debido a la vibracion de los enlaces covalentes, que como hemos visto
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permanecen rigidos en estas condiciones. ;Cudl es entonces el origen de las multiples
conformaciones que puede adquirir una proteina? La respuesta se halla en la rotacion
tanto de las cadenas laterales R como de las unidades peptidicas en si. Recordemos
que el andlisis de los parrafos anteriores muestra que la unidad peptidica es plana
y rigida, lo cual no impide que pueda rotar como una entidad completa respecto de
un eje, ya sea del eje C, — N o bien del eje C, — C'. El anilisis de como ocurre este
proceso, los mecanismos que lo originan y las estructuras resultantes constituyen la
siguiente parte de esta disgresion.

3. Estructura secundaria: Hélices o y Hojas (.

Existen diversas acepciones para el término estuctura secundaria de una pro-
teina. En este trabajo llamaremos estructura secundaria de una proteina a la ubicacion
geométrica del esqueleto (backbone) de la cadena polipeptidica. En general, la des-
cripcion anterior se refiere a la estructura general adoptada por los dtomos centrales
Cy de la proteina [Cantor and Schimmel. , 1980].

El analisis por métodos fisicos de difraccién de rayos X de la estructura de cadenas
dipéptidas o tripéptidas se remonta a los trabajos pioneros de L. Pauling y R. Corey
de 1930 [Pauling and Corey., 1951], [Pauling et al., 1951b]. Uno de los resultados mas
importantes de estos trabajos ha sido mencionado anteriormente y se referia a la bidi-
mensionalidad de las unidades peptidicas. Derivado de estos trabajos se halla también
el hecho de que, con unas pocas excepciones, la mayoria de las cadenas polipeptidicas
de las proteinas asumen la llamada configuracion trans en donde los atomos centra-
les de carbono C, de dos aminoacidos consecutivos se hallan opuestos entre si. La
conformacion cis de la cadena implica que los atomos C, adyacentes se hallen del
mismo lado respecto del enlace peptidico que los une y esto necesariamente requiere
de una mayor energia puesto que las nubes electrénicas de los atomos C, tenderan
a repelerse en esta configuracién debido a su proximidad. La configuracién trans es
entonces mucho mas estable por una diferencia energética de AE = 8 kJ/mol. La
figura (6) muestra la ubicacién de los dtomos C, de los grupos amino y carboxilo
en una cadena formada por solamente dos péptidos en una configuracién trans. Asi-
mismo, muestra los dngulos calculados y observados experimentalmente [Marsh and
Donohue., 1967] para la geometria de esta cadena.

La repeticién de la Figura (6) un ntimero K — 1 de veces mostraria el aspecto
general de una estructura primaria conformada por K péptidos. El enlace peptidico
es plano, lo que no implica que no pueda rotar alrededor de dos ejes: el eje que forma

el enlace C'((ll) — (' y el eje que forma el enlace C'((f) — N, en donde C&l) indica el 4tomo
central del aminoacido 1 en tanto que C'((f) indica el atomo central de carbono del
segundo. Son justamente estas rotaciones las que conferiran la flexibilidad necesaria
para que los grupos residuales entren en contacto y puedan establecerse interacciones
de mayor orden en la cadena, lo que finalmente traerd como consecuencia la estabi-
lidad de la estructura secundaria. Para seguir la notacién estandar en la literatura,
llamaremos ¢ al angulo de rotacién alrededor del eje C,, — N y 9 al dngulo de rotacion
respecto del eje C, — C'. Para cada enlace peptidico es posible entonces, especificar
un par de dngulos (¢,1) que definen la orientacién exacta del grupo peptidico en
el espacio. Al par de angulos (¢,%) se les conocen en la literatura como dngulos
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Configuracién Trans de una cadena di-peptidica.

FicurA 6. Esquema de una cadena di-peptidica de acuerdo a los re-
sultados experimentales de [Marsh and Donohue., 1967]. Se muestran
la posiciéon de cada uno de los dtomos para cada aminoacido y los
angulos entre los diversos enlaces covalentes. La estructura plana del
enlace peptidico se muestra en color gris.

diédricos. Dado que para cada uno de los K — 1 enlaces peptidicos correspondien-
tes a una cadena de K aminodcidos existe un par de angulos diédricos (¢;,v;), es
posible especificar en forma precisa la geometria de la cadena a través del conjunto
T = {(¢;,%),j =1,...,K.}. Por definicién, se asigna el valor (¢ = 180°,1 = 180°)
a la conformaciéon completamente extendida, en donde todos las unidades peptidicas
yacen en el mismo plano [Creighton, 1984].

La configuracién completamente extendida de la cadena polipeptidica correspon-
de a la configuracién mas simple dentro del conjunto de dngulos diédricos, dado que
estd asociada con el valor constante (¢ = 180, = 180°) para todos los pares de éngu-
los. Sin embargo, existen evidentemente otras posibilidades para los angulos diédricos
y, consecuentemente, para la configuracién de la cadena. Si bien como veremos mas
adelante, existen numerosas posibilidades para el conjunto Y de angulos diédricos,
algunas otras estan restringidas desde un principio por las restricciones estéricas pro-
venientes de las fuerzas de Van der Waals entre pares de dtomos [Finkelstein and
Ptytsin, 2002]. Recordemos que un par de dtomos no pueden acercase mas alld de
una distancia critica determinado por el potencial de interaccién entre ellas. Visto
desde esta perspectiva, no todas las configuraciones geométricas de la cadena tendran
igual probabilidad de ocurrencia. Debido a las restricciones del tipo van der Waals,
muchas de las configuraciones quedan bloqueadas desde un principio. A través del
cédlculo tedrico de las distancias minimas de acercamiento entre pares de atomos es
posible calcular también tedricamente el conjunto de angulos diédricos para una ca-
dena polipeptidica en particular. En forma paralela a lo anterior, G. Ramachandran
desarrollé una representacion grafica de las posibles conformaciones de una cadena en
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términos de los dngulos diédricos en un espacio bidimensional, conocido ahora como
mapa de Ramachandran [Ramachandran et al., 1968].

La Figura (7) muestra el espacio configuracional de una cadena de poly(L)-alanina
en términos de los dngulos ¢ y ¥ calculado a partir de las distancias de aproximacion
méximas de Van der Waals entre pares de atomos [Flory, P.G., 1969]. Las regio-
nes sombreadas representan las zonas accesibles en tanto que las zonas blancas son
subespacios configuracionales prohibidos debido a restricciones estéricas. Pese a que
la Figura (7) fue calculada especificamente para una cadena homopeptidica de Ala-
nina, numerosos calculos y mediciones experimentales para otras cadenas hetero y
homopoliméricas muestran basicamente la misma estructura. En este mapa de Ra-
machandran, que podriamos considerar entonces como un caso tipico, se muestra la
existencia de tres zonas configuracionales accesibles a la proteina. De hecho, todas
las estructuras secundarias conocidas en proteinas caen en alguna de las tres zonas
descritas anteriormente. La identificacién y caracterizacién de cada una de las zonas
presentes en el mapa de Ramachandran da origen a los diferentes tipos de estructu-
ra secundaria hasta hoy conocidas: la hélice a derecha, que se halla ubicada en la
regiéon (—30° < ¢ < —60°,9 ~ —45°), la hélice a izquierda localizada alrededor de
(30° < ¢ < 60°,1 ~ 45°), la hojas @ paralela y antiparalela, las cuales yacen en la
regién (90° < ¢ < 150°, —60° < ¢ < —150°) [Voet., 1995].

Basados en célculos téoricos y respaldados por mediciones experimentales, los
mapas de Ramachandran nos proveen de informacién acerca de la posibilidades con-
formacionales para la estructura secundaria. Tal como mencionamos anteriormente,
la gran mayoria de las cadenas polipeptidicas presentan tres zonas conformacionales,
a las cuales se ha identificado con el nombre de hélice « izquierda, hélice « derecha y
hojas 3, las cuales tienen dos variantes posibles: la hoja paralela y la hoja antiparale-
la. A continuacién analizaremos brevemente las caracteristicas de cada una de ellas.

La hélice o tanto en su variante izquierda como derecha, es la primera estructura
secundaria descubierta y analizada. Alrededor de 1951, L. Pauling y H.B. Corey exten-
diendo argumentos de minimizacién energética previamente utilizados en el andlisis
de la estructura de sistemas cristalinos, sugirieron la existencia de estucturas heli-
coidales estables en macromoléculas biolégicas [Pauling and Corey., 1951]. [Pauling
et al., 1951b]. Los resultados de esta investigacién, publicados en el articulo The struc-
ture of proteins: Two helical configurations of the polypeptide chain, utilizan como eje
principal de argumentacién el asi llamado Principio de Equivalencia de Aminoacidos.
Este principio afirma que, dado que todos los aminoacidos comparten una misma
estructura quimica, exceptuando a su cadena lateral, existe entonces un conjunto de
operaciones formales de rotacién y traslacién que preservan la simetria de la cadena.
Dado que la hélice es una curva matematica que preserva la simetria bajo una ro-
tacién y traslacion conjunta, Pauling y Corey concluyen que la hélice debia formar
parte entonces de las posibles conformaciones estables para cadenas de aminoécidos.
La relevancia del trabajo de Pauling y Corey al predecir la existencia de al menos
dos configuraciones helicoidales posibles para cadenas polipeptidicas se pondrd de
manifiesto unos pocos afios més tarde. En 1953, Watson y Crick [Watson and Crick.,
1953] demuestran basados en experimentos de difraccién de rayos X, que la estruc-
tura de la molécula del ADN es, efectivamente, helicoidal. Unos afos més tarde, en
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Mapa de Ramachandran para una cadena poly-Alanina
180 T I R R E—

Hojas paralela y antiparalela

Hélice izquierda

v (deg)

Hélice derecha

-180
-180 -90 0 90 180
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F1GuraA 7. Espacio configuracional en términos de los dngulos diédri-
cos ¢ y v, para una cadena poly-L-Alanina. Las zonas sombreadas
muestran las regiones fisicamente accesibles para la proteina, en don-
de se ubican los cuatro tipos de estructuras secundarias conocidas.
Adaptado de [Flory, P.G., 1969]

1958, Kendrew mostrara también con técnicas experimentales similares que la pro-
tefna mioglobina contiene subunidades helicoidales en su estado nativo [Kendrew.,
1958], [Kendrew., 1960].

Si bien es cierto que los argumentos presentados por Pauling y Corey afirman que
la estructura helicoidal es una de las conformaciones més favorables para la estruc-
tura secundaria, se requiere también un elemento adicional al argumento de simetria
para garantizar su existencia. No sélo se requiere que la hélice sea una estructura
energéticamente favorable para la disposicién de los aminodcidos, se requiere también
que la estructura sea estable ante fluctuaciones del medio. En el caso de la hélice «,
la disposicion de los aminoacidos es tal que se generan puentes de hidrégeno entre
los grupos carboxilo y amino de péptidos no adyacentes en la estructura primaria,
debido a la torsion de la cadena primaria. Si consideramos que la energia de un puente
de hidrégeno es aproximadamente 5 kcal/mol (20.5 kJ/mol) [Finkelstein and Ptyt-
sin, 2002] y la energia térmica Ey., = kpT inducida por fluctuaciones térmicas para
temperaturas fisiolégicas es Eyer ~ 0.6 kcal/mol (2.46 kJ/mol), es posible entender
entonces que en estas condiciones, la estabilidad de la hélice o proviene fundamen-
talmente de los puentes de hidrégeno entre aminodcidos.
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Para caracterizar los diferentes tipos de estructuras helicoidales que pueden exis-
tir, hay al menos dos posibilidades. La primera opcién contemplaria la especificacion
de los angulos diédricos ¢ y ¢ para cada atomo central de carbono C, dentro de
la cadena. Este tipo de caracterizacion en realidad no es exclusiva de la estructura
helicoidal dado que podria aplicarse a cualquier otra y presenta desventajas en la
identificacién de los parametros importantes de la hélice, tales como el nimero n de
aminodacidos por vuelta y el grado p de helicidad de la cadena. La segunda opcién, que
es la estandar en la literatura del campo, contempla la especificacién de dos parame-
tros: el nimero n de péptidos por vuelta helicoidal y el grado de helicidad p (pitch,
en inglés), el cual se define como la distancia que recorre la hélice a lo largo de su
eje en cada vuelta. La especificacién de estos dos parametros es suficiente para carac-
terizar cualquier tipo de hélice, izquierda o derecha y con cualquier grado de helicidad.

Mediante la especificacién de los parametros n y p es posible especificar com-
pletamente cualquier tipo de hélice. En principio, los argumentos presentados ante-
riormente respecto de la estabilidad de esta estructura son aplicables para cualquier
valor de n y p, con lo que tendriamos en principio toda una gama de posibilidades
para la aparicion de estructuras helicoidales en proteinas. Sin embargo, el enunciado
anterior no es de todo correcto. Existe un valor de n y p que maximiza la estabilidad
de la estructura. Este tipo particular de hélice, que es justamente de la cual hemos
hablado implicitamente a lo largo de esta disgresion, es la llamada hélice «, la cual
tiene en promedio 3.6 aminodcidos por vuelta y un traslacién vertical de 5.4 A. En
términos de los parametros n y p, la hélice o corresponde al caso n = 3.6, p = 5.4
nm. Para estos valores de n y p, los angulos diédricos 1 y ¢ adquieren sus valores mas
favorables en términos energéticos y los dtomos de la cadena se empaquetan de forma
tal que también maximizan las interacciones de Van der Waals. Asimismo, dado que
en la hélice o se tienen 3.6 residuos por vuelta helicoidal, los puentes de hidrégeno
que estabilizan a la estructura se establecen entre los atomos de oxigeno del grupos
carboxilo del residuo j y entre el a&tomo de nitrégeno del grupo amino del residuo
7 + 4, aproximadamente.

Uno de los rasgos més sorprendentes de la geometria de este tipo de hélice es que
debido a la posicién de los atomos centrales de carbono C,, los puentes de hidrégeno
tienen una longitud éptima para este tipo de interacciones, de aproximadamente 2.86
A y, més interesante atn, es que su alineacién es practicamente paralela el eje de la
hélice, actuando entonces como soportes estructurales de la misma [Brandt., 1968].
La razén por la cual hélices o dextrdgiras son mas favorables energéticamente en
relacién a las hélices levégiras, pese a que ambas tienen los mismos parametros n y p,
esta relacionado con la orientacion de los grupos residuales. En la hélice derecha, los
grupos residuales estan proyectados hacia fuera del esqueleto de la estructura y no
interfieren con la formacién de los puentes de hidrégeno. Debido a la configuracién de
la hélice izquierda, los grupos R en esta estructura se hallan en contacto mas directo
con el esqueleto de la proteina, dificultando los enlaces de hidrégeno e interfiriendo
estéricamente entre si [Arnott and Dover., 1967]. Como un ejemplo de una estructura
secundaria conformada en su gran mayoria por hélices «, la Figura (8) muestra la
conformacion nativa de una variante bobina de la proteina citocromo-c. El grafico de
la izquierda muestra la localizacion de los distintos d4tomos que forman la estructura
nativa, en tanto que la figura de la derecha utiliza una representacién més esquematica
para las hélices o (listones en rojo), las hojas # (flechas en amarillo) y pequenas
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cadenas que funcionan como estructuras de enlace (gris).

FI1GURA 8. Variante bobina de la proteina cictocroma-c (PDB:
1EBE), cuyo patrén de estructura secundaria esté conformado bésica-
mente por hélices a representadas en color magenta. En color amarillo
se representan las hojas 3 y en gris las cadenas que enlazan las hélices
a con las hojas 3. Gréfico obtenido mediante el programa Rasmol©
basado en los datos obtenidos por difraccién de Rayos X.

Pese a que la mayoria de las estructuras secundarias en proteinas corresponden
a la hélice «, se ha observado en algunos casos la presencia de hélices de otro tipo.
La hélice derecha 31p, en la cual se tienen 3 aminoacidos por vuelta y 10 atomos en
el anillo formado por dos puentes de hidrégeno consecutivos?, tiene un pardmetro
p=6.0 A yn=3. En este tipo de hélice, el grado de empaquetamiento de los 4tomos
es menor y consecuentemente, para un mismo numero de residuos tiene una longitud
mayor que la hélice a. En términos de sus angulos diédricos, la hélice 319 se ubica
en una regién cercana a la de la hélice a en el mapa de Ramachandran, por lo que
se presenta con cierta probabilidad en proteinas, particularmente como un elemento
de conexion entre la terminaciéon de una hélice a y otro elemento de la estructura se-
cundaria [Toniolo and Benedetti., 1991], [Lancelot et al., 2003]. La hélice 7, también
denotada como hélice 4.41¢, es una de las estructuras secundarias menos observadas y
su presencia se ha detectado principalmente como anexos a hélices a. Debido a que el
numero de aminodcidos por vuelta y el nimero de dtomos comprendidos en el anillo
correspondiente es mayor que en el caso de las hélices a y31¢, la hélice 4.4;4 presenta
una geometria mucho més robusta (en un sentido geométrico) y aplanada que sus
similares.
Esta geometria resulta en la formacion de un espacio central en la hélice demasiado
pequena para admitir moléculas de agua que a través de puentes de hidrégeno es-
tabilicen a la estructura, y a la vez demasiado grande para una interaccion de Van
der Waals éptima entre aminodcidos. Estos factores reducen entonces la estabilidad
del sistema y consecuentemente, su probabilidad de ocurrencia [Schultz and Schir-
mer., 1979]. La Figura (9) muestra en forma esquematica los distintos tipos de hélices
descritas anteriormente a través de la unién de los aminoacidos correspondientes por

2Como referencia, la hélice a tiene 3.6 aminodcidos por vuelta y 13 d4tomos formando el anillo
entre dos puentes de hidrégeno consecutivos, por lo que en la notacién anterior se escribiria como
3.613.
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FiGUrRA 9. Esquematizacién de los distintos tipos de estructuras he-
licoidales que pueden presentarse en la estructura secundaria. La dife-
rencia fundamental entre cada tipo de hélice es el nimero de aminoéci-
dos por vuelta, n, el cual determina también la ubicacién del puente
de hidrégeno correspondiente, marcado como una flecha en la Figura.
Tomado de Biochemstry [Voet., 1995].

puentes de hidrégeno.

El afio 1951 parece haber sido excepcional en lo que se refiere a la caracterizacion
y descripcién de estructuras secundarias en proteinas. En ese mismo ano, L. Pauling
vy R.B Corey no sélo propusieron la existencia de la hélice o sino también sugirie-
ron que las cadenas polipeptidicas podrian agruparse en una conformacién distinta
[Pauling and Corey., 1951]. Esta nueva configuracién, llamada hoja 3 (3- sheet), es
en realidad una agrupacion de cadenas polipeptidicas individuales enlazadas a través
de puentes de hidrégeno, mas que una configuracion adoptada por una sola cadena.
Dependiendo de la orientacién de las cadenas que la integran, es posible distinguir
entre dos tipos principales de estructuras (3: las hojas 3 paralelas, denotadas por 3 17T
y las hojas 3 antiparalelas, denotadas por 8 T|. Ambos tipos de hojas (3 contienen
puentes de hidrégeno entre las cadenas individuales que estabilizan a la estructura, la
diferencia entre una y otra yace en que en la estructura 8 771 , las cadenas individuales
estdn orientadas en la misma direccién: los extremos N y C' coinciden entre si. En el
caso de la hoja 8 T], el extremo C' de una cadena coincide con el extremo N de la otra
y viceversa. La Figura (10) muestra la orientacién de dos cadenas que forman una
hoja @ paralela y antiparalela y la ubicacion precisa de los puentes de hidrégeno. De
igual forma que ocurre en la hélice «, la configuracion de los dngulos ¢ y ¢ de la hoja
[ corresponde a una zona favorable en el mapa de Ramachandran, por lo que junto
con la primera, la hoja 8 tanto en su versiéon paralela como antiparalela constituye
uno de los patrones méas comunes para la estructura secundaria.

En términos generales, las hojas  estan constituidas por un promedio de seis hebras
individuales, pudiendo existir hojas 3 conformadas desde sélo dos hebras individuales
hasta un méximo de 15. Con un promedio de 15 aminodcidos y 4 A de anchura por
hebra, una estructura ( tipica tiene aproximadamente 90 aminoacidos y una anchura
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FicUura 10. En la gréfica se muestran las dos posibilidades de enlace
entre dos cadenas polipeptidicas para formar una hoja 5. En la parte
superior se muestra la conformacién 8 1T, la cual corresponde a la
formacion de puentes de hidrégeno entre los residuos n de la primer
cadena y n + 1 de la segunda. Para el caso de la conformaciéon 8 T],
los puentes de hidrégeno se forman entre los residuos n de la primer
cadena y n de la segunda. Adaptado de Protein Physics [Finkelstein
and Ptytsin, 2002]

de 6 A. Un ejemplo de estructura 8 1| formada por dieciséis hojas  que agrupan
a 237 aminodcidos es la proteina conocida como concanavalina-A cuya estructura
atémica se muestra en la Figura (11). En el grafico de la derecha se ha utilizado la
representacién de flechas para las hojas (3 y de listones para las hélices a, en este caso
inexistentes, dado que la concanavlina-A es una proteina conformada exclusivamente
por hojas 3. Los datos experimentales para la determinacién de la estructura tridi-
mensional fueron obtenidos del Protein Data Bank [Berman et al., 2000], [Westbrook
et al., 2003].

Si bien las estructuras secundarias regulares como la hélice a y la hoja g represen-
tan aproximadamente el 50 % de la conformacién del estado nativo, los aminoécidos
restantes se agrupan en configuraciones menos regulares, llamadas configuraciones de
vuelta o configuraciones de enlace (en inglés, loop conformations) [Branden and Too-
ze., 1991]. Una las configuraciones de enlace més comunes es el giro § (5-turn), el
cual generalmente conecta agrupamientos de hojas ( antiparalelas. La funcién prin-
cipal del giro 3 y otras conformaciones de enlace que conectan, por ejemplo hélices
a con hojas 3 hélices a entre si consiste bdsicamente en agrupar distintos tipos de
estructuras secundarias en el menor espacio posible, permitiendo el reacomodo espa-
cial de las mismas. Por ejemplo, el giro § enlaza dos estructuras ( antiparalelas que,
sin la presencia de esta cadena auxiliar, tendrian que enlazarse ocupando un espacio
mayor [Branden and Tooze., 1991]. En la representacién tridimensional de la proteina
concanavlina-A (Figura 11), se observa justamente esta caracteristica: las configura-
ciones de enlace (dibujadas en colores gris y rojo) permiten conectar y agrupar a las
hojas ( en la forma maés eficiente en términos de espacio ocupado. Es de esperarse
entonces que conforme la estructura primaria de una proteina esté integrada por un
nimero mayor de aminoacidos, las conformaciones de enlace se presentaran en mayor
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Concanavalina-A

Figura 11. Estructura tridimensional de la concanavalina-A, cuya
estructura nativa estd conformada por 16 hojas 3 las cuales agrupan
a 237 aminoacidos. El grafico de la izquierda representa su estructura
molecular en tanto que el grafico de la derecha es una representacién en
donde se utilizan flechas para representar a cada estructura 5. Ambos
datos generados por computadora de acuerdo a los datos de difracciéon
de rayos X depositados en el PDB: 1QNY [Berman et al., 2000]

numero dado que se requeriran mas elementos adicionales para estabilizar y agrupar a
las hélices a y las hojas 3. Un hecho notable a este respecto es que las conformaciones
de enlace generalmente se ubican en la superficie del estado nativo, en tanto que en el
nucleo principal se hallan los elementos estructurales de mayor regularidad. Ademas
de los giros (8 existen otro tipo de configuracién de enlace llamada vuelta €2, la cual
también se halla generalmente en la superficie del estado nativo. En promedio, una
vuelta ©Q tiene una longitud promedio de 10 A y agrupa entre 6 — 15 residuos. Dada su
ubicacién en la superficie del estado nativo, se piensa que tanto el giro 3, la vuelta 2
y otras configuraciones ain maés irregulares podrian tener un papel importante en la
actividad biolégica del proteina, especificamente como elementos de reconocimiento
de otras macromoléculas [Rose et al., 1985].

Pese a que la mayoria de las cadenas heteropoliméricas pueden adquirir alguna
de las conformaciones ya descritas, existen al menos dos homopolimeros conformados
por aminoécidos incapaces de adoptar una estructura helicoidal o una estructura de
hoja (3. Tanto en el caso de la cadena de poly-Prolina [Berisio et al., 2006] como de
Poly-Glicina [Chung-Phillips., 2005], [Ohnishi et al., 2006] la restriccién para adoptar
una estructura helicoidal proviene de la naturaleza ciclica de su cadena lateral R, los
cuales interfieren estéricamente en este tipo de configuracién. Ademés de lo anterior,
la ausencia de dtomos de hidrégeno en su esqueleto impide la formacién de puentes
de hidrégeno que estabilicen la estructura helicoidal. En condiciones apropiadas de
pH (el cual tiene un papel fundamental en restringir o incrementar las interacciones
electrostaticas de los aminoécidos), ambos homopolimeros precipitan como estructu-
ras helicoidales en donde los aminoacidos adoptan la conformacion trans, que como
mencionamos anteriormente, es la configuracién de la cadena primaria que evita el
contacto cercano entre atomos centrales de carbono. Pese a lo que se podria pensar,
las cadenas de poly-prolina y poly-glicina tienen una importancia biolégica. La pro-
teina coldgeno, una de las mas abundantes en los vertebrados cuya funcién principal
es proveer tensién y soporte a tejidos como huesos y cartilago, estd conformada en
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una tercera parte por cadenas de poly-glicina y en otra tercera parte por cadenas de
poly-prolina [Engel and Prockop., 1991].

4. Estructura Terciaria y el Estado Nativo: Integracién en una unidad
biolégicamente activa.

En forma implicita, es un acuerdo general el fraccionar el andlisis y descripcién
de las conformaciones que puede adoptar una proteina, en su ruta hacia el estado
nativo, en cuatro etapas o estados conformacionales. La estructura primaria, la cual
se define como la secuencia ordenada de aminodacidos, y la estructura secundaria, la
que se concibe propiamente como un arreglo geométrico local de ciertas subsecciones
de la cadena principal (generalmente hélices o, hojas 3 o conformaciones de enlace),
son las dos primeras etapas y han sido el tema fundamental de la disgresién anterior.
A continuacién procederemos a la descripcion de algunas de las propiedades de la
estructura terciaria, antesala del objetivo ultimo del plegamiento de una proteina,
y del estado nativo: la mas relevante desde el punto de vista bioldgico y la de mayor
complejidad desde el punto de vista estructural y de estabilidad. La descripcién de
estas dos ultimas etapas del proceso de plegamiento, nos conducird simultdneamente
hacia una disgresién sobre la naturaleza fisica de las fuerzas que dan cohesion y es-
tabilidad a estos conglomerados de miles de atomos. Finalmente podremos constatar
entonces, que si bien la dindmica del plegamiento estd dirigida bésicamente por in-
teracciones electrostaticas, no todo esta dicho en la descripcién fisica del plegamiento
de estas macromoléculas.

De acuerdo a las definiciones de mayor consenso, la estructura terciaria corres-
ponde a la descripcion de la topologia general de la proteina en su estado plegado; en
tanto que la mencién del estado nativo incluye no sélo la descripcion de la geometria
del estado plegado, sino también la descripcién de las interacciones entre las diferentes
cadenas polipeptidicas que puedan integrar la estructura terciaria [Hopfinger., 1973].
En el caso de protefnas globulares de masa molecular pequefia®, el estado terciario
corresponde generalmente a estructuras elipticas u esferoidales dentro de las cuales
se agrupan las ya discutidas hélices a, hojas (3 y conformaciones de enlace (vueltas-(3
basicamente). Cuando la proteina esté conformada por K > 200 aminodcidos, lo cual
corresponde generalmente a una masa molecular mayor a los 20kDa, la estructura
terciaria comprende dos o mas estructuras elipsoidales conocidas como dominios, las
cuales, aunque estan ligadas entre si, exhiben un grado de interaccién menor entre
ellas que el grado de interaccién entre las unidades que las conforman [Crippen., 1974].
Una de las caracteristicas més distintivas de los dominios dentro de la estructura ter-
ciaria es su relativa independencia del resto de la proteina: una modificaciéon genética
a la secuencia primaria que codifica a un dominio generalmente no tiene un efecto
significativo en la conformacién y/o estabilidad de otro dominio. Tal como ocurre
con la definicién misma de la estructura terciaria, la asignacién del término dominio
para una cierta subestructura es criterio del autor y puede variar drasticamente de
un caso a otro. Sin embargo, en algunas otras ocasiones la presencia de un dominio en
la estructura terciaria es indudable. Este es el caso de las proteinas conocidas como
inmunoglobulinas en donde la estructura terciaria estd compuesta de dos estructuras

3A manera de nota recordatoria diremos que una proteina se considera de masa molecular pe-
quena cuando ésta es menor a 20 kDa.
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terciarias, la primera de las cuales agrupa a cuatro dominios y la segunda a dos. Se
sabe también, que los dominios estan asociados generalmente a funciones especificas
de ligamiento (binding) entre la proteina y otras macromoléculas. Por ejemplo, la
complejo NAD™ se asocia al primer dominio de la dehidrogenasa gliceraldehido-3-
fosfato.De acuerdo a la definicién previamente establecida, la estructura terciaria se
define como la conglomeracién de las estructuras secundarias en una regién elipsoidal.
Cada conjunto de estructuras secundarias puede agruparse en distintas formas, lo cual
da origen a una clasificacién de los patrones posibles. A continuacién discutiremos
algunos de los patrones de agrupacién mas comunes de las hélices « o las hojas (3, los
cuales dan origen en su conjunto al término estructura terciaria.

El patron de agrupamiento méas simple con una funcién bioquimica conocida, es
el de dos hélices a conectadas por un segmento polipeptidico de enlace (loop confor-
mation) [Hopfinger., 1973]. Este patrén, al cual denotaremos como « «~ «, ha sido
observado en dos variantes que dependen de la orientacién de las hélices « entre si.
Cada una de las dos posibilidades para el patrén de agrupamiento o «~ « esté asocia-
do con una funcién bioquimica especifica; enlace con secciones de la molécula de ADN
en un caso y ligamiento de atomos de calcio en el otro. Las proteinas cuya estructura
terciaria estd integrada por el patrén a «~ « son entonces, proteinas que se ligan a la
cadena de ADN en procesos de transcripcién o inhibicién de secuencias de nucle6ti-
dos (DNA binding proteins) o bien proteinas cuya funcién es unir dtomos de calcio
del medio celular con el propédsito de regular la actividad celular (calcium binding
proteins). Dos ejemplos bastante conocidos de proteinas con esta estructura tercia-
ria son la calmodulina y la parvalbimina, las cuales participan en el intercambio de
iones de calcio entre el medio extracelular y el citoplasma [Branden and Tooze., 1991].

La proteina Parvalbimina es una proteina clasificada desde el punto de vista
biolégico como una proteina muscular, dado que se considera que el ligamiento de
adtomos de calcio realizado por esta macromolécula tiene un papel relevante en la
relajaciéon muscular [Moews and Kretsinger., 1975]. Con una secuencia primaria in-
tegrada por K = 109 aminoacidos, presenta una estructura terciaria en donde se ob-
servan 3 patrones a «~ «. Quizés el lector atento habra notado que hemos asociado
la presencia del patréon a «~ « a dos funciones bioldgicas especificas: la participacion
en la unién a cadenas de ADN y dtomos de calcio. El caso anterior es un ejemplo
tipico de una situacién mucho mas general: la relevancia biolégica del estado nativo
de una proteina yace justamente en la conformacion de sus estructuras secundarias
y terciarias, las cuales por su disefio molecular son capaces de realizar funciones bas-
tante especificas. La presencia de tres agrupamientos a «~ « en la Parvalbimina,
en donde cada uno de ellos enlaza a un atomo de Ca, es s6lo un ejemplo més de la
relacion directa que existe entre estructura y funcion en las proteinas y en el caso
especifico de la Parvalbimina del nivel de especificidad bioquimica que es posible
alcanzar mediante la seleccién adecuada de la secuencia de aminodcidos (estructura
primaria), de la conformacién local de éstos (estructura secundaria) y de la manera
de agruparles (estructura terciaria).

Con respecto a la proteina Parvalbimina, Kretsinger et al [Moews and Kretsin-
ger., 1975] observaron que el mecanismo de unién de dtomos de Ca por el agrupa-
miento o «~ « se realiza en particular en la regién donde se ubica la conformacion
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de enlace, esto es, en la region intermedia entre las hélices «, la cual hemos deno-
tado como «~. A fin de enlazar al a&tomo de Ca, se requiere la participacion de los
grupos carboxilo COOH de los aminoacidos Asp y Glu, ubicados estratégicamen-
te en un zona en donde se forma un recepticulo de naturaleza electrostatica que
atrapa a la nube electronica del a&tomo de Ca. Partiendo de un anilisis detallado de
la geometria de esta proteina, en 1973 Kretsinger et al dedujeron un conjunto de
condiciones que cualquier secuencia de aminodcidos deberia satisfacer a fin de poder
generar un patrén de agrupamiento a «~ «, uno de los primeros en ser observados
y caracterizados experimentalmente. Entre las restricciones observadas se encuentra
el nimero de aminodacidos necesarios para integrar la cadena de enlace entre las dos
hélices, la ubicacion en esta cadena de los aminoacidos hidrofébicos e hidrofilicos y
el aminoacido especifico que debia ubicarse en la posicién seis, posicion central de
la conformacién de enlace, la cual debia estar formada por doce aminoédcidos. Basa-
do en estas consideraciones, Kretsinger et al efectuaron la prediccion tedrica de que
las proteinas conocidas hasta el momento que tenian una participacién directa en el
enlace de atomos de Ca, deberian exhibir este tipo de estructura terciaria. La deter-
minacion experimental de la estructura terciaria y nativa de las proteinas calmodulina
y Troponina-c por Herzberg y James en 1985 [Herzberg., 1985] demostraron que la
prediccién de Kretsinger era correcta.

El andlogo en cuanto al nivel de complejidad para el patréon de agrupamiento
a e~ « para las hojas 3 es la llamada horquilla # (B-hairpin por su nombre en
inglés) y consiste en dos hojas  antiparalelas enlazadas mediante una conformacién
de enlace irregular. En la notacién que hemos utilizado anteriormente, esta estructura
terciaria corresponderia a 3 |« (8 T]. Pese a que este tipo de estructura es bastan-
te frecuente en proteinas que tienen cadenas 8 dado que es una forma econdémica en
términos energéticos de unir dos o mas cadenas 3 en una sola estructura, el patréon de
agrupamiento 3 T|«~ 8 T| no ha sido asociado hasta el momento a ninguna funcién
biolégica particular. Para el caso de la proteina de 54 aminoécidos conocida como
Inhibidor de tripsina bovina®, el patrén de agrupamiento § T|e~ [ T| se presenta
como un elemento aislado dentro de su estructura terciaria.

Aunque el motivo 8 T]«~ G T| es una forma econémica de enlazar a dos cade-
nas [ antiparalelas, en ocasiones se requiere agrupar a dos cadenas 3 paralelas. Para
efectuar este agrupamiento, los aminoacidos de la secuencia primaria conforman un
patrén de agrupamiento diferente a los anteriores, conocido como Ga3, el cual consis-
te en dos hojas 3 1 conectadas entre si mediante una hélice a y un conformacién de
enlace (loop); esto es 3 [Te~ a e~ 3 11. Dado que este tipo de agrupamiento es uno
de los mas simples que permite enlazar a dos cadenas (3 paralelas, se halla presente
en practicamente todas las proteinas que poseen hojas 3 paralelas, como es el caso de
la proteina triosafosfato isomerasa, la cual en su estado nativo estd formada por re-
peticiones consecutivas de este patréon de agrupamiento. Dado que las hojas 3 en este
caso son paralelas, la hélice del patrén Saf conecta la terminal carboxilo de una de
ellas con la terminal amino de la otra y en términos generales, se halla que el eje de la
hélice a esta orientado en forma paralela al de las cadenas (. El tamano y funcién de
las conformaciones de enlace merece un par de comentarios méas. Se ha determinado
que en este tipo de patron de agrupamiento, las conformaciones de enlace «~ pueden
formarse desde dos aminodcidos hasta una centena de ellos. Asimismo, en lo que se

1Esta proteina tiene como funcién principal inhibir la accién de la proteasa digestiva.
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refiere a su funcionalidad més alla de su evidente funcién de conectar dos hojas 8 17,
se sabe con certeza que al menos una de ellas, aquella que enlaza la terminal amino de
la hélice con la terminal carboxilo de la hoja 3, tiene una participacién importante en
la formacién del sitio activo de este arreglo. El papel o funciéon bioquimica especifica
de la segunda conformacién de enlace «~» permanece indeterminado.

Aunque no existe un acuerdo general para el uso del término dominio, se consi-
dera a éste como la unidad minima en cuanto a tamano que es capaz de plegarse en
forma independiente del resto de la cadena y que exhibe cierta funcionalidad bioldgica.
De hecho ocurre con bastante frecuencia que dominios diferentes en el estado nativo
de una proteina estan asociados con funciones distintas de la misma. Un caso tipico en
este sentido es la proteina lambda-repressor, en la cual uno de los dominios se enlaza
con cierta seccién de la molécula de ADN en tanto que el segundo participa en la
dimerizacién de la molécula misma [Branden and Tooze., 1991]. Asimismo, el estado
nativo de una proteina puede estar formado por un sélo dominio, como es el caso de
EGF: epidermal growth factor protein, o bien de varios docenas de ellos, como ocurre
por ejemplo en los plasmindgenos, los cuales participan activamente en los procesos
de coagulacién sanguinea [Branden and Tooze., 1991]. De acuerdo a la clasificacién
propuesta por Levitt y Crothia, se puede proceder a una clasificacién de los domi-
nios existentes en tres clases principales: dominios «, dominios /3, y dominios «/[3.
La denominacién anterior refiere al contenido principal del nicleo del estado nativo.
En las proteinas con dominios tipo «, el nicleo de su estado nativo estd conforma-
do exclusivamente por hélices a. En el caso de dominios tipo 3, el nicleo aglutina
primordialmente a estructuras § en tanto que para las proteinas con dominio tipo
a/ (3, el nicleo del estado nativo corresponde bésicamente a hojas 3 rodeadas por una
coraza de hélices a.

La intencion a lo largo de los parrafos anteriores ha sido proveer al lector no
familiarizado con el campo de la ciencia de proteinas, de un conjunto de definiciones,
conceptos y notacion estandar utilizados en el campo. Si bien no todos los elementos
discutidos aqui seran utilizados en secciones posteriores, considero de interés general
presentarlos como una introduccién general. De ninguna manera se pretende hacer
una revision exhaustiva y por lo tanto referimos al lector interesado a los textos de
bioquimica aqui mismo citados para una ampliacién de los temas discutidos. En este
mismo sentido general, a continuacién dedicamos la tltima seccién de este capitulo a la
discusién que existe en la actualidad sobre el sustento bioquimico para las teorias de la
evolucién. En este sentido, el conocimiento de la secuencia primaria de aminoacidos
de diversas proteinas y del tipo de plegamiento que se observa, han generado una
discusién muy activa e interesante sobre las posibles rutas de evoluciéon que han
seguido los sistemas procariotas y eucariotas a lo largo de la historia de la vida misma.
Considero pues que estos ultimos parrafos podran complementar al lector de una
visién del papel tan importante que ha jugado la determinacién de los distintos niveles
de organizacion en las proteinas, no sélo en las teorias modernas del plegamiento, sino
también en aquellas que intentan trazar el curso de la historia de los seres vivos.

5. ADN, ARN, Proteinas y Evolucion.

El hecho de que todas las proteinas estén conformadas por exclusivamente veinte
tipos distintos de aminoacidos y que a su vez éstos estén codificados en un conjunto
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de sélo cuatro nucléotidos, es sin duda un hecho notable. Mas notable atin si pensa-
mos en que no estamos considerando solamente a las proteinas correspondientes al
ser humano, sino a todas las especies que coexisten con él. Este hecho ha inspirado
y sostenido durante mucho tiempo la idea de que la vida en el planeta Tierra nece-
sariamente tuvo un origen comun. El escenario més probable para la generacion de
estructuras autoreplicables y que conducirian a la generacién de sistemas bioldgicos
auto sustentables es, de acuerdo a la opinién de los expertos, el propuesto por Opa-
rin y Haldane alrededor de 1965 [Oparin., 1964]. En este escenario, la composicién
quimica del planeta hace aproximadamente 3 o 4 billones de afios era basicamente
una mezcla de compuestos de carbono (CO2, CO), nitrégeno (N2) y agua (H20).
Debido a la presencia de la radiaciéon UV (entre otros factores), estos compuestos
pudieron reaccionar para formar compuestos més sofisticados como los aminodcidos
y nucledtidos y a partir de aqui generar al primer organismo capaz de auto repli-
carse. El cémo se dio la generacion de esta primera estructura auto replicables no
es de ninguna forma claro, ni en el esquema de Oparin y Haldane ni en las teorias
modernas de la evolucién. En realidad el problema es el siguiente. Actualmente sa-
bemos que para un organismo de auto replique es necesario que tenga una cadena de
nucledtidos que codifique para algunas proteinas, las cuales a su vez transcriban a la
cadena de nucleotidos para posterior replicacién. Esto es, se requiere acidos nucleicos
que codifiquen proteinas y proteinas que transcriban a los dcidos nucleicos. En cierto
sentido es una problema de ordenamiento temporal, jcial de las dos estructuras se
generd en primer lugar? Hasta el momento no se conoce un mecanismo bioquimico
para transcribir la informacién de la estructura primaria y generar acidos nucleicos.
Lo que si ocurre es el proceso inverso: los dcidos nucleicos codifican la generacién de
proteinas, por lo que si durante el proceso evolutivo no se alteraron los mecanismos
anteriores, lo mas plausible es que los acidos nucleicos se hayan formado en primera
instancia [Woese, 1979], [Woese, 2004].

El panorama descrito por Oparin y Haldane contempla entonces, poniendo apar-
te la pregunta del cémo surgié aquel primer organismo auto replicable, un proceso
bastante claro en esencia. En algiin punto, surgid este organismo capaz de usar los
veinte aminodcidos presentes en el ambiente fisicoquimico terrestre para producir pro-
tefnas como las que conocemos en la actualidad. La eleccién precisa de estos veinte
aminoacidos y no otros que muy probablemente estuvieron a disposicién es un he-
cho que se considera fue azaroso en esencia, dado que no se tiene evidencia en otra
direccion. Asi, una vez que el organismo tuvo la capacidad de utilizar y ensamblar
los amino&acidos presentes en el ambiente para poder generar estructuras bioquimicas
méas complejas, se considera que dio inicio un nuevo paso evolutivo. La razén de ello se
halla en el hecho de que el suministro natural de aminoacidos debié haber llegado en
algin punto a un estado critico, induciendo asi una presion natural para que aquellos
organismos que pudieran sintetizar sus propios aminoacidos partiendo de estructuras
mas basicas, es decir generar sus propias reacciones bioquimicas, se hallaran en una
posicién mucho mas favorable en comparacién que aquellos que dependian del sumi-
nistro natural. Este proceso a la vez eliminaria al aminoacido correspondiente en el
medio natural y habria seleccionado al mismo tiempo a aquellos organismos con la
habilidad necesaria para producirlo por su propia cuenta. La repeticion de este proce-
so en forma gradual para los demas constituyentes del ambiente original habria dado
como resultado la creacién de las diversas reacciones bioquimicas que se conocen en
la actualidad, las cuales forman parte sustancial en la supervivencia y reproduccion
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de cualquier ser vivo [Weber and Miller, 1981].

La utilizacion de los veinte aminodcidos por los primeros organismos para la pro-
duccién de complejos moleculares necesarios para la sustentacién y replicacién ha
sido analizada minuciosamente por diversos investigadores. Entre ellos, Weber y Mi-
ller [Weber and Miller, 1981] y Cloud [Cloud, 1982] han sugerido que en las primeras
etapas del mecanismo de Oparin y Haldane al menos uno de los veinte aminodcidos
que actualmente se conocen era distinto. Este aminodcido, conocido como ornitidina,
fue sustituido a lo largo de un proceso evolutivo por el actual Arginina. A fin de
alcanzar esta conclusion, Weber, Miller y Cloud observaron que la distribucién de los
aminoacidos en las proteinas actuales no es una distribucién uniforme para todos los
aminoacidos, eso es, hay algunos que tienen mayor probabilidad de aparecer en una
secuencia primaria y que, por otro lado, esta no uniformidad en la distribucion de los
aminoécidos no depende de la especie analizada. La Figura (12) muestra el porcentaje
en el que aparece cada uno de los veinte aminoacidos para una base de datos de 207
proteinas no correlacionadas entre si en un estudio de secuenciacion llevado a cabo
por Klapper en 1977. [Kappler, 1977] El hecho de que la distribucién de la gréfica
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Ficura 12. Cada uno de los veinte aminoacidos conocidos aparece
en la estructura primaria de las proteinas en una proporcién distin-
ta. El presente gréfico estd generado a partir de los datos obtenidos
para la secuencia primaria de 207 proteinas no correlacionadas entre
si obtenido por M.H Kappler [Kappler, 1977]

(12) no sea uniforme estd intimamente ligado con el hecho de que algunos aminoécidos
son codificados por un niimero mayor de codones que otros (Cuadro 1). Por ejemplo,
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el aminoacido Trp es codificado solamente por el codén (U,G,G) y tiene la menor
frecuencia de aparicién, aproximadamente el 1.1 %, en tanto que el aminoacido Ser
tiene seis codones asociados y ocurre con una frecuencia mucho mayor. Sin embargo,
Weber, Miller y Cloud se percataron de que esta asociacién entre la frecuencia de
aparicién de un aminoacido en particular y el nimero de codones asociados a él pre-
senta una excepcion importante para el aminodcido Arg, el cual ocurre con la mitad
del porcentaje del que deberia ocurrir con la regla anterior. Uno de los argumentos
propuestos para explicar esta discrepancia sugiere que el aminoacido Orn, que actual-
mente ha dejado de formar parte de las secuencias primarias de las proteinas actuales,
formaba parte de los veinte aminoacidos fundamentales, dado que su sustituto actual,
Arg, no se hallaba en el medio en cantidades suficientes. A medida que los organis-
mos fueron capaces de sintetizar sus propios aminodacidos en lugar de absorberlos del
medio fisicoquimico circundante, el aminodcido Arg comenzé a ser producido por los
organismos y a competir con el aminodcido Orn por su incorporacién a las secuen-
cias primarias.® La razén por la que Arg permanecié dentro del conjunto de veinte
aminoacidos bésicos y Orn desaparecié por completo es un tema de debate para los
bidlogos moleculares de la evolucién. Sin embargo, algunas propuestas indican que la
razén més probable para la desaparicién del aminodcido Orn se debi6 a la cantidad de
energia requerida por los organismos para sintetizar su cadena lateral, el cual es mas
complejo que el de aminodcidos similares como Arg o Lys. Lo anterior pudo haber
inducido una presién evolutiva para que los organismos ‘seleccionaran’, en el sentido
mas amplio de este término, a aquellas estructuras que implicasen un menor gasto
energético [Voet., 1995].

La idea central subyacente en la teoria de Evolucién plantea que todos los or-
ganismos se originaron a partir de un conjunto reducido a ancestros comunes, los
cuales al reproducirse, introdujeron un alto grado de variabilidad en la composiciéon
genética de sus descendientes, induciendo asi la diversidad de especies conocidas. Si
la hipétesis anterior es correcta, deberiamos observar ciertas similitudes en la com-
posicion genética de especies relacionadas y diferencias importantes en la estructura
molecular de aquellas no tan cercanas y esto es justamente lo que ocurre. Se sabe
en la actualidad que las estructuras primarias de las proteinas de especies cercanas
presentan un alto grado de similaridad. Por ejemplo, las proteinas citocromo-c, las
hemoglobinas «, 8 y v y los fibrinopéptidos de los chimpancés y de los humanos
son practicamente indistinguibles, con s6lo un aminoacido de diferencia en la cade-
na 0 de sus hemoglobinas y mioglobinas. Paralelamente, el nimero de diferencias
de aminoacidos entre especies poco relacionadas crece considerablemente conforme
se separan del ancestro comun. El Cuadro (3) presenta una matriz del nimero de
diferencias de aminodacidos en la secuencia primaria de la proteina citocromo-c pa-
ra varias especies. Si bien es correcto afirmar que el grado de similaridad entre la
misma proteina correspondiente a dos especies es mayor cuanto mas cercanas sean
entre si las especies, diversos estudios muestran también que distintas proteinas han
evolucionado en formas diferentes. Para la citocromo-c, la diferencia entre la variante
humana y la del mono Rhesus es sélo del 1%. Sin embargo alcanza hasta un 30 %
en la estructura primaria de los fibrinopéptidos correspondientes. Distintos grupos de
proteinas evolucionan y mutan, entonces, a ritmos diferentes. La comparacién hecha

5El aminoécido Arg puede ser sintetizado por los seres vivos mediante el ciclo de la generacién
de urea en el metabolismo. Dada la complejidad de esta reaccién, se considera que ésta aparecié en
etapas posteriores a las primeras reacciones metabdlicas [Creighton, 1984].
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- Chimapancé | Oveja | Vibora | Caracol | Coliflor
Humano 0 10 14 29 44
Oveja — 0 20 24 46
Vibora - 0 28 45

CuADRO 3. Numero de diferencias de aminoacidos en las estructuras
primarias de la proteina citocromo-c para diversas especies. Todas las
proteinas estan integradas por 104 aminodcidos. Adaptado de [Creigh-
ton, 1984] a partir de la Base de Datos publicada por Dayhoff M.O.
(Atlas of Protein Sequences and Structure, 1972)[Dayhoff, 1972].

anteriormente entre el homo sapiens y el mono Rhesus mostraria entonces que la
tasa de variacién de la citocromas-c es mucho maés lenta que en el caso de los fibri-
nopéptidos. Este hecho es de fundamental importancia, dado que ha servido como
un parametro para determinar en forma aproximada, los tiempos evolutivos de cada
especie y reconstruir, bajo una base molecular, el arbol filogenético de las especies.
;,Coémo se puede explicar esta diferencia entre las tasas de mutacién de las secuencias
primarias de las diversas proteinas? El escenario més plausible contempla una idea
que es bien conocida en la actualidad. Para muchisimas proteinas, una mutacién que
altere la posicién o composicién de unos pocos aminodcidos en la estructura primaria
puede no alterar significativamente su funcionalidad. Si la proteina continda reali-
zando adecuadamente su funcién con una estructura primaria ligeramente distinta,
podran entonces haber un ntimero considerable de mutaciones permitidas, haciendo
que la tasa de variacion de una secuencia primaria sea mucho mas rapida. En esen-
cia, el planteamiento anterior sugiere que las proteinas con mucha mayor estabilidad
frente a mutaciones serdn aquellas con mayor tasa de variabilidad evolutiva [Kimura,
1968].

Los fibrinopéptidos y los citocromos-c parecen ser excelentes ejemplo de este
esquema [Kimura, 1968|. Para el caso de los primeros, formados por sélo veinte
aminoacidos, se sabe que su funcién principal consiste en la inhibicién de la agre-
gacién de la proteina fibrina en los tejidos vasculares [Vindigni et al., 1996]. Cuando
ocurre un sangrado, los fibrinopéptidos son removidos de su ubicacién usual para
dejar libres ciertos segmentos que pueden unirse y reparar el dano. Para realizar esta
funcién, los fibrinopéptidos requieren de la presencia de un aminoacido Arg en una
posicién especifica en su estructura primaria el cual es responsable en su totalidad
de su actividad inhibitoria [Pechick et al., 2006]. Si éste aminodcido especifico es
eliminado de la secuencia inicial, la proteina es biolégicamente inactiva. Dado este
nivel de especificidad en la relacién aminodcido-funcion, la estructura primaria de
los fibrinopéptidos admite una variabilidad importante con respecto de los demés
aminodacidos de la cadena sin afectar su funcionalidad. De hecho, se tiene claramente
establecido que los deméds aminoacidos pueden ser sustituidos con cierta libertad, a
condicién de que el posicionamiento del Arg no se altere [Fitch and Langley, 1979].
Dado este requisito minimo para su funcionalidad, es posible entonces que coexis-
tan multiples variaciones de esta proteina con plenas capacidades funcionales y que
esto indudablemente, induzca una tasa de evolucién mucho maés rapida en compara-
cién con otras proteinas mucho maés sensibles a su composicién en aminoécidos. En
el otro extremo de la correlacion composicién especifica-funcionalidad, se hallan las
citocromas-c. A diferencia de los fibrinopéptidos, que difieren hasta en un 85 % en su
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secuencia primaria entre el caballo y el ser humano, los citocromos-c humanaos y de
los de los caballos difieren sélo en un 12 %. Dado que su funcién principal se halla
en el proceso de oxidacién de compuestos moleculares en el interior de la célula para
obtener energia, se considera que el disefio de los citocromos-c es tal que permite muy
pocas mutaciones que dejen invariante sus sitios activos y su funcionalidad. En este
caso, no es sélo la presencia de un conjunto pequeno de aminodcidos los que definiran
los sitios activos de la enzima, sino subconjuntos de ellos los que actuaran acoplada-
mente para generar la actividad requerida. La Figura 13 muestra la tasa de variacion
de los fibrinopéptidos A, B, las hemoglobinas «, § y la citocromo-c en funcién del
tiempo desde el cual se separaron de su ancestro comin (Adaptado de [Creighton,

1984]).

Al presentar al lector las ideas anteriores, hemos querido dejar la idea de que el
entendimiento de la evolucion de las primeras cadenas polipeptidicas y de algunas
proteinas precursoras, es también el trazado de la historia de las primeras formas
organicas sobre la superficie terrestre. En los siguientes dos capitulos presentaremos
los resultados de esta investigacién doctoral.

En primera instancia el Capitulo ITI presenta los resultados obtenidos de la aplica-
cion de la mecédnica estadistica de equilibrio a la generalizacién del modelo de Zwanzig
para calcular el cambio energético AF entre el estado nativo N y el estado desplegado
D cuando la proteina se halla en presencia de un agente quimico desnaturalizante. Al
concluir este capitulo estaremos en posibilidad de proveer de la forma funcional para
el cambio AF en funcién tanto de la concentracién ¢ de agente desnaturalizante como
del nimero promedio v de grados de libertad rotacionales de los grupos residuales.
Este resultado nos permitird derivar dos de las conclusiones centrales de esta primera
fase. Posterior a ello, en el Capitulo IV utilizaremos la analogia termodindamica entre
el proceso conocido como transicién vitrea en liquidos orgénicos y la desnaturaliza-
ciéon de proteinas, para construir la distribuciéon de tiempos 7, en los cuales ocurre
la reaccién D = N en funcién de la temperatura 7. En el proceso para construir
este resultado, generaremos uno de los resultados centrales de esta segunda fase, a
saber, la entropia configuracional s para una cadena polipeptidica que transita entre
un estado desplegado y una estructura helicoidal. Este resultado, generado mediante
un formalismo de geometria diferencial, merece una discusiéon en si mismo, dado que
es un resultado completamente original de este trabajo. Al integrar el conocimiento
de la entropia configuracional s para la estructura helicoidal con el esquema de Adam
y Gibbs podremos mostrar y justificar una de las suposiciones estdndares en la tran-
sicion vitrea, la cual establece que la contribucién mayor a la distribucién de tiempos
de relajacion estructurales proviene del cambio de entropia conformacional global del
sistema y no de la transiciéon de las regiones cooperativas.
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Ficura 13. El grafico muestra la tasa de evoluciéon para tres clases
distintas de proteinas, fibrinopéptidos, hemoglobinas y citocromas-c.
El eje vertical corresponde al nimero de mutaciones en aminodcidos
por cada 100 residuos en tanto que el eje horizontal muestra una escala
temporal en millones de afios. Adaptado de [Creighton, 1984].
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CAPIiTULO 3

Desnaturalizaciéon de una proteina inducida
quimicamente.

En este capitulo presentamos una generalizacién al modelo de Zwanzig a fin de
analizar el papel de los grados de libertad conformacionales de la cadena polipeptidica
en la estructura del Paisaje FEnergético cuando la reaccion N & D se realiza en
presencia de un agente quimico, uno de los casos mas comunes en la desnaturalizacion
de la estructura nativa. Asimismo, utilizaremos esta generalizacién para validar uno
de los resultados experimentales mas conocidos en el campo de la termodindmica
de proteinas, el cual establece que el cambio AF en presencia de un agente quimico
es una funcional lineal, y en ocasiones cuadratica, de la concentracion ¢ de agente
desnaturalizante.

1. Estabilidad del estado nativo. El efecto hidrofébico.

A lo largo de los capitulos anteriores nos hemos ocupado de la descripcién de los
distintos niveles de organizacién por los cuales transita la estructura primaria en su
ruta hacia el estado nativo. Hemos observado que a partir de la sintesis de la cade-
na polipeptidica por parte de los ribosomas, la proteina presenta diversos niveles de
organizacion estructural que parten de la conformacién de la hélices o y las hojas £,
a la agrupaciéon de conjuntos de estas estructuras para la formacién de dominios, los
cuales representan el primer paso en integracion de estructuras con actividad biologi-
ca. Una vez conformado el estado nativo en si, la proteina es capaz de realizar la
funcién bioquimica correspondiente.

A fin de que una proteina pueda concebirse como un agente primordial en diversas
funciones bioquimicas debe tener poseer estabilidad ante fluctuaciones fisicoquimicas
del medio en el cual estd disenada a operar. De otra forma, cualquier fluctuacion
térmica, de presién o de agentes quimicos podria desdoblar la estructura nativa e
impedir la realizacién la reaccién bioquimica correspondiente. En lo referente a la
estabilidad del estado nativo, una de las explicaciones més aceptadas en la actualidad
hace referencia a la interaccién entre los grupos residuales de los aminoacidos y el
solvente en el cual se halla inmersa, generalmente agua. En esta propuesta, sugeri-
da inicialmente por Kauzmann [Kauzmann, W., 1959], la interaccién primordial que
dirige el proceso de plegamiento y que mantiene a la estructura nativa estable es la
interaccién hidrofébica entre los grupos residuales de los aminodcidos y las moléculas
de agua. En esta descripcion, los aminoécidos cuyos grupos residuales presentan un
caracter apolar tienden a aglutinarse en el niicleo del estado nativo en tanto que los
grupos residuales hidrofilicos tienden a posicionarse en la superficie exterior de la
proteina, en donde pueden formar puentes de hidrégeno con las moléculas de agua
circundantes.
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A fin de comprender con mayor claridad en papel del efecto hidrofébico en la
conformacién y estabilizacion del estado nativo, conviene revisar con mayor detalle
las interacciones entre los aminoacidos, el esqueleto de la proteina (backbone) y las
moléculas de agua en el que se halla inmersa. Es un hecho bien establecido que las
moléculas de Ho0 son moléculas polares, es decir, presentan un momento dipolar
distinto de cero, debido a la atraccién electrostatica que ejerce el dtomo de oxigeno
sobre las nubes electrénicas de los 4tomos de hidrégeno. Esta interaccién electrostati-
ca genera un desplazamiento no simétrico de las nubes electronicas de los atomos de
hidrégeno hacia el dtomo de oxigeno generando un déficit de carga electrostatica en
los primeros y un exceso de carga electrostatica en el ultimo (Figura 1). De esta ma-

Figura 1. El momento dipolar neto de la molécula de HoO provie-
ne de la electronegatividad del atomo de oxigeno, la cual genera un
desplazamiento no simétrico de la nube electrénica de los atomos de
hidrégeno en la direccién del enlace O-H. . Tomado de [Finkelstein
and Ptytsin, 2002]

nera, cuando una molécula de H20 se aproxima a otra, la polaridad de ambas induce
una atraccion electrostatica entre los atomos de H de una molécula y el atomo O de
la otra, generando lo que se conoce como un puente de hidrégeno, que no es mas que
una interaccién de origen electrostatico debido a la electronegatividad de los atomos
participantes.

Es importante mencionar que la formacién de un puente de hidrégeno depen-
de, evidentemente, de la distancia a la cual se hallen las moléculas correspondientes.
Existe una distancia éptima entre los dtomos de oxigeno e hidrégeno que favorece la
formacién de este enlace, para distancias més cortas la cercania con los demds atomos
tendria el efecto contrario, en tanto que una distancia mayor tendria como resultado
una interaccion demasiado débil para formar el enlace correspondiente. La distancia
r a la cual se observa la presencia de puentes de hidrégeno en el caso de estructuras
cristalinas corresponde aproximadamente al intervalo entre 1.8 — 2.1A, en tanto que
para sistemas con un grado menor de empaquetamiento molecular, la distancia r se
ubica generalmente entre 2.35 — 2.75 A. Basados en informacién sobre la distancia
en donde se ubican los &tomos participantes y suponiendo una interacciéon de van der
Waals, Finkelstein y Pitytsin [Finkelstein and Ptytsin, 2002] estiman que la energia
de formacién de un puente de hidrégeno es de 20 kJ/mol, en tanto que otros autores
como Pace et al sugieren el intervalo 4 — 8 kJ/mol como una aproximacién més mo-

derada [Pace et al, 1996].
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Dado que la composicién del esqueleto de una proteina contiene dtomos con dife-
rentes electronegatividades, el fenémeno de desplazamiento de las nubes electrénicas
e induccién de un momento dipolar neto también se presenta en las cadenas poli-
peptidicas de las proteinas. Si consideramos que la energia tipica de un puente de
hidrégeno se halla en el intervalo 4 — 20 kJ/mol, la energia asociada a las fluctua-
ciones térmicas del medio (Eje, = kpT = 2.5 kJ/mol a T' = 298 K) es un orden de
magnitud menor, lo cual indica que los puentes de hidrégeno son estructuras estables
a temperatura ambiente.

En presencia de un solvente polar, cada elemento del esqueleto de la proteina que
es capaz de participar en un puente de hidrégeno se enlaza con una de las moléculas de
H50 presentes en un proceso de minimizaciéon de energia. Sin embargo, la tendencia
natural de las cadenas laterales hidrofébicas a aglutinarse en el ntcleo de la pro-
tefna induce una torsion en la estructura primaria y la sustitucién de dos puentes de
hidrégeno entre dos elementos del esqueleto y dos moléculas de agua, por un puente de
hidrégeno entre los elementos del esqueleto y un puente de hidrégeno entre dos nuevas
moléculas de agua (Figura 2). Este mecanismo, que es en esencia el efecto hidrofébico,
es en términos energéticos equivalente entre si: los dos puentes de hidrégeno iniciales
formados entre el grupo A de la proteina y una molécula de agua y entre el grupo B
de la proteina con otra molécula de agua son equivalentes energéticamente hablando,
a los dos puentes de hidrégeno finales formados entre los grupos A y B y dos molécu-
las de agua (Figura 2). Sin embargo, la diferencia sustancial entre ambos procesos y
que de hecho hace que exista una preferencia del sistema proteina+solvente hacia la
formacién de puentes de hidrégeno entre la cadena polipeptidica y la expulsién de
moléculas de agua del solvente, estd asociada con la entropia inherente al proceso, tal
como veremos a continuacion.

Cadena con puentes de hidrégeno y torsion

Cadena polipeptidica
+ HOH:::0H,

—

/N N
Moléculas de agua
Gupol 1y A Grpoll [z s libres
- Puente de hidrogeno entre
HOH OH2 los grupos residuales | y Il

FicurA 2. El plegamiento y torsién de la estructura primaria de la
proteina ocurre dado que la sustitucién de dos puentes de hidrégeno
entre grupos residuales y el solvente, por dos enlaces de hidrégeno
entre los grupos residuales entre si es una reaccién més favorable en
términos entrépicos [Finkelstein and Ptytsin, 2002].

Al momento de que distintos segmentos de la cadena polipeptidica se enlazan
entre si mediante puentes de hidrégeno y expulsan al exterior moléculas de agua que
a su vez se unirdn por este tipo de enlace, la entropia configuracional del solvente
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se incrementa. La razon de esto se halla en el hecho de que las moléculas de agua
ya no se encuentran unidas a la cadena polipeptidica y que por tanto pueden mo-
verse con mayor libertad dentro de liquido. Debido a este incremento en la entropia
configuracional del liquido Sj;4, la energia libre F'

(1.1) F=E-TS

del sistema proteina+solvente disminuye en aproximadamente 6 kJ/mol por ca-
da puente de hidrégeno formado. Es justamente este argumento el que nos permite
comprender la razén por la cual el solvente juega un papel fundamental en el ple-
gamiento de una proteina. Simultdneamente nos indica que el plegamiento dirigido
por mecanismos hidrofébicos (de formacién de puentes de hidrégeno) es un proceso
de naturaleza netamente entrépica, méas que energética. La ruptura de los enlaces
de hidrogeno entre las moléculas de agua y la cadena polipeptidica y su sustitucion
por enlaces entre moléculas de agua entre si provee de grados de libertad extras a
las moléculas de agua y conlleva un incremento en la entropia configuracional del
liquido. El decremento de la energia libre F' del sistema no proviene de los enlaces
de hidrégeno entre grupos residuales, proviene de un incremento en las posibilidades
conformacionales de las moléculas del liquido [Finkelstein and Ptytsin, 2002].

Si bien el efecto hidrofébico representa uno de los mecanismos més significativos
para el plegamiento de una proteina, existen dos procesos mas que promueven (o
inhiben) la formacién del estado nativo. El primero de ellos se refiere a la presencia de
moléculas de agua dentro del nucleo hidrofébico de la proteina. Estas moléculas, que
no son expulsadas durante la formacion del estado nativo, se conoce como moléculas
de agua estructural (structural water) y es un descubrimiento reciente en el campo de
las proteinas [Rydberg et al, 2007]. Las moléculas de agua estructural en el nicleo de
la proteina funcionan como elementos estabilizadores adicionales, dado que forman
nuevos puentes de hidrégeno con cadenas laterales y residuos en donde inicialmente
no estaban presentes. El segundo de los mecanismos adicionales de estabilizacién de
la estructura nativa se refiere a la formacién de un enlace covalente entre dtomos de
azufre presente en grupos residuales como los del aminoacido Cis. Este tipo de enlaces
se conocen como enlaces disulfuro (disulfide bonds) y provee, cuando se halla presente
de un nivel de estabilidad mayor al estado nativo, dada su naturaleza covalente. De
hecho, dependiendo de las condiciones fisicoquimicas, la presencia de enlaces disulfuro
puede ser la diferencia entre un proceso de desnaturalizacién reversible e irreversible.

2. Desnaturalizaciéon de una proteina.

Al discutir en los parrafos anteriores el origen de la estabilidad termodindmica
del estado nativo, hemos introducido implicitamente el papel fundamental que en este
proceso juega el solvente en el cual ocurre el plegamiento. Dificilmente podria ocurrir
la formacién de los puentes de hidrégeno, claves en la estabilidad estructural de la
macromolécula, en una solucién en la cual el solvente no tuviese las propiedades de
polaridad y electronegatividad que poseen las moléculas de agua. A partir de este mo-
mento dirigiremos la atenciéon hacia el proceso inverso del plegamiento, es decir, nos
interesaré describir las condiciones y mecanismos que generan el desdoblamiento de la
estructura nativa de la proteina, conocido como desdoblamiento o desnaturalizacion
(protein unfolding). Justamente la descripcién de mecanismo de desnaturalizacién y
las propiedades termodindmicas de la transicion entre el estado nativo IV y el estado
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desnaturalizado D constituyen el ntcleo central de esta tesis doctoral.

Desde los primeros experimentos de desnaturalizacion reversible realizados por C.
Anfinsen [Anfinsen et al. , 1961] para el caso de la ribonucleasa-A, se ha observado
que la transicién N — D puede inducirse in vitro a través de una modificacién de
las condiciones fisicoquimicas del medio, por ejemplo temperatura, presion, agentes
quimicos, pH.. En el caso del pH, por ejemplo, se sabe que la desnaturalizacion ocurre
en soluciones cuyo pH se halla en los extremos de la escala logaritmica que lo define.
Tanto en el caso de soluciones extremadamente acidas (pH — 1), como en el caso
de soluciones muy baésicas,(pH — 14), la desnaturalizacién ocurre debido a la ioniza-
cion de los grupos residuales en la superficie de la proteina expuesta al solvente. En
términos generales, podria afirmase que en este caso la transicion N — D obedece
a mecanismos de origen puramente electrostatico: el exceso o la carencia de iones de
hidrégeno en la solucién induce un desequilibrio electrostatico en el sistema [Ghelis
and Yon, 1982]. Sin embargo, el hecho de que en algunas proteinas la desnaturali-
zacién en soluciones acidas presenta algunas diferencias con la de soluciones basicas
pone de manifiesto que el proceso es ain mas complejo. En general se observa que
cuando N — D ocurre en presencia de valores grandes de pH, la proteina tiende a
conservar un fracciéon mucho menor de su estructura nativa que en el caso de desna-
turalizacién para pH con valores pequenos.

Existen también numerosos ejemplos en donde la desnaturalizacién inducida por
pH esté asociada directamente con la ionizacién de cadenas laterales especificas, ubi-
cadas generalmente en el ntcleo hidrofébico del estado nativo y cuya ionizacién induce
la transiciéon conformacional. Un ejemplo de ello es la transicién conformacional de
las serinas proteasas asociada a la ionizacion de la cadena lateral Asp-194. La Figu-
ra (3) muestra el perfil de desnaturalizacién para la d—quimotripsina en funcién del
pH. En forma sintetizada podemos decir entonces que la desnaturalizacién inducida
por pH tiene bésicamente dos origenes. Por un lado puede deberse a desequilibrios
electrostaticos que ionizan a los grupos residuales en la superficie hidrofilica de la
molécula o bien, a la ionizacién de grupos residuales hidrofébicos especificos en el
nucleo del estado nativo. En cualquier caso, el estado desnaturalizado en uno y otro
caso es indistinguible: una hebra unidimensional.

El caso de desnaturalizacién de una proteina inducido por temperatura, esto es,
mediante la adicién de energia térmica al sistema solvente+proteina, ha recibido un
atencion considerable debido a su conexién intrinseca con las variables naturales de
una descripcion termodindmica: temperatura 7', entalpia H, entropia S. Asimismo,
el desarrollo de técnicas cada vez més precisas de microcalorimetria que permiten
determinar con mayor exactitud la cantidad de calor absorbido por el sistema en
un espectro amplio de condiciones de temperatura, ha permitido a los grupos de
investigacién acumular un gran cantidad de informacién experimental acerca de las
caracteristicas termodinamicas de la transicién N & D inducida por temperatura.

En este sentido, uno de los primeros resultados experimentales arrojados por la
microcalorimetria de barrido se refiere a la existencia de un maximo de absorciéon de
energia térmica por parte del sistema proteina+solvente, cuando es desnaturalizado
por un incremento de temperatura 7' [Privalov and Gill., 1988], [Privalov, 1982]. La
grafica (3) muestra la curva del calor especifico a presiéon constante C, en funcién
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FiGURA 3. Desnaturalizacién de §-quimotripsina en funcién de la ba-
sicidad del solvente, monitoreada a través del cambio en la absorbancia
A0 a 230 nm. La concentracién de proteina en la solucién es de 10 yM
a T = 25 °C. Tomado de Ghelis, C and Yon J [Ghelis and Yon, 1982].

de la temperatura T para dos proteinas de masa molecular pequena en distintas
condiciones de pH [Privalov and Dragan, 2007].
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F1GURA 4. Diferencia del calor especifico molar AC), en funcién de la
temperatura T" para dos proteinas a) Barnasa con una masa molecular
de M,, = 12.4 kDa y para b) Ubiquitina de masa molecular M,, = 8.4
kDa. De acuerdo a Privalov P.L. y Dragan A.l. [Privalov and Dragan,

2007]

La interpretacién més aceptada para el grafico anterior propone que la existencia
de este pico resonante en la absorciéon de energia térmica estd directamente ligado a
la exposicién de los grupos no polares del nticleo de la proteina a las moléculas del
solvente, dado que un fenémeno similar de incremento del C), se observa en la adicién
de solutos no polares inorganicos a un solvente polar como el agua. Ademas de lo
anterior, la gréfica (3) sugiere la existencia de un mecanismo de dos estados bien de-
finidos en la desnaturalizacion de la proteina: por un lado el estado nativo N y por el
otro, el estado desnaturalizado D. Si bien la existencia de un méximo significativo en
la curva C), versus T' es un indicador importante de la existencia de dos estados exclu-
sivos en una proteina, no es el inico. Experimentos 6pticos de absorcion y emision de
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luz muestran un cambio abrupto en la actividad biolégica de la macromolécula en un
intervalo pequeno de temperatura, sugiriendo también que la fractura de la estructura
nativa es un proceso cooperativo. Por debajo de un valor critico 7}, la macromolécu-
la conserva su estructura tridimensional ante fluctuaciones del medio, sin embargo
conforme T' — T,,, pequenas perturbaciones térmicas inducen la fractura del estado
nativo. El esquema anterior se conoce como una transicién cooperativa y es una de
las caracteristicas de la transicion N — D para proteinas de masa molecular pequena.

La descripcién de la transicion N — D a través de un mecanismo de dos estados
ha ganado aceptacion en las tultimas décadas debido a que permite también una
descripcién cuantitativa de las variables termodindmicas. Utilizando un esquema del
tipo,

(2.1) N — D

es posible escribir las relaciones termodinamicas de equilibrio del proceso, en la forma,
siguiente,

ARG = —RTlog K.,

0log K
D €q

en donde K4 es la constante de equilibrio definida como K., = [D]/[N].

La aplicacién correcta de las ecuaciones anteriores depende de que tanto la tran-
sicién entre el estado N y D pueda representarse efectivamente por un mecanismo
de dos estados. Si bien la evidencia experimental de cambios abruptos en alguna pro-
piedad monitoreada durante la transicién es buen criterio, no es definitivo. Existen
situaciones en las cuales una proteina formada por varios dominios puede exhibir una
dindmica de este tipo, pero la desnaturalizacién podria ocurrir a través de la ruptura
de las estucturas terciarias de cada uno de los dominios. De hecho, la desnaturaliza-
cién por temperatura es practicamente el tinico proceso a través del cual se puede
decidir si la transicién es cooperativa o no, debido a que en este tipo de experimentos
es posible medir con suficiente la curva de absorcién de calor C), y, consecuentemente
el comportamiento del cambio de entalpia AJI\),H del sistema [Privalov and Photekhin,
1986], [Dill and Bromberg, 2003].

El criterio calorimétrico utilizado se refiere al célculo del cambio de entalpia AL
en la temperatura 7T, a la cual ocurre la transicién. Tal como mencionamos anterior-
mente, esta temperatura representa el equilibrio del sistema entre los estados N y D,
por lo que el cambio de energia libre AJ[\),G(Tm) = 0. Si T}, se halla ubicada en un
intervalo de temperaturas muy pequeiio, el cambio de entalpia entre los estados N
y D puede aproximarse por la entalpia de van’t Hoff Aﬁth [Dill and Bromberg,
2003]. Esto es,

AC,(T)

Q )
en donde AC,(T5,) es la altura de la curva C), versus T en el punto medio de la tran-
sicién y () representa el drea bajo la curva C),. Con estas consideraciones, estamos en
posicién de describir en forma precisa una desnaturalizacion de dos estados. Se dice
que la reaccién N &= D de desnaturalizacién o plegamiento puede representarse me-
diante un reaccién de dos estados, si el valor de la entalpia medida calorimétricamente

(2.3) AYH — ARH,,(T;,) = 4RT?
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pH Solvente T (°C) | AHeq)(T) | AHph (D) | AC, (Th)
0.36 HCI 31.5 61.2 62 1.90
1.05 NaCl 29.9 59.0 59 2.02
2.02 | Amortiguador Glicina 31.2 65.6 67 1.98
2.80 | Amortiguador Glicina 31.2 65.6 67 2.11
3.28 | Amortiguador Glicina | 45.8 105.0 67 2.0
5.0 | Amortiguador Acetato | 57.8 151.0 60 2.25
6.23 | Amortiguador Acetato | 60.8 155.5 66 2.05
7.80 | Amortiguador acetato 61.2 178.0 72 2.0

CUADRO 1. Datos termodinamicos para la desnaturalizacién térmica
de la Ribonucleasa-A para diferentes valores de pH. La temperatura
T,, estd dada en unidades de grados Celsius, en tanto que los cambios
de entalpia A][\),Hcal, Aﬁth(Tm) en kcal/mol. El cambio del calor
especifico AC), en kcal/grado Celsius mol. [Tsong et al, 1970].

AJ[\),HCGZ, dada por
D
(2.4) | ake,mar = Ak,
N

coincide ezactamente con la entalpfa de van 't Hoff AR H,;,(T},,), de forma entonces
que

(2'5) AﬁH = A]%th(Tm%

para un mecanismo ideal de dos estados. En referencia a la coincidencia entre las
entalpias de van’t Hoff y la entalpia calorimétrica, se ha encontrado que para pro-
teinas globulares de masa molecular pequenia, ambos resultados difieren en no méas
del 5%, apoyando entonces la hipétesis de un mecanismo de dos estados para estos
casos [Freire and Biltonen, 1978]. Para proteinas de masa molecular mayor, el perfil
de desnaturalizacién tiene un aspecto mucho més complejo [Privalov, 1982], por lo
que en estos casos

(2.6) ANH > AR H,,(T).

El Cuadro (1) muestra un estudio de microcalorimetria realizado por Tsong et al
[Tsong et al, 1970] para la desnaturalizacién térmica de la Ribonucleasa-A. Observan-
do los valores obtenidos para AﬁHml y A%Hyh es posible afirmar que el mecanismo
de desnaturalizacion en este caso se aproxima con bastante precision a un sistema de
dos estados en el caso de soluciones con pH — 1, pero se desvia de este comporta-
miento en el caso de soluciones a pH mayor. Privalov y Khechinavishii [Privalov and
Khechinashvili, 1974] han analizado también, mediante microcalorimetria de barrido,
la desnaturalizacién térmica de la lizosima, quimotripsina, citocromo-c y mioglobina,
hallando que el cociente

(2.7) AR H oo /AR H o (Trn) ~ 1.05,

un indicador de que estamos en presencia de sistemas de dos estados. La desviacion
observada que es del orden del 5 % se atribuye generalmente a la presencia de estados
intermedios con poca estabilidad y que rdpidamente son degradados hacia cualquiera
de los dos estados de equilibrio del sistema.
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El hecho de que la desnaturalizacién N — D pueda representarse mediante un
mecanismo de dos estados tiene también una connotacién importante: implica que
no existen estados intermedios estables o al menos con un tiempo de vida suficien-
temente largo para ser detectados por alguna técnica experimental y que, por tanto,
la transicién entre el estado N y D exhibe un alto grado de cooperatividad. Cuando
éste es el caso, es posible escribir las funciones termodinamicas del proceso observan-
do que, para la temperatura T), a la cual sucede la fractura de la estructura nativa,
el sistema se halla en equilibrio termodinamico entre los estados N y D y entonces
podemos escribir que

(2.8) AGR(Ty) = AHR(T,,) — T,,ASR(T},) = 0.

Dado que OAH(T)/0T = AC, y que 0AS(T)/0T = AC,/T, es posible en princi-
pio calcular el cambio de entalpia y de entropia en funcion de la temperatura, si se
conoce con suficiente precisién el AC), para un intervalo de temperaturas. Por tanto,
uno de los aspectos centrales en el estudio de la desnaturalizacién térmica se refiere
a la medicién, con el mayor grado de precisiéon posible, del calor especifico C), en fun-
cién de la temperatura para los estados N y U, dado que AYC,(T) = C;,V (T) —C’pD (T).

En los albores del anélisis por calorimetria de la desnaturalizacién de proteinas,
cuando la sensibilidad de los instrumentos no permitia apreciar variaciones pequenas
en la absorcién de calor, se pensé que la diferencia AﬁCp era una funcién constante
de la temperatura [Privalov and Khechinashvili, 1974]. Si se asume que el AYC,, es
constante y se utiliza su relaciéon con el cambio de entalpia

T
(2.9) AH(T)=AH(T),,) +/ AC,(T)dT,
y con el cambio de entropia

T AC,(T
(2.10) AS(T) = AS(T},) +/ C;()dT,
podemos escribir las formas funcionales para AH(T") y AS(T) de acuerdo a,
(2.11) AH(T) = AH(Ty,) + (T — T))AC,,
y

AH (T, T

(2.12) AS(T) = T() + AC, log T

Consecuentemente, el cambio de energia libre AﬁG en esta caso se escribe de la
siguiente manera,

(2.13) ARG = (

Los célculos anteriores muestran que el perfil del cambio de la entalpia es una funcién
lineal de la temperatura Ty que el cambio de energia libre AG exhibe un maximo
para una temperatura Ty, la cual estd dada por

ARH <Tm>>
TnARC,
Una discusiéon mas detallada de las implicaciones y detalles en el cédlculo de las re-

laciones anteriores puede hallarse en el texto de Creighton T. (1999) [Creighton, T.,
1999] o bien al articulo de revisién [Olivares-Quiroz, L. and Garcia-Colin, L.S., 2004].

Tm —T

m

) ARNH(T,,) — TARC, log Tl + (T — Tim)ARC,.

(2.14) T, = Ty exp <_
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Si bien el esquema anterior nos permite reproducir algunas de las caracteristicas de
la desnaturalizacion térmica inducida por temperatura, estudios de microcalorimetria
mucho més recientes han mostrado que la dependencia en la temperatura del AC),
no es en realidad constante para muchos casos, por lo que el formalismo anterior
constituye sélo una primera aproximacion al problema. En el capitulo IV, cuando
discutamos una propuesta para el calculo de la distribucion de tiempos de relajacion
para una proteina, abordaremos el caso de la mioglobina, en donde el AC), es de hecho
una funcién cuadratica en T

3. Desnaturalizacién quimica de una proteina: Base experimental de la
propuesta.

A continuacién procederemos a establecer la fenomenologia y caracteristicas prin-
cipales en uno de los mecanismos de desnaturalizacién mas estudiados en la actualidad
y el cual constituye uno de los ejes centrales en este proyecto doctoral. Nos referimos
a la desnaturalizacién inducida quimicamente (chemically driven unfolding), el cual
agrupa todos aquellos procesos en donde la desnaturalizacion de la estructura nativa
de una proteina ocurre debido a la adiciéon de solutos orgénicos o inorgénicos al sis-
tema proteina+solvente.

Se sabe que la adicién de solutos organicos como la urea o el clorhidrato de
guanidina (GdnHCI) al sistema proteina+solvente es un catalizador que induce el
desdoblamiento del estado nativo. Con excepcion de algunos proteinas extremada-
mente estables e insensibles a la urea o al GdnHCI, para la mayoria de las proteinas
el proceso de desnaturalizacién se inicia para concentraciones molares pequenas de
soluto, [¢] ~ 0.5 M y concluye con la ruptura del estado nativo para concentraciones
que oscilan entre ( ~ 6—8 M. [Ghelis and Yon, 1982]. Como resultado de este proceso
particular de desnaturalizacién, se han identificado dos tipos principales de estructu-
ras residuales. Por un lado, si el estado nativo de la proteina contiene enlaces disulfuro
S — S entre aminoacidos Cis, el estado desnaturalizado resultante es un cadena lineal
unidimensional en donde se han eliminado los puentes de hidrégeno que estabilizaban
al nicleo hidrofébico, pero con la permanencia de los enlaces disulfuro S — 5 los cuales
tiene un margen de estabilidad mayor y no son afectados significativamente por los
compuestos urea o GAnHCI. Esta estructura se conoce como cross-linked random coil,
en contraposicion a la estructura resultante cuando el estado nativo no tenia enlaces
disulfuro. En este caso, los solutos organicos mencionados desdoblan por completo la
configuracién tridimensional, obteniéndose un cadena lineal completamente desplega-
da (linear random coil) [Ghelis and Yon, 1982].

Atdn cuando ambos compuestos, urea y GdnHCI, son potentes agentes desnatu-
ralizantes, se ha observado que la transiciéon entre el estado nativo y una estructura
completamente desnaturalizada se alcanza preferentemente en presencia de GdnHCI
cuando la temperatura del sistema se halla entre 0 — 50 °C y pH ~ 7 [Ghelis and
Yon, 1982]. Estos resultados motivaron a Hibbard y Tulinsky [Hibbard and Tulinsky,
1978] a sugerir un mecanismo de accién para GdnHCI y urea distinto. Basados en el
analisis de mapas de densidad electrénica para cristales de a-quimotripsina en urea
(3M) y GdnHCI (2M), Hibbard y Tulinsky han propuesto que en tanto que el so-
luto urea tiene una accién preferentemente sobre los grupos polares de la proteina
ubicados en su superficie, el soluto GdnHCI actia sobre éstos y también sobre los
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grupos residuales hidrofébicos ubicados en el interior del estado nativo, de forma tal
que el mecanismo de desnaturalizacién en este caso procede simultaneamente desde
el interior y exterior del estado nativo [Roseman and Jenks., 1975].

Ademas de los elementos descritos anteriormente, existe un cimulo de informa-
cién experimental muy amplio y bien documentado acerca de la curvas de desnatu-
ralizaciéon que sigue una proteina en funcién no sélo de la concentracién ¢ de soluto
presente, sino también en funcién de los otras variables discutidas previamente, pre-
sién P, o valor del pH [Paliwal et al., 2004]. Las curvas de desnaturalizacién son, en
esencia, graficos de la actividad bioldgica, espectro de emisién o absorbancia, conte-
nido helicoidal, etc, versus la concentracién de soluto organico presente, medidos en
condiciones de equilibrio termodinamico. En principio, existen diversos métodos para
detectar y seguir los cambios conformacionales entre el estado N y el estado D, la
eleccion de cudl es mas conveniente en cada caso depende del tipo de informacion
que se desea extraer y del tipo de estructura nativa de cada proteina. Las técnicas
experimentales de la hidrodinamica de fluidos en solucién, que permiten medir el coe-
ficiente de viscosidad volumétrica 1 son utilizados para detectar cambios globales en
la transicién N — D, dado que la viscosidad 7 en el caso de una estructura globular
compacta como es el estado nativo es significativamente diferente al del caso esple-
gado, considerado como una hebra unidimensional. En contraposicién, los métodos
experimentales basados en espectroscopia éptica, ya sea de emisién o absorcién de
radiaciéon EM, permiten observar cambios conformacionales debido a que se basan en
el cambio del indice de refraccién del sistema cuando aminoécidos que se hallan en el
nucleo hidrofébico, particularmente Trp, Tyr o Phe, son expuestos al solvente en el
proceso de desnaturalizacién [Creighton, 1984].

Las técnicas experimentales basadas en absorcién-emision de radiaciéon EM en la
regién ultravioleta (UV) son uno de los métodos més utilizados para monitorear los
cambios conformacionales. Durante la transicion N — D, los aminodacidos que con-
tienen grupos aromaticos como Phe, Try, Trp v que generalmente se encuentran en el
interior hidréfobico de la proteina, son expuestos al solvente induciendo una modifi-
cacién del espectro de absorcién del sistema, caracterizado por un cambio Ae en la
intensidad de la radiacién asociada a un cambio A en la longitud de onda [Cantor
and Schimmel., 1980a]. Puesto que cada aminodcido responde de manera distinta a la
radiacion EM, el conocimiento previo de esta informacion es un requisito esencial pa-
ra identificar en el perfil completo de desnaturalizacion, las contribuciones realizadas
por la exposicion de cada grupo cromoéforo. Por ejemplo, la cadena lateral aromatica
de Tyr exhibe un cambio méximo Ae alrededor de 286 nm y un segundo maximo
en 278 nm. La superposicién de esta informacion para cada tipo de aminoacido y la
filtracién de elementos atribuibles a otros procesos, permite generar el perfil de desna-
turalizacion de un proteina en funcién de distintos agentes promotores o inhibidores.

La Figura (5) muestra la curva de transicién N — D obtenida mediante espec-
troscopia UV en el caso de la proteina quimotripsinégeno en presencia de urea y de
diversas concentraciones de pH para una emisiéon de 293 nm. Ademads de que la tran-
sicién entre los estados N y D ocurre en forma més pronunciada conforme el pH se
incremente, la curva Ae versus ¢ exhibe un perfil tipo sigmoidal cuya curvatura de-
pende del pH de la solucién, el cual permite estimar el niimero de grupos cromoéforos
expuestos al solvente, de acuerdo al esquema propuesto por Herskovitts [Herskovitts,
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1965]. Tal como veremos a continuacion, el perfil mostrado en la grafica (5) no es
un caso aislado en ningtn sentido. De hecho, corresponde en realidad al prototipo de
perfil de desnaturalizacién en sistemas cuya transicion N — D esta dirigido por un
mecanismo de dos estados.

pH 162 pH 20 pH247/ PH 265
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FiGurA 5. Variacién Ae del espectro de absorcién de la proteina qui-
motripsinégeno en funcién de la concentracién de urea presente y del
pH de la solucién a 293 nm. Las lineas rectas representan Ae para los
estados N y D. De acuerdo a Brandts [Brandts, 1965]

Uno de los principales problemas practicos en la implementacién de cualquier
técnica de espectroscopia estd relacionado con la concentracion de proteina en el sol-
vente, dado que por encima de un valor critico la mayoria de ellas tiende a formar
agregados insolubles [Ghelis and Yon, 1982]. En este sentido, la técnica experimen-
tal de fluorescencia de croméforos (cadenas laterales especificas que emiten/absorben
radiacion EM) tiene ventajas sustanciales sobre la de espectrometria de absorbancia
presentada anteriormente, dado que requiere una menor concentracién de proteina
dentro del solvente. Tanto las técnicas de absorbancia como de fluorescencia basan
su funcionamiento en la misma idea: la dispersion y reemisién de radiacién EM por
aminoacidos con grupos aromaticos particularmente sensibles a un tipo especifico de
radiacién durante su exposicion al solvente en el proceso de desnaturalizacién. La
Figura (6) muestra un espectro de emisién de fluorescencia para la proteina Fosfa-
tasa alcalina humana (Human Alkaline Phosphatase) en presencia de la sal NaCl y
utilizando urea como agente desnaturalizante. En este caso en particular, Hung et al
[Hung and Chang, 2001] monitorearon la fluorescencia especifica del aminoacido Trp
durante el desplegamiento.

En forma alternativa a las técnicas anteriores, es posible también seguir los cam-
bios conformacionales de la transicion N — D mediante la técnica de dicroismo
circular (CD, por sus siglas en inglés). En esencia, y tal como discutimos brevemente
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F1GURA 6. Espectro de fluorescencia durante la transicion N — D de
la proteina Human Alkaline Phosphatase excitada con una radiacién
incidente a 280 nm y con un barrido entre 300 —400 nm. La concentra-
cién de la proteina es de 12.9 pg/mL en un amortiguador de triacetato
a 0.1 My pH = 7.5. El cuadro pequeno muestra las condiciones de
desnaturalizacién en ausencia de la sal NaCl y en el cuadro mayor se
muestra a distintas concentraciones de la misma sal. De acuerdo a los
resultados de Hung et al[Hung and Chang, 2001].

en el Capitulo II, la técnica CD basa su funcionamiento en la interaccién de radiacién
EM en el espectro UV con el esqueleto de la proteina y en la respuesta de éste en
funcién de la polarizacién de la luz incidente [Jirgersson et al, 1973], [Adler et al,
1973]. Como resultado de este tipo de experimentos es posible medir el cambio en
la elipticidad molar Af en funcién de la concentracién ¢ de soluto desnaturalizante.
Dado que es posible estimar el contenido helicoidal de la proteina en funcién de A8
[Cheng and Yang, 1972], los perfiles de desnaturalizacién obtenidos de esta manera
representan la fracciéon de estructura nativa presente para proteinas con dominios
agrupados en estructuras « principalmente. Los resultados de la aplicaciéon del CD
en la deteccién de cambios conformacionales para la proteina Ervatamina-B, la cual
presenta una estructura terciaria de tipo « + (3, se presentan en la figura (7), de
acuerdo a los resultados de Sundd et al [Sundd et al, 2002]. En este caso, las curvas
muestran un perfil sigmoidal, caracteristico de un mecanismo de desnaturalizacién
primordialmente de dos estados.

El perfil de desnaturalizacion en funciéon de un agente quimico tipo sigmoidal
mostrado aqui para el caso de Ervatamina-B no es un caso particular en ningin
sentido. De hecho, miltiples proteinas con distintos patrones de agrupamiento en la
estructura terciaria (a4 (3, /3, afa, etc..), en presencia de distintos tipos de solutos
orgédnicos actuando como agentes desnaturalizantes (urea, GAnHCI), en condiciones
varias de pH y monitoreados por distintas técnicas de espectroscopia, fluroescencia,
CD, etc..,muestran caracteristicas similares a los ejemplos presentados aqui. La obser-
vacién anterior sugiere entonces que, pese a la gran diversidad que existe entre cada
uno de los estados nativos de las proteinas y la complejidad de factores fisicoquimicos
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FIGURA 7. Mecanismo de desnaturalizacién de Ervatamina-B en pre-
sencia de GuHCI para diferentes valores de pH.(A), pH=7.0, (B),
pH=4.0, (C), pH=3.0 mediante la técnica de DC con radiacién in-
cidente sintonizada en A = 278 nm (e); a A = 222nm (A); actividad
proteolitica () y emisién a A = 298 nm (OJ). Tomado de Sundd et al
[Sundd et al, 2002].

que intervienen en la interaccion entre la estructura molecular de los solutos organi-
cos urea, GdnHCI, y los aminoécidos de la proteina, existen mecanismos cooperativos
generales similares en todos los casos que dirigen la desnaturalizacién.

Si bien es cierto que una descripcién detallada de la estructura atémica-molecular
del estado nativo, de las moléculas que integran al solvente y a los solutos orgdnicos
sumada a una descripcién precisa de las interacciones electrostaticas entre cada una
de las partes de este sistema, nos llevaria indudablemente al conocimiento preciso
de los detalles en el mecanismo de desnaturalizacién; también es cierto que quizas
esta descripcion tan detallada terminaria reproduciendo los perfiles de desnaturaliza-
cion aqui presentados, en donde muchos de los detalles de las interacciones proteina-
solvente-soluto se han colapsado para generar un perfil estdndar de desnaturalizacion
para un grupo especifico de proteinas. En forma similar a como ocurre en la descrip-
cién de la dindmica de la materia condensada en general (sélidos, liquidos, gases) en
donde los detalles de la dindmica molecular no constituyen un elemento significativo
en el comportamiento global del sistema, es altamente probable que en la desnatura-
lizacién de muchas proteinas los detalles del o de los mecanismos fisicoquimicos que
dirigen el proceso se integren de forma tal que sélo observemos los rasgos macroscépi-
cos mas generales del mismo. Es factible pensar también que la razén por la que
observamos un mismo perfil de desnaturalizacién para diversas proteinas, tenga su
origen en una limitante de tipo experimental. Probablemente, el nivel de sofisticacion
que se ha alcanzado en las técnicas experimentales sean ain insuficiente para moni-
torear los detalles de los mecanismos de desnaturalizacién y que, en consecuencia, no
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podamos discernir diferencias donde en realidad las hay. Cualesquiera que sean las ra-
zones de fondo para este fendmeno, la universalidad del proceso de desnaturalizacion,
por decirlo de algin modo, serd un caracteristica que utilizaremos en la descripcion
de los potenciales termodinamicos de la transicion N — D.

4. Teoria del Paisaje Energético: Base Teédrica de la Propuesta.

Hemos dedicado las secciones anteriores a una descripcién de los diversos proce-
sos bajo los cuales es posible inducir el desdoblamiento del estado nativo dado que
justamente el estudio termodinamico de este proceso corresponde a uno de los ejes
de investigacion de esta tesis doctoral. Se sabe, tal como lo discutimos en su oportu-
nidad, que el estado nativo corresponde a un minimo global en la energia libre F' del
proceso D — N. Esto implica desde el punto de vista termodindmico que el cambio
en la energia libre del sistema entre ambos estados AﬁF < 0 en condiciones natura-
les, dado que el proceso ocurre en forma esponténea [Dill and Bromberg, 2003]. El
conocimiento a detalle de la forma funcional de la energia libre F' en funcién de las
coordenadas de reaccién adecuadas', nos permitiria no sélo establecer con claridad
las trayectorias posibles para los diversos mecanismos de desnaturalizacion o plega-
miento de la proteina, sino también cudl es el papel de estas coordenadas de reaccion
en la ubicacién del estado nativo dentro de un paisaje energético y, por tanto, nos
permitiria analizar la estabilidad del mismo. Justo estas ideas dan sustento y motiva-
cién a la primera fase de este proyecto: Utilizando la universalidad del mecanismo de
desnaturalizacién apoyado por la evidencia experimental, pretendemos determinar la
forma funcional de la energfa libre F' en funcién de la coordenada de reaccién que en
este caso dirige el desdoblamiento de la estructura nativa, esto es, de la concentracion
¢ de un soluto organico presente en el solvente. El calculo de la energia libre F' y
de su variacion AF a lo largo de la transicion N — D nos permitird entonces una
disgresion sobre el papel que juega la coordenada reactiva en la forma funcional de
F' y, como consecuencia, nos permitird también establecer cudl es el papel de ésta en
la estabilidad del estado nativo.

Para desarrollar este programa, presentaremos a continuacién en forma sintética
las ideas principales que han llevado a la conceptualizacién del estado nativo como
minimo global en el espacio fase del sistema, conocido también como Paisaje Energéti-
co (Energy Landscape). Esta revisién resultard importante puesto que de ella extrae-
remos uno de los elementos tedricos esenciales para nuestro objetivo central: la idea
de que una proteina es un sistema con multiples grados de libertad conformacionales
cuyas interacciones entre si generan un espacio fase multidimensional con una es-
tructura particular, en la cual existe un tUnico estado de energia minima global y un
numero considerable de estados metaestables representados por minimos. Posterior
a esto, integraremos esta idea junto con la universalidad de las curvas de desnatu-
ralizacién para generar un formalismo que nos permita alcanzar el objetivo central:
El célculo de AF' en funcién de las coordenadas reactivas apropiadas y, por ende,
de una versién reducida del paisaje energético del sistema. Finalmente, aplicaremos
el formalismo asi generado, que llamaremos Modelo Extendido de Zwanzig (MEZ),

1Se denomina coordenadas de reaccién a las variables relevantes de un proceso fisico y en términos
de las cuales es posible escribir los potenciales termodindmicos. La definiciéon anterior proviene de la
Mecénica Clésica, en donde las coordenadas de reaccién corresponden a las coordenadas generalizadas
en términos de las cuales se escribe la funcién de Hamilton.
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en dos casos de analisis: el desdoblamiento del estado nativo en funcién lineal de la
concentracién ¢ y el caso de desnaturalizacion para la proteina T70N, la cual exhibe
un perfil de desdoblamiento sigmoidal como los presentados anteriormente y que por
tanto, nos permitira establecer propiedades generales para 'y AF vélidos para aquel
conjunto de proteinas que comparten esta propiedad.

Uno de los primeros pasos en el desarrollo de una teoria microscépica del ple-
gamiento proviene de la analogia observada entre el plegamiento de una proteina y
ciertas transiciones de fase observadas para las cadenas homopoliméricas en solucion.
En los trabajos clasicos de Flory [Flory., 1969], DeGennes [de Gennes P.G. , 1976] y
Volkenstein [Volkenstein., 1963], se establece que una cadena homopolimérica unidi-
mensional puede colapsarse para formar una estructura globular compacta, en donde
las fluctuaciones de la densidad se han reducido a su minimo valor. Esta transicién,
conocida en la literatura como transicién hebra-glébulo (coil-globule transition) ha si-
do discutida analiticamente por Lifshitz et al [Lifshitz, Grosberg and Khokhlov, 1978]
y, més recientemente, por Grosberg y Kuznetsov [Grosberg and Kutnezov., 1992] pa-
ra cadenas homo y heteropoliméricas, respectivamente. El resultado més importante
que se desprende de los estudios realizados por Lifshitz et al [Lifshitz, Grosberg and
Khokhlov, 1978], es que la transicién hebra-glébulo constituye una transicién de fase
en términos estrictos, es decir, en el limite termodindmico, se observa una disconti-
nuidad en las funciones termodindmicas del sistema.

La limitante méds importante tanto en el tratamiento de Lifshitz et al como en
el de Grosberg y Kuznetov para aceptarla como una teoria consistente del plega-
miento, radica en que el estado globular compacto resultante es distinto para cada
secuencia de mondémeros, en tanto que en las proteinas reales se observa que multiples
secuencias o incluso mutaciones en ellas pueden dar origen a una misma estructura
globular. Para tomar en cuenta este efecto, Bryngelson y Wolynes [Bryngelson and
Wolynes., 1989] han propuesto que una proteina, al estar constituida por aminodcidos
de distintas clases y por tanto con interacciones energéticas de distintos tipos, debe
poseer propiedades similares a las observadas en los vidrios de espin. Este enfoque,
conocido como Teoria del Paisaje Energético (Energy Landscape Theory, ELT)
supone que una proteina posee un espacio conformacional mucho méas amplio, dado
no solo por el nimero de configuraciones espaciales en principio accesibles, sino tam-
bién por un ntmero equivalente de posibles secuencias de aminodcidos consistentes
con una misma estructura nativa. Dado que muchas de estas secuencias son similares
a la secuencia especifica que producira el plegamiento, la energia de estas secuencias
es similar a la energia de la estructura nativa, generando que el paisaje energético
de la macromolécula, es decir, la grafica multidimensional de la energia libre F' del
sistema en funcién de la configuracién, exhiba un aspecto rugoso, con multiples mini-
mos locales separados por barreras energéticas y un minimo global correspondiente
al estado nativo (Figura 8).

En la teoria de los vidrios de espin, analogo propuesto por Bryngelson y Woly-
nes para el plegamiento de una proteina, cada dtomo individual tiene un momento
magnético que puede orientarse, en principio, en multiples conformaciones. A medida
que el sistema se enfria, los espines se reacomodan tratando de encontrar su confi-
guracién de minima energia. Dado que existen multiples interacciones tanto de corto
como de largo alcance, se produce una situacion de conflicto para el sistema al tratar
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Ficura 8. Grafico genérico de la energia libre F' de una macromolécu-
la, en donde las diversas interacciones energéticas entre los aminoaci-
dos produce una estructura rugosa, con multiples minimos locales
asociados a configuraciones intermediarias y un estado minimo glo-
bal correspondiente a la estructura terciaria. (Tomada de la referencia
[Dill and Chan., 1997]).

de encontrar la configuracién energética mas favorable. La razén para esto se halla en
que dos configuraciones muy similares tendran energia similares y por tanto el siste-
ma tendra en esencia, la misma probabilidad de ocupar cualquiera de estos estados.
Este fenémeno, conocido en la teoria de vidrios de espin como frustracion, constituye
también la base de la Teoria del Paisaje Energético [Bryngelson and Wolynes., 1989].
En un sistema con un alto grado de frustracién, el estado global de minima energia
no difiere significativamente de los estados metaestables circundantes, por lo que la
probabilidad de ocurrencia de este estado es esencialmente la misma a la de las confor-
maciones ubicadas en minimos locales. Siguiendo entonces esta linea de pensamiento,
la Teoria del Paisaje Energético implica que para que una proteina tenga un tnico
estado de minima energia con un alto grado de estabilidad (que es lo que de hecho se
observa en la Naturaleza), las proteinas deben ser sistemas con frustracién minima,
a fin de evitar el congelamiento de la transicion N — D en un estado intermedio.
Dado que el grado de frustracién de una proteina estd asociado en proporcién directa
con la aleatoriedad de las secuencias de aminodcidos, una proteina tendria que ser de
acuerdo a la ELT un sistema con minima frustracion y cuyas secuencias de aminodci-
dos no exhiban una distribucién aleatoria.

La propuesta del ELT de que las proteinas son entonces sistemas con frustracién
minima y por tanto, ser el resultado de un proceso evolutivo en donde se han selec-
cionado las secuencias de aminodcidos que mejor resuelven este problema, introduce
una componente netamente biolégica al proceso de plegamiento al mismo tiempo que
induce una estructura particular al paisaje energético. A fin de resolver el proble-
ma de la frustracion, las secuencias de aminodcidos de las proteinas existentes deben
codificar un mapa de interacciones tal que exista un estado de minima energfa global
separado de los demds estados conformacionales posibles por una barrera energéti-
ca significativa. En este esquema, el paisaje energético podria tener la forma de un
embudo, en donde la parte superior representa los diversos estados metaestables y la
parte inferior al estado nativo. (Figura 9).
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FicuraA 9. Una proteina cuya secuencia de aminoacidos es aleatoria,
exhibe el fenémeno de frustracién con mayor intensidad debido a la
enorme cantidad de interacciones presentes, en forma similar a los
vidrios de espin. En la actualidad se considera que las secuencias de
aminodacidos seleccionadas mediante procesos evolutivos son aquellas
con frustracién minima, las cuales presentan un paisaje energético en
forma de embudo.

Ademsds de lo anterior, el ELT tiene una prediccién importante en referencia al
numero de posibles conformaciones en funcion de la temperatura, conocida como tran-
sicion por congelamiento de estados (heteropolymer freezing transition) [Shakhnovich
and Gutin, 1989]. En esta transicién, el nimero O de estados accesibles al sistema
cambia de orden de magnitud, de O ~ N, a O ~ exp (IN) cuando el sistema cruza
un umbral de temperatura en forma similar a lo que ocurre en los vidrios de espin.
Cuando esta transicién fue predicha, primero fenomenolégicamente por Bryngelson
y Wolynes [Bryngelson and Wolynes., 1989] y después dentro de un esquema mi-
croscépico computacional por Shakhnovich y Gutin [Shakhnovich and Gutin, 1989],
parecia ser una respuesta satisfactoria para el plegamiento de las proteinas, dado que
en este modelo, existe la posibilidad de un estado termodinamico congelado, el cual
podria identificarse, en principio, con el estado nativo de las proteinas. Sin embargo,
de acuerdo a andlisis posteriores realizados por Pandé et al [Pande, Grosberg and
Tanaka., 2000], se ha mostrado que el esquema de Bryngelson-Wolynes-Sahknovich
presenta los siguientes inconvenientes

= Sélo existe una secuencia de aminodcidos que conduce al estado termo-
dindmicamente mas estable. Asimismo, la configuracién tridimensional aso-
ciada a este estado tiene un caracter aleatorio y por tanto no es inica. Ambos
hechos son inaceptables desde el punto de vista biolégico, en donde diversas
secuencias de aminodacidos pueden generar el mismo estado nativo y éste,
ademaés es Unico.

= Aunque el estado base de las cadenas heteropoliméricas es termodindmica-
mente estable, los estados conformacionales proximos a él en el espacio fase
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s6lo difieren energéticamente por un factor (v/N)~! pese a tener configura-
ciones nativas completamente distintas. Dada esta similitud, estos estados
metaestables funcionan como trampas energéticas, haciendo que el tiempo
de plegamiento se incremente en varios 6rdenes de magnitud a lo observado
experimentalmente.

Para resolver este problema, Pande, Grosberg y Tanaka [Pande, Grosberg and Ta-
naka., 2000] han propuesto extender el formalismo anterior utilizando secuencias de
aminoacidos minimamente frustradas, las cuales, como se mencioné anteriormente,
estan asociadas con paisajes energéticos de tipo embudo y distan de ser aleatorias.
En términos técnicos, el enfoque utilizado por Pande et al, consiste en calcular la
energia libre de F' del sistema mediante un promedio estadistico sobre un espacio de
secuencias Fg, el cual corresponde a todas las posibles cadenas lineales que pueden
formarse con N elementos de ¢ clases distintas y sobre un espacio de configuraciones
E¢, el cual corresponde a las posibles estructuras nativas que pueden formarse con
las secuencias mencionadas. La energia libre F' del sistema puede calcularse entonces
de acuerdo a,

(4 1) Fsecuencias—l—conformaciones = < <F> Eg > Ec>

en donde la notacién (x), denota un promedio estadistico de la variable = sobre un
ensamble en el espacio y. La ecuacién (4.1) indica que el promedio se realiza en primer
lugar sobre las posibles secuencias a fin de encontrar las mas éptimas desde el punto
de vista de la frustracién y, en segundo lugar, se realiza el promedio sobre las posibles
configuraciones tridimensionales accesibles para dicha secuencia. Para realizar tales
promedios, se utiliza la funcién de particién Z definida sobre ambos espacios y su
relacién con la energia libre F. Esto es,

(4.2) F = —kgT{{log Z) ) £c

en donde kp denota la constante de Boltzmann y T es la temperatura termodinamica
del sistema. La aparente simplicidad de la ecuacién (4.2) es enganosa. Para estar en
posibilidades de calcular la energia libre F' del sistema bajo este esquema, se requiere
conocer la funcién de particiéon completa del sistema, la cual depende a su vez de
la funcién de Hamilton H, requiriendo entonces de un modelo para las interacciones
entre los monémeros de la cadena.

Abordando el problema desde esta perspectiva, diversos grupos de investigacion
han dedicado esfuerzos considerables a proponer, bajo diversas y muy distintas ar-
gumentaciones, funciones hamiltonianas H. Entre las méas destacadas se halla la pro-
puesta de Wolynes, Bryngelson y Derrida [Derrida, 1981], conocida como Random
Energy Model (REM) el cual propone en esencia que, dado que no es posible cono-
cer con exactitud la totalidad y la forma especifica de las interacciones entre los
aminodacidos de la cadena polipeptidica primaria, podemos optar por una descripcién
de naturaleza estocastica, en donde el sistema exhibe una distribucién de energias
P(E) con perfil gaussiano dada por,

1 _
(4.3) P(E) = 55 oxp (—(E — E)) /202

en donde ¥ = Nze es la energia media del sistema, € es la energia de contacto, N es
el ntimero de residuos de la cadena y A% = 2N es la varianza de la distribucién.
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El modelo anterior es la propuesta mas simple para un sistema, que en analogia
con los vidrios de espin, exhibe el fenémeno de la frustraciéon. El resultado mas im-
portante del REM es que existe una energia critica E., tal que para E > E., la
densidad de estados n(E) > 1, en tanto que si E < E,, n(E) < 1. En el lenguaje
de las proteinas, el modelo REM predice la existencia de un estado energéticamente
favorable en un sistema con frustracién, el cual podria asociarse con el estado nativo.
Pese a este éxito, el estado energéticamente méas favorable en este esquema no necesa-
riamente es Uinico, dado que estamos hablando de un modelo estocastico y en realidad
nos estamos refiriendo a una distribucion de estados energéticamente favorables, cada
uno de los cuales tiene una cierta probabilidad p de ocurrencia.

Mi4s alla de la idea de REM, Wolynes y Takada [Takada and Wolynes, 1997] han
propuesto un modelo determinista para la funcién de energia H de una macromolécula
del tipo desarrollo del virial, en donde se incluyen interacciones de corto alcance entre
los diversos aminodcidos. El hamiltoniano H propuesto tiene una estructura del tipo,

= -1\2 2

(44) H=hkpTy (“+12a2 i) 5D s =) e Y 0 = 7)o — i),
i i#j i#j#k

en donde 77 representa la ubicacién del 4tomo de carbono C, de cada aminoacido, a es

la longitud de Kuhn de las cadenas homopoliméricas y b;; y ¢ son coeficientes viriales

[Grosberg and Khokhlov, 1994]. Dependiendo del tipo de aminodcidos presente, cada

una de las energias de interaccién b;; puede obtenerse de una distribucién gaussiana,

por ejemplo.

Con esta propuesta y utilizando el método de réplicas, se puede calcular la energia
libre F' del sistema, a través de la relacién

(4.5) [Flaw = —kpT[log Z)av

en donde la notacién [z] indica un promedio estadistico sobre la distribucién de las
energfas de interaccién b;;. A fin evitar calcular directamente el promedio del logarit-
mo de Z, con frecuencia se utiliza la identidad matematica,

" —1

4. log Z = I
(4.6) og lim ——,

con la cual, la ecuacién (4.5) puede expresarse de acuerdo a

(4.7) ~B[Flow = log Z]oy = lim Z 0 =1

La funcién de particion Z" promediada sobre la distribuciéon probabilistica de las
energfas individuales de interaccién puede determinarse a través de la relacién [Takada
and Wolynes, 1997],

(4.8) (Z™aw = / I, D% PH.

en donde

(4.9) Dry = ;drys [ > 7
j
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La integracién de la ecuacién (4.8) es practicamente imposible de hacerse en manera
exacta, de forma entonces que Takada y Wolynes han propuesto extender la des-
igualdad de Bogoliubov-Feymann [Feymann, 1965], al espacio de las réplicas Z". La
desigualdad de Bogoliubov-Feynmann establece que si un sistema tiene una funcién
de Hamilton H y una energia libre F', entonces para cualquier otro hamiltoniano Hy,
la energia F' es una cota inferior para la energia libre F{y del nuevo sistema. Esto es,

(4.10) F < (H)o— TS

en donde el promedio (H)( se realiza sobre la matriz de densidad del hamiltoniano
original H. Es decir,

r[He PHo
(4.11) (H)o = W

Por tanto, podemos escribir la siguiente relacién, que es la bien conocida Desigual-
dad de Bogoliubov-Feynmann,

Tr[H — Hye PHo]
Tr[e—FHo] ’

(4.12) F<Fy+

en donde Fy = (Hp)o — T'Sp. Una demostracion de la desigualdad anterior y de diver-
sas aplicaciones a sistemas de osciladores armoénicos y anarménicos cudnticos se halla

en el texto de R.P. Feynmann, Statistical Mechanics: a set of lectures. [Feymann,
1972].

El esquema que consiste en proponer una funciéon H y después utilizar diversos
procedimientos y técnicas para calcular la funcién de particién Z (en algunos casos
s6lo cotas minimas a la energia libre ' como en el caso de la desigualdad BF), ha
sido explorada por diversos grupos de investigacién [Pande, Grosberg and Tanaka.,
2000]. Los resultados principales que ha arrojado este procedimiento, en sus diversas
modalidades, son los siguientes,

= La energia libre I’ del sistema exhibe propiedades de rugosidad, como las
esperadas en un sistema con multiples interacciones que compiten entre si.

= Existen dos temperaturas tipo transicién vitrea, T4 y Tk, con T4 > Tk.
Para T' > Ty, el paisaje energético es monoténico y practicamente liso.

= Para temperaturas T < T < T4, el paisaje energético presenta numerosos
minimos locales metaestables, los cuales corresponden a solucién de rompi-
miento de simetrias en el espacio de réplicas.

= Finalmente, para T' < Tk, existe un niimero pequeno de estados energéticos
estables. Se considera que el plegamiento completo de la macromolécula ocu-
rre a una temperatura cercana a Tx, en donde comienza a manifestarse el
escenario previsto de escape de trampas energéticas para alcanzar un estado
anico.

Los resultados mencionados aqui forman parte de los diversos enfoques para anali-
zar la transicién al estado biolégicamente activo de una proteina. Como se menciono,
cada uno de los enfoques ha permitido avanzar en ciertas direcciones y obtener re-
sultados importantes en la comprension global de este fenémeno. Sin embargo, atn
se considera que el problema central del plegamiento, esto es, la prediccién completa
del estado nativo a partir de la secuencia de aminoacidos continiia como un problema
abierto.
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En términos generales, las propuestas que han producido resultados mas apro-
piados en el contexto de las proteinas estan asociados con los enfoques basados en
mecénica estadistica de cadenas heteropoliméricas [Pande, Grosberg and Tanaka.,
2000]. En este tipo de modelos, la construccién de funciones de Hamilton H es un
elemento crucial, dado que a partir de este nivel se integra en forma numérica a
la funcién de particién del sistema y la energia libre F'. Si bien es factible que ca-
da proteina puede seguir una ruta distinta en el proceso de construccién del estado
nativo, el proceso de desnaturalizacion no parece compartir esta caracteristica. Tal
como hemos revisado en la seccién anterior, diferentes tipos de proteinas desnatu-
ralizadas por distintos factores fisicoquimicos muestran comportamientos similares,
por lo que para abordar el mecanismo de desnaturalizacion es altamente probable
que podamos prescindir de un nivel de detalle tan sofisticado como podria ser la
construccion de funciones de Hamilton. La presencia de elementos cooperativos en la
transicion N — D, que colapsan los detalles de la interaccién a nivel molecular para
generar un comportamiento global tipico, nos permitird construir una aproximacion
mesoscépica para establecer las propiedades termodinamicas de la desnaturalizacion.
En la siguiente seccién, procederemos entonces a la construccién y aplicacién de esta
idea.

5. Modelo Extendido de Zwanzig I. Desnaturalizacion lineal

Como punto de partida para analizar la desnaturalizaciéon de una proteina en
funcién de las condiciones fisicoquimicas del solvente en el cual se halla inmersa, par-
tiremos del esquema propuesto por Zwanzig [Zwanzig, 1995] para describir la funcién
de particién Z de una cadena que puede exhibir miltiples estados conformacionales.
Este modelo no pretende responder la pregunta planteada anteriormente acerca del
papel de las secuencias de aminodcidos que mejor resuelven el problema de la frustra-
cion. Mas bien, asume que existen tales secuencias para la cadena y busca construir
una funcién de particién adecuada que reproduzca algunas de las caracteristicas fe-
nomenoldgicas observadas, incorporando la idea central del paisaje energético, en la
cual el estado nativo corresponde a un minimo global en la energia del sistema.

En el esquema de Zwanzig (EZ) [Zwanzig, 1995] se considera a una proteina como
un sistema integrado por un conjunto de K variables cuyos valores definen en forma
univoca al estado del sistema. Cada una de estas K variables puede asociarse con
un variable fisica, por ejemplo con las coordenadas espaciales de los 4tomos centrales
de carbono C, de la cadena, con el par de dngulo diédricos (¢,1)) que definen la
orientacion de cada enlace peptidico o con alguna otra variable que permita especificar
un estado conformacional de la proteina. Por otro lado, si notamos que tanto las
coordenadas espaciales (z,y,z) de cada dtomo central de carbono C, o bien cada
par de dngulos diédricos puede adquirir un cierto nimero de valores dependiendo del
estado conformacional en el que se halle el sistema, podemos ver con claridad que
cada una de estas K variables puede exhibir un nimero distinto de valores?, al cual
definiremos como v + 1. De acuerdo a lo anterior, el nimero de configuraciones w

2En forma general, cada una de las coordenadas generalizadas del conjunto K podria tomar un
nimero distinto de valores v; + 1,5 = 1,..K. Este punto lo retomaremos més adelante, sin embargo
para los propésitos de esta discusién consideraremos que todas las variables en el conjunto K tienen
el mismo numero de estados accesibles.
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accesibles en principio a la macromolécula, esta dado por,
(5.1) w=(+1V,

Si asociamos a la variable K con el nimero de aminoacidos de una proteina, en-
tonces la variable v + 1 describe el nimero de estados conformacionales al cual cada
uno de ellos puede acceder. Dado que el estado nativo de una proteina es unico, éste
corresponde a una ubicacién particular de cada uno de las cadenas laterales R de la
macromolécula, por tanto de las v + 1 configuraciones accesibles para cada grupo R,
existe una que corresponde a su ubicacién cuando se genera la estructura nativa y las
v restantes corresponden a estados no-nativos de caricter metaestables. Es posible
definir entonces un parametro de orden « el cual representard el nimero de grupos
residuales ubicados en el estado nativo para una configuracién dada. En términos
de «, la configuracién w, que corresponde al estado nativo, es wg en tanto que la
estructura primaria, en donde no se han formado los puentes de hidrégeno, enlaces
disulfuro, etc que generan al estado nativo, corresponde a la configuracién wgy. El
parametro de orden « resulta un elemento esencial en esta descripciéon puesto que
nos permite caracterizar los distintos estados conformacionales de la macromolécula
y simultaneamente, definir en forma operativa donde se halla el estado nativo N y la
cadena sin estructura D.

A fin de construir una funcién de particién adecuada, Zwanzig propone utilizar
uno de los resultados centrales de la teoria del paisaje energético [Bryngelson and
Wolynes., 1989]. Como mencionamos anteriormente, a fin de que una proteina pueda
adquirir su estructura nativa en tiempo relativamente cortos, debe poseer un grado
minimo de frustracién y por tanto el paisaje energético correspondiente deberd poseer
una estructura particular con un minimo global separado por barreras energéticas
significativas de los demads estados. Esta idea permite construir ex profeso una forma
genérica para la energia interna F de la macromolécula en donde la energia E* del
estado base se halle en la region negativa del espectro y las energias U de los estados
conformacionales metaestables en la regiéon positiva. Asimismo, siguiendo esta idea,
supondremos que el espectro de energias F del sistema es funcién exclusivamente del
numero de aminodcidos en una conformacion particular, de modo tal que podemos
escribir a E en funcién del parametro de orden « de acuerdo a,

(5.2) Eo= (K —a)U - E*0Kk_a,0,

en donde K es el niimero de grupos residuales de la macromolécula, U > 0 es la
contribucién energética de cada aminoédcido cuando se halla en una conformacién no
nativa, £/* > 0 es la energia del estado nativo y dx_n0 representa la funcién delta de
Kronecker, la cual 6, = 0 si a # b. La estructura de la ecuacién (6.1) implica tam-
bién, tal como ocurre en un sistema de dos estados, que el estado nativo corresponde
a un efecto cooperativo de transicion de todos los aminodcidos puesto que sélo en la
configuracién wg correspondiente a o = K, E(K) = —E*.

Tal como se ha definido la estructura de los niveles de energia FE, éstos sélo
dependen del niimero a de grupos residuales ubicados en el estado nativo y no de su
ubicacion especifica dentro de la cadena, Esto es, cualquier secuencia de aminodcidos
que tenga el mismo valor de a tendra la misma energia E, no importando en donde se
hallen ubicados estos aminoacidos dentro de la cadena. Esta consideracién introduce
un grado de degeneracién en los niveles de energia E puesto que existen multiples
ordenamientos de cadenas tamano K con o aminoéacidos ubicados en el estado nativo
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consistentes con un mismo valor de F. Si llamamos g, a la degeneracién del nivel
energético F,, entonces podemos escribir que

(5.3) Go = VE2 (K>

«

en donde (5 ) representa el coeficiente binomial en las variables K y a.

A partir de esta suposicién para la forma funcional del espectro de energias y
suponiendo que el sistema se halla en equilibrio termodindmico con un bano térmico
a temperatura 7', la funcién de particion Z del sistema estd dada por

N ( )
4 2 = E K—a /6 (ji OZ)L E*(SKfa,O .
(5 ) 0 g ( Qe ) ‘
en donde hemos sustituido las ecuaciones (Eq 53) y (Eq 52) en

N
(5.5) Z = ZgaefﬁE“,
a=0

que es la definicion de la funcién de particién en el conjunto candnico.

El tratamiento anterior para el espectro de energias y la funcién de particion
correspondiente considera a una proteina como un sistema con K (v + 1) grados de
libertad conformacionales que definen cada uno de los estados accesibles. Asimismo,
partiendo de la teoria del paisaje energético construye una hipétesis sobre la forma
funcional del espectro de energias F de la macromolécula y lo incorpora dentro del for-
malismo de la mecédnica estadistica de equilibrio para determinar entonces la energia
libre F' del sistema a través de su conexién con Z, FF = —KpTlog(Z). Tal como
ha sido diseniado, el esquema de Zwanzig asi planteado considera que el proceso de
desnaturalizacién o plegamiento de una proteina esta dirigido en esencia por la tem-
peratura, dado que al estar inmerso en un bafio térmico con un reservorio de calor a
temperatura 7', las fluctuaciones térmicas de éste ultimo inducen los cambios confor-
macionales en el primero. Estas ideas forman nuestro punto de partida para construir
una generalizacién al EZ que permita incluir en esta descripcion la influencia de otro
tipo de variables fisicoquimicas que puedan provocar la fractura del estado nativo
en el caso de la desnaturalizacién. Tal como ya revisamos, existen diversos factores
de este tipo que generan la ruptura de los enlaces estabilizadores de esta estructura,
el factor temperatura es uno de ellos, pero también y es en este caso en el que nos
centraremos, la presencia de solutos organicos como urea o GdnHCI, entre otros.

La base para la generalizacién del esquema de Zwanzig, al cual llamaremos Mode-
lo Extendido de Zwanzig (MEZ) tiene su fundamentacién de acuerdo a las siguientes
consideraciones. Como primer punto, es importante notar que los esquemas teéricos
discutidos en la seccién anterior estdn basados en la construccién de funciones de
Hamilton de las interacciones entre aminoacidos y las moléculas del solvente para
después proceder a construir la funcién de particién correspondiente. Como ya vi-
mos, el nivel de detalle en las funciones H disenadas no garantiza necesariamente
una descripcion completa dado que esto implicaria establecer y formular a detalle el
conjunto completo de interacciones entre la macromolécula y el solvente, lo cual es
practicamente imposible. Por otro lado, si estamos interesados en describir propieda-
des globales en la desnaturalizacion o plegamiento de una proteina, bastard con una
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descripcién mucho més modesta, pero que capture los rasgos esenciales del proceso.
En este sentido, el MEZ pretende buscar una opcién mesoscopica para el diseno de la
funcién H, o lo que es equivalente, para el espectro de energias del sistema. Basados
en estas consideraciones, propondremos el espectro de energias F del sistema para
el caso en el cual se halla presente un agente desnaturalizante que pueda inducir el
desplegamiento. La forma funcional que proponemos para E no esta deducida de pri-
meros principios porque eso implicaria regresar al punto anterior, sino propuesta en
base a informacion experimental que podamos extraer de los distintos experimentos
de desnaturalizacién que se han llevado a cabo con numerosas proteinas.

En segundo lugar, se construye la forma funcional genérica que debe tener el es-
pectro de energias E tomando en consideracion los argumentos y resultados de la
Teoria del Paisaje Energético. En esencia, el hecho de que las proteinas tengan tiem-
pos de plegamiento relativamente cortos es una confirmacién de que el proceso de
plegamiento esta dirigido y codificado de antemano por secuencias de aminodcidos
con un grado de frustracién minimo. A fin de que esta condicién se cumpla, la estruc-
tura del espacio fase debe tener una forma tal que dirija el proceso hacia un estado
base de minima energia global, siendo la estructura tipo embudo presentada en su
oportunidad el ejemplo més caracteristico. Asumiremos pues, que cualesquiera que
sea el espectro de energias E propuesto, deberd satisfacer este tipo de topologia. La
forma funcional para E propuesta por Zwanzig es un caso discreto de este tipo de
forma funcional. En el MEZ discutiremos cémo generalizar este tipo de funcion al
caso continuo.

Finalmente procedemos a establecer el tercer punto y piedra angular del MEZ.
Tal como revisamos anteriormente, existen diversos mecanismos para inducir la des-
naturalizaciéon del estado nativo. Pese a que los principios fisico-quimicos mediante
los cuales ocurre cada uno de estos procesos son diferentes, existen comportamientos
generales comunes a toda una clase de proteinas, independientemente de su compo-
sicién en aminoécidos y del tipo de agente inductor de la desnaturalizacion. Esto nos
permite considerar entonces que si « representa el nimero de aminodcidos en el esta-
do nativo, esta cantidad debe ser necesariamente una funcién de todas las variables
fisicoquimicas que influyen en la proteina, estableciendo asi una conexién entre las
variables que caracterizan al solvente y la conformacién que puede adquirir una ma-
cromolécula. En términos matematicos, podemos escribir lo anterior en forma directa
de acuerdo a la siguiente hipdtesis,

(5.6) a=a(T,pH,C,..),

en donde T, pH, y ( representan las distintas variables que pueden inducir la desnatu-
ralizacion de la estructura nativa. Si a lo anterior sumamos la idea de que el espectro
de energias E del sistema depende a su vez del pardmetro de orden «, entonces te-
nemos un esquema completo que, una vez determinada la forma especifica para la
ecuacién (5.6), nos pone en condiciones para proceder a un calculo de la funcién de
particién Z a través de las ecuaciones estandares de mecanica estadistica de equilibrio.

Ahora bien, jcémo obtener la dependencia funcional especifica del nimero de
aminodacidos en el estado nativo respecto de las condiciones fisicoquimicas del solven-
te? Bien, para ello recordemos que las curvas de desnaturalizacién obtenidas mediante
técnicas experimentales diversas miden, en esencia, los cambios conformacionales de
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la macromolécula en funcién del pH, concentracién de soluto organico ¢, etc. Dicho
en otros términos, lo que los experimentos reportan es el cambio en la fraccién de
estructura nativa en funcién de las variables anteriores. Si asociamos la variable o/ K,
que es la fracciéon de aminodcidos que exhiben la estructura nativa, con las curvas de
desnaturalizacién, estaremos entonces en posicién de construir y calcular la funcién
de particién del sistema en estas condiciones a partir de un enfoque sustentado en
observaciones y datos experimentales.

Antes de proceder con la aplicacién de las ideas anteriores a un caso particular,
s6lo unas breves lineas sobre el significado y uso bajo el cual se debe entender a la Ec
(5.6). Dado que esta ecuacion establece que la conformacién de una proteina depen-
de de las variables fisicoquimicas del medio circundante, debe considerarse como un
tipo de ecuacion constitutiva para el sistema, entendiendo éste termino en el mismo
sentido que se le da en Hidrodinamica clésica, en donde la ecuacién constitutiva con-
tiene la respuesta del fluido a perturbaciones externas. Para ciertos casos, es posible
deducir de primeros principios ecuaciones constitutivas para fluidos, pero la gran ma-
yoria de ellas proviene ciertamente de informacién experimental, ajena al formalismo
de la mecéanica estadistica o la termodinamica. En ese mismo contexto, la ecuacién
(5.6) contiene la respuesta de la macromolécula a la presencia del soluto organico. En
la medida de que podamos deducir de primeros principios o proponer fenomenoldgi-
camente una ecuacion que represente la mayor cantidad de detalles microscopicos,
serd la medida en la cual podremos extraer la mayor cantidad de informacién sobre
la dindmica del sistema.

Aplicaremos el formalismo del MEZ para el caso en que la fracciéon de estructura
nativa, denotada por o/ = a/K depende sélo de la concentracién de soluto orgénico
desnaturalizante. Esto es, consideraremos un caso particular de la Ec (5.6), en donde
a = «((¢). Consideraremos en primera instancia el caso de una proteina que se des-
naturaliza siguiendo un perfil lineal en términos de la concentracion ¢, dado que es
la relacion matemética mas simple que puede existir. Si bien, hemos discutido am-
pliamente que la mayoria de los perfiles de desplegamiento observados corresponden
a curvas sigmoidales, el analisis de este caso nos permitira desarrollar cierta intuicion
para el caso més complicado que analizaremos posteriormente. Este ultimo caso, que
corresponde a una desnaturalizacién de dos estados con perfil sigmoidal, serd discu-
tido ampliamente en la siguiente seccién.

A fin de construir un perfil de desnaturalizacién consistente, debemos establecer
dos condiciones sobre la funcién o/,

= En ausencia del agente desnaturalizante, la proteina permanece en su estruc-
tura nativa. Por tanto o/(0) = 1.

» Cuando se ha agregado una concentracién critica ¢*, la proteina se ha des-
naturalizado completamente, por lo que o/(¢*) = 0.

Con estos requerimientos, a(() es una recta con pendiente negativa, definida por la
ecuacién, « = —A(+ K, en donde A = 45* Suponiendo entonces una forma funcional
del tipo (Ec 6.1) para el espectro de energias y sustituyendo la relacién o« = —A(+ K,
obtenemos una expresion para E en términos de la concentracion ¢ de soluto organico
dada por,
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(5.7) B(¢) = ACU — E*§(AQ),

en donde A,(,U y E* representan las cantidades ya mencionadas y hemos sustituido
a la funcién delta de Kronecker por una funcién delta de Dirac centrada en ¢ = 0. El
cambio de la delta de Kronecker, la cual es una funcién finita acotada por la funcién
delta de Dirac, la cual es infinita para ¢ = 0 se debe a que en este caso la variable de
la cual depende el espectro de energias E es una variable continua, a diferencia del
caso discreto de Zwanzig en donde E depende exclusivamente de «, una variable de
naturaleza discreta.

En la ecuacién (5.7) asi obtenida, observamos que el espectro fenomenoldgico para
este tipo de desnaturalizacién exhibe las propiedades esperadas de acuerdo al paisaje
energético. En ¢ = 0 se tiene un pozo energético negativo, en tanto que para valores
¢ > 0, la energfa interna F es positiva creciente en forma lineal. Ciertamente la sus-
titucién de la funcién delta de Kronecker por la funcién delta de Dirac introduce una
divergencia infinita en el espectro F, la cual de momento mantendremos por ser éste
una primera aproximacién al mecanismo del MEZ. Cuando discutamos el caso real
de un perfil sigmoidal procederemos en forma diferente para modificar este término.

Dado entonces E((), procedemos a escribir la funcién de particién correspondiente
a un conjunto candnico, la cual debe escribirse en términos de una integral sobre el
espacio configuracional de la macromolécula. Esto es, la expresion original

' 7 K-aK\ —8((K-a)U-E*6x_a0 '
(5.8) ago v (a ) e

debe transformarse en un integral sobre la variable ¢, dado que ésta es continua sobre
el intervalo en el cual ocurre la desnaturalizaciéon. Es decir

(5.9) d - /dc

Para proceder con esta transformacion, no sélo se requiere sustituir al espectro de
energias E(«) por E(¢) (Ecuacién 5.7), también se requiere transformar el coeficiente
binomial que aparece en (5.8) a fin de escribirlo en términos de una variable continua.
Para escribir el término binomial, utilizaremos la aproximacién de Stirling [Arfken.,
1985], la cual nos permite escribir la siguiente ecuacién
K K! 1 KE+1/2
= ol

~

(5.10) (K — a)! - /*271_ (K _ a)(K—a—i—l/Q)(a)(oc—‘rl/Q).

(0%

Debido a la presencia de los términos factoriales, el coeficiente binomial (g ) exhibe
un méaximo en el valor « = K/2 y tiene un perfil de tipo gaussiano [Butkov., 1968],
de forma entonces que podemos representar al coeficiente binomial como una funcién
gaussiana centrada en @ = K/2 con un coeficiente dado por el valor méximo de la
ecuacién () evaluado en o = K/2. De esta manera, podemos escribir la siguiente
aproximacion,

) (5)~ 2o (-2 (a-5)).

12
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en donde b es un parametro ajustable que depende de K. Para los efectos de la inte-
gracion de la funcion de particion Z no es relevante la forma funcional en que depende
b de K, dado que esta ultima variable es una constante respecto de la variable de in-
tegracién (.

Sustituyendo la relacién « = —A(+ K en (5.11), obtenemos entonces la expresién
para el coeficiente binomial en términos de la variable continua (. Esto es,

() el 25

en donde A tiene el valor definido previamente A = g

La funcién de particién se escribe entonces de la siguiente manera,

¢=¢ Kb 2 (K 2
(5.13) Z = /co dCuAcmeXp (—K <2 - AC) > exp [0 (UAC — E*dac )]

La funcién de particién anterior puede calcularse en forma exacta si separamos la
integral en dos contribuciones. Para ello, observemos que el término que corresponde

a la energia del estado nativo sdlo contribuye a la integral cuando ¢ = 0. Por tanto,
separaremos la integral en dos partes evaluando el integrando en { = 0 y posterior-
mente efectuando la integracién sobre el intervalo semiabierto (0, (*]. Esto conduce a
la siguiente expresién,
(5.14)
9K~ K ¢ 2 (K 2
Z=—=<qexp|——+ E*)—i—h’m/ vAC ex —(—A) —BUA :
W{p<2ﬂ ) Pl=% |5 —A¢) —BUAC
La integral que aparece en el segundo término de la Ec (5.14) puede calcularse explici-
tamente, obteniéndose como resultado para la funcién Z la expresion siguiente,
2K=b K
5.15 Z = exp| —— +BE" | ¢ +
(5.15) o fow (-5 +or7) |
1 K
{1 | 5hg 52 B 00) - Bra)ess (7 a5 -0 +1080) |},
J*}

2K*b
V2rK

en donde las funciones de error Erf(X) y Erf(Y) estan definidas por,

(5.16) Erf(X) = Erf [4AC*—2K —i\-/éiKUﬂ—Klogu}’
y
(5.17) Erf(Y) = Erf [4AJ —2K +\/f%5—Klogy]'

Finalmente, la relacién F' = —RT log Z nos provee con una férmula explicita para la
energia libre de este sistema en funcién del nimero promedio de grados de libertad
v, de la temperatura T' y del niimero de residuos K, por mencionar las variables de
mayor relevancia.
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6. Modelo Extendido de Zwanzig I1. Perfil sigmoidal de
desnaturalizacién.

En la seccién anterior presentamos los detalles operativos del MEZ en el caso de
un perfil de desnaturalizacién lineal. La simplicidad de la relacién propuesta entre la
fraccién de contactos nativos « y la concentracion de agente desnaturalizante ¢ nos
permitié calcular, con un minimo de aproximaciones, la forma analitica de la funcién
de particién Z y de la energia libre F' en funcién de las variables discutidas anterior-
mente. En esta secciéon procederemos a analizar las consecuencias e implicaciones del
MEZ para una proteina que exhibe un perfil de desnaturalizacién de tipo sigmoidal.

Como caso de analisis consideraremos la desnaturalizacién inducida por GdnHCI
de la variante T70N de la lisosima de origen humano. La lisosima humana es una
proteina de tipo enzima cuya actividad hidrolizante sobre el segmento f—(1—4) de la
cadena homopolimérica en la enzima N-acetilquitina presente en las paredes celulares
de las bacterias de tipo Gram positivas, permite clasificarla como un enzima de tipo
agente antibacterial [Salton, 1960]. Integrada por K = 130 aminoéacidos distribuidos
en una estructura de tipo a + (3, con 4 hélices «, 3 hojas B T| , 4 puentes S — S
que estabilizan la estructura terciaria y una masa molecular de M,, = 14,300 Da,
es considerada como una proteina pequenia [Kumeta et al., 2003]. La Figura (10)
muestra un grafico generado mediante el programa Rasmol de la estructura nativa
de T70N basado en los datos de difraccion de rayos X reportados por Johnson et al
[Johnson et al., 2005] y depositados en el Protein Data Bank con el cédigo 1WO08.

Lisosima T70N. Estructura
Nativa

Ficura 10. Grafico de la estructura nativa de la variante TTON de
la enzima lisosima de origen humano de acuerdo a los datos de difrac-
ci6n de rayos X reportados por [Johnson et al., 2005] en el PDB. El
lado izquierdo muestra una representacién atémica de los atomos de
carbono (gris), oxigeno (rojo), Nitrégeno (azul) y azufre (amarillo). El
lado derecho utiliza una representacion mas general, en términos de
hélices a (rojo) y hojas  (amarillo).

La proteina lizosima y sus cinco variantes mutagénicas conocidas e identificadas
con los cédigos [56T, F57I, W64R, D67TH y T70N del Protein Data Bank, han recibido
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en la ultima década una enorme atencion debido a su conexién con el estudio de las
enfermedades moleculares, particularmente de la clase de patologias conocidas como
amiloidosis [Pepys et al., 2003]. En este tipo de patologias inducidas por mutaciones
de la secuencia principal de aminoacidos, la estructura helicoidal del estado nativo
es transformada a un conformacién de tipo § con una distribucién de carga elec-
trostatica diferente a la original. Cuando esto ocurre, la proteina mutada es incapaz
de solubilizarse en forma adecuada y se aglutina ya sea en el interior o exterior ce-
lular formando agregados, que eventualmente impediran otras funciones bioquimicas
al interior o exterior de la célula.

En particular en el caso de la proteina lizosima, se sabe que tanto la variante natu-
ral como cuatro de sus mutaciones estan asociadas con padecimientos amiloidogénicos
presentes en higado y rifiones, principalmente [Yazaki et al., 2003]. De las cinco muta-
ciones conocidas, sélo T70N, que corresponde a la sustitucion del aminoacido Trp en
la posicién 70 por el aminodcido Asn, no se ha detectado que participe en la formacién
de agregados fibrilares in vivo, esto es, en pacientes que han desarrollado alguna ami-
loidosis de rinén o higado [Booth et al, 2000]. Si tomamos en cuenta que la diferencia
entre las variantes amiloidogénicas de la lisosima y la variante T70N es solamente un
aminodacido ubicado en un loop de la superficie hidrofilica del estado nativo, resulta
natural comprender que el estudio de la desnaturalizacién, plegamiento y dinamica
de la variante T70N de la lisosima ocupe un lugar preponderante en los estudios de
proteinas amiloidogénicas.

Ademas de lo anterior, T70N tiene un comportamiento anormal en referente a la
cinética del proceso D — N. En general, las hélices « son estructuras que se forman
en etapas tempranas del plegamiento, con tiempos de formacion en la escala de los
microsegundos, a diferencia de la estructuras 3, las cuales se forman en una etapa
posterior y ademds con tiempos mucho mas largos de formacién. Para el caso de
T70N, sin embargo, el monitoreo del plegamiento ha mostrado un mecanismo dife-
rente. Canet et al han mostrado que existen dos escalas de tiempo superpuestas en
la formacién del estado nativo de T70N. En primer lugar, ocurre la formacién de dos
hélices « para posteriormente ocurrir, en forma simultanea la formacién de las estruc-
turas § y de las dos hélices « restantes. La escala de tiempos es ademaés distinta. El
primer proceso ocurre en tiempos del orden microsegundos, en tanto que el segundo
ocurre en forma més lenta, del orden de milisegundos [Canet et al, 1999].

Los experimentos de desnaturalizacion de T70N, de la variante natural y de los
mutantes D67H, I56T, reportados por Esposito et al, muestra un perfil sigmoidal
para la fraccién de estructura nativa en funcién de GdnHCI (Figura 11) [Esposito et
al., 2003]. El monitoreo del desdoblamiento del estado nativo se realizé mediante la
técnica de emision de fluorescencia con una longitud de onda incidente A = 340 nm,
en una soluciéon con pH=6.5 y en equilibrio térmico a una temperatura 7" = 20 grados
Celsius, mostrando una transicién del tipo de dos estados para todas las variantes,
incluida T70N. Para el caso especifico de esta iltima, Esposito et al reportan que el
punto medio de la transicién ocurre en (,, = 3.4 Molar con un error experimental
de A(,, = £0.1 Molar y que la desnaturalizacién del estado nativo ocurre en (* = 6
Molar de GdnHCI. El perfil sigmoidal de desnaturalizacién de T70N, junto con los
datos experimentales anteriores nos permitiran aplicar el formalismo del MEZ para
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describir el espectro de energias E(().
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Figura 11. Desnaturalizacion quimica de T70N inducida por
GdnHCI monitoreada por emisién de fluorescencia a A = 340 nm en
un amortiguador de pH=6.5 a temperatura constante T" = 20 grados
Celsius. Variante silvestre (e); T70N (O); D67H (A) y I56T (A)

De acuerdo al MEZ, el espectro de energias F de la macromolécula estd dado por
la ecuacion

(6.1) Ea = (K - a)U — E*5K—a,07

en donde « representa el nimero de aminoacidos en el estado nativo y E* representa
la energia del estado base. A fin de poder escribir la Ec (6.1) para el caso de la
desnaturalizacién de T70N requerimos conocer la dependencia funcional de la variable
« en términos de la concentracion ¢ de GdnHCI. Para este fin consideraremos la
curva experimental de desnaturalizacién reportada por Esposito et al (Figura 11) y
definiremos la variable o/ = /K como la fraccién de aminodcidos existentes en una
configuracién dada. Si aceptamos que la curva de desnaturalizacién representa a la
variable o/ en funcién de ¢, entonces podemos proponer una forma funcional general
que reproduzca un comportamiento de tipo sigmoidal como el observado en la Figura
(11). La funcién que propondremos es la siguiente,

o
6.2 —
(62) =
la cual corresponde a la funcién tangente hiperbdlica més general que puede cons-
truirse. Las cantidades p,q y r representan en términos matematicos el escalamiento
de la funcién a lo largo de los ejes correspondientes y, tal como veremos a continua-
cién, pueden escribirse en términos de las cantidades experimentales que caracterizan

o =p—qtanh (¢ —r),
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la desnaturalizacién de T70N.

A fin de escribir a la tripleta (p, ¢, r) en términos de cantidades fisicas, debemos
observar que para que la ecuacién (6.2) represente adecuadamente a la curva en la
Figura (11), ésta debe cumplir con los siguientes requisitos,

(6.3)

(6.5)

¢ En forma estricta, en ausencia del solvente GdnHCI la fraccién de estructura

nativa o debe ser la unidad. Sin embargo, debido a que la funcién tangente
hiperbdlica esta definida a través de funciones exponenciales las cuales exhi-
ben un comportamiento asintético conforme ( se aproxima a las cotas +oo
y —o00, utilizaremos esta propiedad para sustituir esta condicién por

lim o'(¢) =1.
(——o0

La sustitucién anterior no representa mayor problema dado que la funcién
tanh (z) converge rdpidamente a su asintota superior, por lo que lima’ — 1
para valores muy cercanos a cero.

Diversos estudios experimentales indican que en el caso de desnaturaliza-
cién inducida quimicamente, la mayoria de las proteinas no se desnaturali-
zan completamente atn en presencia de concentraciones grandes de soluto
organico [Ghelis and Yon, 1982]. Para incorporar este hecho matemética-
mente, diremos que la estructura desplegada de la proteina se alcanza sélo
en el limite de concentraciones infinitas. Esto es,

g /
CEE—HOO @ (o =0

Finalmente, consideraremos que si bien no es posible alcanzar la desnatu-
ralizacién completa del estado N para una concentracién finita, existe (tal
como lo demuestran los experimentos) un valor critico ¢* para el cual la
actividad bioldgica de la proteina se ha reducido a cero. Este valor, para el
caso de T70N corresponde a (* = 6 Molar. La cantidad ¢* es un indicador
que marca la frontera entre nuestra capacidad para distinguir experimental-
mente el estado desplegado de algin remanente del estado nativo. Si existe
tal remanente del estado IV por arriba de la concentracion (* no es detecta-
ble mediante las técnicas experimentales correspondientes. Asi pues, diremos
que cuando se ha alcanzado este valor, la fraccion de estructura nativa corres-
ponde a la cantidad € , la cual evidentemente es un nimero adimensional
extremadamente pequeno. En la notacion que hemos establecido, lo anterior
se escribe como,

o (C*) =, para € — 0

Las condiciones anteriores definen un sistema consistente para calcular los valores de
la tripleta (p, ¢, 7) en términos de (K, (*, €), por lo que como resultado de aplicar las
ecuaciones (6.3), (6.4) y (6.5) a la ecuacién (6.2), obtenemos que

(6.6)

(6.7)

p=q=7, y que

r= *—i-}lo 71_%
BRI W=
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por lo que entonces,
1 €
*
. p—y —l — .
(6.8) T C+20g<1_6>

La ecuacién (6.8) muestra la naturaleza fisica de la variable r. Dado que est4 escrita
en términos de (*, representa entonces una concentraciéon y dado que r no puede
ser mas grande que (*, esta mismo resultado nos da una nueva cota superior para
e < 1/2, en consistencia con la relacién (6.5). Ademas de lo anterior, es posible ver a
partir de las ecuaciones (6.2) y (6.6) que la variable r no sélo es una concentracién
sino que de hecho corresponde al punto medio de la transicion N — D, esto es, al
valor de ¢ tal que a = K/2. Esta es una cantidad que se mide experimentalmente,
por ejemplo en el caso de T70N, r corresponde al valor 3.4 &= 0.1 Molar. Una vez
identificada esta variable, la escribiremos en la forma estdndar de la literatura, en
donde se denota por Cj/,. Dado que € representa la fracciéon de estructura nativa
remanente una vez que se ha alcanzado la concentracion critica ¢*, podemos ajustar
este valor para representar cualquier curva de desnaturalizacién dada su conexién con
la variable r definida por (6.8). Si elegimos ¢ = 2/3K, lo cual implica con K = 130
que € ~ 5 x 1073, la concentracién C} /2 para la desnaturalizacién de T70N en este
esquema tedrico queda como C /5 = 3.36, que es un valor dentro del margen de error
experimental reportado. Sustituyendo entonces las ecuaciones (6.6) y (6.8) en (6.5)
podemos escribir que la variable a se escribe en términos de ¢ de acuerdo a,

(6.9) o= g [1—tanh (¢ — 01/2)] ,

la cual no depende ya de los pardmetros (p, q,7) y se escribe solamente en funcién de
cantidades observadas experimentalmente. La Figura (12) muestra un grafico de la
Ecuacién (6.9) en el caso de T70N, en donde K = 130 y C/, = 3.36 Molar.

Para escribir la expresion correspondiente al espectro de energias E en funcién de
la concentracién, debemos observar que en la expresién original de Zwanzig, el estado
nativo estd representado mediante un pozo energético finito de magnitud E*. En el
caso de la desnaturalizacién lineal discutida anteriormente, utilizamos una funcién
delta de Dirac para representar la energia de este estado, sin embargo en este anali-
sis, sustituiremos la funcién delta de Dirac por una aproximacién finita. Para ello,
utilizaremos a las funciones secuencia-d, las cuales constituyen una aproximacién fi-
nita a la funcién delta de Dirac. De hecho, es posible demostrar que una secuencia-d,
denotada aqui como S, (z), tiene propiedades similares a la funcién 6(z) respecto de
un operador integral de Rienmann [Butkov., 1968]. Esto es,

(6.10) lim [ S, (x)f(z)dz = f(0).

n—oo
Existen diversas funciones Sy, (z) que satisfacen esta propiedad, ademas de exhibir un
maximo pronunciado para un valor en el dominio de la funcién, por lo que para este

caso utilizaremos a la funcién

n 2,2
6.11 Sp(r) = —=e™
(6.11) @)= e
como una representacion finita e integrable de la energia del estado nativo. En la
ecuacién (6.11), el variable n es un pardmetro ajustable que define la anchura del
méximo de Sy (z). La Figura (13) muestra el perfil de la funcién S,, definida por
la ecuacién (6.11) para distintos valores de n en el dominio [—1,1]. Sustituyendo
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FI1GURA 12. Gréafico de la ecuacién (6.9) que describe la desnatura-
lizaciéon de T70N en funcién de la concentracién ¢ de soluto organi-
co. La concentracion critica ¢* = 6 Molar, en tanto que K = 130 y
Cyj2 = 3.36. Para ¢ = 0, la fracciéon o’ = 0.998 en tanto que para
¢ = ¢*, la fraccién o/ = 0.005.

entonces el término delta de Kronecker del modelo original de Zwanzig (Ecuacién
6.1) por la funcién secuencia-d, (Ecuacién 6.11) obtenemos la forma del espectro de
energias para el caso de una variable continua,

nE* e—(K—a)2n2 .

N3

en donde los simbolos K, E*, U y n tienen el significado fisico discutido anteriormente.
Es importante recalcar que en la ecuacién (6.12) la variable v es una funcién continua
de ¢, por tanto E = E((). Insertando entonces la forma funcional que hemos deducido
para representar a la desnaturalizacién quimica de T70N (Ecuacién 6.9) en (6.12) se
obtiene la forma final para el espectro continuo de energias de la macromolécula en
funcién de la concentracion de soluto orgédnico, a saber,

_K2n2
—— (1 tanh (¢ - Ci2))? |,

(6.12) Eo = (K —a)U —

(6.13) E(C) = g [1+ tanh (¢ — 01/2)} — E*exp

donde hemos definido la cantidad E* como,

%
(6.14) ge = M
VLS

Para efectuar un andlisis de la ecuacién (6.13) consideraremos que el valor absoluto
de la energia del estado nativo, E* puede relacionarse con la energia de los estados
no nativos U y que de hecho es un multiplo de ella. De forma tal, que a partir de
este momento consideraremos entonces que E* = KU. Con esta suposicién, para una
proteina de tamafo fijo K, los niveles de energia E sélo dependen de la concentracion
¢ de soluto y de la energia U de cada aminoécido en un estado no nativo. Observemos
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Ficura 13. Aproximacién de la funcién delta de Dirac a través de
las funciones secuencia-g, Sy (z). En la grafica se muestra el comporta-

n —x2n2

miento de Sy, (z) = 7= en funcién del pardmetro n. Se observa
que la funcién S,, muestra un maximo significativo para x = 0 el cual
nos permitird utilizarla como una representacion del pozo energético

en donde se halla el estado nativo.

también que dado que la energia del estado base ha sido seleccionada como —KU y
cada aminodcido en un estado no nativo contribuye con una energia +U, la diferencia
energética entre el estado base y cualquier otro es proporcional a U, por lo que esta
variable representa la diferencia energética entre los estados nativo y desplegado.

La Figura (14) muestra un grafico tridimensional de la energia E del sistema en
funcién de U y de ¢, de acuerdo a la ecuacién (6.13). Tal como mencionamos en el
parrafo anterior, la variable U estd asociada directamente con diferencias energéticas
entre el estado nativo y los demas estados metaestables. Una de las consecuencias de
la ecuacion (6.13) es que conforme esta diferencia se incrementa, la transicién entre los
estados de mayor energia, para ( — (* y los estados de menor energia, caracterizados
por ( — 0, tiende a ser méas pronunciada, indicando entonces que en el formalis-
mo que estamos desarrollando la existencia de transiciones cooperativas (all-or-none
transitions) es una consecuencia de la forma estructural del paisaje energético y de
la magnitud de la variable U que separa al estado base del sistema de los demas. De
acuerdo a Finkelstein y Pitytsin, justo esta es una caracteristica que diferencia a las
transiciones conformacionales entre las cadenas heteropoliméricas inorganicas y las
macromoléculas biolégicas. En éstas iltimas, la presencia de separaciones energéti-
cas significativas y la cooperatividad de la transiciéon impiden que la proteina quede
atrapada en un estado intermedio, como sucede en la mayoria de las cadenas hetero-
poliméricas inorgénicas [Finkelstein and Ptytsin, 2002].
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Ficura 14. Graéfico en tres dimensiones del espectro de energia ac-
cesible a la macromolécula de acuerdo a la Ecuacién (6.13). Es im-
portante notar que conforme U se incrementa, la transicién entre los
estados nativo y desnaturalizado tiende a ser més pronunciada, indi-
cando entonces que en el MEZ , el mecanismo de desnaturalizacion
estd intrinsecamente asociado a la existencia de separaciones energéti-
cas significativas entre los estados nativo y desplegado. La grafica an-
terior se realiz6 para K = 130, Cy/3 = 3.36 y n = 8 en la ecuacién
(6.13).

Una vez que hemos determinado el espectro de energias en funcién de la con-
centracién, procedemos a escribir la generalizacion correspondiente a la funcién de
particion Z, la cual en el esquema original de Zwanzig estd escrita en términos de
la variable discreta av como una suma sobre el espacio configuracional de la macro-
molécula (Ecuacién 5.5. En esta expresion, la degeneracién g, asociada a cada nivel
de energia estd representada por el coeficiente binomial,

(6.15) go = v <K>

a

en donde « es una variable discreta. Dado que en el MEZ, « es una funcién continua
de la concentracion, la traduccién correcta de la ecuacién (6.15) implica dos conside-
raciones. Por un lado, la sustitucién obvia del operador Y por un operador integral
| v, por otro lado la sustitucién del coeficiente binomial por una expresién continua
en (. Para hacer esto 1ltimo, utilizamos la férmula de Stirling, la cual establece que
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[Arfken., 1985]
(6.16) K! ~\/2m) K5+ 2 exp (- K).

Utilizando la ecuacién (6.16) es posible escribir al coeficiente binomial de (6.15) como

617 K Kl 1 KE+s

(6.17) a) oK -—a) 2r (K_a)(K—@-F%)a(a-Fé) '

la cual es una férmula vélida incluso para valores de K del orden de K ~ 10
Para mostrar la validez de la aproximacién (6.17), la Figura (15) muestra en el lado
izquierdo una grafica de la superposicién del coeficiente binomial calculado en forma
exacta para 0 < o < K con K = 130 y de la aproximacién hecha a través de la

ecuacién (6.17), en tanto que en el lado derecho se tiene una grafica del error relativo
que existe entre ambas expresiones. El error relativo =, calculado como,
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Formula de Stirling para el coeficiente binomial
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F1cUraA 15. Aproximacion de Stirling para el coeficiente binomial con
0 < a < K =130. El lado izquierdo muestra una superposiciéon entre
el coeficiente binomial (5 ) (linea sélida) y la aproximacién de Stirling
hecha a través de la Ecuacién (6.17) (puntos). El lado derecho es una
grafica del error relativo entre ambas expresiones.

() - ®
Ver \ (K—a)E—at3)gla+3) o
K
(a)
muestra que la aproximacion hecha es perfectamente vélida para el valor de K utili-

zado®. El error relativo = se aproxima a cero para valores de @ — K /2, esto es hacia
el punto medio de la distribucién binomial, que es donde el factor de degeneracion

(6.18)

[1]

3La deduccién formal de (6.17) implica que es vélido incluso para K menores a la seleccionada
aqui.
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go alcanza su maximo valor, en tanto que en los extremos de la distribucién, el error
= es del orden del 8 %. Dado que el méximo margen de error en la aproximacién de
Stirling se observa en los extremos de la distribucion y es justamente ahi donde g, se
aproxima a cero, consideraremos que este argumento nos permite utilizar la aproxi-
macién para describir adecuadamente el comportamiento de g, particularmente en
la regién central de la distribucién, en donde = — 0.

En acuerdo con los argumentos y analisis presentados, podemos escribir la funcién
de particién Z del sistema como,

KK ¢y tanh(CC12) exp[=BKU (1 + tanh (¢ — C )]

(6.19) Z =
Vv2m Jo [£(1 - tanh (¢ — C1/2))] $[1+K(1—tanh ((—Cy 2))]

o exp [ﬂE* exp (_K24n2 [1 4 tanh ({ _ 01/2)]2)]
[£(1+ tanh (¢ — €y p))] 7 (2R (C2)

Y

en donde se han sustituido las expresiones para el espectro de energias E(() (Ecuacién
6.13) y la férmula de Stirling para el factor g (Ecuaciones 6.15 y 6.17) respectiva-
mente, en la ecuacién (5.8).

Debido a la complejidad manifiesta en el integrando de la funcién de particiéon Z
se procedié en primera instancia a un analisis computacional del integrando I. Un
conjunto extenso de simulaciones numéricas que exploran el comportamiento de I
versus ¢ muestran que para distintos valores de U, v y temperaturas entre 273 — 373
Kelvin, el integrando I muestra una contribucién méxima para algin valor de (,
que evidentemente depende de las variables anteriores. Este valor (T, obtenido como
solucién numérica de la ecuacién

oI
62 (2) -0

satisface la ecuacién,

K
(6.21) 5 logv—

KU B K2n2 K?n?
+B2 _B 5 n [1+tanh(CT—C1/2)}eXp(

El

La Figura (16) muestra la curva I versus ¢ para el caso de T70N, en donde K = 130,
Cy2 = 3.36 My ¢* = 6 Molar, una temperaturaT' = 293 K, un valor U = 360 cal/mol
y v = 2. Para los valores anteriores, la solucién numérica de la ecuacién (6.21) arro-
ja que el maximo del integrando ocurre para el valor (T = 3.38 M. No estd demds
insistir que este resultado es aplicable sdlo para los valores descritos anteriormente;
distintos valores de las variables U, v, Cy /3, U y T generardn un valor distinto de ¢t
Lo que si es comin a todos estos casos es la existencia de un valor resonante para
el integrando en funcién de la concentracién. El origen de este pico resonante en el
integrando I, que como consecuencia implica una contribucién méxima también en la
funcién de particién Z puede comprenderse directamente a partir de los postulados

[1 + tanh (CT — 01/2)]2) +

2 tanh (CT - 01/2) .
K(1—tanh® (¢t = Cyp0)) )

1 + tanh (CT — 01/2)
1-— tanh (CT - 01/2)
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de la mecanica estadistica de equilibrio. En ésta, uno de los postulados fundamenta-
les garantiza que, en condiciones de equilibrio termodindmico, existe un macroestado
cuya multiplicidad de microestados es méxima [Garcia-Colin, L.S., 2005b].

x 10%°

10+

Integrando | de la funcién de particion Z
(2]

1 1 1 1 1
2.6 2.8 3 3.2 3.4 3.6 3.8 4
Concentracion ¢ de GuHCI [Unidades Molares]

FI1GURA 16. Una exploraciéon numérica extensiva del comportamiento
de I en funcién de ¢ muestra que en todos los casos analizados, éste
exhibe un perfil como el mostrado en la grafica, en donde existe un
valor ¢! para el cual I es maximo. Para el caso K = 130, C1/2 = 3.36,
¢* =6 M, U = 360 cal/mol y v = 2, el maximo de I ocurre en
¢t = 3.38 Molar

La existencia de este maximo en I nos permitird hacer una aproximacién a primer
orden para calcular la integral indicada en (6.19). Utilizando el método de cuadratura
Gaussiana, que en esencia divide el intervalo de integracion en subintervalos iguales
y construye rectangulos cuya altura estd determinada por el valor de la funcion,
podemos aproximar la integral anterior como el drea bajo un rectangulo cuyo altura
corresponde a I(¢1) y base A¢. Entonces, a primer orden de aproximacion,

KE+1/2

(6.22) Z = Wz,

en donde Z se escribe como,
p (b (€ =C2)] exep [ =BKU (1 1 anh (¢t — ) )]
[%(1 — tanh (¢t — 01/2))] 3 [1+K(—tanh (¢T=r)]

exp [557* exp [* KZRQ (1 + tanh (¢T — 01/2))2H
))] %+%[1+tanh (¢t =C1/2)]

(6.23) Z = A¢

X

[%(1 + tanh (CT — 01/2
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A través de la relacién F' = —kpgT'log Z, la energia libre del sistema F' se escribe
entonces como

(6.24) F =—RT <I2{logy - ﬁKTU + (K + %)logK - log\/%+logA<> +
5 _ 2K2 2
— RTBE™ exp ( [1 + tanh (¢T — 01/2)] >+
K BEU K. [1+tanh(¢h—Cy))
_ T_ el _ PR
RT tanh (¢ C’l/z){ 5 log v 5 + 5 log [~ tanh (¢T — 01/2) +

2 2

+? {log [Ii (1 ~ tanh? (¢t — 01/2))] + Klog ﬁ (1 — tanh? (¢f — 01/2))} } .

La ecuacién (6.24), que representa el paisaje energético de una proteina que sigue
un perfil de desnaturalizacién de tipo sigmoidal como es el caso de T70N, constituye
el resultado central del primer eje de investigacion en este trabajo doctoral [Olivares-
Quiroz L.,and Garcia-Colin L.S., 2007]. Su deduccién se ha sustentado a lo largo de
esta seccidn y en los siguientes parrafos centraremos la atencién en las implicaciones
que pueden derivarse de él.

En primera instancia discutiremos el papel de los grados de libertad de la macro-
molécula, representados en el MEZ por la variable v. De acuerdo a lo que mencionamos
al inicio de este capitulo, el MEZ, al igual que el modelo original de Zwanzig consi-
dera que cada aminodcido puede adquirir en promedio un nimero v 4+ 1 de posibles
conformaciones, v de las cuales estdn asociadas con estados metaestables y la con-
figuracién restante con la posicién espacial que ocupa el aminoacido en cuestion en
el estado nativo. El primer resultado de interés en este sentido que puede extraerse
de la ecuacion (6.24) se refiere al papel que juega esta variable en la estabilidad del
estado nativo. Observemos que el valor de la diferencia de energfas AQF entre los
estados nativo y desnaturalizado es un indicador de la ubicacién del estado N dentro
del paisaje energético y por consecuencia de su estabilidad energética. A medida que
la diferencia AIQ,F se incrementa, el estado N se halla necesariamente en estratos
de mayor profundidad dentro del paisaje energético, dado que se requiere una mayor
cantidad de energia para inducir la desnaturalizacion. Paralelo a lo anterior es posible
afirmar también que en este caso, el estado N tiene un grado de estabilidad mayor que
aquel caso en donde la diferencia A%F tuviese un valor menor. En el resultado que
hemos derivado, la diferencia AﬁF tiene dos contribuciones asociadas con los grados
de libertad de la macromolécula. Estos términos, representados por las expresiones,

(625) Fl/,l = ekl IOg v,
y
RTK
(6.26) F, 2= tanh (¢ — Cy/2) logv.

implican que la variable v juega un papel relevante en la ubicacién y estabilidad del
estado N. Dado que el primer término —F, 1 es siempre negativo para v > 1, su
contribucién a AﬁF tiende a ubicar al estado N en regiones de energia més negativa
conforme v se incrementa. Por otro lado, el término F), 2, que si bien puede ser negati-
vo 0 positivo dependiendo de la diferencia de concentraciones (¢f—Cy /2), esté acotado
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debido a la funcién tangente hiperbdélica, entre los valores [—F}, 1, F}, 1], haciendo que
ain en el caso de que la concentracién ¢t se desplazase en forma extrema hacia los
valores ( = 0 o bien { = (*, sélo tuviese como efecto anular la contribucién del primer
término. Aunque no tenemos argumentos para afirmar que este caso no pueda ocurrir,
el conjunto de simulaciones realizadas para intervalos de temperaturas fisiologicas y
valores de la separacién energética en el intervalo [0.3, 30] kcal/mol, que corresponden
a las cotas energéticas establecidas experimentalmente para la estabilidad del estado
nativo, no muestran evidencias en esta direccién. Tal resultado nos motiva a pensar
entonces que para las condiciones mencionadas, el término F}, 2 es en general una con-
tribucion menor a AﬁF . Si aceptamos como validas las consideraciones anteriores, el
MEZ esté en condiciones entonces de hacer una prediccién tedrica sobre la estabilidad
del estado nativo en funcién de los grados de libertad del sistema, esto es, en funcién
del espacio conformacional disponible para la cadena primaria de aminoécidos, la cual
enunciamos a continuacién:

La estabilidad del estado nativo depende logaritmicamente del numero de grados de
libertad conformacionales de la secuencia de aminodcidos. Esto implica que el estado
nativo de proteinas cuya secuencia de aminodcidos temga un espacio conformacio-
nal de dimension mayor, tenderd a ubicarse en regiones mds profundas del paisaje
energético y por tanto, a exhibir un mayor nivel de estabilidad ante fluctuaciones del
medio.

Esta afirmacion indica entonces que debemos buscar el origen de la estabilidad del
estado nativo de una proteina en las propiedades fisicas de la secuencia de aminoaci-
dos. En particular, en el niimero promedio de conformaciones que puede adquirir cada
uno de ellos. El punto de vista anterior es también consistente con el hecho que la en-
tropia configuracional S¢oyfig del sistema estd directamente asociado con el logaritmo
del nimero de microestados accesibles al sistema y que por tanto, un sistema cuya
entropia S se incrementa, decrece necesariamente su energia libre F'. Dado que los
mapas de Ramachandran de una proteina, ya sean calculados tedricamente mediante
potenciales de interaccién de tipo van der Waals o bien obtenidos mediante medicio-
nes experimentales, nos proveen informacién sobre el espacio conformacional de una
proteina en su estado nativo, la confrontacion entre los mapas de Ramachandran y
los datos termodinamicos para la desnaturalizacién de una macromolécula podrian
arrojar indicios sobre la veracidad del resultado que aqui hemos formulado. Por otro
lado, el caso v = 1, el cual corresponde a una proteina cuya secuencia de aminoaci-
dos solo puede adquirir en promedio dos configuraciones, el estado N y el estado D,
generaria que una contribucién idénticamente cero de los términos F, 1 y F,2. Sin
embargo, éste caso corresponderia a una proteina con un espacio conformacional al-
tamente restringido en donde la macromolécula no exhibe tal libertad conformacional
en sus componentes. El MEZ estd disenado para explorar las implicaciones de esta
propiedad, por lo que este caso no resulta de interés.

La ecuacién (6.24) también nos permite una disgresién sobre el comportamiento
de AJL\),F en funcién de la concentraciéon C' /o la cual representa el punto medio de la
transicion N — D. Este analisis resulta interesante dado que se ha publicado en la
literatura una cantidad considerable de informacién a este respecto. Para proceder
a este andlisis debemos observar que al considerar que la integral para la funciéon de
particiéon Z puede representarse mediante su contribucién méxima, de acuerdo a la
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ecuacién (6.22), hemos introducido dos variables adicionales en la expresién para la
energfa libre F. Estas variables son la concentracién maxima ¢t donde ocurre el pico
resonante de Z y el ancho A; de éste. Estas dos variables dependen de la concen-
tracion (' 5, dado que la ubicacién del pico resonante es la solucién de la ecuacion
(6.21), la cual contiene a la cantidad C1 /.

Para determinar el perfil de la variable ¢! en funcién de la concentracién C /2, S€
resolvié numéricamente la ecuacién (6.21) para distintos valores de la variable C /5,
manteniendo constantes los demés parametros. Los resultados de este procedimiento
se muestran en forma explicita en el Cuadro (2) y en forma grafica en la figura (17).

Cip| ¢
1 1.024
1.5 | 1.524
2 1.875
2.5 |2.524
3 3.024
3.5 | 3.524
4 | 4.025
4.5 | 4.526
5 5.029
6 5.31

CUADRO 2. Valores para la concentracién ¢ en donde ocurre el méaxi-
mo de la funcién de particién Z en funcién de la concentracién Cfs.
Estos valores se obtuvieron a través de la solucién numérica de la
ecuacién (6.21) la cual define el valor de ¢ en funcién de Cy /2-

Realizando un ajuste a un polinomio de grado uno para la variable ¢ en términos
de €y del tipo

(627) CT = ap + a1C'1/2

se obtiene que las constantes ag = 0.14 y a; = 0.9. Este andlisis nos permite entonces
representar a la concentracién maxima ¢’ como una funcién lineal de la concentra-
cién C /5 de acuerdo a la ecuacién (6.27), con los valores para las constantes ag y ax
determinadas previamente.

Para calcular la integral de la funcién de particién Z hemos supuesto que, de-
bido a la existencia de un méaximo significativo en el intervalo de concentraciones
considerado, el integral puede representarse mediante el area de un rectangulo cuya
cuya altura es I(¢T) y cuya base es A¢. Si la variable ¢ f se modifica en funcién de la
concentracién Cp/y tal como se demostrd en los parrafos anteriores, es de esperarse
que el ancho A¢ también exhiba una dependencia en la conentracion C ,. Para verlo
con mayor claridad, definimos la base A¢ en términos de los puntos de inflexién de
la curva I(¢). Esto es, si llamamos ;1 y (2 a los puntos donde la segunda derivada
de I(() es cero, entonces los puntos (; 1 y ;2 satisfacen la ecuacién

0?1
(6.28) ((%2)(6 =0.
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FIGURA 17. Gréfico de los datos para ¢! en funcién de C /2 prove-
nientes de Cuadro (2. El ajuste de los datos a un polinomio de grado
uno en la variable (/5 del tipo ¢t =ag+ a0 /2 genera los valores
ap=0.14y a; =0.9.

El ancho A¢ entonces se define a través de la ecuacién,
(6.29) Ar=Gi1— G

Puesto que (;1 y (2 son soluciones de la ecuacién (6.28), la cual depende de la va-
riable C' /5, el andlisis anterior muestra que, efectivamente el ancho A, del méaximo
de la funcién de particién depende de la concentracion C 5.

La solucién numérica de la ecuacién (6.28) para diversos valores de C'; /o se mues-
tran a continuacién en el Cuadro (3). El algoritmo utilizado para calcular cada uno de
los valores de A¢ en funcién de C /5 es el siguiente. En primera instancia se determina
la segunda derivada de I respecto de (, posteriormente se sustituyen los valores para
los pardmetros U, K, v y T considerados previamente. Se procede a una solucién
numeérica de esta ecuacién para determinar los valores de ;1 y (2 y finalmente se
utiliza la relacién A¢ = ;1 — i 2-

La gréfica (18) muestra el comportamiento del logaritmo del ancho A en funcién
de la concentracién € jo. Dado el cardcter lineal observado para log A¢ en funcién de
C1/2, se procedié a realizar un ajuste por minimos cuadrados para una dependencia
lineal entre log A¢ y €/, de acuerdo a la siguiente relaciéon

(6.30) log AC = log Ao + A101/2

en donde log Ay representa la ordenada al origen de la recta mostrada en la Figura
(18) y A; es la pendiente de la recta. El ajuste por minimos cuadrados indica que
Ap = 0.006 y que A; = 0.96. La ecuacién (6.30) implica también que el ancho de la
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Cia | A
2.5 | 0.08
3.0 10.12
3.32 | 0.16
3.49 | 0.20
3.71 1 0.24
10 [0.32
4.31 | 0.44
4.5 | 0.54

CUADRO 3. Valores para el ancho A; en donde ocurre el maximo de
la funcién de particiéon Z en funcién de la concentracion C 5.

curva sigue un crecimiento exponencial en términos de C' /o de acuerdo a la relacion,

(6.31) AC = Ao exXp (AlCl/g).

|
o
o

I I

= | o

NP @
: T :

I
=
iN

T

|
=
®

Logaritmo del Ancho del integrando Log(AZ)
|
=
(2]

25 3 3.5 4 4.5
Concentracion C1/2

FIGURA 18. Logaritmo del ancho A; en funcién de la concentracién
C} /2 obtenidos como una solucién a la ecuacién (6.28) y (6.29). Los
puntos (M) representan los valores numéricos obtenidos en tanto que
la linea soélida es un ajuste por minimos cuadrados a un polinomio de
grado uno de la forma log A; = log Ao+ A1C /2. El ajuste por minimos
cuadrados nos permite determinar los valores Ag = 0.006 y que A; =
0.96

Los resultados anteriores indican que tanto la ubicacién del méximo ¢' de la
funcién de particién, como el ancho A del mismo son funciones de la concentracién
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C /2. Las expresiones deducidas para estas relaciones funcionales son las siguientes,

(6.32) (' =ao+ a1Cy 2
A< = Ao exXp (A1Cl/2),

con los valores numéricos para ag, a1, Ag y Ay descritos anteriormente. Estos dos ele-
mentos nos permiten analizar a continuacién la dependencia funcional del cambio
AﬁF en términos de la concentracion C /5. No estd demds insistir en la relevancia
de este punto, dado que los experimentos de desnaturalizacién de proteinas sugieren
que la cantidad AﬁF depende efectivamente, de la concentracion C j,.

Al sustituir las relaciones (6.32) en la ecuacién para la energia libre F' (Ecuacion
6.24), obtenemos la siguiente expresién

(6.33)
K K 1
F=—-RT (210gy — BTU + (K + i)logK —log V27 + log Ay + A1C1/2) +
- 252 )
— RTBE™ exp < [1 + tanh (ag — a’lCl/Q)] >+

K BKU K 1 + tanh (aop — a1C4 /2)
— RTtanh (a — d! Dogy - PBY
RT tanh (a0 — a1C1 ) { g OBV y tgee [1 — tanh (ag — a}C12) *

RT K? K?
+— {log [4 (1- tanh? (ag — a’lcm))} + Klog [4 (1- tanh? (ag — a'lCl/g))] } .

en donde a} = |a; — 1|.

Para el intervalo de concentraciones de urea o GdnHCI necesarios para desnatu-
ralizar a una proteina en condiciones estandar de presién y temperatura, [0 — 8] M
[Ghelis and Yon, 1982], la cantidad |ag — a}C} /2| < 7/2, por lo que podemos utilizar
esta propiedad para hacer un desarrollo en serie de Taylor de la ecuacién (6.33) que
haga mucho més explicito el papel de la variable C} 5 en la energia A%F . A primer
orden de aproximacién en la variable |ag — a} C; /2\ se obtiene que,

(6.34) ANF = —RTA(K,U,v) — RTACy )5+

K KU
— RT(ap — a1 C 2) [2 logv — % + K(ag — a’lCl/Q)] +

RT(K +1 K?
(2) log [4 (1 — (ap — a/101/2)2)} )

en donde el coeficiente A(K, U, v) estd dado por la expresion,

(6.35) A(K,U,v)= <12{10g1/ — ﬂKTU + <K+ ;) log K — log\/ﬁ—l—logA0> .
La expresion (6.34) implica que a primer orden en la aproximacién hecha, el cam-
bio AQF tiene tres contribuciones en funcién de C' /5, un término lineal, un término
cuadratico y un término logaritmico, el cual contiene como argumento al cuadrado
de Cy/3. La dependencia funcional del cambio energético en una desnaturalizacion
inducida quimicamente es en la actualidad un tema de discusién abierto [Asgeirsson
et al, 2006], [Sharma et al, 2006]. Para proteinas como la lizosima en su variante
natural, la ribonucleasa-A y ciertos tipos de citocromo-c, los resultados experimen-
tales para AﬁF muestran una dependencia lineal en funcién de C}/, [Gupta and
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Ahmad, 1999], en tanto que para otras proteinas, como la hisactofilina, los resulta-
dos experimentales estdn en mejor correspondencia con un perfil cuadratico [Wong,
2004]. El resultado que hemos derivado del MEZ (Ecuacién 6.34) contiene ambos
comportamientos. El coeficiente mq del término lineal depende en proporcién directa
del tamano del espacio conformacional de la macromolécula a través de la variable v,
de la separacion energética U entre los estados no nativos y de la temperatura 7' del
sistema, de acuerdo a,

RTK RKU
(6.36) m=— logr — o

Tal como se puede observar de la Ecuacién (6.36), tanto los grados de libertad de
la macromolécula como el tamano de la separacién energética entre los estados no
nativos juegan un papel sustancial en el valor de m;. De forma tal, que siendo consis-
tente con los resultados anteriores podriamos decir que, para aquellas proteinas con
espacios conformacionales de mayor dimensién, y por tanto de mayor estabilidad, el
coeficiente mj podria representar la contribucién dominante para el cambio de energia
libre y que por tanto en este caso, A%F se escribiria como

(6.37) ARF ~ AJF® —my Oy o,

resultado observado experimentalmente para las proteinas mencionadas anteriormen-
te. Para el caso del coeficiente cuadratico ms, éste depende sélo del tamano de la
macromolécula y de la temperatura, de acuerdo a

(6.38) my = RTK.

Dado que la diferencia sustancial entre los coeficientes m y mo radica en la presencia
de los grados de libertad en el primero, podriamos sugerir entonces que el compor-
tamiento lineal observado en algunos casos de desnaturalizacién tiene su origen en
la multiplicidad de estados de la estructura desplegada. Modelos tedricos que calcu-
lan el coeficiente m, partiendo de modelos microscépicos de la proteina, asocian al
coeficiente my con el nimero de grupos residuales expuestos al solvente durante el
mecanismo de desnaturalizacion. La idea que presentamos aqui puede resultar en una
descripcién complementaria a la anterior.

— RTA,;.

Los resultados anteriores constituyen el ntucleo central del primer eje de inves-
tigacién de este trabajo, el cual se refiere a la estructura del paisaje energético y
la estabilidad del estado nativo de una proteina en presencia de agentes quimicos
[Olivares-Quiroz L.,and Garcia-Colin L.S., 2007]. Las perpectivas del MEZ son diver-
sas y seran discutidas en el Capitulo V. A continuacién procederemos con el programa
planteado al inicio enfocando la atencién a la distribucion de tiempos 7 en los cuales
ocurre la desnaturalizacién de una proteina en funciéon de la temperatura 7. Para
abordar esta problematica, estableceremos en primera instancia una conexién entre
la transicion vitrea en liquidos orgénicos y la desnaturalizacién térmica de proteinas.
Posterior a ello, deduciremos una expresién analitica para la entropia configuracional
de un polimero que puede adquirir una estructura helicoidal, la cual nos servird como
punto de partida para establecer la forma funcional de los tiempos de relajacion es-
tructural de una macromolécula en funcién de la temperatura 7T'.



CAPI{TULO 4

Cinética del Plegamiento y la Transiciéon Vitrea

En el Capitulo III propusimos un formalismo fenomenolégico para calcular el
cambio de energia libre AﬁF entre los estados nativo y desnaturalizado de una pro-
teina, los cuales de acuerdo a la Hipétesis Termodindmica de Anfinsen (Capitulo I),
son estados de equilibrio termodindmico [Anfinsen et al. , 1961]. En este capitulo
centramos la atencién en el segundo eje de investigacién de este proyecto doctoral,
el cual se refiere a aspectos cinéticos del mecanismo N — D y su conexién con el
fenémeno de la transicién vitrea (glass transition) en liquidos sobreenfriados, esto es,
con la generacién de estructuras cuasi-cristalinas fuera de equilibrio por debajo de
la temperatura normal de cristalizacién del liquido [Angell, C., 1995], [Angell, C.A.
, 1995b]. Propondremos que dadas las similitudes termodindmicas observadas entre
la transicion vitrea en liquidos y la desnaturalizacién de proteinas, es posible utilizar
el formalismo propuesto por Adam y Gibbs [Adam and Gibbs, 1965] para calcular el
tiempo 7 de relajacién estructural entre el estado IV y D en una proteina.

El programa del capitulo es el siguiente. En primera instancia mostraremos algu-
nas de las lineas generales sobre las cuales se desarrolla la investigacion en la cinética
del plegamiento. Posterior a ello, presentaremos la evidencia experimental que sus-
tenta una analogia entre la transicion vitrea y la desnaturalizacién de proteinas, al
menos en un nivel termodindmico. En la seccién subsecuente, calcularemos las fun-
ciones termodinamicas AYH, ADS y ARG para la desnaturalizacién térmica de la
mioglobina, proteina que tomaremos como prototipo de andlisis en este Capitulo.
Una vez calculadas, sugeriremos un formalismo basado en geometria diferencial de
curvas en el espacio, para calcular la entropia configuracional As de un polimero en
una conformacion helicoidal. Asi, el cdlculo del cambio de entropia global AﬁS del
sistema y del cambio de entropia configuracional de una subestructura del mismo As
nos permitirdn construir los elementos necesarios para la aplicacién del formalismo de
Adam y Gibbs a la desnaturalizacién de proteinas. En la dltima parte mostraremos
la forma funcional para 7. y discutiremos algunas implicaciones de estos resultados.

1. La Transicion Vitrea y la Desnaturalizacién de Proteinas.

Una de las clasificaciones mas simples y estandar en cursos elementales de Fisica
organiza a la materia de acuerdo a su habilidad para fluir. Se dice que los liquidos,
gases y plasmas son estados de la materia en los cuales su organizacion molecular es
tal que les permite fluir, esto es, mostrar desplazamientos relativos entre si. Por otro
lado se define a los soélidos, ya sea cristalinos o amorfos como sistemas para los cuales
su grado de fluidez se ha reducido casi a cero, para condiciones estandares de presion
y temperatura. La definicién anterior, que es esencialmente correcta y funciona bas-
tante bien para la mayoria de los liquidos y sélidos estandar, utiliza en el fondo el
concepto de difusiéon molecular. En términos de esta propiedad, se diria entonces que
los gases exhiben un grado mayor de difusiéon molecular que los liquidos, los cuales a
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su vez un grado mayor que lo sélidos, y asi sucesivamente. El uso del término difusion
molecular nos parece méas apropiado para definir a los estados de la materia, dado
que es en este sentido en el cual sucede la definicién estandar del estado vitreo.

Para estar en posicién de dar una definicién mas precisa del estado vitreo, dis-
cutiremos brevemente la fenomenologia observada durante la transicién del estado
liquido al estado vitrificado. Una vez que se inicia el proceso de enfriamiento gradual
del liquido formador de vidrio, se observa que conforme la temperatura 1" se apro-
xima al valor critico T}, en donde normalmente se observaria la transicién al estado
cristalino, el sistema toma un ruta diferente y accesa a un estado distinto, en donde
el tiempo necesario para que el sistema alcance un estado de equilibrio termodinami-
co se incrementa en forma significativa [Angell, C., 1995]. Asociado a este proceso,
mediciones calorimétricas del calor especifico C), tanto en la fase liquida como en este
nuevo estado muestran un decremento significativo en el cambio del calor especifico
entre estos dos estados. Esto es, Az‘] C,=0Cy— C’;, < 0, en donde CIl, se refiere al calor
especifico en el estado liquido y Cj se refiere al calor especifico en el estado vitreo.
Diversos estudios realizados con dindmica molecular confrontados con esquemas teori-
cos deducidos de la teoria de acoplamiento de modos (Mode Coupling Theory) han
permitido elucidar un panorama general de lo que ocurre a nivel molecular durante
la transicién vitrea [Bengtzelius, 1986],[Gotze., 1989].

De acuerdo a esto, a temperaturas estandares para el estado liquido, el sistema
puede considerarse como un conjunto de particulas en constante movimiento cadti-
co debido a las fluctuaciones térmicas del medio, las cuales colisionan entre si de
acuerdo a lo predicho por la Mecénica Estadistica de Equilibrio. A esta temperatu-
ra y densidad, las colisiones son lo suficientemente rapidas y ocurren en distancias
intermoleculares suficientemente amplias comparadas con las distancias intermolecu-
lares que en promedio, pueden difundirse dentro del liquido permitiendo alcanzar al
sistema un estado de equilibrio termodindmico a nivel macroscépico. Conforme la
temperatura 1" y el volumen comienzan a disminuir, la densidad del sistema se incre-
menta de forma que las particulas ahora tienen un espacio menor para la difusién y
las colisiones se hacen mas frecuentes dentro del mismo volumen. Esto es, el grado
de difusion molecular del sistema decrece significativamente en comparacion con el
estado liquido. En términos del llamado tiempo de relajacién estructural 7., que no
es mas que el tiempo requerido para que las moléculas puedan recorrer una distancia
interatémica, el estado vitreo corresponde entonces a un estado en donde el tiempo
7, requerido para que las particulas se difundan, se ha incrementando enormemente
en comparacion con el del estado liquido, impidiendo asi que el sistema alcance un
estado de equilibrio termodindmico. [Avramov, 2005].

La idea anterior permite entonces definir al estado vitreo en términos operacio-
nales ya sea mediante la medicién del cambio AC), o bien mediante experimentos de
difraccién de neutrones, los cuales permiten la medicién indirecta del tiempo de rela-
jacién estructural 7,.. La Figura (1) muestra el comportamiento del calor especifico C),
en funcién de la temperatura 7' en la vecindad de la transicién vitrea para diversos
sistemas liquidos como el Tolueno (A), para aleaciones metdlicas como Au-Si (B),
sistemas unidos covalentemente como la mezcla AsySes (C) y compuestos estructu-
rados en redes abiertas como el caso de GeOz (D). En todos los casos, se observa
un cambio abrupto del C), en la vecindad de la temperatura 7T,. El andlisis de estas
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curvas provee de una definicién operacional para la temperatura Ty a la cual ocurre la
transicién vitrea y que corresponde a la regién en donde finaliza el decremento de AC,.

A 3 B
Toluene Au-Si

Cp/(3NR)

1.0 T, 1.0

F1GURA 1. Cambio del calor especifico C), en funcién de la temperatu-
ra T para el tolueno (A), Au-Si (B), AsaSes (C) y GeO2 (D). Aunque
la intensidad del cambio AC), es distinta para cada tipo de material, se
observa como rasgo general que conforme la temperatura del sistema
ha disminuido por debajo de la temperatura de transicién vitrea Ty,
la forma funcional del )}, se aproxima al comportamiento lineal tipico
del estado cristalino. Tomado de [Angell, C., 1995].

El decremento abrupto del calor especifico AC), en la vecindad de la temperatura
T, es reconocido como uno de los signos mas caracteristicos de que el sistema ha
entrado en una conformacién estructural distinta a la de un liquido. Sumado a lo
anterior, la viscosidad n del sistema sufre también modificaciones sustanciales, dado
que ésta es una propiedad macroscopica del sistema asociada con una propiedad
microscépica, que es el tiempo de relajacién estructural 7,., de acuerdo a la ecuacién
propuesta por Maxwell

(1.1) N = GooTr,

en donde G, es el tensor de esfuerzos y 7 la viscosidad del sistema. En vista entonces
de la conexién entre el tiempo de relajacion estructural 7, y la viscosidad, es posible
anadir un elemento més a la caracterizacién de la transicion vitrea mediante medicio-
nes experimentales de la viscosidad. Si se elige una viscosidad de referencia n, = 10'3
poise para la temperatura Ty, es posible establecer una escala universal para el com-
portamiento de n en funcién de Ty agrupar entonces las graficas de viscosidad versus
temperatura para diversos sistemas. La Figura (2) muestra el comportamiento de la
variable logn en funcién de la variable adimensional Tj;/T" para diversos sistemas.
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F1aUurA 2. Gréfico de la viscosidad n en funcién de la temperatura T
para diversos materiales de acuerdo a [Angell, C., 1995]. Los puntos
corresponden a los datos experimentales en tanto que las curvas séli-
das son ajustes de los datos para la ecuacién 1.2. El comportamiento
observado para n(7T') permite clasificar a los sistemas formadores de
vidrios en fragiles, para aquellos que no siguen una dindmica de tipo
Arrhenius; y fuertes, para aquellos que si la siguen.

La Figura(2), que apareci6é por primera vez a mediados de los noventa muestra
que existen en esencia dos tipos de comportamientos diferentes para la viscosidad de
liquidos formadores de vidrios. Por un lado, para sistemas como SiOs y GeOs, se
observa que log (1) tiene un comportamiento lineal en funcién de la variable adimen-
sional T, /T, en tanto que otro tipo de sistemas, como el glicerol o el tolueno exhiben
una viscosidad con una dindmica diferente. Para ajustar los datos experimentales
observados en la gréafica (2), Fuchel-Vogel-Tamman propusieron una ecuacién feno-
menolégica de tipo Arrhenius para la viscosidad en funcién de la temperatura. Esta
ecuacién contiene sélo un parametro ajustable, el cual indica el grado de desviacién
del sistema de un comportamiento de tipo Arrhenius ideal. Esta relacién estd dada

por,

DTy
1.2 = ——
(1.2) 1 = 7o €xXp (T T0)7

en donde T es una temperatura de referencia, 79 es la viscosidad del sistema a esta
temperatura y D es el pardmetro ajustable que mencionamos anteriormente. Uno de
los hechos més interesantes en referencia a la ecuacién (1.2), es que reproduce los
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perfiles de la viscosidad mostrados en la grifica mediante la elecciéon adecuada del
parametro D, el cual generalmente oscila entre 5 < D < 100 [Garcia-Colin, L.S.,
1999b]. El hecho de que existan en esencia dos tipos de comportamiento para la vis-
cosidad 1 en funciéon de T', indica también la presencia de dos dindmicas distintas
para el comportamiento de los tiempos de relajacién estructural del sistema, en vista
de la ecuacién (1.1). Este caracteristica ha sugerido una clasificacién para los tipos
de estados vitreos en funciéon de su viscosidad. Dentro de este esquema, se conoce
como liquidos fuertes a aquellos, como el Si0s, cuya viscosidad sigue una dindmica
de tipo Arrhenius y vidrios frégiles a aquellos cuyos liquidos que los forman, muestran
desviaciones significativas de este comportamiento. En términos de la ecuacién (1.2)
y del parametro D, los vidrios fuertes corresponden a valores mayores del parametro
D, en tanto que los vidrios fragiles tienden a ser representados por valores menores
de D. Si bien la ecuacién (1.2) ha mostrado ser un excelente ajuste para los datos
experimentales provenientes de liquidos inorganicos, no reproduce correctamente la
dindmica del estado vitreo para liquidos poliméricos, dado que en este caso la vis-
cosidad también depende del peso molecular del liquido. Para resolver esta cuestion,
William, Landel y Ferry [Angell, C., 1995] introdujeron un enfoque distinto, basado
en una propuesta fenomenoldgica directa para el tiempo de relajacién estructural 7,
la cual funciona bastante bien para vidrios poliméricos si se eligen las constantes ade-
cuadas. De momento no abundaremos mas en este tépico dado que lo retomaremos
con detalle en pérrafos subsecuentes cuando discutamos el formalismo de Adam y
Gibbs, el cual serd nuestro eje base para analizar la desnaturalizacién de proteinas.

Hemos discutido aqui que la transicién vitrea es un proceso que va acompanado
de una disminucién del calor especifico AC), cuando el sistema cruza la temperatura
de transicién T,. Esto es, conforme el sistema pasa del estado liquido estandar al
estado vitrificado, el AC), < 0, cuya intensidad depende del comportamiento en la
viscosidad n en funcién de la temperatura, esto es, del grado de ’fragilidad’ del liquido
en cuestion. Para reconocer la importancia de esta caracteristica termodindmica en la
desnaturalizacién de proteinas, recordemos que tal como lo discutimos en el Capitulo
III, los experimentos calorimétricos que monitorean el desdoblamiento del estado
nativo N y su conversion en la estructura desplegada D, indican que este proceso se
realiza con un absorcién de calor significativa, lo cual se refleja en un cambio positivo
para el AC), de este proceso. Tal como lo muestra la Figura (3) y que reproducimos
aqui para facilidad de comparacién, el incremento del pH tiende a incrementar la
estabilidad de la proteina y por tanto a intensificar el pico de absorcién de calor.
Las lineas punteadas muestran el comportamiento de los calores especificos para el
estado nativo C’ZJ,V y para el estado desnaturalizado Cz]? en funcién de T, los cuales
muestran un comportamiento creciente con una ligera curvatura. Esta caracteristica
induce a su vez la presencia de una curvatura positiva para la diferencia AﬁC =
CIP — CZJ,V , de forma tal que en los experimentos de calorimetria de barrido se observa
que la desnaturalizacién de proteinas va acompanada por un incremento en el calor
especifico. Esto, es AC), > 0.

Para explicar el incremento en el calor especifico, Kauzmann propuso el ahora lla-
mado efecto hidrofébico que tal como revisamos en el Capitulo I1I, propone que dado
que el estado nativo estd conformado por un nicleo de grupos residuales hidrofébicos
y una superficie hidrofilica, la transicién entre este estado y la estructura desplegada
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F1GUra 3. El calor especifico molar C), para dos proteinas a) Barnasa
con una masa molecular de M,, = 12.4 kDa y para b) Ubiquitina de
masa molecular M,, = 8.4 kDa en presencia de diferentes valores de
pH. De acuerdo a Privalov P.L. y Dragan A.I. [Privalov and Dragan,
2007]

implica entonces la exposicion de los grupos hidrofébicos a las moléculas del solvente.
Esta situacién implica entonces dos efectos en el sistema proteina-+solvente,

= Por un lado la desorganizacion de la proteina en si genera un incremento en la
entropia AS > 0, dado que el estado desnaturalizado tiene un nimero mayor
de microestados accesibles. Este efecto produce una contribucién positiva en
el AC), de la transicién.

= Por otro lado, la exposicion de los grupos no polares de la proteina al sol-
vente implica también una reorganizaciéon estructural de las moléculas de
agua. Como se sabe, en el estado liquido las moléculas de agua se hallan
unidas en su mayoria por puentes de hidrégeno, con una energia promedio
5 kcal/mol por puente de hidrégeno. Al ser liberados los grupos no polares
hacia la superficie de la proteina, las moléculas de agua circundantes deben
modificar su orientacién a fin de evitar el contacto directo con ellos. Este
proceso implica un decremento en la entropia del sistema AS < 0, dado que
existird entonces un numero menor de conformaciones accesibles para las
moléculas de agua.

Estos dos efectos, por un lado un incremento en la entropia proveniente de la ruptura
de la estructura nativa en si y por otro lado un decremento en la entropia como
resultado de la organizacién molecular del solvente, generan una contribucién total
AS < 0, dado que el segundo efecto es de mayor intensidad. Si observamos entonces
que el cambio de la energia libre AF' esta dado por

(1.3) AG = AH — TAS,

veremos que la contribucién entrépica negativa —TAS genera un término positivo
para AG, haciendo entonces que en forma global, el proceso de exposicién de los
grupos polares de la proteina al solvente sea desfavorable en términos termodinamicos
[Finkelstein and Ptytsin, 2002]. Por otro lado, dado que el cambio AC), esta asociado
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Table 1: Data for 13 Unique Single Domains in Our Study®

protein N PDBeniry  method  resolution (A) Is ("C) AHe (keal/mol) ACy (keal mol™* K1)

Ssold 62 1550 NMR 078 634 0.62 4 0.04
TmCsp 66 82 62.6 1L1£01
BsHpr 87 2HID NMR 734+02 581+17 1174005
A repressors—g 80 ILMB Xray Li 572401 680+10 144+ 003
Barstar a0 1410 Xeray 276 7127+£03 724 £386 127+£024
Snase 149 IEY( Xeray 16 328 06 +2 22

FeCt bsgy 106 1QPU NMR 672403 04 £35 24404
GDH domain IT 150 1B2§ X-ray 30 626 702 +40 14£03
Cpoflgl 104 1A8T Xeray 27 61035 66.5+09 18
K-ST1 181 1AVU Xeray 23 560 1025414 26+01
apoflavodoxin 168 IFTG X-ray 20 573401 63.1+07 134£002
thioredoxin 108 JTRX Xeray 1.68 870 1069+11 166 + 003
ADAh 80 IAYE Xeray 18 770 476 0.86+033

Ficura 4. Datos termodindamicos de la desnaturalizacién N = D
para trece proteinas conformadas por un sélo dominio analizadas por
Kumar et al. [Kumar,Tsai and Nussinov, 2003]. Estas proteinas exhi-
ben su maxima estabilidad a temperatura ambiente y tiene una tem-
peratura de desnaturalizacién Tg. Se observa que el cambio AC), es
positivo en todos los casos y oscila entre 0.5 — 2.5 kcal/Kelvin mol

con el cambio de energia libre AF' a través de la relacién
O’AF
oT?

es posible ver en forma directa que una curvatura negativa en el cambio de energia
libre AF y por tanto la existencia de un méaximo en la estabilidad del sistema, in-
ducirdn un AC), positivo. En la actualidad, se considera que el mecanismo anterior
representa la contribucion més importante para el cambio positivo en el calor especifi-
co de las proteinas en un proceso de desnaturalizacion estandar. Uno de los calculos
més conservadores en este sentido, es el propuesto por Schellman et al, el cual sugiere
que el 75% del AC), proviene justamente del efecto hidréfobico [Schellmann, 1997].
Pese a que otros autores proponen que tanto el efecto hidrofébico como las interaccio-
nes electrostéticas contribuyen de igual forma a la estabilidad del estado nativo [Pace
et al, 1996], las simulaciones computacionales y los andlisis termodindmicos de los
experimentos de desnaturalizaciéon indican, que al menos para proteinas globulares
de dos estados, el efecto hidrofébico representa la contribucién dominante [?]. La Fi-
gura (4) muestra los datos experimentales reportados por Kumar et al [Kumar,Tsai
and Nussinov, 2003], para trece proteinas conformadas por un sélo dominio y que
exhiben una transicién N & D altamente cooperativa con un grado de reversibilidad
de aproximadamente el 95%. Tal como se muestra, en todos los casos la transicién
N — D estd acompanada por un incremento sustancial del calor especifico C), el cual
oscila entre 0.5 — 2.5 kcal/Kelvin mol.

(1.4) AC, = -T

Para el caso estandar de la desnaturalizacién de proteinas, en donde los grupos
no polares se hallan en el nicleo hidrofébico, el AC), > 0. Sin embargo, estudios de
cadenas polipéptidas conformadas por grupos residuales exclusivamente hidrofilicos
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muestran que en este caso el AC, < 0, como sucede en la transicién vitrea . De
forma entonces que el signo de AC), permite distinguir la solvatacién de grupos no
polares (+), de la solvatacién de grupos hidrofilicos (-), en contraposicién con el signo
del cambio de entalpia AH y de entropia AS que son ambos negativos tanto para
los grupos polares como para los hidrofébicos [Murphy et al, 1990], [Baldwin, 1986].
Asimismo, la conexién entre el cambio de energia libre AF y el calor especifico AC),
(Ecuacién 1.4) implica que para un AC), > 0, la curvatura de AF < 0 en funcién de
T es negativa y consecuentemente que AF versus T tiene un méximo de estabilidad
para una temperatura dada. Esta caracteristica coincide con lo observado experimen-
talmente y también implica que la estabilidad de las proteinas disminuye conforme
la temperatura desciende dando origen al fenémeno conocido como desnaturalizacion
en frio (cold denaturation) [Robertson and Murphy, 1997], [Prabhu and Sharp, 2005].

En este nivel de la discusién hemos presentado dos caracteristicas comunes entre
la transicién vitrea y la desnaturalizacién de proteinas. Por un lado el comportamiento
anoémalo del calor especifico durante la transicion, AC, > 0 para la desnaturalizacién
de la estructura nativa y AC, < 0 para el sobreenfriamiento de un liquido formador
de vidrios y por otro, el decremento en ambos casos de la entropia configuracional
del sistema. En el caso de la transicién vitrea, el cambio AS < 0 es una consecuencia
directa del incremento en el tiempo de relajaciéon estructural 7. y del consecuente
congelamiento de grados de libertad colectivos del sistema. En el caso de la desnatu-
ralizacion de proteinas, el decremento AS < 0 observado proviene de la interaccion
entre la cadena polipeptidica y las moléculas del solvente. Como ya establecimos, la
exposicién de los grupos no polares del nicleo hidrofébico induce un rearreglo sustan-
cial en la orientaciéon de los puentes de hidrégeno en el solvente, restringiendo asi el
numero de posibles conformaciones accesibles a las moléculas del solvente. Este efec-
to, de mayor intensidad que el cambio entrépico positivo debido a la desorganizacion
de la cadena polipeptidica, representa la mayor contribucién energética —TAS para
el cambio de energia AF a temperatura ambiente.

La similitud entre los procesos de desnaturalizacion de proteinas y la transicion
vitrea va més alla de las caracteristicas termodindamicas discutidas aqui. Se extienden
también a procesos de tipo cinético, como es el caso de la enorme similitud existente
entre los espectros Raman y de difraccion de neutrones de las proteinas hidratadas y
de ciertos tipos de estructuras vitreas lo cual indica la existencia en ambos casos de
un pico bosénico en el factor de estructura S(q,w) [Orecchini, 2001], [Leyser et al,
1999]. Por otro lado, la presencia de distintas escalas de tiempo para los procesos de
relajacién hacia el equilibrio tanto en proteinas como en vidrios [Piazza et al, 2005],
ha sugerido que la analogia entre ambos sistemas va mas alld de simples coinciden-
cias. En este sentido, la mayoria de los autores sugieren que la presencia de multiples
interacciones entre los componentes de cada uno de estos sistemas, aunados a la pre-
sencia del fenémeno de la frustracion y de un paisaje energético con una geometria
de multiples minimos locales, puede conducir a la explicacién mas plausible para las
coincidencias observadas.

2. Teoria Basica de la Transicion Vitrea.

De acuerdo entonces a lo discutido anteriormente, es posible en principio construir
una analogia entre la desnaturalizacién de proteinas y la transicion vitrea a distintos
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niveles de descripcién. Desde una teoria microscépica basada en la construccién de
un Paisaje Energético hasta un enfoque fenomenolégico que tome en cuenta las simi-
litudes termodindmicas observadas en ambos casos. En la presente seccién partiremos
de esta ultima opcién para establecer una conexion entre la transicién vitrea y la des-
naturalizacion de proteinas. Esto es, dado que ambos fendmenos estdn caracterizados
por un cambio de entropia configuracional negativo AS < 0 y un incremento sustan-
cial del calor especifico AC), (positivo para la desnaturalizacién y negativo para la
transicién vitrea), consideraremos entonces que ambos procesos pueden describirse,
al menos en un nivel termodindamico, mediante formalismos similares. Si aceptamos
como verdadera esta premisa, entonces podremos utilizar algunas de las herramientas
formales desarrolladas en el campo de la materia condensada para calcular cantidades
de relevancia en la desnaturalizacién de proteinas. En este caso, estaremos interesados
en particular en una variable dindmica del proceso, el asi llamado tiempo de relajacion
estructural 7.. En el caso de la transicién vitrea, la variable 7, es un indicador ma-
croscopico de los procesos microscépicos de congelamiento de los grados de libertad
del sistema, dado que depende explicitamente del cambio entrépico entre el estado
liquido y el estado vitreo del sistema. En el caso de la desnaturalizacién de proteinas,
la interpretacién del tiempo 7, se refiere al tiempo requerido para cambiar la confor-
macion estructural de la macromolécula y, dado que justo esta caracteristica es la que
define la transicién entre el estado nativo N y el estado desplegado D, podemos ver
entonces que en forma natural el equivalente del tiempo de relajacion estructural en
vidrios corresponde al tiempo de plegamiento y/o desnaturalizacién de una proteina
cuando el proceso es reversible.

El programa que desarrollaremos en esta seccién entonces puede desglosarse de
acuerdo a lo siguiente. En una primera parte, describiremos el formalismo propuesto
por Adam y Gibbs para calcular el tiempo de relajacién estructural en vidrios de na-
turaleza polimérica, cuya viscosidad n como vimos anteriormente, no sigue una curva
de Arrhenius en forma estricta. La propuesta de Adam y Gibbs toma en considera-
cién esta propiedad y, basdndose en argumentos de mecénica estadistica, calcula el
tiempo 7 en funcién de la temperatura, del cambio de entropia configuracional AS
del sistema y de la entropia conformacional de subregiones del sistema capaces de
reorganizarse estructuralmente en forma independiente del resto del mismo. Para es-
tar en condiciones de aplicar estas ideas al caso de la desnaturalizacion de proteinas,
discutiremos posteriormente la manera de determinar tanto el cambio de entropia
configuracional AS. entre los estados N y D como el cambio de entropia confor-
macional As de una subregién de la estructura nativa de una proteina. Finalmente
aplicaremos las ideas desarrolladas para el caso de la desnaturalizacién inducida por
temperatura de la mioglobina, una proteina esencial para el transporte de oxigeno a
los tejidos del organismo y cuya estructura nativa estd conformada esencialmente por
hélices a.

2.1. Formalismo de Adam y Gibbs para la transicién vitrea en liquidos
organicos. Tal como mencionamos brevemente en la seccién anterior, para el caso
de liquidos poliméricos formadores de vidrios la viscosidad 7 y el tiempo de relajacion
T, 1O siguen un comportamiento de tipo Arrhenius en funcién de la temperatura 7'
como el descrito por la ecuacién (1.2). Para tratar de reproducir el comportamiento
observado experimentalmente para la variable 7, Williams, Landel y Ferry [William
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et al, 1955] propusieron empiricamente una ecuacién de la forma
C (T —Ts)
Cy + (T — TS) ’
en donde a = 7,.(T") /7, (Ts) es el cociente de los tiempos 7, en la temperatura 7'y una
temperatura de referencia T y C7 y C2 son dos constantes para ajustar a los datos

experimentales. La ecuacion (2.1) escrita en términos del tiempo 7,.(T) tiene entonces
la forma siguiente

(2.1) —logar =

(2.2) 7(T) = 7(Ts) exp ( G(T - T;) )>,

CCo+ (T —T,

en donde se observa en forma mas clara que el tiempo 7, tiene en este caso un com-
portamiento de tipo no-Arrhenius.

La relevancia de la ecuacién (2.2), conocida como Ecuacién WLF, radica en su ca-
pacidad para reproducir el comportamiento de la variable 7, cerca de la temperatura
de transicién vitrea T para un nimero considerable de liquidos formadores de vidrio
eligiendo un tnico par de constantes C; = 8.86 y Cy = 101.6°C para todos los siste-
mas. En cierto sentido, las constantes C'; y Cy tienen entonces un caracter universal
para el intervalo de temperaturas analizadas [Williams., 1955]. Asimismo, otra de las
caracteristicas interesantes de la ecuacién WLF se refiere a la observacién hecha por
sus mismos autores, en referencia a que la temperatura de referencia Ty elegida para
cada sistema consistente con los valores de las constantes C7 y C5 esta relacionada en
todos los casos con la temperatura T, a la cual ocurre la transicién vitrea para cada
uno de ellos. La relacién exacta entre T y T, implica también un comportamiento
'universal’ para este tipo de sistemas, dado que la diferencia

(2.3) T, — T, ~ 50°C,

es una constante para todos los casos. La ecuacién (2.3) implica que la temperatura
de referencia Ty estd ubicada 50°C por encima de la temperatura de la transicion
vitrea Ty en todos los casos discutidos.

Asi planteado, la intencién entonces del formalismo propuesto por Adam y Gibbs
[Adam and Gibbs, 1965] es proveer de una fundamentacién para la ecuacién WLF
en términos de argumentos mecéanico-estadisticos. Para ello, se toma como punto de
partida la observacién experimental que conforme 7' — T}, la entropia configuracio-
nal S, — 0 y el tiempo de relajacién estructural 7, se incrementa significativamente.
En referencia justamente a la entropia configuracional, Kauzmann observé que si se
extrapolan los graficos de la entropia S, en funcién de la temperatura por debajo de
la temperatura 7Ty, la entropia adquiria valores por debajo de la entropia del cris-
tal correspondiente, el cual corresponde al estado de mayor ordenamiento molecular
del sistema y por ende, el correspondiente a la menor entropia conformacional po-
sible. Este hecho, conocido como la Paradoja de Kauzmann [Kauzmann, W., 1959],
ha recibido una atencién considerable desde su planteamiento y forma parte de las
motivaciones de Adam y Gibbs para construir una fundamentacién para la ecuacion
WLF. A este respecto y a manera de explicacion, Gibbs y Di Marzio propusieron
que la extrapolaciéon de los graficos AS,. versus T para T' < T}, es esencialmente in-
correcto, dado que en este intervalo de temperaturas el sistema exhibe un transicién
de fase de segundo orden a una temperatura 75, en donde la entropia conformacional
se hace idénticamente cero y permanece constante conforme 7' — 0, en concordancia
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con el Principio de Nerst. Tal como lo discuten Adam y Gibbs en su articulo, las
temperaturas T, y 15 tienen un categoria distinta en cuanto a su significado fisico.
Mientras que la temperatura Tj en la cual se manifiesta la transicién vitrea depende
del proceso de sobreenfriamiento del liquido y por tanto no es tnica, la temperatura
T5 a la cual ocurre la transicion de fase que anula la entropia del sistema esta definida
sin ambigiiedad a través de la relacién S.(T3) = 0.

El primer paso en el esquema de Adam y Gibbs supone que el liquido forma-
dor de vidrio puede subdividirse en n regiones espaciales que pueden modificar su
conformacion estructural en forma independiente y N — n regiones que no presen-
tan esta propiedad. Estas n regiones las denomina regiones cooperativas (Cooperative
Rearrengements) y estan definidas en esencia como subregiones del sistema que inter-
actuan débilmente con las demas, de forma entonces que pueden reestructurarse en
forma independiente del resto del sistema. Si llamamos z al nimero de moléculas o
segmentos en una cadena polimérica que integran a cada una de las regiones coopera-
tivas del liquido, entonces el sistema estd compuesto por n regiones cooperativas con
una distribucién de tamanos {z; }. Asumiendo un estado de equilibrio termodindmico
a temperatura 7', la probabilidad W de que alguna de las n regiones cooperativas
exhiba un cambio estructural estd dado por

zAp

(2.4) W(T) = Aexp ( T >,

en donde Ay = (G' — G)/z y G’ y G representa las energias libres de las regiones
cooperativas y no cooperativas, respectivamente. En términos fisicos, la cantidad Apu
representa la barrera energética entre las subregiones cooperativas y las que no lo son
[Adam and Gibbs, 1965]. Para determinar la probabilidad media de transicién W (T)
se debe sumar sobre todas los tamafios posibles para las regiones cooperativas. Esto
es,

(2.5) W(T) = i A [exp (_Zf;”]

=2

cuyo resultado es

_ A Z*A
(2.6) W(T) = < exp (—kT“>
1—exp (— ka“) b

en donde z* representa el tamano minimo necesario que debe tener una regiéon coo-
perativa para que exhiba una transiciéon conformacional en forma independiente de
los demés. El resultado mostrado en la ecuacién (2.6) indica entonces que la méxima
probabilidad para que suceda un cambio estructural ocurre basicamente para aque-
llas regiones cooperativas de tamano critico z*. Asumiendo que el Hamiltoniano del
sistema puede separarse en una parte cinética y una parte potencial, el tamano critico
z* puede escribirse en términos de la entropia conformacional s* correspondiente a la
region cooperativa de menor tamano que es capaz de exhibir una transiciéon estruc-
tural y de la entropia conformacional S, del sistema de acuerdo a z* = Nys*/S. y
entonces la probabilidad media de transicién W queda escrita como

- o S*Ap
(2.7) W(T) = Aexp ( kaSc>,
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en donde hemos definido

(2.8) A= A

1 —exp (—2&#)

el cual es en esencia un factor constante en la vecindad de la temperatura de la tran-
sicién vitrea.

Finalmente, dado que el tiempo 7, es proporcional al reciproco de la probabilidad
media de transicién W,

1
2.9 ~—
(2 W
entonces es posible escribir al factor de corrimiento a de la ecuaciéon de WLF ( Ecua-
ci6n 2.1) de acuerdo a,

(2.10) _logar = —log <77_:"((£))> — —log [MV;((?))]

La sustitucién de la ecuacién (2.7) en (2.10) conduce entonces a la forma final para
el tiempo 7. en funcién de la temperatura T, de la entropia configuracional s* de
la regién cooperativa de tamano critico z* y de la entropia configuracional S, del
sistema, la cual se escribe como

.11 W) = (e (5 |7~ 7).

donde C' = Apus* contiene la dependencia en la entropia conformacional de la regién
cooperativa de tamano z* y R es la constante de los gases. Como caso de anélisis,
Adam y Gibbs observan que si se considera que el AC), de la transicién liquido-
estructura vitrea no depende de la temperatura T', entonces es posible calcular el
cambio en la entropia configuracional AS,. obteniéndose en ese caso una forma fun-
cional para el tiempo de relajacién estructural del tipo ecuaciéon WLF [Adam and
Gibbs, 1965]. La obtencién de una ecuacién del tipo WLF a partir del formalismo de
Adam y Gibbs suponiendo que el cambio del calor especifico AC), es constante, sélo
puede considerarse como una primera aproximacién al comportamiento real del calor
especifico y valida sélo en un intervalo de temperaturas muy cercanas a la transicion
vitrea.

Es justo aqui entonces donde nuestro enfoque para analizar la desnaturalizacién
de proteinas diverge de lo planteado por Adam y Gibbs. Si bien pudiera considerarse
que el AC), tiene un comportamiento constante en la vecindad de la temperatura T,
en el caso de la transicién vitrea, no es el caso para la desnaturalizacién de proteinas.
Tal como lo expusimos en secciones anteriores, los primeros experimentos de micro-
calorimetria de barrido para macromoléculas biolégicas fueron analizados con esta
suposicién, la cual refinamientos posteriores en las técnicas experimentales mostra-
ron como equivocada. Procederemos pues a continuacién a analizar la fractura del
estado nativo para la mioglobina, una proteina prototipo en donde el cambio del calor
especifico AC), no es constante respecto de la temperatura.

3. Desnaturalizacién de la Mioglobina I. Funciones Termodinamicas.

Para determinar el tiempo de desnaturalizacién 7 de una macromolécula biolégica
desde la perspectiva propuesta por Adam y Gibbs, requerimos conocer dos cantidades



3. DESNATURALIZACION DE LA MIOGLOBINA I. FUNCIONES TERMODINAMICAS. 105

termodinamicas que caracterizan a la transicion D & N. Por un lado, es necesario
conocer el cambio de la entropia configuracional A]l\),S en funcion de la temperatura
para la macromolécula en conjunto y por otro, debemos determinar el cambio de en-
tropia conformacional As de la regién cooperativa de tamano minimo z* que es capaz
de exhibir una transiciéon conformacional. La observacion anterior define entonces las
lineas a seguir. En primera instancia, abordaremos el calculo del cambio de entropia
configuracional AS a partir de su conexién con el calor especifico AC), y de la infor-
macion experimental que tenemos sobre éste. En segunda instancia, presentaremos un
enfoque tedrico basado en geometria diferencial para calcular el cambio en la entropia
conformacional As de las regiones cooperativas. El enfoque de geometria diferencial
presentado aqui resulta un elemento novedoso en el campo de la teorias de la transi-
cion hebra-hélice, las cuales generalmente utilizan el formalismo de Zimm-Bragg y de
variaciones sobre éste. Una de las ventajas de este enfoque sobre las teorias estdnda-
res de la transicion hebra-hélice consistira en la eliminacién del elemento estocastico
presente en ellas a través del pardmetro o, que representa la probabilidad de iniciar
el mecanismo de nucleacién en la cadena polipeptidica. Finalmente integraremos los
elementos anteriores para determinar el tiempo de desnaturalizacién 7 (o plegamiento
dado que estamos considerando reacciones reversibles) incorporando esta informacién
en la ecuacién (2.11).

Para enfocar las disgresiones subsecuentes en el marco del plegamiento de las
proteinas con relevancia bioldgica, consideraremos como caso de andlisis a la proteina
mioglobina, cuya desnaturalizaciéon ha sido analizada extensivamente [Privalov and
Makhatadze., 1990], [Abruzzetti et al, 2006], [Miksovska et al, 2006]. Pese a que los
estudios de desnaturalizacién térmica de la mioglobina son relativamente recientes,
la determinacién de su estructura nativa corresponde a la década de los sesenta y
es considerado como una de las primeras aplicaciones de esta técnica al campo de la
biologia molecular. De hecho, el descubrimiento de la conformacién tridimensional del
estado nativo de la mioglobina fue una de las primeras confirmaciones experimenta-
les de la existencia de estructuras helicoidales estables en macromoléculas bioldgicas
[Kendrew., 1958].

La mioglobina y la hemoglobina pertenecen a la categoria de proteinas conocidas
como hemo-proteinas, cuya relevancia desde el punto de vista bioldgico se halla en
el hecho de su capacidad para la unién, transporte y almacenamiento del oxigeno
molecular presente en el torrente sanguineo [Branden and Tooze., 1991]. A diferencia
de la hemoglobina, que es en realidad un tetramero conformado por cuatro cadenas
polipeptidicas que pueden plegarse en forma independiente, la mioglobina esta inte-
grada por una sola cadena polipeptidica que se pliega en ocho hélices o, denominadas
con letras, de la A a la H. Dada esta caracteristica, el contenido helicoidal del estado
nativo de la mioglobina corresponde aproximadamente al 77 % al total de la macro-
molécula, en tanto que el 23 % restante corresponde a estructuras no helicoidales,
principalmente [-turns que enlazan a las distintas hélices a [Voet., 1995]. Ademés de
lo anterior, la inexistencia de hojas 3 y de enlaces disulfuro entre aminoacidos Cis
permite que los mecanismos de formacién para la estructura nativa presenten un alto
grado de reversibilidad, dado que como hemos discutido anteriormente los procesos
de formacion y ruptura de enlaces disulfuro generalmente impiden la recuperacion
de la estructura nativa en ausencia de las enzimas que catalizan esta reaccién. La
estructura primaria de la mioglobina estd integrada por K = 153 aminoéacidos que en
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conjunto proporcionan una masa molecular de M,, = 16.7 kDa, lo cual la ubica dentro
de la categoria de proteinas pequenas que exhiben un alto grado de cooperatividad
durante la transicién D & N.

En referencia a la capacidad que exhibe esta macromolécula para ligar y almace-
nar atomos de oxigeno, ésta se debe a la existencia de un atomo central de Fe dentro
del grupo hemo, el cual dado que generalmente se halla en un estado ionizado del tipo
Fet2, exhibe una afinidad significativa para el ligamiento con el oxigeno molecular.
Asimismo, la presencia del 4tomo de nitrégeno del aminoédcido His ubicado justo por
encima del plano del grupo hemo, genera un incremento adicional en la estabilidad de
la reaccién correspondiente, haciendo asi que el AG para esta reaccién sea negativo
[Reeder et al, 2004]. La Figura (5) muestra la estructura nativa de la molécula de
mioglobina obtenida mediante los datos de difracciéon de rayos X depositados en el
Protein Data Bank: (1MBN).

FIGURA 5. Estructura nativa de la mioglobina (PDB: 1IMBN) obteni-
da mediante los datos de difraccién de rayos X reportados por Watson
y Kendrew [Watson and Kendrew, 1969] depositados en el Protein Da-
ta Bank. La estructura nativa esta conformada por ocho hélices a y
K = 153 aminodcidos. El contenido helicoidal corresponde al 77 % del
total de la macromolécula y el 23 % restante corresponde a estructuras
no helicoidales de enlace.

El esquema de Adam-Gibbs sugiere que la forma funcional del tiempo de relajacion
estructural 7 estd asociado directamente con el cambio de entropia configuracional
AS. A fin de determinar esta cantidad procederemos a través de la relacién que
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conecta al cambio en el calor especifico AC), con el cambio de entropia AS. Esto es,
0AS  AC,

or T

La ecuacion (3.1) es una relacién completamente general valida para cualquier sis-
tema termodinamico. Para calcular el cambio de entropia configuracional requerida
por el esquema de Adam-Gibbs es necesario considerar entonces la contribucién con-
figuracional al calor especifico. Ain en el caso de liquidos orgdnicos o inorganicos
de composicién molecular simple, la determinacion de la contribucion exclusivamente
configuracional al AC), es un problema que plantea retos en el campo experimental
y tedrico [Cangialosi et al, 2006]. En el caso de los sistemas vitreos estandares, gene-
ralmente se considera que la diferencia entre el calor especifico del estado liquido C]l)
y el estado cristalino Cy es proporcional a la contribucion configuracional, de forma

(3.1)

entonces que se considera que Aog""f Y= Cy— C’Il) [Cangialosi et al, 2006]. En el caso
de la desnaturalizacién de las proteinas, la informacion experimental obtenida direc-
tamente de experimentos de microcalorimetria se refiere a la contribucién proveniente
de la solvatacion de los grupos no polares del nicleo hidréfobico al solvente [Privalov
and Dragan, 2007], de forma entonces que consideraremos que el calor especifico AC),
puede escribirse de acuerdo a lo siguiente,

(3.2) AC, =~ ACI,

en donde Agyd se refiere a la contribucién de solvatacién antes mencionada. En térmi-
nos generales, la solvatacién de los grupos no polares tiene dos contribuciones, una
parte vibracional AC} y una parte configuracional ACﬁonf Y las cuales provienen de
la excitacién de modos vibracionales y rotacionales de la proteina en el estado nativo.

Para al caso de la mioglobina, un anélisis en términos de modos normales de
oscilacién y su comparacién con resultados experimentales mediante espectroscopia
Mossbauer [Achterhold et al, 2002], muestra que la contribucién vibracional al calor
especifico AC) es del orden de 1073 veces la contribucién configuracional, de forma
entonces que para esta molécula podemos escribir que

hyd con fi
(3.3) ACIH ~ ACS.

Para determinar la forma funcional del Angd en funcion de la temperatura, uti-
lizamos los datos experimentales reportados por Privalov y Makhatadze [Privalov
and Makhatadze., 1990] para la desnaturalizacién de la mioglobina en el intervalo de
temperaturas 5°C' < T < 125°C los cuales se presentan en el Cuadro (1).

Temperatura (Grados Celsius) | 5 °C | 25 °C | 50 °C | 75 °C | 100 °C | 125 °C
ACIT (k] / Kelvin * mol) | 10.2 | 11.5 | 121 | 11.5 | 10.8 | 9.5

CUADRO 1. Variacién del ACZ’,lyd para la desnaturalizacién de la mio-
globina en funcién de la temperatura T de acuerdo a [Privalov and
Makhatadze., 1990].

Los datos anteriores muestran que el ACZ},lyd no es constante respecto de la tem-
peratura en el intervalo analizado y que, tal como se espera en una desnaturalizacion
dirigida fundamentalmente por el efecto hidrofébico, el AC, > 0. Si bien es posible
en principio ajustar diversas formas funcionales consistentes con el comportamiento
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observado para AC), versus T', en este trabajo propondremos una representaciéon para
ACII} ¥4 en términos de un polinomio de grado dos en T'. La razén para esta eleccién
se basa en dos argumentos. Por un lado, un polinomio cuadratico es la funciéon con
el menor nimero de parametros ajustables consistente con el comportamiento obser-
vado y por el otro, se sabe que la desnaturalizacién de varias proteinas, entre ellas la
quimotripsina, es consistente con un modelo cuadratico para el AC’;}yd en funcion de
T [Brandts et al., 1992]. Asi dicho, propondremos que el en el caso de la mioglobina,

el AC;} ¥? en funcién de T esta dado por la ecuacion
(3.4) ACHHT) = AC) + My(T — Tp) + Ma(T — Tp)?,

en donde AC’S, My y M son constantes a ajustar a partir de los datos experimentales
y Tp es una temperatura de referencia, la cual como veremos en parrafos subsecuen-
tes corresponde a la temperatura en donde el cambio de energia libre correspondiente
AG(Tp) = 0y por tanto es la temperatura de equilibrio del sistema. En términos de la
reaccion N = D, Tj es la temperatura a la cual la fraccion de moléculas en el estado
nativo es idénticamente igual a la concentracién de moléculas en el estado desplegado.

El ajuste por minimos cuadrados de la ecuacién (3.4) a los datos experimentales
mostrados en el Cuadro (1) se muestra en la Figura (6) y conduce a los valores
AC) = 1.13x10* J/Kelvin*mol, My = 36.36 J/Kelvin®*mol y My = —0.55 J/Kelvin®
*mol, en donde se ha elegido la temperatura de equilibrio de la desnaturalizacién
como Ty = 298 K. Es importante notar que el coeficiente My necesariamente debe
ser negativo a fin de que la ecuacién (3.4) exhiba un méximo como lo indican los
resultados experimentales. Considerando entonces que la solvatacién de los grupos
hidrofébicos es el efecto dominante en la desnaturalizaciéon de proteinas y que en el
caso especifico de la mioglobina la contribucién vibracional es mucho menor que la
contribucién rotacional, procedemos a la integraciéon de la ecuacién

dASentis  ACH?

(3.5) a7 T

para determinar el cambio de entropfa configuracional AS°"f9 asociado a esta des-
naturalizacion.

Integrando las relaciones termodindmicas [Pathria, 1972],

O0AH

o A0
NS  AC,
or T
(3.6) AG(T) = AH(T) — TAS(T),

(3.7)

se tienen entonces los siguientes resultados para el cambio de entalpia AH, para el
cambio de entropia AS y para el cambio de la energia libre AG. Esto es,

. 1 1
(3.8)  AH“"(T)=AH® + ACY(T — Tp) + S M(T — To)? + S Ma(T — Th)?,
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F1GuRrA 6. Comportamiento del AO[;W en funcién de T para la mio-
globina (PDB: 1MBN). Los puntos representan los datos experimen-
tales de microcalorimetria de barrido reportados por [Privalov and
Makhatadze., 1990] en tanto que la linea sélida representa el ajuste
por minimos cuadrados a estos datos de la ecuacién (3.4). La tempe-
ratura de equilibrio de la reaccion N = D se eligié como Ty = 298
K. Los valores obtenidos para las constantes son ACS = 1.13 x 10*
J/Kelvin*mol, My = 36.36 J/Kelvin?*mol y My = —0.55 J/Kelvin®
*mol
(3.9)

. M.
ASMi9(T) = AS*+ACY log (T/Tp)+My(T—Tp)— DTy log (T/TO)+72(T2—T02)+
— 2MoTo(T — To) + Mo T3 log (T/Ty),

y
: M M.
(810) AG = AH® + AC)T — To) + (T~ Tp)* + {(T —To)*+
— TASY — TACYlog (T/Ty) — TMy(T — Tp) + My ToT log (T/Tp)+
TM,

(T? — T2) + 2MoTyT(T — Ty) — TD1 T3 log (T/Tp).

2

Las ecuaciones (3.8), (2.7) y (3.10) representan entonces las funciones termo-
dindamicas para la desnaturalizacion de la mioglobina, en donde My, Ms y ACI? tiene
los valores numéricos reportados previamente y las cantidades AHY, AS® y AG®
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estan referidas a la temperatura de equilibrio Ty = 298 K. A partir de este momento,
omitiremos la notacion que hace referencia explicita a la contribucién configuracional,
por lo que a menos que se indique lo contrario, los potenciales termodindmicos que
se describen a continuacion provienen de contribuciones rotacionales.

La Figura (7) muestra el comportamiento de AH(T') y AG(T) en funcién de T,
en tanto que la Figura (8) muestra la dindmica del cambio de entropia AS(T).

x 10° AH(T) y A G(T)

25 | | — AH(T) H
— AG(T)

A H(T), A G(T) [Joules/mol]

| | | | | |
260 280 300 320 340 360
Temperatura (K)

Fiaura 7. Comportamiento de AH(T) (negro) y AG(T) (rojo) en
funcién de la temperatura de acuerdo a las ecuaciones (3.8) y (3.10). Se
observa un comportamiento esencialmente lineal para AH en funcién

de T', en tanto que la curva AG muestra un maximo de estabilidad en
Ty = 298 K.

Pese a que la ecuacién (3.8) muestra un comportamiento logaritmico para el cam-
bio de entalpia en funcién de la temperatura 7', el valor de los coeficientes que rigen
este comportamiento es mucho menor que su contraparte lineal. De forma entonces
que AH muestra un perfil lineal en funcién de T, con un cambio de signo a la tem-
peratura Ty. Para T < Ty, la entalpia AH < 0 indicando entonces que el proceso
de desnaturalizacién estd dirigido basicamente por el término entrépico —T'AS > 0,
dado que AG > 0 en esta regiéon. Para T' > Tj y hasta una temperatura aproximada
de T = 350 K, la entalpia AH >0y AS > 0 de forma que el proceso comienza a ser
dominado por la contribucién entalpica, hasta alcanzar la temperatura aproximada
de T' = 350 Kelvin, a partir de donde la contribucién entrépica vuelve a ser dominan-
te, induciendo el cambio de signo AG < 0.
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La Figura (8) que se refiere al cambio de entropia AS en funcién de T' muestra
que para temperaturas T° < Tj, la contribucién entrépica a la desnaturalizacion es
positiva, dado que AS < 0.

AS(T)
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-500

-1000

-1500

| | | | | | | | | |
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F1GUuraA 8. Comportamiento de AS(T') en funcién de T' de acuerdo a
la ecuacion (2.7). Para T' < Tj, el cambio AS < 0 de forma entonces
que la contribucién entrépica a la energia libre AG es positiva. Para
T > Ty y hasta un valor limite 350 Kelvin aproximadamente, el efecto
entrépico comienza a disminuir la estabilidad del sistema, dado que en
este intervalo AS > 0 y por tanto el término —TAS <0

El resultado anterior puede interpretarse de la siguiente manera. Conforme la
temperatura desciende por debajo de Tj, el cambio de entropia entre el estado nativo
N y el estado desnaturalizado se incrementa negativamente, esto es, la entropia del
estado nativo es mayor que la del estado desnaturalizado, en acuerdo con lo esperado.
Sin embargo, para T > Ty, el cambio de entropia AS > 0 sugiriendo entonces que
conforme la temperatura se incrementa, se inicia propiamente la marca del efecto
hidrofébico; los grupos no polares son expuestos al solvente debido a la fractura del
estado nativo induciendo un rearreglo conformacional en las moléculas polares del
solvente.

4. Desnaturalizaciéon de la Mioglobina II. Entropia de las Regiones
Cooperativas.

De acuerdo al programa planteado por la teoria de Adam-Gibbs, una vez estable-
cido el cambio de entropia configuracional AS para el sistema en conjunto, requerimos
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determinar el cambio configuracional As de la regiéon cooperativa de menor tamano
que es capaz de exhibir una transicién conformacional. En el caso de las proteinas,
las regiones cooperativas pueden identificarse en forma natural con las regiones cono-
cidas como dominios, las cuales corresponden a subestructuras del estado nativo
que son capaces de plegarse o desnaturalizarse en forma independiente del resto de la
cadena polipeptidica y que generalmente tienen una funcién biolégica especifica. Para
nuestro caso de analisis, consideraremos que las regiones cooperativas del formalismo
de Adam y Gibbs pueden identificarse con las hélices o de la estructura nativa de la
mioglobina. De forma entonces que la determinacion del cambio de entropia configura-
cional As mencionado al principio, se referira al cambio de la entropia configuracional
entre el estado helicoidal de un conjunto de aminodacidos y su estado desplegado. La
descripcién de las caracteristicas termodindmicas y cinéticas de transicion anterior se
agrupan generalmente dentro de la llamada transicion hebra-hélice, la cual ha sido
discutida ampliamente desde los trabajos pioneros de Lifshitz et al [Lifshitz, Gros-
berg and Khokhlov, 1978] y més recientemente por Grosberg y Kuznetsov [Grosberg
and Khokhlov, 1994]. Junto con las teorias anteriores, la propuesta de Zimm-Bragg
para describir la formacién y estabilidad de la estructura helicoidal en términos del
parametro de nucleacién o representan el panorama mas conocido en esta direccién.

En este trabajo abordaremos, sin embargo, un enfoque distinto. A diferencia del
formalismo de Zimm-Bragg que contiene elementos estocasticos en esencia, el esque-
ma que proponemos es completamente determinista y estd basado en el calculo de la
energia de formacién de una estructura helicoidal considerandola como un polimero
eldstico. Partimos de la idea entonces que para deformar una polimero lineal se requie-
re una energia de deformacion, la cual asociaremos con la energia interna del sistema.
A partir de este punto, utilizaremos las herramientas estandares de la mecanica es-
tadistica de equilibrio para calcular la funcién de particién a través de su conexion
con la energia interna del sistema Z = fQ exp (—(BE.)dC, en donde 2 representa el
espacio de conformaciones accesibles al sistema y E. la energia elastica del polimero
en funcién de su conformacién. Para determinar la energia necesaria para construir
la estructura helicoidal del polimero eléstico utilizaremos el marco de la geometria
diferencial de curvas en el espacio. Este enfoque ha sido utilizado en trabajos ante-
riores para analizar la deformacion de estructuras helicoidales de ADN y otro tipo de
polimeros no organicos [Marko and Siggia, 1994], [Kamien et al, 1997].

Consideremos entonces un polimero elastico de longitud L, el cual puede de-
formarse para generar una estructura helicoidal. Para representarlo, definimos una
curva R en el espacio parametrizada por su longitud de arco =, de acuerdo a R(vy) =
[(7),y(7), 2(7)], en donde R(7) es entonces una funcién vectorial en la variable real
~. Asociado a esta curva, construimos el vector tangente T, el cual es funcién también
de la longitud de arco « y esta dado por la ecuacion,

_ dR(9)
dy

(4.1) T(v)

De la definicién misma del vector tangente (4.1) observamos que para el caso en que
éste es constante, la curva R corresponde a una linea recta, por lo que en este ca-
so tendriamos una conformacién lineal para el polimero. Esta observacién es crucial
puesto que entonces sugiere que cualquier variacién conformacional de la estructura
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lineal debe estar asociada con la derivada del vector T. Asi, la energia F. de deforma-
cién del polimero puede escribirse en una primera aproximacién como directamente
proporcional al cuadrado de la primera derivada del vector tangente [Kamien, R.D.,
2002]. Esto es,

en donde A es una constante relacionada con la rigidez de los mondémeros que con-
forman al polimero. Dentro del formalismo de la geometria diferencial de curvas en
el espacio, la magnitud de la derivada del vector tangente || T'(7)|| es justamente la
curvatura k(7), de forma entonces que la ecuacién (4.2) puede escribirse de acuerdo
a?

L
(4.3) E.= A/O K2 (y)dry.

La ecuacién (4.3) representa nuestro punto de partida e indica entonces que la energia
requerida para deformar una curva R es proporcional al cuadrado de la curvatura s
de la misma. Las ecuaciones de Frenet-Serret en geometria diferencial muestran que
de hecho, sélo se requieren dos parametros para definir univocamente a una curva en
el espacio [Stoker., 1969], la curvatura x previamente definida y la torsion ¢, la cual
representa la rotacién del vector tangente T respecto del vector normal N, definido
por T - N = 0 para toda v en el intervalo de existencia de la curva.

La parametrizacién candnica de una curva helicoidal en términos de la longitud
de arco « esta dada por la ecuacién,

449 Riv) = [a o <\/6L27W>’asm <\/a27+ b2>’ \/aéw—k bz] '

en donde a representa el radio de la hélice y b es un parametro directamente propor-
cional al desplazamiento vertical de la curva (pitch) (Figura 9).

Utilizando las ecuaciones de Frenet-Serret [Stoker., 1969] que definen a la curva-
tura k y la torsion ¢ en términos del vector R y sus derivadas, se puede demostrar que
para una curva helicoidal del tipo (Ecuacién 4.4), tanto £ como ¢ son independientes
de la longitud de arco y se escriben en términos de a y b de acuerdo a,

_a
e + b2

(4.5) =0
a? + b2

Es posible también escribir una representacion distinta para la hélice en términos
de su radio r y del desplazamiento vertical p (pitch). En este nuevo conjunto de
pardametros, el pardmetro a = r y el pardmetro b = p/2w. La ventaja al utilizar el
dupleta (r,p) para describir a la hélice radica en que estos pardmetros estdn bien
determinados para distintas estructuras helicoidales en proteinas. En el caso de una
hélice v, los pardmetros r = 0.30 nm y p = 0.54 nm [Branden and Tooze., 1991]. En
términos de (r,p), la curvatura k queda escrita como

A2y
K= —5——5—.
p? + 4m2r?
Sustituyendo la ecuacién (4.6) en (4.3), obtenemos una expresién analitica para la
energia requerida para deformar un polimero de longitud L desde una conformacion

(4.6)
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Ficura 9. Representacion de una curva helicoidal en 3D utilizando
la parametrizacién candnica en términos de la longitud de arco v y
los pardmetros a y b (Ecuacién 4.4) En azul (a = 1,0 = 1), en rojo
(a = 0.5,b = 2), en negro (a = 0.3,b = 4). La longitud de arco =
recorre el intervalo [0, 77].

lineal a una conformaciéon helicoidal de radio r y desplazamiento vertical p. Esta
expresion es,

2
473
(4.7) E.= A/ <p T A’ r2> dry.

Puesto que la curvatura k es constante respecto de la longitud de arco -y [Guggenhei-
mer., 1963], la integracién de (4.7) es directa, obteniéndose que la energia de formacién
de la hélice esta dada por

ar’r \?  16ALz%?
(4.8) c <p2 +47r27,2> (47272 + p2)2’
en donde la constante de rigidez del polimero A tiene unidades de [Joule: metro/mol].

La ecuacién (4.8) indica que la energia E. tiene una relacién inversamente propor-
cional tanto con el radio r de la hélice, como con el desplazamiento vertical p (pitch).
Més precisamente, E, ~ 1/r? y E, ~ 1/p*. Lo anterior es razonable si pensamos que
conforme r — 0, requerimos un mayor gasto energético para conformar la estructura
helicoidal, dado que la constante de ridigez A del polimero tiene un valor fijo y por
tanto se debe invertir una mayor cantidad de energia para doblar el polimero en un
espacio menor. Por otro lado, la dependencia en el pardmetro p es fundamental y
muestra un acuerdo con lo esperado. Recordemos que la cantidad p indica la distan-
cia que se desplaza la hélice a lo largo del eje vertical en cada vuelta. El valor p =0
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se refiere al caso limite de una hélice restringida a una curva bidimensional, esto es
a un circulo de radio r, como puede verse de la ecuacién (4.4). Fuera de este caso
trivial, conforme p se incrementa, la hélice se halla en conformaciones mas alargadas,
de forma entonces que deberiamos esperar que la energia requerida para esta confor-
macién disminuya a medida que p se incrementa, en acuerdo con lo observado en la
forma funcional de E, respecto de p (Ecuacién 4.8). Finalmente observemos que para
el caso p = 0, el polimero ha adquirido una conformacién circular plana de radio r
y entonces su energia F, deberia estar dada por el cuadrado de su curvatura y que
en el caso de un circulo corresponde a k = 1/r, resultado que se obtiene al sustituir
p=0en (4.8).

Considerando entonces como una primera aproximacion para la energia del sis-
tema a la energia de deformacién F., la funcién de particién se escribe de acuerdo
a”

(4.9) Z = /Q exp [~ BE.(T)]dQ

en donde () denota el espacio configuracional donde se realiza la integracién de la
energia E,.(T)y = (kgT)~! representa el factor de Boltzmann. En forma estricta,
la integral definida en (4.9) estd definida sobre un espacio configuracional semi-infinito
en las variables (7, p), dado que una transicién hebra-hélice puede ocurrir de infinitas
formas dentro de este espacio conformacional. Sin embargo, haremos la suposicion
de que para un dominio helicoidal en una cadena polipeptidica biolégica, como es el
caso de una proteina, sélo es posible que la transicién hebra-hélice ocurra entre dos
estados: el estado totalmente desnaturalizado y un estado helicoidal especifico, carac-
terizado por un dupleta (79, po). La suposicién anterior se basa en el hecho de que la
mayoria de las transiciones hebra-hélice en cadenas polipeptidicas biolégicas ocurren
entre estados desplegados y tipos especificos de estructuras helicoidales (hélices «,
hélices 19, etc). Es muy improbable que una estructura en proceso de plegamiento
quede atrapada en un conformacién helicoidal distinta a las mencionadas anterior-
mente.

Con esta suposicién, consideraremos entonces que la funcién de particiéon puede
representarse como una suma de dos estados. Esto es,

1
(4.10) Z =" gjexp(—BE;) = goexp (—BEo) + g1 exp (—BEy),
§=0

en donde Ej es la energia de la estructura helicoidal, E; es la energia del estado des-
plegado y go y g1 son las degeneraciones correspondientes. El desarrollo presentado
en la secciéon anterior nos indica que el valor absoluto de la energia necesaria para
deformar un polimero estd dada por la ecuacion (4.8). Si consideramos por tanto que
la estructura desplegada corresponde a la conformacién lineal del polimero, la energia
E1 = 0, puesto que en este estado la curvatura k es idénticamente cero. Para deter-
minar la energia Fy del estado helicoidal éptimo, asumiremos que ésta corresponde
a la energia —FE.(r9,pp), en donde los valores roy y py corresponden a una estructura
helicoidal de tipo hélice a.. De esta forma tenemos entonces un sistema con dos niveles
de energia accesibles, en el cual existe un estado de menor energia identificable con
la energia de deformacién necesaria para construir la estructura helicoidal. Es im-
portante mencionar que en esta argumentacién, no estamos deduciendo que el estado
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Ey = —E.(ro,po) es el estado que corresponde al minimo de energfa. Estamos en
realidad proponiendo que existe ese valor minimo y lo identificamos con la cantidad
—FE.(rg,po). De esta forma, la funcién Z se escribe como,

(4.11) Z = g1+ goexp [BEc(ro, po)]

El estado con energia Fy es tnico, por lo que gg = 1. Sin embargo, la conformacion
lineal con energia F; = 0 tiene una dos subestados en el espacio conformacional 2. El
primero corresponde a una elongacién infinita (p — o0) y una contraccién del radio
(r — 0), en tanto que la segunda se obtiene estirando el radio de un circulo en forma
infinita (p = 0, r — o0). Ambas situaciones limite tiene energia de deformacién cero,
como puede verse de la ecuacién (4.8). Esto implica entonces que g; = 2, por lo que
la funcién Z se escribe finalmente como,

(4.12) Z =2+ exp [BE.(ro, po)]-

Utilizando la ecuacion (4.12), y la relacién que conecta el cambio de entropia con
la funcién de particién Z [Binney et al, 1992],

(4.13) S(T) = -~ (alggz

T
podemos calcular el cambio de entropia configuracional As para una transicién entre
una conformacion lineal y una conformacién helicoidal, obteniéndose

B Ec(ro,po)/T
2exp (—Ee(ro, po)/RT) + 1

en donde E.(rg,po) esta dado por,

> + Rlog Z,

(111)  As— ] + Rlog [2 + exp (E.(ro, po)/ RT)),

16AL7T47“8

(4.15) Ec(ro,po) = (@2 + 2

Con respecto de la temperatura T, el cambio de entropia As en la ecuacién (4.17)
muestra un comportamiento monoténico creciente para distintos valores de la energia
Ey de la estructura helicoidal. La Figura (10) muestra este hecho para un valor
Ep = 2.5 kJ/mol, que es la energfa inducida porlas fluctuaciones térmicas del medio
a temperatura 7" = 298 Kelvin. En este escenario, la formacién de la estructura he-
licoidal es un proceso marginalmente estable, dado que la energia Ey de formacion
de la hélice es del mismo orden de magnitud que el de las fluctuaciones térmicas.
Asimismo, la Figura (10) muestra que en esta situacion, el cambio de entropia As
se aproxima a un valor limite conforme T" — oco. En el intervalo de temperaturas
[273 — 300] Kelvin, el As es esencialmente constante, dado que exhibe una variacién
muy pequena en el intervalo [7 — 9] Joules/mol Kelvin.

Utilizando entonces las expresiones para el cambio de entropia configuracional
ASnfi9 proveniente del ajuste tedrico a los datos experimentales de microcalori-
metria de barrido,

(4.16)
: M.
ASM9(Ty = ASY+AC) log (T /Th)+M1(T—Ty)—DTplog (T/Tg)+72(T2—T02)+
— 2MoTo(T — Tp) + MoT 3 log (T/Ty),
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FIGURA 10. As en funcién de 7" de acuerdo a la ecuacién (4.17). En
este caso, la curva corresponde a un valor para la energia de formacién
de la estructura helicoidal Ey = 2.5 kJ/mol, el cual corresponde al
orden de magnitud de la energia térmica del sistema. En esta situacion,
la hélice es metaestable y el proceso de formacién y ruptura de la
estructura helicoidal esta dirigido por las fluctuaciones térmicas del
medio.

y la expresion analitica deducida para el cambio de entropia configuracional As de
las regiones cooperativas del sistema,

EC(T07p0)/T
2exp (—FEc(ro, po)/RT) + 1

podemos escribir la expresién completa para el tiempo de relajacién 7,.(7") sustitu-
yendo las ecuaciones anteriores en,

(4.18) 7 (T) = 7(T}) exp (—éﬁf [Tl - H )

en donde como discutimos anteriormente, Ap es la barrera energética necesaria pa-
ra que ocurra un transicion conformacional en las regiones cooperativas y Ts es una
temperatura de referencia en la cual el tiempo 7., adquiere el valor 7,.(Ty).

(417) As=— } + Rlog [2 + exp (Ec(ro, po)/ RT)],

En la teoria estdndar de la transicién vitrea de Adam-Gibbs, el término As se
asume como un término constante para describir los procesos de relajacién en un
sistema formador de vidrio. Los resultados que presentamos aqui apoyan esta idea
para el caso de una proteina que tiene una transicién conformacional de dos estados.
Tal como la muestra la Figura (10), la ecuacién (4.17) indica que As proveniente
del cambio de conformacién en las regiones cooperativas tiene una contribucién me-
nor en comparacién con la contribucion AS del cambio configuracional global del
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sistema cuando la energia de formacion de la estructura helicoidal se halla en el or-
den de magnitud de las fluctuaciones térmicas. En otras palabras, si las transiciones
conformacionales entre las estructuras desplegadas y las estructuras helicoidales son
dirigidas esencialmente por las fluctuaciones térmicas, la contribuciéon As puede con-
siderarse constante. Considerando el caso de una energia de formacién Fy = 10kr,
equivalente a diez veces la energia de las fluctuaciones térmicas, la ecuacién (4.17)
predice una contribucién dos 6rdenes de magnitud menor que en el primer caso. En
este caso, la energia de formacién de la estructura helicoidal se halla en un intervalo
superior al de la energia de las fluctuaciones térmicas y por tanto, el banio térmico
donde se halla inmersa a temperatura 7' no podria proveer de la energia necesaria
para iniciar la transicién conformacional. La ecuacién (4.17) también indica que si la
energia de formacién Ej es diez veces menor que la energia térmica £ = kT entonces,
As contribuye con una cantidad esencialmente constante, que en ese caso corresponde
a 9 J/mol Kelvin, que de acuerdo a la informacién experimental calorimétrica para
la mioglobina, es tres 6rdenes de magnitud menor que AS.

El término AS es entonces la contribucién dominante para el tiempo de rela-
jacién estructural en este sistema. Para los sistemas liquidos formadores de vidrios
se asume en general que la variacién del AC), es constante en la regién cercana a
la transicién vitrea. Esta suposicién implica una variacién logaritmica para el cam-
bio AS en funcién de T' [Adam and Gibbs, 1965], [Garcia-Colin, L.S., 1999], la cual
genera ecuaciones del tipo William-Landel y Ferry para el tiempo de relajacion es-
tructural. En el caso que estamos analizando, el AC), es una funcién cuadrética en
la temperatura 7'y genera un perfil mas complejo para el tiempo 7. que en el caso
de la transicién vitrea estdndar. La Figura (11) muestra el perfil de la variable 7,
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FicurA 11. Comportamiento del tiempo de relajacién estructural 7.
en funcién de T, de acuerdo a la ecuacién (4.23) para Ts = 248 Kel-
vin, Ay = 2.5 kJ/mol. La dindmica para 7, muestra una divergencia
ubicada en T, y un pico resonante ubicado a la temperatura 7" = 300
Kelvin.
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de acuerdo a la ecuacién (4.23) cuando se han sustituido las expresiones para As y
AS correspondientes y se ha tomado como valor para la barrera energética Ay = 2.5
kJ/mol y una temperatura de referencia T; = 248 Kelvin en acuerdo con el criterio
propuesto por Adam-Gibbs (Ty = T, — 50). La especificidad de los valores elegidos
para la temperatura de referencia Ts y la barrera energética Au no tiene mayor rele-
vancia en el perfil del tiempo de relajacién 7, en funciéon de T', dado que son valores
independientes de la temperatura. De forma entonces que el comportamiento para el
tiempo 7, en funcién de T' mostrado en la Figura (11) es general; las variables Ty y
Ap juegan en este caso un papel de escalamiento y corrimiento del perfil.

La dindmica para 7, mostrada en la Figura (11) indica la existencia de una diver-
gencia esencial, esto es, la presencia de un valor infinito para el tiempo de relajacion
en términos estrictos para la temperatura T = T y de un pico resonante finito para
7 a la temperatura T" = Tj. La divergencia que ocurre en T' = Ty es una singularidad
esencial, esto significa que es inherente a la estructura de la ecuacién (4.23). Por el
contrario, el pico resonante que exhibe la variable 7, en T = Tj es finito y proviene
del hecho que a la temperatura Tj la macromolécula tiene su maxima estabilidad (Ver
seccién anterior). A esta temperatura, el cambio de entropia configuracional del sis-
tema tiene un valor finito AS? (Ecuacién 2.7). Para demostrar que el pico resonante
en T' = Tj es finito, basta sustituir 7' = Tj en (4.23), obteniéndose la expresion pra

TT(TO)a

(4.19) 7 (To) = 2 (Ty) exp (—A“AS(TO) [ L] ])

RASY |T, T,

que en términos del factor de corrimiento log ar, definido por

call

(4.20) logar = log [
puede escribirse como,

(4.21) log ay, = — 2H#As(T0) [ L1 ] .

RASY |T, Ty

La ecuacién (4.23) establece entonces la existencia de una singularidad esencial
y un pico resonante para el tiempo de relajacién estructural. La interpretaciéon maés
directa de este fenémeno es que, a esta temperaturas los modos de relajacién del
sistema son extremadamente lentos. Para establecer una discusién en esta direccién,
analizaremos la dinamica de la variable 7. en funciéon de T' en regiones de tempera-
tura en la proximidad de la singularidad y el pico resonante. Es justo en esta region
en donde podremos establecer una comparacién entre lo que ocurre en la transicién
vitrea estandar y la desnaturalizaciéon de proteinas.

En el caso de los liquidos formadores de vidrios, el AC), es una constante respecto
de la temperatura T' [Angell, C.A. , 1995b], en tanto que para la desnaturalizacién de
proteinas, AC),, generalmente es una funcién cuadratica de T' [Privalov and Dragan,
2007]. La suposicién de que el AC), es una constante respecto de T permite escribir
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a la féormula de Adam-Gibbs como |,

ApAs 1 1
(4.22) (L) = 7o (Ts) exp <_RASO + RACY log (Ty/T) [T N T} )

Al expresar la ecuacién (4) como un desarrollo en serie de Taylor, es posible deducir
una férmula del tipo de William-Landel y Ferry [Adam and Gibbs, 1965], la cual
como ya discutimos en su oportunidad, representa un ajuste tedrico muy aceptable
para los datos experimentales de viscosidad en liquidos inorganicos.

En las primeras etapas de los estudios de calorimetria en la desnaturalizacién de
proteinas, se considerd que el cambio en el calor especifico AC), era una funcién lineal
de la temperatura T'. Desde el formalismo de Adam-Gibbs esto implica que el tiempo
de relajacién estructural tiene una forma funcional del tipo,

(4.23)

(1) = () exp (- o o
)= ISP\ TRASY 1 Rlog (To/T)(ACY — MiTy) + RM(T —Tp) [T, T))

que indica un decaimiento més rapido de la variable 7. en funcién de T debido a
la presencia del término RM;(T — Ty). Para el caso de perfiles de desnaturalizacién
cuadraticos, como es el caso de la mioglobina, la magnitud del coeficiente M5 es una
medida del grado de concavidad de la funcién, de forma entonces que se deberia es-
perar un decremento aun mas abrupto que en el caso lineal conforme el cambio del
calor especifico AC), sea més pronunciada.

Mas alla de estas consideraciones, los resultados presentados en este Capitulo son
los siguientes. En primera instancia, hemos propuesto un procedimiento basado en
elementos de geometria diferencial para calcular la energia de formacién de una es-
tructura helicoidal. Como resultado de esto, hemos podido escribir a la energia E. del
sistema en funcién del radio r de la hélice y del desplazamiento vertical p. Aunque
en este momento no hemos explotado completamente las ventajas de este enfoque,
considero que es un punto de partida para la extensién de este trabajo, no sélo en
el caso de estructuras helicoidales sino también de conformaciones de tipo hoja £.
Asumiendo que la transicién hebra-hélice sélo puede ocurrir entre dos estados, se ha
calculado la funcién de particién Z y la entropia As asociada a este cambio. Con
esta aproximacion los resultados muestran que, en comparacién con el cambio de en-
tropia AS proveniente de todo el sistema (proteina, moléculas de agua del solvente,
moléculas de agua estrcutural, etc), el cambio conformacional As es significativamen-
te menor que su contraparte AS y que por tanto puede ser considerado como una
constante cuyo valor oscila entre [7—9] Joules/mol Kelvin. Es importante hacer notar
que estos resultados son vélidos solamente en el régimen considerado y a la luz de las
aproximaciones hechas. Un calculo més detallado de la funcién de particién Z podria
establecer caracteristicas distintas a las discutidas aqui.

En segunda instancia, tomando como base el esquema de Adam-Gibbs, hemos es-
tablecido una férmula analitica para el tiempo de relajacién estructural 7, no sélo en
funcién de la temperatura T', como es el caso estandar en las descripciones estandar
de la transicién vitrea utilizando las ecuaciones de Vogel-Fulcher-Tamman y William-
Landel y Ferry, sino también en términos de propiedades geométricas de la estructura
helicoidal a través de las variables r y p, y de las variables M7 y M> , las cuales pueden
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medirse experimentalmente y que estan relacionadas con los perfiles de desnaturali-
zacion de proteinas. Estos resultados en su conjunto indican entonces que el tipo de
relajacion esperado para el caso de la desnaturalizacién de proteinas no es, en general,
de tipo Arrhenius. Es fundamental subrayar que esta conclusién ha de evaluarse con
sumo cuidado, y siempre a la luz de las consideraciones, aproximaciones e hipotesis
hechas a lo largo de este Capitulo.



CAPIiTULO 5

Perspectivas y Conclusiones.

1. Primer Eje de Investigacion: Termodinamica de la desnaturalizacion.

1.1. Filosofia del trabajo. En la actualidad, el plegamiento y desnaturali-
zacién de proteinas es una de las lineas de investigacién mas activas y de mayor
relevancia en las ciencias biomédicas. Tal como discutimos en los Capitulos I y II, el
conocimiento de los mecanismos de interaccién entre las cadenas polipeptidicas y las
condiciones fisicoquimicas del medio en el cual se hallan inmersas no sélo resulta de
fundamental importancia desde un punto de vista cientifico per se, sino que también
constituye la base tedrica necesaria para su implementacién futura en el disenio mo-
lecular de farmacos y procedimientos terapéuticos para diversos padecimientos.

En este sentido, en las tultimas décadas se han presentado, discutido y analizado
diversos formalismos tedricos para caracterizar los procesos de plegamiento y desnatu-
ralizacién de proteinas. En particular, los esquemas tedricos que han alcanzado mayor
aceptacion, se han centrado en la modelacion molecular de las interacciones entre las
cadenas polipeptidicas y el solvente estandar, que es agua. Estos enfoques proceden,
en primera instancia, con la construccién de modelos para las diversas interacciones
presentes entre los residuos de una proteina y las moléculas del solvente a fin de
generar funciones de Hamilton H que abarquen la mayor cantidad de interacciones
posibles: electrostaticas, de van der Waals, formacién de puentes de hidréogeno, etc.
En estas teorias se pretende establece desde primeros principios, las caracteristicas
termodinamicas y cinéticas del plegamiento y desnaturalizacién con el mayor nivel de
detalle posible. A diferencia de este enfoque, en este trabajo hemos presentado una
discusién del plegamiento y desnaturalizaciéon desde una perspectiva mesoscépica. En
este tipo de aproximacion estamos interesados en caracterizar los rasgos generales bajo
los cuales ocurre el plegamiento y/o desnaturalizacién tomando como punto de par-
tida un modelo relativamente simple que permita un anélisis directo de las variables
y mecanismos involucrados en el proceso. Una de las argumentaciones que validan el
uso de descripciones mesoscopicas, se halla en la observacién experimental de los per-
files de desnaturalizaciéon de proteinas. Para muchos casos, particularmente aquellos
referentes a proteinas de masa molecular pequena y sin la presencia de enlaces disul-
furo, el mecanismo de desnaturalizacidn es un proceso reversible que sigue un perfil
caracteristico, indepediente de la secuencia especifica de aminodcidos y la geometria
particular del estado nativo. Esta observacién es crucial, dado que indica que aun-
que los detalles particulares de la interaccion térmica o de los solutos urea, GdnHCI,
etc con las cadenas laterales de cada proteina, pueda ser diferente en cada caso, los
perfiles mostrados por las diversas técnicas experimentales sugieren mecanismos que
operan a un nivel mesoscépico y que prescinden del detalle molecular. Asi planteado,
en este trabajo nos hemos centrado en la construccién de un formalismo mesoscopico
que nos permita una disgresion sobre los rasgos generales del proceso de plegamiento
y desnaturalizacion en términos de caracteristicas observadas experimentalmente. La
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generalidad del formalismo propuesto es, simultaneamente, su fortaleza y punto débil.
Si bien la construccién del MEZ no permite hasta el momento, su aplicacién y com-
paracion directa con los resultados numéricos obtenidos en el campo experimental, si
permite establecer caracteristicas generales para el comportamiento de los potenciales
termodinamicos, en particular para el cambio de energia libre A]?,F , €l cual es una
de las variables termodindmicas mas analizadas en la literatura.

1.2. Modelo Extendido de Zwanzig. Para alcanzar este objetivo, hemos
considerado como punto de partida el esquema tedrico propuesto por Zwanzig [Zwan-
zig, 1995] y hemos establecido las bases sobre las cuales puede generalizarse para in-
cluir informacién de tipo experimental respecto del desdoblamiento del estado nativo
en funcion de las condiciones fisicoquimicas del medio. En este sentido, el MEZ consi-
dera a una proteina como un sistema capaz de adquirir multiples estados energéticos
metaestables que describen al estado desplegado de una proteina y un estado energéti-
co mas favorable, asociado con la conformacién nativa de la macromolécula, en acuer-
do con la Teoria del Paisaje Energético [Bryngelson and Wolynes., 1989]. Asimismo,
el MEZ toma en cuenta el efecto del solvente sobre la energia de las conformaciones
no nativas y desnaturalizadas a través de la inclusién de informacién proveniente del
campo experimental.

En este trabajo hemos centrado la atencién en las implicaciones del MEZ para un
tipo particular de interaccién entre el solvente y la proteina: aquella que genera un
perfil sigmoidal de desnaturalizacién en funcién de un agente quimico. Sin embargo,
el MEZ puede incluir y analizar otros perfiles de desnaturalizacion, como de hecho se
present6 en el Capitulo III cuando se discutid el caso lineal de desdoblamiento de la
estructura nativa. En este nivel, el MEZ no contempla la composicién especifica de
aminodacidos en una cadena particular. Lo que si considera es el nimero promedio v
de grados de libertad de la cadena y diferencia dos estructuras primarias solamente
en ese nivel. Asimismo, contempla también las diferencias existentes entre cadenas
heteropoliméricas no biolégicas y las proteinas a través de la diferencia energética U
entre los estados no nativos. Dado que la transicién entre estados conformacionales de
polimeros no bioldgicos tiende a ser menos cooperativa que en el caso de las proteinas
[Finkelstein and Ptytsin, 2002], la variacién de U permite establecer esta diferencia.
Partiendo entonces de una descripcién de la proteina en términos del nimero de
aminoacidos K y el nimero promedio v de grados de libertad conformacionales de
la cadena, de una descripcién de los niveles de energia del sistema en términos de la
separacion energética U entre estados no nativos y la energia E* del estado nativo y
de una caracterizacion del perfil de desnaturalizacién en términos de la concentracion
media C 9, el MEZ puede establecer el perfil esperado para el cambio de energia libre
AF entre los estados desplegados D y el estado nativo V.

1.3. Aplicacién del MEZ en el caso lineal. En el capitulo III analizamos
el caso de desnaturalizacién lineal de una proteina obteniéndose que es posible en
este caso calcular en forma exacta y con un minimo de suposiciones, la forma de la
funcién de particién Z. Aun cuando este caso sea poco realista en el campo de las
proteinas, nos permite establecer una linea de investigacién posterior si conectada con
la desnaturalizacion de polimeros bioldgicos: el perfil sigmoidal observado en proteinas
de masa molecular pequena, puede aproximarse mediante una parametrizacion lineal
en las regiones en donde ocurre la desnaturalizacion y dos asintotas rectas en las zonas
extremas del perfil. Esto implica que podemos utilizar los resultados presentados para
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el caso lineal, para calcular en forma exacta APF en el caso sigmoidal. Ya en esa
direccién, nos interesara discutir el papel de la temperatura T en la dindmica del
calor especifico ), caracteristica que no pudimos realizar en el caso sigmoidal debido
a las aproximaciones utilizadas.

1.4. Aplicacién del MEZ en el caso sigmoidal. Para el caso de desna-
turalizacion sigmoidal, una de las primeras hipdtesis de trabajo se refiere al niimero
promedio de conformaciones v+ 1 que puede adquirir cada cadena lateral. En general,
cada cadena lateral R; es capaz de adquirir un ntmero distinto v; de conformaciones,
dependiendo no sélo de su composicién quimica, sino también de su posicién en la
cadena. Mds aun, las posibles rotaciones de cada cadena lateral dependen de la forma,
de los orbitales electronicos de los vecinos inmediatos, pero también incluso podrian
observarse correlaciones de mayor alcance, particularmente en estructuras helicoida-
les «, en donde los aminoécidos i e i + 4 se hallan en contacto cercano debido a la
curvatura de la hélice. En estas condiciones pues, un tratamiento mas realista de la
variable v; deberia referirse a una distribucién de valores de v en un intervalo dado.
En este trabajo hemos considerado solamente el niimero promedio de conformaciones
de todos los aminoacidos y en este nivel de descripcién sélo podemos describir el com-
portamiento de cadenas polipeptidicas con nuimeros promedio v de conformaciones
diferentes. Dos secuencias de aminodcidos con distintas distribuciones de valores v;
pero con el mismo nimero promedio v son indistinguibles en este nivel.

En referencia a la forma funcional del espectro de energias E de la macromolécula
hemos considerado que la propuesta de Zwanzig contiene uno de los elementos clave
de la teoria del paisaje energético, la existencia de un estado tinico de energia minima
E* < 0y diversos estados metaestables con energia positiva U > 0. En principio, es
posible proponer otras formas funcionales para F en funcién del parametro de orden
«, sin embargo consideramos que los elementos clave requeridos para que el proceso
de plegamiento sea un proceso dirigido estan contenidos en la propuesta de Zwanzig y
ésta corresponde a la forma funcional mas simple. Es importante notar que en tanto
en el esquema original de Zwanzig como en la generalizacion que hemos propuesto,
el espectro de energias F no depende explicitamente de la temperatura 7. La razén
para no considerar la dependencia en T' de E se halla en que decidimos enfocar la
atencion a los resultados que pueden derivarse cuando se considera que el proceso de
desnaturalizacién estd dirigido esencialmente por la presencia del soluto organico, y
no de la temperatura. Al hacer esta consideracion y la aproximacién a primer orden
en la funcién de particién Z, la dependencia en T' en Z queda definida exclusivamente
a través del factor de Boltzmann 3 = (KgT)~! y por tanto, al calcular el AF se ob-
tiene una expresién que depende exponencialmente en el factor de Boltzmann. Dado
que el calor especifico C,, se define en términos de una segunda derivada de la energia
libre AF, al hacer una aproximacion de este tipo para F', estamos imposibilitados
para extraer informacién en referencia a fluctuaciones térmicas de las variables E y
S. Esta consideracion nos lleva a plantear entonces como un proyecto a futuro, por
un lado la inclusién de la dependencia en T de los niveles de energia y por el otro el
desarrollo de métodos numéricos de integracion mas precisos los cuales nos permitan
calcular la integral de la funcién de particién en forma exacta, tal como se hizo en
el caso lineal (ver MEZ en el caso lineal). Esta vertiente nos permitird discutir las
propiedades del calor especifico C,, en funcién de la temperatura 71" y confrontarlo con
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los perfiles obtenidos experimentalmente.

El primer resultado extraido del MEZ para un perfil sigmoidal de desnaturaliza-
cion pone de manifiesto que la estabilidad del estado nativo N, es decir, su ubicacién
dentro de los estratos del Paisaje Energético depende significativamente del espacio
conformacional de la macromolécula. Tal como discutimos en su oportunidad, el MEZ
tiene una prediccién tedrica a este respecto. Dado que los términos F, 1 y F, 2 tienen
una contribucién negativa a AF, éstos tienden a ubicar al estado nativo en regiones
mas profundas del paisaje energético conforme v se incrementa. En una primera apro-
ximacion de la variable v como constante para todos los aminoacidos, el MEZ muestra
que aquellas proteinas con secuencias de aminoacidos con espacios conformacionales
de dimensién mayor, tenderan a tener estructuras nativas con mayor estabilidad fren-
te a fluctuaciones del medio. Hasta el conocimiento del autor, no se ha publicado en la
literatura un resultado en esta direccién, por lo que en este sentido el MEZ provee de
una formalismo para explicar los diferentes margenes de estabilidad de una proteina
en funcion de su estructura misma. En conjuncién con la posibilidad de considerar en
un trabajo posterior la distribucién de valores v;, el MEZ podra dar resultados con
un nivel de detalle mayor, indicando muy probablemente cudles aminoacidos dentro
de la secuencia primaria son los que contribuyen en mayor medida al efecto global
mostrado en esta primera aproximacion. Asimismo, los resultados obtenidos ya en
este trabajo podrian ser comparados con los mapas de Ramachandran para cade-
nas homopoliméricas conformadas por aminoédcidos Gly y Pro, los cuales representan
los extremos de complejidad en sus cadenas laterales. Para el caso de cadenas poli-
peptidicas conformadas exclusivamente por aminoacidos Gly se espera que los mapas
de Ramachandran muestren un area mayor de accesibilidad conformacional y que los
perfiles de desnaturalizacién experimentales indiquen valores numéricos mayores para
AﬁF en comparacién con cadenas polipeptidicas conformadas por el aminoédcido Pro,
dado que éstos ultimos tienen una cadena lateral R que presenta mayores restricciones
estéricas que restringen las posibilidades conformacionales.

Finalmente, en referencia a la dependencia de AF' de la concentracion media C' 5
podemos decir que esta es también una contribucién significativa del MEZ al estudio
de la desnaturalizacion de una proteina. Tal como se discutié previamente, la literatu-
ra experimental del campo indica que en la mayoria de las proteinas, el cambio AIQ,F
depende lineal o cuadraticamente en términos de Cj/o. Los resultados aqui deriva-
dos contienen ambos fenémenos y define también las condiciones bajo los cuales se
presentan cada uno de ellos. Tomando como base un perfil de desnaturalizacion sig-
moidal para representar la respuesta de la proteina al agente desnaturalizante, el MEZ
sugiere que la dependencia lineal de A%F en C/p deberia observarse en proteinas
con secuencias de aminoacidos con mayor libertad conformacional. En contraposicion,
propone también que los perfiles cuadraticos para AJ[\),F deberian ser los menos, dado
que éstos corresponderian a proteinas con espacios conformacionales mas restringi-
dos. Es interesante notar que hasta el conocimiento del autor, esto justamente lo que
ocurre. La mayor cantidad de resultados experimentales favorecen el comportamiento
lineal.
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2. Segundo eje de investigacién: Cinética de la desnaturalizacion.

2.1. Fundamentacion para el uso de la Teoria Adam-Gibbs en las pro-
teinas. La teoria de Adam-Gibbs [Adam and Gibbs, 1965] es un formalismo basado
en argumentos de mecanica estadistica para describir los procesos de relajacién que
ocurren en la vecindad dela transiciéon vitrea de sistemas liquidos. Es un resultado
bien establecido que la transicién del estado liquido al estado vitreo esta caracteriza-
da por un decremento en el calor especifico C, y en la entropia configuracional del
sistema AS [Angell, C., 1995], [Garcia-Colin, L.S., 1999]. El esquema propuesto por
Adam-Gibbs sugiere que el incremento sustancia en el tiempo de relajacién estructu-
ral 7, y, consecuentemente en la viscosidad 7 del sistema, se halla asociado a procesos
de caracter entrépico. Una de las razones del uso actual de la teoria de Adam-Gibbs
para analizar los procesos de relajacién en sistemas vitreos se debe a que, en el caso
de AC), constante, el formalismo de Adam-Gibbs reproduce una ecuacién del tipo
William-Landel y Ferry, la cual reproduce los perfiles de relajacién de diversos siste-
mas vitreos [Angell, C.A. , 1995b].

Atn cuando la transicién entre el estado nativo N de una proteina y su estado
desplegado D es un fenémeno distinto, las observaciones experimentales discutidas
en el Capitulo IV muestran que existen similitudes termodindmicas. El cambio de
entropia configuracional del sistema proteina+solvente es negativo AS debido a que
el ordenamiento de la cadena polipeptidica reduce las posibilidades conformacionales
de las moléculas de agua circundantes (efecto hidrofébico) y el incremento del calor
especifico AC), en este caso es positivo, debido a la concavidad negativa de la energia
libre AF. Estas simlitudes sugieren entonces que, si la teoria de Adam-Gibbs pue-
de aplicarse en este caso, el tiempo de transicién entre la estructura nativa N y los
estados desplegados D es una variable determinada por el cambio de entropia confi-
guracional As de las regiones cooperativas que integran al estado nativo, como del
cambio de entropia global AS' del sistema en su conjunto. En el caso de la transicion
vitrea estandar, el cambio AC), es una constante respecto de la temperatura 7', en
contraposicion al caso de las proteinas, en donde el cambio del calor especifico AC),
no sélo no es constante respecto de T', sino que exhibe perfiles caracteristicos bien
establecidos.

En este trabajo presentamos la aplicacién del formalismo de Adam-Gibbs para el
caso de una proteina cuyo estado nativo IV estd integrado basicamente por estucturas
hélice a a fin de analizar la dependencia del tiempo de relajacion estructural 7, entre
el estado N y el estado desplegado D. Para el caso de sistemas vitreos, la suposicion
de que el cambio de entropia As de las regiones cooperativas es constante respecto
de T', permite reproducir los resultados experimentales a través de las ecuaciones de
Vogel-Fulcher-Tamman y William-Landel-Ferry, sin embargo éste no necesariamente
tendria que ser el caso en la desnaturalizaciéon de proteinas. Una de las contribucio-
nes de este trabajo es la propuesta de un formalismo basado en geometria diferencial
para calcular el cambio de entropia As entre una conformacion helicoidal y una con-
formacién lineal. Para analizar la transicién hebra-hélice se utiliza generalmente la
teoria de Zimm-Bragg, la cual es en esencia una teoria estocédstica. Consideramos que
las ideas presentadas aqui sobre cémo analizar el cambio conformacional hebra-hélice
desdeun punto de vista geométrico pueden aportar elementos nuevos a los esquemas
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ya establecidos.

2.2. Cambio de entropia global AS. La teoria de Adam-Gibbs se basa en
su operacién en dos elementos centrales: el cdlculo de la entropia As de las regiones
cooperativas y el cambio de entropia configuracional AS global del sistema. Para
determinar el variable AS en la desnaturalizacién de la mioglobina, tomamos como
punto de partida la informacién experimental de experimentos de microcalorimetria
para el comportamiento de AC), en funcién de T' [Privalov, 1982]. E1 AC), asi medido
contiene tanto las contribuciones vibracionales como las contribuciones rotacionales.
Esto es,

(2.1) AC, = ACy + ACY,

en donde AC} denota la contribucién vibracional y ACy la contribucién rotacional.
Sin embargo, para el caso especifico de la mioglobina, la contribucién vibracional
ACy es al menos tres 6rdenes de magnitud menor que la contribucién rotacional
[Achterhold et al, 2002], de forma entonces que consideraremos que

(2.2) AC, =~ AC].

La asociacién de los datos experimentales reportados por [Privalov, 1982] con la con-
tribucién rotacional, nos permite calcular el cambio de entropia configuracional global
AS a través de las relaciones estdndar de la termodindmica de equilibrio [Garcia-
Colin, L.S., 2005b], [Pathria, 1972]. El calculo anterior es valido para el caso de pro-
tefnas en en las cuales pueda omitirse la contribucién vibracional al calor especifico,
como es el caso de la mioglogina. Cuando éste no sea el caso, la ecuacién (2.1) indica
que la contribucién vibracional debe restarse al calor especifico medido calorimétrica-
mente. De hecho, la identificacién de las contribuciones vibracionales y rotacionales al
calor especifico C), desde un punto de vista tedrico y experimental no es un problema
menor [Avramov, 2005].

2.3. Calculo de As de las regiones cooperativas. El andlisis estandar rea-
lizado por Adam-Gibbs [Adam and Gibbs, 1965] para la transicién del estado liquido
al estado vitreo asume que el cambio de entropia configuracional As de las regiones
cooperativas del sistema es una constante. Como mencionamos, éste no necsariamen-
te tendria que ser el caso y en este trabajo presentamos un enfoque para calcular
la posible contribucién de As al tiempo de relajacién. La idea central se basa en la
representacion de una conformacion dada mediante una curva en el espacio a través
de una funcién vectorial de variable real R parametrizada por su longitud de arco .
Dado que una recta en el espacio tiene, por definicién curvatura k = 0 y cualquier
otra conformacién dela curva tendrd una curvatura x # 0, proponemos que la energia
E. de una conformacién dada es proporcional al cuadrado de la curvatura'. Esta su-
posicién implica que la conformacién de menor energia es aquella con curvatura cero,
la cual corresponde a una conformacion lineal. Asimismo también implica que una
conformacion helicoidal tiene una curvatura x constante, independiente de la longi-
tud de arco «. Partiendo entonces de la representaciéon paramétrica de un hélice en
el espacio, determinamos la curvatura s correspondiente en términos del radio r de

ILa dependencia de la energia en términos del cuadrado de la curvatura y no de la curvatura en
si, proviene del hecho de que la energia es una cantidad escalar y la curvatura es proporcional a la
derivada del vector tangente. De forma entonces que x° si es una cantidad escalar
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la hélice y del desplazamiento vertical p.

El proceso anterior nos permite entonces determinar la energia de cualquier con-
formacién helicoidal de radio r y desplazamiento vertical p. Es importante notar
que ésta es sOlo una primera aproximacién a la transicién cadena lineal-hélice real,
dado que en ésta, la conformacion desplegada D no necesariamente corresponde a
una estructura lineal con curvatura cero. En general, el conjunto de conformaciones
desplegadas exhiben un cierto grado de curvatura k y torsién ¢ puesto que son confor-
maciones aleatorias. Este observacion sugiere una vertiente futura para este trabajo.
A fin de representar con mayor precision las conformaciones de los estados desplega-
dos, puede considerarse un curva arbitraria en el espacio con curvatura k() y torsién
¢(y) e inducir a que el sistema adquiera una conformacién preferente con curvatura
Ko, la cual podria asociarse con la curvatura de una hélice especifica. De esta manera,
la energia F de una conformacién dada, podria escribirse como

(2.3) E(y) ~ [k() — o],

la cual tiene un minimo, como puede verse de la Ecuacién (2.3), para la curvatura
preferente kg. Vale la pena mencionar que esta propuesta no deduce que la confor-
macién de menor energia es aquella con curvatura kg, propone que asi sea. Atin con
esta consideracién, el esquema para describir la transicion cadena lineal-hélice estaria
incompleto. En el Capitulo II discutimos que en el caso de la formacién de hélices «,
la estabilidad de la estructura helicoidal en cadenas polipeptidicas ocurre debido a la
formacion de puentes de hidrégeno entre residuos no necesariamente adyacentes en la
estructura primaria. Estos puentes de hidrégeno estabilizan y dan soporte estructural
a la hélice a debido a que la formacion de cada uno de ellos disminuye la energia total
del sistema en aproximadamente 2 kJ/mol. Esto implica entonces que la preferencia
de las cadenas polipeptidicas a formar estructuras helicoidales no proviene de la geo-
metria misma de la hélice, sino de la formacién de los puentes de hidrégeno ubicados
en las posiciones adecuadas.

Esta observacion es crucial cuando se trata de generar una teoria que deduzca que
el estado nativo de menor energia corresponde a una estructura helicoidal. Para tales
propésitos, la energia E de la conformacién deberd contener términos proporcionales
al namero de puentes de hidrégeno formados entre residuos. De forma tal que si h
representa el nimero de puentes de hidrégeno y € la energia de cada uno de ellos, E
podria escribirse como

(24) b= Ehelice - h57

en donde Ejjice representa la contribucién energética proveniente de la estructura
geométrica en si. Asimismo, la discusion anterior implica que el planteamiento de que
la energia de la conformacién depende sélo de la geometria del sistema (ya sea a través
de la curvatura k y la torsién ¢, o de otros parametros geométricos) no garantiza la
existencia de un estado de minima energia, se requieren elementos adicionales. Dada
esta caracteristica, procedimos entonces asumiendo que existe tal estado de menor
energia y lo identificamos con la energia de una conformacién helicoidal de radio rg y
po, en donde rg y pg corresponden a los valores estimados experimentalmente para un
hélice a [Cantor and Schimmel. , 1980]. Este estado lo denotamos como —Ey(rg, po).
Asimismo, consideramos que la conformacién desplegada puede representarse en una
primera aproximacién por una conformacién lineal.
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Asi planteado, la energia Ejy determinada mediante la integracion de la curvatura
% de una hélice es entonces una primera aproximacion a la energia de una estructura
helicoidal bioldgica. Sin embargo, cualesquiera que sea la forma funcional de la energia
Ey de la hélice «a, las estimaciones experimentales indican que Ey se halla en el
intervalo [10 — 60] kJoules/mol, el cual es el margen de estabilidad del estado nativo
en la mayoria de las proteinas no termofilicas. De forma entonces que en este trabajo,
procedimos a calcular la funcién de particién Z y el cambio de entropia As asumiendo
que, independientemente de la expresién analitica de Ey en términos de la geometria y
de la inclusion del efecto estabilizador de los puentes de hidrégeno, su valor numérico
se halla en el intervalo anteriormente descrito. A fin de analizar cuél es la contribucién
de As al tiempo de relajacién procedimos suponiendo que la transicién hebra-hélice
ocurre solamente entre dos estados: la estructura lineal con energia E1 = 0 y la
conformacion helicoidal con energia Fy. Esta aproximacién es realmente la parte mas
delicada puesto que ignora por completo cualquier otra contribucién a la funcién de
particiéon Z y al cambio de entropia As y conduce a la expresion,

Ec(r07p0)/T

(2.5)  As=-— 2exp (—Ec(ro,po)/RT) + 1

+ Rlog[2 + exp (Ec(ro, po)/RT)).

El resultado més notable que se desprende de este andlisis es que, en el régimen de
aproximaciones hechas y con valores para la energia de formaciéon Ey en el inter-
valo antes discutido, la magnitud de la cantidad As es tres érdenes de magnitud
menor respecto de la contribucién AS. Ahora bien, si los experimentos confirmasen
que efectivamente éste es el caso para la desnaturalizacién de proteinas, podriamos
pensar entonces la transicion de los estados desplegados D al estado helicoidal es,
efectivamente, una transicién de dos estados. Por el contrario, si los experimentos
indicasen que la contribucién As si juega un papel central en el tiempo de relajacion,
deberiamos proceder a una revisiéon de la aproximacion de dos estados realizada, dado
que ésta podria haber inducido una sobresimplificacién del fenémeno.

Habiendo hechas las consideraciones anteriores, determinamos la forma funcional
del tiempo de relajacién 7. en funcién de la temperatura T'. Tal como se espera de
un analisis directo de la ecuacién
Ts TO

(2. o (Ty) = Tr(Ts)eXp( Luds(T) [ L] D

" RAS(T) |T,

el perfil de 7, respecto de T' muestra una divergencia esencial localizada en la tempera-
tura Ts. Asimismo, muestra un pico resonante finito en la temperatura T = T, dado
que a esta temperatura, el cambio de entropfa configuracional AS = AS?. La inter-
pretacién de que para T = Ty el tiempo de relajacién se incrementa sustancialmente
indica que la proteina se halla en un estado de méxima estabilidad y que por tanto, el
sistema se halla ‘congelado’ en un estado de equilibrio termodinamico. Para discutir
la dindmica del proceso de relajacion hacia el estado desplegado D se requiere anali-
zar la forma funcional de 7. en funcién de T en la vecindad del pico resonante T = Tj.

Para el caso de la transicién vitrea, el AC), es constante y el cambio de entropia
AS depende logaritmicamente de la temperatura. Al incluir estas caracteristicas en
la ecuacién Adam-Gibbs, es posible reproducir las curvas de experimentales de vis-
cosidad 7 en funcién de T'. Para el caso de las proteinas, AC), no es constante y esto
implica una forma funcional para AS del tipo,
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(2.7)
. M.
ASni9(T) = AS°+ACY log (T /To)+My(T—Ty)—DTplog (T/T0)+72(T2—T5)+
— 2MyTo(T — Tp) + MoT¢ log (T Ty),

la cual contiene los casos particulares AC), constante y AC), lineal eligiendo los
parametros M; y My como cero en forma adecuada. Cada proceso de desnaturali-
zacién particular estd representado por un conjunto de valores especificos para las
cantidades Ty, ASY, M; y Ms. En el caso de la mioglobina, por ejemplo, AS? = —116
J/mol kelvin [Privalov, 1982] y M) y M, tienen los valores obtenidos previamente por
el ajuste de minimos cuadrados. Para este caso, en el intervalo [290 — 310] Kelvin,
la entropia configuracional AS oscila entre [—500, 500] Joules/mol Kelvin, en tanto
que As ~ 9 Joules/mol Kelvin. Esto justifica, tal como mencionamos anteriormente
que AS es la contribucién principal al tiempo de relajacién. Sin embargo, para otras
proteinas, la contribucién de los términos lineales, logaritmicos y cuadraticos de AS
podria ser distinta. En particular, para perfiles del AC), en donde el coeficiente del
término cuadratico My domine sobre las contribuciones lineales (coeficiente M), el
tiempo de transicién entre las estructuras desplegadas y nativa deberia ser mucho
més abrupto que en la transicién vitrea. Observemos que las cantidades AS?, M;
y M5 son medibles experimentalmente, de forma entonces que en principio, es posi-
ble establecer una comparacién entre los resultados presentados aqui e informacion
experimental para el tiempo en el cual ocurre la transicion N &= D. Para estar en
posibilidades de establecer esta comparacion, una linea posterior de trabajo en esta
direcciéon necesariamente implica un andlisis del papel de la barrera energética Apu
necesaria para la transicién de las regiones cooperativas suceda. Ya sea que se pro-
ceda mediante un analisis tedrico o mediante un ajuste de datos experimentales, la
discusién del papel de esta variable podria arrojar nueva informacién sobre el perfil
del tiempo de relajacién 7,.
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