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Resumen

El proceso de transporte de una preproteina a través de una membrana
por un poro se llama translocacién, un proceso comun en todas las células. A
través de la membrana del reticulo endopldsmico (RE) ocurre la translocacién
de preproteinas del citoplasma al lumen del reticulo endopldsmico, y también la
retrotranslocacién, que es la translocacion del lumen del RE al citoplasma.

El citoplasma y el lumen del RE son medios que contienen proteinas de
diferentes especies, con una concentracién total mayor en un orden de magnitud
a la concentracion de los solutos en un ambiente diluido (menor a 10 mg/ml). Los
valores de concentracién y de la fraccién de volumen que ocupan las proteinas
definen al citoplasma y al lumen del RE como medios abarrotados por proteinas.

Durante la translocacién y la retrotranslocacién, una preproteina tiene seg-
mentos en el citoplasma y en el lumen del RE. Las proteinas que abarrotan
ambos medios interaccionan con la preproteina y le excluyen volumen. Entre
mayor sea el volumen excluido, menor es el nimero de conformaciones que
adopta la preproteina, y en consecuencia, su energia libre cambia. El impedi-
mento en conformaciones por la exclusiéon de volumen es llamado impedimento
estérico; al modificar la energia, se considera como una interaccion estérica.

El cambio en la energia libre por la contribucién estérica del abarrotamiento
sugiere que la translocaciéon de una preproteina por el abarrotamiento intrace-
lular por proteinas debe ser diferente de la translocacién en un ambiente sin
abarrotar. Los experimentos sobre translocacién no han incluido el abarrota-
miento por proteinas.

En este trabajo, estudiamos el efecto estérico del abarrotamiento por pro-
tefnas sobre la translocacion y la retrotranslocacién de una preproteina a través
de la membrana del reticulo endopldsmico. Para ello, utilizamos tres modelos
de translocacién de polimeros, uno sin abarrotar y dos abarrotados, tomando en
cuenta las fracciones de volumen de las proteinas abarrotantes y las propiedades
fisicas del medio intracelular.

En los modelos utilizados de la translocaciéon de polimeros, una cadena ideal
atraviesa una pared rigida delgada a través de un poro, similar a la transloca-
cién de una preproteina. En el modelo sin abarrotar, llamado sistema diluido,
una cadena atraviesa en ausencia de agentes que obstaculicen su paso. En los
modelos abarrotados, una cadena atraviesa en presencia de agentes esféricos dis-
tribuidos aleatoriamente, con fracciones de volumen diferentes en ambos lados
de la pared. Si los agentes abarrotantes carecen de movimiento, el sistema se
llama abarrotado en un régimen estatico, y si presentan movilidad el sistema se
llama abarrotado en un régimen dindmico.

Para cumplir con nuestro objetivo de estudio, calculamos las siguientes va-
riables fisicas para la translocacién y la retrotranslocacion en un sistema diluido
y en los sistemas abarrotados: la energia libre, la energia de activacion, la fuerza
entropica y el tiempo de transporte. Después, comparamos los resultados de
los tres modelos de translocacion utilizando las fracciones de volumen de las
proteinas que abarrotan y la longitud de una preproteina en translocacion.

Aunque se conoce que las proteinas abarrotantes se encuentran en movimien-



to, mostramos que la translocaciéon ocurre en un ambiente abarrotado dindmico.
Esto se debe a la movilidad de las proteinas abarrotantes y a las propiedades
fisicas del medio intracelular. Basados en este primer resultado, comparamos los
resultados de la translocacién del sistema abarrotado dindmico con los del siste-
ma diluido. Por abarrotameinto dinamico, todas las variables fisicas calculadas
aumentan su valor.

La energia libre presenta una barrera; la altura de la barrera definida como la
energia de activacién aumenta dos veces su valor para preproteinas pequenas y
hasta en cuatro veces para preproteinas grandes. La fuerza de origen entrépico,
para los sistemas diluido y abarrotado, al principio es opuesta a la translocacién,
se reduce hasta anularse, y después aumenta, favoreciendo la translocacién. Por
el abarrotamiento, la tasa de variacién de la fuerza disminuye al inicio y al final
de la translocacién; en consecuencia, una mayor intensidad de la fuerza persiste
por méas tiempo durante la translocacion. El tiempo de translocacién resulta
mas afectado por el abarrotamiento. Para las preproteinas maés pequenas, el
tiempo de translocacién aumenta de entre cinco a 10 veces, mientras que para
las proteinas mas grandes aumenta en cuatro érdenes de magnitud. El origen
del efecto tan dréstico sobre el tiempo de translocacién, se debe a una sinergia
entre el efecto del abarrotamiento sobre la energia libre y sobre el coeficiente
de difusién de una preproteina. Esta tltima cantidad es méas importante para
preproteinas grandes, debido a que se reduce su movilidad. Los resultados de las
comparaciones indican que el efecto del abarrotamiento dindmico es importante
porque incrementa las variables de la translocacién.

Los resultados de la translocacién, por abarrotamiento dindmico, son simila-
res a los de la retrotranslocacién para todas las variables, excepto para el tiempo
de transporte para preproteinas grandes, debido al coeficiente de difusién de una
proteina en el lumen del RE.

Aunque el abarrotamiento intracelular por proteinas corresponde a un régi-
men dindmico, también estudiamos la translocacién en un ambiente abarrotado
estatico para cuantificar el efecto del abarrotamiento por agentes sin movimien-
to. Los resultados de la translocacién en el sistema abarrotado estatico son
similares numéricamente a los del sistema diluido. En consecuencia, al com-
parar entre abarrotamiento estdtico y abarrotameinto dinamico, las diferencias
aumentan con la longitud de una preproteina.

La energia de activaciéon por abarrotamiento dindmico es 1.2 veces la del
sistema abarrotado estatico para cadenas pequenas, y aumenta a 3.4 veces para
preproteinas grandes. El tiempo de translocacién corresponde a 1.7 veces el
del sistema estatico para cadenas cortas y aumenta a mas de 1000 veces para
cadenas largas. Estas comparaciones indican que el efecto del abarrotamiento
dindmico es mas importante que el efecto del abarrotamiento estatico. Por lo
tanto, ademas del abarrotamiento intracelular, debe considerase la movilidad de
las proteinas abarrotantes en el estudio de la translocacion.

Nuestros resultados tienen implicaciones sobre el estudio de la transloca-
cién. Para vencer la barrera de energia que impone el abarrotamiento dinamico,
el sistema de translocacién debe invertir una cantidad de energifa comparable
a la energia libre de la hidrdlisis de adenosin trifosfato (ATP), 60 kJ/mol. El
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ATP es la principal molécula que provee energia en las células. Las velocidades
de translocacién para cadenas grandes, por abarrotamiento dinamico, tienen el
mismo orden de magnitud de las medidas en ambientes diluidos; esto indica
que el efecto del abarrotamiento puede medirse experimentalmente. Para ello,
el abarrotamiento debe ser dindamico, y los valores de la viscosidad y del coe-
ficiente de difusiéon de los agentes abarrotantes deben ser similares a los del
medio intracelular. De nuestros resultados, la translocaciéon de la mayoria de la
preproteinas, debido a su tamano, es més rapida que la translocaciéon en sis-
temas in vitro. Esto implica que existen fenémenos no estéricos que ralenticen
la translocacién, como el proceso de abertura del canal para permitir que una
preproteina se difunda libremente, como lo sugiere uno de los modelos actuales
de la translocacién en bacterias.
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Capitulo 1

Introduccion

En el interior de las células, ocurre el transporte de proteinas y preproteinas
a través de canales proteicos embebidos en membranas. Para la translocacion
y retrotranslocacion de preproteinas a través de la membrana del reticulo en-
dopldsmico (RE), una cadena peptidica es transportada entre el citoplasma y el
lumen del reticulo endopldasmico. En este proceso, segmentos de la cadena a uno
y otro lado de la membrana se encuentran rodeados por diferentes especies de
macromoléculas, principalmente proteinas. En el citoplasma y el lumen del RE,
la concentraciéon de todas las especies de proteinas, y por lo tanto, la fraccion
de volumen que ocupan, los definen como medios abarrotados por proteinas.

El abarrotamiento, debido a la reduccién del volumen disponible por el vo-
lumen ocupado por las proteinas que abarrotan, modifica las propiedades de
proteinas de prueba. Proteinas de prueba en sistemas abarrotados por proteinas
experimentan diferentes fenémenos, por ejemplo, una disminucién en el coefi-
ciente de difusiéon, un aumento en las actividades de reaccién, cambios en la
velocidad de renaturalizaciéon o incluso inhibicién del plegamiento, entre otros.
Estudiar el efecto del abarrotamiento por proteinas sobre el proceso de trans-
locacién o de retrotranslocacién de una preproteina es un proceso complejo,
debido a las escalas del sistema, y a un dificil control de las etapas de la trans-
locacién mediadas por reacciones quimicas y sus velocidades de reaccién. Por
ello, en esta tesis, se estudia el efecto estérico del abarrotamiento por proteinas
sobre la translocacién y la retrotranslocaciéon de preproteinas.

En este capitulo, primero describimos los elementos que forman al sistema de
translocacion, el proceso de translocacién y de retrotranslocacion, y sus carac-
teristicas principales. Después, indicamos que el medio intracelular se encuentra
abarrotado por proteinas, y describimos los efectos del abarrotamiento sobre una
proteina. Por 1ltimo, indicamos los modelos de translocacién que nos permiten
cuantificar el efecto estérico del abarrotamiento sobre la translocacién.



1.1. Translocacidon a través de la membrana del
reticulo endoplasmico

Una cadena peptidica es una cadena formada por aminodcidos. Cuando la
cadena peptidica no ha experimentado el proceso de plegamiento se conoce
como cadena precursora o preproteina. En el interior de las células, ocurre el
transporte de preproteinas a través de una membrana, llamado translocacién
[53]. En las células eucariotas!, la translocacién ocurre entre el citoplasma y el
interior de un organelo, como él de las mitocondrias, de los cloroplastos o el
lumen del reticulo endopldsmico (RE) [1, 107]. En este trabajo nos enfocamos
en la translocacién a través de la membrana del reticulo endoplasmico.

La translocacion hacia el interior o lumen del reticulo endoplasmico, referido
de ahora en adelante como lumen del RE, ocurre para preproteinas destinadas
a convertirse en proteinas solubles o en proteinas de membrana [21, 53, 70]. En
el lumen del RE existen las condiciones necesarias para que una preproteina
experimente el proceso de plegamiento y se convierta en una proteina funcional.
El plegamiento correcto de las proteinas es vital para el funcionamiento correcto
de las células?. Las protefnas solubles se clasifican en proteinas residentes y en
proteinas de secrecién. Las proteinas residentes permanecen en el lumen del RE
para desempenar funciones especificas, como asistir el plegamiento o almacenar
calcio [12], o son transportadas hacia el interior del aparato de Golgi o de los
lisosomas [21, 53]. Las proteinas de secrecién son liberadas al medio extrace-
lular para desarrollar su funcién [117, 99]. Las proteinas de membrana pueden
integrarse a la membrana del RE durante la translocacién o son transporta-
das mediante vesiculas hacia la membrana de otros organelos y a la membrana
pldsmatica [21]. La translocacién ocurre para un gran nidmero de preproteinas,
tomando en cuenta que aproximadamente el 30 % del total de proteinas corres-
ponde a proteinas de secrecién [65, 94].

La translocacién de preproteinas hacia el lumen del RE puede ocurrir de dos
formas. Si la translocaciéon ocurre durante la traduccion de la cadena peptidica
en el ribosoma, se llama translocacién cotraduccional, y si ocurre después de la
traduccidn, se llama translocacién postraduccional [70].

La translocacién cotraduccional ocurre de la siguiente forma. El complejo
formado por el ribosoma y la cadena en sintesis es dirigido a la membrana del
RE por la particula de reconocimiento de sefial (SRP) [53, 74]. En la membrana,
se encuentra embebido un canal proteico por donde se conduce la preproteina en
sintesis, para atravesar o para integrarse a la membrana [81]. La SRP adherida al
ribosoma v a la secuencia de sefial® de la cadena naciente*, un segmento de entre
16 a 30 aminoacidos con un nucleo hidrébofo de seis a doce aminodcidos, detiene

1Una célula eucariota se caracteriza por tener la regién nuclear bien definida, y en su
interior presenta organelos, a diferencia de una célula procariota, que no tiene bien definido
el nicleo y carece de organelos.

2No todas las protefnas deben plegarse para ser funcionales.

3La secuencia de sefial es un conjunto de aminodcidos en el N terminal con los cuales se
identifican las preproteinas que deben ser translocadas.

4Se designa cadena naciente a una cadena en sintesis.



temporalmente la sintesis. Cuando el complejo ribosoma-cadena naciente-SRP
llega a la membrana, el complejo se acopla al canal de translocacién, mediado,
primero por la interaccion entre la SRP y su receptor, una proteina integral de
membrana [53], y después, por la interaccién entre el ribosoma y el canal [74].
La hidrdlisis de guanosin trifosfato (GTP) en el receptor de la SRP desacopla la
SRP del ribosoma, y al mismo tiempo libera la cadena naciente [53]. Este hecho
permite que se reinicie la traduccién en el ribosoma, y debido a la proximidad
entre el ribosoma y el canal, la cadena naciente atraviesa el canal proteico [7, 74].
La translocacién cotraduccional es dirigida por el ribosoma, con una tasa de
translocacion dada por la razén de sintesis, en sistemas in vivo, es de 15-20
aminodcidos (aa) por segundo para procariontes y de 3—4 aa/s para eucariontes
[18].

En la Figura 1.1, se muestra el sistema durante la translocacién cotraduccio-
nal. En la Figura 1.1, la cadena naciente (NC) en color verde sale del ribosoma
y atraviesa el canal conductor de proteinas (PCC) embebido en la membrana.
Las subunidades principales que conforman al ribosoma, 40S y 60S, también se
indican.

Figura 1.1: Sistema ribosoma-cadena naciente-canal proteico conductor de pro-

teinas durante la translocacién cotraduccional. Imagen tomada de la referencia
[7].

En la translocacién postraduccional en eucariontes, una cadena sintetizada
debe mantenerse desplegada o ligeramente plegada para poder atravesar el canal
conductor sobre la membrana [81]. En el citoplasma, las chaperonas de la familia
Hsp70 se adhieren a la preproteina para evitar su plegamiento [21]. La interac-
cién de la preproteina con un complejo formado por proteinas de membrana,
llamado complejo Sec62/Sec63, permite la liberacién de las chaperonas para
iniciar la translocacién [74]. Durante la translocacién, la cadena puede moverse
en ambas direcciones por movimiento browniano [74]. Cuando un segmento de



la cadena ha atravesado el canal, las chaperonas BiP que se encuentran en el
lumen del RE se adhieren al segmento entrante evitando deslizamiento de re-
greso hacia el citoplasma. Este fendmeno de trinquete genera un movimiento
neto hacia el lumen del RE resultando en la translocacién de la cadena [81, 74].
El fenémeno de trinquete se consigue cuando una molécula de BiP con ATP en
una conformacién de bolsillo abierto con afinidad para peptidos, interactia con
el dominio luminal J del complejo Sec63 que se encuentra cerca del canal por
donde entra la preproteina al lumen. La interaccion causa la hidrélisis de ATP
(generando ADP) y un cambio conformacional en forma de bolsillo cerrado de
la BiP, por su proximidad con el canal se facilita la interaccién y adhesién con
el segmento entrante de la preproteina. Cuando la preproteina se ha movido
una distancia considerable, otra molécula de BiP puede adherirse, repitiendo el
fenémeno de trinquete hasta conseguir la translocacién completa de la cadena
[74]. En la Figura 1.2, se ilustran los pasos de la translocacién postraduccional.
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Figura 1.2: Pasos de la translocaciéon postraduccional. Imagen tomada de la
referencia [74].
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A diferencia del caso cotraduccional, para la translocacién postraduccional
a través de la membrana del RE, en la literatura no existen valores reportados
para la tasa o velocidad de translocacion. En bacterias, la translocacién postra-
duccional ocurre del citoplasma al periplasma, asistida por la ATPasa SecA, una
proteina citosélica perteneciente a la familia de las RecA [74]. SecA se asocia
con el canal conductor de proteinas, el complejo SecY, promoviendo la trans-
locacién mediante cambios conformacionales de sus dominios por la hidrélisis
de ATP [70, 81, 74]. De experimentos en sistemas diluidos in vitro, utilizando
proteoliposomas y vesiculas de membrana invertida que contienen al complejo
SecY, la velocidad de translocacién postraduccional ha resultado ser constante,
de 0.8-8 aa/s [31, 101, 51]. Estas velocidades serdn utilizadas como valores de
referencia para la translocacion postraduccional en un ambiente diluido.



1.2. Retrotranslocacién a través de la membra-
na del reticulo endoplasmico

Las preproteinas que atraviesan la membrana del reticulo endoplasmico estan
destinadas a convertirse en proteinas de membrana, proteinas luminales, o pro-
teinas de secrecion. Para convertirse en proteinas, en el lumen existen chaperonas
que asisten el plegamiento de cadenas peptidicas, la oligomerizacién (el ensamble
de subunidades multiples de proteinas), la glicosilacién (agregacién de hidratos
de carbono) y la formacién de enlaces disulfuro [21, 39]. Los diferentes tipos de
chaperonas conocidas en el lumen son [94]: 1) proteinas de la familia Hsp70 que
asisten el plegamiento y evitan la agregacién, 2) proteinas de la familia Hsp40
que promueven la actividad ATPasa de las proteinas Hsp70, 3) los factores de
intercambio de nucleétidos que promueven el intercambio de ADP y ATP, el
cual es necesario para el replegamiento de las Hsp70, 4) proteinas de la familia
Hsp90, que tienen un dominio de unién para el ATP, necesario para la hidréli-
sis, ) las protefnas pequenas Hsp, que se adhieren a sustratos de proteinas y
previenen la agregacion irreversible, 6) proteinas tipo lectinas que se adhieren a
sustratos glicosilados, y 7) proteinas oxido reductasas de tioles que toman parte
en la formacién de enlaces disulfuro, el plegamiento, y el redireccionamiento de
proteinas mal plegadas.

El plegamiento en el lumen del RE para una preproteina puede ocurrir du-
rante la translocacion, de forma cotraduccional o postraduccional, ver Figura
1.3. Si el plegamiento ocurre durante la translocacién, entonces empieza por los
aminodcidos mas cercanos al extremo N terminal, debido a que una preproteina
entra al canal proteico por su extremo N terminal en forma de U [39, 47]. En el
lumen del RE, cuando la preproteina se encuentra completamente translocada,
continua el proceso de plegamiento de la cadena, y eventualmente, ocurre la
oligomerizacién, donde diferentes subunidades se unen para formar una sola es-
tructura, ver Figura 1.3. En el lumen, para facilitar el plegamiento de proteinas,
se realiza la glicosilaciéon y se promueve la formacion de enlaces disulfuro. Los
glicanos adicionan hidrofobicidad a un polipeptido, sirviendo como substratos
para chaperonas lectinas, mientras que la formacién de enlaces disulfuro le per-
miten a una proteina alcanzar una de sus conformaciones nativas [92]. La gran
variedad de proteinas que existen en el lumen del RE para asistir el plegamiento,
son translocadas a través de la membrana del RE, como Erolp, una proteina
oxido reductasa de 560 aminodcidos que asiste la formacién de enlaces disulfuro
[92, 38].

Cuando una preproteina después de la translocacién no logra plegarse de
manera correcta, debe mandarse de regreso al citoplasma para su degradacion,
proceso conocido como retrotranslocacién o dislocacién [92, 94]. El mal plega-
miento de una proteina se debe a las condiciones del medio, a mutaciones en
las proteinas, al estrés celular, entre otros [92, 94]. Las proteinas de secrecién
que entran al RE deben plegarse correctamente en el lumen antes de continuar
la ruta de secrecién. Si una proteina de secrecién estd mal plegada o plegada
parcialmente es impedida de seguir la ruta de secrecién. La proteina es rete-
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Figura 1.3: Plegamiento cotraduccional y postraduccional. Imagen adaptada
de la referencia [39].

nida para conseguir el plegamiento correcto [92] o es retrotranslocada para ser
degradada por proteosomas en el citoplasma [65]. En caso de que exista una
alta acumulacién de proteinas retenidas, se genera una predisposicion a formar
agregados [58], los cuales, pueden causar enfermedades como el Alzheimer, el
Parkinson, o la enfermedad de Creutzfeld-Jacob [94]. Para evitar la acumulacién
de proteinas mal plegadas, se genera una serie de senales adaptivas de la célula,
conocida como respuesta de mal plegamiento de proteinas, que incluye la trans-
cripcion, traduccién y translocacién de proteinas para aumentar la capacidad
de plegamiento en el lumen [58]. En caso de que el problema de mal plegamiento
no se resuelva después de una serie de senales de mal plegamiento, se programa
un tipo de muerte celular conocida como apoptosis [92, 58].

Para realizar la retrotranslocacién, en el lumen del RE, las chaperonas dis-
tinguen las proteinas mal plegadas al sensar, mediante interacciones, las regiones
hidrofébicas expuestas, las cisteinas dispares que no han formado enlaces disulfu-
ro y los glicanos inmaduros [92]. Este proceso de distincién, que permite retener
proteinas mal plegadas y continuar la secreciéon de proteinas plegadas correcta-
mente, se conoce como control de calidad del reticulo endopldsmico [92, 58]. Las
proteinas identificadas como mal plegadas, se mantienen en un estado soluble
y son retrotranslocadas al citoplasma para su degradacién, mediante el proceso
de degradacién asociada con el reticulo endopldsmico (ERAD) [94].

El ntimero total de proteinas retrotranslocados puede ser una cantidad no
despreciable, tomando en cuenta primero, que aproximadamente un 20 % de las
proteinas citosélicas son degradadas por no plegarse correctamente, y segundo,
del total de las proteinas celulares, aproximadamente un 30% corresponde a
proteinas de secrecién [65, 94], proteinas que deben ser translocadas. El lumen
del RE es un ambiente muy sensitivo a condiciones ambientales ofensivas que
afectan las reacciones que favorecen el plegamiento [58]. Por lo tanto, el proceso
de retrotranslocacién es un mecanismo de respuesta importante para evitar la
acumulacién de un gran niimero de proteinas mal plegadas, que pueden conllevar
a la muerte de la célula.



1.3. El canal de transporte

El canal que atraviesan las preproteinas para ingresar al lumen del RE, se
encuentra embebido en la membrana del reticulo endopldsmico. El canal es un
complejo proteico heterotrimérico, llamado complejo Sec61 para eucariontes y
complejo SecY para bacterias y arqueas [74]. El complejo proteico, referido co-
mo canal conductor de protefnas [104], estd formado por tres subunidades, «, 8
y v [74]. Las subunidades « y 7y son esenciales para la translocacién y presentan
conservacion en sus secuencias. La subunidad 3 no presenta conservacion, en eu-
cariontes y en arqueas consiste de un solo segmento transmembrana, mientras
que en bacterias, consiste de un segmento que atraviesa la membrana dos veces
[70]. La subunidad § tampoco resulta esencial para el proceso de translocacién
[70, 74]. La subunidad =, en la mayoria de las especies, consiste de un segmento
transmembrana con su extremo terminal N en el citosol, mientras que en algunas
eubacterias como FEscherichia coli tiene dos segmentos transmembrana adicio-
nales, no esenciales para su funcionamiento [70]. La subunidad més grande es
la «, y consiste de 10 segmentos transmembrana con sus extremos terminales N
y C en el citoplasma [70]. La subunidad « forma el canal por donde atraviesan
las preproteinas [14, 74].

1.3.1. Estructura del canal conductor de proteinas

La estructura del canal de translocacién de Methanococcus jannaschii ob-
tenida mediante rayos X con una resolucién de 3.2 A, fue publicada por van
den Berg et al. en 2004 [104]. La subunidad « estd dividida en dos partes, ca-
da una formada por cinco segmentos transmembrana (TM), los segmentos del
uno al cinco (TM1-5) y los segmentos del seis al diez (TM6-10), ambas partes
se encuentran conectadas por un rizo que une los segmentos TM5 y TMG6, por
atras de la subunidad. Después del segmento TM1, se encuentra un rizo largo
que termina con un pequeno segmento en forma de hélice distorsionada, lla-
mado TM2a, este se encuentra orientado hacia el centro de la subunidad. La
subunidad f, inicia con un segmento desordenado en el citoplasma, pasa sobre
el extremo terminal N de la subunidad «, y continua de forma perpendicular a
través de la membrana, pasando cerca del extremo terminal C de la subunidad
v al otro lado de la membrana. El contacto entre la subunidad § y la subuni-
dad « es limitado. La subunidad v consiste de dos hélices conectadas por una
pequena hebra 0 capaz de formar una ldmina con la horquilla 3 de los segmen-
tos transmembrana seis y siete de la subunidad «. La subunidad ~ atraviesa la
membrana en un angulo de 35° respecto del plano de la membrana, haciendo
contacto con las dos partes de la subunidad « por medio de TM1, TM5, TM6
y TM10. De esta manera, la subunidad v mantiene unidas las dos partes de la
unidad o [104], ver la Figura 1.4.

En la Figura 1.4, se muestra la representacion estereografica del canal con-
ductor de proteinas de M. jannaschii, el complejo SecY. La Figura presenta al
canal visto desde la parte superior de la membrana y de forma lateral. En la
Figura, aparecen los 10 segmentos transmembrana de la subunidad «, la subuni-



dad - aparece inclinada transversal a la membrana, y la subunidad 3, se muestra
manteniendo contacto limitado con la unidad «.
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Figura 1.4: Representacion estereogréfica del canal conductor de proteinas
SecY de M. jannaschii. a) Vista la parte superior de la membrana. b) Vista
lateral a la membrana. Imagen tomada de la referencia [104].

La subunidad «, por donde atraviensan las preproteinas durante la translo-
cacién, presenta una estructura similar a la cavidad generada por un reloj de
arena. Del lado del citoplasma, aparece una cavidad en forma de embudo con
un didmetro aproximado de 20-25 A [104]. El ancho de la cavidad se reduce a
un mimino a la mitad de la membrana, donde existe un anillo formado por seis
aminodacidos hidréfobos. La abertura del anillo es de aproximadamente 5-8 A
[104]. Del otro lado de la membrana, la cavidad también tiene forma de embudo,
y cerca del anillo, se encuentra la hélice TM2a que funciona como un tapoén al
mantener impermeable a la membrana [104, 74]. El tap6n tiene la capacidad de
desplazarse durante la translocacién para permitir el paso de una preproteina
[74].

En la Figura 1.5a, se muestra la posicién del tapén formado por la hélice
TM2a. La direccién del desplazamiento del tapén se indica en la Figura 1.5b, y
su posicién durante la translocacion se indica en la Figura 1.5c. Adicionalmente,
en la Figura 1.5b, se aprecia la cavidad en forma de embudo de la subunidad «.
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Figura 1.5: Canal conductor de proteinas de M. jannaschii y su tapén formado
por la hélice TM2a. a) Posicién del tapén antes de desplazarse. b) Direccién
del desplazamiento del tapén. ¢) Posicién del tapén durante la translocacion.
Imagen tomada de la referencia [104].

1.4. Abarrotamiento intracelular y el efecto so-
bre las proteinas

El medio intracelular en un medio abarrotado por proteinas

Durante la translocacién y la retrotranslocacién, una preproteina tiene seg-
mentos en ambos lados de la membrana, el citoplasma y el lumen del retriculo
endoplasmino. En ambos medios, existe una gran variedad de especies molécula-
res. De todas las especies, las macromoléculas méas abundantes son las proteinas.
La concentracién total de proteinas en el citoplasma o en el lumen del RE se
encuentra por arriba del régimen diluido, en el cual, la concentracion total de
los solutos es menor a 10 mg/ml [29, 30]. La concentracién de proteinas en el
citoplasma se encuentra en el intervalo de 100-320 mg/ml, y en el lumen del RE
entre 100-200 mg/ml, ver Seccién 5.1. Para expresar la ocupacién de proteinas
en el medio intracelular, se utiliza la fraccién del volumen. Para el citoplasma,
la fraccién de volumen que ocupan las proteinas estd entre 0.12-0.38, y para
el lumen del RE estd entre 0.12-0.24, ver Seccion 5.1. Estos valores de concen-
tracion y de fraccién de volumen, definen al medio intracelular como un medio
abarrotado por proteinas.

Efecto del abarrotamiento por proteinas sobre las propiedades de una
proteina

Las propiedades fisicas y quimicas de una proteina en un medio diluido pue-
den ser diferentes de las propiedades en un medio abarrotado por proteinas.
Entre las cantidades afectadas por el abarrotamiento por proteinas, se encuen-
tran el coeficiente de difusién, la renaturalizacién, los coeficientes de actividad



quimica, y la formacién de estructuras durante el plegamiento. Estas cantidades
medidas experimentalmente, son de interés biolégico por tratarse de proteinas,
las cuales desempenan sus funciones en el abarrotado medio intracelular. A
continuacion, indicamos por separado los efectos del abarrotamiento sobre pro-
teinas.

El coeficiente de difusién de la proteina fluorescente verde (GFP) medido
en agua, un ambiente diluido, es D = 87 pm?/s [24]. Cuando el coeficiente
de difusién fue medido en el interior de células eucariotas de la linea CHO, el
coeficiente para el citoplasma resulté entre 25-30 um? /s, mientras que para el
lumen del RE resulté entre 5-10 pm? /s [24]. Estos valores comparados con el
coeficiente de difusién en agua, corresponden a una reduccién de entre tres a
seis veces para el citoplasma y de entre nueve a 18 veces para el lumen del RE.

En E. coli, una célula procariota, el coeficiente de difusion de la GFP fue
medido como funcién de la concentracién de macromoléculas en el citoplasma
[45, 46]. El coeficiente de difusién resulta sensitivo a la forma en que cambia la
concentracién, y disminuye al aumentar la concentracién. En células adaptadas,
el coeficiente de difusién de la GFP a una fraccién de volumen de 0.15, es D =
12.3 pm? /s, cuando la fraccién de volumen aumenta hasta 0.36, el coeficiente se
reduce a la mitad, 6.2 um? /s [46]. Otros trabajos experimentales en soluciones
abarrotadas por proteinas o polimeros, a concentraciones fisiolégicas, muestran
comportamientos similares para el coeficiente de difusién como funcién de la
concentracién [23, 5, 25].

El abarrotamiento puede modificar el plegamiento. Van den Berg et al. estu-
diarén la renaturalizacién de la lisozima de gallina desnaturalizada en ambientes
abarrotados a condiciones fisiologicas [103]. Como agentes abarrotantes, utiliza-
ron los polisacaridos Ficoll 70 y dextran 70, agentes inertes y altamente solubles
de masa molecular ~ 70 kDa, y también utilizarén las proteinas albtimina del
suero de bovino (BSA) y albimina de pollo (ovalbtimina). La renaturalizacién
se estudié para la lisozima desnaturalizada en su estado oxidado y en su estado
reducido. De los resultados, la renaturalizacién de la lisozima desnaturalizada
en sus estado oxidado ocurre al 100 %, independientemente de la concentra-
cién y del tipo de agente abarrotante, ver Figura 1.6. La renaturalizacién de la
lisozima desnaturalizada en su estado reducido disminuye al aumentar la con-
centracion del agente abarrotante, como lo indica la Figura 1.6, donde se indica
el porcentaje de proteina renaturalizada como funcién de la concentracion del
agente abarrotante. Para cualquiera de los agentes abarrotantes, existen valo-
res de concentracién a la cual se suprime la renaturalizacién, este efecto del
abarrotamiento es més notorio cuando los agentes abarrotantes son proteinas,
como se aprecia en las dos curvas de la parte superior de la Figura 1.6. Van
den Berg et al. también estudiarén el efecto del abarrotamiento en la actividad
catalitica de la proteina disulfuro isomerasa (PDI) sobre la renaturalizacién de
la lisozima reducida [103]. La PDI es una proteina que cataliza la formacién de
enlaces disulfuro en el lumen del RE. Para estudiar la actividad de la PDI, des-
pués de la renaturalizacién de la lisozima desnaturalizada en su estado reducido
en ambos, un ambiente diluido y un ambiente abarrotado, se agregé PDI y se
analiz6 la nueva cantidad de proteina renaturalizada. Cuando la concentracion
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de PDI aumenta hasta 12.5 uM, el porcentaje de proteina renaturalizada en un
ambiente diluido se incrementa en =~ 20 %, mientras que en un ambiente aba-
rrotado, la renaturalizacién se incrementa en 30% y en 40 % para los agentes
abarrotantes Ficoll 70 a una concentracién de 200 mg/ml y la proteina BSA a
100 mg/ml, respectivamente. Bajo las condiciones de abarrotamiento utilizadas,
similares a las condiciones de abarrotamiento fisioldgicas, la actividad catalitica
de la proteina disulfuro isomerasa aumenta.
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Figura 1.6: Porcentaje de lisozima renaturalizada en un ambiente abarrotado
por polisacaridos o por proteinas. Los marcadores sélidos corresponden a la
lisozima oxidada y los marcadores vacios a la lisozima reducida. Imagen tomada
de la referencia [30].

El abarrotamiento también puede afectar la dindmica del plegamiento al ni-
vel de estructuras secundarias y terciarias. Mukherjee et al. estudiaron el efecto
del abarrotamiento sobre la dindmica del plegamiento de tres motivos bésicos,
una hélice «, una hélice-giro-hélice, y una horquilla 5 [63]. Los dos motivos de
hélices constan de 34 aminoacidos, y el motivo de horquilla § es méas pequeno y
consta de 16 aminodcidos. Los agentes abarrotantes utilizados fueron Ficoll 70
y Dextran 70 a una concentracién de 200 mg/ml. En sus resultados, la razén
de plegamiento de los motivos hélice « y hélice-giro-hélice no cambia significa-
tivamente por el abarrotamiento comparada con la razén de plegamiento en un
ambiente diluido. Para el motivo horquilla 3, la razén de plegamiento es redu-
cida por el abarrotamiento, con una reduccién mayor por abarrotamiento con
Ficoll 70. Este efecto del abarrotamiento se debe a dos factores, a la forma del
agente abarrotante y al aumento en la viscosidad del medio, este tiltimo, genera
una mayor friccién sobre el péptido en plegamiento [63]. Durante el plegamiento,
los cambios conformacionales para formar una hélice son locales, a diferencia del
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caso de la horquilla 8 donde se requieren cambios conformacionales no locales
para cerrar la horquilla, esto hace que el efecto del abarrotamiento sea mas pro-
nunciado sobre la formacién de la estructura secundaria horquilla 3, a pesar de
su tamarfio [63].

Al nivel de estructura terciaria, Tokuriki et al. estudiaron el efecto del aba-
rrotamiento sobre el tamaiflo de la proteina ribonucleasa A (RNasa A) rena-
turalizada. Para ello, compararon el espectro de dicroismo circular (CD) de la
RNasa A naturalizada y desnaturalizada en un ambiente diluido, con el espec-
tro en condiciones de abarrotamiemto con Ficoll 70 y con polietilenglicol 20000
(PGE de =~ 20 kDa). Cuando la RNasa A se encuentra en una solucién diluida
con urea a 2.4 M, el 70 % de la proteina se encuentra desplegada, si la solucién
tiene urea a 0.2 M, el total de la proteina se encuentra en su estructura nativa.
Al agregar agentes abarrotantes a la solucién con urea a 2.4 M, el espectro de
CD de la RNasa A cambia, y para una ocupacién del 35 % de PGE 20000 o de
Ficoll 70, el espectro se vuelve muy similar al obtenido cuando la RNasa A se
encuentra en su estructura nativa. Este resultado indica que el abarrotamiento
favorece la compactacion de la RNasa A, y por lo tanto, se favorece la formacion
al nivel de estructura terciaria. Para determinar si el abarrotameinto promueve
el plegamiento de la RNasa A hasta su estructura nativa, Tokuriki et al. ana-
lizaron la actividad enzimética. La RNasa A en un ambiente diluido reduce su
actividad enzimatica al incrementar la concentraciéon de urea. La actividad de
la RNasa A cuando la concentracién de urea aumenta hasta 2.4 M es de un 5 %.
Al agregar agentes abarrotantes a dicha solucién, la actividad de la RNAsa A se
incrementa hasta un 25% cuando la ocupacién de los abarrotantes es de 30 %.
Este resultado indica que el abarrotamiento favorece la formacion de estructuras
proteicas similares a la estructura nativa terciaria [63].

En estd seccién se ha mencionado el efecto del abarrotamiento sobre dife-
rentes propiedades de una proteina. La mayoria de los estudios, realizados en
soluciones abarrotadas por polimeros o proteinas, utilizan valores de concentra-
cién similares a las condiciones de abarrotamiento fisioldgico, con el objetivo
de conocer el comportamiento y funcionamiento de las proteinas en el aba-
rrotado medio intracelular. Durante la translocacion y retrotranslocacién, una
preproteina tiene segmentos en ambos lados de la membrana, en el citoplasma
y el lumen del RE, ambos medios abarrotados principalmente por proteinas.
El efecto del abarrotamiento por proteinas sobre la translocaciéon de una pre-
proteina en el medio intracelular no ha sido estudiado debido al tamano del
sistema de translocacién (de unos cuantos nandémetros), y al limitado control
de las diferentes etapas de la translocacién, mediadas por las velocidades de las
reacciones involucradas.

Para estudiar uno de los efectos del abarrotamiento sobre la translocacion
postraduccional, utilizamos modelos estéricos de polimeros, los cuales indican
una clara diferencia entre la translocacién en un ambiente diluido y en un am-
biente abarrotado, como se indica a continuacion.
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1.5. Modelos de translocacién para polimeros

El estudio en la literatura de la translocacién se ha enfocado en describir el
transporte a través de la membrana, desde el arribo de una preproteina y su
inserciéon al canal, hasta su liberacién cuando la preproteina ha cruzado comple-
tamente la membrana. Para estudiar la translocaciéon, se han utilizado los com-
ponentes necesarios de la translocacién, como el canal conductor de proteinas,
el complejo Sec, y las chaperonas y moléculas que asisten la translocacién. El
sistema estd formado por proteoliposomas, microsomas, o vesiculas de mem-
brana invertida, en un ambiente diluido. Estudiar el efecto del abarrotamiento
por proteinas sobre la translocaciéon de una preproteina es un proceso complejo
debido a la escala del sistema, y a las interacciones entre la preproteina con las
especies abarrotantes.

El efecto estérico del abarrotamiento sobre la translocacion se puede estudiar
utilizando modelos que toman en cuenta la reducciéon de las conformaciones de
un polimero en translocacién por la presencia de la membrana y de los agen-
tes que abarrotan. El efecto del abarrotamiento sobre la translocacién de un
polimero se cuantifica al comparar las variables de la translocacién en un sis-
tema abarrotado con las variables en un sistema sin abarrotar, denotado como
sistema diluido. En estos modelos, la presencia de la membrana y el anclaje
al poro impiden que el polimero acceda a todos sus posibles conformaciones
comparadas con las de un polimero en el espacio libre. Este impedimento en
las conformaciones, llamado impedimento estérico, modifica la energia libre del
polimero, y por lo tanto, el efecto de la presencia de la membrana o de los
agentes abarrotantes se incluye como una interaccion estérica. Los modelos de
translocacion de polimeros consideran a la membrana como una pared impe-
netrable, con un poro que permite el paso del polimero, similar al proceso de
translocacién de una preproteina a través de una membrana.

La translocacién de un polimero en un ambiente diluido fue estudiada por
Sung y Park [96]. En sus resultados, la presencia de la pared introduce una
barrera de energia dependiente del tamano del polimero, y puede modificarse
introduciendo potenciales quimicos. Debido a la barrera de energia, el tiempo de
translocacion resulta mayor al tiempo que por difusién se tardaria un polimero
en recorrer una distancia igual a su longitud. El tiempo de translocacién 745
depende del tamano de la cadena N y del coeficiente de difusiéon D, y es aproxi-

2 2
madamente T (V%)

g —op > con b la longitud de monémero. En sus cdlculos ntumericos
del tiempo, Sung y Park asumen que el coeficiente de difusién es el mismo en
ambos lados de la membrana.

La translocacion de un polimero en un ambiente abarrotado por agentes
esféricos fue estudiada por Gopinathan y Kim [35]. Para estudiar el efecto del
movimiento, consideran el abarrotamiento en dos casos limite, cuando los agen-
tes se mueven muy rapido, llamado régimen dinamico, y cuando los agentes
carecen de movimiento, llamado régimen estdtico. En sus cédlculos, también asu-
men que el coeficiente de difusion es igual en ambos lados de la membrana. En
sus resultados, el tiempo de translocacion crece con la longitud de la cadena N,
dependiendo de los valores de concentracién en ambos lados de la membrana, el
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tiempo puede crecer de manera exponencial, presentar un crecimiento asintéti-
co en forma de meseta, o crecer con una ley de potencia. Las tres formas de
crecimiento para el tiempo de translocacion se presentan en ambos regimenes,
estdtico o dindmico [35]. Este resultado para el tiempo de translocacidn, es dife-
rente al obtenido por Sung y Park para la translocacién en un ambiente diluido,
y por lo tanto, representa un claro ejemplo del efecto estérico del abarrotamien-
to sobre la translocacién de polimeros.

En este trabajo, estudiamos y caracterizamos el efecto estérico del abarro-
tamiento fisiolégico por proteinas sobre la translocacién y retrotranslocacién
postraduccional de una preproteina. Para ello, utilizamos modelos de polime-
ros, tomando en cuenta caracteristicas fisicas del medio intracelular, como la
viscosidad intracelular, el coeficiente de difusién de proteinas en el citoplasma
y en el lumen del RE, la longitud de las proteinas translocadas hacia el lumen
del RE, y los valores de concentracién de proteinas en el citoplasma y en el
lumen del RE. Las caracteristicas fisicas del medio intracelular son incluidas en
los modelos como parametros, y nos permiten definir el tipo de abarrotamiento
del medio intracelular.

En este capitulo, aunque se han mencionado las caracteristicas principales de
los procesos de translocacién y retrotranslocacién, en el trabajo de investigacion
se toma en cuenta Unicamente la interacciéon energética estérica de una cadena
debido a su entropia conformacional. Este trabajo se ha centrado en estudiar
el efecto estérico del abarrotamiento y todas las demas interacciones, como la
existente entre el agua y los aminoacidos de una proteina, no se incluyen en el
modelo. Modelos para la translocacién, incluyendo otro tipo de interacciones o
fenémenos importantes para el proceso de translocacion, se dejan como trabajo
a futuro y se mencionan en las perspectivas.
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Capitulo 2

Planteamiento del problema
y objetivos de estudio

La translocacién y la retrotranslocacion de preproteinas son procesos vitales
para las células. La translocaciéon permite que las preproteinas experimenten
el proceso de plegamiento para alcanzar una estructura nativa!, para después
ser dirigidas a sitios especificos donde desempenan sus funciones. Del total de
proteinas, aproximadamente el 30 % deben ser translocadas por tratarse de pro-
tefnas de secrecién. La retrotranslocacién es un proceso de respuesta al mal
plegamiento de proteinas en el lumen, y sirve para evitar la agregacién de pro-
teinas, fenémeno asociado con el desarrollo de enfermedades y con la muerte
celular. El mal plegamiento de proteinas en el citoplasma y su degradacién ocu-
rre para aproximadamente el 20% de las proteinas. Para el lumen, se espera
una cantidad de la misma magnitud, debido a que es un ambiente sensitivo a
condiciones ambientales ofensivas que afectan el plegamiento.

La translocacién y la retrotranslocaciéon de preproteinas ocurre entre el ci-
toplasma y el lumen del RE; ambos entornos son ambientes abarrotados por
proteinas. Una preproteina en transporte tiene segmentos en ambos medios, y
por lo tanto, interacciona con las proteinas abarrotantes. De todas las interac-
ciones, la interaccién estérica siempre esta presente. Las proteinas abarrotantes
le excluyen volumen a los segmentos de una preproteina, reduciendo el niimero
de conformaciones posibles. La reduccién en conformaciones modifica la energia
libre de la preproteina; este efecto por la exclusién de volumen del abarrota-
miento de proteinas se modela como una interaccién estérica.

Para llevar a cabo la translocacién o la retrotranslocacién, una preproteina
debe encontrarse en un estado no plegado o de plegamiento parcial. Una proteina
no plegada experimenta diferentes conformaciones para adquirir una estructura
estable o estructura nativa. El nimero de conformaciones aumenta mientras la

INo todas las protefnas intracelulares alcanzan una estructura nativa. Existen proteinas
que presentan segmentos desordenados y son capaces de desempetiar funciones al interactuar
con otras proteinas. Estas proteinas son llamadas proteinas intrinsecamente desordenadas [4].
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cadena sea impedida de alcanzar el plegamiento, como sucede durante la trans-
locacién [74]. Por simplicidad, consideramos que las conformaciones que expe-
rimenta una preproteina corresponden a las conformaciones de una cadena de
polimero sin restricciones, llamada cadena ideal. De esta manera, la preproteina
se remplaza por un polimero o cadena ideal.

Para estudiar el efecto del abarrotamiento por proteinas sobre la transloca-
cién y retrotranslocacién postraduccional de preproteinas a través de la mem-
brana del reticulo endoplasmatico, utilizamos modelos estéricos de la transloca-
cién de polimeros. A continuacién enunciamos todas las consideraciones sobre
el sistema bioldgico de translocacién que nos permiten utilizar modelos fisicos.

Una preproteina en translocacion, a fin de entrar al lumen del RE, atraviesa
la membrana por el canal proteico conductor para no perturbar la permeabi-
lidad de la membrana. El comportamiento de la preproteina en translocacion
es equivalente al de un polimero en translocacién a través de una pared rigida
delgada? por medio de un orificio de tamafio despreciable.

Si la translocacién de una preproteina ocurre en un ambiente sin abarrotar,
el sistema se llama diluido. Este tipo de sistemas es utilizado para estudiar
la translocacién en sistemas experimentales in wvitro. La translocacién en un
ambiente diluido, utilizando modelos, se representa por la translocacién de un
polimero en ausencia de agentes abarrotantes.

En el medio intracelular, la preproteina en translocacién se encuentra ro-
deada por las proteinas abarrotantes del citoplasma y el lumen del RE. Por
simplicidad, consideramos que las proteinas abarrotantes son de la misma es-
pecie que la preproteina en translocacién, de esta manera, el tamano de los
agentes abarrotantes a es igual al tamano caracteristico de la preproteina en

translocacién, dado por su radio de giro: Ry = \/%b. Las proteinas abarrotan-

tes se consideran como agentes esféricos de radio a = R, lo cual equivale a
abarrotamiento por proteinas globulares, con una fracciéon de volumen ¢g¢ en
el citoplasma y ¢rg en el lumen del RE. Debido al abarrotameinto, el sistema
de translocacién equivalente es el de un polimero en translocacién en presencia
de agentes esféricos distribuidos aleatoriamente.

En el medio intracelular las proteinas abarrotantes se mueven por difusion.
Una preproteina en translocacion, ademéds del efecto de volumen excluido por
abarrotamiento, experimenta el movimiento de las proteinas. La movilidad por
difusion de las proteinas abarrotantes es diferente en el citoplasma y en el lu-
men del RE, debido al grado de abarrotamiento y a la viscosidad del medio,
ver capitulo 5. La movilidad de una preproteina en translocaciéon depende de la
movilidad en el citoplasma y en el lumen del RE, y del grado de abarrotamiento.
En consecuencia, la movilidad de una preproteina en translocacién es menor a
la movilidad de una proteina abarrotante; ver capitulo 5. Este comportamiento
corresponde al de un polimero en translocacion rodeado por agentes esféricos

2En la translocacién en células, una preproteina debe atravesar por el canal conductor
embebido en una membrana de grosor 6.7 nm [73]. El grosor de la membrana no es una
cantidad despreciable, principalmente para preproteinas pequenas. Consideraciones acerca del
grosor de la membrana se plantean como trabajo a futuro en la Seccién 8.3.
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de alta movilidad; en este caso el sistema es llamado abarrotado en un régimen
dindmico. Si las proteinas abarrotantes estuvieran inmoviles, lo cual no corres-
ponde al abarrotamiento intracelular, la translocacién equivalente seria la de
un polimero rodeado por agentes esféricos inméviles; este sistema es llamado
abarrotado en un régimen estatico.

Para estudiar el efecto estérico del abarrotamiento por proteinas sobre la
translocacion y la retrotranslocacién de preproteinas, utilizamos modelos de
translocacion de polimeros. Estudiamos la translocacién de un polimero en un
sistema diluido, y en los sistemas con abarrotamiento dinamico y con abarrota-
miento estatico. El sistema diluido es utilizado como sistema de referencia para
cuantificar el efecto estérico del abarrotamiento. Los sistemas abarrotados en
un régimen dindmico y en un régimen estatico son utilizados para estudiar el
efecto de la movilidad de los agentes abarrotantes.

Las caracteristicas fisicas del medio intracelular son incluidas en los mode-
los como parametros. Entre ellas, estan la viscosidad del medio intracelular, el
coeficiente de difusién de las proteinas que abarrotan el medio intracelular y la
fraccién de volumen que ocupan. También se toma en cuenta la longitud de las
proteinas translocadas hacia el lumen del RE y la diferencia en la fraccién de
volumen de las proteinas que abarrotan el citoplasma y el lumen del RE.

2.1. Objetivos

2.1.1. Objetivo general

El objetivo principal de este trabajo es estudiar el efecto estérico del aba-
rrotamiento por proteinas sobre las propiedades fisicas de la translocacién y
retrotranslocacién postraduccional de preproteinas a través de la membrana del
reticulo endoplasmico.

2.1.2. Objetivos particulares

Para estudiar y cuantificar el efecto estérico del abarrotamiento por proteinas
sobre la translocacién, debemos cumplir una serie de objetivos particulares:

1.- Calcular, mediante modelos estéricos, las siguientes propiedades fisicas:
la energia libre, la energia de activacién, la fuerza entrépica, y el tiempo de
transporte, para la translocacién y la retrotranslocacién de un polimero en un
ambiente diluido y en un ambiente abarrotado.

2.- Utilizar las propiedades fisicas del medio intracelular: viscosidad, concen-
tracién de proteinas, y el coeficiente de difusién de proteinas, para calcular los
tres tiempos caracteristicos del sistema de translocacion que nos permiten defi-
nir en que régimen se encuentra el medio intracelular abarrotado por proteinas,
dindmico o estatico, de acuerdo a la movilidad de las proteinas.

3.- Comparar las variables fisicas de la translocacién en un ambiente diluido
con las de la translocacién en un ambiente abarrotado dindmico, para cuantificar
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el efecto estérico del abarrotamiento intracelular.

4.- Calcular las variables fisicas de la translocacién y la retrotranslocacion
como funcién de la diferencia de las fracciones de volumen A¢ que ocupan las
proteinas en el citoplasma y en el lumen del RE, para estudiar el efecto de tener
diferentes concentraciones de proteinas en ambos lados de la membrana.

5.- Comparar las variables fisicas de la translocacién en un sistema abarrota-
do dindmico con las de un sistema abarrotado estatico para determinar el efecto
de la movilidad de los agentes abarrotantes sobre la translocacién.

6.- Estudiar el efecto del abarrotamiento sobre el tiempo de translocacién
por medio del coeficiente de difusion, para cuantificar el doble efecto del aba-
rrotamiento sobre el tiempo de translocacién.

Para cumplir con nuestros objetivos, en los capitulos 3 y 4 presentamos la
teoria para los modelos estéricos utilizados, y en los capitulos 5 y 6 mostramos
los resultados.
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Capitulo 3

Metodologia: Modelos para
el transporte de cadenas en
membranas a través de
poros

En este capitulo se retoma la teoria de cadenas ideales y los modelos de
polimeros en translocacién en un ambiente diluido y en ambientes abarrotados
[26, 96, 35]. Las expresiones de la energfa libre de cada modelo son aplicadas a
la translocacion y la retrotranslocacion de preproteinas en el capitulo 5.

3.1. La cadena ideal en el espacio libre

Consideremos una cadena formada por [N monémeros cada uno de longitud
b, con vectores de posicion respectivos Rl, Rg, .. R ~. Una conformacion de la
cadena estard dada por el conjunto de los Vectores de posicién de los mondémeros
C :{}a, R, ..., ﬁN} Si la posicién y la orientacién de cualquier monémero de
la cadena no se ven afectados por la presencia de los demds monomeros a lo largo
de la cadena, entonces llamamos a la cadena ideal; en este caso, la cadena puede
acceder a todas sus posibles conformaciones. Este modelo de cadena también es
conocido como el modelo de cadena de goznes libres, en el cual la longitud de
los enlaces entre momomeros es fija e igual a b, con orientacion independiente e
isotrdpica en el espacio [33].

En una cadena, las interacciones entre mondémeros vecinos a lo largo de
la cadena se conocen como interacciones de corto alcance, y cuando existen
interacciones entre un mondémero con otros que se encuentran lejos a lo largo de
la cadena, pero cercanos en el espacio, se conocen como interacciones de largo
alcance [33]. Un ejemplo de interaccién de largo alcance proviene del contacto
entre dos nomémeros alejados a lo largo de la cadena pero cercanos en el espacio,
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los cuales no pueden atravesarse entre si debido a su volumen. Esta interaccion
debido a la exclusién de volumen se conoce como estérica y en una cadena ideal
es despreciable.

3.1.1. Cantidades promedio

En el espacio libre, una cadena ideal adopta todas sus posibles conformacio-
nes. Para caracterizar sus propiedades, en lugar de referirnos a una conformacion
en particular, hablamos de cantidades que han sido promediadas sobre todas las
conformaciones de la cadena. Los promedios se calculan utilizando un ensamble
de cadenas.

La primer cantidad promedio asociada a una cadena ideal es el vector de
extremo a extremo (1%), el vector que va de un extremo de la cadena situado
en R hasta el otro extremo en Ry. El vector <ﬁ> es cero, ya que al promediar
sobre un ensamble, por cada cadena que tenga vector de extremo a extremo
existe otra apuntando en la direccién opuesta —7.

El vector extremo a extremo, por ser nulo, no da informacién; por lo tanto,

se utiliza la distancia cuadrdtica media de extremo a extremo 4/ (1%2) El vector

extremo a extremo R escrito en términos de los vectores b, que apuntan de la
posicién de un mondémero a la posicion del siguiente a lo largo de la cadena, es
[37, 33]:

N-1
R=Y b (3.1)
=1
del cual se obtiene:
N—-1
R2=Y"0;+2) bibj=(N—1)p*+2> b?cos (0) (3.2)
i=1 i#j i

con 0;; el angulo entre los vectores l_); y Ej, Al promediar sobre un ensamble,

por ser ideal la cadena, los vectores b apuntan en cualquier direccién por no
existir correlacién en la orientacién, y por lo tanto, (cos(6;;)) = 0. De esta
manera para N grande se tiene:

(R?) = Nv2. (3.3)

Para caracterizar al tamano de la cadena, se utiliza el radio de giro Rg, que
mide la distribucién de mondémeros alrededor del centro de masa de la cadena
[26, 33], el cual estd definido como:

R = (R~ Row)?) (3.4)

—

con el centro de masa dado por Roy = % vazl ﬁi. Para cadenas con N > 1
se tiene [33]:
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) 2
Ry~ =

N
Ry~ | b (3.6)

esta cantidad es utilizada cominmente para caracterizar el tamano de pro-
teinas globulares en ambientes diluidos.

El célculo de los valores promedio para cantidades adicionales se facilita
utilizando la funcién de probabilidad. Para una cadena ideal, la densidad de
probabilidad P de que una cadena de N monoémeros tenga vector de extremo a
extremo R, es [33]:

S (2rNp\ T 3R>

Considere a Q(R) el nimero de conformaciones de la cadena con vector de
extremo a extremo fijo R, y a {y el nimero de todas las conformaciones de la
cadena, entonces la probabilidad de que la cadena tenga vector de extremo a
extremo fijo R es Py(R) = Q(R, N)/Qp. La energfa libre para la cadena con
vector de extremo a extremo ﬁ, debido a la entropia por conformaciones es
Fy = =TS con S = kg In(Q(R)). Al escribir € en términos de la probabilidad
dada por la ecuacién 3.7, se obtiene [26]:

53 2
() N6 b (3.5)

3kpTR?
INDB2

donde el término Fj contiene el témino en )y, el cual es constante y no
depende de R.

Fy (ﬁ) = —kpTln (QOPN(R)) = Fy+ (3.8)

En caso de que la cadena ideal esté restringida en sus conformaciones debido
a confinamiento o por la exclusién de volumen por agentes externos, la energia
libre de la cadena cambia entropicamente. En las siguientes secciones, discutimos
el caso de una cadena que posee un extremo libre y otro extremo anclado a un
poro en una pared rigida e impenetrable, en ausencia y en presencia de agentes
llamados agentes abarrotantes.

3.2. Modelo para el transporte de una cadena
ideal a través de un poro sobre una pared:
el modelo diluido

Durante la translocacion y la retrotranslocacién, proteinas que no han su-

frido plegamiento o que presentan plegamiento parcial, se transportan entre el
citoplasma y el lumen del RE. En este proceso, existen segmentos de la proteina
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en ambos lados de la membrana, el citoplasma y el lumen del RE. Cada seg-
mento tiene un extremo libre, mientras que el otro se encuentra anclado al canal
de transporte; el canal debe permitir inicamente el paso de la cadena a fin de
mantener la impermeabilidad de la membrana; por lo tanto, el ancho del canal
es pequeno. En esta seccién, indicamos el modelo de translocacién de polimero
que corresponde a la translocaciéon en ausencia de agentes que obstaculicen el
transporte, llamado modelo diluido.

3.2.1. Energia libre de una cadena ideal en translocacién

Consideremos a una cadena ideal de N mondémeros de longitud b atravesando
un poro de tamano despreciable sobre una pared plana, rigida e impenetrable
(Figura 3.1). Definimos al estado inicial del transporte, en ¢ = 0 s, como el
estado en el cual inicamente un monémero de la cadena ha cruzado; el proceso
de insercién del primer mondémero hacia el poro no serd tomado en cuenta.

Al tiempo ¢, cuando n mondémeros han atravesado, la cadena se considera
como formada por dos segmentos de n y N — n monémeros, ambos anclados a
la pared.

citoplasma lumen del RE
—
b
N-n monémeros n monémeros

Figura 3.1: Cadena ideal reemplazando a un proteina sin plegar durante la
translocacion.

El proceso de transporte se describe utilizando los dos segmentos de la cadena
a ambos lados de la pared. La energia libre F de toda la cadena cuando n
mondmeros han atravesado es la suma de la energia libre F' de cada segmento
anclado [96]:

F(n)=F(n)+F(N—n). (3.9)

En la expresién anterior, se ha considerado que la forma funcional de la
energia es la misma para los segmentos a ambos lados de la pared, ya que el
medio es el mismo. En caso de que los medios alrededor de la pared, llamados
lado cis y lado trans, sean diferentes, deben considerarse dos energias: F.;s(N —
n) ¥ Firans(n). La energfa libre F en la ecuacién 3.9 representa la energia
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promedio de un ensamble de cadenas cuando n mondémeros han cruzado. Para
conocer JF, primero indicamos la energia libre de un segmento anclado F.

La densidad de probabilidad de un segmento de cadena

Para calcular la energia libre F' de un segmento que se encuentra de un lado
de la pared, utilizamos la densidad de probabilidad de un segmento con un ex-
tremo libre en 7y otro anclado en la pared, Pseg (7). La densidad de probabilidad
para el segmento, Pig, se obtiene de la densidad de probabilidad de una cadena
anclada a la pared con sus dos extremos libres en 7y 7y: Peaq; dicha cadena
esta restringida a un solo lado por la presencia de la pared. La probabilidad del
segmento es la probabilidad de la cadena anclada en el limite en que uno de los
extremos se aproxima al punto de anclaje en la pared; ver la Figura 3.2.

Pcad( rr) Pseg= lim Pcad
r nn—0 r

ro ro

Figura 3.2: Izquierda: cadena anclada a la pared con sus extremos libres. De-
recha: un segmento de cadena anclado corresponde al caso de la cadena anclada
en el limite en que un extremo tiende al punto de anclaje.

Para el caso de la cadena anclada, cuyos extremos se encuentran en las
posiciones 7 y T, la presencia de la pared restringe sus conformaciones. Por
cada conformacion de la cadena anclada con vector de extremo 7, existe una
conformacion restringida la cual corresponde a la conformacién de una cadena
con su extremo en 7,*, donde 7,* difiere del vector 7y de la cadena anclada, en
la coordena x que se reemplaza por —x, como se muestra en la Figura 3.3.

La probabilidad de una cadena anclada se obtiene de la probabilidad de una
cadena ideal al tomar en cuenta las conformaciones impedidas por la pared. En
ausencia de la pared, la probabilidad de tener a una cadena con extremos en
y 7o es la probabilidad de la cadena ideal en el espacio libre Pjp.e dada por la
ecuacién 3.7. Esta probabilidad, por complementaridad de probabilidades, es la
suma de la probabilidad de una cadena anclada en la pared P.,q con extremos
en 'y rp, mas la probabilidad de una cadena que tiene vectores de extremo 7y
7o pero que no estd anclada Pyo.ancla- La relacion entre probabilidades es:

]Dlibre (7?7 7?0) = Pcad (7?’ FO) + Pno—ancla (7?’ FO) . (310)
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Figura 3.3: Izquierda: cadena anclada a la pared con sus extremos libres en
7y 7. Derecha: cadena que representa la conformacién impedida a la cadena
anclada por la presencia de la pared. El extremo en 7,* difiere del vector 7 de
la cadena anclada en la coordenada x, la cual se reemplaza por —z.

Las conformaciones de la cadena no anclada corresponden a las conforma-
ciones impedidas a la cadena anclada por la presencia de la pared, las cuales
corresponden a la de una cadena ideal con vectores de extremo 7y 7,*; por lo
tanto, la probabilidad de la cadena no anclada es la probabilidad de una cadena
ideal con extremos en 7y 7,*. Dejando la probabilidad de la cadena no anclada
en términos de la probabilidad de una cadena ideal y despejando de la ecuacién
anterior, se encuentra para la probabilidad para la cadena anclada [96]:

PCad (Fa FO) = -Pidcal (F* 770) - -Pidcal (F* 7?0*) . (311)

En la ecuacién anterior, los términos para la probabilidad de la cadena ideal
se evaluaron en ¥ — 74 y en 7 — 7y, respectivamente, ya que la probabilidad de la
cadena ideal depende del vector que apunta de un extremo de la cadena hacia
el otro, como aparece en la ecuacion 3.7.

Con la probabilidad P.,q, la probabilidad de un segmento anclado en la pared
P, se obtiene al tomar el limite cuando el extremo 7 de la cadena anclada
tiende a cero. Para ello, tomamos a un extremo de la cadena anclada como
7= (x,y,2), y para el otro extremo 7 = (x0,0,0) con zy pequeno tendiendo a
cero. De esta manera, la densidad de probabilidad de un segmento anclado de
k mondmeros, con el extremo libre en 7, y el otro extremo a una distancia xq
de la pared, se calcula como:

Pscg (ﬁ k) = Pead (77, 7:’0) ‘F(J:(xo,0,0) = [Pidcal (F* 770) — Pigeal (7?* 7:‘0*)]7?0=(;1¢0,070)
(3.12)
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B orkb2 /2 3
Peg(BF) = ( 3 ) exp(_ka2

~3/2 5
3 > exp (2kb2 ((x+x0)2+y2+22)> .

(3.13)

((x—z0)® +y* + z2)>

Al simplificar la expresién anterior se obtiene:

B orkb?\ ¥ [6ax 3y s
Pscg (7"; k) = < 3 > 2sinh <2k;b2> exp < D2 (IL’ + oyt + 27+ ‘TO))
(3.14)

Utilizando el desarrollo en serie de la funcién seno hiperbélico alrededor de
xo = 0, y tomando términos a primer orden en xg, se obtiene [96]:

. 2mkb?\ Y2 6z 3
Preg (75 K) = ( 3 ) vz P < 22

La expresién anterior representa la densidad de probabilidad para que un
segmento de cadena de k mondmeros tenga vector de extremo 7 = (z,vy, z)
mientras el otro se encuentra en xy cercano a la pared. La probabilidad de
encontrar un segmento con un extremo cercano a la pared en xg y con su otro
extremo en cualquier punto del espacio (con la restriccién de que z > 0 debido
a que no puede atravesar la pared) se obtiene al integrar la expresién anterior
sobre el espacio, con la restriccién de que z > 0 [96]:

oo oo oo ronpp2 3/2 611 3
Pacg (k) = — 2 (2 R+ 22 .
seg (k) [m [m/o ( 3 ) 2 exp< TS (2 +y° + 2 )) dzdydz

(3.16)
El resultado, en términos del niimero de monémeros k del segmento, es:

Paeg(k) = (\/Ex;) K12, (3.17)

La energia libre de un segmento de cadena ideal anclado

(® +y* + 22)> . (3.15)

La energia libre para un segmento de cadena de k£ monémeros anclado a la
pared se obtiene a partir de su probabilidad. Si €2 es el nimero de conformaciones
del segmento anclado de K monémeros y {2y el nimero de conformaciones del seg-
mento en el espacio libre, entonces Pueg(k) = Q(k)/€Q. La energfa libre del seg-
mento anclado tomando en cuenta las conformaciones es Fyeg(k) = —kgT In(£2).
Al escribir © en términos de la probabilidad Pscg(k) dada por la ecuacién 3.17,
la energfa libre se calcula como:
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F (k) = —kpT'In (Q9Pag (k)) = —kgTIn (QO (\E?) kl/a) - FOJr%kBTln (k).

(3.18)
En la expresion anterior, el término Fy = —kgT In (QO \/g ‘%’) no depende
del niimero de monémeros de la cadena, por lo tanto, es constante y puede

tomarse como el nivel de referencia de la energia. De esta manera, la energia
libre de un segmento de cadena de k mondémeros anclado a la pared es [96]:

F (k) = %kBTln (k). (3.19)

Para una cadena ideal en translocaciéon, compuesta por N monémeros, la
energia libre de la cadena F cuando n mondémeros han atravesado la pared se
obtiene de la suma de las energias de los segmentos de cadena que se encuentran
a cada lado de la pared, compuestos de n y N —n mondmeros respectivamente,
esto es:

Fn)=F(n)+F(N—n)= %kBTln ((N—=n)n). (3.20)

Esta expresién representa la energia libre promedio de una cadena ideal
cuando n mondmeros se encuentran de un lado de la pared. Nosotros utilizamos
esta expresién para definir la fuerza asociada a la translocacién de una cadena
en un ambiente diluido y para calcular el tiempo promedio de primer paso de
una cadena en translocacién en el capitulo 6.

3.3. Modelo de transporte para una cadena en
un ambiente abarrotado por agentes esféri-
cos sin movimiento: el modelo abarrotado
estatico

Durante la translocacién de una proteina en el medio intracelular, los seg-
mentos de la proteina a ambos lados de la membrana se encuentran rodeados
por diferentes moléculas, principalmente proteinas del citoplasma y del lumen
del RE. La concentraciéon de las proteinas en dichos medios estd entre 100 y 320
mg/ml, por lo tanto se definen como medios abarrotados.

El movimiento de las proteinas solubles en el interior de las células ocurre
principalmente por difusion, la cual disminuye al aumentar el tamano de la pro-
teina y el grado de abarrotamiento del medio. En el citoplasma y en el lumen
del RE, la difusién de las proteinas es del orden de pum?/s (ver Seccién 5.2).
Modelar el proceso de translocaciéon tomando en cuenta el movimiento por difu-
sién de las proteinas que abarrotan el medio, resulta un proceso complejo. Para
describir el transporte de forma analitica incluyendo la movilidad de los agentes

26



abarrotantes, se comparan las escalas de tiempo representativas del sistema que
caracterizan el grado de movilidad. Las diferentes escalas de tiempo del sistema
son: el tiempo caracterfstico de los agentes abarrotates (proteinas solubles) de-
bido a su movilidad por difusién, el tiempo de relajacién de la preproteina en
transporte, y el tiempo de translocacién.

Si la escala de tiempo de los agentes abarrotantes (definida por la lenta
movilidad de las proteinas) es muy grande comparada con el tiempo de relajacién
de la cadena y el tiempo que tarda la proteina en ser translocada, entonces, se
puede considerar a los agentes abarrotantes inmoviles durante la translocacién
de la proteina. Este caso, se conoce como el régimen abarrotado estdtico definido
por Gopinathan y Kim [35].

En este régimen estatico, si el tiempo de translocaciéon es mucho mayor que
el tiempo de relajacién de la preprotina, entonces, la preproteina por carecer
de plegamiento, accede a todas su posibles conformaciones. Bajo estas consi-
deraciones, la preproteina se comporta como una cadena ideal (o polimero sin
interacciones) y el proceso de translocacion es equivalente al transporte de una
cadena ideal rodeada por agentes estaticos, el cual describimos a continuacion.

3.3.1. Energia libre para una cadena en un ambiente aba-
rrotado estatico

Tomando en cuenta que una preproteina en transporte en un régimen estatico
se comporta como una cadena ideal, vamos a indicar la forma de obtener la
energia libre de la cadena como funcién del nimero de segmentos que atraviesan
la membrana a través del poro o canal.

Durante el transporte, una cadena ideal de N mondmeros estd formada por
dos segmentos, uno a cada lado de la membrana: lado cis, del cual parten los
monémeros y lado trans, al cual llegan. El nimero de monémeros del segmento
en el lado trans es n (el segmento de cadena que atraviesa), mientras que el
ntmero de mondémeros del segmento en el lado cis es N — n (el segmento de
cadena que atun no ha atravesado). Si las proteinas en los lados cis y trans
ocupan fracciones de volumen respectivas ¢cis Vv @irans, entonces se reduce el
volumen disponible para la cadena, y por lo tanto, los segmentos en ambos
lados acceden a un ntmero menor de conformaciones, comparado con el caso
de una cadena en un sistema diluido. De esta forma, la energia libre de los
segmentos, y por lo tanto, de la cadena, depende de la ocupacion de las proteinas.
Adicionalmente, cada segmento de la cadena por estar anclado al poro de la
membrana, a la cual consideramos rigida e impenetrable, tiene un niimero menor
de conformaciones comparado con las de un segmento en el espacio libre. Con
estas dos consideraciones, la energia libre de una cadena o de un segmento debe
tomar en cuenta la reduccién en conformaciones por: 1) el anclaje al poro y la
presencia de la pared, y 2) la presencia de los agentes abarrotantes.

Para la cadena en transporte de longitud N, la energia libre F cuando n
monémeros han atravesado, es la suma de la energia libre de los segmentos
que se encuentran a cada lado de la membrana. Para cada segmento, podemos
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separar la energia libre Iy, en dos partes, una que toma en cuenta la contribu-
cién estérica debido el anclaje de la cadena a la membrana y a la presencia de
la membrana Fyj, y otra considerando la contribucién estérica por la presen-
cia de los agentes abarrotantes estéticos Ft. En la Figura 3.4, se indican las
contribuciones estéricas a la energia libre de un segmento.

OOO OOO
S| V2| 8

nmonémeros

n monémeros n monémeros

Figura 3.4: Las conformaciones de un segmento de cadena de n mondmeros
(Figura de la izquierda) estén restringidas por: 1) el anclaje de un extremo al
poro de la pared (Figura del centro), y 2) por las conformaciones accesibles en
presencia de los agentes estdticos (Figura de la derecha).

La primera contribucién de Fi., corresponde a la energia libre de un seg-
mento de n monémeros en un ambiente diluido, dada por Fyj (n); descrita en la
Seccién 3.2.1, y dada por la ecuacién 3.19. La segunda contribucion a la energia
Fyeg se calcula en el siguiente apartado para un segmento de n mondémeros ro-
deado por agentes esféricos a una fraccién de volumen ¢: F5t = F (¢,n). Con
estas dos contribuciones para cada segmento, la energia libre F de la cadena de

N mondémeros cuando n han sido translocados es:

f ((bcisv ¢transv N7 TL) = F ((bcisa N - n) + F (¢transa ’I’L) + %kBTln ((N - n) n) .
(3.21)
En la expresién anterior se ha considerado que la forma funcional F(¢,n)
es la misma para los segmentos de cadena alrededor de la membrana, ya que
los medios alrededor de la membrana pueden diferir iinicamente en la fraccién
de ocupacion de agentes abarrotantes ¢. La dependencia en la ocupacién de las
proteinas a cada lado de la membrana depende de la direccién de transporte.
Para el caso de traslocacion, el lado cis corresponde al citoplasma, y el lado trans
al lumen del RE; en retrotranslocacién, los lados se invierten. En el lado derecho
de la ecuacioén, los dos primeros términos corresponden a la contribucion de cada
segmento por abarrotamiento y el dltimo término corresponde a la contribucién
debido a la presencia de la pared y al anclaje de los segmentos. De esta forma,
para conocer la energfa libre de la cadena, necesitamos la expresién F(¢,n), la
cual discutimos a continuacién.
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3.3.2. Energia libre de un segmento rodeado por agentes
esféricos estaticos

La presencia de agentes esféricos estaticos reduce el nimero de conformacio-
nes permitidas a un segmento de cadena, comparado con las conformaciones del
segmento en el espacio libre. La reducciéon en conformaciones, cambia la energia
libre de forma entrépica. El cambio en la energia libre para un segmento de ca-
dena de n mondémeros es F' = —ST = —kgT InQ [26], donde S = kg InQ(n) es
la entropia dada en términos de Q(n), que representa el nimero de conformacio-
nes permitidas a la cadena de n monémeros debido a la presencia de los agentes
estaticos. Si 0y es el nimero total de trayectorias de una cadena en el espacio
libre, entonces la probabilidad de las trayectorias permitidas es Py = Q/Qq. Al
despejar 2 en términos de Py, se tiene: Q = QyPn(n). El nimero de confor-
maciones permitidas Q(n) equivale al nimero de trayectorias de un caminante
browniano que ha sobrevivido al haber dado n pasos en un ambiente rodeado de
trampas aleatorias de radio a, con una ocupacién en volumen ¢. De esta forma,
Pq, es igual a la probabilidad de que un caminante browniano sobreviva después
de haber dado n pasos en el ambiente de trampas, esta probabilidad es llamada
probabilidad de supervivencia Ps. En términos de Pj, la energia libre para un
segmento es [35]:

En la expresion anterior, el término con €y es constante y no se ha escrito.
La probabilidad de supervivencia P;, se ha expresado como funcién del nimero
de mondémeros n de un segmento, sin embargo, en el modelo de un caminante
browniano, Ps se expresa como funcién del tiempo.

La probabilidad de supervivencia como funcién del tiempo ha sido am-
pliamente estudiada [102, 27, 84, 85, 36], y se han distinguido dos compor-
tamientos principales. En el primero, para tiempos cortos, la dependencia prin-
cipal es una exponencial lineal y estd dada por la solucion de Smoluchowski:
Py(t) ~ exp(—~t) [102]. En el segundo, para tiempos grandes, la dependen-
cia es una exponencial estirada, dada por la solucién de Donsker—Varadhan:
Py(t) ~ exp(—At3/%) [27]. En ambos regimenes, la dependencia de la proba-
bilidad en el tamano y en la fracciéon de volumen que ocupan las trampas se
incluye en las constantes x y A. Para tiempos intermedios, entre los regimenes
de Smoluchowski y el de Donsker—Varadhan, la forma analitica de Ps(t) no ha
sido establecida, debido principalmente a la dificultad asociada a la resolucién
de la ecuacion de difusién con condiciones a la frontera; sin embargo, el trabajo
numérico de Barkema et al. [6] indica el comportamiento temporal asintético
que conecta dichos regimenes, el cual depende de la ocupacién ¢ de las trampas.

Al utilizar la forma analitica de la probabilidad de supervivencia en los
limites de tiempos cortos y de tiempos largos, aplicada al caso de un segmento
de cadena, se obtienen expresiones analiticas para la energia libre en los limites
de segmentos cortos y segmentos largos. La expresion para cadenas cortas es
mas adecuada para modelar la translocaciéon en un medio estatico, debido a los
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valores de abarrotamiento fisiologico ¢ del citoplasma y del lumen del RE, de
acuerdo a los resultados niimericos de Barkema [6], como se indica méas abajo
utilizando la longitud de entrecruzamiento N..

Antes de indicar la forma analitica para la energia libre, discutimos la forma
de la probabilidad de supervivencia en los dos regimienes.

Probabilidad de supervivencia para tiempos cortos

La probabilidad de supervivencia para tiempos cortos, se obtiene consideran-
do un caminante browniano en una red o malla de nodos con trampas puntuales
distribuidas aleatoriamente sobre los nodos, con probabilidad p. En dicho sis-
tema, la probabilidad de que el caminante browniano no sea atrapado hasta el
paso n, al realizar una caminata, es [120]:

Fy=(1-pft (3.23)

asumiendo que el punto de partida no es una trampa. En la ecuacién anterior
R,, es el nimero de sitios diferentes visitados. La probabilidad de supervivencia
se obtiene al promediar F,, sobre un ensamble de sistemas, y por lo tanto:

Py(n) = (Fn) = (1= p)™") = exp(A)(exp(—AR,)) (3.24)

con A = —1In(1 — p). La expresién anterior ha sido escrita de tal forma que
el promedio entre llaves corresponde a la definicién de la funcién generadora de
momentos C(\) [87]:

CON) = (exp(—ARy)) = / exp(—AR,)Pp. dn, (3.25)

con Pgr la funcién de probabilidad para R, [87]. La expresién para la pro-
babilidad de supervivencia en términos de la funciéon generadora de momentos
P,(t) = exp(A)C(N), es 1til si se conocen los momentos de R, ya que repre-
sentan los términos principales del desarrollo en serie de la funcién generadora,
dada como [87]:

e A"
CH=1+) “rM, (3.26)
n=1

donde los momentos de R, estdn dados por M,, = ((R,)™). Utilizando
la expresién anterior, se puede aproximar la funcién generadora de momentos
con los primeros términos del desarrollo en serie, y por lo tanto, también la
probabilidad de supervivencia [119].

En la expresién 3.24, se consideraron trampas puntuales. Para un caminante
browniano rodeado por trampas de radio a distribuidas aleatoriamente en el
espacio, la probabilidad de supervivencia es similar a 3.24, y toma la forma [85]:

Pi(n) = (exp[In(l — ¢)Np(n)])
Pi(n) =~ exp[In(1 — ¢)(Np(n))] (3.27)

30



donde c es la densidad de trampas y reemplaza a la probabilidad p de la ex-
presion 3.24 en el modelo de red de trampas puntuales. La densidad ¢ representa
el nimero de los sitios ocupados por las trampas en una red de volumen V' y
longitud b. La cantidad Ny(n) es el ndmero de sitios diferentes visitados en una
caminata de n pasos, y es la cantidad que debe calcularse. En este modelo, la
longitud de red b también representa la longitud de paso de un caminante brow-
niano; para obtener la descripcién del sistema continuo se considera el limite
cuando b — 0.

El promedio del nimero de sitios visitados, como funcién del nimero de
pasos n, estd dado por [85]:

(Ny(n)) =Tn+yn'? + (3.28)

conI' = %—Z, v = 8\/% (%)2 v 70 una constante indenpendiente de n.

Para las trampas, su densidad en nimero ¢ se obtiene como el numero de
trampas n¢ entre el numero de sitios de la red n, de longitud b. La densidad c,
en términos de la fraccion de volumen que ocupan las trampas ¢, el volumen de

3 .
la red Vieq = n:b3, v el volumen por trampa v = 4’;)“ , se relaciona como:

6= U :Cv:c(élﬂ'a?’). (3.29)

Viea  n:b3 b3 3b3

Al sustituir (Ny(n)) y ¢, la probabilidad de supervivencia en la ecuacién 3.27
se escribe como funcién del tamano de las trampas a, la fraccién de volumen
que ocupan ¢ y la longitud de paso b:

Pi(n) x exp <_2baz¢ ln +14/ ijgj]) . (3.30)

La expresion anterior se obtiene de la ecuacién 3.27 al utilizar el desarrollo en
serie a primer orden: In(1 — ¢) = —¢, para ¢ < 1. Para el caso de un segmento
de cadena, las trampas representan los agentes abarrotantes de radio a con
ocupacion ¢, y b es la longitud de monémero del segmento.

Probabilidad de supervivencia para tiempos largos

Para tiempos largos, la probabilidad de supervivencia en el régimen de
Donsker—Varadhan estd dada por [36]:

Py(t) o exp(—vg n2/° (Dt)*/?) (3.31)

donde v4 es una constante numérica que depende de la dimension del es-
pacio; para d = 3 se tiene vy = 241/57%/5 &~ 13.73. n es el ntimero promedio
de trampas en una region; para trampas esféricas de radio a con fraccién de
ocupacion ¢, se tiene ng = # En el factor Dt, D es el coeficiente de difusién
del caminante browniano, ei cual tiene su andlogo en el sistema de una cadena
de n mondmeros, al igualar el desplazamiento cuadratico medio del caminante
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browniano (2) con la distancia extremo a extremo (K2) de la cadena: Dt = b%”.
Al sustituir v3, ng y Dt en la ecuacién 3.31, la probabilidad de supervivencia

como funcién de n, aplicada a cadenas largas, es:
L
Pi(n) o exp (—2.64 () P*/° n3/5> . (3.32)
a

Longitud de entrecruzamiento N. y el régimen estatico para cadenas
cortas

La energia libre de un segmento puede calcularse por medio de la ecua-
cion 3.22 utilizando las expresiones para la probabilidad de supervivencia para
cadenas cortas (ecuacién 3.30) y para cadenas largas (ecuacién 3.32). Ambas
expresiones son validas para valores de n lejanos a la longitud de entrecruza-
miento N, valor en el cual la descripcién para cadenas cortas y cadenas largas
es similar pero no se conoce la forma analitica por no conocer la probabilidad
de supervivencia. El valor de N, ha sido estimado para sistemas en dos y tres
dimensiones por medio del método de Monte Carlo para polimeros [6], y ha
resultado dependiente de la densidad de ocupacién en ntmero de los agentes
abarrotantes c. En tres dimensiones, el entrecruzamiento ocurre cuando [6]:

N, = (hjfc)fﬂ (3.33)

por lo tanto, cualquier cadena con un ntimero de monémeros n mucho menor
que N. (n < N,) estard en el régimen de cadenas cortas, y cualquier cadena en
la cual n > N, estara en el régimen de cadenas largas. La longitud de entre-
cruzamiento, utilizando el desarrollo en serie a primer orden para el logaritmo
(¢ < 1) y sustituyendo la densidad ¢ con la fraccién de ocupacién ¢ de los
agentes esféricos de radio a por medio de la ecuacion 3.29, es:

N, =212 (%)2 $=3/2, (3.34)

Al considerar que las cadenas en translocacion son de la misma especie que
las proteinas que abarrotan, con tamario igual al radio de giro (a = by/N/6),
entonces la longitud de entrecruzamiento se vuelve funcién del tamano de la
cadena N. En la Figura 3.5, se muestra la longitud de entrecruzamiento para
diferentes fracciones de ocupacién ¢ dentro de los valores de abarrotamiento
fisiolégico. Se observa que al aumentar la fraccién de ocupacién ¢ la longitud de
entrecruzamiento disminuye. Adicionalmente, N, crece al aumentar el tamafno
de la cadena, debido a la dependencia en N para el radio de giro. Para los
valores fisiolégicos mas grandes de ¢, donde la longitud de entrecruzamiento es
menor, la longitud de entrecruzamiento es mayor que cualquier valor de N en
el intervalo de valores fisiolégicos (desde 70 hasta =~ 4500). El menor valor de
entrecruzamiento N, es & 7000 (ver lado izquierdo de la Figura 3.5) es mayor a
cualquier tamano de proteina de interés bioldgico, y por lo tanto, el modelo de
agentes abarrotantes estaticos esta dentro del régimen de cadenas cortas.
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Figura 3.5: Longitud de entrecruzado N, como funcién del tamano de la ca-
dena en transporte N. Las lineas corresponden a tres diferentes fracciones de
ocupaciéon ¢ dentro de los valores fisiolégicos de abarrotamiento por proteinas.

Energia libre de un segmento en el régimen de cadenas cortas

Debido a los valores fisioldgicos de abarrotamiento, la probabilidad de super-
vivencia por abarrotamiento estatico corresponde a la del régimen de cadenas
cortas dada por la expresién 3.30. De esta forma, la energia libre de un segmento
por abarrotamiento estatico, al utilizar la ecuacion 3.22, estd dada por:

F(¢,n 1/b\> 24a2

Flo,n) =—(—-] &|n+ n|. (3.35)
kBT 2 a 7Tb2

La energia libre para una cadena de N monémeros, en transporte, se obtiene
sustituyendo la expresion anterior en la ecuacién 3.21.

3.4. Modelo de transporte para una cadena en
un ambiente abarrotado por agentes esféri-
cos moviles: el modelo abarrotado dinamico

Durante el transporte (translocacién o retrotranslocacién) una cadena de N
mondmeros estd sujeta a la interaccion de las proteinas que abarrotan el citoplas-
ma y el lumen del RE. Tomando en cuenta inicamente la parte conformacional,
debido al grado de abarrotamiento fisioldgico y las escalas de tiempo caracteristi-
cas de transporte y de relajacién de la cadena, se muestra en el capitulo 5 que el
transporte ocurre en un ambiente abarrotado por proteinas de gran movilidad,
definido como el régimen dindmico de Gopinathan y Kim [35]. A continuacién
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discutimos las caracteristicas principales del modelo, y las expresiones para la
energia libre de una cadena en transporte en un régimen dindmico.

3.4.1. Energia libre para una cadena en un régimen dinami-
co

Una cadena de N mondmeros en transporte tiene n mondémeros en el lado
trans y el resto N —n en el lado cis. En un régimen dinamico, la interaccién de
un segmento de cadena con los agentes abarrotantes en movimiento promueve
que los mondémeros del segmento de cadena se confinen en una regién globular
[65, 105], fenémeno que permite aumentar el nimero de conformaciones de la
cadena (un segmento de cadena en una conformacién alargada rodeada de agen-
tes tiene mas restricciones en sus conformaciones comparando con el caso de un
segmento confinado) y la entropia de las agentes abarrotantes. Para una cadena
en transporte, la energia libre F es la suma de la energia libre del segmento
que entra al lado trans, F' (¢trans, ), y la energia libre del segmento que estd en
el lado cis, F (¢eis, N —n), ambos segmentos confinados en una regién globular
debido al abarrotamiento dindmico. En el régimen dinamico, la energia libre F
de la cadena en transporte es:

f (¢Ci57 ¢transa N; n) = F (¢Cisv N - n) + F (¢transa TL) . (336)

En la expresion anterior, se ha considerado la misma expresion para la
energia libre F' en ambos lados de la membrana, asumiendo que la tnica di-
ferencia entre los medios rodeando la pared es la fraccién de ocupacién ¢. A
diferencia de la energia libre en el régimen estdtico (ecuacién 3.21), en la ex-
presion anterior no aparece la energia libre de una cadena en transporte en un
ambiente diluido, ya que en el régimen dindamico el colapso de la cadena permite
considerar a la cadena formada por dos segmentos colapsados en globulos.

3.4.2. Energia libre de un segmento de cadena en un régi-
men dindmico

En la expresién para la energia libre de la cadena, ecuacion 3.36, aparece
la energia libre de un segmento de cadena: F. La energia libre de un segmento
tiene dos contribuciones, una asociada al trabajo necesario para generar una
cavidad esférica en un ambiente de proteinas esféricas, Fiay, y otra asociada
a las conformaciones posibles del segmento colapsado en la regiéon globular,
Fentrop- En la Figura 3.6, se ilustra la descomposicién de ambas contribuciones.

Energia libre de un segmento debido a la formacién de una cavidad
esférica

La energia libre debido a la formacién de una cavidad de radio r en un
ambiente de esferas de radio a, con una fraccién de volumen ¢, equivale al
trabajo necesario W para formar una cavidad de radio r. El trabajo W se conoce
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Figura 3.6: Un segmento colapsado por abarrotamiento dindmico (Figura de
la izquierda) presenta dos contribuciones a la energia libre, una asociada a la
creacién de una cavidad esférica en un mar de esferas (Figura del centro), y otra
asociada a las conformaciones del segmento en la regién globular (Figura de la
derecha).

en dos casos, cuando r < a, denotado Wy, y cuando r > a, denotado Wiacro;
para valores intermedios de r existen aproximaciones del trabajo tomando como
expresiones de partida Wy y Winacro. Primero indicamos las expresiones Wy y
Whnacro, después las expresiones aproximadas de W para valores intermedios de
r, y por ultimo la expresién asociada a la energia libre.

Para cavidades de radio r < a, el trabajo W, depende de la fraccion de
volumen libre de esferas (1 — 4’” ¢p), y estd dado como [16, 82, 83]:

473
3

Wo = —kgTIn (1 - cp) para 1 < a, (3.37)

en donde ¢, representa la densidad en niimero de las esferas, la cual se puede
escribir en funcién de la fraccién de volumen ¢ que ocupan las esferas de radio
a mediante ¢ = ¢, 47%“ En la expresién anterior, se considera que el tamano de
la cavidad es suficientemente pequeno de tal forma que no se pueda encontrar
una particula esférica de tamano a, por lo tanto, el trabajo esta relacionado con
la probabilidad de que exista un hueco de tamano r < a en un sistema formado
por esferas de radio a [82].

Para una cavidad de tamano macroscépico (r > a), el trabajo necesario
Winacro depende de la presion p que ejerce el sistema de esferas y de la fuerza
asociada a la tensién superficial o. La expresién para el trabajo es [16]:

2
W =pV to (1 - f) s (3.38)

donde V' y S son el volumen y el drea superficial de la cavidad, respectiva-
mente; ademds, § representa la longitud de Tolman' asociada a la curvatura de

1La longitud de Tolman § se utiliza para incluir el efecto de la curvatura sobre la tensién
superficial o de una gota. Esta cantidad mide el grado al cual la tensién superficial de una
gota pequenia se desvia del valor de la tensién superficial o de una superficie plana [8].
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la cavidad [100]. Para una cavidad esférica, el volumen y el drea superficial son
V= % y S = 4mr?.

Para cavidades de tamano r > a, existen expresiones aproximadas del tra-
bajo W(r), para r ~ a y para r > a.

Para cavidades de tamano r ~ a, una forma aproximada del trabajo W se
obtiene del desarrollo en serie de Taylor a tercer orden, alrededor de r = a
[77]. La expresién aproximada es W (r) = Wy(a) + Wi(r — a) + $W{/ (r — a)* +
W' (r — a)®, y en ella se utiliza la continuidad de las primeras derivadas en
r = a. En esta version aproximada el término constante resulta importante para
cavidades de tamafo r = a [77].

Para cavidades de tamano r > a, la expresion para el trabajo W debe pa-
recerse a la expresion del trabajo para cavidades macroscopicas Wiacro, €n la
cual solo aparecen términos dependientes de r. Una forma para obtener la ex-
presién aproximada para el trabajo consiste en tomar la expresién del trabajo
macroscépico Wipacro (ecuacion 3.38) utilizando como constantes a determinar
p, 0 y 0. Las tres constantes se obtienen pidiendo: a) continuidad en las dos
primeras derivadas del trabajo en r = a, al igualar Wy con Wiacro, ¥y b) utili-
zando la forma exacta de la presién® en términos de la funcién de correlacién
por pares g(r), dada como [82, 16]:

D 2 329
T cp + gﬂd cp9(d) (3.39)
en donde la funcién de correlaciéon g se expresa en términos del trabajo
necesario para formar la cavidad, g(d) = % [83, 16], con W = Wiacro,

y d = 2a el didmetro de una esfera.

Del trabajo macroscépico, Winacro, sustituyendo el volumen y el area super-
ficial de una esfera, y separando los términos en potencias de r, se obtiene una
expresion que equivale al desarrollo en serie de Taylor, a tercer orden, para el
trabajo necesario para generar una cavidad de tamano arbitrario W (r):

W(r) = (=8néo)r + (4no) r? + (?rp) . (3.40)

En la expresion anterior, aparecen las constantes a determinar §, o y p.
Al resolver el sistema de tres ecuaciones, dado por la continuidad en las dos
primeras derivadas del trabajo en r = a:

AWmacr dWy
%“:a = ?L':a (3.41)

d*Wnacr d*Wy
TCO'T:G = W“:a (3.42)
(3.43)

2Para conocer la presién es suficiente con conocer la funcién de correlacién por pares cuando
dos esferas estan en contacto, esto es, cuando sus centros estan separados por una distancia
d = 2a [83].
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y la forma exacta de la presién, la expresién 3.39, se obtiene:

¢

= am, (3.44)
_ 9kT (1 + )
g = — 871'0/2 W, (345)

C 4mad3 (1 —¢)3

En las expresiones anteriores aparece la dependencia en ¢, la cual se obtuvo

al reemplazar ¢, = ¢/ 4”3“3. Al sustituir las tres constantes en el trabajo W (r)

(ecuacién 3.40), y al ordenar términos se obtiene:

- B) 2 (1-¢)7 \a2

V]ZB(;) _ ¢(1(1+_¢¢+)3¢2) <r3> _9¢°(1+9) <r2> 9( ¢*

T (2) . (3.47)

Esta expresién aproximada para el trabajo W (r), comparada con la expre-
sién Wy(r) para r = a, difiere en no mas del 10 % para valores de ¢ ~ 0, para
valores de ¢ > 0.3 la diferencia crece con ¢ en mds del 10 %. En nuestro trabajo
de investigacién utilizamos la expresién aproximada W (r), ecuacién 3.47, por
ser una expresion més general en cuanto al tamafo de la cavidad.

La energia libre asociada a la creacién de la cavidad, Fiay, es el trabajo ne-
cesario para generar la cavidad esférica, W (r). Al considerar que en la cavidad
de radio 7, un segmento de cadena de longitud n se comporta como un gas de

n mondémeros con volumen nb3, entonces el radio se escribe como funcién del

, . . . 3 .
nimero de monoémeros y de la longitud de monémero: r = (%)1/ b. Sustitu-

yendo 7 en el trabajo W (r) (ecuacién 3.47), la energfa libre para la creacién de
la cavidad es:

' (3.48)

- . . . 3
En la expresién anterior, se ha introducido v = %7? (%) , que representa el

volumen de un agente abarrotante en unidades de la longitud de Kuhn b.

Feav (0,n) _ o1+ ¢+ %) (n)_9¢2(1+¢) (n)2/3 g & (n>1/3'
(

kT (1P \w/ 2 (1-¢P \u 1—¢)

Energia libre conformacional de un segmento en una cavidad esférica

Un segmento de cadena de n monémeros dentro de una cavidad esférica de
radio 7 ~ n'/3b, tiene restringido el nimero de conformaciones accesibles. La
fraccién de las conformaciones permitidas para la cadena debido al confinamien-
to en una cavidad esférica de radio r es f = 6/7%>",_, 1/k* exp(—(mkRg/7)?)
[114]. La energia libre por la restriccién en las conformaciones para un segmento
de n mondémeros es Fentrop(n) = —kpT In f [114]. Tomando el término de la serie
que mds contribuye, con k = 1, la energia Fentrop, va como 7R /r? [35]. Con

37



el radio de giro para una cadena ideal R,, dado por la ecuacién 3.5, y con r en
términos de n y b para una cavidad esférica, la energia libre Feprop €5 [35]:

Fowrop _ ™ 173, (3.49)

kT 6

En la expresiéon anterior se ha excluido el término independiente de n.

Energia libre de un segmento de cadena y de una cadena en un régi-
men dindmico

Para un segmento de cadena de longitud n, la energia libre debido a la
formacion de la cavidad y a las conformaciones posibles, F', estd dada por la

suma de la energfa libre Fe,, (ecuacién 3.48) y la energfa libre Fontrop (ecuacion
3.49):

F(¢,n) = Feay (¢;1) + Fentrop (¢, 1) (3.50)

v

v

6
(3.51)
Para una cadena de longitud N, la energia libre durante el transporte en
un régimen dinamico, F, se calcula considerando los dos segmentos de cadena
en el lado cis y en el lado trans, con las fracciones de volumen de los agentes
abarrotantes ¢c;s ¥ Ptrans correspondientes, como se indica en la ecuacién 3.36.

v

n 2) /n 2 n 3 n\/3 72
i) S () B 0 )
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Capitulo 4

Metodologia: Tiempo
promedio de primer paso

La velocidad promedio de translocacién, dada en aminoacidos por segun-
do, es una cantidad que ha sido medida experimentalmente en diferentes siste-
mas diluidos que utilizan vesiculas de la membrana inversa o proteoliposomas
[31, 101, 51]. A partir de los valores experimentales de la velocidad de trans-
locaciéon v y del ntimero de aminoacidos de la cadena N, se ha calculado de
forma indirecta el tiempo promedio de translocacién 7exp, como N/v. En este
capitulo, introducimos una cantidad equivalente al tiempo de translocacién, lla-
mada tiempo promedio de primer paso o tiempo promedio de primer arribo T,
la cual es calculada en el capitulo 6 y es utilizada para comparar con los valores
experimentales Texp.

Iniciamos el capitulo con la metodologia relacionada al tiempo promedio de
primer paso, finalizando con la ecuacién que permite su calculo analitico para
sistemas diluidos y su calculo numérico para sistemas abarrotados.

4.1. Funcion de distribucion

Durante la translocacién o retrotranslocacién, una cadena se encuentra bajo
la influencia de diversas fuerzas, por ejemplo, la fuerza entre aminodcidos car-
gados y las cargas del medio circundante [113], la interaccién debida al volumen
excluido por la presencia de moléculas y de la membrana [45], y fuerzas de ori-
gen browniano por la colisién entre las especies del medio intracelular con la
cadena.

Debido a la irregularidad geométrica de la cadena y del sistema de transpor-
te, y al tipo de interacciones sobre la cadena, el nimero de aminoédcidos n que
han atravesado la membrana a un tiempo ¢ resulta una cantidad estocéstica, por
lo tanto, la descripcion del proceso de transporte se realiza de forma estadistica
mediante cantidades promedio.

Sea P(n,t) la densidad de probabilidad de que n monémeros han atravesado
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la membrana en el intervalo de tiempo de ¢t a ¢ 4+ dt. Si sobre la cadena se
consideran las interacciones estéricas por la presencia de la membrana o de los
agentes abarrotantes, mediante el potencial U, la funcién de distribucién P se
puede obtener al resolver la ecuacién diferencial [106, 96, 35]:

oP 19 ( 9BU 19 (. 0P
w_r2 (Dan p) t e <D8n> (4.1

En dicha ecuacién, los términos del lado derecho generan el cambio en la
densidad de probabilidad. El primero es llamado término de arrastre, y se debe
a la presencia del potencial U, y el segundo término se llama arrastre difusivo,
debido a la naturaliza estocéstica del medio [19]. La expresién anterior, llamada
ecuacion de difusién, se utiliza cuando existen condiciones inhomogéneas en la
variable estocdstica, y el proceso se realiza a temperatura constante [106]. En
la ecuacion anterior, aparece la longitud de monémero b, y 8 = kéT.

Para obtener la funcién de probabilidad P, se debe resolver la ecuacién de
difusioén, ecuacion 4.1, con las condiciones iniciales y de frontera correspondien-
tes. Al conocer P, todas las cantidades promedio relacionadas con el nimero
de monémeros translocados n se obtienen por integracién. Sin embargo, debido
a la complejidad para resolver la ecuacién diferencial para P (soluble de forma
analitica solo para casos simples), en lugar de calcular P, se resuelve otra ecua-
cién diferencial que es mas facil de resolver y que no requiere el conocimiento
previo de P. Dicha solucién permite el cdlculo del tiempo de transporte de forma
analitica o numérica.

4.2. Tiempo promedio de primer paso

Para describir el proceso de transporte se ha utilizado al niimero de monéme-
ros translocados n, como funcién del tiempo ¢. Para una cadena de longitud N,
una realizacion del transporte, translocacion o retrotranslocacion, consiste en el
proceso de alcanzar el estado en el cual n = N —1 mondmeros han atravesado la
membrana partiendo del estado en que un solo monémero (n = 1) ha atravesado
(ver Figura 4.1). En este proceso, no se ha considerado el arribo e insercién de
la cadena al canal o su liberacién del canal después de atravesarlo. Para una
cadena, el tiempo que tarda una realizacién, y que corresponde al tiempo de
transporte, es diferente entre diferentes realizaciones. Por lo tanto, el tiempo de
transporte es una cantidad estocéstica, y para caracterizarlo se utiliza el tiempo
promedio que se obtiene al considerar todas las posibles realizaciones.

El tiempo promedio de transporte corresponde al tiempo promedio de pri-
mer paso o tiempo promedio de primer arribo 7, definido como el tiempo en el
cual una variable aleatoria toma por primera vez valores fuera de un intervalo
[87]. En el caso de translocacidn, corresponde al tiempo cuando n alcanza por
primera vez el valor N — 1, partiendo del valor inicial n = 1, en donde, adicio-
nalmente, se toma n = 1 como una condicién de frontera reflejante, para excluir
los casos cuando la cadena se regresa. El tiempo promedio de transporte 7 es
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n=1 n=N-1

Figura 4.1: El tiempo de transporte para una cadena, es el tiempo necesario
para pasar de un estado en el cual solo un nomémero ha atravesado (n = 1,
Figura izquierda) hasta un estado en el cual falta un mondmero por atravesar
(n = N —1, Figura derecha). En el modelo no se considera el arribo e insercién
de la cadena al canal, y tampoco, la salida del canal del ultimo mondémero.

utilizado como tiempo de translocacién o retrotranslocaciéon para los modelos
de transporte utilizados en este trabajo.

Para calcular el tiempo promedio de primer paso, consideramos la densidad
de probabilidad w(N, t | ng,0) de que N—1 mondémeros han atravesado al tiempo
t con la condicién de que nyg mondémeros habian atravesado al tiempo t = 0 s.
La integral de w sobre un intervalo de tiempo da la probabilidad de que N — 1
atraviesen en ese intervalo de tiempo. El tiempo promedio de primer paso se
obtiene integrando ¢ con la densidad de probabilidad w, como:

T(N,no):Awtw(N,t|no,0)dt. (4.2)

Para conocer la densidad de probabilidad w, se utiliza la funcién de proba-
bilidad P de la forma siguiente. P (n,t| ng,0) es la densidad de probabilidad
condicional de que n mondémeros han atravesado la membrana al tiempo ¢, con
la condicién de que ny mondémeros han atravesado en ¢t = 0 s. La probabilidad
q (no,t) de todas las realizaciones que han iniciado en ng y que al tiempo ¢ no
han alcanzado alguno de los valores n; = 1 o no = N — 1, se obtiene integrando
P en la variable n, desde ny hasta ng [87]:

na
q(no,t) = / P (n,t| no,0) dn. (4.3)

ni
La probabilidad ¢ se obtiene también de w mediante la definiciéon. La proba-
bilidad de que al tiempo ¢ se han alcanzado los valores ny =1 o0n, =N — 1 es

f(f w (N, t] ng,0)dt. La probabilidad ¢ de que no se hayan alcanzado los valores
ny =10 ny =N —1 es la probabilidad complementaria (ver Figura 4.2):

q (no,t) = /toow(N,ﬂ ngp,0) dt. (4.4)
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t

Figura 4.2: Las realizaciones que al tiempo ¢t no han alcanzado el valor n; =1
0 no = N — 1 se han indicado en color azul claro. Las realizaciones que han
alcanzado los valores ny =1 0 no = N — 1 al tiempo ¢ se indican en color verde.

nqy=1

Las dos expresiones anteriores son ttiles para construir la ecuacién diferencial
para el tiempo promedio de primer paso. De la expresién anterior (ecuacién 4.4)
al derivar en el tiempo se obtiene:

8(] (77’0’ t)
ot

Considerando al tiempo ¢ como el tiempo de primer paso T (el tiempo cuando
por primera vez se alcanza el valor ng = N — 1), la densidad de probabilidad
para el tiempo de primer paso queda como:

= —w (N, t| no,0). (4.5)

aq (TL(), T)
or

De la ecuacion anterior, al sustituir en g la ecuacién 4.3 con ¢t = T', se obtiene
w en términos de la densidad de probabilidad P, como:

w(N,T|ng,0)=— (4.6)

"2 9P (n,T | ng,0)

o (N, n0,0) = - —

ni

dn. (4.7

Al conocer w, el tiempo promedio de primer paso 7 = (T') se calcula mediante
el primer momento del tiempo de primer paso T":

T:(T):/OOOTw(N,T|nO,O) dr. (4.8)

La ultima expresién para el tiempo promedio de primer paso estd dada en
términos de la densidad de probabilidad w, y estd dada en términos de la den-
sidad de probabilidad P (ecuacién 4.7). En la siguiente seccién, indicamos otro
método para calcular (T'), sin la necesidad de obtener P.
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4.3. La ecuacién diferencial para el tiempo pro-
medio de primer paso

Un método para calcular el tiempo promedio de primer paso es mediante
la densidad de probabilidad w (ecuacién 4.8), la cual requiere el conocimiento
previo de la funcién de probabilidad P (ecuacién 4.7). Por dicho método, es
necesario encontrar la probabilidad P, al resolver la ecuacion diferencial 4.1.

Otra forma para calcular < T >, evitando el calculo de P, es por medio de
la solucién de la ecuacién diferencial para el tiempo promedio de primer paso,
que se obtiene partiendo de la ecuacién de difusién 4.1. Esta ecuacién, escrita
por medio del operador diferencial de Fokker-Planck Lgp (n), toma la forma
[96]:

donde Lpp (n) = (1/b?) (0/0n) D(n) exp (—BU (n)) (8/0n) exp (BU(n)). La
ecuacion anterior tiene su equivalente en términos del operador adjunto, dado co-
mo L:TFP (no) = (1/b%) exp (BU (no)) (9/0n0) D(ng) exp (—BU (no)) (0/ny), en
donde la variable es ng en lugar de n. El operador adjunto, aplicado a P, da
origen a una ecuacién diferencial similar a la ecuacién 4.9, [87]:

oP
ot

Esta ultima expresién es vital para construir la ecuacion diferencial para el
tiempo promedio de primer paso, como se indica a continuacién.

Partiendo de la definicién para el tiempo promedio de primer paso, ecuaciéon
4.8, primero se sustituye la densidad w en términos de P, ecuacién 4.7, después
se intercambia el orden de integracién. Al integrar por partes en T'; el término
T P\%igo se anula considerando que lim7p_, P = 0 domina a T, y se obtiene:

na o0
B / / 9P (1T no,0) (o0
n 0 oT

na o0
/ / P (n,T| ng,0) dT dn. (4.11)
ni 0

—L% 5 (no) P. (4.10)

T=(T)

En la ecuacion resultante, el lado izquierdo sélo depende de la condicién
inicial ng y el unico integrando es la funcién de probabilidad P, la cual, por ser
condicional al valor ng en ¢ = 0 s, satisface P (n,T | ng,0) = P (n,0| ng, =T
[87]. Sustituyendo la relacién anterior, y aplicando el operador de Fokker-Planck
adjunto a ambos lados de la ecuacién 4.11, se obtiene:

Lhp(no)r =L, (no)/ / P (n,0] ng,—T) dT dn. (4.12)
ni 0
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En el lado derecho de la ecuaciéon, al introducir el operador adjunto en la
segunda integral, y utilizando el lado izquierdo de la ecuacién diferencial 4.10,
se obtiene, al integral en el tiempo T

n2

L, (no) T = / 6 (n —ng) dn (4.13)

ny

donde 4 es la funcién delta de Dirac. Finalmente, al integrar en n, tomando

en cuenta que ng entd dentro del intervalo (n; = 1,n9 = N — 1), se obtiene la
ecuacién diferencial para el tiempo promedio de primer paso 7 [87, 96]:

Lo (o) =—1. (4.14)

4.4. Solucién de la ecuacion diferencial para el
tiempo promedio de primer paso

Para conocer el tiempo promedio de primer paso 7, mediante la solucién de
la ecuacién diferencial 4.14, se utilizan las condiciones de frontera reflejantes en
n1 = 1y absorbentes en n = N — 1, con las cuales, descartamos el caso en el
cual la cadena regresa al lado de partida.

Debido a la forma de la ecuacién diferencial 4.14 y a la forma del operador
adjunto, la ecuacién diferencial se resuelve mediante integracién directa. Para
resolver, primero se despejan los términos fuera del operador de derivadas que se
encuentran del lado izquierdo y se integra desde n hasta el primer valor frontera
nq:

ny

Dexp (—pU) (0/0no) T = 7/ b? exp (—BU) dng (4.15)

n
volviendo a despejar los términos fuera de la derivada e integrando por se-
gunda vez, desde n; hasta ng, se obtiene:

= /n %exp (BU) /n b* exp (—BU) dng dn. (4.16)

La ecuacién anterior se obtiene de la variable estocastica n, la cual esta sujeta
al potencial estérico de la cadena F definido en el capitulo anterior. Al reordenar
los limites de integracién, tomando como valores inicial y final ny =1y ny = N—
1, y considerando al potencial entrépico de la cadena U = F, la solucién hasta
cuadraturas para el tiempo promedio de primer paso 7 o tiempo de transporte
(translocacién o retrotranslocacién), es [96]:

[ () [ ()

Cabe notar que en la ecuacion anterior, el inicio del proceso de translocacién
estd dado por el estado en el cual un monémero ha atravesado (n = 1), mientras
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que el final del proceso es el estado en el cual solo un monémero falta por
atravesar (n = N — 1).

Los resultados para el tiempo de translocacién y retrotranslocacién para los
tres modelos de transporte se presentan en el capitulo 6. Es importante destacar
que el calculo del tiempo de transporte requiere de la resolucién de las integrales
de la ecuacién 4.17, cuyo resultado depende de la forma del potencial F. De los
tres modelos de translocacién, inicamente para el sistema diluido se realizan las
integrales de forma analitica (se integra en términos de funciones elementales).
Los modelos de abarrotamiento estatico y dindmico no son integrables de forma
analitica, y por lo tanto, el calculo del tiempo debe hacerse nimericamente. El
calculo numérico representa una desventaja ante el cdlculo analitico, debido al
cémputo que tarda hasta dos minutos, comparado con el analitico del orden de
segundos. En nuestros calculos, todos los tiempos de transporte se obtuvieron
por medio del programa Mathematica, versién 8.0 [109].
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Capitulo 5

Resultados: Validacion de
abarrotamiento dinamico
para el medio intracelular

En este capitulo, se muestra una revision bibliografica de: los valores de con-
centracion de proteinas en el citoplama y en el lumen del reticulo endoplasmico,
los valores de viscosidad, el coeficiente de difusiéon de proteinas en el medio in-
tracelular, y el tamano de las preproteinas que se translocan. Los valores de
concentracién y los tamanos nos permiten definir los intervalos fisioldgicos de
abarrotamiento y de tamano de proteinas, los cuales se utilizan para el cdlculo
de las variables de la translocacién en el capitulo 6. Los coeficientes de difu-
sién son utilizados para construir el coeficiente de difusién para una proteina en
translocacion, el cual es necesario para el calculo de los tiempos de translocacién
y retrotranslocacion del capitulo 6. Adicionalmente, con los datos reportados en
este capitulo, mostramos que el modelo de translocacién con abarrotamiento en
un régimen dindmico es el que corresponde al abarrotamiento intracelular.

5.1. El medio intracelular se encuentra abarro-
tado por proteinas

En el medio intracelular se encuentran diferentes especies macromoleculares,
como el ARN y las proteinas. Para dichas especies, los valores de concentracién
reportados son superiores a los utilizados en sistemas diluidos. En un sistema
diluido la concentracién de los solutos es menor a 10 mg/ml [30, 29]. En el caso
de las protefnas, las macromoléculas méds abundantes [62], la concentracién de
todas las especies de proteinas es un orden de magnitud mayor a la concentraciéon
de los sistemas diluidos, caracteristica que define al ambiente intracelular como
abarrotado por proteinas. La concentracién de proteinas depende de diversos
factores, algunos de los cuales son: la regién dentro de la célula [17, 24], la
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osmolaridad® del medio que la rodea [17, 118] y el tipo de célula. Los valores
de concentracién son diferentes entre especies y se encuentran en un amplio
intervalo. Para células eucariotas, la concentracién de proteinas del citoplasma
se ha reportado entre 100 — 310 mg/ml [62, 48, 32, 11], mientras que para
células procariotas, se ha reportado entre 200 — 320 mg/ml [118, 17]. Valores
similares han sido reportados para el lumen del RE de células eucariotas, en
un intervalo de 100 — 200 mg/ml [24, 44, 56]. Estos valores de concentracién
para el citoplasma y el lumen del RE, lugar donde ocurre la translocacion de
preproteinas, son al menos 10 veces mayores a los valores utilizados en sistemas
diluidos, por lo tanto, la translocaciéon ocurre en un ambiente abarrotado por
proteinas.

Otra forma de indicar el grado de abarrotamiento por proteinas en el me-
dio intracelular es mediante la fraccién de volumen que ocupan, ¢, calculada
como el producto entre la concentracién ¢ y la densidad especifica de una pro-
teina p*, definida como el inverso de la densidad. En el trabajo experimental
de Zimmerman y Trach [118], ademds de la concentracion c de las proteinas del
citoplasma de E. coli, se reporta la densidad especifica p*, cuyo valor es p* = 1.2
ml/g. Considerando a la densidad especifica de las proteinas similar entre célu-
las eucariotas y procariotas, y entre el citoplasma y el lumen del RE, la fraccion
de volumen que ocupan las proteinas en el medio intracelular se obtiene como
¢ = p*c. Para definir un intervalo de la fraccién de volumen de las proteinas
que abarrotan, se utilizarén los valores reportados de la concentracién minima
y méxima. De esta forma, la fraccion de volumen que ocupan las proteinas del
citoplasma se encuentra en el siguiente intervalo:

0.12 < iy < 0.38. (5.1)

De forma similar, la fraccién de volumen que ocupan las proteinas en el
lumen del RE esté en el intervalo:

0.12 < ¢rp < 0.24. (5.2)

Como resumen, en la Tabla 5.1, se muestran los valores de concentracién de
las proteinas que abarrotan los medios donde ocurre la translocacién, al igual
que la fraccién del volumen que ocupan. Estos ultimos valores se utilizan en los
calculos de los modelos estéricos de translocacién en el capitulo 6.

5.2. Modelos para el coeficiente de difusiéon de
las proteinas en el citoplasma y en el lumen
del reticulo endoplasmico

El tamano de las proteinas en el medio intracelular es muy variado. Para
la translocacion entre el citoplasma y el lumen del RE, el rango de tamanos

1La osmolaridad o concentracién molar de una sustancia estd definida como la cantidad
de un soluto dividida por el volumen de la solucién. El prefijo osmo deriva del cambio en la
presién osmoética de una célula al ser introducida en una solucién.
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Tabla 5.1: Concentracién y fraccién de volumen de las proteinas en el citoplas-
ma y en el lumen del RE.

Medio Concentracion | Fracciéon de volumen
(mg/ml) ¢
citoplasma 100-320 0.12-0.38
lumen del RE 100-200 0.12-0.24

va desde 70 hasta 4536 aminodcidos (desde ~ 7.7 hasta ~ 500 kDa [39]); ver
seccion 5.4. Experimentalmente, de valores reportados en la literatura, se ha
encontrado para diferentes proteinas que el coeficiente de difusiéon en el medio
intracelular depende del tamano de la proteina y del grado de abarrotamiento
[46].

Después de una extensa busqueda del coeficiente de difusién de proteinas en
el medio intracelular, al descartar datos para proteinas capaces de adherirse a
la membrana o a otras proteinas, se han clasificado los valores del coeficiente de
difusién de acuerdo a: 1) el medio intracelular donde se difunden, citoplasma,
lumen del RE e incluso agua, 2) el tamafio de las proteinas, y 3) al grado de
abarrotamiento. Estos datos se muestran a continuacién y se ajustan utilizando
modelos de difusion. Con estos modelos, se construye un modelo de difusién
para la translocacién, necesario para el calculo de los tiempos del sistema.

5.2.1. Ajustes como funcion del tamano N al coeficiente
de difusiéon de proteinas

En la literatura, la mayoria de los coeficientes de difusién de las proteinas
son reportados utilizando la masa molecular, dada en kilodaltons. Para obtener
el nimero de aminoacidos N de una proteina, cantidad que manejamos como
el tamafio de la cadena, utilizamos uno de los siguientes procedimientos: a) la
secuencia de aminodcidos de la proteina, b) la masa molecular de la proteina
dividida por la masa promedio de los aminodcidos, ~ 113 Da [53], o ¢) para el
caso de proteinas construidas, tomamos en cuenta la secuencia de la proteina
original y longitud del segmento adherido.

A continuacién, mostramos los coeficientes de difusién de proteinas medidos
experimentalmente en agua, porque son utilizados como valores de referencia
para cuantificar el efecto del medio intracelular sobre la difusién de proteinas y
sobre las propiedades fisicas de la translocacion.

Difusion como funciéon del tamano N para proteinas en agua

En la Tabla 5.2, se muestra el coeficiente de difusién para diferentes pro-
tefnas en agua, medido a 20°C [3] y a 22°C [78, 72]. De acuerdo al andlisis de
Arrio-Dupont et al. [3], al ajustar los coeficientes con la ecuacién de difusién de
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Stokes—Einstein, se encuentra que el coeficiente de difusiéon D es inversamente
proporcional a la raiz cibica de la masa molecular M, esto es D oc M~1/3.
Nosotros ajustamos los coeficientes de difusién reportados por Arrio-Dupont et
al., a 20°C [3]. En el ajuste, cambiamos la dependencia de la masa molecular
M por la longitud de la cadena N, basados en la relacién de proporcionalidad
entre la masa molecular M y el nimero de aminodcidos de la cadena N [53].
Para ajustar los datos, se utilizé6 D = AN P, fijando p = 1/3 de acuerdo con
el exponente en el ajuste de Arrio-Dupont et al., que obedece la ley de Stokes—
Einstein para la difusién de proteinas globulares. La constante A se tomé como
el inico parametro ajustable.

Tabla 5.2: Difusién de proteinas en agua.

Proteina N D T
(pm?/s)

Mioquinasa 186 160+30 | (20°C) [3]

EGFP 289 87+16

Fosfoglucomutasa 531 63+8

Elonasa 796 5616

IgG 1416 40+5

Galactosidasa 3 4779 3013

Lactoalbtimina 133 97.8+2.6 | (22°C) [78]

Ovalbimina 398 79.1+£2.6

BSA 531 67.7+2.9

Citocromo ¢ 110 120 (22°C) [72]

Mioglobina 150 112

Hemoglobina 571 74

Catalasa 2190 43

Al realizar el ajuste por medio de minimos cuadrados ponderados, con el
software Mathematica versién 8.0 [109], se obtuvo para el pardmetro ajustable
A = 509.02427 pum? /s, con un coeficiente de determinacién R? = 0.982. La cur-
va de ajuste y los coeficientes de difusién se muestran en la parte superior de la
Figura 5.1. De todos los valores, inicamente para la proteina més pequena y la
de mayor incertidumbre, la mioquinasa de N = 186, el ajuste desestima el valor
experimental en un 80 %; para todas las demé&s proteinas el ajuste predice los
coeficientes de difusion dentro de la incertidumbre experimental; ver la Figura
5.1. Comparando ademas con los coeficientes de difusién de las proteinas repor-
tadas a 22°C en [78, 72], los datos se encuentran cerca de la curva de ajuste,
como se puede ver en la parte inferior de la Figura 5.1.

De esta manera, el ajuste para el coeficiente de difusién para proteinas en
agua, o en el sistema diluido, es:
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Figura 5.1: Coeficiente de difusién para proteinas en agua. La curva corres-
ponde al ajuste D(N) = 509 N~'/3um?/s. Arriba: coeficientes de difusién a
20°C. Abajo: coeficientes de difusién a 20°C y 22°C.
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/3 pm?

Dgii = 509 N~ (5.3)

Difusiéon como funcién del tamano N para proteinas en el citoplasma

El coeficiente de difusién D medido experimentalmente en el citoplasma de
células eucariotas, para proteinas de diferente tamano, se muestra en la Tabla
5.3. Los valores reportados en la literatura estan medidos en distintas células
a diferentes temperaturas. Como funcién de la temperatura, para el caso de la
proteina mioglobina, se mostré que el coeficiente de difusién medido a 37°C
en el citoplasma de células del musculo séleo resulté ser 1.8 veces mayor al
coeficiente de difusién medido a 22°C [72]. Este resultado indica que existe una
dependencia importante del coeficiente de difusién en la temperatura. En la
Tabla 5.3, se indican los coeficentes de difusién para temperaturas similares,
20°C y 22°C, y se ha indicado el tipo de célula. De los datos se observa que al
aumentar la longitud de la proteina disminuye el coeficiente de difusién.

Tabla 5.3: Coeficiente de difusién para proteinas en el citoplasma de células
eucariotas.

Célula Proteina N D T
(pm?/s)
Msculo EGFP 230 158 £3 | (20°C) [3]
Fosfoglucomutasa 531 16.5 + 3
Enolase 796 108 £ 2
IeG 1416 5.5 £ 1.0
Neurona de Xenopus Lactoalbumina 133 22.8 £ 1.7 | (20°C) [7§]
Ovalbtimina 398 158 £2.1
BSA 531 126 £ 1.5
Muisculo séleo Citocromo c 110 13.0 £ 0.6 | (22°C) [72]
Mioglobina 150 125+ 1.3
Hemoglobina 571 6.3 £ 0.5
Catalasa 2190 2.6 04
Misculo sleo con Mioglobina 150 13.3 + 0.7 | 22O 7]
contracciones
Muisculo séleo Mioglobina 150 22.0 £ 1.2 | (37°C) [72]
Misculo extensor largo | Citocromo ¢ 110 16.2 £ 0.6 | (22°C) [72]
Mioglobina 150 18.7 £ 0.8
Hemoglobina 571 6.2+ 04
Catalasa 2190 1.9 +0.2

Los coeficientes de la Tabla 5.3 fueron ajustados utilizando el modelo de
Zimm de la difusién de polimeros, en el cual, el coeficiente de difusién D es
inversamente proporcional a la potencia v > 0 de la longitud N del polimero [26].
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El modelo de Zimm, dado por D = AN ™", puede utilizarse con dos pardmetros
ajustables, la constante A y el exponente v; cuyo valor depende del tipo de
solvente donde se encuentra la cadena [26]. Al realizar el ajuste de los coeficientes
de difusién con dos parametros libres, mediante el software Mathematica, se
obtuvo A = 344 + 226 ym?/s y v = 0.59 & 0.11. Para verificar la calidad del
ajuste, se calculé el coeficiente de determinacién, cuyo valor es R = 0.973. En
este ajuste con dos parametros, la desviacion estdndar del parametro A es muy
grande, pero el exponente v = 0.59 tiene una desviaciéon estandard pequena.
Numéricamente, el exponente es similar al valor 1/2, que corresponde, en el
modelo de Zimm, a un sistema formado por cadenas ideales sin interaccion
mutua, debido a que el solvente se encuentra a la condiciéon O, cuando las
interacciones repulsivas y atractivas de los segmentos de cadena se cancelan
[26]. Repetimos el célculo con un solo pardmetro libre, tomando como valor de
referencia para el exponente v = 1/2. Para la constante de ajuste, se obtuvo
A = 198 £ 21 pum?/s, la cual tiene una menor desviacién estdndar, con un
coeficiente de determinacién R? = 0.972. El ajuste para el coeficiente de difusién
para proteinas en el citoplasma, como funcién del tamano N, utilizado para
nuestros célculos es:

2
Deio(N) = 198 N‘Ob%. (5.4)

En la Figura 5.2, se indican los coeficientes de difusion y los ajustes realizados
con el modelo de Zimm, cuando se utilizé un pardmetro libre (linea continua) y
dos pardmetros libres (linea punteada). Se puede observar la dispersién de los
datos alrededor de ambos ajustes.

Difusion como funcién del tamano N para proteinas en el lumen del
RE

En la literatura, se ha reportado el coeficiente de difusién para proteinas
en el lumen del RE de células bajo tratamiento con sustancias, con el objeto
de cuantificar cambios estructurales o la funcionalidad del RE por la accién
del tratamiento [24, 93, 49, 41]. En la Tabla 5.4, se muestran los coeficientes
de difusién reportados para células en condiciones normales, medidos a 37°C,
excepto para la GFP reportada a 23°C. En la Tabla, se indica el nombre de la
proteina y su tamano, y se observa que el coeficiente de difusién disminuye al
aumentar el tamano.

Los datos de la Tabla 5.4 fueron ajustados con el modelo de Zimm, D =
ANTY. Del ajuste con dos pardmetros libres, A y v, se obtuvo A = 8477.15 +
12484.6 pm?/s y v = 1.2396 £ 0.2578, con un coeficiente de determinacién
R? = 0.917. Con dos parametros libres, la desviacién estdndar de la constante
A resulta més grande que el propio valor. Para el exponente, su valor es similar a
v = 1, que corresponde al modelo de Rouse en el cual se desprecia la interacciéon
hidrodindmica del solvente con un polimero en difusién [26]. Tomando v = 1
como valor de referencia, repetimos el ajuste con un parametro libre, A. En este
caso, se obtuvo A = 2139.514168.40 um? /s, con un coeficiente de determinacién
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Figura 5.2: Coeficiente de difusiéon para proteinas en el citoplasma co-
mo funcién del tamano N. Linea punteada: ajuste con dos parametros,

D(N) = 344 N=%%9,m?/s. Linea continua: ajuste con un parametro, D(N
1

198 N=%5um?/s.

Tabla 5.4: Coeficiente de difusién para proteinas en el lumen del RE en dife-

rentes células.

Célula Proteina N D

(pm?/s)

CHO-K1 [24] | GFP (23°C) 238 7.5+ 2.5

K41-K42 [93] | ER-GFP 270 8.7+ 2.5

Crt-GFP 734 1.3+ 0.3

Crt-Y109F-GFP 734 22+ 1.0

HepG2 [49] ER-GFP 264 6.6 = 0.7

ER-RFP 270 9.1 £ 0.6
BiP-GFP 932 0.60 £+ 0.06

[41] ER-RFP 264 6.5+ 0.8
hamBiP-sfGFP-KDEL 932 1.08 4 0.10

Cos7 [49] ER-RFP 264 9.1 £0.5

ER-RFP 264 10.4 £ 0.5

BiP-GFP 932 1.1 £ 0.1

BiP-GFP 932 1.2 £ 0.2

MDCK [49] ER-RFP 264 5.1+£04
BiP-GFP 932 0.32 £ 0.03

U2-0S [49] ER-RFP 264 6.6 +0.5
BiP-GFP 932 0.37 £ 0.03

]



R? = 0.910. De esta manera, el ajuste utilizado en nuestros célculos para el

coeficiente de difusién para proteinas en el lumen del RE, como funcién del
tamano NV, es:

pm?
Dre(N) =2139.51 N~ '——. (5.5)
S
En la Figura 5.3, se indican los valores del coeficiente de difusién y los ajustes
realizados con el modelo de Zimm, con dos pardmetros (linea punteada) y con

un pardmetro (linea continua). En la Figura, se observa la dispersién de los
datos alrededor de ambos ajustes.
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Figura 5.3: Coeficiente de difusion para proteinas en el lumen del RE
como funcién del tamano N. Linea punteada: ajuste con dos pardmetros,
D(N) = 8477.15 N~ '24ym?/s. Linea continua: ajuste con un pardmetro,
D(N) = 2139.51 N~ 1um?/s.

Comparacién de los coeficientes de difusion de las proteinas en los
tres medios

En los tres apartados anteriores se presentaron los coeficientes de difusion
para proteinas en tres medios diferentes: un medio diluido, agua, y dos medio
intracelulares abarrotados por proteinas, el citoplasma y el lumen del reticulo
endopldsmico. Al comparar los valores de la Tablas 5.2, 5.3 y 5.4, se observa
que el agua es el medio donde hay mayor difusién y el lumen del reticulo el de
menor difusién; la diferencia entre la difusion en el citoplasma y en el lumen
del RE es minima. Esto se ilustra en la Figura 5.4, donde se han indicado
los datos y los ajustes correspondientes utilizando el modelo de Zimm. En la
seccién 5.6, se indica que el citoplasma es un medio més viscoso que el agua;
en consecuencia, junto con el abarrotamiento por proteinas, el coeficiente de
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difusién de las proteinas es menor que en agua. Para el caso del lumen del RE,
el grado de abarrotamiento es similar al del citoplasma, pero con una difusién
menor para las proteinas. Esto puede deberse a una mayor viscosidad del lumen
del RE o a otros factores, como la estructura del lumen o a factores de adhesion
entre proteinas [24].
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Figura 5.4: Coeficiente de difusién para proteinas en tres medios, uno diluido
(agua) y dos medios intracelulares abarrotados por proteinas, el citoplasma y el
lumen del RE. Las lineas son los ajustes utilizando el modelo de Zimm D(N) =
AN,

5.2.2. Ajustes al coeficiente de difusion para proteinas co-
mo funcién del grado de abarrotamiento ¢

Ademsés del tamano y la temperatura, el coeficiente de difusiéon depende
de la concentracién de los solutos del medio. En las células, la concentracion
de proteinas, y por lo tanto, la fraccion de volumen que ocupan ¢, se cambia
regulando la osmolaridad del medio extracelular, que modifica el tamano de la
célula encongiendola para altas osmolaridades [24, 46, 45], o también, mediante
tratamiento farmacoldgico con efectores capaces de modificar la estructura o el
ambiente del lumen del RE [24, 49]. A continuacién, mostramos los coeficientes
de difusién como funcién de la fraccién del volumen de los agentes abarrotantes
del citoplasma y del lumen del RE.

Difusién como funcién de la fraccién de volumen ¢ de las proteinas
que abarrotan el citoplasma

En la literatura, los trabajos de Konopka et al. [46, 45] son los tnicos don-
de se mide experimentalmente la difusién de una proteina como funcién de la
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concentracién o fraccion de volumen ¢ de las macromoléculas que abarrotan el
citoplasma. En el citoplasma de E. coli, el coeficiente de difusién de la GFP re-
sulté depender de la forma en la cual se cambian las condiciones de osmolaridad
del medio externo a la célula, si la osmolaridad cambia abruptamente el cambio
en el coeficiente de difusién es mds intenso [46]. En la Tabla 5.5, se muestran
los coeficientes de difusién de la GFP reportados por Konopka et al. [46], como
funcién de la fraccién de volumen de las macromoléculas abarrotantes ¢, para
células adaptadas a altas osmolaridades.

Tabla 5.5: Coeficiente de difusion de la GFP en el citoplasma de FE. coli, como
funcién de la fraccién de volumen ¢. Datos tomados de la referencia [46], para
células adaptadas a altas osmolaridades.

10 D

(pm?/s)
0.15 | 12.3 £ 2.8
0.16 | 13.8 £ 3.8
0.19 | 13.3 £ 3.2
025 | 99+31
0.26 | 88=£21
028 | 89 +£25
0.36 | 6.2 £22

Los datos de la Tabla 5.5 se ajustaron con el modelo exponencial D(¢) =
Ae~*? modelo que ajusta datos experimentales del coeficiente de difusién de
proteinas en sistemas artificiales abarrotados por proteinas a concentraciones fi-
siolégicas [23, 5]. Del ajuste se obtuvo A = 28.084+13.40 um? /sy a = 4.23+1.93,
con un coeficiente de determinacién R? = 0.998. Asumiendo que la difusién en el
citoplasma como funcién de la fraccién de volumen de los agentes abarrotantes
¢ es similar entre eucariontes y procariontes, entonces, el modelo de coeficiente
de difusién para el citoplasma como funcién de ¢, utilizado en nuestros céalculos,
es:

2
Deie(¢) = 28.08 e—4<23¢%. (5.6)
En la Figura 5.5, se indican los valores del coeficiente de difusion y el ajus-
te exponencial. Todos los datos caen sobre la curva de ajuste, dentro de la
incertidumbre experimental. Como caracteristica adicional, los coeficientes de
difusién ajustados estan medidos dentro del intervalo fisiolégico de los valores
de la fraccion de volumen ¢, el cual se considera en todos en nuestros calculos.
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Figura 5.5: Coeficiente de difusién para proteinas en el citoplasma de E. coli,
como funcién de ¢. La linea representa el ajuste D(¢) = 28.08 e=423¢m? /s.

Difusion como funcién de la fraccion de volumen ¢ de las proteinas
que abarrotan el lumen del RE

Para proteinas en el lumen del RE, no existen valores medidos de forma
directa para la difusién como funcién de la concentracién de proteinas, o de
la fracciéon de volumen ¢. Para modelar el coeficiente de difusién de proteinas
en el lumen del RE como funcién de ¢, procedimos de la siguiente forma: i)
relacionamos la reduccién del coeficiente de difusién de la GFP por cambios en
la osmolaridad con un aumento en la concentracién de proteinas y ii) asumimos
un decrecimiento exponencial del coeficiente de difusién como funcién de la
fraccion de volumen ¢, como sucede en el citoplasma de E. coli.

En sus experimentos, Dayel et al. encontraron una reduccién de hasta un
23 % para el coeficiente de difusién de la GFP en el lumen del RE, cuando
aumentaron la osmolaridad extracelular de 0.15 hasta 0.60 osm [24]. En E.
coli, los cambios de la osmolaridad extracelular desde 0.3 hasta aproximada-
mente 1.2 osm, incrementan de forma lineal la concentracién de proteinas [17].
Asumiendo este tipo de comportamiento para la concentracién de proteinas
como funcién de la osmolaridad en los experimentos de Dayel et al., estima-
mos para el coeficiente de difusion de la GFP, a la menor y a la mayor frac-
cién de volumen ¢ de protefnas en el lumen: Drg(¢ = 0.12) = 7.5 ym?/s y
Drg(¢ = 0.24) = 5.8 um?/s. Con estos valores, asumiendo un cambio expo-
nencial para el coeficiente de difusién, como sucede en el citoplasma de E. coli
(ver ecuacién 5.6), el modelo para el coeficiente de difusién en el lumen del RE,
como funcién de la fraccién de volumen ¢ de las proteinas que abarrotan, es:

2
m
Dre(¢) = 9.70 e—2-14¢’“‘T. (5.7)
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5.2.3. El coeficiente de difusiéon para proteinas como fun-
cion del tamano N y de la fraccion de volumen ¢

Las proteinas que se translocan pasan del citoplasma al lumen del RE, o a la
inversa durante la retrotranslocacion. Las proteinas en transporte son de tamano
diferente y se encuentran rodeadas por proteinas a diferentes concentraciones.
En nuestros modelos, para calcular las propiedades fisicas que caracterizan el
transporte, es necesario conocer el coeficiente de difusién como funcién del ta-
mano N de la cadena y de la fraccién de volumen ¢ que ocupan las proteinas
del medio intracelular. Actualmente, no existen experimentos que reporten si-
multdneamente la dependencia en ambos parametros N y ¢, para el citoplasma
o para el lumen del RE. Experimentalmente, y de los ajustes descritos en los
apartados anteriores de esta seccién, se ha mostrado por separado la dependen-
ciaen N y en ¢.

Para construir un modelo para el coeficiente de difusién que dependa de N y
de ¢, nos basamos en resultados experimentales para la difusiéon de proteinas de
diferente tamano en ambientes artificiales abarrotados por proteinas o polimeros
a concentraciones fisiolégicas que simulan el abarrotamiento intracelular [23, 5].
Los resultados indican que el coeficiente de difusion depende principalmente de
dos cantidades, la primera es el tamano de la particula que se difunde en el sol-
vente de interés, y la segunda es la fraccién de volumen ¢ que ocupan los agentes
abarrotantes de tamano a [23, 5]. En caso de que el medio abarrotado presente
estructura, este factor también debe tomarse en cuenta [5]. En los resultados
experimentales de Dauty y Verkman y de Banks y Fradin [23, 5], la dependencia
en N y ¢ es separable, y por lo tanto, el coeficiente de difusion para proteinas en
medios abarrotados de proteinas queda como D(N, ¢) = Do(N)f(¢,a) [75], con
Dy(N) representando el coeficiente de difusién en un solvente puro. La funcién
f(¢,a), de ajustes a datos experimentales, ha resultado una exponencial alar-
gada del tipo f(¢,a) = e_B¢6, con B una constante nimerica y 6 una cantidad
que depende del tamanio a de los agentes abarrotantes [23, 5]. Tomando para
Dy(N) los ajustes al coeficiente de difusién para el citoplasma y el lumen, dados
por el modelo de Zimm D(N) = AN~", podemos escribir un modelo para el
coeficiente de difusién D(N, ¢), como funcién de N y ¢, dado por:

D(N,¢) = AgN Ve 8%’ (5.8)

En este modelo, Aq resulta el inico pardmetro ajustable, ya que v y B han
sido determinados anteriormente cuando se analizé la dependencia en N y ¢,
y el valor de ¢ debe ser 1 para concordar con la dependencia exponencial en ¢
presentada en la ecuaciones 5.6 y 5.7. Para obtener la constante A, utilizamos
el coeficiente de difusiéon de una proteina de referencia, como el coeficiente de
difusién de la GFP.

Para el modelo Dt (N, ¢) en el citoplasma, utilizamos el coeficiente de di-
fusién de la GFP de Ngpp = 238, Dgrp = 9.9 um?/s a la fraccién de volumen
¢* = 0.25. Al resolver la igualdad 9.9 ym?/s = A0N6§56_4'23¢*, de la ecuacién
5.8, obtenemos la constante Ag = 433 um?/s. De esta forma, el modelo para el
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coeficiente de difusién para proteinas en el citoplasma como funcién de N y ¢,
es:

2
Dei(N, ¢) = 433 N_0'5e_4'23¢%. (5.9)

Para el modelo Drg(N, ¢) en el lumen del RE, de forma similar, utilizando el
coeficiente de difusién de la GFP, Dgrp = 7.5 um?/s, a la fraccién de volumen
¢* = 0.12, obtenemos de resolver 7.5 um?/s = AoNééPe_Q‘M"ﬁ*, la constante
Ap = 2308 pum?/s. De esta manera, el modelo para el coeficiente de difusién
para proteinas en el lumen del RE como funciéon de N y ¢, es:

2
Dri(N,¢) = 2308 N—le~2140 (5.10)
S

5.3. Modelo para el coeficiente de difusion de
una preproteina en translocacion

En la seccién anterior, Seccién 5.2, se construyeron modelos para el coefi-
ciente de difusién de proteinas moviendose en el citoplasma o el lumen del RE.
Durante la translocacion o la retrotranslocacién, una preproteina tiene segmen-
tos de cadena en ambos lados de la membrana, y por lo tanto, el movimiento
de toda la cadena depende de la movilidad de sus segmentos en el citoplasma y
en el lumen del RE. Si la interaccién del canal con la preproteina es inicamente
estérica, entonces el canal no ralentiza ni acelera el transporte sino sélo restrin-
ge las conformaciones de la cadena. Por lo tanto, el movimiento de la cadena
es dirigido dnicamente por la movilidad de sus segmentos en los medios donde
se encuentran, debido al coeficiente de difusion. En consecuencia, el coeficiente
de difusiéon durante la translocacién debe ser funcién del nimero de segmentos
n que atraviesan la membrana: D(n). Para construir el coeficiente de difusién
D(n) dependiente de la variable de translocacién n, utilizamos un modelo pro-
puesto por Sung y Park [96] y los modelos descritos en la seccién anterior para
el coeficiente de difusién D(N, ¢).

Al inicio del transporte, la mayoria de los segmentos de la cadena se encuen-
tra en el lado cis; por lo tanto, la movilidad de la cadena depende principalmente
de la movilidad de los segmentos en el lado cis. Al final del transporte, la ma-
yoria de los segmentos de la cadena se encuentra en el lado trans, y de forma
similar, la movilidad de la cadena depende principalmente de la movilidad en
el lado trans. Un modelo heuristico, basado en la movilidad de los segmentos
de cadena N —n y n, en los lados cis y trans, respectivamente, es el propuesto
por Sung y Park [96]. Su modelo, construido como un promedio de los coeficien-
tes de difusién en los lados cis y trans, y que considera coeficientes constantes,
estd dado como [96]:

n 1 n N-n 1
D(n) NDtTans N Dcis.

(5.11)
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Este modelo de Sung y Park recupera el coeficiente de difusién del lado cis
y del lado trans cuando la cadena se encuentra completamente en el lado cis o
en el lado trans. Al inicio del transporte se tiene n = 0, lo cual da D(0) = D5,
y al final se tiene n = N, lo cual da D(N) = Diyans-

En la seccién anterior, al analizar el coeficiente de difusién para proteinas, se
mostré que no es constante y que depende de: 1) el medio intracelular, citoplas-
ma o lumen del RE, 2) el tamafio de la cadena N y 3) el grado de abarrotamiento
¢ en el medio. Tomando en cuenta la dependencia del medio, en N y en ¢, no-
sotros generalizamos el modelo de Sung y Park para el coeficiente de difusion,
al remplazar D.is ¥ Dirans POr Deit(N, ¢cit) v Dre(N, ¢rg). De esta manera,
el coeficiente de difusién para una cadena en transporte depende de la longitud
de la cadena N, del nimero de monémeros que atraviesan la membrana n, y del
grado de abarrotamiento en los lados cis y trans, ¢cis ¥ @trans- El modelo genera-
lizado para el coeficiente de difusién durante el transporte, D(n, N, dcis, Otrans),
estd dado por [75]:

1 n 1 N —n 1
== + . (5.12)

D(n7 N7 ¢cis, d’trans) N Dtrans (N, ¢trans> N Dcis (N7 ¢cis)

En translocacion, los lados cis y trans corresponden respectivamente al cito-
plasma (cit) y al lumen del reticulo endoplasmico (RE); en este caso los coeficien-
tes de difusion De;s (N, dcis) ¥ Dirans(N, Prans) estdn dados por las expresiones
para el coeficiente de difusién de proteinas en el citoplasma y en el lumen del
RE, Deit(N, ¢cit) v Dre(N, drE), las ecuaciones 5.9 y 5.10. Para retrotrans-
locacién, los lados se intercambian y en las expresiones para el coeficiente de
difusién se realiza la sustitucién cis — RE y trans — cit.

En nuestros modelos, para el cédlculo de los tiempos de transporte en el
siguiente capitulo, se utilizé este modelo para el coeficiente de difusién de una
preproteina en transporte, la ecuacién 5.12.

5.4. Longitud de las cadenas translocadas hacia
el lumen del reticulo endoplasmico

En el lumen del reticulo endoplasmico ocurre el plegamiento de las proteinas
que ingresan por translocacién. En el lumen, se encuentran proteinas de dife-
rente tamano, las mds grandes de hasta 500 kDa [39], y las m&s pequenas, de
masas cercanas a los 10 kDa. Una de las proteinas més pequenas translocadas
hacia el lumen del RE es la prepromelitina, que consta de 77 aminoacidos con
una masa molecular de 7.7 kDa [116, 95] y es precursora de la proteina de se-
crecién melitina. Otra proteina pequena, pero de mayor tamano y residente en
el lumen, es ERp18 de 157 aminodcidos con masa molecular 18 kDa [88, 42].
Existe también una amplia variedad de proteinas de tamano promedio como
las chaperonas del plegamiento indicadas en la seccién 1.2, entre ellas, Erolp
de 560 aminodcidos con masa 65 kDa [38, 34]. Entre las proteinas més grandes
encontradas en el reticulo endopldsmico estd ApoB, una lipoproteina de 4536
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aminodcidos [57, 112, 111]. Tomando en cuenta estas proteinas, definimos el in-
tervalo de tamanos de las preproteinas translocadas hacia el lumen del RE en
términos del nimero de aminodacidos IV; el intervalo de tamanos correspondiente
es:

77 < N < 4536. (5.13)

Este intervalo de valores es utilizado en los cédlculos para estudiar el efecto
del abarrotamiento sobre cadenas de diferente tamano. Como valores de refe-
rencia, se consideran los tamanos de la prepromelitina, ERp18, Erolp, y ApoB,
proteinas de tamano pequeno, promedio y grande.

5.5. Distancia entre dos aminoacidos

En una preproteina o cadena peptidica, los monémeros que la forman son
los aminoacidos. Un aminoécido estd formado por un dtomo central de carbono,
denotado como C,, unido con un dtomo de hidrogeno (H), un grupo amino
(NH;), un grupo carboxil (COOH), y una estructura molecular llamada cadena
lateral (R) [9, 13], ver Figura 5.6. Un aminoécido se distingue de otros mediante
su cadena lateral R. En el cédigo genético son 20 los aminoécidos especifica-
dos, aunque otros pueden ocurrir por modificaciéon enzimética después de la
traduccién [9)].

Figura 5.6: Estructura basica de un aminoécido.

Dos aminodacidos pueden unirse mediante una reaccién de hidrolisis, al enla-
zar el carbono del grupo carboxil de un aminoacido con el nitrégeno del grupo
amino del otro aminodcido, liberando una molécula de agua [9, 13]. El enlace
formado se conoce como enlace peptidico y la estructura resultante se muestra
en la Figura 5.7.

El enlace peptidico formado entre el carbono y el nitrogeno es estable, debido
a la deslocalizacién de electrones de la estructura de resonancia formada, que
incrementa la polaridad y genera un cardcter parcial de doble enlace [76]. Esta
resonancia hace que los dtomos de nitrégeno y carbono en el enlace peptidico,
junto con el oxigeno del carbono permanezcan coplanares. En consecuencia, los
atomos del enlace peptidico y los dtomos de carbono « se encuentran alineados
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Figura 5.7: Unién de dos aminoécidos.

en un plano rigido llamado plano peptidico o plano amidico [9, 76]. Las cadenas
laterales pueden rotar libremente a lo largo de las direcciones de los enlaces
N-C, y C-C,, siempre que no haya interferencia estérica. En la Figura 5.8, se
muestra la distribucién de los dtomos en el plano, las longitudes de los enlaces y
los angulos relativos entre dtomos. Debido a la rigidez de los enlaces entre atomos
del plano peptidico, la distancia entre los 4tomos de carbono « es constante [76];
esta distancia es utilizada como la longitud de un aminoécido o como la distancia
entre dos aminoacidos consecutivos a lo largo de la cadena peptidica. De acuerdo
a la longitud de los enlaces y a los dngulos relativos entre dtomos, la distancia
entre dos aminodcidos o la longitud de monémero es b = 3.79 A. Esta longitud
es utilizada en nuestros calculos.

Figura 5.8: El plano peptidico esta definido por los atomos del enlace peptidico
y los atomos de carbono a de cada aminodcido. Las longitudes de los enlaces
fueron tomadas de la referencia [76].
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5.6. Viscosidad del medio intracelular

La viscosidad del citoplasma ha sido medida en diferentes células. Los valores
reportados se encuentran distribuidos en un amplio intervalo, y son mayores a la
viscosidad del agua (1 cP = 1.0 mPa-s), desde unas cuantas veces [78, 50, 97, 60,
79, 43], hasta cientos de veces, como sucede con la viscosidad medida en células
de embriones en desarrollo de Caenorhabditis elegans [22, 60]. La viscosidad del
medio intracelular se mide indirectamente a través del coeficiente de difusién
de solutos de prueba, y es dependiente de la temperatura del medio [71]. En la
Tabla 5.6, se muestran valores reportados para la viscosidad del citoplasma de
células eucariotas, para los cuales se realizé una busqueda extensa. En la Tabla
se indica el tipo de célula y la temperatura a la cual se realizé el experimento.

Tabla 5.6: Viscosidad del citoplasma de células eucariotas.

Célula Viscosidad | Temperatura
(cP) <)
Neuronas de Xenopus [78] 5 20
Hepatoma HTC [50] 8.1 23
CHO [97] 1.5-3.2 37
Swiss 3T3 y BHK [60] 2.0-3.0 37
Eritrocitos humanos [79] 2.1-2.7 37
HeLa [43] 2.0-44 37
Swiss 3T3 [43] 0.88-24 37
Hepatocito de rata [80] 20 22
Fibroblasto humano [108] 70 20
Embriones de C. elegans [22] 1x103 25

Para el caso del lumen del RE no se han reportados valores experimentales
de la viscosidad. Anadlisis basados en una difusion menor de las proteinas en
el lumen del RE, indican una mayor viscosidad para el lumen [24, 52]. Para
proteinas construidas mediante la GFP con una secuencia de retencion especifica
para el lumen del RE, Dayel et al. encontraron que el coeficiente de difusiéon en
el lumen es menor comparado con el coeficiente en el citoplasma de entre tres a
seis veces [24]. Dayel et al. indican que este resultado puede deberse en mayor
parte a las colisiones que dan origen a adhesién entre moléculas y también a
una mayor viscosidad del lumen del RE [24].

Un trabajo de simulacién, que utiliza resultados experimentales de recupe-
racién de fluorescencia después de fotoblanqueo (FRAP) y que ha reproducido
valores experimentales del coeficiente de difusion, indica que el valor de la vis-
cosidad es al menos 2.5 veces mayor que la viscosidad del agua [89].

Si asumimos que la reduccién de la movilidad de diferentes proteinas en el
lumen del RE (comparada con la movilidad en el citoplasma, como se muestra
en la Figura 5.4) se debe en parte a la viscosidad, entonces la viscosidad del
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lumen del RE resulta del mismo orden de magnitud o mayor a la viscosidad
del citoplasma, y por lo tanto, mayor a la viscosidad del agua. Basados en la
reducciéon en la movilidad de las proteinas, y debido a la falta de valores medidos
experimentalmente (a nuestro saber), consideraremos la viscosidad del lumen del
RE similar o mayor a la viscosidad del citoplasma.

Los valores de viscosidad son utilizados para el cédlculo de los tiempos car-
cateristicos de la translocacién, y con ellos se define el tipo de abarrotamiento
intracelular, como se indica en la siguiente seccién.

5.7. El medio intracelular es un medio abarro-
tado en un régimen dinamico

El modelo de Gopinathan y Kim considera la translocacién de un polimero
en un ambiente abarrotado por agentes esféricos [35]. En su trabajo, Gopinat-
han y Kim consideran condiciones de abarrotamiento diferentes en ambos lados
de la membrana, pero asumiendo durante el transporte un solo valor constante
para el coeficiente de difusién de la cadena en ambos medios. La movilidad de
los agentes abarrotantes durante la translocacion se incluye al considerar dos
casos limites. En el primer caso, llamado régimen dindmico, los agentes aba-
rrotantes presentan una alta movilidad, mientras que en el segundo, llamado
régimen estatico, los agentes se mueven muy lentamente y parecen carecer de
movimiento. La forma para distinguir entre un régimen y otro es mediante la
comparacion de tres tiempos caracteristicos asociados al proceso de transloca-
cién. En su trabajo, Gopinathan y Kim calculan el tiempo de translocacién para
un polimero en los régimenes dindamico y estatico, asumiendo uno u otro régi-
men. Sus resultados muestran una clara diferencia en el tiempo de translocacién
entre ambos regimenes, dependiendo de los fracciones de volumen @.is v Gtrans-

Nosotros utilizamos el modelo de Gopinathan y Kim para estudiar el efecto
estérico del abarrotamiento por proteinas del medio intracelular sobre la trans-
locacién y la retrotranslocacion de preproteinas. Para ello, hemos tomado en
cuenta valores reportados experimentalmente del grado de abarrotamiento por
proteinas ¢, del coeficiente de difusion de las proteinas en el citoplasma D¢ y
en el lumen del RE Dgrg, v de la viscosidad del medio intracelular n. En esta
seccion, utilizamos dichos valores para comparar los tres tiempos que definen
a cada régimen y para validar que el abarrotamiento por proteinas del cito-
plasma y del lumen del RE se encuentra en un régimen dindmico debido a las
propiedades fisicas del medio intracelular.

5.7.1. Los tiempos caracteristicos de la translocacién

Durante la translocacién de una preproteina se identifican tres tiempos ca-
racteristicos intrinsecos al sistema de translocacion. El primero, corresponde al
tiempo necesario para que la cadena atraviese la membrana, definido como el
tiempo de translocaciéon 7. En nuestros modelos, 7 depende de la difusién de
la cadena, la energia libre, y la longitud de monémero. El segundo tiempo, 7,
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es un tiempo caracteristico asociado al movimiento por difusién de los agentes
abarrotantes que obstaculizan la translocaciéon de una cadena. Si 7, es pequeno,
significa que las proteinas que abarrotan recorren grandes distancias en poco
tiempo debido a su alta difusividad; si 7, es grande, las proteinas requieren més
tiempo para recorrer la misma distancia debido a una difusién baja. El tercero
corresponde al tiempo necesario para que una cadena acceda a todas sus posi-
bles conformaciones, tomando en cuenta las restricciones sobre la cadena; este
tiempo es llamado tiempo relajacién de la cadena 7. Si 7 es pequeno, conside-
ramos que las conformaciones de una preproteina en translocacién corresponden
a las de un polimero en translocacion.

Los tres tiempos dependen de parametros asociados al sistema de translo-
cacion. En nuestros modelos, el tiempo de translocacion 7 se calcula mediante
la ecuacién 4.17, para ello, se necesita el coeficiente de difusién de la cadena
durante el transporte, dado por la ecuacién 5.12, y la energia libre de la cade-
na, dada por las ecuaciones 3.21 y 3.36. El tiempo caracteristico 7, va como
To ~ Cp 2/3 /D, [35] y depende de la densidad en ndmero ¢, de las proteinas que
abarrotan y de su coeficiente de difusién D, en el citoplasma o en el lumen del
RE (dado respectivamente por las ecuaciones 5.9 y 5.10). El tiempo de relaja-
cién 7, va como 7y ~ (b3n/kgT) N? [35] y depende de la longitud de monémero
b y de la viscosidad del medio n que experimenta la cadena. Adicionalmente,
cada uno de los tiempos depende de las condiciones de abarrotamiento dadas
por las fracciones de volumen ¢y v ¢rg y de la longitud de la cadena N.

5.7.2. Definicion de los regimenes dinamico y estatico

Para considerar a una preproteina como un polimero, el tiempo de trans-
locacién 7 debe ser mucho méas grande que el tiempo de relajaciéon 7, de tal
manera que la preproteina acceda a todos sus posibles conformaciones. De esta
manera, la translocacién se modela usando teorias de cadenas continuas con la
condicién 7. < 7. Esta condicién se demuestra numéricamente, mas adelante.

Gopinathan y Kim consideran la movilidad de los agentes abarrotantes en
dos casos limite, definidos como regimenes estatico y dinamico, basados en los
tres tiempos caracteristicos del sistema, 7, 7, y 7 [35]. Nosotros adaptamos
su definicién para una preproteina en translocacion rodeada por proteinas que
abarrotan el medio intracelular e identificamos el tipo de régimen.

De acuerdo a Gopinathan y Kim, el régimen estatico se define como el caso
en el cual el movimiento por difusion de las proteinas que abarrotan es muy
lento comparado con el movimiento de la preproteina en translocacién, de tal
forma que las proteinas abarrotando parecen inméviles para la preproteina en
translocacién. Esta condicién del régimen estatico se consigue cuando 7 < 7.
El régimen dindmico ocurre cuando el movimiento por difusién de las proteinas
que abarrotan es muy rapido comparado con el movimiento de la preproteina en
translocacion. En términos de los tiempos del sistema, el régimen dindmico se
consigue cuando 7 < 7,. Considerando las condiciones sobre la movilidad de las
proteinas que abarrotan, y el tiempo de relajaciéon de una preproteina necesario
para utilizar teorfa de polimeros, los regimenes dindmico y estatico, definidos
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por Gopinathan y Kim, se obtienen cuando [35]:

dindmico: T, K 7T K T (5.14)
estdtico: T K 7 KL 7. (5.15)

Para indicar si un sistema abarrotado corresponde a un régimen dindmico o a
un régimen estatico, deben evaluarse las expresiones anteriores. A continuacién,
tomando en cuenta las propiedades fisicas del medio intracelular (concentracio-
nes de proteinas, coeficientes de difusién y viscosidad), realizamos el anélisis
para el citoplasma y después indicamos los resultados para el lumen del RE.

5.7.3. Abarrotamiento dinamico en el citoplasma

Para evaluar las condiciones que definen a los regimenes dindmico y estatico
para el citoplasma, primero calculamos los tiempos 7, 7, y 7y, y después los
comparamos entre si. El calculo de los tiempos depende de las condiciones de
abarrotamiento por proteinas, dadas por la densidad en ntimero ¢, y por la
fraccion de volumen ¢, asi como también de la viscosidad del medio 7. Estos
valores se indican a continuacién.

La concentracién de proteinas ¢ en el citoplasma, para diferentes células
eucariotas, se ha reportado en un intervalo de 100-320 mg/ml [62, 48, 32, 11, 17],
como se indicé en la seccién 5.1. Con una densidad especifica de las proteinas en
el citoplasma de E. coli de p* = 1.2 ml/g [118], se determind en la seccién 5.1
que la fraccién de volumen que ocupan las proteinas estd en el intervalo 0.12—
0.38. Los valores minimo y méximo, ¢¢iy = 0.12 y ¢ciy = 0.38, son utilizados en
los célculos para establecer intervalos de tiempos.

La densidad en nimero ¢, de las proteinas que abarrotan el citoplasma
corresponde al nimero de proteinas en el citoplasma N, por unidad de volumen
V, esto es ¢, = N,/V. Con la definicién de la concentracién ¢, y con la masa de
una proteina m,,, se obtiene la siguiente relacién N,/V = ¢/m,; sustituyendo
en la densidad en nimero da ¢, = ¢/mp. Al escribir la masa de una proteina
en términos de la densidad especifica p* y del volumen de una proteina V,
mp = Vp/p*, se obtiene ¢, = cp*/V,,. La cantidad cp* representa la fraccién
de volumen ¢; para el volumen V},, asignamos el de una proteina globular con
radio de giro R, = b\/N/6, que significa abarrotamiento por proteinas de una
sola especie. De esta manera, la densidad en niimero de proteinas del citoplasma
queda como ¢, = ¢cit/Vp, con V;, = 37R3.

Para la difusion de las proteinas que abarrotan el citoplasma utilizamos el
modelo de difusién dado por la ecuacién 5.9, esto es Deit (No, @cit ). N, representa
el niimero de mondémeros de una proteina abarrotante, si consideramos a la
proteina en translocacién de la misma especie que las proteinas que abarrotan,
entonces, el tamano es el mismo, N, = N, y el coeficiente de difusién para las
proteinas abarrotantes del citoplasma queda Dy, = Deit (N, deit)-

La viscosidad del citoplasma 7 es reportada en un amplio intervalo de valores.
Desde unas cuantas veces la viscosidad del agua [78, 50, 97, 60, 79, 43], a decenas
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o incluso cientos de veces el valor del agua [60, 22]; ver Tabla 5.6. Una gran parte
de los valores reportados esta en el intervalo de 1-10 mPa-s; por lo tanto, en
nuestros cdlculos, utilizamos el valor intermedio 5 mPa-s (cinco veces el valor del
agua) y discutimos lo que sucede para valores de viscosidad mayores y menores.

Con la densidad en nimero cp, el coeficiente de difusién D, y la viscosidad 7,
procedemos al calculo de los tiempos, tomando en cuenta el intervalo de valores
de la fraccion de volumen ;.

Para la condicion de menor abarrotamiento en el citoplasma, ¢q = 0.12
o0 ¢ = 100 mg/ml, encontramos que el tiempo caracteristico de las proteinas
abarrotantes va como 7, ~ 979 N15ps, mientras que el tiempo de relajacién
para una preproteina en translocacién va como 7, ~ 66 N2ps. Para el tiempo 7
es necesario asignar valores a N ya que solo puede calcularse numéricamente. En
la Tabla 5.7, se muestran los valores nimericos para 7,, 7, y T, para diferentes
valores fisiol6gicos de N. Al comparar en funcién del tamano N, encontramos
que 7, > T, para cadenas cortas con tamano menor a 222 mondémeros, esto
incluye a proteinas como la prepromelitina y ERpl8; para cadenas de mayor
longitud, incluyendo proteinas de tamano promedio como Erolp y proteinas
mas grandes como ApoB, se tiene que 7, < 7. Este ultimo resultado, que
abarca a la mayorfa de las cadenas que se transportan (de tamafo promedio y
grandes), satisface una de las condiciones de la expresién 5.14 para considerar
al citoplasma como un medio abarrotado en un régimen dindmico. Las otras
condiciones del régimen dindmico involucran al tiempo de translocacién 7. Al
comparar los tres tiempos dados en la Tabla 5.7, el tiempo de translocacion
resulta mayor al tiempo caracteristico de las protefnas abarrotantes (1, < 7)
y al tiempo de relajacién de la cadena (7, < 7), para cualquier tamafio de
cadena en translocacién, con lo cual se satisfacen todas las condiciones de la
expresion 5.14 del régimen dinamico. Por lo tanto, el citoplasma corresponde a
un ambiente abarrotado por proteinas en un régimen dindmico para cadenas de
tamano promedio y cadenas mas grandes.

En el resultado anterior, se utilizé la condicién de abarrotamiento menor.
Para condiciones de abarrotamiento mayores, ¢ciy > 0.12 o ¢ > 100 mg/ml,
al comparar los tiempos 7, 7, y 7, se siguen cumpliendo las condiciones de
la expresion 5.14 del régimen dindmico para cadenas de tamano promedio y
cadenas mas grandes. Esto se observa de los datos de la Tabla 5.7, para la
méxima fraccién de volumen ¢.;; = 0.38, a la méxima concentracién 320 mg/ml.

Los resultados anteriores, cuando la viscosidad es 5 mPa-s, indican que el
citoplasma en el rango de concentraciones fisiolégico se comporta como un régi-
men dindmico para las proteinas de tamano promedio y proteinas grandes.

Si consideramos valores de viscosidad més grandes, el tiempo de relajacién
de la cadena 7, aumenta y resulta mayor al tiempo de relajacién cuando la
viscosidad es 5 mPa - s. Este incremento permite que el tiempo 7, sea mayor al
tiempo caracteristico de los agentes abarrotantes 7, para cadenas en un intervalo
de tamanos mas amplio, incluyendo proteinas de menor tamaino como ERp18, lo
cual no sucedia con la viscosidad de 5 mPa-s. Por ejemplo, para una viscosidad
de 10 mPa-s, se cumple la primer condicién del régimen dindmico, 7, < 7,
para cadenas de cualquier tamano. Al comparar el tiempo de relajacién con el
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Tabla 5.7: Tiempos del sistema de translocacién para cadenas de diferente
tamano: tiempo caracteristico de las proteinas que abarrotan 7,, tiempo de re-
lajacion de una preproteina 7, y tiempo de translocacién en un régimen dindmico
T.

Proteina N | To(¢=0.12) | To(peit = 0.38) Tr T
Prepromelitina 70 0.6 pus 0.8 pus 0.3 ps 17 ps
ERpl8 157 1.9 us 2.6 ps 1.6 pus | 238 us
Erolp 560 13 ps 18 us 21 us 30 ms
— 1000 31 us 42 us 66 us | 430 ms
ApoB 4536 299 us 401 ps 1345 us 56 min

tiempo de translocaciéon, resulta menor, cumpliendo la segunda condicién del
régimen dindmico, 7, < 7, y por lo tanto, las condiciones de abarrotamiento
corresponden a un régimen dinamico.

De los resultados anteriores, concluimos que el abarrotamiento fisiolégico del
citoplasma, para viscosidades mayores a la del agua en un orden de magnitud,
define al citoplasma como un medio abarrotado en un régimen dinadmico. Para
viscosidades cercanas a 5 mPa-s, s6lo proteinas de tamano promedio y proteinas
mayores experimentan translocaciéon en un régimen dinamico.

Para valores de viscosidad més pequetios, por ejemplo, 2 mPa-s (el doble de
la viscosidad del agua), el tiempo de relajacién 7, es menor comparado con el
tiempo de relajacién 7, a 5 mPa-s. Debido a esta reduccion, al comparar con el
tamano de cadena, el tiempo 7, resulta menor al tiempo de las proteinas que
abarrotan 7, para cadenas que van desde las mas pequenas y hasta cadenas de
tamano promedio, esto es 7, < To; solo para las cadenas més grandes como ApoB
ambos tiempos resultan similares, 7. ~ 7,. En este caso, se satisface una de las
condiciones de la expresién 5.15 para considerar al citoplasma como un ambiente
abarrotado en un régimen estdtico. Sin embargo, la segunda condicién 7 < 7,
necesaria para un régimen estatico (ver la expresién 5.15), no se satisface, ya
que 7, resulta menor a 7, 7, < 7. En este caso, debido al valor de viscosidad,
el abarrotamiento del citoplasma no corresponde a un régimen estatico ni a un
régimen dindmico, y por lo tanto la translocacion debe modelarse de otra forma.

Los valores reportados para la viscosidad del citoplasma se encuentran en
intervalo de 1-1000 mPa-s, ver Tabla 5.6. Tomando como referencia n = 10
mPa-s, el abarrotamiento del citoplasma se encuentra en un régimen dinamico
para cualquier preproteina en translocacién.

5.7.4. Abarrotamiento dinamico en el lumen del RE

Para analizar el tipo de abarrotamiento para el lumen del RE, repetimos el
andlisis anterior realizado para el citoplasma. Como condiciones de abarrota-
miento se utilizarén los valores minimo y maximo de la fraccién de volumen de
las proteinas del lumen del RE, ¢rg = 0.12 y ¢rg = 0.24
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Para la menor condicién de abarrotamiento ¢rp = 0.12, el tiempo carac-
terfstico de las protefnas que abarrotan va como 7, = 143 ps N2. El tiempo
de relajacién 7, solo puede expresarse en términos de la viscosidad, a falta de
valores para la viscosidad del lumen del RE (como se indicé en la seccién 5.6).
Asumiendo que la menor difusién de las proteinas en el lumen del RE compa-
rada con la del citoplasma, se debe a una viscosidad mayor [24, 52], entonces
el tiempo de relajacién para una preproteina en el lumen del RE es similar al
tiempo de relajacién en el citoplasma a altas viscosidades. Ese caso, analiza-
do en el apartado anterior, corresponde a abarrotamiento por proteinas en un
régimen dinamico. Por lo tanto, concluimos que el lumen del RE se encuentra
abarrotado por proteinas en un régimen dinamico.

5.8. Recapitulacién

En este capitulo se mencionaron las propiedades fisicas del medio intracelu-
lar donde se translocan las preproteinas a través de la membrana del RE. La
concentracion y la fraccién de volumen de las proteinas del citoplasma y del
lumen del RE los definen como medios abarrotados por proteinas. En conse-
cuencia, el coeficiente de difusiéon de las proteinas, que definen su movilidad,
resulté menor a la difusion de proteinas en agua, dependiente del tamano de la
proteina y de la fraccién de volumen de las proteinas que abarrotan el medio.
Los coeficientes de difusién para el citoplasma y el lumen del RE se ajustaron
como funcién del tamano con el modelo de Zimm de difusién para polimeros, y
como funcién de la fracciéon de volumen con una ley exponencial, similar a los
ajustes realizados en datos experimentales de difusién en sistemas abarrotados
artificiales. Adicionalmente, se construyé un modelo heuristico para el coeficien-
te de difusién de una preproteina en translocacién, necesario para el calculo de
los tiempos de translocaciéon. Mediante valores experimentales de la viscosidad
del medio intracelular de diferentes células se indicé que el citoplasma es un
medio mas viscoso que el agua, y que la lenta difusion de proteinas en el lumen
del RE, sugiere que este medio es mas viscoso que el citoplasma. Tomando en
cuenta todas estas propiedades fisicas, para valores de viscosidad mayores a 5
mPa-s, al calcular y comparar los tiempos caracteristicos del sistema de trans-
locacién, se mostrd que el abarrotamiento por proteinas del citoplasma y del
lumen del RE se encuentra en un régimen dinamico. Para viscosidades cercanas
a la del agua (1 mPa-s), el abarrotamiento por protefnas no corresponde ni a un
régimen dindmico ni a un régimen estatico; en este caso, la translocaciéon debe
modelarse de otra manera. Para viscosidades del citoplasma y del lumen del RE
mayores a 10 mPa-s, la translocacién y la retrotranslocacién sucede en un medio
abarrotado por proteinas en un régimen dindmico. Basados en este resultado, en
el siguiente capitulo comparamos las variables fisicas de la translocacién entre
un sistema abarrotado dindmico y un sistema diluido.
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Capitulo 6

Resultados: Variables fisicas
de la translocacién y de la
retrotranslocacion

Para cuantificar el efecto estérico del abarrotamiento por proteinas sobre el
transporte de preproteinas a través de la membrana del RE, utilizando los mo-
delos estéricos de translocacién de los capitulos 3 y 4, calculamos las siguientes
variables fisicas que caracterizan al transporte: energia libre, energia de activa-
cién, fuerza, y tiempo de translocacién y de retrotranslocacién, y comparamos
los resultados de los sistemas abarrotados en el régimen dindmico y en el régimen
estatico con los resultados del sistema diluido.

Iniciamos la discusién de los resultados del sistema abarrotado en el régi-
men dindmico, porque este caso corresponde al medio intracelular abarrotado
por proteinas. Aunque el régimen estatico no corresponde al abarrotamiento
intracelular, también analizamos este caso para cuantificar el efecto del abarro-
tamiento por agentes sin movimiento.

6.1. El sistema diluido y el régimen dinamico

6.1.1. La energia libre y la energia de activacion en un
ambiente diluido

El sistema de referencia para la comparacién es el sistema diluido. A conti-
nuacion indicamos los resultados de la energia y la energia de activacién para
la translocacion.

La energia libre F depende del nimero de monémeros n que se translocan y
del niimero de monémeros N que contiene la cadena en transporte, al cual, nos
referiremos como la longitud o tamano de la cadena.

Por medio de la ecuacién 3.20, calculamos la energia libre de translocacién en
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el sistema diluido. Para ejemplificar el comportamiento de la energfa, utilizamos
la longitud de una proteina de tamafio promedio como Erolp de N = 560 (de
masa molecular 65 kDa). En la Figura 6.1 se muestra la energfa libre como
funcién del nimero de mondmeros n translocados, y se ha graficado F(n) —
F(N — 1) para establecer el nivel cero de energia en n = N — 1.

La energia libre presenta dos minimos de igual valor cuando toda la cadena
se encuentra en el lado cis o en el lado trans, que corresponderan de ahora en
adelante al citoplasma (cit) o al lumen del reticulo endopldsmico (RE), respec-
tivamente. Al inicio de la translocacién, al aumentar el nimero de monémeros
translocados se incrementd la energia libre debido a la reduccién en conformacio-
nes de la cadena. Durante esta etapa, el proceso es no favorable energéticamente.
Justo cuando la mitad de la cadena se ha translocado, en n = N/2, se alcanza
el maximo de energfa. Al translocar més de la mitad de la cadena, la energia
empieza a disminuir, alcanzando su minimo de energia cuando toda la cadena
se ha translocado. Para cadenas de diferente tamano N se obtiene el mismo
comportamiento en la energia libre.

En este sistema, la energia libre presenta una barrera que es simétrica; ver la
grafica en la Figura 6.1. La amplitud de la barrera de energia se define como la
energia de activacién E,, y estd dada como la diferencia entre el maximo de la
energia y el minimo de energia, tomando en cuenta la direccion del transporte.
Para la cadena de tamano promedio Erolp, la energia de activacién para trans-
locacién es 1.52 keal/mol. En este sistema diluido, ambos medios alrededor de la
membrana son iguales y por lo tanto, la energia de activaciéon de translocaciéon
es igual a la energia de activacion de retrotranslocacion.

Como funcién del tamano de la cadena N, la energia de activaciéon crece
con la longitud de acuerdo a FE, = %kBTln N/4. En la Figura 6.2 se muestra la
energia de activaciéon como funcién de N en el intervalo de tamafio que corres-
ponde a las proteinas transportadas entre el citoplasma y el lumen del reticulo
endopldsmico. Note que la energia de activacién va desde 0.9 kcal/mol para las
preproteinas més pequenas y hasta 2.2 kcal /mol para las protefnas més grandes,
ver Tabla 6.1.

6.1.2. La energia libre y la energia de activacion en un
ambiente abarrotado dinamico

La energia libre F de translocacién en un sistema abarrotado, ademas del
namero de mondémeros translocados n y del tamano de la cadena N, depende
de la fraccién de ocupacién ¢ de los agentes abarrotantes en los lados cis y
trans alrededor de la membrana. En nuestro caso, las fracciones de ocupacién
utilizadas corresponden a la del citoplasma ¢¢i; y a la del lumen del RE ¢grg
especificadas en la Seccién 5.1.

Para calcular la energia libre en el régimen dinamico, hemos utilizado la
ecuacion 3.36. Nosotros calculamos la energia libre para todos los valores de
la fracciéon de ocupacién en el citoplasma ¢t y en el lumen del RE ¢rg. Por
simplicidad, indicamos los resultados para la energia libre por medio de las
diferencias entre las fracciones de ocupacion, esto es, a través de A¢p = P¢iy —PRE-
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El valor minimo que puede tomar esta diferencia de ocupaciones es —0.12 y se
obtiene cuando (@cit, prr) = (0.12,0.24); el valor maximo es 0.26 y se obtiene
cuando (@cit, Pre) = (0.38,0.12). De esta manera, las diferencias de ocupacién
A¢ estdn delimitadas por —0.12 < A¢ < 0.26. Con esta notacién, discutimos
primero la translocacién y después la retrotranslocacion.

La energia libre dindmica para diferentes condiciones de abarrota-
miento

En la Figura 6.1, se muestra la energia libre de translocacién para una cadena
de tamano promedio como Erolp (N=560) para las diferencias de ocupacién
minima (A¢ = —0.12) y maxima (A¢ = 0.26), la energfa libre para cualesquiera
otras condiciones de abarrotamiento queda delimitada por esas dos curvas. Las
dos curvas con abarrotamiento estdn muy cercanas entre si, incluso cuando
se han elegido las dos condiciones de abarrotamiento que corresponden a las
mayores diferencias entre las fracciones de ocupacién. Los valores de energia
libre que se obtienen para A¢ = —0.12 y A¢ = 0.26 difieren en no mas de 0.2
kecal/mol. Cuando se consideran cadenas de diferente tamafio, la curva de la
energia libre tiene la misma forma que la energia libre de Erolp.

. 3= 0.6
%\ abarrotado
< 3
=
© 2
g ——__—_.-——-—‘\
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~~
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Figura 6.1: Energia de activaciéon en un ambiente abarrotado dindmico pa-
ra una cadena promedio como Erolp de N = 560 mondémeros. Las condicio-
nes de abarrotamiento corresponden a: (deit, rE) = (0.12,0.24) linea azul y
(Peit, PrE) = (0.38,0.12) linea verde. La linea a trozos corresponde a la energfa
libre en un ambiente diluido.

La barrera de energia y la energia de activacién

Por abarrotamiento dindmico, la energia libre presenta una barrera como
sucede en el caso diluido, ver Figura 6.1. Cuando las fracciones de ocupacién en
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ambos lados de la membrana son iguales, A¢ = 0.00, la barrera de energia es
simétrica en n = N/2. Si las fracciones de ocupacién son diferentes, A¢ # 0.00,
la barrera se desplaza en no mds de un 1% respecto de n = N/2. Aunque la
barrera puede considerarse como simétrica, la principal diferencia respecto del
caso diluido es su mayor magnitud; esto tiene por resultado una mayor energia
de activacion F,.

La energia de activacién de translocacién disminuye al aumentar la diferencia
de ocupaciones Ag; este comportamiento se ilustra en la Figura 6.2, en donde
la regién de color indica la energia de activacién para las diferentes condicio-
nes de abarrotamiento (¢cit, prr). Adicionalmente, con una flecha se indica la
direccién de crecimiento de A¢. Para Erolp, la minima energia de activacion,
3.89 kcal/mol, se obtiene para la mayor diferencia de ocupacién (A¢ = 0.26).
La méxima energia de activacién, 3.91 kcal/mol, se obtiene para la menor di-
ferencia de ocupacién (A¢ = —0.12). Para cualquiesquiera otras condiciones
de abarrotamiento, la energia de activacién queda entre esos dos valores. Las
energias de activacién minima y méxima resultan iguales a 3.9 kcal/mol si solo
se toman en cuenta las dos primeras cifras significativas, esto significa que las
diferencias de ocupacion no cambian significativamente la energia de activacion.
Este pequeno cambio en la energia de activacion al modificar las condiciones de
abarrotamiento (¢cit, gr ) se mantiene para cadenas de diferente tamano, como
puede observarse de los datos de la Tabla 6.1 y de las gréficas de la energia de
activaciéon para translocacién y retrotranslocacion en la Figura 6.2. En la Tabla
6.1, se indica la energia de activaciéon para la translocacién y la retrotranslo-
cacion de preproteinas en el intervalo de tamanos fisiolégico, a las condiciones
maxima y minima de abarrotamiento.

Tabla 6.1: Energia de activacién de translocacion y de retrotranslocacion para
cadenas de diferente tamafnio N. La energia de activacién en un sistema diluido
es E3! y la energia de activacién en un sistema abarrotado dindmico es E™".

Anilogo N ET ET™(Ag)
(kcal/mol) (kcal/mol)
Translocacién Retrotranslocacion
A A

—0.12 0.26 —0.12 0.26
Prepromelitina 70 0.89 1.46 1.44 1.44 1.54
ERp18 157 1.13 2.22 2.20 2.20 2.32
Erolp 560 1.52 3.91 3.89 3.90 4.06
— 1000 1.70 4.96 4.93 4.94 5.12
ApoB 4536 2.17 8.86 8.82 8.84 9.03

Para cadenas de diferente longitud IV, la energia de activacion crece més rapi-
do que In N, ley de crecimiento del caso diluido. En la Figura 6.2, se muestra
la energia de activacién como funcién del tamano N para el sistema abarrota-
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do dindmico, en donde se ha incluido la energia de activaciéon del caso diluido
por comparacién. Para Erolp, la energia de activacién 3.9 kcal/mol equivale
a 2.6 veces la energia de activacién en el sistema diluido. Para cadenas real-
mente grandes como ApoB de tamafio N = 4536, la energia de activacién 8.8
kcal/mol equivale a cuatro veces la energia de activacién del caso diluido. El
abarrotamiento dindmico aumenta la energia de activacion con la longitud de la
cadena. En cuanto a energia, el abarrotamiento dindmico afecta principalmente
a las cadenas grandes. Para el sistema bioldgico de translocacion, significa que
debe proveer mas energia para las cadenas méas grandes a fin de sobrepasar la
barrera de energia que impone el abarrotamiento dinamico, para conseguir la
translocacion.

La energia de activacién también da un indicio del efecto del abarrotameinto
dindmico sobre el tiempo de translocacién (calculado como el tiempo promedio
de primer paso). El orden de magnitud del tiempo de translocacién se obtiene
del factor de Arrhenius, dado por exp(E,/kgT). Para cadenas grandes como
ApoB, utilizando la energia de activacion de la Tabla 6.1 y T' = 37°C, el factor
de Arrhenius es 2 x 10 en un ambiente abarrotado dindmico y 33 en un sistema
diluido. Esta gran diferencia en los factores de Arrhenius sugiere una diferencia
similar en los tiempos de translocacion.

El analisis energético para el proceso de retrotranslocacion

Los resultados de la energia para la retrotranslocaciéon en un ambiente aba-
rrotado dindmico son similares a los resultados de la translocacion. La energia
libre de retrotranslocacién también presenta una barrera de energia que puede
considerarse simétrica en n = N/2, porque diferentes condiciones de abarro-
tamiento en ambos lados de la membrana no desplazan significativamente la
posicién de la barrera. Diferentes condiciones de abarrotamiento (¢cit, ¢rr) dan
por resultado valores similares para la energia libre, que a su vez son similares
a los de la translocacién.

Para la energia de activacién, encontramos que al aumentar la diferencia de
ocupaciéon A¢ se incrementa la energia de activacién. En la Figura 6.2, se ha
graficado la energia de activacién de retrotranslocacién como funcién de la dife-
rencia de ocupacion A¢ y del tamafio de la cadena N. En dicha Figura, la flecha
indica la direccién de crecimiento de las diferencias de ocupacién A¢’s. Para una
cadena promedio como Erolp, la energia de activacion mimina de retrotranslo-
cacién, que se obtiene cuando A¢ = —0.12, es 3.90 kcal/mol, y la energfa de
activacién mdxima, en A¢ = 0.26, es 4.06 kcal/mol. En este caso, retrotrans-
locacién, diferentes fracciones de ocupacion generan cambios en la energia de
activacién que son méas notorios comparados con el caso de translocacién. Sin
embargo, estos cambios en la energia siguen siendo pequenos incluso para cade-
nas de diferente tamano, como puede observarse de los datos de la Tabla 6.1.
Para las condiciones de abarrotamiento en las que la fraccién de ocupacion del
citoplasma ¢t es mayor que la del lumen ¢gr del ER, la energia de activacion
de retrotranslocacién es mayor a la de translocacién. Para la mayor diferencia de
ocupacion A¢ = 0.26, la energia de activacién de retrotranslocacién es mayor a
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la de translocacién en apenas un 2 % (ver las energfas de activacién de la Tabla
6.1 para diferentes cadenas).

Para el sistema de bioldgico, el costo energético de retrotranslocacién por
abarrotamiento dinamico es igual al de translocacién o mayor pero en no més

de un 2%.
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Figura 6.2: Energia de activacion en el régimen dindmico como funcién de N.
Las regiones en color indican la energia de activaciéon para diferentes condicio-
nes de abarrotamiento (¢.it, drE). Las flechas indican el cambio en la energia de
activacién al aumentar la diferencia de ocupacién A¢. La linea a trozos repre-
senta la energia de activacién en el sistema diluido. Adicionalmente, con puntos
de color se muestra la energia de activacion para cadenas de diferente tamano
translocadas en células eucariotas. Izquierda: translocacion; derecha: retrotrans-
locacién.

Comparacion de la energia con valores reportados en la literatura

Alder y Theg indican que la energfa libre de la hidrélisis' de ATP es de
60 kJ/mol ~ 14 kcal/mol bajo condiciones celulares [2]. En las células, casi
todos los sistemas de translocacién utilizan la energia libre de la hidrdlisis de
ATP, entre otras [2]. De nuestros resultados, la energia de activacién en el sis-
tema diluido va desde 0.9 hasta 2.2 kcal/mol, desde las proteinas mas pequenas
y hasta las proteinas méas grandes. Por abarrotamiento dindmico, la energia de
activacién va desde 1.4 hasta 8.9 kcal/mol para el mismo intervalo de proteinas.
Comparando con la energia libre de la hidrélisis de ATP, la energia de activa-
cién en el sistema diluido equivale a un 6 % y hasta un 16 % mientras que en el
sistema abarrotado dindmico equivale a un 10 % y hasta un 64 %. Estos resulta-
dos indican que un sistema abarrotado dindmico requerirda consumir una mayor

ILa energfa 1til en una molécula de ATP est4 contenida en sus enlaces fosfoanhidridos.
Una molécula tiene dos enlaces fosfoanhidridos. La energia de la hidrdlisis de cada enlace
fosfoanhidrido es 7.3 kcal/mol [53].
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cantidad de ATP para realizar la translocacién, comparado con un ambiente
diluido, ya sea que la translocacién se lleve a cabo en un sistema construido o
en el interior de las células.

La cantidad de ATP consumida durante la translocaciéon de preproteinas no
se conoce de forma precisa. En experimentos in vitro con vesiculas de membrana
invertida (VMI) [101], al comparar la cantidad de ATP consumido por cantidad
de proteina translocada, se ha estimado que se hidrolizan cinco moléculas de
ATP por cada aminodcido translocado, en un sistema que acopla de manera
poco eficiente la hidrélisis de ATP. En experimentos adicionales en VMI, para
proteinas de entre 200 y 550 aminodacidos, se indica que se necesitan de uno a
dos ciclos de consumo de ATP para conseguir la translocacién de una cadena
[61]. Por falta de valores més precisos, hemos comparado nuestros resultados de
la energia de activacién sélo con la energia libre de la hidrolisis de ATP.

6.1.3. La fuerza por abarrotamiento dinamico

La fuerza representa otra forma de cuantificar la energia. Utilizando los
modelos de translocacién, definimos la fuerza f como la derivada de la energia
libre a lo largo de la longitud de la cadena (L = bN):

_dF  1dF 6.1
fn)=-—r =3~ (6.1)
donde b representa la longitud de un monémero. Para cadenas en transloca-
cién, asignamos a b la distancia entre dos aminoacidos consecutivos a lo largo
de la cadena: 3.79 A; ver Seccién 5.5. Esta es una fuerza de origen entrépico,
por lo tanto, no representa la fuerza neta sobre una cadena en transporte. Esta
fuerza representa la que fuerza que experimentaria un agente externo por llevar
a la cadena a un estado en el cual n mondmeros han sido translocados.
Primero mostramos los resultados de la fuerza para una cadena en translo-
cacién en un ambiente diluido y después en un ambiente abarrotado dinamico.

Fuerza de translocacién en un ambiente diluido

La fuerza presenta un comportamiento que puede separarse en dos etapas.
La primera etapa abarca desde el inicio del transporte hasta que la mitad de
la cadena es transportada; en esta etapa la fuerza toma valores negativos y por
lo tanto es opuesta al transporte. La segunda etapa abarca desde la mitad del
transporte hasta el final cuando toda la cadena ha sido transportada; en esta
etapa la fuerza toma valores positivos y por lo tanto favorece el transporte.

En la primera etapa, la fuerza inicial es negativa y crece al aumentar el
nimero de monémeros translocados. Por ser negativa, la fuerza es de oposicion.
Esto se debe a la reduccién del ntimero de conformaciones, al principio, al au-
mentar el nimero de mondémeros que atraviesan se reduce las conformaciones
de la cadena por disminuir la longitud de la cadena a un lado de la membrana.
Como funcién del nimero de monémeros translocados n, la fuerza parte de un
minimo negativo al inicio del transporte y crece hasta que se vuelve cero justo
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cuando la mitad de la cadena ha sido translocada. Este valor minimo negati-
vo equivale a una fuerza maxima de oposicién a la translocacién. La fuerza, al
inicio del transporte, presenta una alta tasa de variacién?, al aumentar el niime-
ro de mondémeros translocados, la tasa de variacién se reduce. Por la alta tasa
de variacion, la fuerza de oposicién que presenta la cadena a la translocacién se
reduce considerablemente cuando unos pocos monémeros han sido translocados.
La fuerza se anula cuando la cantidad de monémeros a ambos lados de la pared
es la misma, n = N/2, debido a que los segmentos de cadena a ambos lados de
la membrana presentan el mismo nimero de conformaciones.

En la segunda etapa, més de la mitad de los monémeros se han translocado.
Ahora, la fuerza toma valores positivos y es creciente. Por ser positiva, la fuerza
favorece la translocacion. La fuerza crece partiendo de cero con una tasa de
variacion inicial pequena, la cual aumenta al final del transporte. Al final, cuando
solo unos pocos monémeros faltan por ser translocados, la fuerza de empuje crece
considerablemente alcanzando su valor maximo cuando toda la cadena ha sido
translocada. Las magnitudes de la fuerza minima y méxima son iguales porque
el sistema al inicio es equivalente al sistema al final del transporte.

Cadenas de diferente tamano siguen el tipo de comportamiento que acaba-
mos de escribir. En la Figura 6.3 mostramos la fuerza como funcion del nimero
de monémeros translocados n, para cadenas como las translocadas a través de la
membrana del reticulo endoplasmaético, desde pequenas como la prepromelitina
(N =170) y ERpl8 (N = 157), de tamaio promedio como Erolp (N = 560),
hasta las més grandes como ApoB (N = 4536). La tasa de variacién de la fuerza
depende de la longitud de la cadena. Al inicio del transporte, una cadena grande
necesita translocar mas mondémeros que una cadena pequena a fin de reducir
considerablemente la fuerza de oposicion a la translocacién. En términos de la
longitud total de la cadena, para una cadena grande se necesita translocar una
fraccién menor que para una cadena pequena a fin de reducir la fuerza oposi-
tora considerablemente. Esta caracteristica, al inicio del transporte, se puede
observar de las graficas de la Figura 6.3, donde se ha graficado la fuerza como
funcién del porcentaje de mondémeros translocados.

Numéricamente, en magnitud, la fuerza inicial para una cadena de tamano
promedio, como Erolp, es 5.635 pN. Para cadenas de diferente tamano, las
fuerzas iniciales son muy parecidas, desde 5.564 pN para cadenas tan pequenas
como la prepromelitina de N = 70 hasta 5.644 pN para cadenas muy grandes
como ApoB de N = 4536. Estas magnitudes son las mismas para la fuerza al
final de la translocacién.

En el sistema diluido la translocacién y la retrotranslocacién son equivalen-
te, por considerar ambos lados de la membrana iguales y por ser un ambiente
diluido. De esta manera, el andlisis anterior también funciona para la retrotrans-
locacion.

2La tasa de variacién mide el cambio de la variable dependiente y al cambiar la variable
independiente = desde un valor inicial x; hasta un valor final z¢, y estd dada por: y(zf) —y(zi).
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Fuerza de translocacién en un sistema abarrotado dinamico

Primero discutimos los resultados cuando se considera el mismo grado de
abarrotamiento en ambos lados de la membrana: ¢qiy = ¢rg = 0.24, y des-
pués describimos los resultados cuando se tienen condiciones de abarrotamiento
diferentes.

Para ¢t = ¢re = 0.24, los resultados de la fuerza son similares numérica-
mente y en comportamiento a los descritos en las dos etapas del caso diluido.
En la primera etapa de la translocacién, la fuerza es negativa y creciente, con
un mimino al principio del transporte. Una fuerza negativa significa una fuerza
de oposicion al transporte; el minimo negativo significa una fuerza méaxima de
oposicién. En la segunda etapa, la fuerza es creciente y positiva, con un méximo
al final del transporte. La fuerza positiva favorece el transporte.

En la primera etapa, la fuerza aumenta al incrementarse el nimero de
monémeros translocados con una tasa de cambio variable. Al principio, la tasa
de variacién es alta, y se reduce al aumentar el niimero de monémeros translo-
cados. Una tasa de variacién alta, implica que la fuerza de oposicién se reduce
considerablemente cuando se han translocado unos cuantos mondémeros. Por
ejemplo, para Erolp de 560 mondmeros, la fuerza inicial de oposicion es 6.15
pN, después de translocar 14 mondmeros, la fuerza de oposicién se ha reducido
considerablemente a menos 1 pN. Al comparar con el sistema diluido, la tasa
de variacién por abarrotamiento es menor; en el sistema diluido es suficiente
translocar 6 mondmeros para reducir la fuerza de oposicon de 5.64 pN a menos
de 1 pN, para Erolp. Esta diferencia en la tasa de variacién de las fuerza, debido
al abarrotamiento dinamico, implica que el sistema biolégico de translocacion
debe realizar més trabajo comparado con el que haria en un sistema diluido
para realizar la translocacién, al inicio del transporte.

Cuando la mitad de la cadena ha sido translocada, la fuerza se anula. Al
aumentar el nimero de monémeros translocados, la fuerza continta creciendo,
pero ahora es positiva, lo cual favorece el transporte. En esta segunda etapa,
la fuerza presenta una tasa de variacién inicial pequena, la cual aumenta con-
siderablemente al final del transporte. Para una cadena como Erolp, cuando
faltan 14 monémeros por ser translocados, la fuerza de empuje es menor pero
aproximadamente igual a 1 pN, al continuar la translocacién la fuerza sigue
creciendo alcanzando un méaximo de 6.15 pN al final del transporte. Compara-
do con el sistema diluido, la fuerza de empuje es mayor en el caso abarrotado
dindmico. Esto implica que al final del transporte, el sistema de translocacion
debe realizar menos trabajo en el sistema abarrotado dindmico comparado con
el correspondiente en un sistema diluido.

La tasa de variacién de la fuerza depende del tamano de la cadena. En la
Figura 6.3, se muestra la fuerza para diferentes cadenas. En la primera etapa
del transporte donde la fuerza es negativa, la tasa de variacién disminuye al
aumentar la longitud de la cadena. Para cadenas grandes, la fuerza de oposicién
persiste méds comparando con la fuerza de oposicién para cadenas cortas, esto
implica que el sistema de translocacién debe realizar mas trabajo para una
cadena larga que para una cadena corta. Fn la etapa donde la fuerza es positiva,
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la tasa de variacién aumenta al aumentar la longitud de la cadena; esto implica
que el sistema de translocacién debe realizar menos trabajo para una cadena
larga que para una cadena corta.

Para identificar la importancia de la fuerza durante el transporte, como fun-
cién del tamano de la cadena, graficamos la fuerza como funcién del porcentaje
de monémeros translocados en la Figura 6.3. Para cadenas pequenas, la fuerza
persiste durante una mayor fraccién de la cadena comparada con cadenas largas.
Por ejemplo, la fraccién translocada a la cual la fuerza se reduce a menos de
1 pN; para la cadena més corta, la prepromelitina, es del 9 % mientras que para
la cadena mas larga, ApoB, es de apenas el 3%.

gl Prepromeliina ERpts | Ero1;f ! ApoB 6

4 4
Z 2 Z 2
%. J" ] Q
~ 0 —_— ==’ : 0 .
5 -2 é -2 [ = Prepromelitina
4= f —ERp18

-4 -4 ! Erotp

-6 -6 ! —ApoB

0 70 140 ' 560 ' 4550 0 20 40 60 80 100
n n (%)

Figura 6.3: Fuerza de translocaciéon para cadenas de tamano N =70, 157, 560
y 4536, que corresponde al niimero de monémeros de las proteinas prepromeli-
tina, Erpl8, Erolp, y ApoB, respectivamente. Las lineas punteadas se refieren a
la fuerza en un ambiente diluido y las lineas continuas a la fuerza en un sistema
abarrotado dindmico bajo las condiciones de abarrotamiento ¢.it = ¢rg = 0.24.
Izquierda: fuerza como funcién del nimero de mondémeros translocados n; dere-
cha: fuerza como funcién del porcentaje de la cadena translocado.

Los valores minimo y maximo de la fuerza, para ¢.4 = ¢rg = 0.24, son
iguales en magnitud. Estos valores no cambian significativamente con la lon-
gitud de la cadena. Para las cadenas mdas pequenas translocadas a través del
reticulo endoplasmatico, como la prepromelitina, la fuerza maxima es 5.87 pN
mientras que para cadenas grandes, como ApoB, es de 6.19 pN. Estos valores
corresponden a un incremento con respecto a la fuerza en el sistema diluido del
6 % para una cadena la prepropmelitina y a un 10% para una cadena como
ApoB.

Para diferentes condiciones de abarrotamiento, la fuerza cambia sin diferir
significativamente de los valores obtenidos con ¢¢iy = ¢rr = 0.24. Con las con-
diciones de abarrotamiento (¢eit, drE) = (0.38,0.12), que equivale a la maxima
diferencia de ocupaciones A¢ = 0.26, la fuerza al inicio del transporte (en mag-
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nitud) es: 5.80 pN para una cadena como la prepromelitina de N = 70, y 6.17 pN
para la cadena mds grande como ApoB de N = 4536. Para las mismas cade-
nas, con las condiciones de abarrotamiento (¢eis, dre) = (0.12,0.24), que dan
la minima diferencia de ocupaciones A¢ = —0.12, los valores de fuerza inicial
son 5.87 pN y 6.19 pN, respectivamente. Estos resultados indican que la fuerza
crece (en magnitud) al aumentar la diferencia de ocupaciones. Comparando con
las fuerzas en el sistema diluido, la fuerza inicial para una cadena como la pre-
promelitina (5.56 pN), aumenta desde un 4 % hasta un 6 % por abarrotamiento
dindmico, mientras que la fuerza inicial para una cadena como ApoB (5.64 pN)
aumenta desde un 9.4 % hasta un 9.7 %.

Cuando la condiciones de abarrotamiento son iguales a ambos lados de la
membrana, ¢y = ¢rg = 0.24, la fuerza se anula justo cuando la mitad de la
fuerza ha sido translocada, n = N/2. Cuando las condiciones de abarrotamiento
son diferentes, la fuerza se anula antes o después de n = N/2, en no més del
0.5%, para cadenas de cualquier tamafio y bajo cualesquiera condiciones de
abarrotamiento. Para fines précticos, la fuerza se anula cuando la mitad de la
cadena ha sido translocada.

Fuerza de retrotranslocacion en un sistema abarrotado dindamico

En retrotranslocacion, una cadena se transporta en la direciéon opuesta, del
lumen del RE al citoplasma. Los resultados de la fuerza bajo abarrotamiento
dindmico son similares a los de la fuerza en translocacién. La fuerza es creciente,
negativa al principio y hasta que la mitad de la cadena se ha translocado, después
la fuerza es positiva. Por el abarrotamiento dindmico, la fuerza inicial para
una cadena como la prepromelitina, crece entre un 4.5-16.2% al aumentar la
diferencia de ocupaciones; para una cadena grande como ApoB, crece entre un
9.2-12.2%. En este caso, los incrementos en la fuerza son ligeramente mayores
comparados con la fuerza en translocaciéon cuando la concentracién o fracciéon
de agentes abarrotantes del citoplasma es mayor a la del lumen del RE. Estos
valores indican que durante la retrotranslocacion, el sistema de translocacién
debe realizar mas trabajo que el correspondiente a la translocacién, cuando la
fraccion de ocupacion del citoplasma sea mayor que la fraccién de ocupacién en
el lumen.

Comparacién de las fuerzas con datos reportados en la literatura

En el sistema bioldgico de translocacién, existen complejos proteicos aso-
ciados al canal conductor de proteinas que asisten la translocacién al proveer
fuerza. En las bacterias, el complejo correspondiente es la proteina citosélica
SecA ATP-asa. En las células eucariotas, la fuerza estd asociada a la accién de
la chaperona BiP perteneciente a la familia de las proteinas Hsp70, que opera
semejando un trinquete molecular [74]. A nuestro saber, no existen resultados
experimentales que cuantifiquen la fuerza generada por SecA o BiP durante la
transloccién. Estimaciones del valor de la fuerza para las proteinas asistentes
han sido reportadas por Alder y Theg. Adicionalmente, con la ecuaciéon de Mar-
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den y Allen, se puede estimar la fuerza que ejercen dichas proteinas en términos
de su masa. En este apartado, comparamos la fuerza que resulta de nuestros
calculos con las fuerzas estimadas por Alder y Theg, y con la fuerza predicha
por la ecuacién de Marden y Allen. Primero indicamos esas fuerzas y después
realizamos la comparacion.

Para estimar la fuerza, Alder y Theg consideraron que la energia liberada en
la hidrdlisis de ATP (60 kJ/mola14 kcal/mol) es completamente transformada
por SecA o una de las protefnas Hsp70 en energia de translocacién [2]. Para
bacterias, ellos estimaron que la chaperona asistente SecA provee una fuerza
de 11 pN, mientras que para eucariotas, ellos estimaron una fuerza de 28 pN
para proteinas de la familia Hsp70. Una fuerza similar, de entre 10-20 pN, fue
calculada por De Los Rios et al. para la chaperona mtHsp70 en el sistema de
translocacién a través de la matriz mitocondrial [86].

Para obtener una relacion entre la fuerza maxima f que ejerce un motor y su
masa m, Marden y Allen estudiarén motores sintéticos y motores moleculares®
de diferentes tipos y tamanos, y obtuvieron la relacién [40, 59]:

f(m) = (266001%)2/3N (6.2)

la cual estd expresada en Newtons (IN). Con esta expresion estimamos la fuerza
que ejercerian SecA y BiP durante la translocacién, para ello, necesitamos su
masa. Se sabe que SecA se pliega como una molécula homodimérica con masa
por monémero de 102 kDa [28]. Si SecA operara como un dimero, entonces la
fuerza méaxima seria 4.32 pN. Sin embargo, andlisis sobre la interacciéon entre
SecA y el complejo de translocacién SecY, sugieren que SecA pudiera operar
como mondmero [69, 115]. En este caso, la fuerza maxima calculada para SecA
es 2.72 pN. Para BiP, con una masa de 78 kDa [66], la fuerza calculada es
2.28 pN. La fuerza calculada para SecA en su forma mondémerica resulta muy
parecida a la de BiP, por ello, uno esperaria que la dinamica del transporte entre
ambos sistemas, eucariotas y bacterias, fuera similar. Estos valores de fuerza, en
la escala de piconewtons, resultan menores a los estimados por Alder y Theg.

De acuerdo a nuestros calculos para la translocaciéon en un sistema dilui-
do y en un sistema abarrotado dindmico, la fuerza cambia con el nimero de
monémeros translocados. Como valor de referencia para hacer la comparacion,
tomamos el valor maximo de la fuerza, en magnitud, que se obtiene al principio
de la translocacion. Primero comparamos con la fuerza del sistema diluido.

En un sistema diluido, para una cadena de tamano promedio como Erolp, la
fuerza maxima de translocacion es 5.64 pN. Este valor, comparado con la fuerza
de BiP para translocacién en eucariotas, equivale a 0.2 veces la fuerza estimada
por Alder y Theg, y a 2.5 veces la fuerza estimada utilizando la expresién de

3De acuerdo a Hess [40], los motores moleculares estéan formados por protefnas y son capaces
de convertir energia quimica almacenada en moléculas individuales en trabajo mecanico. Una
forma comiin de esta conversién se debe a cambios conformacionales generados en una molécula
por la de adhesién y liberacién de substratos y productos durante los procesos de adhesién de
ATP, hidrdlisis, y liberacién de ADP /fosfato. Algunas moléculas que utilizan esta forma de
operar son las miosinas y las quinesinas, asi como las proteinas rotatorias ATP sintasas.
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Marden y Allen (ecuacién 6.2). Esa misma fuerza del sistema diluido, comparada
con la fuerza de SecA para translocacién en bacterias, equivale a 0.5 veces
la fuerza estimada por Alder y Theg y a 2.1 veces la fuerza calculada con la
expresion de Marden y Allen. En ambas comparaciones, la fuerza inicial de
translocacion en un sistema diluido resulté comparable a las fuerzas de SecA y
BiP estimadas por Alder y Theg y utilizando la expresién de Marden y Allen.
Esto significa que la pura contribucién entrépica de la cadena es importante al
nivel de fuerzas durante el transporte en un sistema biolégico, ya sea, en una
bacteria o en una célula eucariota.

De las dos estimaciones para las fuerzas de SecA y BiP, si consideramos que
los calculos obtenidos con la expresiéon de Marden y Allen son maés precisos que
los de Alder y Theg debido a que relacionan la fuerza de la proteina asistente
(considerada como motor) con su masa, entonces de la comparacién resulta que
la fuerza entrdpica de la cadena tiene mayor importancia en una célula eucariota
que en una bacteria. La fuerza entrépica al inicio del transporte para Erolp es
5.64 pN mientras que la fuerza que ejerceria BiP serfa 2.28 pN y la fuerza de
SecA serfa 2.72 pN.

De nuestros cédlculos de las fuerzas de translocacion en un sistema diluido y
en un sistema abarrotado dindmico, encontramos que las fuerzas son similares
en magnitud. Por lo tanto, los resultados de la comparacién entre las fuerzas
del sistema abarrotado dindmico con las fuerzas estimadas para SecA y BiP son
similares a los discutidos para el sistema diluido en los péarrafos anteriores.

6.1.4. Tiempo de translocacién en un ambiente abarrota-
do dinamico

El tiempo promedio de translocacién o de retrotranslocacién lo definimos
como el tiempo promedio de primer paso, el cual puede calcularse utilizando
la ecuacién 4.17. En esta seccién, primero mostramos los resultados para el
tiempo de translocaciéon en un sistema diluido y después los resultados para
translocacién y la retrotranslocacién en un sistema abarrotado dinamico. Para
finalizar, comparamos nuestros calculos con datos disponibles en la literatura.

Tiempo de translocacién en un ambiente diluido

Para calcular el tiempo de primer paso en un sistema diluido, el cual de-
finimos como el tiempo promedio de translocacién 7g4;, utilizamos la ecuacién
4.17.

El tiempo de translocacién crece al aumentar el tamano de la cadena N, de
acuerdo a 7 = 155 psN?2:34 ~ N2+P donde p representa el exponente de N en el
modelo de Zimm para la difusién de un polimero [26]. En este caso, p = 1/3 es
el exponente que se obtiene al ajustar el coeficiente de difusién de proteinas en
agua (ver Seccién 5.2). Este resultado estd de acuerdo con el resultado de Sung
y Park para el tiempo de translocacién: 7 ~ N2 [96].

En la Figura 6.4, se muestra el tiempo de translocaciéon. Para cadenas cuyos
tamanos corresponden a los de proteinas transportadas en los sistemas bi6logicos
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(N = 70 — 4536), el tiempo abarca desde microsegundos hasta milésimas de
segundos. Para las cadenas mdas pequenas, como la prepromelitina de N = 70
o la preprocecropina A de N = 64 [90] el tiempo de translocacién es &~ 3 pus,
mientras que para cadenas realmente grandes como ApoB de N = 4536 el
tiempo es 58 ms, ver Tabla 6.2.
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Figura 6.4: Tiempo de translocacién en un sistema diluido como funcién del
tamano de la cadena.

El tiempo de translocacién en un ambiente abarrotado dinamico

El tiempo de translocacién es el tiempo promedio de primer paso de una
cadena que parte del citoplasma y termina en el lumen del reticulo endoplasmi-
co. El tiempo de retrotranslocacién es el tiempo promedio de primer paso para
una cadena que empieza en el lumen del RE y termina en el citoplasma. En
este trabajo utilizaremos la designacién tiempo de transporte para referirnos
indistintamente a cualquiera de los dos tiempos, de translocacién o de retro-
translocacion.

Para calcular el tiempo de transporte 7, utilizamos la ecuacién 4.17. El tiem-
po depende de la energia libre F y del coeficiente de difusién D de la cadena
en transporte, para el calculo de 7 utilizamos las expresiones discutidas en la
Seccion 3.4 y en la Seccion 5.3, respectivamente. Adicionalmente, el tiempo de-
pende de las condiciones de abarrotamiento dadas por (deit, ¢re) ¥ del tamano
de la cadena en transporte N. Por lo tanto, primero discutimos los resultados
del tiempo de transporte cuando se consideran diferentes condiciones de aba-
rrotamiento y después como funcién de la longitud de la cadena.

Tiempo de transporte como funcién de ¢qit y Orr

Para calcular el tiempo de translocacién como funciéon de las condiciones
de abarrotamiento, utilizamos los valores de las fracciones de ocupacién del
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citoplasma ¢;; v del lumen del RE ¢grr dadas por las expresiones 5.1 y 5.2,
en la Seccion 5.1. En la Figura 6.5, se muestra el tiempo de transporte para
una cadena de tamano promedio como Erolp de N = 560, como funcién de las
diferencias de ocupacion A¢ = ¢y — dre- En la Figura, cada punto de la regién
a color corresponde al tiempo 7 para un par de valores (¢.it, Prg). Cuando
se fija la fraccién de ocupacién del lumen del RE (¢rg =cte.), el tiempo de
translocacion crece al aumentar la fracciéon de ocupacion del citoplasma ¢it.
Cuando se fija la fraccién de ocupacién del citoplasma (¢pex =cte.), el tiempo
de translocacion crece al aumentar la fraccién de ocupacién del lumen ¢rg. En
la Figura 6.5, las flechas indican el cambio en el tiempo al aumentar la fracciéon
de ocupacion, ¢y 0 ¢re. El tiempo minimo de translocacién se obtiene para
las minimas condiciones de abarrotamiento (@i, prr) = (0.12,0.12), cuando
A¢p = 0.00 . El tiempo méaximo de translocacion se obtiene para las condiciones
méximas de abarrotamiento (¢eis, dre) = (0.38,0.26), cuando A¢ = 0.14. El
tiempo para cualquier otra condiciéon de abarrotamiento queda delimitado por
el tiempo minimo y el tiempo maximo. Para Erolp, el tiempo de translocacién
esté en el intervalo de 30-50 ms, ver Figura 6.5.

En la Figura 6.5, se muestran los tiempos de la retrotranslocacién para
Erolp. En la Figura, cada punto de la regién a color corresponde al tiempo 7
para un par de valores (¢cit, drg). Cuando se fija la fraccién de ocupacion en el
lumen (¢rg = cte) el tiempo crece al aumentar la fraccién de ocupacién en el
citoplasma ¢;;. Cuando se fija la fraccién de ocupacién en el citoplasma (Peix =
cte) el tiempo crece al aumentar la fraccién del ocupacién en el lumen ¢rg. Este
ultimo resultado, que pareciera contraintuitivo (el tiempo aumenta al aumentar
la fraccién de ocupacién de obstdculos en la regién de salida), se debe a la
dependencia del coeficiente de difusién en la fraccién de ocupacién. Al aumentar
el grado de abarrotamiento en el lumen ¢rg la difusividad de la cadena en el
lumen disminuye, y por lo tanto, el tiempo de retrotranslocaciéon aumenta. Los
tiempos minimo y maximo de retrotranslocacién se obtienen para las condiciones
de abarrotamiento minima (¢cit, pre) = (0.12,0.12) y méxima (¢cit, pre) =
(0.24,0.38), respectivamente. Para Erolp, el tiempo de retrotranslocacién queda
delimitado en el intervalo de 30-58 ms, como se aprecia en la Figura 6.5. En la
Figura las flechas indican el cambio en el tiempo cuando aumenta la fraccién de
ocupacion, @it 0 GrE-

Al comparar los tiempos de translocacién y de retrotranslocacién de Erolp,
observamos que los tiempos minimos son iguales, 30 ms; sin embargo, los tiempos
méximos, 50 ms y 58 ms, difieren en un 14 %, al ser mayores los de retrotrans-
locacién. Esto indica que, para altas concentraciones de proteinas en el medio
intracelular, una proteina tarda méas tiempo en ser retrotranslocada que en ser
translocada. Esta diferencia entre el tiempo de translocacion y el de retrotrans-
locacién para altas concentraciones (o altas fracciones de ocupacién) aumenta
con el tamano de la cadena N, ver Tabla 6.2. Para una de las proteinas més pe-
quenas, la prepromelitina, la diferencia es del 11 %, y para una de las proteinas
més grandes, ApoB (N = 4536), el tiempo de retrotranslocacién (103 min) es
un 29 % mayor que el de translocacién (80 min). En la Tabla 6.2, se muestran
los tiempos minimos y méaximos de translocacion y de retrotranslocacion, para
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Figura 6.5: Tiempo de transporte como funcién de las condiciones de aba-
rrotamiento para una cadena como Erolp de N = 560. Las flechas indican el
cambio en el tiempo al aumentar las fracciones de ocupacién ¢t y ¢rg. El pun-
to azul corresponde al tiempo en un ambiente diluido. Derecha: translocacién;
izquierda, retrotranslocacién.

cadenas de diferente tamano. De la Tabla se puede observar que para altas con-
centraciones (¢cit, Pre) = (0.24,0.38) (lo cual equivale a A¢ = 0.14) el tiempo
de retrotranslocacién siempre es mayor que el tiempo de translocacion.

Tabla 6.2: Tiempos de translocacién y retrotranslocaciéon en un sistema aba-

rrotado dindmico 79" y en un sistema diluido 741

Anélogo N il 9 (Ag)

Translocacién Retrotranslocacién

A¢ A¢
0.00 0.14 0.00 0.14

Prepromelitina 70 | 30 us | 17 us | 32 pus 16 s 36 us
ERp18 157 | 21 us | 238 us 436 us 228 us 476 us
Erolp 560 | 0.4 ms | 30 ms 50 ms 30 ms 58 ms
— 1000 | 1.7 ms | 430 ms | 682 ms 426 ms 824 ms
ApoB 4536 | 58 ms | 56 min | 80 min || 56 min | 103 min

El tiempo de transporte crece al aumentar el tamafo de la cadena N. Para
proteinas pequenas como la prepromelitina, el tiempo de transporte es de unas
decenas de microsegundos. Para cadenas grandes como ApoB, el tiempo de
transporte esté en el intervalo de una a dos horas (ver Tabla 6.2). En la Figura
6.6, se muestra el tiempo de transporte como funcién del tamano de la cadena
N. En la Figura, las regiones de color corresponden al tiempo de transporte
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para las distintas condiciones de abarrotamiento del citoplasma ¢.;; v del lumen
del RE ¢grg. De las graficas y de los valores de la Tabla 6.2, se puede ver que
el intervalo del tiempo de retrotranslocaciéon es mas amplio que el intervalo del
tiempo de translocacion, principalmente para cadenas grandes.

120 120
100 100
80 80
c c
E 60 08aals abarrotado E 60
L 40 L 40

20 20
0 diluido 0

0 1000 2000 3000 4000 5000 0 1000 2000 3000 4000 5000
N N

Figura 6.6: Tiempo de transporte en un sistema abarrotado dindmico como
funcién del tamano. Las regiones en color corresponden al tiempo para las di-
ferentes condiciones de abarrotamiento del citoplasma y del lumen del RE. La
linea a trozos corresponde al tiempo de transporte en un sistema diluido. Las
lineas azules corresponden al tiempo de translocacién en ambientes diluidos, de
acuerdo a datos experimentales. Derecha: translocacién; izquierda, retrotrans-
locacién.

Los tiempos de transporte por abarrotamiento dindmico son mayores a los
tiempos de translocacién en un ambiente diluido. Entre méas grande sea la cadena
mayor es la diferencia entre los tiempos. Por ejemplo, para una cadena pequena
como la prepromelitina, el tiempo de translocacion por abarrotamiento dindmico
es mayor al del sistema diluido de 6 a 11 veces, mientras que para una cadena
como ApoB, el tiempo es mayor de 6x10* a 8x10* veces. En la Figura 6.5, con
un punto azul se indica el tiempo de translocacién en un sistema diluido; en la
Figura 6.6 se incluye el tiempo de translocacién en el ambiente diluido como
funcién del tamartio, en dicha Figura (linea a trozos) el tiempo parece constante
debido a la escala del eje vertical, propia del sistema abarrotado. Resultados
similares se obtienen al comparar con los tiempos de retrotranslocacién. Los
resultados de la comparacion, indican que el abarrotamiento dindmico ralentiza
la translocacién y la retrotranslocacién, comparada con el transporte en un
sistema diluido, y el efecto del abarrotamiento es mayor para cadenas largas.
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Velocidades de transporte y comparacién con datos de la literatura

Trabajos experimentales in wvitro disenados para estudiar el transporte de
proteinas en sistemas diluidos, han encontrado que la velocidad de transloca-
cién es del orden de unos cuantos aminodcidos por segundo (aa/s). Diferentes
trabajos indican que la velocidad es independiente de la longitud de la cadena,
con valores: entre 0.8-1.0 aa/s [31], 2.5 aa/s [101], y 8 aa/s [51].

Utilizando nuestros resultados del tiempo de transporte, calculamos la velo-
cidad promedio de translocacién v o tasa de translocacién como la razén entre la
longitud de la cadena N y el tiempo de transporte 7: v = N/7. Para calcular la
velocidad de cadenas de diferente longitud utilizamos los datos de la Tabla 6.2.
En el sistema diluido, la velocidad de translocaciéon para una cadena pequena
como la prepromelitina es 2.3x107 aa/s mientras que para una cadena grande
como ApoB es 7.8 x 10* aa/s. En el sistema abarrotado dindmico, la méxima
velocidad de translocacién para la prepromelitina es 4x10° aa/s mientras que
para ApoB es 1.4 aa/s. De los dos sistemas, la velocidad de translocacién para
cadenas grandes en un sistema abarrotado dindmico resulta similar a las ve-
locidades medidas experimentalmente en ambientes diluidos (de 0.8 a 8 aa/s),
esto se indica en la Figura 6.6, donde se ha graficado el tiempo como funcién
del tamano NN, utilizando las velocidades de translocaciéon experimentales con
7 = N/v. La ralentizacién por abarrotamiento dindmico podria medirse expe-
rimentalmente en cadenas grandes, tomando en cuenta el amplio espectro de
tamanos y de condiciones de abarrotamiento que permiten que el tiempo este
en el intervalo de valores medibles experimentalmente, delimitado por las curvas
azules en la Figura 6.6.

Las velocidades de translocacién en un sistema diluido son varios ordenes de
magnitud mayores a las experimentales. Esto indica que existen interacciones
adicionales capaces de reducir considerablemente la velocidad de transporte, y
que no se han considerado en el modelo. Lo mismo aplica para el sistema abarro-
tado, ya que las velocidades para cadenas cortas son mayores en varios ordenes
de magnitud a las reportadas de experimentos en sistemas diluidos. Interaccio-
nes que pudieran ralentizar el transporte, son: i) interacciones entre monémeros
que mantienen parcialmente plegado el segmento de cadena que atin no ha sido
translocado, y/o ii) interacciones de la cadena con el canal de translocacién. En
el primer caso, un segmento de cadena parcialmente plegado necesita ser desna-
turalizado antes de ser translocado [61], lo cual implica un costo energético y un
tiempo de desnaturalizacion. Por ejemplo, la fuerza necesaria para desnaturali-
zar proteinas debido a sus diferentes dominios estructurales, estd en el intervalo
de 30-300 pN [20, 10], este tipo de fuerza no es despreciable comparada con las
fuerzas estimadas para SecA o BiP. En el segundo caso, durante la translocacion,
el canal translocén embebido en la membrana debe ser abierto para permitir el
paso de la cadena. Para diferentes membranas de fosfolipidos, la presién (late-
ral) de la membrana se ha calculado y estimado en el orden de MPa: 5-10 MPa
[98], 30 MPa [15], 50 MPa [110], y 150 MPa [67]. Con estos valores de presion,
el trabajo para abrir el canal (de longitud 5 nm) en un didmetro de 2 nm (el
ancho aproximado de una hélice «) es de 10-340 kcal/mol (desde 5 hasta 150
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MPa). Dicha cantidad no es despreciable para sistemas nanoscépicos.

Existen modelos de transporte, con interacciones adicionales que pueden ace-
lerar el transporte. Uno de ellos es el modelo de Simon et al., para una cadena
con trinquetes que se mueve en una dimensién en un ambiente diluido [91]. En
su modelo, los trinquetes actian sobre el segmento de la cadena recién translo-
cado en diferentes posiciones a lo largo del segmento. Al utilizar un coeficiente
de difusién de 1 um? /s para una cadena de longitud 100 nm (N = 263 aminoéci-
dos), Simon et al. estimaron un tiempo de translocacién de 5 ms cuando solo un
trinquete actia en el extremo de la cadena. Con miultiples trinquetes, actuando
a 5 nm de distancia entre si desde el extremo de la cadena (a cada 13 aminodci-
dos), el tiempo de translocacion se reduce a 0.25 ms. Tomar en cuenta multiples
trinquetes, en su modelo, reduce el tiempo de translocacién hasta 20 veces.

Para una cadena de la misma longitud (100 nm), nuestros célculos indican un
tiempo de transporte en el sistema diluido de 0.07 ms y en el sistema abarrotado
dindmico de entre 1.5 a 2.6 ms (para A¢ = 0.00 y A¢ = 0.26, respectivamente).
Al comparar, el tiempo en el sistema diluido es 3.6 veces menor que el tiempo
de Simon et al. con miltiples trinquetes, y el tiempo en el sistema abarrotado es
de 2.4 a 3.3 veces menor que el tiempo con un solo trinquete. Nuestros calculos
de los tiempos resultan similares a los de Simon et al.. Con los resultados de
Simon et al., las velocidades de translocacién son 5x10* aa/s y 1x10° aa/s, para
uno y multiples trinquetes, respectivamente. En el sistema diluido, la velocidad
es de 4x10° aa/s mientras que en el sistema abarrotado la velocidad es de
1 x 10° aa/s a 2x10° aa/s. Nuestras velocidades del sistema abarrotado estdn
entre los valores de velocidad de Simon et al. para uno y multiples trinquetes,
mientras que la velocidad del sistema diluido es mayor que la velocidad con
multiples trinquetes.

Los célculos de los tiempos y las velocidades en los modelos utilizados re-
sultaron similares a los de Simon et al. para una cadena unidimensional con
trinquetes. De acuerdo a los resultados de Simon et al., al incluir trinquetes en
el modelo se reduce el tiempo de translocacién y por lo tanto se aumenta la
velocidad. Los resultados de la comparacion indican que modelos estéricos de
translocacién arrojan resultados similares. En consecuencia, ademaés de las inter-
acciones estéricas, deben incluirse en los modelos interacciones que ralenticen el
transporte a fin de reproducir datos experimentales. Una propuesta es incluir el
proceso de abertura del canal para permitir que la cadena se mueva libremente
por difusién a través del canal. De acuerdo a uno de los modelos actuales para
translocacién en bacterias [51], una preproteina se difunde libremente cuando
el canal se abre, este proceso esta limitado por velocidades de reaccién, lo cual
genera lapsos de tiempo para que ocurra la abertura del canal. Estos lapsos de
tiempo aumentarian el tiempo de translocacién en nuestros modelos.

6.1.5. Tiempo de translocacién en un ambiente de agentes
abarrotantes de tamano fijo

En la seccién anterior discutimos el tiempo de translocacién y retrotrans-
locacién para una cadena de N mondémeros que se transporta en un ambiente
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abarrotado por agentes de la misma especie, cuyo tamano correponde al radio
de giro de una cadena en transporte: a = Rg(N). Ahora discutimos los resul-
tados para el tiempo de translocacién considerando que una cadena de tamano
arbitrario se transporta en ambientes de agentes abarrotantes de tamano fijo.

Tamano caracteristico de los agentes abarrotantes del citoplasma

Para definir el tamano fijo a para los agentes abarrotantes, utilizamos los
tamanos de proteinas reportados por Zimmerman y Trach [118] para el citoplas-
ma de E. coli. Zimmerman y Trach calcularon tamanos representativos para las
macromoléculas (ARN y proteinas) al analizar extractos del citoplasma por me-
dio de: 1) un arreglo de distribucién de dos fases y 2) al usar la distribucién de
masas de las macromoléculas obtenidas por filtracion en gel. En sus céalculos,
Zimmerman y Trach consideraron a las proteinas y al ARN como dos especies
formadas por esferas duras con interacciéon de volumen excluido. Los tamanos
reportados para las fases de crecimiento exponencial y estacionaria, respectiva-
mente, son 3.06 y 3.52 nm (en el arreglo de distribucién de dos fases), 3.17 y
3.51 nm (en filtracién en gel); 2.88 y 3.30 nm (en el arreglo de distribucién de
dos fases), 3.10 y 3.43 nm (en filtracién en gel). El promedio aritmético de los
tamanos reportados, el cual utilizamos como tamano fijo, es a = 3.25 nm.

El tiempo de translocacion: misma especie en el citoplasma y en el
lumen del RE

Consideramos a los agentes aborratantes del citoplasma y del lumen del
RE pertenecientes a la misma especie. En este caso, el tamano de los agentes
abarrotantes es el mismo en ambos lados de la membrana, esto es: acit = agr =
a, y de acuerdo al parrafo anterior, el tamano de los agentes es: a = 3.25 nm.
Con este valor calculamos el tiempo de translocacion.

Al realizar el célculo como funcién de tamano de la cadena, el tiempo de
translocacion resulta similar numéricamente al tiempo de translocaciéon cuan-
do la especie que abarrota es del mismo tipo que la cadena en transporte. En
la Tabla 6.3, se aprecia la similitud entre los tiempos al comparar los valo-
res minimos (7Tym) y maximos (Tmax). Note que los intervalos para el tiempo
de translocacién para cadenas pequenas y hasta cadenas de tamano promedio
(desde la prepromelitina hasta Erolp) son idénticos. Para cadenas largas, los
intervalos de tiempo son ligeramente menores a los intervalos del caso en el
cual los abarrotantes son del mismo tamano que la cadena en transporte. Esta
pequena reduccién se incrementa con el tamano de la cadena, por ejemplo, pa-
ra una cadena de 1000 mondémeros, los tiempos minimo y méaximo se reducen
apenas en un 0.5 % y un 0.6 %, respectivamente, mientras que para una cadena
mayor como ApoB se reducen en un 29 % y un 5%, respectivamente.

En la Figura 6.7, se muestra el tiempo de translocacién para cadenas de
diferente tamano como funcién de la diferencia de ocupacién A¢. Para cadenas
cortas y hasta cadenas ligeramente largas N ~ 1000, el tiempo de translocacién
aumenta si se incrementa la concentracion de agentes abarrotantes en un lado
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Tabla 6.3: Tiempos de translocacién en un sistema abarrotado dindmico 7™,
Las columnas indican los tiempos de translocacién minimos (7ym) y maximos
Tmax para cadenas de diferente tamano cuando se considera abarrotamiento por
agentes de tamafio fijo a = 3.25 nm y abarrotamiento por agentes de la misma

especie que se transloca de a = R (N).

An3dlogo N IR (Ag)
a = 3.25 nm a = Ry(N)
Tmin Tméx Tmin Tméx

Prepromelitina 70 | 17 wps | 32 ps 17 us 32 us
ERp18 157 | 238 pus | 430 us 238 ps 436 us
Erolp 560 | 30 ms 50 ms 30 ms 50 ms
— 1000 | 428 ms | 679 ms 430 ms 682 ms
ApoB 4536 | 40 min | 76 min || 56 min | 80 min

de la membrana mientras la concentracién se mantiene constante en el otro
lado (ver Figura 6.7). Este resultado se debe a que la difusividad se impone a
la parte energética de la cadena, como se discute posteriormente en la Seccién
6.3. Este incremento en el tiempo de translocacién también se obtuvo cuando
se considero a = R, en la seccién anterior. Para cadenas de mayor tamano
como ApoB, el comportamiento en el tiempo de translocacién es diferente. El
tiempo disminuye al aumentar la concentraciéon de agentes abarrotantes en el
citoplasma manteniendo constante la del lumen del RE, mientras que aumenta
con el incremento de la concentracién del lumen manteniendo la del citoplasma
constante (ver Figura 6.7). Esto significa que la contribucién entrépica de la
cadena facilita la translocacién, y por lo tanto, se impone ante la contribucion
de la difusién de la cadena. Este comportamiento no se obtiene cuando a = R,.

De los valores de la Tabla 6.3 y de las gréficas de la Figura 6.7, se conclu-
yve que las diferencias en el tiempo de translocacién, entre el caso de agentes
esféricos de tamano fijo y el caso de agentes esféricos cuyo tamano es el radio de
giro de la cadena en transporte, se observa para cadenas grandes como ApoB.
Las diferencias se observan por medio de: 1) la reduccién en los intervalos del
tiempo de translocacién, y 2) la reduccién en el tiempo de translocacién al au-
mentar la concentracién de abarrotantes del citoplasma, regiéon donde se inicia
el transporte, lo cual se debe a que la parte entrdpica de la cadena (por medio
de la energfa libre) se impone a la difusién.

El tiempo de translocacién: especies diferentes en el citoplasma y en
lumen del RE

Ahora consideramos el caso de dos especies diferentes con tamano fijo, una
en el citoplasma y la otra en el lumen del RE. Para la especie del citoplasma,
consideramos al tamano discutido anteriormente: aciy = 3.25 nm. Para la especie
del lumen del RE, utilizamos como tamano caracteristico el radio de giro de
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Figura 6.7: Tiempo de translocacién en un ambiente abarrotado de agentes
esféricos de tamano fijo. Las graficas muestran el tiempo de translocacién para
las proteinas prepromelitina (N = 70), ERp18 (N = 157), Erolp (N = 560) y
ApoB (N = 4536), para ¢y y ¢re dentro de los valores fisiolégicos.

una proteina luminal de tamafio promedio. Considerando a la chaperona BiP
(de longitud N = 690 [49]), el tamafio es agg = 4.10 nm. Con estos valores,
el tiempo de translocacién para cadenas de diferente tamano se muestra en la
Tabla 6.4.

Al comparar el tiempo de translocacién con el tiempo para el caso en que a =
Ry, se encuentra, para cadenas pequenas y hasta cadenas de tamafo promedio
como Erolp que el intervalo de tiempo es el mismo; ver Tabla 6.4. Para cadenas
de mayor longitud, el intervalo de tiempo se reduce al aumentar el tamano de la
cadena. Por ejemplo, para una cadena de 1000 mondémeros los tiempos minimo
y méximo se reducen en un 1.4% y un 1.5 %, respectivamente, mientras que
para una cadena mads grande como ApoB, dichos tiempos se han reducido en
un 32% y un 16 %. Esta reduccién del tiempo de translocacién es mayor a la
que se obtiene en el caso de una sola especie abarrotando ambos lados de la
membrana. En cuanto al comportamiento del tiempo de translocaciéon como
funcién de la diferencia de ocupacion A, los resultados son similares al caso de
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Tabla 6.4: Tiempos de translocacién en un sistema abarrotado dindmico 7™,
Las columnas indican los tiempos minimos (7ym) y maximos (Tmax) para cade-
nas de diferente tamano cuando existe abarrotamiento por especies de tamano
fijo en el citoplasma (aci;) y en el lumen del RE (arg) y cuando existe abarro-

tamiento por agentes de la especie en translocacién (a = Rg(N)).

An3dlogo N IR (Ag)

Qeit = 3.25 nm a = Ry(N)

aRE — 4.10 nm

Tmin Tméx Tmin Tméx
Prepromelitina 70 | 17 ps | 32 ps 17 ps 32 s
ERp18 157 | 238 us 430 ps 238 ps 436 us
Erolp 560 | 30 ms 50 ms 30 ms 50 ms
— 1000 | 424 ms | 672 ms 430 ms | 682 ms
ApoB 4536 | 38 min | 67 min || 56 min | 80 min

una sola especie de tamano fijo, el cual fue discutido anteriormente e ilustrado
en la Figura 6.7.

6.2. El régimen estatico

El sistema abarrotado estatico corresponde al caso cuando los agentes aba-
rrotantes carecen de movimiento comparado con el movimiento de una prepro-
teina en translocacién. Aunque este tipo de abarrotamiento no corresponde al
tipo de abarrotamiento en los sistemas biolégicos durante la translocacién (ver
Seccién 5.7), estudiamos las variabes fisicas de la translocacién para cuantificar
el efecto del abarrotamiento por agentes sin movimiento. Para ello repetimos los
célculos del sistema abarrotado dindmico.

6.2.1. La energia libre y la energia de activacion en el
régimen estatico

Para calcular la energfa libre en el régimen estitico F(ocit, orE,n, N), uti-
lizamos la ecuacién 3.21. Las condiciones de abarrotamiento empleadas corres-
ponden a las encontradas en el citoplasma (¢cit) y en el lumen del reticulo
endopldsmico (¢ggr). Iniciamos el estudio con el caso de translocacién para una
cadena de tamano promedio; para cadenas de diferente longitud los resultados
son similares.

La energia libre como funcion de las condiciones de abarrotamiento

Para estudiar el efecto del abarrotamiento estéatico en la energia libre, utiliza-
mos dos condiciones de abarrotamiento: (¢cit, Prr) = (0.12,0.24) y (¢cit, PER) =
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(0.38,0.12), estas condiciones dan las diferencias de ocupacién (entre el citoplas-
ma y el lumen del RE) minima (A¢ = —0.12) y méxima (A¢ = 0.26), respec-
tivamente. En la Figura 6.8, se muestra la energia libre de translocacién como
funcién del niimero de monomeros translocados n para una cadena de tamano
promedio como Erolp (N = 560) bajo las condiciones de abarrotamiento indi-
cadas. En la Figura también se muestra la energia en un sistema diluido. En
la gréfica, el eje vertical representa F(n) — F(N — 1), lo cual define al cero de
energia como el estado en el cual toda la cadena ha sido translocada.

La energia libre presenta una barrera con dos miminos que se obtienen al
inicio (n = 1) y al final (n = N — 1) del transporte, cuando toda la ca-
dena se encuentra en un solo lado. El valor de los minimos de energia de-
pende de las condiciones de abarrotamiento. La diferencia entre el minimo
de energia al final y el minimo de energia al inicio, se utiliza para indicar
si la translocacién es favorable energéticamente. Al considerar todas las posi-
bles condiciones de abarrotamiento, la diferencia de energia toma valores en
el intervalo de —1.00 kcal/mol a 0.46 kcal/mol, y estos valores se obtienen
cuando A¢ = 0.26 con (@i, pre) = (0.38,0.12) y cuando A¢ = —0.12 con
(Peit, orE) = (0.12,0.24), respectivamente. Esto se puede observar de la Figura
6.8 al comparar los valores inicial y final de la energia libre, para A¢ = 0.26 y
A¢ = —0.12. Cuando la diferencia entre los valores de energia final e inicial es
negativa, la translocacién es favorable energéticamente, ya que la cadena llega
a un estado de minima energia, si la diferencia es positiva la translocacién no
es favorable porque la cadena llega a un estado de maxima energia. La condi-
cion (¢eit, ore) = (0.38,0.12) es la més favorable energéticamente, mientras que
la condicién (¢cit, prE) = (0.12,0.24) es la menos favorable. Para cualesquiera
otras condiciones de abarrotamiento, la diferencia entre los miminos esta delimi-
tada por estos valores, de —1.00 a 0.46 kcal/mol. La diferencia entre los minimos
de energia es cero cuando el grado de abarrotamiento es el mismo en ambos la-
dos, para A¢ = 0.00. La translocacion resulta favorable cuando la concentracion
del citoplasma ¢, es mayor que del lumen del RE ¢rg. Aunque existen condi-
ciones de abarrotamiento que favorecen la translocacion, es mas importante el
valor de la barrera de energia o energia de activacién porque indica la energia
minima necesaria para que ocurra la translocacién.

La energia de activacion en un sistema abarrotado estatico

La energia de activacién se obtiene de la diferencia entre el valor maximo
de la energia libre y valor de la energia libre al inicio del transporte. En la
Figura 6.8 el maximo de la energia libre se indica con un punto. Para una cade-
na en translocacién de tamano promedio como Erolp, la energia de activacion
minima es 1.32 kcal/mol para A¢ = 0.26 y la energia de activacién maxima es
1.92 kcal/mol para A¢ = —0.12. Para cualesquiera otras condiciones de abarro-
tamiento, la energia de activacién cae en el intervalo de 1.32 a 1.92 kcal/mol.
Los valores son similares a la energia de activacion del sistema diluido, 1.52
kecal/mol, cuya grafica de la energfa libre también se muestra en la Figura 6.8.
Por abarrotamiento estatico la energia de activaciéon puede ser menor, igual
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Figura 6.8: Energia de activaciéon en un ambiente abarrotado estatico para
una cadena promedio como Erolp de N = 560 mondémeros. Las condiciones de
abarrotamiento corresponden a: (@eit, drEe) = (0.12,0.24) linea continua azul y
(beit, orE) = (0.38,0.12) linea continua verde. La linea a trozos corresponde a
la energifa libre en un ambiente diluido.

o mayor a la del sistema diluido. En el caso de retrotranslocacién, la minima
energfa de activacién que se obtiene es 1.46 kcal/mol para A¢ = —0.12 y la
méxima es 2.32 kcal/mol para A¢ = 0.26, también en retrotranslocacién la
energia puede ser menor, igual o mayor a la del caso diluido. En translocacién
la energia de activacion disminuye al incrementarse el valor de A¢ mientras que
en la retrotranslocacién la energia de activacion aumenta.

Para cadenas de diferente tamano, la energia de activacién es similar a la
del sistema diluido. En la Tabla 6.5, se muestran las energias de activacién para
diferentes cadenas, para las condiciones que dan la minima y maxima energia
de activacién. En translocacién, la energia de activacién para las cadenas pre-
promelitina, ERpl8, Erolp y ApoB, se incrementa, comparado con el sistema
diluido, en 1.4, 1.3, 1.3 y 1.2 veces para A¢ = —0.12 y disminuye en 0.8, 0.8,
0.9 y 0.9 veces para A¢ = 0.26, respectivamente. Estos factores de cambio son
menores comparados con el caso de abarrotamiento dinamico donde la energia
se incrementa hasta en un factor de 4 para cadenas grandes. En cuanto a la
direccién del transporte, para A¢ = 0.26, la energia de activacién de transloca-
cién es menor a la retrotranslocacién en /1.0 kcal/mol, independientemente del
tamano de la cadena, sin embargo, para A¢ = —0.12 la energia de activacién
de translocacién es mayor en 0.4 kcal/mol. En la Figura 6.9, la regién en co-
lor indica el valor de la energia de activacién por abarrotamiento estdtico para
cadenas de diferente tamano, en la Figura también se incluye la grafica de la
energia de activacion del sistema diluido. En la Figura 6.9, las flechas indican el
cambio en la energia de activacién al aumentar A¢, al aumentar A¢ la energia
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Figura 6.9: Energia de activacién en el régimen estatico como funciéon de N.
Las regiones en color indican la energia de activacién bajo condiciones de aba-
rrotamiento fisiolégico (@cit, ¢rr ). Las flechas indican el cambio en la energia de
activacion al aumentar la diferencia de ocupacién A¢. La linea a trozos repre-
senta la energia de activacién en el sistema diluido. Las barras en color indican la
energia de activacién para cadenas de diferente tamano translocadas en células
eucariotas. Izquierda: translocacién; derecha: retrotranslocacion.

de activacion de translocacién disminuye mientras que la de retrotranslocacion
aumenta. El cambio es el mismo para cadenas de diferente tamano como se
indica en la Figura para proteinas de interés fisioldgico.

6.2.2. La fuerza en el régimen estatico

La fuerza de translocacién se calculé utilizando la ecuaciéon 6.1. Primero
mostramos los resultados considerando el mismo grado de abarrotamiento para
el citoplasma y el lumen del RE (¢eit = ¢rr = 0.24) y después indicamos los
resultados para otras condiciones de abarrotamiento.

Para ¢y = ¢rg = 0.24, la fuerza por abarrotamiento estatico es similar
numéricamente a la fuerza del caso diluido, independientemente del tamano de
la cadena, como se muestra en la Figura 6.10. A diferencia del caso dindmico,
la fuerza inicial (en magnitud) disminuye al aumentar el tamano de la cadena.
Para las cadenas prepromelitina, ERp18, Erolp y ApoB la fuerza es 6.04, 5.95,
5.82 y 5.71 pN, respectivamente, estos valores son mayores a los correspondien-
tes en el sistema diluido (5.56, 5.61, 5.64 y 5.64 pN) en un factor de 1.1, 1.1,
1.0 y 1.0 respectivamente. La fuerza como funcién del niimero de monomeros
translocados n, por abarrotamiento estdtico, es muy similar a la fuerza en el caso
diluido, por lo cual las curvas en la Figura 6.10 parecen estar superpuestas; esta
superposicién también se muestra para la fuerza como funcién de la fraccién de
mondmeros translocados n( %). Al considerar diferentes condiciones de abarro-
tamiento, la fuerza inicial cambia ligeramente, por ejemplo, para la cadena mas
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Tabla 6.5: Energia de activacién de translocacion y de retrotranslocacion para
cadenas de diferente tamafnio N. La energia de activacién en un sistema diluido
es E3! y la energia de activacién en un sistema abarrotado estatico es ESt.

Anilogo N ET ES'(Ag)
(kcal/mol) (kcal/mol)
Translocacién Retrotranslocacion
A A

—0.12 0.26 —0.12 0.26
Prepromelitina 70 0.89 1.24 0.68 0.81 1.62
ERp18 157 1.13 1.51 0.93 1.06 1.90
Erolp 560 1.52 1.92 1.32 1.46 2.32
— 1000 1.70 2.10 1.50 1.64 2.51
ApoB 4536 2.17 2.60 1.97 2.11 2.99

pequenia N = 70 la fuerza inicial es 5.10 pN para A¢ = 0.26 y cambia hasta
6.14 pN para A¢ = —0.12, estos valores equivalen a un factor de 0.9 veces y
1.1 veces la fuerza inicial del caso diluido; para cadenas de mayor longitud el
factor por el que cambia la fuerza inicial es mucho menor. La similitud entre
las fuerzas en el ambiente diluido y en el ambiente abarrotado estatico implica
la misma similitud para el trabajo que realiza el sistema biolégico durante la
translocacion, lo cual no ocurria en el caso de abarrotamiento dindmico. Para la
retrotranslocacién se tiene el mismo comportamiento que en la translocacion.

6.2.3. Tiempo de translocacién en el régimen estatico

Para calcular el tiempo de transporte utilizamos la ecuacién 4.17. Primero
describimos el efecto del abarrotamiento estatico a condiciones fisiolégicas para
una cadena de tamano promedio y después indicamos el efecto del abarrota-
miento como funcién de la longitud. Adicionalmente, indicamos las diferencias
que existen con el régimen dinamico y el sistema diluido.

6.2.4. Tiempo de translocacion y retrotranslocacion como
funcion de ¢git Y OrE

Para ejemplificar el efecto del abarrotamiento estatico calculamos el tiempo
de transporte para una cadena de tamano promedio como Erolp bajo las con-
diciones de abarrotamiento del citoplasma y del lumen del RE dadas por las
expresiones 5.1 y 5.2. En la Figura 6.11, se muestran los tiempos de transporte
para la translocacién y la retrotranslocaciéon para todos los posibles valores de
deit ¥ ORE, como funcién de Ag.

El tiempo de translocacion para Erolp va desde 4.3 hasta 8.7 ms mientras
que en la retrotranslocacion el intervalo es de 3.7 hasta 11 ms. Estos tiempos
son mayores al tiempo de translocacién en el sistema diluido (0.4 ms, ilustrado
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Figura 6.10: Fuerza de translocacion para cadenas de tamano N =70, 157, 560
y 4536, que corresponden al nimero de monémeros de las proteinas preprome-
litina, Erpl8, Erolp, y ApoB, respectivamente. Las lineas a trozos se refieren a
la fuerza en un ambiente diluido y las lineas continuas a la fuerza en un sistema
abarrotado estatico bajo las condiciones de abarrotamiento ¢t = ¢rr = 0.24.
Izquierda: fuerza como funcién del nimero de monémeros translocados n; dere-
cha: fuerza como funcién del porcentaje de la cadena translocado.

como un punto en la Figura 6.11). En la translocacién el tiempo es mayor de
entre 11 hasta 22 veces y en la retrotranslocacién de entre 9 hasta 27 veces. Este
incremento no tiene el mismo orden de magnitud que el caso dindmico, donde
el tiempo aumenta en un factor de 100.

Para la translocacidn, el tiempo disminuye cuando aumenta la concentraciéon
¢y manteniendo fija ¢rg. En la retrotranslocacion sucede lo mismo la concen-
tracién ¢rg aumenta manteniendo fija ¢.i;. En la Figura 6.11 las flechas indican
el cambio en el tiempo al incrementar las fracciones ¢.it v ¢rg. La disminucién
en el tiempo al aumentar la ¢ se debe a la contribucién energética. En la trans-
locacién, un incremento de la concentracién ¢.i; reduce las conformaciones de la
cadena en el citoplasma y por lo tanto el lado preferido es el lumen donde més
conformaciones son permitidas. Esto resultado es diferente del caso dinamico
donde la difusividad domina el transporte.

El tiempo de transporte crece con la longitud, en la Tabla 6.6, se muestran
los tiempos minimos y méximos para la translocacion y la retrotranslocacion,
y se indica el valor de A¢ para el cual se obtienen. Para cadenas cortas como
la prepromelitina el tiempo por abarrotamiento estatico es de unas cuantas
decenas de microsegundos y para cadenas muy grandes como ApoB el tiempo
es de apenas segundos. En la Figura 6.12, se muestra el efecto del abarrotamiento
para cadenas de diferente tamano en translocacién y en retrotranslocacion. Para
cadenas cortas, el intervalo de tiempo para la retrotranslocacién es ligeramente
més amplio (ver Tabla 6.6) que el de translocacién, sin embargo, para cadenas
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Figura 6.11: Tiempo de transporte como funcién de las condiciones de aba-
rrotamiento para una cadena como Erolp de N = 560. Las flechas indican las
direcciones de crecimiento para las fracciones de ocupacién ¢¢ir y ¢rg. El pun-
to azul corresponde al tiempo en un ambiente diluido. Derecha: translocacién;
izquierda, retrotranslocacién.

largas ocurre lo opuesto como puede apreciarse de la Figura 6.12.

Comparando con el caso diluido, el abarrotamiento estdtico a valores fi-
siologicos incrementa la translocacion de una cadena corta como la prepromilita
de 4.3 hasta 6.3 veces, mientras que para una cadena larga como ApoB es de 31
hasta 74 veces, al disminuir A¢ de 0.26 hasta —0.12; en retrotranslocacién para
las mismas cadenas los incrementos son: de 3.3 hasta 15 veces (prepromelitina)
y de 28 hasta 59 veces (ApoB), al incrementar A¢ de —0.12 hasta 0.26. En la
Figura 6.12, se ha graficado el tiempo de translocacion en el caso diluido el cual
aparece como una linea punteda bajo la escala de la gréfica. Estos resultados
para cadenas grandes, donde ocurre un aumento en el tiempo en un factor de
~ 102, no se comparan con el caso de abarrotamiento dindmico que retrasa los
tiempos de transporte hasta en un factor de 10%.

Velocidades de transporte

Bajo condiciones fisiolégicas de abarrotamiento estatico las méaximas velo-
cidades de translocacién (v = N/7) se obtienen con ¢y = 0.38 y ¢rg = 0.12,
cuando A¢ = 0.26. Para las cadenas prepromelitina, ERp18, Erolp y ApoB,
dichas velocidades calculadas usando los datos de la Tabla 6.6 son 5.4x108,
1.3x10°%, 1.3x10% y 2.5x10% aa/s, respectivamente; valores similares y del mis-
mo orden de magnitud se obtienen para las velocidades minimas de translocacion
con ¢ciy = 0.12 vy prg = 0.24. Estas velocidades son un orden de magnitud me-
nor que las correspondientes al caso diluido. Esta reduccién en la velocidad por
abarrotamiento con agentes estdticos no es del mismo orden de magnitud que el
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Tabla 6.6: Tiempos de translocacién y retrotranslocaciéon en un sistema aba-
rrotado estatico 7% y en un sistema diluido 79

Andlogo N i TSt (AQ)
Translocacién Retrotranslocacién
A¢ A¢
—0.12 0.26 —0.12 0.26
Prepromelitina 70| 30 pus |19 ps | 13 us 10 ps 45 pus
ERp18 157 | 21 ps | 203 us 124 ps 100 ps 383 us
Erolp 560 | 0.4 ms | 8.7 ms | 43 ms || 3.7 ms 11 ms
— 1000 | 1.7 ms | 48 ms 22 ms 20 ms 53 ms
ApoB 4536 | 58 ms | 4.3 s 1.8s 1.6s 34s

abarrotamiento por agentes dinamicos, en donde se reduce hasta en tres ordenes
de magnitud para las cadenas més largas.

Para retrotranslocacion las velocidades tienen el mismo orden de magnitud
que las de translocacion, por ejemplo, las maximas velocidades con ¢y = 12
y ¢rg = 0.24, para las cadenas prepromelitina, ERp18, Erolp y ApoB son
7.0x10%, 1.6x10%, 1.5x10° y 2.8x10® aa/s, respectivamente. Al igual que en
translocacion, estos resultados son al menos un orden de magnitud menor a las
velocidades en el caso diluido.

Las velocidades de translocacién y de retrotranslocacion, por ser menores
que las del caso diluido, indican que existe una clara diferencia entre las velo-
cidades de translocacién en un ambiente diluido y en un ambiente abarrotado
por agentes estdticos. Sin embargo, esta diferencia no es tan notaria comparada
con la translocaciéon en un ambiente abarrotado por agentes dindmicos, el cual
corresponde al abarrotado medio intracelular.

6.3. Sinergia entre el coeficiente de difusion y la
energia libre en el tiempo de transporte

Los tiempos de translocacién y de retrotranslocacion bajo condiciones de
abarrotamiento dinamico o estatico difieren significativamente de los corres-
pondientes en el caso diluido, esta diferencia es mayor para cadenas largas. El
calculo de los tiempos de transporte a partir de la ecuaciéon 4.17 depende de las
expresiones usadas para el coeficiente de difusion y la energia libre. Para iden-
tificar la contribucién de cada término, calculamos el tiempo de translocacién
utilizando dos modelos hibridos de prueba, el primero representando un sistema
en el cual una cadena tiene asociada la difusién del régimen diluido y la energia
libre del sistema abarrotado dindmico/estético, y el segundo representando un
sistema en el cual la cadena tiene asociada la difusién del sistema abarrotado
dindmico/estético y la energfa libre correspondiente al caso diluido. Estos mo-
delos de prueba se encuentran entre el modelo de cadena en un sistema diluido
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Figura 6.12: Tiempo de transporte en un sistema abarrotado dindmico como
funcién del tamano de la cadena en transporte. Las regiones en color correspon-
den al tiempo para las diferentes condiciones de abarrotamiento del citoplasma
y del lumen del RE. La linea a trozos corresponde al tiempo de transporte en
un sistema diluido. Derecha: translocacion; izquierda, retrotranslocacién.

y el modelo de cadena en un sistema abarrotado. Con estos modelos, cuantifi-
camos el efecto sobre el tiempo de translocacion al despreciar el abarrotamiento
sobre el coeficiente de difusién o sobre la energia libre, tomando como modelo
de referencia al sistema diluido.

En la Figura 6.13, se indican las variables de los modelos hibridos de prueba,
del sistema diluido y del sistema abarrotado. Las flechas indican en cual variable
se ha incluido el efecto del abarrotameinto.

Hibrido 1 s > Abarrotado
Dabarrotado » Fdiluido Dabarrotado » Fabarrotado
T Tabarrotado
D F
D D
Diluido ; > Hibrido 2
Ddiuido » Fituido Ddiluido » Fabarrotado
Tdiluido ©

Figura 6.13: Sistemas utilizados para cuantificar el efecto de la difusién (D) y
de la energfa libre (F) en el tiempo de transporte (7). En el esquema, las flechas
indican el cambio en el tiempo debido a la difusién y/o la energfa libre.
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6.3.1. Sinergia en la translocacion para el caso dinamico

En la Tabla 6.7, se muestra el tiempo de translocacién en el regimen diluido,
los modelos hibridos en los cuales se ha remplazado la difusién o la energia libre
por las correspondientes del sistema abarrotamiento dinamico, y el régimen
dindmico. En los célculos con abarrotamiento se utilizé ¢¢ir = 0.38 v ¢rg =
0.24, condiciones que dan los méaximos tiempos de translocacién; para otras
condiciones de abarrotamiento los resultados son similares.

Para el primer modelo hibrido, se considera el efecto del abarrotamiento
sobre el coeficiente de difusién pero no sobre la energia libre, el tiempo en este
modelo se designa como 77 y se muestra en la columna IV de la Tabla 6.7. Para
el segundo modelo hibrido, se considera el efecto del abarrotamiento sobre la
energia libre pero no sobre la difusién, el tiempo correspondiente 75 se muestra
en la columna V de la Tabla 6.7. En la Figura 6.14, se grafican 71, 79, el tiempo
del sistema diluido 745 y el tiempo del sistema abarrotado dindmico 7g4;,. Para
cadenas pequenas (alrededor de N = 100), 7, es similar al tiempo del sistema
abarrotamiento dindmico, 7 es similar al tiempo en el sistema diluido 74;, con
T > T, ver Figura 6.14 y la Tabla 6.7, esto significa que el cambio en la
difusién por el abarrotamiento es méas importante para el tiempo que el cambio
por abarrotamiento en la energia libre. Para cadenas con N ~ 1000, 7; es similar
a T9, esto significa que el cambio en el coeficiente de difusién o en la energia
libre por abarrotamiento tiene el mismo efecto sobre el tiempo. Para cadenas
grandes de N > 1000, el cambio en la energia libre por abarrotamiento es més
importante sobre el tiempo que el cambio en el coeficiente de difusion.

Ambos tiempos, 71 y T2, difieren significativamente del tiempo en el régimen
dindmico 7giy, ver ultima columna de la Tabla 6.7 y la Figura 6.14, ni la suma
de ellos ni el producto podria igualar el efecto del abarrotamiento dindmico en
el tiempo, este resultado indica que existe sinergia entre la difusién y la energia
libre. Esta sinergia tiene implicaciones sobre los modelos de translocacién bajo
condiciones de abarrotamiento, ya que implica que los efectos del abarrotamiento
sobre ambos, la difusién y la energia libre, no pueden despreciarse al modelar el
transporte. Esta sinergia debe considerarse en futuros modelos y experimentos
de translocacién bajo condiciones de abarrotamiento fisioldgico.

Tabla 6.7: Tiempos de translocacién en los sistemas: diluido 7g4;, hibrido con
la difusividad del caso dinamico 71(Dgin, Fai), hibrido con la energfa libre del
caso dindmico 75 (Daqjl, Fain) ¥ abarrotado dindmico 7qip.

Analogo N Tdil 71(Dain, Fai1) | 72(Dait, Fdin) Tdin
Prepromelitina 70 | 3.0 us 25 ps 3.7 ps 32 ps
ERp18 157 | 21 us 247 us 36 us 436 us
Erolp 560 | 0.4 ms 9.3 ms 2.4 ms 50 ms
— 1000 | 1.7 ms 50 ms 25 ms 682 ms
ApoB 4536 | 58 ms 4.0 s 77s 80 min
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Figura 6.14: Tiempo de translocacién en un sistema diluido, un sistema aba-

rrotado dinamico, y dos sistemas hibridos en los cuales se desprecia el efecto del
abarrotamiento dindmico sobre la difusién o sobre la energia libre.

Otra forma de cuantificar el cambio en el tiempo al cambiar la difusiéon D o
la energia libre F, tomando como referencia al caso diluido, consiste en calcular
para cadenas de diferente tamano, la razén 7/74;, cantidad que representa el
factor en el que cambia el tiempo diluido. En la Tabla 6.8, se muestran los
factores que introducen los modelos hibridos y el caso abarrotado dinamico.
De los factores se observa que ninguno de los modelos hibridos modifica el
tiempo de translocacién con el mismo orden de magnitud que lo hace el caso
dindmico. El cambio que generan los modelos hibridos puede ser hasta 103 veces
menor que el producido por abarrotamiento dindmico. El efecto sinergico de la
difusién y de la energia libre por abarrotamiento dindmico puede aproximarse
€Omo Tgin/Tau ~ (71/7an)(72/7an), como lo muestran los datos de las dos tltimas
columnas de la Tabla 6.8, observe el orden de magnitud y el coeficiente.

Despreciar el efecto del abarrotamiento en una de las cantidades, difusion o
energia libre, menosprecia el efecto del abarrotamiento en al menos uno y hasta
cuatro ordenes de magnitud (dependiendo del tamafio de la cadena) sobre el
tiempo de translocacién, como se observa al comparar los ordenes de magnitud
entre Tl/Tdi], TQ/Tdﬂ Yy Tdin/’rdﬂ en la Tabla 6.8.

6.3.2. Sinergia en la translocacion para el caso estatico

En el andlisis anterior, los modelos hibridos se construyeron cambiando la
difusion y la energia libre del sistema diluido por las correspondientes al régimen
abarrotado dindmico, en la Tabla 6.9, se muestran los tiempos para los mode-
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Tabla 6.8: Factor de cambio en el tiempo de translocacién del sistema diluido
cuando se cambia la difusién y/o la energia libre por la correspondiente en el
régimen abarrotado dindmico.

71 (Dain, Fail)

T2 (Dai1, Fdin)

Analogo N Tdil Tdil T | T T
Prepromelitina 70 8.3x10° 1.2x10° 1.1x10T | 1.0x10T
ERpl8 157 1.2x10! 1.7x10° 2.1x10' | 2.0x10*
Erolp 560 2.3x10" 6.0%x10° 1.2x10% | 1.4x10?
— 1000 2.9x10" 1.5x10! 4.0x10% | 4.4x10?
ApoB 4536 6.9x 10" 1.3x103 8.3x10* | 9.0x10*

los hibridos pero ahora considerando la difusién y la energia libre del régimen
estatico. Los cdlculos se realizarén con ¢ct = 0.12 y ¢rg = 0.24, condiciones
bajo las cuales se obtienen los mayores tiempos de translocacion.

Tomando como referencia el tiempo en el sistema diluido, de los datos de la
Tabla 6.9, se observa que el cambio en el tiempo por cambiar la difusién es mayor
que el cambio generado por cambiar la energia libre. Este resultado es indepen-
diente del tamano de la cadena, dentro del intervalo de tamano de la proteinas
de interés, a diferencia del resultado de los modelos hibridos cuando el abarro-
tamiento es dindmico, en donde el tamano de la cadena influye el resultado. Al
comparar los tiempos de los modelos hibridos con el caso puramente estético,
se observa que el tiempo en el modelo hibrido en el cual se remplazé la difusion
(1) tiene el mismo orden de magnitud que el tiempo estdtico Tes; (comparar
la columna IV con la columna VI en la Tabla 6.9). El tiempo que se obtiene
por cambiar la energia libre (72 del segundo modelo hibrido) es al menos un
orden de magnitud menor que 71, como se observa al comparar los datos de 7
y T2 en la Tabla 6.9. Por lo tanto, el efecto del abarrotamiento estatico sobre la
difusién resulta de mayor importancia que el efecto sobre la energia libre cuando
se calcula el tiempo de translocacién.

Tabla 6.9: Tiempos de translocacion en los sistemas: diluido 74;, hibrido con la
difusividad del caso estético 7y (Dest, Fai1), hibrido con la energia libre del caso
estatico To(Dgil, Fest) y abarrotado estatico Test.

Anélogo N Tail | T1(Dest, Fai) | T2(Dait; Fest) | Test
Prepromelitina 70 | 3.0 us 16 ps 3.4 us 19 us
ERp18 157 | 21 ps 171 ps 23 us 203 us
Erolp 560 | 0.4 ms 7.3 ms 0.5 ms 8.7 ms
— 1000 | 1.7 ms 41 ms 1.8 ms 48 ms
ApoB 4536 | 58 ms 3.7s 61 ms 4.3 s

Para determinar el orden de magnitud con el cual contribuyen la difusién y
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la energia libre estaticas al tiempo de translocacién calculamos las razones 7/7qi
para cadenas de diferentes tamafio y ademds las comparamos con Test/7qil, Ver
Tabla 6.10. Al cambiar la difusién se cambia el tiempo a lo mds en un orden
de magnitud (principalmente para cadenas largas), al cambiar la energfa libre
el orden de magnitud no cambia (ver columnas para 71 /741 y T2/7an). De entre
los dos modelos, la razén 71 /7qi se aproxima mds, en orden de magnitud, a
Test/Tail (€l caso puramente estdtico). Si consideramos la sinergia como en el
caso dindmico, se encuentra que Test/Tan & (71/7an) (72 /7au), ver las dos tltimas
columnas de la Tabla 6.10, lo cual reafirma el efecto sinergico en el tiempo de
translocacién.

Tabla 6.10: Factor de cambio en el tiempo de translocacién del sistema diluido
cuando se cambia la difusién y/o la energfa libre por la correspondiente en el
régimen abarrotado estatico.

Andlogo N | 20l | 20 re) | g |
Prepromelitina 70 5.3%x10° 1.1x10° 6.3x109 | 6.0x10°
ERpl8 157 8.1x10° 1.1x10° 9.7x10° | 8.9x10°
Erolp 560 1.8x10! 1.2x10° 2.2x10" | 2.3x10!
— 1000 2.4x10* 1.0x10° 2.8x10" | 2.6x10
ApoB 4536 6.4x10! 1.0x10° 7.4x10" | 6.7x10

6.3.3. El tiempo de translocacion cuando el coeficiente de
difusién es constante

El tiempo de translocacion depende del coeficiente de difusion y de la energia
libre, ambos dependientes del grado de abarrotamiento ¢. Analizar el efecto
del abarrotamiento sobre el tiempo de translocacién mediante la energia libre
unicamente, significa considerar un coeficiente de difusién constante en ¢, pero
dependiente del tamano de la cadena. Por simplicidad, calculamos el tiempo de
translocacion utilizando para el coeficiente de difusion él del ambiente diluido,
ecuacion 5.3. Para una cadena de tamano promedio como Erolp, de N = 560,
el tiempo como funcién de las diferencias de ocupacién A¢ se muestra en la
Figura 6.15.

Para N = 560, como funcién de A¢, el tiempo minimo de translocaciéon es
2.36 ms, el tiempo maximo 2.42 ms, apenas difiere del minimo en un 2.5 %, ver
Figura 6.15. La diferencia entre el tiempo minimo y el tiempo méximo aumenta
con el tamafio de la cadena, para las cadenas méas grandes como ApoB, la dife-
rencia es de un 6 %. En la Figura 6.15, se muestra el tiempo como funcién del
tamano para todas las posibles condiciones de abarrotamiento fisiolégicas. Note
que el intervalo de tiempos es muy estrecho. Adicionalmente, el tiempo consi-
derando la difusién independiente de ¢ es varios ordenes de magnitud menor
al tiempo del sistema abarrotado dindmico, cuando el coeficiente de difusién es
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Figura 6.15: Tiempo de translocacién con un coeficiente de difusién indepen-
diente de ¢. Izquierda: tiempo de translocacién como funcién de A¢. Derecha:
tiempo de translocacion para cadenas de diferente tamano para todas las posi-
bles condiciones de abarrotamiento fisioldgico.

dependiente de ¢ (comparar las columnas V y VI de la Tabla 6.7), esto reafirma
la importancia de considerar el efecto del abarrotameinto en el coeficiente de
difusion al estudiar la translocacién.
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Capitulo 7

Conclusiones

En este trabajo, utilizando modelos estéricos de cadenas ideales, hemos es-
tudiado el efecto del abarrotamiento macromolecular a condiciones fisiolégicas
sobre la translocacion de preproteinas a través de la membrana del reticulo en-
dopldsmico. Para cuantificar el efecto del abarrotamiento, calculamos diferentes
propiedades fisicas de la translocacién para cadenas cuyos tamanos correspon-
den al de cadenas translocadas en los sistemas bioldgicos, como son la membrana
del reticulo endopldsmico en células eucariotas o la membrana periplasmica en
bacterias. Para determinar la importancia del grado de abarrotamiento, asi co-
mo su comportamiento movil, comparamos las siguientes propiedades que se
obtienen para la translocacién y la retrotranslocaciéon en un sistema diluido con
las correspondientes en un sistema abarrotado dindmico y en un sistema aba-
rrotado estatico: energia libre F, energia de activacién F,, fuerza f y tiempo
promedio de primer paso al que designamos como tiempo de translocacién y/o
retrotranslocacion .

Al sistema diluido lo consideramos como referencia, por ser el modelo de
translocacion més simple, ademads de ser el mas utilizado en experimentos para
estudiar la translocacién. Los modelos de translocacion con abarrotamiento uti-
lizados fueron dos casos limite propuestos por Gopinathan y Kim [35]; el sistema
abarrotado dindmico, en el cual los agentes abarrotantes se mueven muy rapido
colapsando a la cadena en una region globular, y el sistema abarrotado estatico,
en el que los agentes abarrotantes parecen estaticos durante el transporte de la
cadena.

Los dos casos limite, llamados regimenes, quedan delimitados al compararse
las tres escalas de tiempo caracteristicas del sistema: el tiempo de translocacion
T, el tiempo caracteristico asociado a la difusién de los agentes abarrotantes
To v el tiempo de relajacién de la cadena 7,.. Las propiedades fisicas del me-
dio intracelular como la viscosidad, el grado de abarrotamiento por proteinas
(medido por la fraccién de ocupacién en volumen o por la concentracién) y la
difusion de los abarrotantes (principalmente protefnas solubles), influyen en los
tiempos 7, T, y 7y; al realizar el andlisis de dichos tiempos, validamos al medio
intracelular como un medio abarrotado por proteinas en un régimen dinamico,

106



dadas las propiedades fisicas y las condiciones de abarrotamiento del citoplasma
y el lumen del RE. Aunque el régimen estatico no corresponde al abarrotado
medio intracelular, también realizamos el anélisis de la translocacién para cuan-
tificar el efecto del abarrotamiento cuando los agentes abarrotantes carecen de
movimiento.

7.1. Translocacion en el sistema diluido

Como sistema de referencia utilizamos al sistema diluido, del cual estudia-
mos la contribucién entrépica de la cadena en el proceso de translocaciéon. La
parte entrépica de la cadena proviene de sus conformaciones posibles debido a
la presencia de la pared (representando a la membrana en el sistema bioldgico)
en la cual se restringe el paso de la cadena por un poro de ancho despreciable.
Las propiedades asociadas al proceso de translocacién debido a las conforma-
ciones de la cadena son: la energia libre F, energia de activacién F,, fuerza
en translocacién f y el tiempo de translocacién 7. Todas las propiedades son
cantidades promedio y de ellas, la energia libre y la fuerza dependen del nimero
de mondmeros translocados n, mientras que la energia de activacién y el tiempo
de translocaciéon solo dependen del tamano de la cadena N.

Para translocaciéon en un sistema diluido, la energia libre de una cadena
presenta una barrera de energia simétrica, cuyos minimos de energia se obtienen
cuando toda la cadena se encuentra en un solo lado de la pared. El valor de la
barrera de energia, o energia de activacion crece logaritmicamente con el tamano
de la cadena, por lo tanto, el sistema de translocaciéon debe proveer mas energia
para cadenas mas grandes para realizar la translocacién.

La fuerza asociada a la energia libre, otra manera de presentar la misma
informacién pero maés facil de medirse, al principio y hasta que la mitad de la
cadena ha atravesado es opuesta a la direccién de la translocacién, volviéndose
favorable cuando mas de la mitad de la cadena ha sido translocada. La fuerza,
maxima en magnitud, al inicio y final de la translocacién es del orden de unos
cuantos pico Newtons (5-6 pN), independientemente del tamano de la cadena.
Los valores méaximos de la fuerza son comparables a valores estimados para
diferentes sistemas de translocacién reportados en la literatura (también de
pico Newtons), lo cual indica la importancia de la contribucién entrépica de la
cadena al nivel de las fuerzas.

El célculo del tiempo de translocacién, ademéas de la energia libre, requie-
re del coeficiente de difusiéon. Nosotros ajustamos datos experimentales de la
difusién para proteinas de diferente tamano en agua y utilizamos el ajuste co-
rrespondiente para calcular el tiempo. El tiempo de translocacién va desde unos
cuantos microsegundos para las cadenas mas pequenas, hasta decenas de mili-
segundos para las cadenas més grandes que se conocen.

En experimentos, en lugar de medir tiempos, se han reportado razones de
translocacién (o velocidades) dadas por el tamano de la cadena N entre el
tiempo de translocacién 7. Utilizando los calculos del tiempo, las velocidades de
translocacion correspondientes difieren de las velocidades medidas en sistemas
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diluidos in wvitro [31, 101, 51] en dos caracteristicas: i) no son constantes y
i1) son mayores en varios ordenes de magnitud (de cuatro a siete ordenes de
magnitud para cadenas de mayor a menor tamano). Este resultado implica que
en la translocacion en los sistemas biolégicos existen interacciones a parte de la
estérica capaces de reducir considerablemente el tiempo de transporte.

En modelos futuros de translocacién en un ambiente diluido, ademéds de
la contribucién entrépica de la cadena, deben incluirse otras interacciones que
ralenticen el transporte; una de ellas puede ser la proveniente del canal proteico
anclado en la membrana por el cual cruza la cadena. La funcién principal del
canal consiste en permitir el paso de la cadena y evitar el paso de otras moléculas
a través de él durante la translocacién e incluso en ausencia de transporte. Por
ejemplo, para la translocaciéon en bacterias, se ha propuesto que el poro debe
ser abierto por la proteina SecA para que la cadena se mueva libremente por
difusién durante la abertura [51].

7.2. Translocacion en un sistema abarrotado

FEl grado de abarrotamiento en el citoplasma ¢t vy en el lumen del reticulo
endoplasmico ¢rg se debe principalmente a las proteinas solubles y esté caracte-
rizado por su fraccién de ocupacién en volumen (sus concentraciones respectivas
son de 100-320 y de 100-200 mg/ml). La viscosidad, la difusién, asi como tam-
bién el grado de abarrotamiento del citoplasma y del lumen del RE, los definen
como medios abarrotados dindmicos. Utilizando los regimenes dindmico y estati-
co de Gopinathan y Kim, estudiamos el efecto del abarrotamiento a condiciones
fisiologicas en las siguientes propiedades fisicas: energia libre, energia de ac-
tivacién, fuerza y tiempo de translocacién y de retrotranslocaciéon. El regimen
dindmico sirve para cuantificar el efecto del abarrotamiento celular mientras que
el regimen estatico indicar el efecto del abarrotamiento a condiciones celulares
cuando se desprecia la movilidad de los agentes abarrotantes.

Para calcular los tiempos de translocacién y de retrotranslocaciéon se requiere
conocer la difusién de una preproteina en transporte, la cual depende del gra-
do de abarrotamiento celular. Utilizamos ajustes a los coeficientes de difusién
reportados para el citoplasma y el lumen del reticulo endoplasmico de diferen-
tes células. Estos datos, por ser medidos en el interior de las células, toman en
cuenta el efecto del abarrotamiento macromolecular. En los ajustes para el cito-
plasma y el lumen del RE, el coeficiente de difusiéon cambia exponencialmente
con el grado de abarrotamiento, mientras que la dependencia en el tamano de
la cadena, se ajusta al modelo de Zimm para la difusién en el citoplasma, y se
ajusta al modelo de Rouse para la difusién en el lumen del RE.

7.2.1. Translocaciéon en un sistema abarrotado dindmico

Considerando al sistema diluido como referencia, el abarrotamiento dindmi-
co a concentraciones fisioldgicas incrementa los valores en la energia libre. La
energia libre presenta una barrera que puede considerarse simétrica por dos ra-
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zones: primero, los minimos de energia del mismo valor se obtienen cuando la
cadena se encuentra completamente en alguno de los lados de la membrana y el
maximo de energia se alcanza cuando aproximadamente la mitad de la cadena
es translocada; y segundo, las diferencias de ocupacién en ambos lados de la
membrana no modifican significativamente el valor de la energia libre y por lo
tanto, tampoco la posicién de la barrera. El principal efecto del abarrotamiento
es un incremento en la energia de activacion que es varias veces la energia de
activacion del sistema diluido; este incremento se amplifica con la longitud de
la cadena. El incremento en la energia de activacién implica que el sistema de
translocacién tiene que proveer mas energia comparado con el sistema diluido
para realizar la translocacién, siendo mayor para las cadenas largas.

La fuerza durante la translocacién es similar en comportamiento al caso dilui-
do, opuesta a la translocacion desde el inicio y hasta que la mitad de la cadena
ha sido translocada y después favoreciendo la translocacién. Las magnitudes
maximas de la fuerza se obtienen al inicio y al final del transporte con valores
similares al caso diluido e independientes del tamano de la cadena y del grado
de abarrotamiento. El principal efecto del abarrotamiento sobre la fuerza es la
reduccién de su tasa de variacion, esto implica que al inicio la fuerza de oposi-
cién actia con mayor intensidad durante més tiempo, y por lo tanto, el sistema
de translocacion debe realizar més trabajo comparado con el correspondiente
al caso diluido. De igual forma, al final del transporte, la fuerza que favorece
el transporte es mas intensa y actida por mas tiempo, lo cual debe reducir el
trabajo que realiza el sistema de translocacion.

Los tiempos de translocacién y de retrotranslocacién dependen de las con-
diciones de abarrotamiento y del tamano de la cadena. Debido a los rangos de
concentraciones del citoplasma y del lumen del RE, se obtiene un intervalo de
tiempo para la translocacién y otro similar numéricamente para la retrotranslo-
cacion. En translocacién y retrotranslocacion, al fijar la concentracién en uno de
los lados de la pared y aumentar la concentracién en el otro el tiempo de trans-
porte aumenta; la ralentizacién por incrementos en las concentraciones se debe
a la reduccion en la difusividad de la cadena que domina a la parte entrépica
proveniente de la energia libre. En cuanto al tamano de la cadena, comparado
con el sistema diluido, los tiempos de transporte se incrementan en un orden de
magnitud para cadenas pequenas y hasta en cuatro ordenes de magnitud para
cadenas largas. Estos resultados indican que la translocacién (o la retrotranslo-
cacién) en un sistema abarrotado dindmico es extremadamente lenta comparada
con la translocaciéon en un sistema diluido. El cambio tan pronunciado en los
tiempos de transporte comparados con el caso diluido, se debe a que existe si-
nergia entre la difusién y la energia libre de una cadena en transporte, ambas
cantidades dependen del tamano de la cadena y del grado de abarrotamiento.
Al despreciar el efecto del abarrotamiento en alguna de ellas, difusién o energia
libre, no se consigue el mismo efecto sobre el tiempo, por lo tanto, no se debe
despreciar el efecto del abarrotamiento al estudiar el transporte.

Las velocidades por abarrotamiento, asociadas a los tiempos de transporte,
son menores a las velocidades calculadas para el sistema diluido. La diferencia
entre ambos sistemas, disminuye con la longitud de la cadena, desde cuatro
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hasta un orden de magnitud, para cadenas de interés fisiolgico. Al compararlas
con las velocidades de experimentos en ambientes diluidos (a nuestro saber no
existen velocidades medidas en ambientes abarrotados) resultan seis ordenes de
magnitud mas grandes para cadenas cortas, y del mismo orden de magnitud
para cadenas largas. Este resultado indica que la contribucién estérica del aba-
rrotamiento dindmico debe ser considerada, principalmente en cadenas largas.
El intervalo de tamanos de cadenas para las cuales la velocidad de transloca-
cién bajo condiciones de abarrotamiento dindamico fisiolégico cae en el intervalo
de valores experimentales es amplio, por lo tanto, el efecto del abarrotamiento
podria medirse experimentalmente con diferentes cadenas.

7.2.2. Translocacién en un sistema abarrotado estatico

El estudio del abarrotamiento estatico, aunque no aplica a los sistemas
biolégicos, indica el efecto del abarrotamiento por agentes sin movimiento.

La energia libre, a diferencia del caso abarrotado dindmico, presenta una
barrera asimétrica debido a las diferentes condiciones de abarrotamiento. Por la
asimetria, la energia libre tiene sus minimos cuando toda la cadena se encuentra
en algin lado de la pared, favoreciendo energéticamente la regién menos abarro-
tada. En translocaciéon y en retrotranslocaciéon, la barrera de energia da origen
a energias de activacion similares a las del caso diluido, y cuando se conside-
ran todas las posibles condiciones de abarrotamiento, las energias de activaciéon
pueden diferir en no mas de 1 kcal/mol. Para cadenas de diferente longitud la
energia de activacién es similar al caso diluido.

Los valores de la fuerza para la translocacién no cambian significativamente
comparados con el caso diluido. Por lo tanto, el trabajo que realiza el sistema
de translocacién debido al abarrotamiento estatico debe ser similar al de la
translocacion en un sistema diluido.

Las diferentes condiciones de abarrotamiento del citoplasma y del lumen del
RE dan origen a intervalos de tiempo similares para la translocacién y la re-
trotranslocacion. Dentro del rango de concentraciones fisioldgicas, el tiempo de
translocacion aumenta cuando se incrementa la concentracion del lumen de RE
mientras se mantiene fija la concentracion del citoplasma, pero el tiempo dismi-
nuye cuando se fija la concentracién del lumen del RE mientras se incrementa
la del citoplasma; el tiempo de retrotranslocacién presenta un comportamiento
similar. Este resultado que se obtiene al incrementar las concentraciones, difiere
del caso dindamico en el cual el tiempo de transporte siempre aumenta. Por aba-
rrotamiento estatico, la disminucién en los tiempos de transporte al aumentar
la concentracién coincide con la disminucion en la energia libre, por lo cual, con-
cluimos que la parte energética determina el tiempo de transporte. Esto difiere
del caso dindmico donde domina la difusividad. Al tomar en cuenta el tamafio de
la cadena, los tiempos de transporte comparados con el caso diluido, son mayo-
res en un orden de magnitud para cadenas cortas y en dos ordenes de magnitud
para cadenas largas; sin embargo, este incremento es mucho menor comparado
al del caso dinamico, incluso con la sinergia entre la difusién y la energia libre.

Las velocidades de translocacion resultan un orden de magnitud menor a las

110



del sistema diluido, debido a la sinergia de la difusién y la energia libre. Compa-
rando, las velocidades quedan fuera del intervalo de las velocidades experimen-
tales en ambientes diluidos, ya que son mayores, en seis ordenes de magnitud
para cadenas cortas, y en tres ordenes de magnitud para cadenas largas.

7.3. Conclusion general

La parte conformacional de una cadena permite describir las siguientes pro-
piedades fisicas para el proceso de translocacion: energia libre, energia de acti-
vacion, fuerza y tiempos de transporte.

Bajo condiciones de abarrotamiento fisiolégicas, las propiedades de translo-
cacion y de retrotranslocacion en un régimen estatico resultan similares a las
correspondientes en un ambiente diluido, excepto en los tiempos de transporte
para cadenas largas, debido a la sinergia entre la difusividad y la energia libre,
cantidades dependientes del grado de abarrotamiento.

El abarrotamiento por proteinas, su difusién y la viscosidad del medio in-
tracelular indican que el transporte de proteinas a través de una membrana en
el interior de las células se lleva a cabo en un ambiente abarrotado por agentes
dindmicos. Por abarrotamiento dindmico, todas las propiedades fisicas incre-
mentan su magnitud notablemente comparadas con las de translocacién en un
ambiente diluido, este incremento es mayor para cadenas largas. En los tiempos
de transporte, el efecto del abarrotamiento dinamico se amplifica, debido a la
sinergia entre la difusién y la energia libre. Para los procesos de translocaciéon
y de retrotranslocacion, bajo diferentes condiciones de abarrotamiento, los re-
sultados son muy similares; las diferencias entre ellos son pequenas y solo se
observan para altas concentraciones del citoplasma y del lumen del RE.

Los resultados en el régimen estatico, por ser similares al caso diluido, difieren
significativamente de los resultados en el régimen dindmico, lo cual destaca la
importancia del dinamismo de los agentes abarrotantes en el medio intracelular.

Las velocidades de translocaciéon en el sistema diluido, varios ordenes de
magnitud mayores a las reportadas experimentalmente, indican que interaccio-
nes adicionales, a parte de la esterica, deben incluirse a fin de reproducir los
valores experimentales. Tales interacciones deben ralentizar el transporte.

En conclusion, el abarrotamiento a condiciones fisioldgicas, asi como el com-
portamiento dindmico de los agentes abarrotantes, deben tomarse en cuenta al
estudiar la translocacion de proteinas usando modelos o experimentos, ya que
la contribucidn esterica del abarrotamiento modifica significativamente las pro-
piedades de la translocacion, principalmente para cadenas largas, y mas aun
en los casos donde existe sinergia, como sucede en los tiempos de transporte
que dependen de la difusién y de la energia libre, ambos afectados por el aba-
rrotamiento. Para comprobar el efecto del abarrotamiento, se deben realizar
experimentos en ambientes con viscosidad y condiciones de abarrotamiento fi-
siolégicas. Adicionalmente, para mejorar los modelos de translocacion, se deben
incluir interacciones no estéricas que ralenticen el transporte, a fin de reproducir
las velocidades experimentales en sistemas diluidos in vitro.
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Capitulo 8

Perspectivas

En este trabajo de investigacion, el estudio estuvo enfocado a cuantificar el
efecto estérico del abarrotamiento sobre la translocacién de polipéptidos. Para
ello, tomamos en cuenta el potencial estérico por la presencia de la pared y de
los agentes abarrotantes sobre una preproteina, considerada como una cadena
ideal.

Trabajo de investigacion a futuro, orientado a mejorar los modelos actuales
de translocaciéon que permitan comprender el funcionamiento de los sistemas
biolégicos de translocacién, puede realizarse al incluir en los modelos estéricos:
1) la tendencia de un aminodcido a participar en una estructura helicoidal para
que la cadena pueda adoptar una estructura nativa, 2) el proceso de abertura
del poro (canal de translocacién) para permitir la difusién libre de una cadena
en translocacion, 3) el grosor de la membrana donde estd embebido el canal de
translocacion.

A continuacién se hace un planteamiento de cada una de las propuestas de
trabajo a futuro.

8.1. El efecto de la tendencia de un aminoacido
a participar en una estructura helicoidal

En los modelos estéricos de translocacién de polimeros, se toma en cuenta la
reduccién en conformaciones debido a la presencia de la pared, la presencia de
agentes que obstruyen el paso de la cadena o la correlacién de dos mondmeros
consecutivos [96, 64, 35, 75]. En estos modelos no se considera la tendencia de
los monémeros de adoptar una estructura nativa como ocurre en las proteinas.
Una primera aproximacién, para considerar la tendencia de una cadena a adop-
tar una conformacion estable, es el modelo de una cadena homopolimérica, en
la cual, todos los mondémeros tienen la misma tendencia para formar una estruc-
tura helicoidal [68]. En dicho modelo, se conoce de forma exacta la funcién de
particién Ze para una cadena de N mondémeros idénticos [68]. Con la funcién
de particion, la energia libre debido a la tendencia helicoidal es:
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Fhel == —kZBTIIthel. (81)

Para una cadena en translocacion, la energia libre para un segmento de n
mondémeros que se encuentra de un lado de la pared F(n), estd dada por la
energia libre del segmento debido a la tendencia helicoidal Fj y la energia
libre del segmento debido al anclaje de un extremo al poro Fy;, como:

F(n) = Fhe(n) + Fan(n) (8.2)

donde Fy; estd dada por la ecuacién 3.19. La energia F}. depende de la
propensién helicoidal w, que es un pardmetro medible experimentalmente [68].
El efecto de la tendencia helicoidal podria corroborarse experimentalmente para
homopolimeros mediante el tiempo de translocacién. En nuestros modelos, al
calcular el tiempo con la ecuacién 4.17, utilizando la ecuacién 8.2 para la energia
libre de un segmento, los resultados tienen el mismo orden de magnitud que los
tiempos de translocacién reportados experimentalmente en ambientes diluidos
[101, 51]. La discusién en progreso de estos resultados es trabajo futuro.

8.2. El efecto de la abertura sobre el tiempo de
translocacién

En el modelo estérico de la translocacién de una cadena en un ambiente
diluido, el tiempo de translocacion 7, considerando la difusién de la cadena, va
como 7 o< N2, ver Seccién 6.1.4, donde N es el niimero de aminodacidos de la
cadena. De resultados experimentales en sistemas diluidos in wvitro, basados en
una tasa de translocacién constante [101, 31, 51], el tiempo de translocacién es
proporcional al nimero de aminodcidos de la cadena, 7 o< N.

Al comparar nuestros resultados con los valores experimentales, el tiempo en
el modelo estérico diluido resulta mayor en varios ordenes de magnitud, desde
un factor de 10* para cadenas largas hasta un factor de 107 para cadenas cortas,
ver Seccién 6.1.4. Esta diferencia entre los tiempos, en varios ordenes de mag-
nitud, se repite al comparar el tiempo experimental con el tiempo en el modelo
de una cadena unidimensional que también considera la difusién de la cadena
[91], ver Seccién 6.1.4. La diferencia entre los tiempos de los modelos diluidos
con el tiempo experimental, indica que existen interacciones que ralentizan el
transporte y que no han sido incluidas en los modelo estéricos diluidos.

Incluir interacciones en el modelo diluido capaces de reproducir los datos ex-
perimentales permitird entender mejor el funcionamiento del sistema de translo-
cacién. En los modelos bidlogicos de la translocacién, se considera que: 1) parte
del movimiento se debe a la difusién de la cadena [74] y 2) el acoplamiento de la
energia de la hidrélisis del ATP sobre el sistema de translocacién abre el canal
y permite la difusién libre de la cadena [51]. Los resultados del modelo estérico
diluido no concuerdan con un modelo biolégico donde la translocacién ocurre
por pura difusion, ya que la translocaciéon ocurriria muy rapido, de acuerdo a la
comparacion de los resultados niimericos.
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Una propuesta de mejora al modelo estérico diluido consiste en incluir el
proceso de abertura del canal que permite la libre difusién de la cadena. En
este modelo, existe un lapso de tiempo durante el cual el canal se encuentra
cerrado; cuando el ATP se encuentra accesible al sistema de translocacién, éste
acopla la energia de la hidrélisis para abrir el canal [51]. Para que la cadena se
difunda libremente el canal debe encontrarse abierto; si es necesario, el proceso
de abertura debe repetirse consecutivamente hasta conseguir la translocacion
completa de la cadena. Incluir este fenémeno de abertura en el modelo estérico
diluido retrasaria el tiempo de transporte debido a los lapsos de tiempo en los
cuales el canal se encuentra cerrado. Considerar el proceso de abertura, también
permitiria relacionar la energia utilizada durante la translocacién con el consumo
de ATP, el cual puede medirse experimentalmente [101, 51].

8.3. El efecto del grosor de la membrana sobre
la translocacion de cadenas cortas

En los modelos estéricos de translocacion, se considera que la membrana y
el canal tienen grosor despreciable. Sin embargo, las membranas celulares son
bicapas de fosfolipidos, y su grosor depende de las moléculas que las compo-
nen [54]. En bacterias, el canal de translocacién de grosor 6.7 nm se encuentra
embebido en una membrana de grosor 5 nm [73].

Durante la translocacion, los aminoacidos de una preproteina deben atrave-
sar la membrana de grosor 5 nm. Atravesando de forma lineal, el niimero de
aminodacidos n, que pueden encontrarse de forma transversal a la membrana es:
Ny = %, donde L es el ancho de la membrana y b = 3.79 Aesla longitud de un
aminodcido; ver Seccién 5.5.

Con L = 5 nm, el namero de aminoédcidos que pueden estar atravesando la
membrana es n, = 13. Esta cantidad no es despreciable para las cadenas en
translocacién més pequenas. Por ejemplo, para las proteinas preprocecropina A
y prepromelitina, de 64 y 70 aminoécidos [90], el porcentaje de la preproteina
que puede estar atravesando la membrana es 20 y 18 %, respectivamente. Para
cadenas de mayor tamano, como Erolp, una proteina de tamano promedio de
560 aminodcidos, el porcentaje de la preproteina que puede estar atravesando
la membrana es apenas un 2 %.

La reduccion en conformaciones de la cadena debida a los aminoacidos atra-
vesando la membrana modifica la energia libre de la cadena y por lo tanto, puede
modificar las propiedades de la translocacion. El cambio en las propiedades debe
ser mayor para cadenas pequenas tomando en cuenta el porcentaje de la cadena
que se encuentra atravesando la membrana.

Una propuesta para considerar el efecto del grosor de la membrana consiste
en modelar la translocacién con una cadena que atraviesa un tubo de longitud
5 nm y ancho despreciable, el cual separa dos paredes rigidas. En este modelo,
la reduccién en conformaciones del segmento de cadena que se encuentra dentro
del tubo debe considerarse mediante la energia libre.
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