


Resumen

El proceso de transporte de una preprotéına a través de una membrana
por un poro se llama translocación, un proceso común en todas las células. A
través de la membrana del ret́ıculo endoplásmico (RE) ocurre la translocación
de preprotéınas del citoplasma al lumen del ret́ıculo endoplásmico, y también la
retrotranslocación, que es la translocación del lumen del RE al citoplasma.

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

Durante la translocación y la retrotranslocación, una preprotéına tiene seg-
mentos en el citoplasma y en el lumen del RE. Las protéınas que abarrotan
ambos medios interaccionan con la preprotéına y le excluyen volumen. Entre
mayor sea el volumen excluido, menor es el número de conformaciones que
adopta la preprotéına, y en consecuencia, su enerǵıa libre cambia. El impedi-
mento en conformaciones por la exclusión de volumen es llamado impedimento
estérico; al modificar la enerǵıa, se considera como una interacción estérica.

El cambio en la enerǵıa libre por la contribución estérica del abarrotamiento
sugiere que la translocación de una preprotéına por el abarrotamiento intrace-
lular por protéınas debe ser diferente de la translocación en un ambiente sin
abarrotar. Los experimentos sobre translocación no han incluido el abarrota-
miento por protéınas.

En este trabajo, estudiamos el efecto estérico del abarrotamiento por pro-
téınas sobre la translocación y la retrotranslocación de una preprotéına a través
de la membrana del ret́ıculo endoplásmico. Para ello, utilizamos tres modelos
de translocación de poĺımeros, uno sin abarrotar y dos abarrotados, tomando en
cuenta las fracciones de volumen de las protéınas abarrotantes y las propiedades
f́ısicas del medio intracelular.

En los modelos utilizados de la translocación de poĺımeros, una cadena ideal
atraviesa una pared ŕıgida delgada a través de un poro, similar a la transloca-
ción de una preprotéına. 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 estático, y si presentan movilidad el sistema se
llama abarrotado en un régimen dinámico.

Para cumplir con nuestro objetivo de estudio, calculamos las siguientes va-
riables f́ısicas para la translocación y la retrotranslocación en un sistema diluido
y en los sistemas abarrotados: la enerǵıa libre, la enerǵıa de activación, la fuerza
entrópica y el tiempo de transporte. Después, comparamos los resultados de
los tres modelos de translocación utilizando las fracciones de volumen de las
protéınas que abarrotan y la longitud de una preprotéına en translocación.

Aunque se conoce que las protéınas abarrotantes se encuentran en movimien-
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to, mostramos que la translocación ocurre en un ambiente abarrotado dinámico.
Esto se debe a la movilidad de las protéınas abarrotantes y a las propiedades
f́ısicas del medio intracelular. Basados en este primer resultado, comparamos los
resultados de la translocación del sistema abarrotado dinámico con los del siste-
ma diluido. Por abarrotameinto dinámico, todas las variables f́ısicas calculadas
aumentan su valor.

La enerǵıa libre presenta una barrera; la altura de la barrera definida como la
enerǵıa de activación aumenta dos veces su valor para preprotéınas pequeñas y
hasta en cuatro veces para preprotéınas grandes. La fuerza de origen entrópico,
para los sistemas diluido y abarrotado, al principio es opuesta a la translocación,
se reduce hasta anularse, y después aumenta, favoreciendo la translocación. Por
el abarrotamiento, la tasa de variación de la fuerza disminuye al inicio y al final
de la translocación; en consecuencia, una mayor intensidad de la fuerza persiste
por más tiempo durante la translocación. El tiempo de translocación resulta
más afectado por el abarrotamiento. Para las preprotéınas más pequeñas, el
tiempo de translocación aumenta de entre cinco a 10 veces, mientras que para
las protéınas más grandes aumenta en cuatro órdenes de magnitud. El origen
del efecto tan drástico sobre el tiempo de translocación, se debe a una sinergia
entre el efecto del abarrotamiento sobre la enerǵıa libre y sobre el coeficiente
de difusión de una preprotéına. Esta última cantidad es más importante para
preprotéınas grandes, debido a que se reduce su movilidad. Los resultados de las
comparaciones indican que el efecto del abarrotamiento dinámico es importante
porque incrementa las variables de la translocación.

Los resultados de la translocación, por abarrotamiento dinámico, son simila-
res a los de la retrotranslocación para todas las variables, excepto para el tiempo
de transporte para preprotéınas grandes, debido al coeficiente de difusión de una
protéına en el lumen del RE.

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

La enerǵıa de activación por abarrotamiento dinámico es 1.2 veces la del
sistema abarrotado estático para cadenas pequeñas, y aumenta a 3.4 veces para
preprotéınas grandes. El tiempo de translocación corresponde a 1.7 veces el
del sistema estático para cadenas cortas y aumenta a más de 1000 veces para
cadenas largas. Estas comparaciones indican que el efecto del abarrotamiento
dinámico es más importante que el efecto del abarrotamiento estático. Por lo
tanto, además del abarrotamiento intracelular, debe considerase la movilidad de
las protéınas abarrotantes en el estudio de la translocación.

Nuestros resultados tienen implicaciones sobre el estudio de la transloca-
ción. Para vencer la barrera de enerǵıa que impone el abarrotamiento dinámico,
el sistema de translocación debe invertir una cantidad de enerǵıa comparable
a la enerǵıa libre de la hidrólisis de adenośın trifosfato (ATP), 60 kJ/mol. El
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ATP es la principal molécula que provee enerǵıa en las células. Las velocidades
de translocación para cadenas grandes, por abarrotamiento dinámico, 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 dinámico, y los valores de la viscosidad y del coe-
ficiente de difusión de los agentes abarrotantes deben ser similares a los del
medio intracelular. De nuestros resultados, la translocación de la mayoŕıa de la
preprotéınas, debido a su tamaño, es más rápida que la translocación en sis-
temas in vitro. Esto implica que existen fenómenos no estéricos que ralenticen
la translocación, como el proceso de abertura del canal para permitir que una
preprotéına se difunda libremente, como lo sugiere uno de los modelos actuales
de la translocación en bacterias.
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co . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 5
1.3. El canal de transporte . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 7

1.3.1. Estructura del canal conductor de protéınas . . . . . . . . 7
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3.3.2. Enerǵıa libre de un segmento rodeado por agentes esféri-
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Caṕıtulo 1

Introducción

En el interior de las células, ocurre el transporte de protéınas y preprotéınas
a través de canales proteicos embebidos en membranas. Para la translocación
y retrotranslocación de preprotéınas a través de la membrana del ret́ıculo en-
doplásmico (RE), una cadena pept́ıdica es transportada entre el citoplasma y el
lumen del ret́ıculo endoplásmico. En este proceso, segmentos de la cadena a uno
y otro lado de la membrana se encuentran rodeados por diferentes especies de
macromoléculas, principalmente protéınas. En el citoplasma y el lumen del RE,
la concentración de todas las especies de protéınas, y por lo tanto, la fracción
de volumen que ocupan, los definen como medios abarrotados por protéınas.

El abarrotamiento, debido a la reducción del volumen disponible por el vo-
lumen ocupado por las protéınas que abarrotan, modifica las propiedades de
protéınas de prueba. Protéınas de prueba en sistemas abarrotados por protéınas
experimentan diferentes fenómenos, por ejemplo, una disminución en el coefi-
ciente de difusión, un aumento en las actividades de reacción, cambios en la
velocidad de renaturalización o incluso inhibición del plegamiento, entre otros.
Estudiar el efecto del abarrotamiento por protéınas sobre el proceso de trans-
locación o de retrotranslocación de una preprotéına es un proceso complejo,
debido a las escalas del sistema, y a un dif́ıcil control de las etapas de la trans-
locación mediadas por reacciones qúımicas y sus velocidades de reacción. Por
ello, en esta tesis, se estudia el efecto estérico del abarrotamiento por protéınas
sobre la translocación y la retrotranslocación de preprotéınas.

En este caṕıtulo, primero describimos los elementos que forman al sistema de
translocación, el proceso de translocación y de retrotranslocación, y sus carac-
teŕısticas principales. Después, indicamos que el medio intracelular se encuentra
abarrotado por protéınas, y describimos los efectos del abarrotamiento sobre una
protéına. Por último, indicamos los modelos de translocación que nos permiten
cuantificar el efecto estérico del abarrotamiento sobre la translocación.
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1.1. Translocación a través de la membrana del
ret́ıculo endoplásmico

Una cadena pept́ıdica es una cadena formada por aminoácidos. Cuando la
cadena pept́ıdica no ha experimentado el proceso de plegamiento se conoce
como cadena precursora o preprotéına. En el interior de las células, ocurre el
transporte de preprotéınas a través de una membrana, llamado translocación
[53]. En las células eucariotas1, la translocación ocurre entre el citoplasma y el
interior de un organelo, como él de las mitocondrias, de los cloroplastos o el
lumen del ret́ıculo endoplásmico (RE) [1, 107]. En este trabajo nos enfocamos
en la translocación a través de la membrana del ret́ıculo endoplásmico.

La translocación hacia el interior o lumen del ret́ıculo endoplásmico, referido
de ahora en adelante como lumen del RE, ocurre para preprotéınas destinadas
a convertirse en protéınas solubles o en protéınas de membrana [21, 53, 70]. En
el lumen del RE existen las condiciones necesarias para que una preprotéına
experimente el proceso de plegamiento y se convierta en una protéına funcional.
El plegamiento correcto de las protéınas es vital para el funcionamiento correcto
de las células2. Las protéınas solubles se clasifican en protéınas residentes y en
protéınas de secreción. Las protéınas residentes permanecen en el lumen del RE
para desempeñar funciones espećıficas, 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 protéınas de secreción son liberadas al medio extrace-
lular para desarrollar su función [117, 99]. Las protéınas de membrana pueden
integrarse a la membrana del RE durante la translocación o son transporta-
das mediante veśıculas hacia la membrana de otros organelos y a la membrana
plásmatica [21]. La translocación ocurre para un gran número de preprotéınas,
tomando en cuenta que aproximadamente el 30 % del total de protéınas corres-
ponde a protéınas de secreción [65, 94].

La translocación de preprotéınas hacia el lumen del RE puede ocurrir de dos
formas. Si la translocación ocurre durante la traducción de la cadena pept́ıdica
en el ribosoma, se llama translocación cotraduccional, y si ocurre después de la
traducción, se llama translocación postraduccional [70].

La translocación cotraduccional ocurre de la siguiente forma. El complejo
formado por el ribosoma y la cadena en śıntesis es dirigido a la membrana del
RE por la part́ıcula de reconocimiento de señal (SRP) [53, 74]. En la membrana,
se encuentra embebido un canal proteico por donde se conduce la preprotéına en
śıntesis, para atravesar o para integrarse a la membrana [81]. La SRP adherida al
ribosoma y a la secuencia de señal3 de la cadena naciente4, un segmento de entre
16 a 30 aminoácidos con un núcleo hidróbofo de seis a doce aminoácidos, detiene

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

2No todas las protéınas deben plegarse para ser funcionales.
3La secuencia de señal es un conjunto de aminoácidos en el N terminal con los cuales se

identifican las preprotéınas que deben ser translocadas.
4Se designa cadena naciente a una cadena en śıntesis.
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temporalmente la śıntesis. Cuando el complejo ribosoma-cadena naciente-SRP
llega a la membrana, el complejo se acopla al canal de translocación, mediado,
primero por la interacción entre la SRP y su receptor, una protéına integral de
membrana [53], y después, por la interacción entre el ribosoma y el canal [74].
La hidrólisis de guanośın 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 traducción en el ribosoma, y debido a la proximidad
entre el ribosoma y el canal, la cadena naciente atraviesa el canal proteico [7, 74].
La translocación cotraduccional es dirigida por el ribosoma, con una tasa de
translocación dada por la razón de śıntesis, en sistemas in vivo, es de 15–20
aminoácidos (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 translocación cotraduccio-
nal. En la Figura 1.1, la cadena naciente (NC) en color verde sale del ribosoma
y atraviesa el canal conductor de protéınas (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-
téınas durante la translocación cotraduccional. Imagen tomada de la referencia
[7].

En la translocación 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 preprotéına para evitar su plegamiento [21]. La interac-
ción de la preprotéına con un complejo formado por protéınas de membrana,
llamado complejo Sec62/Sec63, permite la liberación de las chaperonas para
iniciar la translocación [74]. Durante la translocación, la cadena puede moverse
en ambas direcciones por movimiento browniano [74]. Cuando un segmento de
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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 fenómeno de trinquete genera un movimiento
neto hacia el lumen del RE resultando en la translocación de la cadena [81, 74].
El fenómeno de trinquete se consigue cuando una molécula de BiP con ATP en
una conformación de bolsillo abierto con afinidad para peptidos, interactúa con
el dominio luminal J del complejo Sec63 que se encuentra cerca del canal por
donde entra la preprotéına al lumen. La interacción causa la hidrólisis 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 interacción y adhesión con
el segmento entrante de la preprotéına. Cuando la preprotéına se ha movido
una distancia considerable, otra molécula de BiP puede adherirse, repitiendo el
fenómeno de trinquete hasta conseguir la translocación completa de la cadena
[74]. En la Figura 1.2, se ilustran los pasos de la translocación postraduccional.

Figura 1.2: Pasos de la translocación postraduccional. Imagen tomada de la
referencia [74].

A diferencia del caso cotraduccional, para la translocación postraduccional
a través de la membrana del RE, en la literatura no existen valores reportados
para la tasa o velocidad de translocación. En bacterias, la translocación postra-
duccional ocurre del citoplasma al periplasma, asistida por la ATPasa SecA, una
protéına citosólica perteneciente a la familia de las RecA [74]. SecA se asocia
con el canal conductor de protéınas, el complejo SecY, promoviendo la trans-
locación mediante cambios conformacionales de sus dominios por la hidrólisis
de ATP [70, 81, 74]. De experimentos en sistemas diluidos in vitro, utilizando
proteoliposomas y veśıculas de membrana invertida que contienen al complejo
SecY, la velocidad de translocación postraduccional ha resultado ser constante,
de 0.8–8 aa/s [31, 101, 51]. Estas velocidades serán utilizadas como valores de
referencia para la translocación postraduccional en un ambiente diluido.
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1.2. Retrotranslocación a través de la membra-
na del ret́ıculo endoplásmico

Las preprotéınas que atraviesan la membrana del ret́ıculo endoplásmico están
destinadas a convertirse en protéınas de membrana, protéınas luminales, o pro-
téınas de secreción. Para convertirse en protéınas, en el lumen existen chaperonas
que asisten el plegamiento de cadenas pept́ıdicas, la oligomerización (el ensamble
de subunidades multiples de protéınas), la glicosilación (agregación de hidratos
de carbono) y la formación de enlaces disulfuro [21, 39]. Los diferentes tipos de
chaperonas conocidas en el lumen son [94]: 1) protéınas de la familia Hsp70 que
asisten el plegamiento y evitan la agregación, 2) protéınas de la familia Hsp40
que promueven la actividad ATPasa de las protéınas Hsp70, 3) los factores de
intercambio de nucleótidos que promueven el intercambio de ADP y ATP, el
cual es necesario para el replegamiento de las Hsp70, 4) protéınas de la familia
Hsp90, que tienen un dominio de unión para el ATP, necesario para la hidróli-
sis, 5) las protéınas pequeñas Hsp, que se adhieren a sustratos de protéınas y
previenen la agregación irreversible, 6) protéınas tipo lectinas que se adhieren a
sustratos glicosilados, y 7) protéınas oxido reductasas de tioles que toman parte
en la formación de enlaces disulfuro, el plegamiento, y el redireccionamiento de
protéınas mal plegadas.

El plegamiento en el lumen del RE para una preprotéına puede ocurrir du-
rante la translocación, de forma cotraduccional o postraduccional, ver Figura
1.3. Si el plegamiento ocurre durante la translocación, entonces empieza por los
aminoácidos más cercanos al extremo N terminal, debido a que una preprotéına
entra al canal proteico por su extremo N terminal en forma de U [39, 47]. En el
lumen del RE, cuando la preprotéına se encuentra completamente translocada,
continua el proceso de plegamiento de la cadena, y eventualmente, ocurre la
oligomerización, donde diferentes subunidades se unen para formar una sola es-
tructura, ver Figura 1.3. En el lumen, para facilitar el plegamiento de protéınas,
se realiza la glicosilación y se promueve la formación de enlaces disulfuro. Los
glicanos adicionan hidrofobicidad a un poĺıpeptido, sirviendo como substratos
para chaperonas lectinas, mientras que la formación de enlaces disulfuro le per-
miten a una protéına alcanzar una de sus conformaciones nativas [92]. La gran
variedad de protéınas que existen en el lumen del RE para asistir el plegamiento,
son translocadas a través de la membrana del RE, como Ero1p, una protéına
oxido reductasa de 560 aminoácidos que asiste la formación de enlaces disulfuro
[92, 38].

Cuando una preprotéına después de la translocación no logra plegarse de
manera correcta, debe mandarse de regreso al citoplasma para su degradación,
proceso conocido como retrotranslocación o dislocación [92, 94]. El mal plega-
miento de una protéına se debe a las condiciones del medio, a mutaciones en
las protéınas, al estrés celular, entre otros [92, 94]. Las protéınas de secreción
que entran al RE deben plegarse correctamente en el lumen antes de continuar
la ruta de secreción. Si una protéına de secreción está mal plegada o plegada
parcialmente es impedida de seguir la ruta de secreción. La protéına 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 acumulación de protéınas retenidas, se genera una predisposición a formar
agregados [58], los cuales, pueden causar enfermedades como el Alzheimer, el
Parkinson, o la enfermedad de Creutzfeld-Jacob [94]. Para evitar la acumulación
de protéınas mal plegadas, se genera una serie de señales adaptivas de la célula,
conocida como respuesta de mal plegamiento de protéınas, que incluye la trans-
cripción, traducción y translocación de protéınas 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 señales de mal plegamiento, se programa
un tipo de muerte celular conocida como apoptosis [92, 58].

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

El número total de protéınas retrotranslocados puede ser una cantidad no
despreciable, tomando en cuenta primero, que aproximadamente un 20 % de las
protéınas citosólicas son degradadas por no plegarse correctamente, y segundo,
del total de las protéınas celulares, aproximadamente un 30 % corresponde a
protéınas de secreción [65, 94], protéınas 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 retrotranslocación es un mecanismo de respuesta importante para evitar la
acumulación de un gran número de protéınas mal plegadas, que pueden conllevar
a la muerte de la célula.
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1.3. El canal de transporte

El canal que atraviesan las preprotéınas para ingresar al lumen del RE, se
encuentra embebido en la membrana del ret́ıculo endoplásmico. El canal es un
complejo protéıco heterotrimérico, llamado complejo Sec61 para eucariontes y
complejo SecY para bacterias y arqueas [74]. El complejo protéıco, referido co-
mo canal conductor de protéınas [104], está formado por tres subunidades, ↵, �

y � [74]. Las subunidades ↵ y � son esenciales para la translocación y presentan
conservación en sus secuencias. La subunidad � no presenta conservación, 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 translocación
[70, 74]. La subunidad �, en la mayoŕıa de las especies, consiste de un segmento
transmembrana con su extremo terminal N en el citosol, mientras que en algunas
eubacterias como Escherichia coli tiene dos segmentos transmembrana adicio-
nales, no esenciales para su funcionamiento [70]. La subunidad más 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 preprotéınas [14, 74].

1.3.1. Estructura del canal conductor de protéınas

La estructura del canal de translocación de Methanococcus jannaschii ob-
tenida mediante rayos X con una resolución de 3.2 Å, fue publicada por van
den Berg et al. en 2004 [104]. La subunidad ↵ está 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 TM6, por
atrás de la subunidad. Después del segmento TM1, se encuentra un rizo largo
que termina con un pequeño segmento en forma de hélice distorsionada, lla-
mado TM2a, este se encuentra orientado hacia el centro de la subunidad. La
subunidad �, 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
� al otro lado de la membrana. El contacto entre la subunidad � y la subuni-
dad ↵ es limitado. La subunidad � consiste de dos hélices conectadas por una
pequeña hebra � capaz de formar una lámina con la horquilla � de los segmen-
tos transmembrana seis y siete de la subunidad ↵. La subunidad � atraviesa la
membrana en un ángulo 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 � mantiene unidas las dos partes de la
unidad ↵ [104], ver la Figura 1.4.

En la Figura 1.4, se muestra la representación estereográfica del canal con-
ductor de protéınas 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-
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dad � aparece inclinada transversal a la membrana, y la subunidad �, se muestra
manteniendo contacto limitado con la unidad ↵.

Figura 1.4: Representación estereográfica del canal conductor de protéınas
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 preprotéınas durante la translo-
cación, 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 diámetro aproximado de 20–25 Å [104]. El ancho de la cavidad se reduce a
un mı́mino a la mitad de la membrana, donde existe un anillo formado por seis
aminoácidos hidrófobos. La abertura del anillo es de aproximadamente 5–8 Å
[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 tapón al
mantener impermeable a la membrana [104, 74]. El tapón tiene la capacidad de
desplazarse durante la translocación para permitir el paso de una preprotéına
[74].

En la Figura 1.5a, se muestra la posición del tapón formado por la hélice
TM2a. La dirección del desplazamiento del tapón se indica en la Figura 1.5b, y
su posición durante la translocación se indica en la Figura 1.5c. Adicionalmente,
en la Figura 1.5b, se aprecia la cavidad en forma de embudo de la subunidad ↵.

8



Figura 1.5: Canal conductor de protéınas de M. jannaschii y su tapón formado
por la hélice TM2a. a) Posición del tapón antes de desplazarse. b) Dirección
del desplazamiento del tapón. c) Posición del tapón durante la translocación.
Imagen tomada de la referencia [104].

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

El medio intracelular en un medio abarrotado por protéınas

Durante la translocación y la retrotranslocación, una preprotéına tiene seg-
mentos en ambos lados de la membrana, el citoplasma y el lumen del retŕıculo
endoplásmino. En ambos medios, existe una gran variedad de especies molécula-
res. De todas las especies, las macromoléculas más abundantes son las protéınas.
La concentración total de protéınas en el citoplasma o en el lumen del RE se
encuentra por arriba del régimen diluido, en el cual, la concentración total de
los solutos es menor a 10 mg/ml [29, 30]. La concentración de protéınas 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 Sección 5.1. Para expresar la ocupación de protéınas
en el medio intracelular, se utiliza la fracción del volumen. Para el citoplasma,
la fracción de volumen que ocupan las protéınas está entre 0.12–0.38, y para
el lumen del RE está entre 0.12–0.24, ver Sección 5.1. Estos valores de concen-
tración y de fracción de volumen, definen al medio intracelular como un medio
abarrotado por protéınas.

Efecto del abarrotamiento por protéınas sobre las propiedades de una

protéına

Las propiedades f́ısicas y qúımicas de una protéına en un medio diluido pue-
den ser diferentes de las propiedades en un medio abarrotado por protéınas.
Entre las cantidades afectadas por el abarrotamiento por protéınas, se encuen-
tran el coeficiente de difusión, la renaturalización, los coeficientes de actividad
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qúımica, y la formación de estructuras durante el plegamiento. Estas cantidades
medidas experimentalmente, son de interés biológico por tratarse de protéınas,
las cuales desempeñan sus funciones en el abarrotado medio intracelular. A
continuación, indicamos por separado los efectos del abarrotamiento sobre pro-
téınas.

El coeficiente de difusión de la protéına fluorescente verde (GFP) medido
en agua, un ambiente diluido, es D = 87 µm2/s [24]. Cuando el coeficiente
de difusión fue medido en el interior de células eucariotas de la ĺınea CHO, el
coeficiente para el citoplasma resultó entre 25–30 µm2/s, mientras que para el
lumen del RE resultó entre 5–10 µm2/s [24]. Estos valores comparados con el
coeficiente de difusión en agua, corresponden a una reducción 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 difusión de la GFP fue
medido como función de la concentración de macromoléculas en el citoplasma
[45, 46]. El coeficiente de difusión resulta sensitivo a la forma en que cambia la
concentración, y disminuye al aumentar la concentración. En células adaptadas,
el coeficiente de difusión de la GFP a una fracción de volumen de 0.15, es D =
12.3 µm2/s, cuando la fracción de volumen aumenta hasta 0.36, el coeficiente se
reduce a la mitad, 6.2 µm2/s [46]. Otros trabajos experimentales en soluciones
abarrotadas por protéınas o poĺımeros, a concentraciones fisiológicas, muestran
comportamientos similares para el coeficiente de difusión como función de la
concentración [23, 5, 25].

El abarrotamiento puede modificar el plegamiento. Van den Berg et al. estu-
diarón la renaturalización de la lisozima de gallina desnaturalizada en ambientes
abarrotados a condiciones fisiológicas [103]. Como agentes abarrotantes, utiliza-
ron los polisacáridos Ficoll 70 y dextran 70, agentes inertes y altamente solubles
de masa molecular ⇡ 70 kDa, y también utilizarón las protéınas albúmina del
suero de bovino (BSA) y albúmina de pollo (ovalbúmina). La renaturalización
se estudió para la lisozima desnaturalizada en su estado oxidado y en su estado
reducido. De los resultados, la renaturalización de la lisozima desnaturalizada
en sus estado oxidado ocurre al 100%, independientemente de la concentra-
ción y del tipo de agente abarrotante, ver Figura 1.6. La renaturalización de la
lisozima desnaturalizada en su estado reducido disminuye al aumentar la con-
centración del agente abarrotante, como lo indica la Figura 1.6, donde se indica
el porcentaje de protéına renaturalizada como función de la concentración del
agente abarrotante. Para cualquiera de los agentes abarrotantes, existen valo-
res de concentración a la cual se suprime la renaturalización, este efecto del
abarrotamiento es más notorio cuando los agentes abarrotantes son protéınas,
como se aprecia en las dos curvas de la parte superior de la Figura 1.6. Van
den Berg et al. también estudiarón el efecto del abarrotamiento en la actividad
cataĺıtica de la protéına disulfuro isomerasa (PDI) sobre la renaturalización de
la lisozima reducida [103]. La PDI es una protéına que cataliza la formación de
enlaces disulfuro en el lumen del RE. Para estudiar la actividad de la PDI, des-
pués de la renaturalización de la lisozima desnaturalizada en su estado reducido
en ambos, un ambiente diluido y un ambiente abarrotado, se agregó PDI y se
analizó la nueva cantidad de protéına renaturalizada. Cuando la concentración
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de PDI aumenta hasta 12.5 µM, el porcentaje de protéına renaturalizada en un
ambiente diluido se incrementa en ⇡ 20 %, mientras que en un ambiente aba-
rrotado, la renaturalización se incrementa en 30 % y en 40 % para los agentes
abarrotantes Ficoll 70 a una concentración de 200 mg/ml y la protéına BSA a
100 mg/ml, respectivamente. Bajo las condiciones de abarrotamiento utilizadas,
similares a las condiciones de abarrotamiento fisiológicas, la actividad cataĺıtica
de la protéına disulfuro isomerasa aumenta.

Ficoll      70

Dextran  70

BSA

Ovalbumin

Crowding 
agents

Figura 1.6: Porcentaje de lisozima renaturalizada en un ambiente abarrotado
por polisacáridos o por protéınas. Los marcadores sólidos corresponden a la
lisozima oxidada y los marcadores vaćıos a la lisozima reducida. Imagen tomada
de la referencia [30].

El abarrotamiento también puede afectar la dinámica del plegamiento al ni-
vel de estructuras secundarias y terciarias. Mukherjee et al. estudiaron el efecto
del abarrotamiento sobre la dinámica del plegamiento de tres motivos básicos,
una hélice ↵, una hélice-giro-hélice, y una horquilla � [63]. Los dos motivos de
hélices constan de 34 aminoácidos, y el motivo de horquilla � es más pequeño y
consta de 16 aminoácidos. Los agentes abarrotantes utilizados fueron Ficoll 70
y Dextran 70 a una concentración de 200 mg/ml. En sus resultados, la razón
de plegamiento de los motivos hélice ↵ y hélice-giro-hélice no cambia significa-
tivamente por el abarrotamiento comparada con la razón de plegamiento en un
ambiente diluido. Para el motivo horquilla �, la razón de plegamiento es redu-
cida por el abarrotamiento, con una reducción 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 último, genera
una mayor fricción 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 � donde se requieren cambios conformacionales no locales
para cerrar la horquilla, esto hace que el efecto del abarrotamiento sea más pro-
nunciado sobre la formación de la estructura secundaria horquilla �, a pesar de
su tamaño [63].

Al nivel de estructura terciaria, Tokuriki et al. estudiaron el efecto del aba-
rrotamiento sobre el tamaño de la protéına ribonucleasa A (RNasa A) rena-
turalizada. Para ello, compararon el espectro de dicróısmo 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 solución diluida
con urea a 2.4 M, el 70% de la protéına se encuentra desplegada, si la solución
tiene urea a 0.2 M, el total de la protéına se encuentra en su estructura nativa.
Al agregar agentes abarrotantes a la solución con urea a 2.4 M, el espectro de
CD de la RNasa A cambia, y para una ocupación 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 compactación de la RNasa A, y por lo tanto, se favorece la formación
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 enzimática. La RNasa A en un ambiente diluido reduce su
actividad enzimática al incrementar la concentración de urea. La actividad de
la RNasa A cuando la concentración de urea aumenta hasta 2.4 M es de un 5 %.
Al agregar agentes abarrotantes a dicha solución, la actividad de la RNAsa A se
incrementa hasta un 25 % cuando la ocupación de los abarrotantes es de 30 %.
Este resultado indica que el abarrotamiento favorece la formación de estructuras
proteicas similares a la estructura nativa terciaria [63].

En está sección se ha mencionado el efecto del abarrotamiento sobre dife-
rentes propiedades de una protéına. La mayoŕıa de los estudios, realizados en
soluciones abarrotadas por poĺımeros o protéınas, utilizan valores de concentra-
ción similares a las condiciones de abarrotamiento fisiológico, con el objetivo
de conocer el comportamiento y funcionamiento de las protéınas en el aba-
rrotado medio intracelular. Durante la translocación y retrotranslocación, una
preprotéına tiene segmentos en ambos lados de la membrana, en el citoplasma
y el lumen del RE, ambos medios abarrotados principalmente por protéınas.
El efecto del abarrotamiento por protéınas sobre la translocación de una pre-
protéına en el medio intracelular no ha sido estudiado debido al tamaño del
sistema de translocación (de unos cuantos nanómetros), y al limitado control
de las diferentes etapas de la translocación, mediadas por las velocidades de las
reacciones involucradas.

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

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

El efecto estérico del abarrotamiento sobre la translocación se puede estudiar
utilizando modelos que toman en cuenta la reducción de las conformaciones de
un poĺımero en translocación por la presencia de la membrana y de los agen-
tes que abarrotan. El efecto del abarrotamiento sobre la translocación de un
poĺımero se cuantifica al comparar las variables de la translocación 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 poĺımero acceda a todos sus posibles conformaciones
comparadas con las de un poĺımero en el espacio libre. Este impedimento en
las conformaciones, llamado impedimento estérico, modifica la enerǵıa libre del
poĺımero, y por lo tanto, el efecto de la presencia de la membrana o de los
agentes abarrotantes se incluye como una interacción estérica. Los modelos de
translocación de poĺımeros consideran a la membrana como una pared impe-
netrable, con un poro que permite el paso del poĺımero, similar al proceso de
translocación de una preprotéına a través de una membrana.

La translocación de un poĺımero en un ambiente diluido fue estudiada por
Sung y Park [96]. En sus resultados, la presencia de la pared introduce una
barrera de enerǵıa dependiente del tamaño del poĺımero, y puede modificarse
introduciendo potenciales qúımicos. Debido a la barrera de enerǵıa, el tiempo de
translocación resulta mayor al tiempo que por difusión se tardaŕıa un poĺımero
en recorrer una distancia igual a su longitud. El tiempo de translocación ⌧

dil

depende del tamaño de la cadena N y del coeficiente de difusión D, y es aproxi-
madamente ⇡

2

8

(Nb)

2

2D

, con b la longitud de monómero. En sus cálculos númericos
del tiempo, Sung y Park asumen que el coeficiente de difusión es el mismo en
ambos lados de la membrana.

La translocación de un poĺımero 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 ĺımite, cuando los agen-
tes se mueven muy rápido, llamado régimen dinámico, y cuando los agentes
carecen de movimiento, llamado régimen estático. En sus cálculos, también asu-
men que el coeficiente de difusión es igual en ambos lados de la membrana. En
sus resultados, el tiempo de translocación crece con la longitud de la cadena N ,
dependiendo de los valores de concentración en ambos lados de la membrana, el

13



tiempo puede crecer de manera exponencial, presentar un crecimiento asintóti-
co en forma de meseta, o crecer con una ley de potencia. Las tres formas de
crecimiento para el tiempo de translocación se presentan en ambos reǵımenes,
estático o dinámico [35]. Este resultado para el tiempo de translocación, es dife-
rente al obtenido por Sung y Park para la translocación en un ambiente diluido,
y por lo tanto, representa un claro ejemplo del efecto estérico del abarrotamien-
to sobre la translocación de poĺımeros.

En este trabajo, estudiamos y caracterizamos el efecto estérico del abarro-
tamiento fisiológico por protéınas sobre la translocación y retrotranslocación
postraduccional de una preprotéına. Para ello, utilizamos modelos de poĺıme-
ros, tomando en cuenta caracteŕısticas f́ısicas del medio intracelular, como la
viscosidad intracelular, el coeficiente de difusión de protéınas en el citoplasma
y en el lumen del RE, la longitud de las protéınas translocadas hacia el lumen
del RE, y los valores de concentración de protéınas en el citoplasma y en el
lumen del RE. Las caracteŕısticas f́ısicas del medio intracelular son incluidas en
los modelos como parámetros, y nos permiten definir el tipo de abarrotamiento
del medio intracelular.

En este caṕıtulo, aunque se han mencionado las caracteŕısticas principales de
los procesos de translocación y retrotranslocación, en el trabajo de investigación
se toma en cuenta únicamente la interacción 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 demás interacciones, como la
existente entre el agua y los aminoacidos de una protéına, no se incluyen en el
modelo. Modelos para la translocación, incluyendo otro tipo de interacciones o
fenómenos importantes para el proceso de translocación, se dejan como trabajo
a futuro y se mencionan en las perspectivas.
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Caṕıtulo 2

Planteamiento del problema
y objetivos de estudio

La translocación y la retrotranslocación de preprotéınas son procesos vitales
para las células. La translocación permite que las preprotéınas experimenten
el proceso de plegamiento para alcanzar una estructura nativa1, para después
ser dirigidas a sitios espećıficos donde desempeñan sus funciones. Del total de
protéınas, aproximadamente el 30 % deben ser translocadas por tratarse de pro-
téınas de secreción. La retrotranslocación es un proceso de respuesta al mal
plegamiento de protéınas en el lumen, y sirve para evitar la agregación de pro-
téınas, fenómeno asociado con el desarrollo de enfermedades y con la muerte
celular. El mal plegamiento de protéınas en el citoplasma y su degradación ocu-
rre para aproximadamente el 20% de las protéınas. 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 translocación y la retrotranslocación de preprotéınas ocurre entre el ci-
toplasma y el lumen del RE; ambos entornos son ambientes abarrotados por
protéınas. Una preprotéına en transporte tiene segmentos en ambos medios, y
por lo tanto, interacciona con las protéınas abarrotantes. De todas las interac-
ciones, la interacción estérica siempre está presente. Las protéınas abarrotantes
le excluyen volumen a los segmentos de una preprotéına, reduciendo el número
de conformaciones posibles. La reducción en conformaciones modifica la enerǵıa
libre de la preprotéına; este efecto por la exclusión de volumen del abarrota-
miento de protéınas se modela como una interacción estérica.

Para llevar a cabo la translocación o la retrotranslocación, una preprotéına
debe encontrarse en un estado no plegado o de plegamiento parcial. Una protéına
no plegada experimenta diferentes conformaciones para adquirir una estructura
estable o estructura nativa. El número de conformaciones aumenta mientras la

1No todas las protéınas intracelulares alcanzan una estructura nativa. Existen protéınas
que presentan segmentos desordenados y son capaces de desempeñar funciones al interactuar
con otras protéınas. Estas protéınas son llamadas protéınas intrinsecamente desordenadas [4].
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cadena sea impedida de alcanzar el plegamiento, como sucede durante la trans-
locación [74]. Por simplicidad, consideramos que las conformaciones que expe-
rimenta una preprotéına corresponden a las conformaciones de una cadena de
poĺımero sin restricciones, llamada cadena ideal. De esta manera, la preprotéına
se remplaza por un poĺımero o cadena ideal.

Para estudiar el efecto del abarrotamiento por protéınas sobre la transloca-
ción y retrotranslocación postraduccional de preprotéınas a través de la mem-
brana del ret́ıculo endoplasmático, utilizamos modelos estéricos de la transloca-
ción de poĺımeros. A continuación enunciamos todas las consideraciones sobre
el sistema biológico de translocación que nos permiten utilizar modelos f́ısicos.

Una preprotéına en translocación, 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 preprotéına en translocación
es equivalente al de un poĺımero en translocación a través de una pared ŕıgida
delgada2 por medio de un orificio de tamaño despreciable.

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

En el medio intracelular, la preprotéına en translocación se encuentra ro-
deada por las protéınas abarrotantes del citoplasma y el lumen del RE. Por
simplicidad, consideramos que las protéınas abarrotantes son de la misma es-
pecie que la preprotéına en translocación, de esta manera, el tamaño de los
agentes abarrotantes a es igual al tamaño caracteŕıstico de la preprotéına en
translocación, dado por su radio de giro: R

g

=
q

N

6

b. Las protéınas abarrotan-
tes se consideran como agentes esféricos de radio a = R

g

, lo cual equivale a
abarrotamiento por protéınas globulares, con una fracción de volumen �

cit

en
el citoplasma y �

RE

en el lumen del RE. Debido al abarrotameinto, el sistema
de translocación equivalente es el de un poĺımero en translocación en presencia
de agentes esféricos distribuidos aleatoriamente.

En el medio intracelular las protéınas abarrotantes se mueven por difusión.
Una preprotéına en translocación, además del efecto de volumen excluido por
abarrotamiento, experimenta el movimiento de las protéınas. La movilidad por
difusión de las protéınas 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 caṕıtulo 5. La movilidad de una preprotéına en translocación depende de la
movilidad en el citoplasma y en el lumen del RE, y del grado de abarrotamiento.
En consecuencia, la movilidad de una preprotéına en translocación es menor a
la movilidad de una protéına abarrotante; ver caṕıtulo 5. Este comportamiento
corresponde al de un poĺımero en translocación rodeado por agentes esféricos

2En la translocación en células, una preprotéına 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 preprotéınas pequeñas. Consideraciones acerca del
grosor de la membrana se plantean como trabajo a futuro en la Sección 8.3.
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de alta movilidad; en este caso el sistema es llamado abarrotado en un régimen
dinámico. Si las protéınas abarrotantes estuvieran inmóviles, lo cual no corres-
ponde al abarrotamiento intracelular, la translocación equivalente seŕıa la de
un poĺımero rodeado por agentes esféricos inmóviles; este sistema es llamado
abarrotado en un régimen estático.

Para estudiar el efecto estérico del abarrotamiento por protéınas sobre la
translocación y la retrotranslocación de preprotéınas, utilizamos modelos de
translocación de poĺımeros. Estudiamos la translocación de un poĺımero en un
sistema diluido, y en los sistemas con abarrotamiento dinámico y con abarrota-
miento estático. El sistema diluido es utilizado como sistema de referencia para
cuantificar el efecto estérico del abarrotamiento. Los sistemas abarrotados en
un régimen dinámico y en un régimen estático son utilizados para estudiar el
efecto de la movilidad de los agentes abarrotantes.

Las caracteŕısticas f́ısicas del medio intracelular son incluidas en los mode-
los como parámetros. Entre ellas, están la viscosidad del medio intracelular, el
coeficiente de difusión de las protéınas que abarrotan el medio intracelular y la
fracción de volumen que ocupan. También se toma en cuenta la longitud de las
protéınas translocadas hacia el lumen del RE y la diferencia en la fracción de
volumen de las protéınas 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 protéınas sobre las propiedades f́ısicas de la translocación y
retrotranslocación postraduccional de preprotéınas a través de la membrana del
ret́ıculo endoplásmico.

2.1.2. Objetivos particulares

Para estudiar y cuantificar el efecto estérico del abarrotamiento por protéınas
sobre la translocación, debemos cumplir una serie de objetivos part́ıculares:

1.- Calcular, mediante modelos estéricos, las siguientes propiedades f́ısicas:
la enerǵıa libre, la enerǵıa de activación, la fuerza entrópica, y el tiempo de
transporte, para la translocación y la retrotranslocación de un poĺımero en un
ambiente diluido y en un ambiente abarrotado.

2.- Utilizar las propiedades f́ısicas del medio intracelular: viscosidad, concen-
tración de protéınas, y el coeficiente de difusión de protéınas, para calcular los
tres tiempos caracteŕısticos del sistema de translocación que nos permiten defi-
nir en que régimen se encuentra el medio intracelular abarrotado por protéınas,
dinámico o estático, de acuerdo a la movilidad de las protéınas.

3.- Comparar las variables f́ısicas de la translocación en un ambiente diluido
con las de la translocación en un ambiente abarrotado dinámico, para cuantificar
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el efecto estérico del abarrotamiento intracelular.
4.- Calcular las variables f́ısicas de la translocación y la retrotranslocación

como función de la diferencia de las fracciones de volumen �� que ocupan las
protéınas en el citoplasma y en el lumen del RE, para estudiar el efecto de tener
diferentes concentraciones de protéınas en ambos lados de la membrana.

5.- Comparar las variables f́ısicas de la translocación en un sistema abarrota-
do dinámico con las de un sistema abarrotado estático para determinar el efecto
de la movilidad de los agentes abarrotantes sobre la translocación.

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

Para cumplir con nuestros objetivos, en los caṕıtulos 3 y 4 presentamos la
teoŕıa para los modelos estéricos utilizados, y en los caṕıtulos 5 y 6 mostramos
los resultados.
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Caṕıtulo 3

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

En este caṕıtulo se retoma la teoŕıa de cadenas ideales y los modelos de
poĺımeros en translocación en un ambiente diluido y en ambientes abarrotados
[26, 96, 35]. Las expresiones de la enerǵıa libre de cada modelo son aplicadas a
la translocación y la retrotranslocación de preprotéınas en el caṕıtulo 5.

3.1. La cadena ideal en el espacio libre

Consideremos una cadena formada por N monómeros cada uno de longitud
b, con vectores de posición respectivos ~

R

1

, ~

R

2

, . . . , ~

R

N

. Una conformación de la
cadena estará dada por el conjunto de los vectores de posición de los monómeros
C ={ ~

R

1

, ~

R

2

, . . ., ~

R

N

}. Si la posición y la orientación de cualquier monómero de
la cadena no se ven afectados por la presencia de los demás 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 momómeros es fija e igual a b, con orientación independiente e
isotrópica en el espacio [33].

En una cadena, las interacciones entre monómeros vecinos a lo largo de
la cadena se conocen como interacciones de corto alcance, y cuando existen
interacciones entre un monómero 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 interacción de largo alcance proviene del contacto
entre dos nomómeros alejados a lo largo de la cadena pero cercanos en el espacio,
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los cuales no pueden atravesarse entre śı debido a su volumen. Esta interacción
debido a la exclusión 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 conformación
en part́ıcular, 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 h~Ri, el vector que va de un extremo de la cadena situado
en ~

R

1

hasta el otro extremo en ~

R

N

. El vector h~Ri es cero, ya que al promediar
sobre un ensamble, por cada cadena que tenga vector de extremo a extremo ~r

existe otra apuntando en la dirección opuesta �~r.
El vector extremo a extremo, por ser nulo, no da información; por lo tanto,

se utiliza la distancia cuadrática media de extremo a extremo
q
h~R2i. El vector

extremo a extremo ~

R escrito en términos de los vectores ~

b, que apuntan de la
posición de un monómero a la posición del siguiente a lo largo de la cadena, es
[37, 33]:

~

R =
N�1X

i=1

~

b

i

(3.1)

del cual se obtiene:

~

R

2 =
N�1X

i=1

~

b

i

+ 2
X

i 6=j

~

b

i

·~b
j

= (N � 1)b2 + 2
X

i 6=j

b

2 cos (✓
ij

) (3.2)

con ✓

ij

el ángulo entre los vectores ~

b

i

y ~

b

j

. Al promediar sobre un ensamble,
por ser ideal la cadena, los vectores ~

b apuntan en cualquier dirección por no
existir correlación en la orientación, y por lo tanto, hcos (✓

ij

)i = 0. De esta
manera para N grande se tiene:

h~R2i = Nb

2

. (3.3)

Para caracterizar al tamaño de la cadena, se utiliza el radio de giro R

g

, que
mide la distribución de monómeros alrededor del centro de masa de la cadena
[26, 33], el cual está definido como:

R

2

g

=
1
N

NX

i=1

h(~

R

i

� ~

R

CM

)2i (3.4)

con el centro de masa dado por ~

R

CM

= 1

N

P
N

i=1

~

R

i

. Para cadenas con N � 1
se tiene [33]:
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R

2

g

⇡ h~R2i
6

=
Nb

2

6
(3.5)

o

R

g

⇡
r

N

6
b (3.6)

esta cantidad es utilizada comúnmente para caracterizar el tamaño de pro-
téınas globulares en ambientes diluidos.

El cálculo de los valores promedio para cantidades adicionales se facilita
utilizando la función de probabilidad. Para una cadena ideal, la densidad de
probabilidad P de que una cadena de N monómeros tenga vector de extremo a
extremo ~

R, es [33]:

P

N

⇣
~

R

⌘
⇡
✓

2⇡Nb

2

3

◆�3/2

exp

 
� 3~

R

2

2Nb

2

!
. (3.7)

Considere a ⌦(~

R) el número de conformaciones de la cadena con vector de
extremo a extremo fijo R, y a ⌦

0

el número de todas las conformaciones de la
cadena, entonces la probabilidad de que la cadena tenga vector de extremo a
extremo fijo ~

R es P

N

(~

R) = ⌦(~

R,N)/⌦
0

. La enerǵıa libre para la cadena con
vector de extremo a extremo ~

R, debido a la entropia por conformaciones es
F

N

= �TS con S = k

B

ln(⌦(~

R)). Al escribir ⌦ en términos de la probabilidad
dada por la ecuación 3.7, se obtiene [26]:

F

N

⇣
~

R

⌘
= �k

B

T ln
⇣
⌦

0

P

N

(~

R)
⌘

= F

0

+
3k

B

T

~

R

2

2Nb

2

(3.8)

donde el término F

0

contiene el témino en ⌦
0

, el cual es constante y no
depende de ~

R.

En caso de que la cadena ideal esté restringida en sus conformaciones debido
a confinamiento o por la exclusión de volumen por agentes externos, la enerǵıa
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 ŕıgida 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 translocación y la retrotranslocación, protéınas 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 protéına
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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 únicamente el paso de la cadena a fin de
mantener la impermeabilidad de la membrana; por lo tanto, el ancho del canal
es pequeño. En esta sección, indicamos el modelo de translocación de poĺımero
que corresponde a la translocación en ausencia de agentes que obstaculicen el
transporte, llamado modelo diluido.

3.2.1. Enerǵıa libre de una cadena ideal en translocación

Consideremos a una cadena ideal de N monómeros de longitud b atravesando
un poro de tamaño despreciable sobre una pared plana, ŕıgida e impenetrable
(Figura 3.1). Definimos al estado inicial del transporte, en t = 0 s, como el
estado en el cual únicamente un monómero de la cadena ha cruzado; el proceso
de inserción del primer monómero hacia el poro no será tomado en cuenta.

Al tiempo t, cuando n monómeros han atravesado, la cadena se considera
como formada por dos segmentos de n y N � n monómeros, ambos anclados a
la pared.

b

citoplasma lumen del RE

N-n monómeros n monómeros

Figura 3.1: Cadena ideal reemplazando a un protéına sin plegar durante la
translocación.

El proceso de transporte se describe utilizando los dos segmentos de la cadena
a ambos lados de la pared. La enerǵıa libre F de toda la cadena cuando n

monómeros han atravesado es la suma de la enerǵıa libre F de cada segmento
anclado [96]:

F (n) = F (n) + F (N � n) . (3.9)

En la expresión anterior, se ha considerado que la forma funcional de la
enerǵıa 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 enerǵıas: F

cis

(N �
n) y F

trans

(n). La enerǵıa libre F en la ecuación 3.9 representa la enerǵıa
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promedio de un ensamble de cadenas cuando n monómeros han cruzado. Para
conocer F , primero indicamos la enerǵıa libre de un segmento anclado F .

La densidad de probabilidad de un segmento de cadena

Para calcular la enerǵıa 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 ~r y otro anclado en la pared, P

seg

(~r). La densidad de probabilidad
para el segmento, P

seg

, se obtiene de la densidad de probabilidad de una cadena
anclada a la pared con sus dos extremos libres en ~r y ~r

0

: P

cad

; dicha cadena
está restringida a un solo lado por la presencia de la pared. La probabilidad del
segmento es la probabilidad de la cadena anclada en el ĺımite en que uno de los
extremos se aproxima al punto de anclaje en la pared; ver la Figura 3.2.

r 

r0 

      Pcad( r, r0 )      
r 

r0 

    Pseg= lím Pcad

         r0      0

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 ĺımite en que un extremo tiende al punto de anclaje.

Para el caso de la cadena anclada, cuyos extremos se encuentran en las
posiciones ~r y ~r

0

, la presencia de la pared restringe sus conformaciones. Por
cada conformación de la cadena anclada con vector de extremo ~r

0

, existe una
conformación restringida la cual corresponde a la conformación de una cadena
con su extremo en ~r

⇤
0

, donde ~r

⇤
0

difiere del vector ~r

0

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 ~r

y ~r

0

es la probabilidad de la cadena ideal en el espacio libre P

libre

dada por la
ecuación 3.7. Esta probabilidad, por complementaridad de probabilidades, es la
suma de la probabilidad de una cadena anclada en la pared P

cad

con extremos
en ~r y ~r

0

, más la probabilidad de una cadena que tiene vectores de extremo ~r y
~r

0

pero que no está anclada P

no-ancla

. La relación entre probabilidades es:

P

libre

(~r,~r
0

) = P

cad

(~r,~r
0

) + P

no-ancla

(~r,~r
0

) . (3.10)
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r*0 

Figura 3.3: Izquierda: cadena anclada a la pared con sus extremos libres en
~r y ~r

0

. Derecha: cadena que representa la conformación impedida a la cadena
anclada por la presencia de la pared. El extremo en ~r

⇤
0

difiere del vector ~r

0

de
la cadena anclada en la coordenada x, la cual se reemplaza por �x.

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 ~r y ~r

⇤
0

; por lo
tanto, la probabilidad de la cadena no anclada es la probabilidad de una cadena
ideal con extremos en ~r y ~r

⇤
0

. Dejando la probabilidad de la cadena no anclada
en términos de la probabilidad de una cadena ideal y despejando de la ecuación
anterior, se encuentra para la probabilidad para la cadena anclada [96]:

P

cad

(~r,~r
0

) = P

ideal

(~r � ~r

0

)� P

ideal

(~r � ~r

⇤
0

) . (3.11)

En la ecuación anterior, los términos para la probabilidad de la cadena ideal
se evaluaron en ~r�~r

0

y en ~r�~r

⇤
0

, 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 ecuación 3.7.

Con la probabilidad P

cad

, la probabilidad de un segmento anclado en la pared
P

seg

se obtiene al tomar el ĺımite cuando el extremo ~r

0

de la cadena anclada
tiende a cero. Para ello, tomamos a un extremo de la cadena anclada como
~r = (x, y, z), y para el otro extremo ~r

0

= (x
0

, 0, 0) con x

0

pequeño tendiendo a
cero. De esta manera, la densidad de probabilidad de un segmento anclado de
k monómeros, con el extremo libre en ~r, y el otro extremo a una distancia x

0

de la pared, se calcula como:

P

seg

(~r; k) = P

cad

(~r,~r
0

) |
~r0=(x0,0,0)

= [P
ideal

(~r � ~r

0

)� P

ideal

(~r � ~r

⇤
0

)]
~r0=(x0,0,0)

(3.12)
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P

seg

(~r; k) =
✓

2⇡kb

2

3

◆�3/2

exp
✓
� 3

2kb

2

�
(x� x

0

)2 + y

2 + z

2

�◆

�
✓

2⇡kb

2

3

◆�3/2

exp
✓
� 3

2kb

2

�
(x + x

0

)2 + y

2 + z

2

�◆
.

(3.13)

Al simplificar la expresión anterior se obtiene:

P

seg

(~r; k) =
✓

2⇡kb

2

3

◆�3/2

2 sinh
✓

6xx

0

2kb

2

◆
exp

✓
� 3

2kb

2

�
x

2 + y

2 + z

2 + x

2

0

�◆

(3.14)
Utilizando el desarrollo en serie de la función seno hiperbólico alrededor de

x

0

= 0, y tomando términos a primer orden en x

0

, se obtiene [96]:

P

seg

(~r; k) =
✓

2⇡kb

2

3

◆�3/2 6xx

0

kb

2

exp
✓
� 3

2kb

2

�
x

2 + y

2 + z

2

�◆
. (3.15)

La expresión anterior representa la densidad de probabilidad para que un
segmento de cadena de k monómeros tenga vector de extremo ~r = (x, y, z)
mientras el otro se encuentra en x

0

cercano a la pared. La probabilidad de
encontrar un segmento con un extremo cercano a la pared en x

0

y con su otro
extremo en cualquier punto del espacio (con la restricción de que x > 0 debido
a que no puede atravesar la pared) se obtiene al integrar la expresión anterior
sobre el espacio, con la restricción de que x > 0 [96]:

P

seg

(k) =
Z 1

�1

Z 1

�1

Z 1

0

✓
2⇡kb

2

3

◆�3/2 6xx

0

kb

2

exp
✓
� 3

2kb

2

�
x

2 + y

2 + z

2

�◆
dxdy dz.

(3.16)
El resultado, en términos del número de monómeros k del segmento, es:

P

seg

(k) =

 r
6
⇡

x

0

b

!
k

�1/2

. (3.17)

La enerǵıa libre de un segmento de cadena ideal anclado

La enerǵıa libre para un segmento de cadena de k monómeros anclado a la
pared se obtiene a partir de su probabilidad. Si ⌦ es el número de conformaciones
del segmento anclado de k monómeros y ⌦

0

el número de conformaciones del seg-
mento en el espacio libre, entonces P

seg

(k) = ⌦(k)/⌦
0

. La enerǵıa libre del seg-
mento anclado tomando en cuenta las conformaciones es F

seg

(k) = �k

B

T ln(⌦).
Al escribir ⌦ en términos de la probabilidad P

seg

(k) dada por la ecuación 3.17,
la enerǵıa libre se calcula como:
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F (k) = �k

B

T ln (⌦
0

P

seg

(k)) = �k

B

T ln

 
⌦

0

 r
6
⇡

x

0

b

!
k

�1/2

!
= F

0

+
1
2
k

B

T ln (k) .

(3.18)
En la expresión anterior, el término F

0

= �k

B

T ln
⇣
⌦

0

q
6

⇡

x0
b

⌘
no depende

del número de monómeros de la cadena, por lo tanto, es constante y puede
tomarse como el nivel de referencia de la enerǵıa. De esta manera, la enerǵıa
libre de un segmento de cadena de k monómeros anclado a la pared es [96]:

F (k) =
1
2
k

B

T ln (k) . (3.19)

Para una cadena ideal en translocación, compuesta por N monómeros, la
enerǵıa libre de la cadena F cuando n monómeros han atravesado la pared se
obtiene de la suma de las enerǵıas de los segmentos de cadena que se encuentran
a cada lado de la pared, compuestos de n y N �n monómeros respectivamente,
esto es:

F (n) = F (n) + F (N � n) =
1
2
k

B

T ln ((N � n) n) . (3.20)

Esta expresión representa la enerǵıa libre promedio de una cadena ideal
cuando n monómeros se encuentran de un lado de la pared. Nosotros utilizamos
esta expresión para definir la fuerza asociada a la translocación de una cadena
en un ambiente diluido y para calcular el tiempo promedio de primer paso de
una cadena en translocación en el caṕıtulo 6.

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

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

El movimiento de las protéınas solubles en el interior de las células ocurre
principalmente por difusión, la cual disminuye al aumentar el tamaño de la pro-
téına y el grado de abarrotamiento del medio. En el citoplasma y en el lumen
del RE, la difusión de las protéınas es del orden de µm2

/s (ver Sección 5.2).
Modelar el proceso de translocación tomando en cuenta el movimiento por difu-
sión de las protéınas que abarrotan el medio, resulta un proceso complejo. Para
describir el transporte de forma anaĺıtica incluyendo la movilidad de los agentes
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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 caracteŕıstico de los agentes abarrotates (protéınas solubles) de-
bido a su movilidad por difusión, el tiempo de relajación de la preprotéına en
transporte, y el tiempo de translocación.

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

En este régimen estático, si el tiempo de translocación es mucho mayor que
el tiempo de relajación de la preprot́ına, entonces, la preprotéına por carecer
de plegamiento, accede a todas su posibles conformaciones. Bajo estas consi-
deraciones, la preprotéına se comporta como una cadena ideal (o poĺımero sin
interacciones) y el proceso de translocación es equivalente al transporte de una
cadena ideal rodeada por agentes estáticos, el cual describimos a continuación.

3.3.1. Enerǵıa libre para una cadena en un ambiente aba-
rrotado estático

Tomando en cuenta que una preprotéına en transporte en un régimen estático
se comporta como una cadena ideal, vamos a indicar la forma de obtener la
enerǵıa libre de la cadena como función del número de segmentos que atraviesan
la membrana a través del poro o canal.

Durante el transporte, una cadena ideal de N monómeros está formada por
dos segmentos, uno a cada lado de la membrana: lado cis, del cual parten los
monómeros y lado trans, al cual llegan. El número de monómeros del segmento
en el lado trans es n (el segmento de cadena que atraviesa), mientras que el
número de monómeros del segmento en el lado cis es N � n (el segmento de
cadena que aún no ha atravesado). Si las protéınas en los lados cis y trans
ocupan fracciones de volumen respectivas �

cis

y �

trans

, entonces se reduce el
volumen disponible para la cadena, y por lo tanto, los segmentos en ambos
lados acceden a un número menor de conformaciones, comparado con el caso
de una cadena en un sistema diluido. De esta forma, la enerǵıa libre de los
segmentos, y por lo tanto, de la cadena, depende de la ocupación de las protéınas.
Adicionalmente, cada segmento de la cadena por estar anclado al poro de la
membrana, a la cual consideramos ŕıgida e impenetrable, tiene un número menor
de conformaciones comparado con las de un segmento en el espacio libre. Con
estas dos consideraciones, la enerǵıa libre de una cadena o de un segmento debe
tomar en cuenta la reducción 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 enerǵıa libre F cuando n

monómeros han atravesado, es la suma de la enerǵıa libre de los segmentos
que se encuentran a cada lado de la membrana. Para cada segmento, podemos
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separar la enerǵıa libre F

seg

en dos partes, una que toma en cuenta la contribu-
ción estérica debido el anclaje de la cadena a la membrana y a la presencia de
la membrana F

dil

, y otra considerando la contribución estérica por la presen-
cia de los agentes abarrotantes estáticos F

est

aba

. En la Figura 3.4, se indican las
contribuciones estéricas a la enerǵıa libre de un segmento.

Figura 3.4: Las conformaciones de un segmento de cadena de n monómeros
(Figura de la izquierda) están 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 estáticos (Figura de la derecha).

La primera contribución de F

seg

corresponde a la enerǵıa libre de un seg-
mento de n monómeros en un ambiente diluido, dada por F

dil

(n); descrita en la
Sección 3.2.1, y dada por la ecuación 3.19. La segunda contribución a la enerǵıa
F

seg

se calcula en el siguiente apartado para un segmento de n monómeros ro-
deado por agentes esféricos a una fracción de volumen �: F

est

aba

= F (�, n). Con
estas dos contribuciones para cada segmento, la enerǵıa libre F de la cadena de
N monómeros cuando n han sido translocados es:

F (�
cis

, �

trans

, N, n) = F (�
cis

, N � n) + F (�
trans

, n) +
1
2
k

B

T ln ((N � n)n) .

(3.21)
En la expresión 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 únicamente en la fracción
de ocupación de agentes abarrotantes �. La dependencia en la ocupación de las
protéınas a cada lado de la membrana depende de la dirección de transporte.
Para el caso de traslocación, el lado cis corresponde al citoplasma, y el lado trans
al lumen del RE; en retrotranslocación, los lados se invierten. En el lado derecho
de la ecuación, los dos primeros términos corresponden a la contribución de cada
segmento por abarrotamiento y el último término corresponde a la contribución
debido a la presencia de la pared y al anclaje de los segmentos. De esta forma,
para conocer la enerǵıa libre de la cadena, necesitamos la expresión F (�, n), la
cual discutimos a continuación.
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3.3.2. Enerǵıa libre de un segmento rodeado por agentes
esféricos estáticos

La presencia de agentes esféricos estáticos reduce el número de conformacio-
nes permitidas a un segmento de cadena, comparado con las conformaciones del
segmento en el espacio libre. La reducción en conformaciones, cambia la enerǵıa
libre de forma entrópica. El cambio en la enerǵıa libre para un segmento de ca-
dena de n monómeros es F = �ST = �k

B

T ln ⌦ [26], donde S = k

B

ln ⌦(n) es
la entropia dada en términos de ⌦(n), que representa el número de conformacio-
nes permitidas a la cadena de n monómeros debido a la presencia de los agentes
estáticos. Si ⌦

0

es el número total de trayectorias de una cadena en el espacio
libre, entonces la probabilidad de las trayectorias permitidas es P

⌦

= ⌦/⌦
0

. Al
despejar ⌦ en términos de P

⌦

, se tiene: ⌦ = ⌦
0

P

⌦

(n). El número de confor-
maciones permitidas ⌦(n) equivale al número 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 ocupación en volumen �. De esta forma,
P

⌦

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 P

s

. En términos de P

s

, la enerǵıa libre para un
segmento es [35]:

F (�, n) = �k

B

T ln (P
s

(�, n)) . (3.22)

En la expresión anterior, el término con ⌦
0

es constante y no se ha escrito.
La probabilidad de supervivencia P

s

, se ha expresado como función del número
de monómeros n de un segmento, sin embargo, en el modelo de un caminante
browniano, P

s

se expresa como función del tiempo.
La probabilidad de supervivencia como función 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 está dada por la solución de Smoluchowski:
P

s

(t) ⇠ exp(�t) [102]. En el segundo, para tiempos grandes, la dependen-
cia es una exponencial estirada, dada por la solución de Donsker–Varadhan:
P

s

(t) ⇠ exp(��t

3/5) [27]. En ambos reǵımenes, la dependencia de la proba-
bilidad en el tamaño y en la fracción de volumen que ocupan las trampas se
incluye en las constantes  y �. Para tiempos intermedios, entre los reǵımenes
de Smoluchowski y el de Donsker–Varadhan, la forma anaĺıtica de P

s

(t) no ha
sido establecida, debido principalmente a la dificultad asociada a la resolución
de la ecuación de difusión con condiciones a la frontera; sin embargo, el trabajo
numérico de Barkema et al. [6] indica el comportamiento temporal asintótico
que conecta dichos reǵımenes, el cual depende de la ocupación � de las trampas.

Al utilizar la forma anaĺıtica de la probabilidad de supervivencia en los
ĺımites de tiempos cortos y de tiempos largos, aplicada al caso de un segmento
de cadena, se obtienen expresiones anaĺıticas para la enerǵıa libre en los ĺımites
de segmentos cortos y segmentos largos. La expresión para cadenas cortas es
más adecuada para modelar la translocación en un medio estático, debido a los
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valores de abarrotamiento fisiológico � del citoplasma y del lumen del RE, de
acuerdo a los resultados númericos de Barkema [6], como se indica más abajo
utilizando la longitud de entrecruzamiento N

c

.
Antes de indicar la forma anaĺıtica para la enerǵıa libre, discutimos la forma

de la probabilidad de supervivencia en los dos reǵımienes.

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]:

F

n

= (1� p)Rn�1 (3.23)

asumiendo que el punto de partida no es una trampa. En la ecuación anterior
R

n

es el número de sitios diferentes visitados. La probabilidad de supervivencia
se obtiene al promediar F

n

sobre un ensamble de sistemas, y por lo tanto:

P

s

(n) = hF
n

i = h(1� p)Rn�1i = exp(�)hexp(��R

n

)i (3.24)

con � = � ln(1 � p). La expresión anterior ha sido escrita de tal forma que
el promedio entre llaves corresponde a la definición de la función generadora de
momentos C(�) [87]:

C(�) = hexp(��R

n

)i =
Z

exp(��R

n

)P
Rndn, (3.25)

con P

Rn la función de probabilidad para R

n

[87]. La expresión para la pro-
babilidad de supervivencia en términos de la función generadora de momentos
P

s

(t) = exp(�)C(�), es útil si se conocen los momentos de R

n

, ya que repre-
sentan los términos principales del desarrollo en serie de la función generadora,
dada como [87]:

C(�) = 1 +
1X

n=1

�

n

n!
M

n

(3.26)

donde los momentos de R

n

están dados por M

m

= h(R
n

)mi. Utilizando
la expresión anterior, se puede aproximar la función generadora de momentos
con los primeros términos del desarrollo en serie, y por lo tanto, también la
probabilidad de supervivencia [119].

En la expresión 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]:

P

s

(n) = hexp [ln(1� c)N
b

(n)]i

P

s

(n) ⇡ exp [ln(1� c)hN
b

(n)i] (3.27)

30



donde c es la densidad de trampas y reemplaza a la probabilidad p de la ex-
presión 3.24 en el modelo de red de trampas puntuales. La densidad c representa
el número de los sitios ocupados por las trampas en una red de volumen V y
longitud b. La cantidad N

b

(n) es el número 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 descripción del sistema continuo se considera el ĺımite
cuando b ! 0.

El promedio del número de sitios visitados, como función del número de
pasos n, está dado por [85]:

hN
b

(n)i = �n + �n

1/2 + �

0

(3.28)

con � = 2⇡

3b

, � = 8
p

⇡

6

�
a

b

�
2 y �

0

una constante indenpendiente de n.
Para las trampas, su densidad en número c se obtiene como el número de

trampas n

t

entre el número de sitios de la red n

r

de longitud b. La densidad c,
en términos de la fracción de volumen que ocupan las trampas �, el volumen de
la red V

red

= n

r

b

3, y el volumen por trampa v = 4⇡a

3

3

, se relaciona como:

� =
n

t

v

V

red

=
n

t

v

n

r

b

3

= c

v

b

3

= c

✓
4⇡a

3

3b

3

◆
. (3.29)

Al sustituir hN
b

(n)i y c, la probabilidad de supervivencia en la ecuación 3.27
se escribe como función del tamaño de las trampas a, la fracción de volumen
que ocupan � y la longitud de paso b:

P

s

(n) / exp

 
� b

2

2a

2

�

"
n +

r
24n

⇡

a

2

b

2

#!
. (3.30)

La expresión anterior se obtiene de la ecuación 3.27 al utilizar el desarrollo en
serie a primer orden: ln(1 � c) ⇡ �c, para c ⌧ 1. Para el caso de un segmento
de cadena, las trampas representan los agentes abarrotantes de radio a con
ocupación �, y b es la longitud de monómero del segmento.

Probabilidad de supervivencia para tiempos largos

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

P

s

(t) / exp(�⌫

d

n

2/5

s

(Dt)3/5) (3.31)

donde ⌫

d

es una constante numérica que depende de la dimensión del es-
pacio; para d = 3 se tiene ⌫

3

= 5

3

41/5

⇡

8/5 ⇡ 13.73. n

s

es el número promedio
de trampas en una región; para trampas esféricas de radio a con fracción de
ocupación �, se tiene n

s

= �

4
3 ⇡a

3 . En el factor Dt, D es el coeficiente de difusión
del caminante browniano, el cual tiene su análogo en el sistema de una cadena
de n monómeros, al igualar el desplazamiento cuadrático medio del caminante
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browniano h~r2i con la distancia extremo a extremo h~R2i de la cadena: Dt = b

2
n

6

.
Al sustituir ⌫

3

, n

s

y Dt en la ecuación 3.31, la probabilidad de supervivencia
como función de n, aplicada a cadenas largas, es:

P

s

(n) / exp

 
�2.64

✓
b

a

◆
6/5

�

2/5

n

3/5

!
. (3.32)

Longitud de entrecruzamiento N

c

y el régimen estático para cadenas

cortas

La enerǵıa libre de un segmento puede calcularse por medio de la ecua-
ción 3.22 utilizando las expresiones para la probabilidad de supervivencia para
cadenas cortas (ecuación 3.30) y para cadenas largas (ecuación 3.32). Ambas
expresiones son válidas para valores de n lejanos a la longitud de entrecruza-
miento N

c

, valor en el cual la descripción para cadenas cortas y cadenas largas
es similar pero no se conoce la forma anaĺıtica por no conocer la probabilidad
de supervivencia. El valor de N

c

ha sido estimado para sistemas en dos y tres
dimensiones por medio del método de Monte Carlo para poĺımeros [6], y ha
resultado dependiente de la densidad de ocupación en número de los agentes
abarrotantes c. En tres dimensiones, el entrecruzamiento ocurre cuando [6]:

N

c

=
✓

8.5
� ln(1� c)

◆
3/2

(3.33)

por lo tanto, cualquier cadena con un número de monómeros n mucho menor
que N

c

(n ⌧ N

c

) estará en el régimen de cadenas cortas, y cualquier cadena en
la cual n � N

c

estará en el régimen de cadenas largas. La longitud de entre-
cruzamiento, utilizando el desarrollo en serie a primer orden para el logaritmo
(c ⌧ 1) y sustituyendo la densidad c con la fracción de ocupación � de los
agentes esféricos de radio a por medio de la ecuación 3.29, es:

N

c

= 212
⇣

a

b

⌘
2

�

�3/2

. (3.34)

Al considerar que las cadenas en translocación son de la misma especie que
las protéınas que abarrotan, con tamaño igual al radio de giro (a = b

p
N/6),

entonces la longitud de entrecruzamiento se vuelve función del tamaño de la
cadena N . En la Figura 3.5, se muestra la longitud de entrecruzamiento para
diferentes fracciones de ocupación � dentro de los valores de abarrotamiento
fisiológico. Se observa que al aumentar la fracción de ocupación � la longitud de
entrecruzamiento disminuye. Adicionalmente, N

c

crece al aumentar el tamaño
de la cadena, debido a la dependencia en N para el radio de giro. Para los
valores fisiológicos más 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 fisiológicos (desde 70 hasta ⇡ 4500). El menor valor de
entrecruzamiento N

c

es ⇡ 7000 (ver lado izquierdo de la Figura 3.5) es mayor a
cualquier tamaño de protéına de interés biológico, y por lo tanto, el modelo de
agentes abarrotantes estáticos está dentro del régimen de cadenas cortas.
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Figura 3.5: Longitud de entrecruzado N

c

como función del tamaño de la ca-
dena en transporte N . Las ĺıneas corresponden a tres diferentes fracciones de
ocupación � dentro de los valores fisiológicos de abarrotamiento por protéınas.

Enerǵıa libre de un segmento en el régimen de cadenas cortas

Debido a los valores fisiológicos de abarrotamiento, la probabilidad de super-
vivencia por abarrotamiento estático corresponde a la del régimen de cadenas
cortas dada por la expresión 3.30. De esta forma, la enerǵıa libre de un segmento
por abarrotamiento estático, al utilizar la ecuación 3.22, está dada por:

F (�, n)
k

B

T

=
1
2

✓
b

a

◆
2

�

 
n +

r
24a

2

⇡b

2

n

!
. (3.35)

La enerǵıa libre para una cadena de N monómeros, en transporte, se obtiene
sustituyendo la expresión anterior en la ecuación 3.21.

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

Durante el transporte (translocación o retrotranslocación) una cadena de N

monómeros está sujeta a la interacción de las protéınas que abarrotan el citoplas-
ma y el lumen del RE. Tomando en cuenta únicamente la parte conformacional,
debido al grado de abarrotamiento fisiológico y las escalas de tiempo caracteŕısti-
cas de transporte y de relajación de la cadena, se muestra en el caṕıtulo 5 que el
transporte ocurre en un ambiente abarrotado por protéınas de gran movilidad,
definido como el régimen dinámico de Gopinathan y Kim [35]. A continuación
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discutimos las caracteŕısticas principales del modelo, y las expresiones para la
enerǵıa libre de una cadena en transporte en un régimen dinámico.

3.4.1. Enerǵıa libre para una cadena en un régimen dinámi-
co

Una cadena de N monómeros en transporte tiene n monómeros en el lado
trans y el resto N �n en el lado cis. En un régimen dinámico, la interacción de
un segmento de cadena con los agentes abarrotantes en movimiento promueve
que los monómeros del segmento de cadena se confinen en una región globular
[55, 105], fenómeno que permite aumentar el número de conformaciones de la
cadena (un segmento de cadena en una conformación alargada rodeada de agen-
tes tiene más 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 enerǵıa libre F es la suma de la enerǵıa libre del segmento
que entra al lado trans, F (�

trans

, n), y la enerǵıa libre del segmento que está en
el lado cis, F (�

cis

, N � n), ambos segmentos confinados en una región globular
debido al abarrotamiento dinámico. En el régimen dinámico, la enerǵıa libre F
de la cadena en transporte es:

F (�
cis

, �

trans

, N, n) = F (�
cis

, N � n) + F (�
trans

, n) . (3.36)

En la expresión anterior, se ha considerado la misma expresión para la
enerǵıa libre F en ambos lados de la membrana, asumiendo que la única di-
ferencia entre los medios rodeando la pared es la fracción de ocupación �. A
diferencia de la enerǵıa libre en el régimen estático (ecuación 3.21), en la ex-
presión anterior no aparece la enerǵıa libre de una cadena en transporte en un
ambiente diluido, ya que en el régimen dinámico el colapso de la cadena permite
considerar a la cadena formada por dos segmentos colapsados en globulos.

3.4.2. Enerǵıa libre de un segmento de cadena en un régi-
men dinámico

En la expresión para la enerǵıa libre de la cadena, ecuación 3.36, aparece
la enerǵıa libre de un segmento de cadena: F . La enerǵıa libre de un segmento
tiene dos contribuciones, una asociada al trabajo necesario para generar una
cavidad esférica en un ambiente de protéınas esféricas, F

cav

, y otra asociada
a las conformaciones posibles del segmento colapsado en la región globular,
F

entrop

. En la Figura 3.6, se ilustra la descomposición de ambas contribuciones.

Enerǵıa libre de un segmento debido a la formación de una cavidad

esférica

La enerǵıa libre debido a la formación de una cavidad de radio r en un
ambiente de esferas de radio a, con una fracción 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 dinámico (Figura de
la izquierda) presenta dos contribuciones a la enerǵıa libre, una asociada a la
creación de una cavidad esférica en un mar de esferas (Figura del centro), y otra
asociada a las conformaciones del segmento en la región globular (Figura de la
derecha).

en dos casos, cuando r < a, denotado W

0

, y cuando r � a, denotado W

macro

;
para valores intermedios de r existen aproximaciones del trabajo tomando como
expresiones de partida W

0

y W

macro

. Primero indicamos las expresiones W

0

y
W

macro

, después las expresiones aproximadas de W para valores intermedios de
r, y por último la expresión asociada a la enerǵıa libre.

Para cavidades de radio r < a, el trabajo W

0

depende de la fracción de
volumen libre de esferas (1� 4⇡r

3

3

c

p

), y está dado como [16, 82, 83]:

W

0

= �k

B

T ln
✓

1� 4⇡r

3

3
c

p

◆
para r < a, (3.37)

en donde c

p

representa la densidad en número de las esferas, la cual se puede
escribir en función de la fracción de volumen � que ocupan las esferas de radio
a mediante � = c

p

4⇡a

3

3

. En la expresión anterior, se considera que el tamaño de
la cavidad es suficientemente pequeño de tal forma que no se pueda encontrar
una part́ıcula esférica de tamaño a, por lo tanto, el trabajo está relacionado con
la probabilidad de que exista un hueco de tamaño r < a en un sistema formado
por esferas de radio a [82].

Para una cavidad de tamaño macroscópico (r � a), el trabajo necesario
W

macro

depende de la presión p que ejerce el sistema de esferas y de la fuerza
asociada a la tensión superficial �. La expresión para el trabajo es [16]:

W

macro

= pV + �

✓
1� 2�

r

◆
S (3.38)

donde V y S son el volumen y el área superficial de la cavidad, respectiva-
mente; además, � representa la longitud de Tolman1 asociada a la curvatura de

1La longitud de Tolman � se utiliza para incluir el efecto de la curvatura sobre la tensión
superficial � de una gota. Esta cantidad mide el grado al cual la tensión superficial de una
gota pequeña se desv́ıa del valor de la tensión superficial � de una superficie plana [8].
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la cavidad [100]. Para una cavidad esférica, el volumen y el área superficial son
V = 4⇡r

3

3

y S = 4⇡r

2.
Para cavidades de tamaño r > a, existen expresiones aproximadas del tra-

bajo W (r), para r ⇠ a y para r � a.
Para cavidades de tamaño 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 expresión aproximada es W (r) = W

0

(a) + W

0
0

(r � a) + 1

2

W

00
0

(r � a)2 +
1

6

W

000
0

(r � a)3, y en ella se utiliza la continuidad de las primeras derivadas en
r = a. En esta versión aproximada el término constante resulta importante para
cavidades de tamaño r ⇡ a [77].

Para cavidades de tamaño r � a, la expresión para el trabajo W debe pa-
recerse a la expresión del trabajo para cavidades macroscópicas W

macro

, en la
cual solo aparecen términos dependientes de r. Una forma para obtener la ex-
presión aproximada para el trabajo consiste en tomar la expresión del trabajo
macroscópico W

macro

(ecuación 3.38) utilizando como constantes a determinar
p, � y �. Las tres constantes se obtienen pidiendo: a) continuidad en las dos
primeras derivadas del trabajo en r = a, al igualar W

0

con W

macro

, y b) utili-
zando la forma exacta de la presión2 en términos de la función de correlación
por pares g(r), dada como [82, 16]:

p

k

B

T

= c

p

+
2
3
⇡d

3

c

2

p

g(d) (3.39)

en donde la función de correlación g se expresa en términos del trabajo
necesario para formar la cavidad, g(d) = W

0
(d)

4⇡d

2
cpkBT

[83, 16], con W = W

macro

,
y d = 2a el diámetro de una esfera.

Del trabajo macroscópico, W

macro

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

W (r) = (�8⇡��) r + (4⇡�) r

2 +
✓

4
3
⇡p

◆
r

3

. (3.40)

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

dW

macro

dr

|
r=a

=
dW

0

dr

|
r=a

(3.41)

d

2

W

macro

dr

2

|
r=a

=
d

2

W

0

dr

2

|
r=a

(3.42)

(3.43)
2Para conocer la presión es suficiente con conocer la función de correlación por pares cuando

dos esferas están en contacto, esto es, cuando sus centros están separados por una distancia
d = 2a [83].
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y la forma exacta de la presión, la expresión 3.39, se obtiene:

� = a

�

1 + �

, (3.44)

� = �9k

B

T

8⇡a

2

�

2(1 + �)
(1� �)3

, (3.45)

p =
3k

B

T

4⇡a

3

�(1 + � + �

2)
(1� �)3

. (3.46)

En las expresiones anteriores aparece la dependencia en �, la cual se obtuvo
al reemplazar c

p

= �/

4⇡a

3

3

. Al sustituir las tres constantes en el trabajo W (r)
(ecuación 3.40), y al ordenar términos se obtiene:

W (r)
k

B

T

=
�(1 + � + �

2)
(1� �)3

✓
r

3

a

3

◆
� 9

2
�

2(1 + �)
(1� �)3

✓
r

2

a

2

◆
+ 9

�

3

(1� �)3
⇣

r

a

⌘
. (3.47)

Esta expresión aproximada para el trabajo W (r), comparada con la expre-
sión W

0

(r) para r = a, difiere en no más del 10% para valores de � ⇡ 0, para
valores de � > 0.3 la diferencia crece con � en más del 10 %. En nuestro trabajo
de investigación utilizamos la expresión aproximada W (r), ecuación 3.47, por
ser una expresión más general en cuanto al tamaño de la cavidad.

La enerǵıa libre asociada a la creación de la cavidad, F

cav

, es el trabajo ne-
cesario para generar la cavidad esférica, W (r). Al considerar que en la cavidad
de radio r, un segmento de cadena de longitud n se comporta como un gas de
n monómeros con volumen nb

3, entonces el radio se escribe como función del
número de monómeros y de la longitud de monómero: r =

�
3n

4⇡

�
1/3

b. Sustitu-
yendo r en el trabajo W (r) (ecuación 3.47), la enerǵıa libre para la creación de
la cavidad es:

F

cav

(�, n)
k

B

T

=
�(1 + � + �

2)
(1� �)3

⇣
n

v

⌘
� 9

2
�

2(1 + �)
(1� �)3

⇣
n

v

⌘
2/3

+ 9
�

3

(1� �)3
⇣

n

v

⌘
1/3

.

(3.48)
En la expresión anterior, se ha introducido v = 4

3

⇡

�
a

b

�
3, que representa el

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

Enerǵıa libre conformacional de un segmento en una cavidad esférica

Un segmento de cadena de n monómeros dentro de una cavidad esférica de
radio r ⇠ n

1/3

b, tiene restringido el número de conformaciones accesibles. La
fracción de las conformaciones permitidas para la cadena debido al confinamien-
to en una cavidad esférica de radio r es f = 6/⇡

2

P
i=1

1/k

2 exp(�(⇡kR

g

/r)2)
[114]. La enerǵıa libre por la restricción en las conformaciones para un segmento
de n monómeros es F

entrop

(n) = �k

B

T ln f [114]. Tomando el término de la serie
que más contribuye, con k = 1, la enerǵıa F

entrop

, va como ⇡

2

R

2

g

/r

2 [35]. Con
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el radio de giro para una cadena ideal R

g

, dado por la ecuación 3.5, y con r en
términos de n y b para una cavidad esférica, la enerǵıa libre F

entrop

es [35]:

F

entrop

k

B

T

=
⇡

2

6
n

1/3

. (3.49)

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

Enerǵıa libre de un segmento de cadena y de una cadena en un régi-

men dinámico

Para un segmento de cadena de longitud n, la enerǵıa libre debido a la
formación de la cavidad y a las conformaciones posibles, F , está dada por la
suma de la enerǵıa libre F

cav

(ecuación 3.48) y la enerǵıa libre F

entrop

(ecuación
3.49):

F (�, n) = F

cav

(�, n) + F

entrop

(�, n) (3.50)
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2)
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3
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⇣

n

v

⌘
1/3

+
⇡

2

6
n

1/3

.

(3.51)
Para una cadena de longitud N , la enerǵıa libre durante el transporte en

un régimen dinámico, 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 �

cis

y �

trans

correspondientes, como se indica en la ecuación 3.36.

38



Caṕıtulo 4

Metodoloǵıa: Tiempo
promedio de primer paso

La velocidad promedio de translocación, dada en aminoácidos por segun-
do, es una cantidad que ha sido medida experimentalmente en diferentes siste-
mas diluidos que utilizan veśıculas de la membrana inversa o proteoliposomas
[31, 101, 51]. A partir de los valores experimentales de la velocidad de trans-
locación v y del número de aminoácidos de la cadena N , se ha calculado de
forma indirecta el tiempo promedio de translocación ⌧

exp

, como N/v. En este
caṕıtulo, introducimos una cantidad equivalente al tiempo de translocación, lla-
mada tiempo promedio de primer paso o tiempo promedio de primer arribo ⌧ ,
la cual es calculada en el caṕıtulo 6 y es utilizada para comparar con los valores
experimentales ⌧

exp

.
Iniciamos el caṕıtulo con la metodoloǵıa relacionada al tiempo promedio de

primer paso, finalizando con la ecuación que permite su cálculo anaĺıtico para
sistemas diluidos y su cálculo numérico para sistemas abarrotados.

4.1. Función de distribución

Durante la translocación o retrotranslocación, una cadena se encuentra bajo
la influencia de diversas fuerzas, por ejemplo, la fuerza entre aminoácidos car-
gados y las cargas del medio circundante [113], la interacción debida al volumen
excluido por la presencia de moléculas y de la membrana [45], y fuerzas de ori-
gen browniano por la colisión 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 número de aminoácidos n que
han atravesado la membrana a un tiempo t resulta una cantidad estocástica, por
lo tanto, la descripción del proceso de transporte se realiza de forma estad́ıstica
mediante cantidades promedio.

Sea P (n, t) la densidad de probabilidad de que n monómeros han atravesado
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la membrana en el intervalo de tiempo de t a t + 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 función de distribución P se
puede obtener al resolver la ecuación diferencial [106, 96, 35]:

@P

@t

=
1
b

2

@

@n

✓
D

@�U

@n

P

◆
+

1
b

2

@

@n

✓
D

@P

@n

◆
. (4.1)

En dicha ecuación, 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 estocástica del medio [19]. La expresión anterior, llamada
ecuación de difusión, se utiliza cuando existen condiciones inhomogéneas en la
variable estocástica, y el proceso se realiza a temperatura constante [106]. En
la ecuación anterior, aparece la longitud de monómero b, y � = 1

kBT

.
Para obtener la función de probabilidad P , se debe resolver la ecuación de

difusión, ecuación 4.1, con las condiciones iniciales y de frontera correspondien-
tes. Al conocer P , todas las cantidades promedio relacionadas con el número
de monómeros translocados n se obtienen por integración. Sin embargo, debido
a la complejidad para resolver la ecuación diferencial para P (soluble de forma
anaĺıtica solo para casos simples), en lugar de calcular P , se resuelve otra ecua-
ción diferencial que es más fácil de resolver y que no requiere el conocimiento
previo de P . Dicha solución permite el cálculo del tiempo de transporte de forma
anaĺıtica o numérica.

4.2. Tiempo promedio de primer paso

Para describir el proceso de transporte se ha utilizado al número de monóme-
ros translocados n, como función del tiempo t. Para una cadena de longitud N ,
una realización del transporte, translocación o retrotranslocación, consiste en el
proceso de alcanzar el estado en el cual n = N�1 monómeros han atravesado la
membrana partiendo del estado en que un solo monómero (n = 1) ha atravesado
(ver Figura 4.1). En este proceso, no se ha considerado el arribo e inserción de
la cadena al canal o su liberación del canal después de atravesarlo. Para una
cadena, el tiempo que tarda una realización, y que corresponde al tiempo de
transporte, es diferente entre diferentes realizaciones. Por lo tanto, el tiempo de
transporte es una cantidad estocástica, 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 ⌧ , definido como el tiempo en el
cual una variable aleatoria toma por primera vez valores fuera de un intervalo
[87]. En el caso de translocación, 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 condición de frontera reflejante, para excluir
los casos cuando la cadena se regresa. El tiempo promedio de transporte ⌧ 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 nomómero ha atravesado (n = 1,
Figura izquierda) hasta un estado en el cual falta un monómero por atravesar
(n = N � 1, Figura derecha). En el modelo no se considera el arribo e inserción
de la cadena al canal, y tampoco, la salida del canal del último monómero.

utilizado como tiempo de translocación o retrotranslocación para los modelos
de transporte utilizados en este trabajo.

Para calcular el tiempo promedio de primer paso, consideramos la densidad
de probabilidad !(N, t | n

0

, 0) de que N�1 monómeros han atravesado al tiempo
t con la condición de que n

0

monómeros hab́ıan atravesado al tiempo t = 0 s.
La integral de ! 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 t con la densidad de probabilidad !, como:

⌧ (N,n

0

) =
Z 1

0

t ! (N, t | n

0

, 0) dt. (4.2)

Para conocer la densidad de probabilidad !, se utiliza la función de proba-
bilidad P de la forma siguiente. P (n, t | n

0

, 0) es la densidad de probabilidad
condicional de que n monómeros han atravesado la membrana al tiempo t, con
la condición de que n

0

monómeros han atravesado en t = 0 s. La probabilidad
q (n

0

, t) de todas las realizaciones que han iniciado en n

0

y que al tiempo t no
han alcanzado alguno de los valores n

1

= 1 o n

2

= N � 1, se obtiene integrando
P en la variable n, desde n

1

hasta n

2

[87]:

q (n
0

, t) =
Z

n2

n1

P (n, t | n

0

, 0) dn. (4.3)

La probabilidad q se obtiene también de ! mediante la definición. La proba-
bilidad de que al tiempo t se han alcanzado los valores n

1

= 1 o n

2

= N � 1 esR
t

0

! (N, t | n

0

, 0) dt. La probabilidad q de que no se hayan alcanzado los valores
n

1

= 1 o n

2

= N � 1 es la probabilidad complementaria (ver Figura 4.2):

q (n
0

, t) =
Z 1

t

! (N, t | n

0

, 0) dt. (4.4)
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n2=N-1

n

n1=1

tt

Figura 4.2: Las realizaciones que al tiempo t no han alcanzado el valor n

1

= 1
o n

2

= N � 1 se han indicado en color azul claro. Las realizaciones que han
alcanzado los valores n

1

= 1 o n

2

= N � 1 al tiempo t se indican en color verde.

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

@q (n
0

, t)
@t

= �! (N, t | n

0

, 0) . (4.5)

Considerando al tiempo t como el tiempo de primer paso T (el tiempo cuando
por primera vez se alcanza el valor n

2

= N � 1), la densidad de probabilidad
para el tiempo de primer paso queda como:

! (N,T | n

0

, 0) = �@q (n
0

, T )
@T

. (4.6)

De la ecuación anterior, al sustituir en q la ecuación 4.3 con t = T , se obtiene
! en términos de la densidad de probabilidad P , como:

! (N,T | n

0

, 0) = �
Z

n2

n1

@P (n, T | n

0

, 0)
@T

dn. (4.7)

Al conocer !, el tiempo promedio de primer paso ⌧ = hT i se calcula mediante
el primer momento del tiempo de primer paso T :

⌧ = hT i =
Z 1

0

T ! (N,T | n

0

, 0) dT. (4.8)

La última expresión para el tiempo promedio de primer paso está dada en
términos de la densidad de probabilidad !, y está dada en términos de la den-
sidad de probabilidad P (ecuación 4.7). En la siguiente sección, indicamos otro
método para calcular hT i, sin la necesidad de obtener P .
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4.3. La ecuación 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 ! (ecuación 4.8), la cual requiere el conocimiento
previo de la función de probabilidad P (ecuación 4.7). Por dicho método, es
necesario encontrar la probabilidad P , al resolver la ecuación diferencial 4.1.

Otra forma para calcular < T >, evitando el cálculo de P , es por medio de
la solución de la ecuación diferencial para el tiempo promedio de primer paso,
que se obtiene partiendo de la ecuación de difusión 4.1. Esta ecuación, escrita
por medio del operador diferencial de Fokker-Planck L

FP

(n), toma la forma
[96]:

@P

@t

= L
FP

(n) P (4.9)

donde L
FP

(n) =
�
1/b

2

�
(@/@n) D(n) exp (��U(n)) (@/@n) exp (�U(n)). La

ecuación anterior tiene su equivalente en términos del operador adjunto, dado co-
mo L†

FP

(n
0

) =
�
1/b

2

�
exp (�U(n

0

)) (@/@n

0

) D(n
0

) exp (��U(n
0

)) (@/@n

0

), en
donde la variable es n

0

en lugar de n. El operador adjunto, aplicado a P , da
origen a una ecuación diferencial similar a la ecuación 4.9, [87]:

@P

@t

= �L†
FP

(n
0

) P. (4.10)

Esta última expresión es vital para construir la ecuación diferencial para el
tiempo promedio de primer paso, como se indica a continuación.

Partiendo de la definición para el tiempo promedio de primer paso, ecuación
4.8, primero se sustituye la densidad ! en términos de P , ecuación 4.7, después
se intercambia el orden de integración. Al integrar por partes en T , el término
TP |T=0

T=1 se anula considerando que ĺım
T!1P = 0 domina a T , y se obtiene:

⌧ = hT i = �
Z

n2

n1

Z 1

0

T

@P (n, T | n

0

, 0)
@T

dT dn

=
Z

n2

n1

Z 1

0

P (n, T | n

0

, 0) dT dn. (4.11)

En la ecuación resultante, el lado izquierdo sólo depende de la condición
inicial n

0

y el único integrando es la función de probabilidad P , la cual, por ser
condicional al valor n

0

en t = 0 s, satisface P (n, T | n

0

, 0) = P (n, 0 | n

0

,�T )
[87]. Sustituyendo la relación anterior, y aplicando el operador de Fokker-Planck
adjunto a ambos lados de la ecuación 4.11, se obtiene:

L†
FP

(n
0

) ⌧ = L†
FP

(n
0

)
Z

n2

n1

Z 1

0

P (n, 0 | n

0

,�T ) dT dn. (4.12)
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En el lado derecho de la ecuación, al introducir el operador adjunto en la
segunda integral, y utilizando el lado izquierdo de la ecuación diferencial 4.10,
se obtiene, al integral en el tiempo T :

L†
FP

(n
0

) ⌧ =
Z

n2

n1

�� (n� n

0

) dn (4.13)

donde � es la función delta de Dirac. Finalmente, al integrar en n, tomando
en cuenta que n

0

entá dentro del intervalo (n
1

= 1, n

2

= N � 1), se obtiene la
ecuación diferencial para el tiempo promedio de primer paso ⌧ [87, 96]:

L†
FP

(n
0

) ⌧ = �1. (4.14)

4.4. Solución de la ecuación diferencial para el
tiempo promedio de primer paso

Para conocer el tiempo promedio de primer paso ⌧ , mediante la solución de
la ecuación diferencial 4.14, se utilizan las condiciones de frontera reflejantes en
n

1

= 1 y 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 ecuación diferencial 4.14 y a la forma del operador
adjunto, la ecuación diferencial se resuelve mediante integración 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
n

1

:

D exp (��U) (@/@n

0

) ⌧ = �
Z

n1

n

b

2 exp (��U) dn

0

(4.15)

volviendo a despejar los términos fuera de la derivada e integrando por se-
gunda vez, desde n

1

hasta n

2

, se obtiene:

⌧ = �
Z

n2

n1

1
D

exp (�U)
Z

n1

n

b

2 exp (��U) dn

0

dn. (4.16)

La ecuación anterior se obtiene de la variable estocástica n, la cual está sujeta
al potencial estérico de la cadena F definido en el caṕıtulo anterior. Al reordenar
los ĺımites de integración, tomando como valores inicial y final n

1

= 1 y n

2

= N�
1, y considerando al potencial entrópico de la cadena U = F , la solución hasta
cuadraturas para el tiempo promedio de primer paso ⌧ o tiempo de transporte
(translocación o retrotranslocación), es [96]:

⌧ =
Z

N�1

1

dn

b

2

D(n)
exp

✓
F (n)
k

B

T

◆Z
n

1

dm exp
✓
�F (m)

k

B

T

◆
. (4.17)

Cabe notar que en la ecuación anterior, el inicio del proceso de translocación
está dado por el estado en el cual un monómero ha atravesado (n = 1), mientras

44



que el final del proceso es el estado en el cual solo un monómero falta por
atravesar (n = N � 1).

Los resultados para el tiempo de translocación y retrotranslocación para los
tres modelos de transporte se presentan en el caṕıtulo 6. Es importante destacar
que el cálculo del tiempo de transporte requiere de la resolución de las integrales
de la ecuación 4.17, cuyo resultado depende de la forma del potencial F . De los
tres modelos de translocación, únicamente para el sistema diluido se realizan las
integrales de forma anaĺıtica (se integra en términos de funciones elementales).
Los modelos de abarrotamiento estático y dinámico no son integrables de forma
anaĺıtica, y por lo tanto, el cálculo del tiempo debe hacerse númericamente. El
cálculo numérico representa una desventaja ante el cálculo anaĺıtico, debido al
cómputo que tarda hasta dos minutos, comparado con el anaĺıtico del orden de
segundos. En nuestros cálculos, todos los tiempos de transporte se obtuvieron
por medio del programa Mathematica, versión 8.0 [109].
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Caṕıtulo 5

Resultados: Validación de
abarrotamiento dinámico
para el medio intracelular

En este caṕıtulo, se muestra una revisión bibliográfica de: los valores de con-
centración de protéınas en el citoplama y en el lumen del ret́ıculo endoplásmico,
los valores de viscosidad, el coeficiente de difusión de protéınas en el medio in-
tracelular, y el tamaño de las preprotéınas que se translocan. Los valores de
concentración y los tamaños nos permiten definir los intervalos fisiológicos de
abarrotamiento y de tamaño de protéınas, los cuales se utilizan para el cálculo
de las variables de la translocación en el caṕıtulo 6. Los coeficientes de difu-
sión son utilizados para construir el coeficiente de difusión para una protéına en
translocación, el cual es necesario para el cálculo de los tiempos de translocación
y retrotranslocación del caṕıtulo 6. Adicionalmente, con los datos reportados en
este caṕıtulo, mostramos que el modelo de translocación con abarrotamiento en
un régimen dinámico es el que corresponde al abarrotamiento intracelular.

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

En el medio intracelular se encuentran diferentes especies macromoleculares,
como el ARN y las protéınas. Para dichas especies, los valores de concentración
reportados son superiores a los utilizados en sistemas diluidos. En un sistema
diluido la concentración de los solutos es menor a 10 mg/ml [30, 29]. En el caso
de las protéınas, las macromoléculas más abundantes [62], la concentración de
todas las especies de protéınas es un orden de magnitud mayor a la concentración
de los sistemas diluidos, caracteŕıstica que define al ambiente intracelular como
abarrotado por protéınas. La concentración de protéınas depende de diversos
factores, algunos de los cuales son: la región dentro de la célula [17, 24], la
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osmolaridad1 del medio que la rodea [17, 118] y el tipo de célula. Los valores
de concentración son diferentes entre especies y se encuentran en un amplio
intervalo. Para células eucariotas, la concentración de protéınas 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 concentración
para el citoplasma y el lumen del RE, lugar donde ocurre la translocación de
preprotéınas, son al menos 10 veces mayores a los valores utilizados en sistemas
diluidos, por lo tanto, la translocación ocurre en un ambiente abarrotado por
protéınas.

Otra forma de indicar el grado de abarrotamiento por protéınas en el me-
dio intracelular es mediante la fracción de volumen que ocupan, �, calculada
como el producto entre la concentración c y la densidad espećıfica de una pro-
téına ⇢

⇤, definida como el inverso de la densidad. En el trabajo experimental
de Zimmerman y Trach [118], además de la concentración c de las protéınas del
citoplasma de E. coli, se reporta la densidad espećıfica ⇢

⇤, cuyo valor es ⇢

⇤ = 1.2
ml/g. Considerando a la densidad espećıfica de las protéınas similar entre célu-
las eucariotas y procariotas, y entre el citoplasma y el lumen del RE, la fracción
de volumen que ocupan las protéınas en el medio intracelular se obtiene como
� = ⇢

⇤
c. Para definir un intervalo de la fracción de volumen de las protéınas

que abarrotan, se utilizarón los valores reportados de la concentración mı́nima
y máxima. De esta forma, la fracción de volumen que ocupan las protéınas del
citoplasma se encuentra en el siguiente intervalo:

0.12  �

cit

 0.38. (5.1)
De forma similar, la fracción de volumen que ocupan las protéınas en el

lumen del RE está en el intervalo:

0.12  �

RE

 0.24. (5.2)
Como resumen, en la Tabla 5.1, se muestran los valores de concentración de

las protéınas que abarrotan los medios donde ocurre la translocación, al igual
que la fracción del volumen que ocupan. Estos últimos valores se utilizan en los
cálculos de los modelos estéricos de translocación en el caṕıtulo 6.

5.2. Modelos para el coeficiente de difusión de
las protéınas en el citoplasma y en el lumen
del ret́ıculo endoplásmico

El tamaño de las protéınas en el medio intracelular es muy variado. Para
la translocación entre el citoplasma y el lumen del RE, el rango de tamaños

1La osmolaridad o concentración molar de una sustancia está definida como la cantidad
de un soluto dividida por el volumen de la solución. El prefijo osmo deriva del cambio en la
presión osmótica de una célula al ser introducida en una solución.
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Tabla 5.1: Concentración y fracción de volumen de las protéınas en el citoplas-
ma y en el lumen del RE.

Medio Concentración Fracción 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 aminoácidos (desde ⇡ 7.7 hasta ⇡ 500 kDa [39]); ver
sección 5.4. Experimentalmente, de valores reportados en la literatura, se ha
encontrado para diferentes protéınas que el coeficiente de difusión en el medio
intracelular depende del tamaño de la protéına y del grado de abarrotamiento
[46].

Después de una extensa búsqueda del coeficiente de difusión de protéınas en
el medio intracelular, al descartar datos para protéınas capaces de adherirse a
la membrana o a otras protéınas, se han clasificado los valores del coeficiente de
difusión de acuerdo a: 1) el medio intracelular donde se difunden, citoplasma,
lumen del RE e incluso agua, 2) el tamaño de las protéınas, y 3) al grado de
abarrotamiento. Estos datos se muestran a continuación y se ajustan utilizando
modelos de difusión. Con estos modelos, se construye un modelo de difusión
para la translocación, necesario para el cálculo de los tiempos del sistema.

5.2.1. Ajustes como función del tamaño N al coeficiente
de difusión de protéınas

En la literatura, la mayoŕıa de los coeficientes de difusión de las protéınas
son reportados utilizando la masa molecular, dada en kilodaltons. Para obtener
el número de aminoácidos N de una protéına, cantidad que manejamos como
el tamaño de la cadena, utilizamos uno de los siguientes procedimientos: a) la
secuencia de aminoácidos de la protéına, b) la masa molecular de la protéına
dividida por la masa promedio de los aminoácidos, ⇡ 113 Da [53], o c) para el
caso de protéınas construidas, tomamos en cuenta la secuencia de la protéına
original y longitud del segmento adherido.

A continuación, mostramos los coeficientes de difusión de protéınas medidos
experimentalmente en agua, porque son utilizados como valores de referencia
para cuantificar el efecto del medio intracelular sobre la difusión de protéınas y
sobre las propiedades f́ısicas de la translocación.

Difusión como función del tamaño N para protéınas en agua

En la Tabla 5.2, se muestra el coeficiente de difusión para diferentes pro-
téınas en agua, medido a 20�C [3] y a 22�C [78, 72]. De acuerdo al análisis de
Arrio–Dupont et al. [3], al ajustar los coeficientes con la ecuación de difusión de
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Stokes–Einstein, se encuentra que el coeficiente de difusión D es inversamente
proporcional a la ráız cúbica de la masa molecular M , esto es D / M

�1/3.
Nosotros ajustamos los coeficientes de difusión 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 relación de proporcionalidad
entre la masa molecular M y el número de aminoácidos de la cadena N [53].
Para ajustar los datos, se utilizó 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 difusión de protéınas globulares. La constante A se tomó como
el único parámetro ajustable.

Tabla 5.2: Difusión de protéınas en agua.

Protéına N D T
(µm

2

/s)
Mioquinasa 186 160±30 (20�C) [3]
EGFP 289 87±16
Fosfoglucomutasa 531 63±8
Elonasa � 796 56±6
IgG 1416 40±5
Galactosidasa � 4779 30±3
Lactoalbúmina 133 97.8±2.6 (22�C) [78]
Ovalbúmina 398 79.1±2.6
BSA 531 67.7±2.9
Citocromo c 110 120 (22�C) [72]
Mioglobina 150 112
Hemoglobina 571 74
Catalasa 2190 43

Al realizar el ajuste por medio de mı́nimos cuadrados ponderados, con el
software Mathematica versión 8.0 [109], se obtuvo para el parámetro ajustable
A = 509.02±27 µm2

/s, con un coeficiente de determinación R

2 = 0.982. La cur-
va de ajuste y los coeficientes de difusión se muestran en la parte superior de la
Figura 5.1. De todos los valores, únicamente para la protéına más pequeña y la
de mayor incertidumbre, la mioquinasa de N = 186, el ajuste desestima el valor
experimental en un 80%; para todas las demás protéınas el ajuste predice los
coeficientes de difusión dentro de la incertidumbre experimental; ver la Figura
5.1. Comparando además con los coeficientes de difusión de las protéınas 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 difusión para protéınas en
agua, o en el sistema diluido, es:
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Figura 5.1: Coeficiente de difusión para protéınas en agua. La curva corres-
ponde al ajuste D(N) = 509 N

�1/3

µm2

/s. Arriba: coeficientes de difusión a
20�C. Abajo: coeficientes de difusión a 20�C y 22�C.
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D

dil

= 509 N

�1/3

µm2

s
. (5.3)

Difusión como función del tamaño N para protéınas en el citoplasma

El coeficiente de difusión D medido experimentalmente en el citoplasma de
células eucariotas, para protéınas de diferente tamaño, se muestra en la Tabla
5.3. Los valores reportados en la literatura están medidos en distintas células
a diferentes temperaturas. Como función de la temperatura, para el caso de la
protéına mioglobina, se mostró que el coeficiente de difusión medido a 37�C
en el citoplasma de células del músculo sóleo resultó ser 1.8 veces mayor al
coeficiente de difusión medido a 22�C [72]. Este resultado indica que existe una
dependencia importante del coeficiente de difusión en la temperatura. En la
Tabla 5.3, se indican los coeficentes de difusión 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 protéına disminuye el coeficiente de difusión.

Tabla 5.3: Coeficiente de difusión para protéınas en el citoplasma de células
eucariotas.

Célula Protéına N D T�
µm

2

/s

�

Músculo EGFP 239 15.8 ± 3 (20�C) [3]
Fosfoglucomutasa 531 16.5 ± 3
Enolase � 796 10.8 ± 2
IgG 1416 5.5 ± 1.0

Neurona de Xenopus Lactoalbúmina 133 22.8 ± 1.7 (20�C) [78]
Ovalbúmina 398 15.8 ± 2.1
BSA 531 12.6 ± 1.5

Músculo sóleo Citocromo c 110 13.0 ± 0.6 (22�C) [72]
Mioglobina 150 12.5 ± 1.3
Hemoglobina 571 6.3 ± 0.5
Catalasa 2190 2.6 ± 0.4

Músculo sóleo con Mioglobina 150 13.3 ± 0.7 (22�C) [71]
contracciones
Músculo sóleo Mioglobina 150 22.0 ± 1.2 (37�C) [72]
Músculo extensor largo Citocromo c 110 16.2 ± 0.6 (22�C) [72]

Mioglobina 150 18.7 ± 0.8
Hemoglobina 571 6.2 ± 0.4
Catalasa 2190 1.9 ± 0.2

Los coeficientes de la Tabla 5.3 fueron ajustados utilizando el modelo de
Zimm de la difusión de poĺımeros, en el cual, el coeficiente de difusión D es
inversamente proporcional a la potencia ⌫ > 0 de la longitud N del poĺımero [26].
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El modelo de Zimm, dado por D = AN

�⌫ , puede utilizarse con dos parámetros
ajustables, la constante A y el exponente ⌫; cuyo valor depende del tipo de
solvente donde se encuentra la cadena [26]. Al realizar el ajuste de los coeficientes
de difusión con dos parámetros libres, mediante el software Mathematica, se
obtuvo A = 344 ± 226 µm2

/s y ⌫ = 0.59 ± 0.11. Para verificar la calidad del
ajuste, se calculó el coeficiente de determinación, cuyo valor es R

2 = 0.973. En
este ajuste con dos parámetros, la desviación estándar del parámetro A es muy
grande, pero el exponente ⌫ = 0.59 tiene una desviación estandard pequeña.
Numéricamente, el exponente es similar al valor 1/2, que corresponde, en el
modelo de Zimm, a un sistema formado por cadenas ideales sin interacción
mútua, debido a que el solvente se encuentra a la condición ⇥, cuando las
interacciones repulsivas y atractivas de los segmentos de cadena se cancelan
[26]. Repetimos el cálculo con un solo parámetro libre, tomando como valor de
referencia para el exponente ⌫ = 1/2. Para la constante de ajuste, se obtuvo
A = 198 ± 21 µm2

/s, la cual tiene una menor desviación estándar, con un
coeficiente de determinación R

2 = 0.972. El ajuste para el coeficiente de difusión
para protéınas en el citoplasma, como función del tamaño N , utilizado para
nuestros cálculos es:

D

cit

(N) = 198 N

�0.5

µm2

s
. (5.4)

En la Figura 5.2, se indican los coeficientes de difusión y los ajustes realizados
con el modelo de Zimm, cuando se utilizó un parámetro libre (ĺınea continua) y
dos parámetros libres (ĺınea punteada). Se puede observar la dispersión de los
datos alrededor de ambos ajustes.

Difusión como función del tamaño N para protéınas en el lumen del

RE

En la literatura, se ha reportado el coeficiente de difusión para protéınas
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 acción
del tratamiento [24, 93, 49, 41]. En la Tabla 5.4, se muestran los coeficientes
de difusión 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
protéına y su tamaño, y se observa que el coeficiente de difusión disminuye al
aumentar el tamaño.

Los datos de la Tabla 5.4 fueron ajustados con el modelo de Zimm, D =
AN

�⌫ . Del ajuste con dos parámetros libres, A y ⌫, se obtuvo A = 8477.15 ±
12484.6 µm2

/s y ⌫ = 1.2396 ± 0.2578, con un coeficiente de determinación
R

2 = 0.917. Con dos parámetros libres, la desviación estándar de la constante
A resulta más grande que el propio valor. Para el exponente, su valor es similar a
⌫ = 1, que corresponde al modelo de Rouse en el cual se desprecia la interacción
hidrodinámica del solvente con un poĺımero en difusión [26]. Tomando ⌫ = 1
como valor de referencia, repetimos el ajuste con un parámetro libre, A. En este
caso, se obtuvo A = 2139.51±168.40 µm2

/s, con un coeficiente de determinación
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Figura 5.2: Coeficiente de difusión para protéınas en el citoplasma co-
mo función del tamaño N . Ĺınea punteada: ajuste con dos parámetros,
D(N) = 344 N

�0.59

µm2

/s. Ĺınea continua: ajuste con un parámetro, D(N) =
198 N

�0.5

µm2

/s.

Tabla 5.4: Coeficiente de difusión para protéınas en el lumen del RE en dife-
rentes células.

Célula Protéına N D�
µm

2

/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 2.2 ± 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 ± 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 ± 0.4
BiP-GFP 932 0.32 ± 0.03

U2-OS [49] ER-RFP 264 6.6 ± 0.5
BiP-GFP 932 0.37 ± 0.03
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R

2 = 0.910. De esta manera, el ajuste utilizado en nuestros cálculos para el
coeficiente de difusión para protéınas en el lumen del RE, como función del
tamaño N , es:

D

RE

(N) = 2139.51 N

�1

µm2

s
. (5.5)

En la Figura 5.3, se indican los valores del coeficiente de difusión y los ajustes
realizados con el modelo de Zimm, con dos parámetros (ĺınea punteada) y con
un parámetro (ĺınea continua). En la Figura, se observa la dispersión de los
datos alrededor de ambos ajustes.
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Figura 5.3: Coeficiente de difusión para protéınas en el lumen del RE
como función del tamaño N . Ĺınea punteada: ajuste con dos parámetros,
D(N) = 8477.15 N

�1.24

µm2

/s. Ĺınea continua: ajuste con un parámetro,
D(N) = 2139.51 N

�1

µm2

/s.

Comparación de los coeficientes de difusión de las protéınas en los

tres medios

En los tres apartados anteriores se presentaron los coeficientes de difusión
para protéınas en tres medios diferentes: un medio diluido, agua, y dos medio
intracelulares abarrotados por protéınas, el citoplasma y el lumen del ret́ıculo
endoplásmico. 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 difusión y el lumen del ret́ıculo el de
menor difusión; la diferencia entre la difusión en el citoplasma y en el lumen
del RE es mı́nima. 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
sección 5.6, se indica que el citoplasma es un medio más viscoso que el agua;
en consecuencia, junto con el abarrotamiento por protéınas, el coeficiente de
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difusión de las protéınas es menor que en agua. Para el caso del lumen del RE,
el grado de abarrotamiento es similar al del citoplasma, pero con una difusión
menor para las protéınas. Esto puede deberse a una mayor viscosidad del lumen
del RE o a otros factores, como la estructura del lumen o a factores de adhesión
entre protéınas [24].
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Figura 5.4: Coeficiente de difusión para protéınas en tres medios, uno diluido
(agua) y dos medios intracelulares abarrotados por protéınas, el citoplasma y el
lumen del RE. Las ĺıneas son los ajustes utilizando el modelo de Zimm D(N) =
AN

�⌫ .

5.2.2. Ajustes al coeficiente de difusión para protéınas co-
mo función del grado de abarrotamiento �

Además del tamaño y la temperatura, el coeficiente de difusión depende
de la concentración de los solutos del medio. En las células, la concentración
de protéınas, y por lo tanto, la fracción de volumen que ocupan �, se cambia
regulando la osmolaridad del medio extracelular, que modifica el tamaño de la
célula encongiendola para altas osmolaridades [24, 46, 45], o también, mediante
tratamiento farmacológico con efectores capaces de modificar la estructura o el
ambiente del lumen del RE [24, 49]. A continuación, mostramos los coeficientes
de difusión como función de la fracción del volumen de los agentes abarrotantes
del citoplasma y del lumen del RE.

Difusión como función de la fracción de volumen � de las protéınas

que abarrotan el citoplasma

En la literatura, los trabajos de Konopka et al. [46, 45] son los únicos don-
de se mide experimentalmente la difusión de una protéına como función de la
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concentración o fracción de volumen � de las macromoléculas que abarrotan el
citoplasma. En el citoplasma de E. coli, el coeficiente de difusión de la GFP re-
sultó 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 difusión es más intenso [46]. En la Tabla 5.5, se muestran
los coeficientes de difusión de la GFP reportados por Konopka et al. [46], como
función de la fracción de volumen de las macromoléculas abarrotantes �, para
células adaptadas a altas osmolaridades.

Tabla 5.5: Coeficiente de difusión de la GFP en el citoplasma de E. coli, como
función de la fracción de volumen �. Datos tomados de la referencia [46], para
células adaptadas a altas osmolaridades.

� D
(µm

2

/s)

0.15 12.3 ± 2.8
0.16 13.8 ± 3.8
0.19 13.3 ± 3.2
0.25 9.9 ± 3.1
0.26 8.8 ± 2.1
0.28 8.9 ± 2.5
0.36 6.2 ± 2.2

Los datos de la Tabla 5.5 se ajustaron con el modelo exponencial D(�) =
Ae

�↵�, modelo que ajusta datos experimentales del coeficiente de difusión de
protéınas en sistemas artificiales abarrotados por protéınas a concentraciones fi-
siológicas [23, 5]. Del ajuste se obtuvo A = 28.08±13.40 µm2

/s y ↵ = 4.23±1.93,
con un coeficiente de determinación R

2 = 0.998. Asumiendo que la difusión en el
citoplasma como función de la fracción de volumen de los agentes abarrotantes
� es similar entre eucariontes y procariontes, entonces, el modelo de coeficiente
de difusión para el citoplasma como función de �, utilizado en nuestros cálculos,
es:

D

cit

(�) = 28.08 e

�4.23�

µm2

s
. (5.6)

En la Figura 5.5, se indican los valores del coeficiente de difusión y el ajus-
te exponencial. Todos los datos caen sobre la curva de ajuste, dentro de la
incertidumbre experimental. Como caracteŕıstica adicional, los coeficientes de
difusión ajustados están medidos dentro del intervalo fisiológico de los valores
de la fracción de volumen �, el cual se considera en todos en nuestros cálculos.
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Figura 5.5: Coeficiente de difusión para protéınas en el citoplasma de E. coli,
como función de �. La ĺınea representa el ajuste D(�) = 28.08 e

�4.23�

µm2

/s.

Difusión como función de la fracción de volumen � de las protéınas

que abarrotan el lumen del RE

Para protéınas en el lumen del RE, no existen valores medidos de forma
directa para la difusión como función de la concentración de protéınas, o de
la fracción de volumen �. Para modelar el coeficiente de difusión de protéınas
en el lumen del RE como función de �, procedimos de la siguiente forma: i)
relacionamos la reducción del coeficiente de difusión de la GFP por cambios en
la osmolaridad con un aumento en la concentración de protéınas y ii) asumimos
un decrecimiento exponencial del coeficiente de difusión como función de la
fracción de volumen �, como sucede en el citoplasma de E. coli.

En sus experimentos, Dayel et al. encontraron una reducción de hasta un
23 % para el coeficiente de difusión 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 concentración de protéınas [17].
Asumiendo este tipo de comportamiento para la concentración de protéınas
como función de la osmolaridad en los experimentos de Dayel et al., estima-
mos para el coeficiente de difusión de la GFP, a la menor y a la mayor frac-
ción de volumen � de protéınas en el lumen: D

RE

(� = 0.12) = 7.5 µm2

/s y
D

RE

(� = 0.24) = 5.8 µm2

/s. Con estos valores, asumiendo un cambio expo-
nencial para el coeficiente de difusión, como sucede en el citoplasma de E. coli
(ver ecuación 5.6), el modelo para el coeficiente de difusión en el lumen del RE,
como función de la fracción de volumen � de las protéınas que abarrotan, es:

D

RE

(�) = 9.70 e

�2.14�

µm2

s
. (5.7)
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5.2.3. El coeficiente de difusión para protéınas como fun-
ción del tamaño N y de la fracción de volumen �

Las protéınas que se translocan pasan del citoplasma al lumen del RE, o a la
inversa durante la retrotranslocación. Las protéınas en transporte son de tamaño
diferente y se encuentran rodeadas por protéınas a diferentes concentraciones.
En nuestros modelos, para calcular las propiedades f́ısicas que caracterizan el
transporte, es necesario conocer el coeficiente de difusión como función del ta-
maño N de la cadena y de la fracción de volumen � que ocupan las protéınas
del medio intracelular. Actualmente, no existen experimentos que reporten si-
multáneamente la dependencia en ambos parámetros N y �, para el citoplasma
o para el lumen del RE. Experimentalmente, y de los ajustes descritos en los
apartados anteriores de esta sección, se ha mostrado por separado la dependen-
cia en N y en �.

Para construir un modelo para el coeficiente de difusión que dependa de N y
de �, nos basamos en resultados experimentales para la difusión de protéınas de
diferente tamaño en ambientes artificiales abarrotados por protéınas o poĺımeros
a concentraciones fisiológicas que simulan el abarrotamiento intracelular [23, 5].
Los resultados indican que el coeficiente de difusión depende principalmente de
dos cantidades, la primera es el tamaño de la part́ıcula que se difunde en el sol-
vente de interés, y la segunda es la fracción de volumen � que ocupan los agentes
abarrotantes de tamaño 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 difusión para protéınas en
medios abarrotados de protéınas queda como D(N,�) = D

0

(N)f(�, a) [75], con
D

0

(N) representando el coeficiente de difusión en un solvente puro. La función
f(�, a), de ajustes a datos experimentales, ha resultado una exponencial alar-
gada del tipo f(�, a) = e

�B�

�
, con B una constante númerica y � una cantidad

que depende del tamaño a de los agentes abarrotantes [23, 5]. Tomando para
D

0

(N) los ajustes al coeficiente de difusión para el citoplasma y el lumen, dados
por el modelo de Zimm D(N) = AN

�⌫ , podemos escribir un modelo para el
coeficiente de difusión D(N,�), como función de N y �, dado por:

D(N,�) = A

0

N

�⌫

e

�B�

�

. (5.8)

En este modelo, A

0

resulta el único parámetro ajustable, ya que ⌫ y B han
sido determinados anteriormente cuando se analizó 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

0

, utilizamos
el coeficiente de difusión de una protéına de referencia, como el coeficiente de
difusión de la GFP.

Para el modelo D

cit

(N,�) en el citoplasma, utilizamos el coeficiente de di-
fusión de la GFP de N

GFP

= 238, D

GFP

= 9.9 µm2

/s a la fracción de volumen
�

⇤ = 0.25. Al resolver la igualdad 9.9 µm2

/s = A

0

N

�0.5

GFP

e

�4.23�

⇤
, de la ecuación

5.8, obtenemos la constante A

0

= 433 µm2

/s. De esta forma, el modelo para el
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coeficiente de difusión para protéınas en el citoplasma como función de N y �,
es:

D

cit

(N,�) = 433 N

�0.5

e

�4.23�

µm2

s

. (5.9)

Para el modelo D

RE

(N,�) en el lumen del RE, de forma similar, utilizando el
coeficiente de difusión de la GFP, D

GFP

= 7.5 µm2

/s, a la fracción de volumen
�

⇤ = 0.12, obtenemos de resolver 7.5 µm2

/s = A

0

N

�1

GFP

e

�2.14�

⇤
, la constante

A

0

= 2308 µm2

/s. De esta manera, el modelo para el coeficiente de difusión
para protéınas en el lumen del RE como función de N y �, es:

D

RE

(N,�) = 2308 N

�1

e

�2.14�

µm2

s

. (5.10)

5.3. Modelo para el coeficiente de difusión de
una preprotéına en translocación

En la sección anterior, Sección 5.2, se construyeron modelos para el coefi-
ciente de difusión de protéınas moviendose en el citoplasma o el lumen del RE.
Durante la translocación o la retrotranslocación, una preprotéına 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 interacción del canal con la preprotéına es únicamente
estérica, entonces el canal no ralentiza ni acelera el transporte sino sólo restrin-
ge las conformaciones de la cadena. Por lo tanto, el movimiento de la cadena
es dirigido únicamente por la movilidad de sus segmentos en los medios donde
se encuentran, debido al coeficiente de difusión. En consecuencia, el coeficiente
de difusión durante la translocación debe ser función del número de segmentos
n que atraviesan la membrana: D(n). Para construir el coeficiente de difusión
D(n) dependiente de la variable de translocación n, utilizamos un modelo pro-
puesto por Sung y Park [96] y los modelos descritos en la sección anterior para
el coeficiente de difusión D(N,�).

Al inicio del transporte, la mayoŕıa 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-
yoŕıa 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 heuŕıstico, 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 difusión en los lados cis y trans, y que considera coeficientes constantes,
está dado como [96]:

1
D(n)

=
n

N

1
D

trans

+
N � n

N

1
D

cis

. (5.11)
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Este modelo de Sung y Park recupera el coeficiente de difusión 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) = D

cis

,
y al final se tiene n = N , lo cual da D(N) = D

trans

.
En la sección anterior, al analizar el coeficiente de difusión para protéınas, se

mostró que no es constante y que depende de: 1) el medio intracelular, citoplas-
ma o lumen del RE, 2) el tamaño 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 difusión,
al remplazar D

cis

y D

trans

por D

cit

(N,�

cit

) y D

RE

(N,�

RE

). De esta manera,
el coeficiente de difusión para una cadena en transporte depende de la longitud
de la cadena N , del número de monómeros que atraviesan la membrana n, y del
grado de abarrotamiento en los lados cis y trans, �

cis

y �

trans

. El modelo genera-
lizado para el coeficiente de difusión durante el transporte, D(n, N, �

cis

, �

trans

),
está dado por [75]:

1
D(n, N, �

cis

, �

trans

)
=

n

N

1
D

trans

(N,�

trans

)
+

N � n

N

1
D

cis

(N,�

cis

)
. (5.12)

En translocación, los lados cis y trans corresponden respectivamente al cito-
plasma (cit) y al lumen del ret́ıculo endoplasmico (RE); en este caso los coeficien-
tes de difusión D

cis

(N,�

cis

) y D

trans

(N,�

trans

) están dados por las expresiones
para el coeficiente de difusión de protéınas en el citoplasma y en el lumen del
RE, D

cit

(N,�

cit

) y D

RE

(N,�

RE

), las ecuaciones 5.9 y 5.10. Para retrotrans-
locación, los lados se intercambian y en las expresiones para el coeficiente de
difusión se realiza la sustitución cis ! RE y trans ! cit.

En nuestros modelos, para el cálculo de los tiempos de transporte en el
siguiente caṕıtulo, se utilizó este modelo para el coeficiente de difusión de una
preprotéına en transporte, la ecuación 5.12.

5.4. Longitud de las cadenas translocadas hacia
el lumen del ret́ıculo endoplásmico

En el lumen del ret́ıculo endoplasmico ocurre el plegamiento de las protéınas
que ingresan por translocación. En el lumen, se encuentran protéınas de dife-
rente tamaño, las más grandes de hasta 500 kDa [39], y las más pequeñas, de
masas cercanas a los 10 kDa. Una de las protéınas más pequeñas translocadas
hacia el lumen del RE es la prepromelitina, que consta de 77 aminoácidos con
una masa molecular de 7.7 kDa [116, 95] y es precursora de la protéına de se-
creción melitina. Otra protéına pequeña, pero de mayor tamaño y residente en
el lumen, es ERp18 de 157 aminoácidos con masa molecular 18 kDa [88, 42].
Existe también una amplia variedad de protéınas de tamaño promedio como
las chaperonas del plegamiento indicadas en la sección 1.2, entre ellas, Ero1p
de 560 aminoácidos con masa 65 kDa [38, 34]. Entre las protéınas más grandes
encontradas en el ret́ıculo endoplásmico está ApoB, una lipoprotéına de 4536
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aminoácidos [57, 112, 111]. Tomando en cuenta estas protéınas, definimos el in-
tervalo de tamaños de las preprotéınas translocadas hacia el lumen del RE en
términos del número de aminoácidos N ; el intervalo de tamaños correspondiente
es:

77  N  4536. (5.13)

Este intervalo de valores es utilizado en los cálculos para estudiar el efecto
del abarrotamiento sobre cadenas de diferente tamaño. Como valores de refe-
rencia, se consideran los tamaños de la prepromelitina, ERp18, Ero1p, y ApoB,
protéınas de tamaño pequeño, promedio y grande.

5.5. Distancia entre dos aminoácidos

En una preprotéına o cadena pept́ıdica, los monómeros que la forman son
los aminoácidos. Un aminoácido está formado por un átomo central de carbono,
denotado como C

↵

, unido con un átomo de hidrogeno (H), un grupo amino
(NH

2

), un grupo carboxil (COOH), y una estructura molecular llamada cadena
lateral (R) [9, 13], ver Figura 5.6. Un aminoácido se distingue de otros mediante
su cadena lateral R. En el código genético son 20 los aminoácidos especifica-
dos, aunque otros pueden ocurrir por modificación enzimática después de la
traducción [9].

C
α

N
C

O

O

H

H
H

H

R

Figura 5.6: Estructura básica de un aminoácido.

Dos aminoácidos pueden unirse mediante una reacción de hidrólisis, al enla-
zar el carbono del grupo carboxil de un aminoácido con el nitrógeno del grupo
amino del otro aminoácido, liberando una molécula de agua [9, 13]. El enlace
formado se conoce como enlace pept́ıdico y la estructura resultante se muestra
en la Figura 5.7.

El enlace pept́ıdico formado entre el carbono y el nitrógeno es estable, debido
a la deslocalización de electrones de la estructura de resonancia formada, que
incrementa la polaridad y genera un carácter parcial de doble enlace [76]. Esta
resonancia hace que los átomos de nitrógeno y carbono en el enlace pept́ıdico,
junto con el ox́ıgeno del carbono permanezcan coplanares. En consecuencia, los
átomos del enlace pept́ıdico y los átomos de carbono ↵ se encuentran alineados
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Figura 5.7: Unión de dos aminoácidos.

en un plano ŕıgido llamado plano pept́ıdico o plano amı́dico [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 distribución de los átomos en el plano, las longitudes de los enlaces y
los ángulos relativos entre átomos. Debido a la rigidez de los enlaces entre átomos
del plano pept́ıdico, la distancia entre los átomos de carbono ↵ es constante [76];
esta distancia es utilizada como la longitud de un aminoácido o como la distancia
entre dos aminoácidos consecutivos a lo largo de la cadena pept́ıdica. De acuerdo
a la longitud de los enlaces y a los ángulos relativos entre átomos, la distancia
entre dos aminoácidos o la longitud de monómero es b = 3.79 Å. Esta longitud
es utilizada en nuestros cálculos.

N C

C
α

C
α

O

H

1.33Å

1.52Å

1.45Å 1.23Å

N C

C
α

C
α

O

H

118º

120º

122º 123º

116º

121º

Figura 5.8: El plano pept́ıdico está definido por los átomos del enlace pept́ıdico
y los átomos de carbono ↵ de cada aminoácido. 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 difusión
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 realizó una búsqueda extensa. En la Tabla
se indica el tipo de célula y la temperatura a la cual se realizó el experimento.

Tabla 5.6: Viscosidad del citoplasma de células eucariotas.

Célula Viscosidad Temperatura

(cP) (

�
C)

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] 1⇥103 25

Para el caso del lumen del RE no se han reportados valores experimentales
de la viscosidad. Análisis basados en una difusión menor de las protéınas en
el lumen del RE, indican una mayor viscosidad para el lumen [24, 52]. Para
protéınas construidas mediante la GFP con una secuencia de retención espećıfica
para el lumen del RE, Dayel et al. encontraron que el coeficiente de difusión 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 adhesión entre moléculas y también a
una mayor viscosidad del lumen del RE [24].

Un trabajo de simulación, que utiliza resultados experimentales de recupe-
ración de fluorescencia después de fotoblanqueo (FRAP) y que ha reproducido
valores experimentales del coeficiente de difusión, 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 reducción de la movilidad de diferentes protéınas 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
reducción en la movilidad de las protéınas, 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 cálculo de los tiempos car-
cateŕısticos de la translocación, y con ellos se define el tipo de abarrotamiento
intracelular, como se indica en la siguiente sección.

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

El modelo de Gopinathan y Kim considera la translocación de un poĺımero
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 difusión de la cadena en ambos medios. La movilidad de
los agentes abarrotantes durante la translocación se incluye al considerar dos
casos ĺımites. En el primer caso, llamado régimen dinámico, los agentes aba-
rrotantes presentan una alta movilidad, mientras que en el segundo, llamado
régimen estático, los agentes se mueven muy lentamente y parecen carecer de
movimiento. La forma para distinguir entre un régimen y otro es mediante la
comparación de tres tiempos caracteŕısticos asociados al proceso de transloca-
ción. En su trabajo, Gopinathan y Kim calculan el tiempo de translocación para
un poĺımero en los régimenes dinámico y estático, asumiendo uno u otro régi-
men. Sus resultados muestran una clara diferencia en el tiempo de translocación
entre ambos reǵımenes, dependiendo de los fracciones de volumen �

cis

y �

trans

.
Nosotros utilizamos el modelo de Gopinathan y Kim para estudiar el efecto

estérico del abarrotamiento por protéınas del medio intracelular sobre la trans-
locación y la retrotranslocación de preprotéınas. Para ello, hemos tomado en
cuenta valores reportados experimentalmente del grado de abarrotamiento por
protéınas �, del coeficiente de difusión de las protéınas en el citoplasma D

cit

y
en el lumen del RE D

RE

, y de la viscosidad del medio intracelular ⌘. En esta
sección, utilizamos dichos valores para comparar los tres tiempos que definen
a cada régimen y para validar que el abarrotamiento por protéınas del cito-
plasma y del lumen del RE se encuentra en un régimen dinámico debido a las
propiedades f́ısicas del medio intracelular.

5.7.1. Los tiempos caracteŕısticos de la translocación

Durante la translocación de una preprotéına se identifican tres tiempos ca-
racteŕısticos intŕınsecos al sistema de translocación. El primero, corresponde al
tiempo necesario para que la cadena atraviese la membrana, definido como el
tiempo de translocación ⌧ . En nuestros modelos, ⌧ depende de la difusión de
la cadena, la enerǵıa libre, y la longitud de monómero. El segundo tiempo, ⌧

o

,
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es un tiempo caracteŕıstico asociado al movimiento por difusión de los agentes
abarrotantes que obstaculizan la translocación de una cadena. Si ⌧

o

es pequeño,
significa que las protéınas que abarrotan recorren grandes distancias en poco
tiempo debido a su alta difusividad; si ⌧

o

es grande, las protéınas requieren más
tiempo para recorrer la misma distancia debido a una difusión 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 relajación de la cadena ⌧

r

. Si ⌧

r

es pequeño, conside-
ramos que las conformaciones de una preprotéına en translocación corresponden
a las de un poĺımero en translocación.

Los tres tiempos dependen de parámetros asociados al sistema de translo-
cación. En nuestros modelos, el tiempo de translocación ⌧ se calcula mediante
la ecuación 4.17, para ello, se necesita el coeficiente de difusión de la cadena
durante el transporte, dado por la ecuación 5.12, y la enerǵıa libre de la cade-
na, dada por las ecuaciones 3.21 y 3.36. El tiempo caracteŕıstico ⌧

o

va como
⌧

o

⇠ c

�2/3

p

/D

o

[35] y depende de la densidad en número c

p

de las protéınas que
abarrotan y de su coeficiente de difusión D

o

en el citoplasma o en el lumen del
RE (dado respectivamente por las ecuaciones 5.9 y 5.10). El tiempo de relaja-
ción ⌧

r

va como ⌧

r

⇠
�
b

3

⌘/k

B

T

�
N

2 [35] y depende de la longitud de monómero
b y de la viscosidad del medio ⌘ que experimenta la cadena. Adicionalmente,
cada uno de los tiempos depende de las condiciones de abarrotamiento dadas
por las fracciones de volumen �

cit

y �

RE

y de la longitud de la cadena N .

5.7.2. Definición de los reǵımenes dinámico y estático

Para considerar a una preprotéına como un poĺımero, el tiempo de trans-
locación ⌧ debe ser mucho más grande que el tiempo de relajación ⌧

r

, de tal
manera que la preprotéına acceda a todos sus posibles conformaciones. De esta
manera, la translocación se modela usando teoŕıas de cadenas continuas con la
condición ⌧

r

⌧ ⌧ . Esta condición se demuestra numéricamente, más adelante.
Gopinathan y Kim consideran la movilidad de los agentes abarrotantes en

dos casos ĺımite, definidos como reǵımenes estático y dinámico, basados en los
tres tiempos caracteŕısticos del sistema, ⌧ , ⌧

o

y ⌧

r

[35]. Nosotros adaptamos
su definición para una preprotéına en translocación rodeada por protéınas que
abarrotan el medio intracelular e identificamos el tipo de régimen.

De acuerdo a Gopinathan y Kim, el régimen estático se define como el caso
en el cual el movimiento por difusión de las protéınas que abarrotan es muy
lento comparado con el movimiento de la preprotéına en translocación, de tal
forma que las protéınas abarrotando parecen inmóviles para la preprotéına en
translocación. Esta condición del régimen estático se consigue cuando ⌧ ⌧ ⌧

o

.
El régimen dinámico ocurre cuando el movimiento por difusión de las protéınas
que abarrotan es muy rápido comparado con el movimiento de la preprotéına en
translocación. En términos de los tiempos del sistema, el régimen dinámico se
consigue cuando ⌧ ⌧ ⌧

o

. Considerando las condiciones sobre la movilidad de las
protéınas que abarrotan, y el tiempo de relajación de una preprotéına necesario
para utilizar teoŕıa de poĺımeros, los reǵımenes dinámico y estático, definidos
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por Gopinathan y Kim, se obtienen cuando [35]:

dinámico: ⌧

o

⌧ ⌧

r

⌧ ⌧ (5.14)
estático: ⌧

r

⌧ ⌧ ⌧ ⌧

o

. (5.15)

Para indicar si un sistema abarrotado corresponde a un régimen dinámico o a
un régimen estático, deben evaluarse las expresiones anteriores. A continuación,
tomando en cuenta las propiedades f́ısicas del medio intracelular (concentracio-
nes de protéınas, coeficientes de difusión y viscosidad), realizamos el análisis
para el citoplasma y después indicamos los resultados para el lumen del RE.

5.7.3. Abarrotamiento dinámico en el citoplasma

Para evaluar las condiciones que definen a los reǵımenes dinámico y estático
para el citoplasma, primero calculamos los tiempos ⌧ , ⌧

o

y ⌧

r

, y después los
comparamos entre śı. El cálculo de los tiempos depende de las condiciones de
abarrotamiento por protéınas, dadas por la densidad en número c

p

y por la
fracción de volumen �, aśı como también de la viscosidad del medio ⌘. Estos
valores se indican a continuación.

La concentración de protéınas c 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 indicó en la sección 5.1. Con una densidad espećıfica de las protéınas en
el citoplasma de E. coli de ⇢

⇤ = 1.2 ml/g [118], se determinó en la sección 5.1
que la fracción de volumen que ocupan las protéınas está en el intervalo 0.12–
0.38. Los valores mı́nimo y máximo, �

cit

= 0.12 y �

cit

= 0.38, son utilizados en
los cálculos para establecer intervalos de tiempos.

La densidad en número c

p

de las protéınas que abarrotan el citoplasma
corresponde al número de protéınas en el citoplasma N

p

por unidad de volumen
V , esto es c

p

= N

p

/V . Con la definición de la concentración c, y con la masa de
una protéına m

p

, se obtiene la siguiente relación N

p

/V = c/m

p

; sustituyendo
en la densidad en número da c

p

= c/m

p

. Al escribir la masa de una protéına
en términos de la densidad espećıfica ⇢

⇤ y del volumen de una protéına V

p

,
m

p

= V

p

/⇢

⇤, se obtiene c

p

= c⇢

⇤
/V

p

. La cantidad c⇢

⇤ representa la fracción
de volumen �; para el volumen V

p

, asignamos el de una protéına globular con
radio de giro R

g

= b

p
N/6, que significa abarrotamiento por protéınas de una

sola especie. De esta manera, la densidad en número de protéınas del citoplasma
queda como c

p

= �

cit

/V

p

, con V

p

= 4

3

⇡R

3

g

.
Para la difusión de las protéınas que abarrotan el citoplasma utilizamos el

modelo de difusión dado por la ecuación 5.9, esto es D

cit

(N
o

, �

cit

). N

o

representa
el número de monómeros de una protéına abarrotante, si consideramos a la
protéına en translocación de la misma especie que las protéınas que abarrotan,
entonces, el tamaño es el mismo, N

o

= N , y el coeficiente de difusión para las
protéınas abarrotantes del citoplasma queda D

o

= D

cit

(N,�

cit

).
La viscosidad del citoplasma ⌘ 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 está en el intervalo de 1–10 mPa·s; por lo tanto, en
nuestros cálculos, 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 número c

p

, el coeficiente de difusión D

o

y la viscosidad ⌘,
procedemos al cálculo de los tiempos, tomando en cuenta el intervalo de valores
de la fracción de volumen �

cit

.
Para la condición de menor abarrotamiento en el citoplasma, �

cit

= 0.12
o c = 100 mg/ml, encontramos que el tiempo caracteŕıstico de las protéınas
abarrotantes va como ⌧

o

⇠ 979 N

1.5ps, mientras que el tiempo de relajación
para una preprotéına en translocación va como ⌧

r

⇠ 66 N

2ps. Para el tiempo ⌧

es necesario asignar valores a N ya que solo puede calcularse numéricamente. En
la Tabla 5.7, se muestran los valores númericos para ⌧

o

, ⌧

r

y ⌧ , para diferentes
valores fisiológicos de N . Al comparar en función del tamaño N , encontramos
que ⌧

o

> ⌧

r

para cadenas cortas con tamaño menor a 222 monómeros, esto
incluye a protéınas como la prepromelitina y ERp18; para cadenas de mayor
longitud, incluyendo protéınas de tamaño promedio como Ero1p y protéınas
más grandes como ApoB, se tiene que ⌧

o

⌧ ⌧

r

. Este último resultado, que
abarca a la mayoŕıa de las cadenas que se transportan (de tamaño promedio y
grandes), satisface una de las condiciones de la expresión 5.14 para considerar
al citoplasma como un medio abarrotado en un régimen dinámico. Las otras
condiciones del régimen dinámico involucran al tiempo de translocación ⌧ . Al
comparar los tres tiempos dados en la Tabla 5.7, el tiempo de translocación
resulta mayor al tiempo caracteŕıstico de las protéınas abarrotantes (⌧

o

⌧ ⌧)
y al tiempo de relajación de la cadena (⌧

r

⌧ ⌧), para cualquier tamaño de
cadena en translocación, con lo cual se satisfacen todas las condiciones de la
expresión 5.14 del régimen dinámico. Por lo tanto, el citoplasma corresponde a
un ambiente abarrotado por protéınas en un régimen dinámico para cadenas de
tamaño promedio y cadenas más grandes.

En el resultado anterior, se utilizó la condición de abarrotamiento menor.
Para condiciones de abarrotamiento mayores, �

cit

> 0.12 o c > 100 mg/ml,
al comparar los tiempos ⌧ , ⌧

o

y ⌧

r

, se siguen cumpliendo las condiciones de
la expresión 5.14 del régimen dinámico para cadenas de tamaño promedio y
cadenas más grandes. Esto se observa de los datos de la Tabla 5.7, para la
máxima fracción de volumen �

cit

= 0.38, a la máxima concentración 320 mg/ml.
Los resultados anteriores, cuando la viscosidad es 5 mPa·s, indican que el

citoplasma en el rango de concentraciones fisiológico se comporta como un régi-
men dinámico para las protéınas de tamaño promedio y protéınas grandes.

Si consideramos valores de viscosidad más grandes, el tiempo de relajación
de la cadena ⌧

r

aumenta y resulta mayor al tiempo de relajación cuando la
viscosidad es 5 mPa · s. Este incremento permite que el tiempo ⌧

r

sea mayor al
tiempo caracteŕıstico de los agentes abarrotantes ⌧

o

para cadenas en un intervalo
de tamaños más amplio, incluyendo protéınas de menor tamaño como ERp18, lo
cual no suced́ıa con la viscosidad de 5 mPa·s. Por ejemplo, para una viscosidad
de 10 mPa·s, se cumple la primer condición del régimen dinámico, ⌧

o

⌧ ⌧

r

,
para cadenas de cualquier tamaño. Al comparar el tiempo de relajación con el
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Tabla 5.7: Tiempos del sistema de translocación para cadenas de diferente
tamaño: tiempo caracteŕıstico de las protéınas que abarrotan ⌧

o

, tiempo de re-
lajación de una preprotéına ⌧

r

y tiempo de translocación en un régimen dinámico
⌧ .

Protéına N ⌧

o

(�
cit

= 0.12) ⌧

o

(�
cit

= 0.38) ⌧

r

⌧

Prepromelitina 70 0.6 µs 0.8 µs 0.3 µs 17 µs
ERp18 157 1.9 µs 2.6 µs 1.6 µs 238 µs
Ero1p 560 13 µs 18 µs 21 µs 30 ms
— 1000 31 µs 42 µs 66 µs 430 ms
ApoB 4536 299 µs 401 µs 1345 µs 56 min

tiempo de translocación, resulta menor, cumpliendo la segunda condición del
régimen dinámico, ⌧

r

⌧ ⌧ , y por lo tanto, las condiciones de abarrotamiento
corresponden a un régimen dinámico.

De los resultados anteriores, concluimos que el abarrotamiento fisiológico del
citoplasma, para viscosidades mayores a la del agua en un orden de magnitud,
define al citoplasma como un medio abarrotado en un régimen dinámico. Para
viscosidades cercanas a 5 mPa·s, sólo protéınas de tamaño promedio y protéınas
mayores experimentan translocación en un régimen dinámico.

Para valores de viscosidad más pequeños, por ejemplo, 2 mPa·s (el doble de
la viscosidad del agua), el tiempo de relajación ⌧

r

es menor comparado con el
tiempo de relajación ⌧

r

a 5 mPa·s. Debido a esta reducción, al comparar con el
tamaño de cadena, el tiempo ⌧

r

resulta menor al tiempo de las protéınas que
abarrotan ⌧

o

para cadenas que van desde las más pequeñas y hasta cadenas de
tamaño promedio, esto es ⌧

r

< ⌧

o

; solo para las cadenas más grandes como ApoB
ambos tiempos resultan similares, ⌧

r

⇠ ⌧

o

. En este caso, se satisface una de las
condiciones de la expresión 5.15 para considerar al citoplasma como un ambiente
abarrotado en un régimen estático. Sin embargo, la segunda condición ⌧ ⌧ ⌧

o

,
necesaria para un régimen estático (ver la expresión 5.15), no se satisface, ya
que ⌧

o

resulta menor a ⌧ , ⌧

o

⌧ ⌧ . En este caso, debido al valor de viscosidad,
el abarrotamiento del citoplasma no corresponde a un régimen estático ni a un
régimen dinámico, y por lo tanto la translocación 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 ⌘ = 10
mPa·s, el abarrotamiento del citoplasma se encuentra en un régimen dinámico
para cualquier preprotéına en translocación.

5.7.4. Abarrotamiento dinámico en el lumen del RE

Para analizar el tipo de abarrotamiento para el lumen del RE, repetimos el
análisis anterior realizado para el citoplasma. Como condiciones de abarrota-
miento se utilizarón los valores mı́nimo y máximo de la fracción de volumen de
las protéınas del lumen del RE, �

RE

= 0.12 y �

RE

= 0.24

68



Para la menor condición de abarrotamiento �

RE

= 0.12, el tiempo carac-
teŕıstico de las protéınas que abarrotan va como ⌧

o

= 143 ps N

2. El tiempo
de relajación ⌧

r

solo puede expresarse en términos de la viscosidad, a falta de
valores para la viscosidad del lumen del RE (como se indicó en la sección 5.6).
Asumiendo que la menor difusión de las protéınas en el lumen del RE compa-
rada con la del citoplasma, se debe a una viscosidad mayor [24, 52], entonces
el tiempo de relajación para una preprotéına en el lumen del RE es similar al
tiempo de relajación en el citoplasma a altas viscosidades. Ese caso, analiza-
do en el apartado anterior, corresponde a abarrotamiento por protéınas en un
régimen dinámico. Por lo tanto, concluimos que el lumen del RE se encuentra
abarrotado por protéınas en un régimen dinámico.

5.8. Recapitulación

En este caṕıtulo se mencionaron las propiedades f́ısicas del medio intracelu-
lar donde se translocan las preprotéınas a través de la membrana del RE. La
concentración y la fracción de volumen de las protéınas del citoplasma y del
lumen del RE los definen como medios abarrotados por protéınas. En conse-
cuencia, el coeficiente de difusión de las protéınas, que definen su movilidad,
resultó menor a la difusión de protéınas en agua, dependiente del tamaño de la
protéına y de la fracción de volumen de las protéınas que abarrotan el medio.
Los coeficientes de difusión para el citoplasma y el lumen del RE se ajustaron
como función del tamaño con el modelo de Zimm de difusión para poĺımeros, y
como función de la fracción de volumen con una ley exponencial, similar a los
ajustes realizados en datos experimentales de difusión en sistemas abarrotados
artificiales. Adicionalmente, se construyó un modelo heuŕıstico para el coeficien-
te de difusión de una preprotéına en translocación, necesario para el cálculo de
los tiempos de translocación. Mediante valores experimentales de la viscosidad
del medio intracelular de diferentes células se indicó que el citoplasma es un
medio más viscoso que el agua, y que la lenta difusión de protéınas en el lumen
del RE, sugiere que este medio es más viscoso que el citoplasma. Tomando en
cuenta todas estas propiedades f́ısicas, para valores de viscosidad mayores a 5
mPa·s, al calcular y comparar los tiempos caracteŕısticos del sistema de trans-
locación, se mostró que el abarrotamiento por protéınas del citoplasma y del
lumen del RE se encuentra en un régimen dinámico. Para viscosidades cercanas
a la del agua (1 mPa·s), el abarrotamiento por protéınas no corresponde ni a un
régimen dinámico ni a un régimen estático; en este caso, la translocación debe
modelarse de otra manera. Para viscosidades del citoplasma y del lumen del RE
mayores a 10 mPa·s, la translocación y la retrotranslocación sucede en un medio
abarrotado por protéınas en un régimen dinámico. Basados en este resultado, en
el siguiente caṕıtulo comparamos las variables f́ısicas de la translocación entre
un sistema abarrotado dinámico y un sistema diluido.
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Caṕıtulo 6

Resultados: Variables f́ısicas
de la translocación y de la
retrotranslocación

Para cuantificar el efecto estérico del abarrotamiento por protéınas sobre el
transporte de preprotéınas a través de la membrana del RE, utilizando los mo-
delos estéricos de translocación de los caṕıtulos 3 y 4, calculamos las siguientes
variables f́ısicas que caracterizan al transporte: enerǵıa libre, enerǵıa de activa-
ción, fuerza, y tiempo de translocación y de retrotranslocación, y comparamos
los resultados de los sistemas abarrotados en el régimen dinámico y en el régimen
estático con los resultados del sistema diluido.

Iniciamos la discusión de los resultados del sistema abarrotado en el régi-
men dinámico, porque este caso corresponde al medio intracelular abarrotado
por protéınas. Aunque el régimen estático 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 dinámico

6.1.1. La enerǵıa libre y la enerǵıa de activación en un
ambiente diluido

El sistema de referencia para la comparación es el sistema diluido. A conti-
nuación indicamos los resultados de la enerǵıa y la enerǵıa de activación para
la translocación.

La enerǵıa libre F depende del número de monómeros n que se translocan y
del número de monómeros N que contiene la cadena en transporte, al cual, nos
referiremos como la longitud o tamaño de la cadena.

Por medio de la ecuación 3.20, calculamos la enerǵıa libre de translocación en
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el sistema diluido. Para ejemplificar el comportamiento de la enerǵıa, utilizamos
la longitud de una protéına de tamaño promedio como Ero1p de N = 560 (de
masa molecular 65 kDa). En la Figura 6.1 se muestra la enerǵıa libre como
función del número de monómeros n translocados, y se ha graficado F(n) �
F(N � 1) para establecer el nivel cero de enerǵıa en n = N � 1.

La enerǵıa libre presenta dos mı́nimos de igual valor cuando toda la cadena
se encuentra en el lado cis o en el lado trans, que corresponderán de ahora en
adelante al citoplasma (cit) o al lumen del ret́ıculo endoplásmico (RE), respec-
tivamente. Al inicio de la translocación, al aumentar el número de monómeros
translocados se incrementó la enerǵıa libre debido a la reducción 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 máximo de enerǵıa. Al translocar más de la mitad de la cadena, la enerǵıa
empieza a disminuir, alcanzando su mı́nimo de enerǵıa cuando toda la cadena
se ha translocado. Para cadenas de diferente tamaño N se obtiene el mismo
comportamiento en la enerǵıa libre.

En este sistema, la enerǵıa libre presenta una barrera que es simétrica; ver la
gráfica en la Figura 6.1. La amplitud de la barrera de enerǵıa se define como la
enerǵıa de activación E

a

, y está dada como la diferencia entre el máximo de la
enerǵıa y el mı́nimo de enerǵıa, tomando en cuenta la dirección del transporte.
Para la cadena de tamaño promedio Ero1p, la enerǵıa de activación para trans-
locación es 1.52 kcal/mol. En este sistema diluido, ambos medios alrededor de la
membrana son iguales y por lo tanto, la enerǵıa de activación de translocación
es igual a la enerǵıa de activación de retrotranslocación.

Como función del tamaño de la cadena N , la enerǵıa de activación crece
con la longitud de acuerdo a E

a

= 1

2

k

B

T lnN/4. En la Figura 6.2 se muestra la
enerǵıa de activación como función de N en el intervalo de tamaño que corres-
ponde a las protéınas transportadas entre el citoplasma y el lumen del ret́ıculo
endoplásmico. Note que la enerǵıa de activación va desde 0.9 kcal/mol para las
preprotéınas más pequeñas y hasta 2.2 kcal/mol para las protéınas más grandes,
ver Tabla 6.1.

6.1.2. La enerǵıa libre y la enerǵıa de activación en un
ambiente abarrotado dinámico

La enerǵıa libre F de translocación en un sistema abarrotado, además del
número de monómeros translocados n y del tamaño de la cadena N , depende
de la fracción de ocupación � de los agentes abarrotantes en los lados cis y
trans alrededor de la membrana. En nuestro caso, las fracciones de ocupación
utilizadas corresponden a la del citoplasma �

cit

y a la del lumen del RE �

RE

especificadas en la Sección 5.1.
Para calcular la enerǵıa libre en el régimen dinámico, hemos utilizado la

ecuación 3.36. Nosotros calculamos la enerǵıa libre para todos los valores de
la fracción de ocupación en el citoplasma �

cit

y en el lumen del RE �

RE

. Por
simplicidad, indicamos los resultados para la enerǵıa libre por medio de las
diferencias entre las fracciones de ocupación, esto es, a través de �� = �

cit

��

RE

.
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El valor mı́nimo que puede tomar esta diferencia de ocupaciones es �0.12 y se
obtiene cuando (�

cit

, �

RE

) = (0.12, 0.24); el valor máximo es 0.26 y se obtiene
cuando (�

cit

, �

RE

) = (0.38, 0.12). De esta manera, las diferencias de ocupación
�� están delimitadas por �0.12  ��  0.26. Con esta notación, discutimos
primero la translocación y después la retrotranslocación.

La enerǵıa libre dinámica para diferentes condiciones de abarrota-

miento

En la Figura 6.1, se muestra la enerǵıa libre de translocación para una cadena
de tamaño promedio como Ero1p (N=560) para las diferencias de ocupación
mı́nima (�� = �0.12) y máxima (�� = 0.26), la enerǵıa libre para cualesquiera
otras condiciones de abarrotamiento queda delimitada por esas dos curvas. Las
dos curvas con abarrotamiento están muy cercanas entre śı, incluso cuando
se han elegido las dos condiciones de abarrotamiento que corresponden a las
mayores diferencias entre las fracciones de ocupación. Los valores de enerǵıa
libre que se obtienen para �� = �0.12 y �� = 0.26 difieren en no más de 0.2
kcal/mol. Cuando se consideran cadenas de diferente tamaño, la curva de la
enerǵıa libre tiene la misma forma que la enerǵıa libre de Ero1p.

Df =    0.26

Df = – 0.12

diluido 

abarrotado 
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Figura 6.1: Enerǵıa de activación en un ambiente abarrotado dinámico pa-
ra una cadena promedio como Ero1p de N = 560 monómeros. Las condicio-
nes de abarrotamiento corresponden a: (�

cit

, �

RE

) = (0.12, 0.24) ĺınea azul y
(�

cit

, �

RE

) = (0.38, 0.12) ĺınea verde. La ĺınea a trozos corresponde a la enerǵıa
libre en un ambiente diluido.

La barrera de enerǵıa y la enerǵıa de activación

Por abarrotamiento dinámico, la enerǵıa libre presenta una barrera como
sucede en el caso diluido, ver Figura 6.1. Cuando las fracciones de ocupación en
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ambos lados de la membrana son iguales, �� = 0.00, la barrera de enerǵıa es
simétrica en n = N/2. Si las fracciones de ocupación son diferentes, �� 6= 0.00,
la barrera se desplaza en no más 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 enerǵıa
de activación E

a

.
La enerǵıa de activación de translocación disminuye al aumentar la diferencia

de ocupaciones ��; este comportamiento se ilustra en la Figura 6.2, en donde
la región de color indica la enerǵıa de activación para las diferentes condicio-
nes de abarrotamiento (�

cit

, �

ER

). Adicionalmente, con una flecha se indica la
dirección de crecimiento de ��. Para Ero1p, la mı́nima enerǵıa de activación,
3.89 kcal/mol, se obtiene para la mayor diferencia de ocupación (�� = 0.26).
La máxima enerǵıa de activación, 3.91 kcal/mol, se obtiene para la menor di-
ferencia de ocupación (�� = �0.12). Para cualquiesquiera otras condiciones
de abarrotamiento, la enerǵıa de activación queda entre esos dos valores. Las
enerǵıas de activación mı́nima y máxima resultan iguales a 3.9 kcal/mol si solo
se toman en cuenta las dos primeras cifras significativas, esto significa que las
diferencias de ocupación no cambian significativamente la enerǵıa de activación.
Este pequeño cambio en la enerǵıa de activación al modificar las condiciones de
abarrotamiento (�

cit

, �

ER

) se mantiene para cadenas de diferente tamaño, como
puede observarse de los datos de la Tabla 6.1 y de las gráficas de la enerǵıa de
activación para translocación y retrotranslocación en la Figura 6.2. En la Tabla
6.1, se indica la enerǵıa de activación para la translocación y la retrotranslo-
cación de preprotéınas en el intervalo de tamaños fisiológico, a las condiciones
máxima y mı́nima de abarrotamiento.

Tabla 6.1: Enerǵıa de activación de translocación y de retrotranslocación para
cadenas de diferente tamaño N . La enerǵıa de activación en un sistema diluido
es E

dil

a

y la enerǵıa de activación en un sistema abarrotado dinámico es E

din

a

.

Análogo N Edil

a

Edin

a

(��)
(kcal/mol) (kcal/mol)

Translocación Retrotranslocación
�� ��

�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
Ero1p 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 N , la enerǵıa de activación crece más rápi-
do que ln N , ley de crecimiento del caso diluido. En la Figura 6.2, se muestra
la enerǵıa de activación como función del tamaño N para el sistema abarrota-
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do dinámico, en donde se ha incluido la enerǵıa de activación del caso diluido
por comparación. Para Ero1p, la enerǵıa de activación 3.9 kcal/mol equivale
a 2.6 veces la enerǵıa de activación en el sistema diluido. Para cadenas real-
mente grandes como ApoB de tamaño N = 4536, la enerǵıa de activación 8.8
kcal/mol equivale a cuatro veces la enerǵıa de activación del caso diluido. El
abarrotamiento dinámico aumenta la enerǵıa de activación con la longitud de la
cadena. En cuanto a enerǵıa, el abarrotamiento dinámico afecta principalmente
a las cadenas grandes. Para el sistema biológico de translocación, significa que
debe proveer más enerǵıa para las cadenas más grandes a fin de sobrepasar la
barrera de enerǵıa que impone el abarrotamiento dinámico, para conseguir la
translocación.

La enerǵıa de activación también da un indicio del efecto del abarrotameinto
dinámico sobre el tiempo de translocación (calculado como el tiempo promedio
de primer paso). El orden de magnitud del tiempo de translocación se obtiene
del factor de Arrhenius, dado por exp(E

a

/k

B

T ). Para cadenas grandes como
ApoB, utilizando la enerǵıa de activación de la Tabla 6.1 y T = 37�C, el factor
de Arrhenius es 2⇥106 en un ambiente abarrotado dinámico y 33 en un sistema
diluido. Esta gran diferencia en los factores de Arrhenius sugiere una diferencia
similar en los tiempos de translocación.

El análisis energético para el proceso de retrotranslocación

Los resultados de la enerǵıa para la retrotranslocación en un ambiente aba-
rrotado dinámico son similares a los resultados de la translocación. La enerǵıa
libre de retrotranslocación también presenta una barrera de enerǵıa que puede
considerarse simétrica en n = N/2, porque diferentes condiciones de abarro-
tamiento en ambos lados de la membrana no desplazan significativamente la
posición de la barrera. Diferentes condiciones de abarrotamiento (�

cit

, �

ER

) dan
por resultado valores similares para la enerǵıa libre, que a su vez son similares
a los de la translocación.

Para la enerǵıa de activación, encontramos que al aumentar la diferencia de
ocupación �� se incrementa la enerǵıa de activación. En la Figura 6.2, se ha
graficado la enerǵıa de activación de retrotranslocación como función de la dife-
rencia de ocupación �� y del tamaño de la cadena N . En dicha Figura, la flecha
indica la dirección de crecimiento de las diferencias de ocupación ��’s. Para una
cadena promedio como Ero1p, la enerǵıa de activación mı́mina de retrotranslo-
cación, que se obtiene cuando �� = �0.12, es 3.90 kcal/mol, y la enerǵıa de
activación máxima, en �� = 0.26, es 4.06 kcal/mol. En este caso, retrotrans-
locación, diferentes fracciones de ocupación generan cambios en la enerǵıa de
activación que son más notorios comparados con el caso de translocación. Sin
embargo, estos cambios en la enerǵıa siguen siendo pequeños incluso para cade-
nas de diferente tamaño, como puede observarse de los datos de la Tabla 6.1.
Para las condiciones de abarrotamiento en las que la fracción de ocupación del
citoplasma �

cit

es mayor que la del lumen �

ER

del ER, la enerǵıa de activación
de retrotranslocación es mayor a la de translocación. Para la mayor diferencia de
ocupación �� = 0.26, la enerǵıa de activación de retrotranslocación es mayor a
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la de translocación en apenas un 2 % (ver las enerǵıas de activación de la Tabla
6.1 para diferentes cadenas).

Para el sistema de biológico, el costo energético de retrotranslocación por
abarrotamiento dinámico es igual al de translocación o mayor pero en no más
de un 2%.
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Figura 6.2: Enerǵıa de activación en el régimen dinámico como función de N .
Las regiones en color indican la enerǵıa de activación para diferentes condicio-
nes de abarrotamiento (�

cit

, �

RE

). Las flechas indican el cambio en la enerǵıa de
activación al aumentar la diferencia de ocupación ��. La ĺınea a trozos repre-
senta la enerǵıa de activación en el sistema diluido. Adicionalmente, con puntos
de color se muestra la enerǵıa de activación para cadenas de diferente tamaño
translocadas en células eucariotas. Izquierda: translocación; derecha: retrotrans-
locación.

Comparación de la enerǵıa con valores reportados en la literatura

Alder y Theg indican que la enerǵıa libre de la hidrólisis1 de ATP es de
60 kJ/mol ⇡ 14 kcal/mol bajo condiciones celulares [2]. En las células, casi
todos los sistemas de translocación utilizan la enerǵıa libre de la hidrólisis de
ATP, entre otras [2]. De nuestros resultados, la enerǵıa de activación en el sis-
tema diluido va desde 0.9 hasta 2.2 kcal/mol, desde las protéınas más pequeñas
y hasta las protéınas más grandes. Por abarrotamiento dinámico, la enerǵıa de
activación va desde 1.4 hasta 8.9 kcal/mol para el mismo intervalo de protéınas.
Comparando con la enerǵıa libre de la hidrólisis de ATP, la enerǵıa de activa-
ción en el sistema diluido equivale a un 6 % y hasta un 16 % mientras que en el
sistema abarrotado dinámico equivale a un 10 % y hasta un 64%. Estos resulta-
dos indican que un sistema abarrotado dinámico requerirá consumir una mayor

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

La cantidad de ATP consumida durante la translocación de preprotéınas no
se conoce de forma precisa. En experimentos in vitro con veśıculas de membrana
invertida (VMI) [101], al comparar la cantidad de ATP consumido por cantidad
de protéına translocada, se ha estimado que se hidrolizan cinco moléculas de
ATP por cada aminoácido translocado, en un sistema que acopla de manera
poco eficiente la hidrólisis de ATP. En experimentos adicionales en VMI, para
protéınas de entre 200 y 550 aminoácidos, se indica que se necesitan de uno a
dos ciclos de consumo de ATP para conseguir la translocación de una cadena
[51]. Por falta de valores más precisos, hemos comparado nuestros resultados de
la enerǵıa de activación sólo con la enerǵıa libre de la hidrólisis de ATP.

6.1.3. La fuerza por abarrotamiento dinámico

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

f (n) = �dF
dL

= �1
b

dF
dn

(6.1)

donde b representa la longitud de un monómero. Para cadenas en transloca-
ción, asignamos a b la distancia entre dos aminoácidos consecutivos a lo largo
de la cadena: 3.79 Å; ver Sección 5.5. Esta es una fuerza de origen entrópico,
por lo tanto, no representa la fuerza neta sobre una cadena en transporte. Esta
fuerza representa la que fuerza que experimentaŕıa un agente externo por llevar
a la cadena a un estado en el cual n monómeros han sido translocados.

Primero mostramos los resultados de la fuerza para una cadena en translo-
cación en un ambiente diluido y después en un ambiente abarrotado dinámico.

Fuerza de translocación 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
número de monómeros translocados. Por ser negativa, la fuerza es de oposición.
Esto se debe a la reducción del número de conformaciones, al principio, al au-
mentar el número de monómeros que atraviesan se reduce las conformaciones
de la cadena por disminuir la longitud de la cadena a un lado de la membrana.
Como función del número de monómeros translocados n, la fuerza parte de un
mı́nimo 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 mı́nimo negati-
vo equivale a una fuerza máxima de oposición a la translocación. La fuerza, al
inicio del transporte, presenta una alta tasa de variación2, al aumentar el núme-
ro de monómeros translocados, la tasa de variación se reduce. Por la alta tasa
de variación, la fuerza de oposición que presenta la cadena a la translocación se
reduce considerablemente cuando unos pocos monómeros han sido translocados.
La fuerza se anula cuando la cantidad de monómeros 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 número de conformaciones.

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

Cadenas de diferente tamaño siguen el tipo de comportamiento que acaba-
mos de escribir. En la Figura 6.3 mostramos la fuerza como función del número
de monómeros translocados n, para cadenas como las translocadas a través de la
membrana del ret́ıculo endoplasmático, desde pequeñas como la prepromelitina
(N = 70) y ERp18 (N = 157), de tamaño promedio como Ero1p (N = 560),
hasta las más grandes como ApoB (N = 4536). La tasa de variación de la fuerza
depende de la longitud de la cadena. Al inicio del transporte, una cadena grande
necesita translocar más monómeros que una cadena pequeña a fin de reducir
considerablemente la fuerza de oposición a la translocación. En términos de la
longitud total de la cadena, para una cadena grande se necesita translocar una
fracción menor que para una cadena pequeña a fin de reducir la fuerza oposi-
tora considerablemente. Esta caracteŕıstica, al inicio del transporte, se puede
observar de las gráficas de la Figura 6.3, donde se ha graficado la fuerza como
función del porcentaje de monómeros translocados.

Numéricamente, en magnitud, la fuerza inicial para una cadena de tamaño
promedio, como Ero1p, es 5.635 pN. Para cadenas de diferente tamaño, las
fuerzas iniciales son muy parecidas, desde 5.564 pN para cadenas tan pequeñas
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 translocación.

En el sistema diluido la translocación y la retrotranslocación son equivalen-
te, por considerar ambos lados de la membrana iguales y por ser un ambiente
diluido. De esta manera, el análisis anterior también funciona para la retrotrans-
locación.

2La tasa de variación mide el cambio de la variable dependiente y al cambiar la variable
independiente x desde un valor inicial xi hasta un valor final xf, y está dada por: y(xf)�y(xi).
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Fuerza de translocación en un sistema abarrotado dinámico

Primero discutimos los resultados cuando se considera el mismo grado de
abarrotamiento en ambos lados de la membrana: �

cit

= �

RE

= 0.24, y des-
pués describimos los resultados cuando se tienen condiciones de abarrotamiento
diferentes.

Para �

cit

= �

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 translocación, la fuerza es negativa y creciente, con
un mı́mino al principio del transporte. Una fuerza negativa significa una fuerza
de oposición al transporte; el mı́nimo negativo significa una fuerza máxima de
oposición. En la segunda etapa, la fuerza es creciente y positiva, con un máximo
al final del transporte. La fuerza positiva favorece el transporte.

En la primera etapa, la fuerza aumenta al incrementarse el número de
monómeros translocados con una tasa de cambio variable. Al principio, la tasa
de variación es alta, y se reduce al aumentar el número de monómeros translo-
cados. Una tasa de variación alta, implica que la fuerza de oposición se reduce
considerablemente cuando se han translocado unos cuantos monómeros. Por
ejemplo, para Ero1p de 560 monómeros, la fuerza inicial de oposición es 6.15
pN, después de translocar 14 monómeros, la fuerza de oposición se ha reducido
considerablemente a menos 1 pN. Al comparar con el sistema diluido, la tasa
de variación por abarrotamiento es menor; en el sistema diluido es suficiente
translocar 6 monómeros para reducir la fuerza de oposicón de 5.64 pN a menos
de 1 pN, para Ero1p. Esta diferencia en la tasa de variación de las fuerza, debido
al abarrotamiento dinámico, implica que el sistema biológico de translocación
debe realizar más trabajo comparado con el que haŕıa en un sistema diluido
para realizar la translocación, al inicio del transporte.

Cuando la mitad de la cadena ha sido translocada, la fuerza se anula. Al
aumentar el número de monómeros translocados, la fuerza continúa creciendo,
pero ahora es positiva, lo cual favorece el transporte. En esta segunda etapa,
la fuerza presenta una tasa de variación inicial pequeña, la cual aumenta con-
siderablemente al final del transporte. Para una cadena como Ero1p, cuando
faltan 14 monómeros por ser translocados, la fuerza de empuje es menor pero
aproximadamente igual a 1 pN, al continuar la translocación la fuerza sigue
creciendo alcanzando un máximo de 6.15 pN al final del transporte. Compara-
do con el sistema diluido, la fuerza de empuje es mayor en el caso abarrotado
dinámico. Esto implica que al final del transporte, el sistema de translocación
debe realizar menos trabajo en el sistema abarrotado dinámico comparado con
el correspondiente en un sistema diluido.

La tasa de variación de la fuerza depende del tamaño 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 variación disminuye al
aumentar la longitud de la cadena. Para cadenas grandes, la fuerza de oposición
persiste más comparando con la fuerza de oposición para cadenas cortas, esto
implica que el sistema de translocación debe realizar más trabajo para una
cadena larga que para una cadena corta. En la etapa donde la fuerza es positiva,
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la tasa de variación aumenta al aumentar la longitud de la cadena; esto implica
que el sistema de translocación 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-
ción del tamaño de la cadena, graficamos la fuerza como función del porcentaje
de monómeros translocados en la Figura 6.3. Para cadenas pequeñas, la fuerza
persiste durante una mayor fracción de la cadena comparada con cadenas largas.
Por ejemplo, la fracción translocada a la cual la fuerza se reduce a menos de
1 pN; para la cadena más corta, la prepromelitina, es del 9% mientras que para
la cadena más larga, ApoB, es de apenas el 3%.
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Figura 6.3: Fuerza de translocación para cadenas de tamaño N =70, 157, 560
y 4536, que corresponde al número de monómeros de las protéınas prepromeli-
tina, Erp18, Ero1p, y ApoB, respectivamente. Las ĺıneas punteadas se refieren a
la fuerza en un ambiente diluido y las ĺıneas continuas a la fuerza en un sistema
abarrotado dinámico bajo las condiciones de abarrotamiento �

cit

= �

RE

= 0.24.
Izquierda: fuerza como función del número de monómeros translocados n; dere-
cha: fuerza como función del porcentaje de la cadena translocado.

Los valores mı́nimo y máximo de la fuerza, para �

cit

= �

RE

= 0.24, son
iguales en magnitud. Estos valores no cambian significativamente con la lon-
gitud de la cadena. Para las cadenas más pequeñas translocadas a través del
ret́ıculo endoplasmático, como la prepromelitina, la fuerza máxima 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 �

cit

= �

RE

= 0.24. Con las con-
diciones de abarrotamiento (�

cit

, �

RE

) = (0.38, 0.12), que equivale a la máxima
diferencia de ocupaciones �� = 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 más grande como ApoB de N = 4536. Para las mismas cade-
nas, con las condiciones de abarrotamiento (�

cit

, �

RE

) = (0.12, 0.24), que dan
la mı́nima diferencia de ocupaciones �� = �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
dinámico, 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, �

cit

= �

RE

= 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 más del
0.5 %, para cadenas de cualquier tamaño y bajo cualesquiera condiciones de
abarrotamiento. Para fines prácticos, la fuerza se anula cuando la mitad de la
cadena ha sido translocada.

Fuerza de retrotranslocación en un sistema abarrotado dinámico

En retrotranslocación, una cadena se transporta en la direción opuesta, del
lumen del RE al citoplasma. Los resultados de la fuerza bajo abarrotamiento
dinámico son similares a los de la fuerza en translocación. 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 dinámico, 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 translocación cuando la concentración o fracción
de agentes abarrotantes del citoplasma es mayor a la del lumen del RE. Estos
valores indican que durante la retrotranslocación, el sistema de translocación
debe realizar más trabajo que el correspondiente a la translocación, cuando la
fracción de ocupación del citoplasma sea mayor que la fracción de ocupación en
el lumen.

Comparación de las fuerzas con datos reportados en la literatura

En el sistema biológico de translocación, existen complejos proteicos aso-
ciados al canal conductor de protéınas que asisten la translocación al proveer
fuerza. En las bacterias, el complejo correspondiente es la protéına citosólica
SecA ATP-asa. En las células eucariotas, la fuerza está asociada a la acción de
la chaperona BiP perteneciente a la familia de las protéınas 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
translocción. Estimaciones del valor de la fuerza para las protéınas asistentes
han sido reportadas por Alder y Theg. Adicionalmente, con la ecuación de Mar-
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den y Allen, se puede estimar la fuerza que ejercen dichas protéınas en términos
de su masa. En este apartado, comparamos la fuerza que resulta de nuestros
cálculos con las fuerzas estimadas por Alder y Theg, y con la fuerza predicha
por la ecuación de Marden y Allen. Primero indicamos esas fuerzas y después
realizamos la comparación.

Para estimar la fuerza, Alder y Theg consideraron que la enerǵıa liberada en
la hidrólisis de ATP (60 kJ/mol⇡14 kcal/mol) es completamente transformada
por SecA o una de las protéınas Hsp70 en enerǵıa de translocación [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 protéınas 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
translocación a través de la matriz mitocondrial [86].

Para obtener una relación entre la fuerza máxima f que ejerce un motor y su
masa m, Marden y Allen estudiarón motores sintéticos y motores moleculares3
de diferentes tipos y tamaños, y obtuvieron la relación [40, 59]:

f(m) = (26600
m

kg
)2/3N (6.2)

la cual está expresada en Newtons (N). Con esta expresión estimamos la fuerza
que ejerceŕıan SecA y BiP durante la translocación, para ello, necesitamos su
masa. Se sabe que SecA se pliega como una molécula homodimérica con masa
por monómero de 102 kDa [28]. Si SecA operara como un d́ımero, entonces la
fuerza máxima seŕıa 4.32 pN. Sin embargo, análisis sobre la interacción entre
SecA y el complejo de translocación SecY, sugieren que SecA pudiera operar
como monómero [69, 115]. En este caso, la fuerza máxima 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 monómerica resulta muy
parecida a la de BiP, por ello, uno esperaŕıa que la dinámica 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 cálculos para la translocación en un sistema dilui-
do y en un sistema abarrotado dinámico, la fuerza cambia con el número de
monómeros translocados. Como valor de referencia para hacer la comparación,
tomamos el valor máximo de la fuerza, en magnitud, que se obtiene al principio
de la translocación. Primero comparamos con la fuerza del sistema diluido.

En un sistema diluido, para una cadena de tamaño promedio como Ero1p, la
fuerza máxima de translocación es 5.64 pN. Este valor, comparado con la fuerza
de BiP para translocación en eucariotas, equivale a 0.2 veces la fuerza estimada
por Alder y Theg, y a 2.5 veces la fuerza estimada utilizando la expresión de

3De acuerdo a Hess [40], los motores moleculares están formados por protéınas y son capaces
de convertir enerǵıa qúımica almacenada en moléculas individuales en trabajo mecánico. Una
forma común de esta conversión se debe a cambios conformacionales generados en una molécula
por la de adhesión y liberación de substratos y productos durante los procesos de adhesión de
ATP, hidrólisis, y liberación de ADP/fosfato. Algunas moléculas que utilizan esta forma de
operar son las miosinas y las quinesinas, aśı como las protéınas rotatorias ATP sintasas.
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Marden y Allen (ecuación 6.2). Esa misma fuerza del sistema diluido, comparada
con la fuerza de SecA para translocación en bacterias, equivale a 0.5 veces
la fuerza estimada por Alder y Theg y a 2.1 veces la fuerza calculada con la
expresión de Marden y Allen. En ambas comparaciones, la fuerza inicial de
translocación en un sistema diluido resultó comparable a las fuerzas de SecA y
BiP estimadas por Alder y Theg y utilizando la expresión de Marden y Allen.
Esto significa que la pura contribución entrópica de la cadena es importante al
nivel de fuerzas durante el transporte en un sistema biológico, 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 cálculos obtenidos con la expresión de Marden y Allen son más precisos que
los de Alder y Theg debido a que relacionan la fuerza de la protéına asistente
(considerada como motor) con su masa, entonces de la comparación resulta que
la fuerza entrópica de la cadena tiene mayor importancia en una célula eucariota
que en una bacteria. La fuerza entrópica al inicio del transporte para Ero1p es
5.64 pN mientras que la fuerza que ejerceŕıa BiP seŕıa 2.28 pN y la fuerza de
SecA seŕıa 2.72 pN.

De nuestros cálculos de las fuerzas de translocación en un sistema diluido y
en un sistema abarrotado dinámico, encontramos que las fuerzas son similares
en magnitud. Por lo tanto, los resultados de la comparación entre las fuerzas
del sistema abarrotado dinámico con las fuerzas estimadas para SecA y BiP son
similares a los discutidos para el sistema diluido en los párrafos anteriores.

6.1.4. Tiempo de translocación en un ambiente abarrota-
do dinámico

El tiempo promedio de translocación o de retrotranslocación lo definimos
como el tiempo promedio de primer paso, el cual puede calcularse utilizando
la ecuación 4.17. En esta sección, primero mostramos los resultados para el
tiempo de translocación en un sistema diluido y después los resultados para
translocación y la retrotranslocación en un sistema abarrotado dinámico. Para
finalizar, comparamos nuestros cálculos con datos disponibles en la literatura.

Tiempo de translocación en un ambiente diluido

Para calcular el tiempo de primer paso en un sistema diluido, el cual de-
finimos como el tiempo promedio de translocación ⌧

dil

, utilizamos la ecuación
4.17.

El tiempo de translocación crece al aumentar el tamaño de la cadena N , de
acuerdo a ⌧ = 155 psN2.34 ⇠ N

2+p, donde p representa el exponente de N en el
modelo de Zimm para la difusión de un poĺımero [26]. En este caso, p = 1/3 es
el exponente que se obtiene al ajustar el coeficiente de difusión de protéınas en
agua (ver Sección 5.2). Este resultado está de acuerdo con el resultado de Sung
y Park para el tiempo de translocación: ⌧ ⇠ N

2+p [96].
En la Figura 6.4, se muestra el tiempo de translocación. Para cadenas cuyos

tamaños corresponden a los de protéınas transportadas en los sistemas biólogicos
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(N = 70 � 4536), el tiempo abarca desde microsegundos hasta milésimas de
segundos. Para las cadenas más pequeñas, como la prepromelitina de N = 70
o la preprocecropina A de N = 64 [90] el tiempo de translocación es ⇡ 3 µs,
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 translocación en un sistema diluido como función del
tamaño de la cadena.

El tiempo de translocación en un ambiente abarrotado dinámico

El tiempo de translocación es el tiempo promedio de primer paso de una
cadena que parte del citoplasma y termina en el lumen del ret́ıculo endoplásmi-
co. El tiempo de retrotranslocación 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 designación tiempo de transporte para referirnos
indistintamente a cualquiera de los dos tiempos, de translocación o de retro-
translocación.

Para calcular el tiempo de transporte ⌧ , utilizamos la ecuación 4.17. El tiem-
po depende de la enerǵıa libre F y del coeficiente de difusión D de la cadena
en transporte, para el calculo de ⌧ utilizamos las expresiones discutidas en la
Sección 3.4 y en la Sección 5.3, respectivamente. Adicionalmente, el tiempo de-
pende de las condiciones de abarrotamiento dadas por (�

cit

, �

RE

) y del tamaño
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 función de la longitud de la cadena.

Tiempo de transporte como función de �

cit

y �

ER

Para calcular el tiempo de translocación como función de las condiciones
de abarrotamiento, utilizamos los valores de las fracciones de ocupación del
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citoplasma �

cit

y del lumen del RE �

ER

dadas por las expresiones 5.1 y 5.2,
en la Sección 5.1. En la Figura 6.5, se muestra el tiempo de transporte para
una cadena de tamaño promedio como Ero1p de N = 560, como función de las
diferencias de ocupación �� = �

cit

��

RE

. En la Figura, cada punto de la región
a color corresponde al tiempo ⌧ para un par de valores (�

cit

, �

RE

). Cuando
se fija la fracción de ocupación del lumen del RE (�

RE

=cte.), el tiempo de
translocación crece al aumentar la fracción de ocupación del citoplasma �

cit

.
Cuando se fija la fracción de ocupación del citoplasma (�

cit

=cte.), el tiempo
de translocación crece al aumentar la fracción de ocupación del lumen �

RE

. En
la Figura 6.5, las flechas indican el cambio en el tiempo al aumentar la fracción
de ocupación, �

cit

o �

RE

. El tiempo mı́nimo de translocación se obtiene para
las mı́nimas condiciones de abarrotamiento (�

cit

, �

RE

) = (0.12, 0.12), cuando
�� = 0.00 . El tiempo máximo de translocación se obtiene para las condiciones
máximas de abarrotamiento (�

cit

, �

RE

) = (0.38, 0.26), cuando �� = 0.14. El
tiempo para cualquier otra condición de abarrotamiento queda delimitado por
el tiempo mı́nimo y el tiempo máximo. Para Ero1p, el tiempo de translocación
está en el intervalo de 30–50 ms, ver Figura 6.5.

En la Figura 6.5, se muestran los tiempos de la retrotranslocación para
Ero1p. En la Figura, cada punto de la región a color corresponde al tiempo ⌧

para un par de valores (�
cit

, �

RE

). Cuando se fija la fracción de ocupación en el
lumen (�

RE

= cte) el tiempo crece al aumentar la fracción de ocupación en el
citoplasma �

cit

. Cuando se fija la fracción de ocupación en el citoplasma (�
cit

=
cte) el tiempo crece al aumentar la fracción del ocupación en el lumen �

RE

. Este
último resultado, que pareciera contraintuitivo (el tiempo aumenta al aumentar
la fracción de ocupación de obstáculos en la región de salida), se debe a la
dependencia del coeficiente de difusión en la fracción de ocupación. Al aumentar
el grado de abarrotamiento en el lumen �

RE

la difusividad de la cadena en el
lumen disminuye, y por lo tanto, el tiempo de retrotranslocación aumenta. Los
tiempos mı́nimo y máximo de retrotranslocación se obtienen para las condiciones
de abarrotamiento mı́nima (�

cit

, �

RE

) = (0.12, 0.12) y máxima (�
cit

, �

RE

) =
(0.24, 0.38), respectivamente. Para Ero1p, el tiempo de retrotranslocación 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 fracción de
ocupación, �

cit

o �

RE

.
Al comparar los tiempos de translocación y de retrotranslocación de Ero1p,

observamos que los tiempos mı́nimos son iguales, 30 ms; sin embargo, los tiempos
máximos, 50 ms y 58 ms, difieren en un 14 %, al ser mayores los de retrotrans-
locación. Esto indica que, para altas concentraciones de protéınas en el medio
intracelular, una protéına tarda más tiempo en ser retrotranslocada que en ser
translocada. Esta diferencia entre el tiempo de translocación y el de retrotrans-
locación para altas concentraciones (o altas fracciones de ocupación) aumenta
con el tamaño de la cadena N , ver Tabla 6.2. Para una de las protéınas más pe-
queñas, la prepromelitina, la diferencia es del 11 %, y para una de las protéınas
más grandes, ApoB (N = 4536), el tiempo de retrotranslocación (103 min) es
un 29 % mayor que el de translocación (80 min). En la Tabla 6.2, se muestran
los tiempos mı́nimos y máximos de translocación y de retrotranslocación, para
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Figura 6.5: Tiempo de transporte como función de las condiciones de aba-
rrotamiento para una cadena como Ero1p de N = 560. Las flechas indican el
cambio en el tiempo al aumentar las fracciones de ocupación �

cit

y �

RE

. El pun-
to azul corresponde al tiempo en un ambiente diluido. Derecha: translocación;
izquierda, retrotranslocación.

cadenas de diferente tamaño. De la Tabla se puede observar que para altas con-
centraciones (�

cit

, �

RE

) = (0.24, 0.38) (lo cual equivale a �� = 0.14) el tiempo
de retrotranslocación siempre es mayor que el tiempo de translocación.

Tabla 6.2: Tiempos de translocación y retrotranslocación en un sistema aba-
rrotado dinámico ⌧

din y en un sistema diluido ⌧

dil.

Análogo N ⌧

dil

⌧

din

(��)

Translocación Retrotranslocación
�� ��

0.00 0.14 0.00 0.14
Prepromelitina 70 3.0 µs 17 µs 32 µs 16 µs 36 µs
ERp18 157 21 µs 238 µs 436 µs 228 µs 476 µs
Ero1p 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 tamaño de la cadena N . Para
protéınas pequeñas como la prepromelitina, el tiempo de transporte es de unas
decenas de microsegundos. Para cadenas grandes como ApoB, el tiempo de
transporte está en el intervalo de una a dos horas (ver Tabla 6.2). En la Figura
6.6, se muestra el tiempo de transporte como función del tamaño 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 �

cit

y del lumen
del RE �

RE

. De las gráficas y de los valores de la Tabla 6.2, se puede ver que
el intervalo del tiempo de retrotranslocación es más amplio que el intervalo del
tiempo de translocación, principalmente para cadenas grandes.
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Figura 6.6: Tiempo de transporte en un sistema abarrotado dinámico como
función del tamaño. Las regiones en color corresponden al tiempo para las di-
ferentes condiciones de abarrotamiento del citoplasma y del lumen del RE. La
ĺınea a trozos corresponde al tiempo de transporte en un sistema diluido. Las
ĺıneas azules corresponden al tiempo de translocación en ambientes diluidos, de
acuerdo a datos experimentales. Derecha: translocación; izquierda, retrotrans-
locación.

Los tiempos de transporte por abarrotamiento dinámico son mayores a los
tiempos de translocación en un ambiente diluido. Entre más grande sea la cadena
mayor es la diferencia entre los tiempos. Por ejemplo, para una cadena pequeña
como la prepromelitina, el tiempo de translocación por abarrotamiento dinámico
es mayor al del sistema diluido de 6 a 11 veces, mientras que para una cadena
como ApoB, el tiempo es mayor de 6⇥104 a 8⇥104 veces. En la Figura 6.5, con
un punto azul se indica el tiempo de translocación en un sistema diluido; en la
Figura 6.6 se incluye el tiempo de translocación en el ambiente diluido como
función del tamaño, en dicha Figura (ĺınea 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 retrotranslocación. Los
resultados de la comparación, indican que el abarrotamiento dinámico ralentiza
la translocación y la retrotranslocación, 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 comparación con datos de la literatura

Trabajos experimentales in vitro diseñados para estudiar el transporte de
protéınas en sistemas diluidos, han encontrado que la velocidad de transloca-
ción es del orden de unos cuantos aminoácidos 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 translocación v o tasa de translocación como la razón entre la
longitud de la cadena N y el tiempo de transporte ⌧ : v = N/⌧ . Para calcular la
velocidad de cadenas de diferente longitud utilizamos los datos de la Tabla 6.2.
En el sistema diluido, la velocidad de translocación para una cadena pequeña
como la prepromelitina es 2.3⇥107 aa/s mientras que para una cadena grande
como ApoB es 7.8 ⇥ 104 aa/s. En el sistema abarrotado dinámico, la máxima
velocidad de translocación para la prepromelitina es 4⇥106 aa/s mientras que
para ApoB es 1.4 aa/s. De los dos sistemas, la velocidad de translocación para
cadenas grandes en un sistema abarrotado dinámico 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 función
del tamaño N , utilizando las velocidades de translocación experimentales con
⌧ = N/v. La ralentización por abarrotamiento dinámico podŕıa medirse expe-
rimentalmente en cadenas grandes, tomando en cuenta el amplio espectro de
tamaños 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 translocación 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 monómeros
que mantienen parcialmente plegado el segmento de cadena que aún no ha sido
translocado, y/o ii) interacciones de la cadena con el canal de translocación. 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 desnaturalización. Por ejemplo, la fuerza necesaria para desnaturali-
zar protéınas debido a sus diferentes dominios estructurales, está 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 translocación,
el canal translocón embebido en la membrana debe ser abierto para permitir el
paso de la cadena. Para diferentes membranas de fosfoĺıpidos, la presión (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 presión,
el trabajo para abrir el canal (de longitud 5 nm) en un diámetro 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 nanoscópicos.
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 dimensión en un ambiente diluido [91]. En
su modelo, los trinquetes actúan sobre el segmento de la cadena recién translo-
cado en diferentes posiciones a lo largo del segmento. Al utilizar un coeficiente
de difusión de 1 µm2/s para una cadena de longitud 100 nm (N = 263 aminoáci-
dos), Simon et al. estimaron un tiempo de translocación de 5 ms cuando solo un
trinquete actúa en el extremo de la cadena. Con múltiples trinquetes, actuando
a 5 nm de distancia entre si desde el extremo de la cadena (a cada 13 aminoáci-
dos), el tiempo de translocación se reduce a 0.25 ms. Tomar en cuenta múltiples
trinquetes, en su modelo, reduce el tiempo de translocación hasta 20 veces.

Para una cadena de la misma longitud (100 nm), nuestros cálculos indican un
tiempo de transporte en el sistema diluido de 0.07 ms y en el sistema abarrotado
dinámico de entre 1.5 a 2.6 ms (para �� = 0.00 y �� = 0.26, respectivamente).
Al comparar, el tiempo en el sistema diluido es 3.6 veces menor que el tiempo
de Simon et al. con múltiples 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 cálculos
de los tiempos resultan similares a los de Simon et al.. Con los resultados de
Simon et al., las velocidades de translocación son 5⇥104 aa/s y 1⇥106 aa/s, para
uno y múltiples trinquetes, respectivamente. En el sistema diluido, la velocidad
es de 4⇥106 aa/s mientras que en el sistema abarrotado la velocidad es de
1 ⇥ 105 aa/s a 2⇥105 aa/s. Nuestras velocidades del sistema abarrotado están
entre los valores de velocidad de Simon et al. para uno y múltiples trinquetes,
mientras que la velocidad del sistema diluido es mayor que la velocidad con
múltiples trinquetes.

Los cálculos 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 translocación y por lo tanto se aumenta la
velocidad. Los resultados de la comparación indican que modelos estéricos de
translocación arrojan resultados similares. En consecuencia, además 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 difusión a través del canal. De acuerdo a uno de los modelos actuales para
translocación en bacterias [51], una preprotéına se difunde libremente cuando
el canal se abre, este proceso está limitado por velocidades de reacción, lo cual
genera lapsos de tiempo para que ocurra la abertura del canal. Estos lapsos de
tiempo aumentaŕıan el tiempo de translocación en nuestros modelos.

6.1.5. Tiempo de translocación en un ambiente de agentes
abarrotantes de tamaño fijo

En la sección anterior discutimos el tiempo de translocación y retrotrans-
locación para una cadena de N monómeros que se transporta en un ambiente
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abarrotado por agentes de la misma especie, cuyo tamaño correponde al radio
de giro de una cadena en transporte: a = R

g

(N). Ahora discutimos los resul-
tados para el tiempo de translocación considerando que una cadena de tamaño
arbitrario se transporta en ambientes de agentes abarrotantes de tamaño fijo.

Tamaño caracteŕıstico de los agentes abarrotantes del citoplasma

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

El tiempo de translocación: 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 tamaño de los agentes
abarrotantes es el mismo en ambos lados de la membrana, esto es: a

cit

= a

ER

=
a, y de acuerdo al párrafo anterior, el tamaño de los agentes es: a = 3.25 nm.
Con este valor calculamos el tiempo de translocación.

Al realizar el cálculo como función de tamaño de la cadena, el tiempo de
translocación resulta similar numéricamente al tiempo de translocación 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 mı́nimos (⌧

mı́n

) y máximos (⌧
máx

). Note que los intervalos para el tiempo
de translocación para cadenas pequeñas y hasta cadenas de tamaño promedio
(desde la prepromelitina hasta Ero1p) 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 tamaño que la cadena en transporte. Esta
pequeña reducción se incrementa con el tamaño de la cadena, por ejemplo, pa-
ra una cadena de 1000 monómeros, los tiempos mı́nimo y máximo 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 translocación para cadenas de
diferente tamaño como función de la diferencia de ocupación ��. Para cadenas
cortas y hasta cadenas ligeramente largas N ⇠ 1000, el tiempo de translocación
aumenta si se incrementa la concentración de agentes abarrotantes en un lado
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Tabla 6.3: Tiempos de translocación en un sistema abarrotado dinámico ⌧

din.
Las columnas indican los tiempos de translocación mı́nimos (⌧

mı́n

) y máximos
⌧

máx

para cadenas de diferente tamaño cuando se considera abarrotamiento por
agentes de tamaño fijo a = 3.25 nm y abarrotamiento por agentes de la misma
especie que se transloca de a = R

g

(N).

Análogo N ⌧

din

(��)

a = 3.25 nm a = R

g

(N)
⌧

mı́n

⌧

máx

⌧

mı́n

⌧

máx

Prepromelitina 70 17 µs 32 µs 17 µs 32 µs
ERp18 157 238 µs 430 µs 238 µs 436 µs
Ero1p 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 concentración 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 Sección
6.3. Este incremento en el tiempo de translocación también se obtuvo cuando
se considero a = R

g

en la sección anterior. Para cadenas de mayor tamaño
como ApoB, el comportamiento en el tiempo de translocación es diferente. El
tiempo disminuye al aumentar la concentración de agentes abarrotantes en el
citoplasma manteniendo constante la del lumen del RE, mientras que aumenta
con el incremento de la concentración del lumen manteniendo la del citoplasma
constante (ver Figura 6.7). Esto significa que la contribución entrópica de la
cadena facilita la translocación, y por lo tanto, se impone ante la contribución
de la difusión de la cadena. Este comportamiento no se obtiene cuando a = R

g

.
De los valores de la Tabla 6.3 y de las gráficas de la Figura 6.7, se conclu-

ye que las diferencias en el tiempo de translocación, entre el caso de agentes
esféricos de tamaño fijo y el caso de agentes esféricos cuyo tamaño 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 reducción en los intervalos del
tiempo de translocación, y 2) la reducción en el tiempo de translocación al au-
mentar la concentración de abarrotantes del citoplasma, región donde se inicia
el transporte, lo cual se debe a que la parte entrópica de la cadena (por medio
de la enerǵıa libre) se impone a la difusión.

El tiempo de translocación: especies diferentes en el citoplasma y en

lumen del RE

Ahora consideramos el caso de dos especies diferentes con tamaño fijo, una
en el citoplasma y la otra en el lumen del RE. Para la especie del citoplasma,
consideramos al tamaño discutido anteriormente: a

cit

= 3.25 nm. Para la especie
del lumen del RE, utilizamos como tamaño caracteŕıstico el radio de giro de
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Figura 6.7: Tiempo de translocación en un ambiente abarrotado de agentes
esféricos de tamaño fijo. Las graficas muestran el tiempo de translocación para
las protéınas prepromelitina (N = 70), ERp18 (N = 157), Ero1p (N = 560) y
ApoB (N = 4536), para �

cit

y �

RE

dentro de los valores fisiológicos.

una protéına luminal de tamaño promedio. Considerando a la chaperona BiP
(de longitud N = 690 [49]), el tamaño es a

RE

= 4.10 nm. Con estos valores,
el tiempo de translocación para cadenas de diferente tamaño se muestra en la
Tabla 6.4.

Al comparar el tiempo de translocación con el tiempo para el caso en que a =
R

g

, se encuentra, para cadenas pequeñas y hasta cadenas de tamaño promedio
como Ero1p 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 tamaño de la
cadena. Por ejemplo, para una cadena de 1000 monómeros los tiempos mı́nimo
y máximo se reducen en un 1.4% y un 1.5%, respectivamente, mientras que
para una cadena más grande como ApoB, dichos tiempos se han reducido en
un 32 % y un 16%. Esta reducción del tiempo de translocación 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 translocación como
función de la diferencia de ocupación ��, los resultados son similares al caso de
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Tabla 6.4: Tiempos de translocación en un sistema abarrotado dinámico ⌧

din.
Las columnas indican los tiempos mı́nimos (⌧

mı́n

) y máximos (⌧
máx

) para cade-
nas de diferente tamaño cuando existe abarrotamiento por especies de tamaño
fijo en el citoplasma (a

cit

) y en el lumen del RE (a
RE

) y cuando existe abarro-
tamiento por agentes de la especie en translocación (a = R

g

(N)).

Análogo N ⌧

din

(��)

a

cit

= 3.25 nm a = R

g

(N)
a

RE

= 4.10 nm
⌧

mı́n

⌧

máx

⌧

mı́n

⌧

máx

Prepromelitina 70 17 µs 32 µs 17 µs 32 µs
ERp18 157 238 µs 430 µs 238 µs 436 µs
Ero1p 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 tamaño fijo, el cual fue discutido anteriormente e ilustrado
en la Figura 6.7.

6.2. El régimen estático

El sistema abarrotado estático corresponde al caso cuando los agentes aba-
rrotantes carecen de movimiento comparado con el movimiento de una prepro-
téına en translocación. Aunque este tipo de abarrotamiento no corresponde al
tipo de abarrotamiento en los sistemas biológicos durante la translocación (ver
Sección 5.7), estudiamos las variabes f́ısicas de la translocación para cuantificar
el efecto del abarrotamiento por agentes sin movimiento. Para ello repetimos los
cálculos del sistema abarrotado dinámico.

6.2.1. La enerǵıa libre y la enerǵıa de activación en el
régimen estático

Para calcular la enerǵıa libre en el régimen estático F(�
cit

, �

RE

, n,N), uti-
lizamos la ecuación 3.21. Las condiciones de abarrotamiento empleadas corres-
ponden a las encontradas en el citoplasma (�

cit

) y en el lumen del ret́ıculo
endoplásmico (�

ER

). Iniciamos el estudio con el caso de translocación para una
cadena de tamaño promedio; para cadenas de diferente longitud los resultados
son similares.

La enerǵıa libre como función de las condiciones de abarrotamiento

Para estudiar el efecto del abarrotamiento estático en la enerǵıa libre, utiliza-
mos dos condiciones de abarrotamiento: (�

cit

, �

ER

) = (0.12, 0.24) y (�
cit

, �

ER

) =
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(0.38, 0.12), estas condiciones dan las diferencias de ocupación (entre el citoplas-
ma y el lumen del RE) mı́nima (�� = �0.12) y máxima (�� = 0.26), respec-
tivamente. En la Figura 6.8, se muestra la enerǵıa libre de translocación como
función del número de monomeros translocados n para una cadena de tamaño
promedio como Ero1p (N = 560) bajo las condiciones de abarrotamiento indi-
cadas. En la Figura también se muestra la enerǵıa en un sistema diluido. En
la gráfica, el eje vertical representa F(n) � F(N � 1), lo cual define al cero de
enerǵıa como el estado en el cual toda la cadena ha sido translocada.

La enerǵıa libre presenta una barrera con dos mı́minos 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 mı́nimos de enerǵıa de-
pende de las condiciones de abarrotamiento. La diferencia entre el mı́nimo
de enerǵıa al final y el mı́nimo de enerǵıa al inicio, se utiliza para indicar
si la translocación es favorable energéticamente. Al considerar todas las posi-
bles condiciones de abarrotamiento, la diferencia de enerǵıa toma valores en
el intervalo de �1.00 kcal/mol a 0.46 kcal/mol, y estos valores se obtienen
cuando �� = 0.26 con (�

cit

, �

RE

) = (0.38, 0.12) y cuando �� = �0.12 con
(�

cit

, �

RE

) = (0.12, 0.24), respectivamente. Esto se puede observar de la Figura
6.8 al comparar los valores inicial y final de la enerǵıa libre, para �� = 0.26 y
�� = �0.12. Cuando la diferencia entre los valores de enerǵıa final e inicial es
negativa, la translocación es favorable energéticamente, ya que la cadena llega
a un estado de mı́nima enerǵıa, si la diferencia es positiva la translocación no
es favorable porque la cadena llega a un estado de máxima enerǵıa. La condi-
ción (�

cit

, �

RE

) = (0.38, 0.12) es la más favorable energéticamente, mientras que
la condición (�

cit

, �

RE

) = (0.12, 0.24) es la menos favorable. Para cualesquiera
otras condiciones de abarrotamiento, la diferencia entre los mı́minos esta delimi-
tada por estos valores, de –1.00 a 0.46 kcal/mol. La diferencia entre los mı́nimos
de enerǵıa es cero cuando el grado de abarrotamiento es el mismo en ambos la-
dos, para �� = 0.00. La translocación resulta favorable cuando la concentración
del citoplasma �

cit

es mayor que del lumen del RE �

RE

. Aunque existen condi-
ciones de abarrotamiento que favorecen la translocación, es más importante el
valor de la barrera de enerǵıa o enerǵıa de activación porque indica la enerǵıa
mı́nima necesaria para que ocurra la translocación.

La enerǵıa de activación en un sistema abarrotado estático

La enerǵıa de activación se obtiene de la diferencia entre el valor máximo
de la enerǵıa libre y valor de la enerǵıa libre al inicio del transporte. En la
Figura 6.8 el máximo de la enerǵıa libre se indica con un punto. Para una cade-
na en translocación de tamaño promedio como Ero1p, la enerǵıa de activación
mı́nima es 1.32 kcal/mol para �� = 0.26 y la enerǵıa de activación máxima es
1.92 kcal/mol para �� = �0.12. Para cualesquiera otras condiciones de abarro-
tamiento, la enerǵıa de activación cae en el intervalo de 1.32 a 1.92 kcal/mol.
Los valores son similares a la enerǵıa de activación del sistema diluido, 1.52
kcal/mol, cuya gráfica de la enerǵıa libre también se muestra en la Figura 6.8.
Por abarrotamiento estático la enerǵıa de activación puede ser menor, igual
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Figura 6.8: Enerǵıa de activación en un ambiente abarrotado estático para
una cadena promedio como Ero1p de N = 560 monómeros. Las condiciones de
abarrotamiento corresponden a: (�

cit

, �

RE

) = (0.12, 0.24) ĺınea continua azul y
(�

cit

, �

RE

) = (0.38, 0.12) ĺınea continua verde. La ĺınea a trozos corresponde a
la enerǵıa libre en un ambiente diluido.

o mayor a la del sistema diluido. En el caso de retrotranslocación, la mı́nima
enerǵıa de activación que se obtiene es 1.46 kcal/mol para �� = �0.12 y la
máxima es 2.32 kcal/mol para �� = 0.26, también en retrotranslocación la
enerǵıa puede ser menor, igual o mayor a la del caso diluido. En translocación
la enerǵıa de activación disminuye al incrementarse el valor de �� mientras que
en la retrotranslocación la enerǵıa de activación aumenta.

Para cadenas de diferente tamaño, la enerǵıa de activación es similar a la
del sistema diluido. En la Tabla 6.5, se muestran las enerǵıas de activación para
diferentes cadenas, para las condiciones que dan la mı́nima y máxima enerǵıa
de activación. En translocación, la enerǵıa de activación para las cadenas pre-
promelitina, ERp18, Ero1p y ApoB, se incrementa, comparado con el sistema
diluido, en 1.4, 1.3, 1.3 y 1.2 veces para �� = �0.12 y disminuye en 0.8, 0.8,
0.9 y 0.9 veces para �� = 0.26, respectivamente. Estos factores de cambio son
menores comparados con el caso de abarrotamiento dinámico donde la enerǵıa
se incrementa hasta en un factor de 4 para cadenas grandes. En cuanto a la
dirección del transporte, para �� = 0.26, la enerǵıa de activación de transloca-
ción es menor a la retrotranslocación en ⇡1.0 kcal/mol, independientemente del
tamaño de la cadena, sin embargo, para �� = �0.12 la enerǵıa de activación
de translocación es mayor en 0.4 kcal/mol. En la Figura 6.9, la región en co-
lor indica el valor de la enerǵıa de activación por abarrotamiento estático para
cadenas de diferente tamaño, en la Figura también se incluye la gráfica de la
enerǵıa de activación del sistema diluido. En la Figura 6.9, las flechas indican el
cambio en la enerǵıa de activación al aumentar ��, al aumentar �� la enerǵıa
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Figura 6.9: Enerǵıa de activación en el régimen estático como función de N .
Las regiones en color indican la enerǵıa de activación bajo condiciones de aba-
rrotamiento fisiológico (�

cit

, �

ER

). Las flechas indican el cambio en la enerǵıa de
activación al aumentar la diferencia de ocupación ��. La ĺınea a trozos repre-
senta la enerǵıa de activación en el sistema diluido. Las barras en color indican la
enerǵıa de activación para cadenas de diferente tamaño translocadas en células
eucariotas. Izquierda: translocación; derecha: retrotranslocación.

de activación de translocación disminuye mientras que la de retrotranslocación
aumenta. El cambio es el mismo para cadenas de diferente tamaño como se
indica en la Figura para protéınas de interés fisiológico.

6.2.2. La fuerza en el régimen estático

La fuerza de translocación se calculó utilizando la ecuación 6.1. Primero
mostramos los resultados considerando el mismo grado de abarrotamiento para
el citoplasma y el lumen del RE (�

cit

= �

RE

= 0.24) y después indicamos los
resultados para otras condiciones de abarrotamiento.

Para �

cit

= �

RE

= 0.24, la fuerza por abarrotamiento estático es similar
numéricamente a la fuerza del caso diluido, independientemente del tamaño de
la cadena, como se muestra en la Figura 6.10. A diferencia del caso dinámico,
la fuerza inicial (en magnitud) disminuye al aumentar el tamaño de la cadena.
Para las cadenas prepromelitina, ERp18, Ero1p 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 función del número de monomeros
translocados n, por abarrotamiento estático, es muy similar a la fuerza en el caso
diluido, por lo cual las curvas en la Figura 6.10 parecen estar superpuestas; esta
superposición también se muestra para la fuerza como función de la fracción de
monómeros translocados n( %). Al considerar diferentes condiciones de abarro-
tamiento, la fuerza inicial cambia ligeramente, por ejemplo, para la cadena más
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Tabla 6.5: Enerǵıa de activación de translocación y de retrotranslocación para
cadenas de diferente tamaño N . La enerǵıa de activación en un sistema diluido
es E

dil

a

y la enerǵıa de activación en un sistema abarrotado estático es E

est

a

.

Análogo N Edil

a

Eest

a

(��)

(kcal/mol) (kcal/mol)

Translocación Retrotranslocación
�� ��

�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
Ero1p 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

pequeña N = 70 la fuerza inicial es 5.10 pN para �� = 0.26 y cambia hasta
6.14 pN para �� = �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 estático implica
la misma similitud para el trabajo que realiza el sistema biológico durante la
translocación, lo cual no ocurŕıa en el caso de abarrotamiento dinámico. Para la
retrotranslocación se tiene el mismo comportamiento que en la translocación.

6.2.3. Tiempo de translocación en el régimen estático

Para calcular el tiempo de transporte utilizamos la ecuación 4.17. Primero
describimos el efecto del abarrotamiento estático a condiciones fisiológicas para
una cadena de tamaño promedio y después indicamos el efecto del abarrota-
miento como función de la longitud. Adicionalmente, indicamos las diferencias
que existen con el régimen d́ınamico y el sistema diluido.

6.2.4. Tiempo de translocación y retrotranslocación como
función de �cit y �

RE

Para ejemplificar el efecto del abarrotamiento estático calculamos el tiempo
de transporte para una cadena de tamaño promedio como Ero1p 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 translocación y la retrotranslocación para todos los posibles valores de
�

cit

y �

RE

, como función de ��.
El tiempo de translocación para Ero1p va desde 4.3 hasta 8.7 ms mientras

que en la retrotranslocación el intervalo es de 3.7 hasta 11 ms. Estos tiempos
son mayores al tiempo de translocación en el sistema diluido (0.4 ms, ilustrado
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Figura 6.10: Fuerza de translocación para cadenas de tamaño N =70, 157, 560
y 4536, que corresponden al número de monómeros de las protéınas preprome-
litina, Erp18, Ero1p, y ApoB, respectivamente. Las ĺıneas a trozos se refieren a
la fuerza en un ambiente diluido y las ĺıneas continuas a la fuerza en un sistema
abarrotado estático bajo las condiciones de abarrotamiento �

cit

= �

ER

= 0.24.
Izquierda: fuerza como función del número de monómeros translocados n; dere-
cha: fuerza como función del porcentaje de la cadena translocado.

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

Para la translocación, el tiempo disminuye cuando aumenta la concentración
�

cit

manteniendo fija �

RE

. En la retrotranslocación sucede lo mismo la concen-
tración �

RE

aumenta manteniendo fija �

cit

. En la Figura 6.11 las flechas indican
el cambio en el tiempo al incrementar las fracciones �

cit

y �

RE

. La disminución
en el tiempo al aumentar la � se debe a la contribución energética. En la trans-
locación, un incremento de la concentración �

cit

reduce las conformaciones de la
cadena en el citoplasma y por lo tanto el lado preferido es el lumen donde más
conformaciones son permitidas. Esto resultado es diferente del caso dinámico
donde la difusividad domina el transporte.

El tiempo de transporte crece con la longitud, en la Tabla 6.6, se muestran
los tiempos mı́nimos y máximos para la translocación y la retrotranslocación,
y se indica el valor de �� para el cual se obtienen. Para cadenas cortas como
la prepromelitina el tiempo por abarrotamiento estático 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 tamaño en translocación y en retrotranslocación. Para
cadenas cortas, el intervalo de tiempo para la retrotranslocación es ligeramente
más amplio (ver Tabla 6.6) que el de translocación, sin embargo, para cadenas
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Figura 6.11: Tiempo de transporte como función de las condiciones de aba-
rrotamiento para una cadena como Ero1p de N = 560. Las flechas indican las
direcciones de crecimiento para las fracciones de ocupación �

cit

y �

RE

. El pun-
to azul corresponde al tiempo en un ambiente diluido. Derecha: translocación;
izquierda, retrotranslocación.

largas ocurre lo opuesto como puede apreciarse de la Figura 6.12.
Comparando con el caso diluido, el abarrotamiento estático a valores fi-

siológicos incrementa la translocación 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 �� de 0.26 hasta �0.12; en retrotranslocación para
las mismas cadenas los incrementos son: de 3.3 hasta 15 veces (prepromelitina)
y de 28 hasta 59 veces (ApoB), al incrementar �� de �0.12 hasta 0.26. En la
Figura 6.12, se ha graficado el tiempo de translocación en el caso diluido el cual
aparece como una linea punteda bajo la escala de la gráfica. 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 dinámico que retrasa los
tiempos de transporte hasta en un factor de 104.

Velocidades de transporte

Bajo condiciones fisiológicas de abarrotamiento estático las máximas velo-
cidades de translocación (v = N/⌧) se obtienen con �

cit

= 0.38 y �

RE

= 0.12,
cuando �� = 0.26. Para las cadenas prepromelitina, ERp18, Ero1p y ApoB,
dichas velocidades calculadas usando los datos de la Tabla 6.6 son 5.4⇥106,
1.3⇥106, 1.3⇥105 y 2.5⇥103 aa/s, respectivamente; valores similares y del mis-
mo orden de magnitud se obtienen para las velocidades mı́nimas de translocación
con �

cit

= 0.12 y �

RE

= 0.24. Estas velocidades son un orden de magnitud me-
nor que las correspondientes al caso diluido. Esta reducción en la velocidad por
abarrotamiento con agentes estáticos no es del mismo orden de magnitud que el
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Tabla 6.6: Tiempos de translocación y retrotranslocación en un sistema aba-
rrotado estático ⌧

est y en un sistema diluido ⌧

dil.

Análogo N ⌧

dil

⌧

est

(��)

Translocación Retrotranslocación
�� ��

�0.12 0.26 �0.12 0.26
Prepromelitina 70 3.0 µs 19 µs 13 µs 10 µs 45 µs
ERp18 157 21 µs 203 µs 124 µs 100 µs 383 µs
Ero1p 560 0.4 ms 8.7 ms 4.3 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 1.8 s 1.6 s 3.4 s

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

Para retrotranslocación las velocidades tienen el mismo orden de magnitud
que las de translocación, por ejemplo, las máximas velocidades con �

cit

= 12
y �

RE

= 0.24, para las cadenas prepromelitina, ERp18, Ero1p y ApoB son
7.0⇥106, 1.6⇥105, 1.5⇥105 y 2.8⇥103 aa/s, respectivamente. Al igual que en
translocación, estos resultados son al menos un orden de magnitud menor a las
velocidades en el caso diluido.

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

6.3. Sinergia entre el coeficiente de difusión y la
enerǵıa libre en el tiempo de transporte

Los tiempos de translocación y de retrotranslocación bajo condiciones de
abarrotamiento dinámico o estático difieren significativamente de los corres-
pondientes en el caso diluido, esta diferencia es mayor para cadenas largas. El
cálculo de los tiempos de transporte a partir de la ecuación 4.17 depende de las
expresiones usadas para el coeficiente de difusión y la enerǵıa libre. Para iden-
tificar la contribución de cada término, calculamos el tiempo de translocación
utilizando dos modelos h́ıbridos de prueba, el primero representando un sistema
en el cual una cadena tiene asociada la difusión del régimen diluido y la enerǵıa
libre del sistema abarrotado dinámico/estático, y el segundo representando un
sistema en el cual la cadena tiene asociada la difusión del sistema abarrotado
dinámico/estático y la enerǵıa 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 dinámico como
función del tamaño 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 ĺınea a trozos corresponde al tiempo de transporte en
un sistema diluido. Derecha: translocación; izquierda, retrotranslocación.

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

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

Diluido

AbarrotadoHíbrido 1

Híbrido 2

Ddiluido , Fabarrotado 

D

F

F

D

FD

τdiluido

Ddiluido , Fdiluido

τ1

Dabarrotado , Fabarrotado 

τabarrotado

Dabarrotado , Fdiluido 

τ2

Figura 6.13: Sistemas utilizados para cuantificar el efecto de la difusión (D) y
de la enerǵıa libre (F) en el tiempo de transporte (⌧). En el esquema, las flechas
indican el cambio en el tiempo debido a la difusión y/o la enerǵıa libre.
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6.3.1. Sinergia en la translocación para el caso dinámico

En la Tabla 6.7, se muestra el tiempo de translocación en el regimen diluido,
los modelos h́ıbridos en los cuales se ha remplazado la difusión o la enerǵıa libre
por las correspondientes del sistema abarrotamiento dinámico, y el régimen
dinámico. En los cálculos con abarrotamiento se utilizó �

cit

= 0.38 y �

RE

=
0.24, condiciones que dan los máximos tiempos de translocación; para otras
condiciones de abarrotamiento los resultados son similares.

Para el primer modelo h́ıbrido, se considera el efecto del abarrotamiento
sobre el coeficiente de difusión pero no sobre la enerǵıa libre, el tiempo en este
modelo se designa como ⌧

1

y se muestra en la columna IV de la Tabla 6.7. Para
el segundo modelo h́ıbrido, se considera el efecto del abarrotamiento sobre la
enerǵıa libre pero no sobre la difusión, el tiempo correspondiente ⌧

2

se muestra
en la columna V de la Tabla 6.7. En la Figura 6.14, se grafican ⌧

1

, ⌧

2

, el tiempo
del sistema diluido ⌧

dil

y el tiempo del sistema abarrotado dinámico ⌧

din

. Para
cadenas pequeñas (alrededor de N = 100), ⌧

1

es similar al tiempo del sistema
abarrotamiento dinámico, ⌧

2

es similar al tiempo en el sistema diluido ⌧

dil

, con
⌧

1

� ⌧

2

, ver Figura 6.14 y la Tabla 6.7, esto significa que el cambio en la
difusión por el abarrotamiento es más importante para el tiempo que el cambio
por abarrotamiento en la enerǵıa libre. Para cadenas con N ⇡ 1000, ⌧

1

es similar
a ⌧

2

, esto significa que el cambio en el coeficiente de difusión o en la enerǵıa
libre por abarrotamiento tiene el mismo efecto sobre el tiempo. Para cadenas
grandes de N � 1000, el cambio en la enerǵıa libre por abarrotamiento es más
importante sobre el tiempo que el cambio en el coeficiente de difusión.

Ambos tiempos, ⌧

1

y ⌧

2

, difieren significativamente del tiempo en el régimen
dinámico ⌧

din

, ver última columna de la Tabla 6.7 y la Figura 6.14, ni la suma
de ellos ni el producto podŕıa igualar el efecto del abarrotamiento dinámico en
el tiempo, este resultado indica que existe sinergia entre la difusión y la enerǵıa
libre. Esta sinergia tiene implicaciones sobre los modelos de translocación bajo
condiciones de abarrotamiento, ya que implica que los efectos del abarrotamiento
sobre ambos, la difusión y la enerǵıa libre, no pueden despreciarse al modelar el
transporte. Esta sinergia debe considerarse en futuros modelos y experimentos
de translocación bajo condiciones de abarrotamiento fisiológico.

Tabla 6.7: Tiempos de translocación en los sistemas: diluido ⌧

dil

, h́ıbrido con
la difusividad del caso d́ınamico ⌧

1

(D
din

,F
dil

), h́ıbrido con la enerǵıa libre del
caso dinámico ⌧

2

(D
dil

,F
din

) y abarrotado dinámico ⌧

din

.

Análogo N ⌧

dil

⌧

1

(D
din

,F
dil

) ⌧

2

(D
dil

,F
din

) ⌧

din

Prepromelitina 70 3.0 µs 25 µs 3.7 µs 32 µs
ERp18 157 21 µs 247 µs 36 µs 436 µs
Ero1p 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 77 s 80 min
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Figura 6.14: Tiempo de translocación en un sistema diluido, un sistema aba-
rrotado dinámico, y dos sistemas h́ıbridos en los cuales se desprecia el efecto del
abarrotamiento dinámico sobre la difusión o sobre la enerǵıa libre.

Otra forma de cuantificar el cambio en el tiempo al cambiar la difusión D o
la enerǵıa libre F , tomando como referencia al caso diluido, consiste en calcular
para cadenas de diferente tamaño, la razón ⌧/⌧

dil

, 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 h́ıbridos y el caso abarrotado dinámico.
De los factores se observa que ninguno de los modelos h́ıbridos modifica el
tiempo de translocación con el mismo orden de magnitud que lo hace el caso
dinámico. El cambio que generan los modelos h́ıbridos puede ser hasta 103 veces
menor que el producido por abarrotamiento dinámico. El efecto sinergico de la
difusión y de la enerǵıa libre por abarrotamiento dinámico puede aproximarse
como ⌧

din

/⌧

dil

⇡ (⌧
1

/⌧

dil

)(⌧
2

/⌧

dil

), como lo muestran los datos de las dos últimas
columnas de la Tabla 6.8, observe el orden de magnitud y el coeficiente.

Despreciar el efecto del abarrotamiento en una de las cantidades, difusión o
enerǵıa libre, menosprecia el efecto del abarrotamiento en al menos uno y hasta
cuatro ordenes de magnitud (dependiendo del tamaño de la cadena) sobre el
tiempo de translocación, como se observa al comparar los ordenes de magnitud
entre ⌧

1

/⌧

dil

, ⌧

2

/⌧

dil

y ⌧

din

/⌧

dil

en la Tabla 6.8.

6.3.2. Sinergia en la translocación para el caso estático

En el análisis anterior, los modelos h́ıbridos se construyeron cambiando la
difusión y la enerǵıa libre del sistema diluido por las correspondientes al régimen
abarrotado dinámico, 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 translocación del sistema diluido
cuando se cambia la difusión y/o la enerǵıa libre por la correspondiente en el
régimen abarrotado dinámico.

Análogo N
⌧

1

(D
din

,F
dil

)

⌧

dil

⌧

2

(D
dil

,F
din

)

⌧

dil

⌧

din

⌧

dil

⌧

1

⌧

dil

⌧

2

⌧

dil

Prepromelitina 70 8.3⇥100 1.2⇥100 1.1⇥101 1.0⇥101

ERp18 157 1.2⇥101 1.7⇥100 2.1⇥101 2.0⇥101

Ero1p 560 2.3⇥101 6.0⇥100 1.2⇥102 1.4⇥102

— 1000 2.9⇥101 1.5⇥101 4.0⇥102 4.4⇥102

ApoB 4536 6.9⇥101 1.3⇥103 8.3⇥104 9.0⇥104

los h́ıbridos pero ahora considerando la difusión y la enerǵıa libre del régimen
estático. Los cálculos se realizarón con �

cit

= 0.12 y �

RE

= 0.24, condiciones
bajo las cuales se obtienen los mayores tiempos de translocación.

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 difusión es mayor
que el cambio generado por cambiar la enerǵıa libre. Este resultado es indepen-
diente del tamaño de la cadena, dentro del intervalo de tamaño de la protéınas
de interés, a diferencia del resultado de los modelos h́ıbridos cuando el abarro-
tamiento es dinámico, en donde el tamaño de la cadena influye el resultado. Al
comparar los tiempos de los modelos h́ıbridos con el caso puramente estático,
se observa que el tiempo en el modelo h́ıbrido en el cual se remplazó la difusión
(⌧

1

) tiene el mismo orden de magnitud que el tiempo estático ⌧

est

(comparar
la columna IV con la columna VI en la Tabla 6.9). El tiempo que se obtiene
por cambiar la enerǵıa libre (⌧

2

del segundo modelo h́ıbrido) es al menos un
orden de magnitud menor que ⌧

1

, como se observa al comparar los datos de ⌧

1

y ⌧

2

en la Tabla 6.9. Por lo tanto, el efecto del abarrotamiento estático sobre la
difusión resulta de mayor importancia que el efecto sobre la enerǵıa libre cuando
se calcula el tiempo de translocación.

Tabla 6.9: Tiempos de translocación en los sistemas: diluido ⌧

dil

, h́ıbrido con la
difusividad del caso estático ⌧

1

(D
est

,F
dil

), h́ıbrido con la enerǵıa libre del caso
estático ⌧

2

(D
dil

,F
est

) y abarrotado estático ⌧

est

.

Análogo N ⌧

dil

⌧

1

(D
est

,F
dil

) ⌧

2

(D
dil

,F
est

) ⌧

est

Prepromelitina 70 3.0 µs 16 µs 3.4 µs 19 µs
ERp18 157 21 µs 171 µs 23 µs 203 µs
Ero1p 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 3.7 s 61 ms 4.3 s

Para determinar el orden de magnitud con el cual contribuyen la difusión y
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la enerǵıa libre estáticas al tiempo de translocación calculamos las razones ⌧/⌧

dil

para cadenas de diferentes tamaño y además las comparamos con ⌧

est

/⌧

dil

, ver
Tabla 6.10. Al cambiar la difusión se cambia el tiempo a lo más en un orden
de magnitud (principalmente para cadenas largas), al cambiar la enerǵıa libre
el orden de magnitud no cambia (ver columnas para ⌧

1

/⌧

dil

y ⌧

2

/⌧

dil

). De entre
los dos modelos, la razón ⌧

1

/⌧

dil

se aproxima más, en orden de magnitud, a
⌧

est

/⌧

dil

(el caso puramente estático). Si consideramos la sinergia como en el
caso dinámico, se encuentra que ⌧

est

/⌧

dil

⇡ (⌧
1

/⌧

dil

)(⌧
2

/⌧

dil

), ver las dos últimas
columnas de la Tabla 6.10, lo cual reafirma el efecto sinergico en el tiempo de
translocación.

Tabla 6.10: Factor de cambio en el tiempo de translocación del sistema diluido
cuando se cambia la difusión y/o la enerǵıa libre por la correspondiente en el
régimen abarrotado estático.

Análogo N
⌧

1

(D
est

,F
dil

)

⌧

dil

⌧

2

(D
dil

,F
est

)

⌧

dil

⌧

est

⌧

dil

⌧

1

⌧

dil

⌧

2

⌧

dil

Prepromelitina 70 5.3⇥100 1.1⇥100 6.3⇥100 6.0⇥100

ERp18 157 8.1⇥100 1.1⇥100 9.7⇥100 8.9⇥100

Ero1p 560 1.8⇥101 1.2⇥100 2.2⇥101 2.3⇥101

— 1000 2.4⇥101 1.0⇥100 2.8⇥101 2.6⇥101

ApoB 4536 6.4⇥101 1.0⇥100 7.4⇥101 6.7⇥101

6.3.3. El tiempo de translocación cuando el coeficiente de
difusión es constante

El tiempo de translocación depende del coeficiente de difusión y de la enerǵıa
libre, ambos dependientes del grado de abarrotamiento �. Analizar el efecto
del abarrotamiento sobre el tiempo de translocación mediante la enerǵıa libre
únicamente, significa considerar un coeficiente de difusión constante en �, pero
dependiente del tamaño de la cadena. Por simplicidad, calculamos el tiempo de
translocación utilizando para el coeficiente de difusión él del ambiente diluido,
ecuación 5.3. Para una cadena de tamaño promedio como Ero1p, de N = 560,
el tiempo como función de las diferencias de ocupación �� se muestra en la
Figura 6.15.

Para N = 560, como función de ��, el tiempo mı́nimo de translocación es
2.36 ms, el tiempo máximo 2.42 ms, apenas difiere del mı́nimo en un 2.5 %, ver
Figura 6.15. La diferencia entre el tiempo mı́nimo y el tiempo máximo aumenta
con el tamaño de la cadena, para las cadenas más grandes como ApoB, la dife-
rencia es de un 6%. En la Figura 6.15, se muestra el tiempo como función del
tamaño para todas las posibles condiciones de abarrotamiento fisiológicas. Note
que el intervalo de tiempos es muy estrecho. Adicionalmente, el tiempo consi-
derando la difusión independiente de � es varios ordenes de magnitud menor
al tiempo del sistema abarrotado dinámico, cuando el coeficiente de difusión es
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Figura 6.15: Tiempo de translocación con un coeficiente de difusión indepen-
diente de �. Izquierda: tiempo de translocación como función de ��. Derecha:
tiempo de translocación para cadenas de diferente tamaño para todas las posi-
bles condiciones de abarrotamiento fisiológico.

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
difusión al estudiar la translocación.
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Caṕıtulo 7

Conclusiones

En este trabajo, utilizando modelos estéricos de cadenas ideales, hemos es-
tudiado el efecto del abarrotamiento macromolecular a condiciones fisiológicas
sobre la translocación de preprotéınas a través de la membrana del ret́ıculo en-
doplásmico. Para cuantificar el efecto del abarrotamiento, calculamos diferentes
propiedades f́ısicas de la translocación para cadenas cuyos tamaños correspon-
den al de cadenas translocadas en los sistemas biológicos, como son la membrana
del ret́ıculo endoplásmico en células eucariotas o la membrana periplásmica en
bacterias. Para determinar la importancia del grado de abarrotamiento, aśı co-
mo su comportamiento móvil, comparamos las siguientes propiedades que se
obtienen para la translocación y la retrotranslocación en un sistema diluido con
las correspondientes en un sistema abarrotado dinámico y en un sistema aba-
rrotado estático: enerǵıa libre F , enerǵıa de activación E

a

, fuerza f y tiempo
promedio de primer paso al que designamos como tiempo de translocación y/o
retrotranslocación ⌧ .

Al sistema diluido lo consideramos como referencia, por ser el modelo de
translocación más simple, además de ser el más utilizado en experimentos para
estudiar la translocación. Los modelos de translocación con abarrotamiento uti-
lizados fueron dos casos ĺımite propuestos por Gopinathan y Kim [35]; el sistema
abarrotado dinámico, en el cual los agentes abarrotantes se mueven muy rápido
colapsando a la cadena en una región globular, y el sistema abarrotado estático,
en el que los agentes abarrotantes parecen estáticos durante el transporte de la
cadena.

Los dos casos ĺımite, llamados reǵımenes, quedan delimitados al compararse
las tres escalas de tiempo caracteŕısticas del sistema: el tiempo de translocación
⌧ , el tiempo caracteŕıstico asociado a la difusión de los agentes abarrotantes
⌧

o

y el tiempo de relajación de la cadena ⌧

r

. Las propiedades f́ısicas del me-
dio intracelular como la viscosidad, el grado de abarrotamiento por protéınas
(medido por la fracción de ocupación en volumen o por la concentración) y la
difusión de los abarrotantes (principalmente protéınas solubles), influyen en los
tiempos ⌧ , ⌧

o

y ⌧

r

; al realizar el análisis de dichos tiempos, validamos al medio
intracelular como un medio abarrotado por protéınas en un régimen dinámico,
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dadas las propiedades f́ısicas y las condiciones de abarrotamiento del citoplasma
y el lumen del RE. Aunque el régimen estático no corresponde al abarrotado
medio intracelular, también realizamos el análisis de la translocación para cuan-
tificar el efecto del abarrotamiento cuando los agentes abarrotantes carecen de
movimiento.

7.1. Translocación en el sistema diluido

Como sistema de referencia utilizamos al sistema diluido, del cual estudia-
mos la contribución entrópica de la cadena en el proceso de translocación. La
parte entrópica de la cadena proviene de sus conformaciones posibles debido a
la presencia de la pared (representando a la membrana en el sistema biológico)
en la cual se restringe el paso de la cadena por un poro de ancho despreciable.
Las propiedades asociadas al proceso de translocación debido a las conforma-
ciones de la cadena son: la enerǵıa libre F , enerǵıa de activación E

a

, fuerza
en translocación f y el tiempo de translocación ⌧ . Todas las propiedades son
cantidades promedio y de ellas, la enerǵıa libre y la fuerza dependen del número
de monómeros translocados n, mientras que la enerǵıa de activación y el tiempo
de translocación solo dependen del tamaño de la cadena N .

Para translocación en un sistema diluido, la enerǵıa libre de una cadena
presenta una barrera de enerǵıa simétrica, cuyos mı́nimos de enerǵıa se obtienen
cuando toda la cadena se encuentra en un solo lado de la pared. El valor de la
barrera de enerǵıa, o enerǵıa de activación crece logaŕıtmicamente con el tamaño
de la cadena, por lo tanto, el sistema de translocación debe proveer más enerǵıa
para cadenas más grandes para realizar la translocación.

La fuerza asociada a la enerǵıa libre, otra manera de presentar la misma
información pero más fácil de medirse, al principio y hasta que la mitad de la
cadena ha atravesado es opuesta a la dirección de la translocación, volviéndose
favorable cuando más de la mitad de la cadena ha sido translocada. La fuerza,
máxima en magnitud, al inicio y final de la translocación es del orden de unos
cuantos pico Newtons (5–6 pN), independientemente del tamaño de la cadena.
Los valores máximos de la fuerza son comparables a valores estimados para
diferentes sistemas de translocación reportados en la literatura (también de
pico Newtons), lo cual indica la importancia de la contribución entrópica de la
cadena al nivel de las fuerzas.

El cálculo del tiempo de translocación, además de la enerǵıa libre, requie-
re del coeficiente de difusión. Nosotros ajustamos datos experimentales de la
difusión para protéınas de diferente tamaño en agua y utilizamos el ajuste co-
rrespondiente para calcular el tiempo. El tiempo de translocación va desde unos
cuantos microsegundos para las cadenas más pequeñas, hasta decenas de mili-
segundos para las cadenas más grandes que se conocen.

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

En modelos futuros de translocación en un ambiente diluido, además de
la contribución entrópica de la cadena, deben incluirse otras interacciones que
ralenticen el transporte; una de ellas puede ser la proveniente del canal protéıco
anclado en la membrana por el cual cruza la cadena. La función principal del
canal consiste en permitir el paso de la cadena y evitar el paso de otras moléculas
a través de él durante la translocación e incluso en ausencia de transporte. Por
ejemplo, para la translocación en bacterias, se ha propuesto que el poro debe
ser abierto por la protéına SecA para que la cadena se mueva libremente por
difusión durante la abertura [51].

7.2. Translocación en un sistema abarrotado

El grado de abarrotamiento en el citoplasma �

cit

y en el lumen del ret́ıculo
endoplásmico �

RE

se debe principalmente a las protéınas solubles y está caracte-
rizado por su fracción de ocupación en volumen (sus concentraciones respectivas
son de 100–320 y de 100–200 mg/ml). La viscosidad, la difusión, aśı como tam-
bién el grado de abarrotamiento del citoplasma y del lumen del RE, los definen
como medios abarrotados dinámicos. Utilizando los reǵımenes dinámico y estáti-
co de Gopinathan y Kim, estudiamos el efecto del abarrotamiento a condiciones
fisiológicas en las siguientes propiedades f́ısicas: enerǵıa libre, enerǵıa de ac-
tivación, fuerza y tiempo de translocación y de retrotranslocación. El reǵımen
dinámico sirve para cuantificar el efecto del abarrotamiento celular mientras que
el reǵımen estático indicar el efecto del abarrotamiento a condiciones celulares
cuando se desprecia la movilidad de los agentes abarrotantes.

Para calcular los tiempos de translocación y de retrotranslocación se requiere
conocer la difusión de una preprotéına en transporte, la cual depende del gra-
do de abarrotamiento celular. Utilizamos ajustes a los coeficientes de difusión
reportados para el citoplasma y el lumen del ret́ıculo endoplásmico 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 difusión cambia exponencialmente
con el grado de abarrotamiento, mientras que la dependencia en el tamaño de
la cadena, se ajusta al modelo de Zimm para la difusión en el citoplasma, y se
ajusta al modelo de Rouse para la difusión en el lumen del RE.

7.2.1. Translocación en un sistema abarrotado dinámico

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

La fuerza durante la translocación es similar en comportamiento al caso dilui-
do, opuesta a la translocación desde el inicio y hasta que la mitad de la cadena
ha sido translocada y después favoreciendo la translocación. Las magnitudes
máximas de la fuerza se obtienen al inicio y al final del transporte con valores
similares al caso diluido e independientes del tamaño de la cadena y del grado
de abarrotamiento. El principal efecto del abarrotamiento sobre la fuerza es la
reducción de su tasa de variación, esto implica que al inicio la fuerza de oposi-
ción actúa con mayor intensidad durante más tiempo, y por lo tanto, el sistema
de translocación debe realizar más trabajo comparado con el correspondiente
al caso diluido. De igual forma, al final del transporte, la fuerza que favorece
el transporte es más intensa y actúa por más tiempo, lo cual debe reducir el
trabajo que realiza el sistema de translocación.

Los tiempos de translocación y de retrotranslocación dependen de las con-
diciones de abarrotamiento y del tamaño de la cadena. Debido a los rangos de
concentraciones del citoplasma y del lumen del RE, se obtiene un intervalo de
tiempo para la translocación y otro similar numéricamente para la retrotranslo-
cación. En translocación y retrotranslocación, al fijar la concentración en uno de
los lados de la pared y aumentar la concentración en el otro el tiempo de trans-
porte aumenta; la ralentización por incrementos en las concentraciones se debe
a la reducción en la difusividad de la cadena que domina a la parte entrópica
proveniente de la enerǵıa libre. En cuanto al tamaño de la cadena, comparado
con el sistema diluido, los tiempos de transporte se incrementan en un orden de
magnitud para cadenas pequeñas y hasta en cuatro ordenes de magnitud para
cadenas largas. Estos resultados indican que la translocación (o la retrotranslo-
cación) en un sistema abarrotado dinámico es extremadamente lenta comparada
con la translocación 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 difusión y la enerǵıa libre de una cadena en transporte, ambas
cantidades dependen del tamaño de la cadena y del grado de abarrotamiento.
Al despreciar el efecto del abarrotamiento en alguna de ellas, difusión o enerǵıa
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 fisiolǵico. 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 más grandes para cadenas cortas, y del mismo orden de magnitud
para cadenas largas. Este resultado indica que la contribución estérica del aba-
rrotamiento dinámico debe ser considerada, principalmente en cadenas largas.
El intervalo de tamaños de cadenas para las cuales la velocidad de transloca-
ción bajo condiciones de abarrotamiento dinámico fisiológico cae en el intervalo
de valores experimentales es amplio, por lo tanto, el efecto del abarrotamiento
podŕıa medirse experimentalmente con diferentes cadenas.

7.2.2. Translocación en un sistema abarrotado estático

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

La enerǵıa libre, a diferencia del caso abarrotado dinámico, presenta una
barrera asimétrica debido a las diferentes condiciones de abarrotamiento. Por la
asimetŕıa, la enerǵıa libre tiene sus mı́nimos cuando toda la cadena se encuentra
en algún lado de la pared, favoreciendo energéticamente la región menos abarro-
tada. En translocación y en retrotranslocación, la barrera de enerǵıa da origen
a enerǵıas de activación similares a las del caso diluido, y cuando se conside-
ran todas las posibles condiciones de abarrotamiento, las enerǵıas de activación
pueden diferir en no más de 1 kcal/mol. Para cadenas de diferente longitud la
enerǵıa de activación es similar al caso diluido.

Los valores de la fuerza para la translocación no cambian significativamente
comparados con el caso diluido. Por lo tanto, el trabajo que realiza el sistema
de translocación debido al abarrotamiento estático debe ser similar al de la
translocación 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 translocación y la re-
trotranslocación. Dentro del rango de concentraciones fisiológicas, el tiempo de
translocación aumenta cuando se incrementa la concentración del lumen de RE
mientras se mantiene fija la concentración del citoplasma, pero el tiempo dismi-
nuye cuando se fija la concentración del lumen del RE mientras se incrementa
la del citoplasma; el tiempo de retrotranslocación presenta un comportamiento
similar. Este resultado que se obtiene al incrementar las concentraciones, difiere
del caso dinámico en el cual el tiempo de transporte siempre aumenta. Por aba-
rrotamiento estático, la disminución en los tiempos de transporte al aumentar
la concentración coincide con la disminución en la enerǵıa libre, por lo cual, con-
cluimos que la parte energética determina el tiempo de transporte. Esto difiere
del caso dinámico donde domina la difusividad. Al tomar en cuenta el tamaño 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 dinámico, incluso con la sinergia entre la difusión y la enerǵıa libre.

Las velocidades de translocación resultan un orden de magnitud menor a las
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del sistema diluido, debido a la sinergia de la difusión y la enerǵıa 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. Conclusión general

La parte conformacional de una cadena permite describir las siguientes pro-
piedades f́ısicas para el proceso de translocación: enerǵıa libre, enerǵıa de acti-
vación, fuerza y tiempos de transporte.

Bajo condiciones de abarrotamiento fisiológicas, las propiedades de translo-
cación y de retrotranslocación en un régimen estático 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 enerǵıa libre,
cantidades dependientes del grado de abarrotamiento.

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

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

Las velocidades de translocación 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 conclusión, el abarrotamiento a condiciones fisiológicas, aśı como el com-
portamiento dinámico de los agentes abarrotantes, deben tomarse en cuenta al
estudiar la translocación de protéınas usando modelos o experimentos, ya que
la contribución esterica del abarrotamiento modifica significativamente las pro-
piedades de la translocación, principalmente para cadenas largas, y más aún
en los casos donde existe sinergia, como sucede en los tiempos de transporte
que dependen de la difusión y de la enerǵıa 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-
siológicas. Adicionalmente, para mejorar los modelos de translocación, 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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Caṕıtulo 8

Perspectivas

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

Trabajo de investigación a futuro, orientado a mejorar los modelos actuales
de translocación que permitan comprender el funcionamiento de los sistemas
biológicos de translocación, puede realizarse al incluir en los modelos estéricos:
1) la tendencia de un aminoácido a participar en una estructura helicoidal para
que la cadena pueda adoptar una estructura nativa, 2) el proceso de abertura
del poro (canal de translocación) para permitir la difusión libre de una cadena
en translocación, 3) el grosor de la membrana donde está embebido el canal de
translocación.

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

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

En los modelos estéricos de translocación de poĺımeros, se toma en cuenta la
reducción en conformaciones debido a la presencia de la pared, la presencia de
agentes que obstruyen el paso de la cadena o la correlación de dos monómeros
consecutivos [96, 64, 35, 75]. En estos modelos no se considera la tendencia de
los monómeros de adoptar una estructura nativa como ocurre en las protéınas.
Una primera aproximación, para considerar la tendencia de una cadena a adop-
tar una conformación estable, es el modelo de una cadena homopolimérica, en
la cual, todos los monómeros tienen la misma tendencia para formar una estruc-
tura helicoidal [68]. En dicho modelo, se conoce de forma exacta la función de
partición Z

hel

para una cadena de N monómeros idénticos [68]. Con la función
de partición, la enerǵıa libre debido a la tendencia helicoidal es:

112



F

hel

= �k

B

T lnZ

hel

. (8.1)

Para una cadena en translocación, la enerǵıa libre para un segmento de n

monómeros que se encuentra de un lado de la pared F (n), está dada por la
enerǵıa libre del segmento debido a la tendencia helicoidal F

hel

y la enerǵıa
libre del segmento debido al anclaje de un extremo al poro F

dil

, como:

F (n) = F

hel

(n) + F

dil

(n) (8.2)

donde F

dil

está dada por la ecuación 3.19. La enerǵıa F

hel

depende de la
propensión helicoidal !, que es un parámetro medible experimentalmente [68].
El efecto de la tendencia helicoidal podŕıa corroborarse experimentalmente para
homopoĺımeros mediante el tiempo de translocación. En nuestros modelos, al
calcular el tiempo con la ecuación 4.17, utilizando la ecuación 8.2 para la enerǵıa
libre de un segmento, los resultados tienen el mismo orden de magnitud que los
tiempos de translocación reportados experimentalmente en ambientes diluidos
[101, 51]. La discusión en progreso de estos resultados es trabajo futuro.

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

En el modelo estérico de la translocación de una cadena en un ambiente
diluido, el tiempo de translocación ⌧ , considerando la difusión de la cadena, va
como ⌧ / N

2, ver Sección 6.1.4, donde N es el número de aminoácidos de la
cadena. De resultados experimentales en sistemas diluidos in vitro, basados en
una tasa de translocación constante [101, 31, 51], el tiempo de translocación es
proporcional al número de aminoácidos de la cadena, ⌧ / 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 104 para cadenas largas hasta un factor de 107 para cadenas cortas,
ver Sección 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 difusión de la cadena
[91], ver Sección 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 permitirá entender mejor el funcionamiento del sistema de translo-
cación. En los modelos biólogicos de la translocación, se considera que: 1) parte
del movimiento se debe a la difusión de la cadena [74] y 2) el acoplamiento de la
enerǵıa de la hidrólisis del ATP sobre el sistema de translocación abre el canal
y permite la difusión libre de la cadena [51]. Los resultados del modelo estérico
diluido no concuerdan con un modelo biológico donde la translocación ocurre
por pura difusión, ya que la translocación ocurriŕıa muy rápido, de acuerdo a la
comparación de los resultados númericos.

113



Una propuesta de mejora al modelo estérico diluido consiste en incluir el
proceso de abertura del canal que permite la libre difusión 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 translocación, éste
acopla la enerǵıa de la hidrólisis 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 translocación
completa de la cadena. Incluir este fenómeno de abertura en el modelo estérico
diluido retrasaŕıa el tiempo de transporte debido a los lapsos de tiempo en los
cuales el canal se encuentra cerrado. Considerar el proceso de abertura, también
permitiŕıa relacionar la enerǵıa utilizada durante la translocación con el consumo
de ATP, el cual puede medirse experimentalmente [101, 51].

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

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

Durante la translocación, los aminoácidos de una preprotéına deben atrave-
sar la membrana de grosor 5 nm. Atravesando de forma lineal, el número de
aminoácidos n

a

que pueden encontrarse de forma transversal a la membrana es:
n

a

= L

b

, donde L es el ancho de la membrana y b = 3.79 Å es la longitud de un
aminoácido; ver Sección 5.5.

Con L = 5 nm, el número de aminoácidos que pueden estar atravesando la
membrana es n

a

= 13. Esta cantidad no es despreciable para las cadenas en
translocación más pequeñas. Por ejemplo, para las protéınas preprocecropina A
y prepromelitina, de 64 y 70 aminoácidos [90], el porcentaje de la preprotéına
que puede estar atravesando la membrana es 20 y 18 %, respectivamente. Para
cadenas de mayor tamaño, como Ero1p, una protéına de tamaño promedio de
560 aminoácidos, el porcentaje de la preprotéına que puede estar atravesando
la membrana es apenas un 2%.

La reducción en conformaciones de la cadena debida a los aminoácidos atra-
vesando la membrana modifica la enerǵıa libre de la cadena y por lo tanto, puede
modificar las propiedades de la translocación. El cambio en las propiedades debe
ser mayor para cadenas pequeñas 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 translocación con una cadena que atraviesa un tubo de longitud
5 nm y ancho despreciable, el cual separa dos paredes ŕıgidas. En este modelo,
la reducción en conformaciones del segmento de cadena que se encuentra dentro
del tubo debe considerarse mediante la enerǵıa libre.
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loǵıa Celular y Molecular. Editorial Medica Panamericana, quinta edition,
2005.

[55] G. Luna-Barcena, Gerald E. Bennett, Issac C. Sanchez, and Keith P.
Johnston. Monte Carlo simulation of polymer chain collapse in ather-
mal solvents. J. Chem. Phys., 104(24):9971–9973, 1996.

[56] Darryl R. J. Macer and Gordon L. E. Koch. Identification of a set of
calcium–binding proteins in reticuloplasm, the luminal content of the en-
doplasmic reticulum. J. Cell Sci., 91:61–70, 1988.

[57] Joseph Macri and Khosrow Adeli. Studies on intracellular translocation
of apolipoprotein B in a permeabilized HepG2 system. J. Biol. Chem.,
272(11):7328–7337, 1997.

[58] Jyoti D. Malhotra and Randal J. Kaufman. The endoplasmic reticulum
and the unfolded protein response. Semin. Cell Dev. Biol., 18(6):716–731,
2007.

[59] James H. Marden and Lee R. Allen. Molecules, muscles and machines:
universal performance characteristics of motors. PNAS, 99(7):4161–4166,
April 2 2002.

119



[60] Andrea M. Mastro, Michael A. Babich, William D. Taylor, and Alec D.
Keith. Di↵usion of a small molecule in the cytoplasm of mammalian cells.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81:3414–3418, June 1984.

[61] Andreas Matouschek. Protein unfolding — an important process in vivo?
Curr. Opin. Struc. Biol., 13:98–109, 2003.

[62] Jacek T. Mika and Bert Poolman. Macromolecule di↵usion and confine-
ment in prokaryotic cells. Curr. Opin. Biotech., 22:117–126, 2010.

[63] Smita Mukherjee, Matthias M. Waegele, Pramit Chowhury, Lin Guo, and
Feng Gai. E↵ect of macromolecular crowding on protein folding dynamics
at the secondary structure level. J. Mol. Biol., 393:227–236, 2009.

[64] M. Muthukumar. Polymer translocation through a hole. J. Chem. Phys.,
111(22):10371–10374, 1999.

[65] Kunio Nakatsukasa and Je↵rey L. Brodsky. The recognition and retro-
translocation of misfolded proteins from the endoplasmic reticulum. Traf-
fic, 9:861–870, 2008.

[66] Daisuke Nawa, Osamu Shimada, Norihito Kawasaki, Naoki Matsumoto,
and Kazuo Yamamoto. Stable interaction of the cargo receptor VIP36
with molecular chaperon BiP. Glycobiology, 17(9):913–921, 2007.
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