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jimagina un mundo de gascs ideales,
de cucrdas sin peso, de Cp constantes!
jEvaluar las fases sin usar viriales,
sin diferenciales, factor integrante,
célculo numérico o reacciones reales!

jUn mundo perfecto, sin iteraciones!

{Un mundo resuelto con dos ecuaciones!
jlmagina un mundo sin complicaciones,
en que Bird y Prautznitz toman vacaciones
y dejan volar todas sus pasiones!

{Un mundo en que no haya nunca un Runge-Kutta,
¥ nunca ningan anfolito dismutal

{Un mundo en que Procter a todos recluta,

¥ en que nos enscflan a seguir la ruta

pa’ ching?%$ a todos los hijos de pu*# !

|Ese mundo ¢s falso:. el mundo es cule@$!

{Ese mundo falso que yo siempre espero
pucdes tu metéric#%% por el aguje¥d |
Sin €l te aseguro que yo no me muero:
No lo necesito. . jPues soy INGENIERO!

B. Y. S

A aquellos que cultivan la razon.
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I.- INTRODUCCION GENERAL.

La estructura tridimensional de las proteinas puede ser estudiada a través de la
desnaturilizacion de éstas. La desnaturalizacion es el proceso mediante ¢l cual la proteina
pierde su estructura funcional 6 nativa y puede producirse por cambios de temperatura, pH,
presion o con la adicién de sustancias conocidas como desnaturalizantes, entre los que se
encuentran la urea, el hidrocloruro de guanidina y el tiocianato de guanidina. El estudio de
la desnaturafizacion por medio de la medicion de los volimenes especificos de la forma
nativa y desnaturalizada de las proteinas no es muy usado ya que algunos autores sugieren
que los cambios de volumen causados por la desnaturalizacién son muy pequeiios para

poder obtener de ellos datos termodindmicos™.
a) Objetivos

El objetivo del presente trabajo es ¢! estudio de la desnaturalizacién de la lisozima
obtenida de la clara de huevo, a través de la medicién del cambio de volumen especifico de
la proteina en solucién cuando se le afiaden urea 6 hidrocloruro de guanidina 6 una mezcla
de ellos. Para ello, se midieron las densidades de soluciones de lisozima con varias

concentraciones de los desnaturalizantes mencionados. En este contexto se han planteado

las siguientes preguntas:

1. ;Como wvaria el volumen especifico de la lisozima con la concentracion de

desnaturalizante? ;es esta variacion lineal 0 no?



2. ¢Es posible desarrollar un modelo simple que explique y prediga el comportamiento del

volumen especifico durante a desnaturalizacién?

3. A través de los cambios de volumen durante la desnaturalizacién, ;qué se puede
establecer acerca de la afinidad 6 interaccién entre cada uno de los desnaturalizantes y la

proteina?

4. ;Son las mezclas de urea e hidrocloruro de guanidina aditivas para la desnaturalizacién?

b) Estructura de este trabajo.

Este trabajo esth dividido en 6 capitulos. En el capitulo I se describen las
caracteristicas generales de las proteinas, tales como sus bloques estructurales, su arreglo
tridimensional y su desnaturalizacion, asi como algunas de las funciones especificas de la
proteina estudiada, la lisozima. En el capitulo Il se explica el significado del volumen
aparente y su relacion con el volumen especifico, asi como sus usos en el estudio de
proteinas. Ademas, se hace un resumen de las_investigaciones de la desnaturalizacion por
medio de volumenes aparentes. En el capitulo IV se explica la metodologia experimental y
el tratamiento que se le dio a los datos experimentales obtenidos. En el capitulo V se
propone un modelo para explicar el comportamiento de los volumenes especificos de las

proteinas durante su desnaturalizacién y se analizan los resultados obtenidos. Finalmente, en



el capitulo VI se reportan las conclusiones del presente trabajo y se dan algunas sugerencias

para trabajo futuro.



I1.- FUNDAMENTOS DE LA ESTRUCTURA DE LAS PROTEINAS Y

DEL PROCESO DE DESNATURALIZACION.

a) AminoAcidos y proteinas

En las células, las moléculas orgénicas més abundantes son las proteinas, ya que
constituyen el 50% de su peso seco'. Su importancia estriba en ser los instrumentos
moleculares con los que la informacion genética es expresada. Las proteinas son polimeros
no ramificados de a-aminodcidos (Fig. 1), que se unen por medio de enlaces sustituidos

llamados enlaces peptidicos (Fig. 2). A dichos polimeros se les conoce como cadenas

polipeptidicas.

NH, Coratin & todos los
" aminoécidos

|
C -COOH
|
H

Fig. 1. Estructura de un a-aminodcido, en donde R son los residuos que forman las cadenas laterales de los péptidos,

//——— Endace peptidico

NH, | O R

I |1 |

R- C (C-NHC-COOH
| |
H H

Fig. 2. Estructura de un enlace peptidico.



Existen 20 a-aminoicidos que son los encontrados con mayor frecuencia en las proteinas, y
son indispensables para formar parte de la estructura de éstas. Normalmente se subdividen
en los que tienen grupos R no-poelares, los que tienen grupos R polares sin carga a pH
neutro, y. los que tienen grupos R polares, los cuales pueden ser cargados positivamente o

negativamente a pH neutro. Los 20 aminodcidos mas comunes son:

1.- Aminoécidos no polares.

NOMBRE DEL AMINOACIDO RESIDUO (R)
Alanina CH, -
Valina CH,
\
CH, -
/
CH,
Leucina CH,
\
CH-CH, -
/
CH,
Isoleucina CH,-CH,-CH-
I
CH,




Prolina CH,
/ \
H,C
I
H,C
\ /
NH
Fenilalanina
CH,-
Triptofano
e
/CH
N
H
Metionina

CH,-S—CH,—CH, -

2.- Aminoacidos polares sin carga a pH neutro.

NOMBRE DEL AMINOACIDO RESIDUO
Glicina H-
Serina HO-CH, -
Treonina CH,-CH-
I
OH
Cisteina

HS < CH, ~




Tirosina

HO CH,-
Asparagina NH,
\
C-CH, -
{
o
Glutamina NH,
\
C-CH,~-CH,~
I

3.- Aminoécidos polares con carga negativa a pH neutro.

NOMBRE DEL AMINOACIDO RESIDUO
Acido aspértico -0
\

C-CH, -

[

0
Acido glutamico 0

\
C-CH,-CH,-

11




4.- Amino4cidos polares con carga positiva a pH neutro.

NOMBRE DEL AMINOACIDO RESIDUO
Lisina HN*-CH,-CH,-CH,~CH, -
Arginina HN- C -NH-CH,-CH,-CH,-
Il
*NH,
Histidina (a pH 6.0) HC —_—CI'-* CI{;,-
H-‘f = c” N-H
I
H

Existen una gran cantidad de aminoacidos que son diferentes a los 20 anteriormente
presentados, como la 4-hidroxiprolina, la hidroxilisina o la desmosina, pero todos son
derivados de los 20 aminodcidos mas frecuentes. Inclusive hay alrededor de 150
aminoécidos que se pueden encontrar en las células y los tejidos, pero no se encuentran en
proteinas. Algunos ejemplos son la B-alanina, el 4cido y-aminobutirico o la B-cianoalanina.
La forma cristalizada de los aminoacidos tiene un punto de fusién arriba de 200° C, y
normalmente son mucho mas solubles en agua que en solventes menos polares. Esto es
debido a que la estructura molecular de los aminoicidos se estabiliza por fuerzas de
atraccion electrostiticas producidas por grupos de carga opuesta. Esto significa que en
solucidn, los aminodcidos se comportan como iones dipolares, lamados zwitteriones, lo cual

se confirma por las altas constantes dielécticas y sus momentos dipolares (Figuras 3 y 4):




NH, " NH,

R- C -COOH R- C -COO
| |
H H
Fig. 3.- Aminoécido sin disociar Fig 4.- Forma dipolar o zwitterién

El comportamiento acido-base de los amino4cidos puede ser descrito en términos de
la ecuacién de Brénsted-Lowry, es decir, el comportamiento de un aminoicido
completamente protonado es similar a un 4cido dibésico, que puede donar dos protones

cuando se titula completamente con una base (Figura 5), de acuerdo con las reacciones:
*NH,CHRCOOH~-*NH,CHRCOO™ +H"
*NH,CHRCOO™ — NH,CHRCOO™ + H"

13
12 +
11+

pKz =969

9 4
g+
7+
6+ —pH,=6.02
51
4+ pKi=2.34
34
2+
1t
0 t t t

Q 05 1 15 2

Equivalentes de OH

pH

Fig. 5.- Curva de titulacién de la alanina
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El punto de inflexién de la curva de titulacién de fos aminoicidos (Figura 5) se
conoce como punio isoelécirico y es el punto en el que los aminodcidos se encuentran en
forma de zwitteriones. A pH més bajos, la forma que predomina es la de "NH;CHRCOOH
y a pH més altos, la forma que predomina es la de NH;CHRCOO'". Cada proteina tiene un

punto isoeléctrico diferente, dependiendo de su secuencia particular de amino4cidos’.

Para caracterizar las proteinas se puede usar su composicién quimica, su peso
molecular y su secuencia de aminoacidos®. Quimicamente, las proteinas se dividen en :

L Simples.- En su hidrélisis producen inicamente aminoacidos.

I Conjugadas.- También producen otros componentes orginicos ¢ inorginicos.
Todos esos componentes s¢ conocen como grupos prostéticos. Por sus grupos
prostéticos, las proteinas conjugadas se pueden subdividir en :

a) Lipoproteinas (Lipidos).

b) Glucoproteinas (Azicares).
c) Fosfoproteinas (Fosfatos).
d) Hemoproteinas (Hierro).

€) Flavoproteinas (Flavina).

f) Metaloproteinas (Otros metales).

14



Funcionalmente, se dividen en:
Enzimas: Son el grupo mas numeroso de proteinas. Su funcién es ser catalizadores de
reacciones. Algunos ejemplos son la ribonucleasa, que hidroliza el RNA; la tripsina, que
hidroliza algunos péptidos, y el citocromo C, que transfiere electrones.
Proteinas estructurales. Son el siguiente grupo en nimero. Su funcién es ser elementos
estructurales de los tejidos, tales como la a-queratina del pelo, ufias y garras; 12 elastina
de los ligamentos y el colageno de la piel, tendones y huesos.
Proteinas contrdctiles. Son elementos esenciales de los sistemas contrictiles y moviles;
como la actina y la miosina de los misculos.
Proteinas de transporte: Estas proteinas son capaces c_le unirse a moléculas especificas y
transportarlas por la sangre. Algunos ejemplos son la hemoglobina, que transporta O; a
través de la sangre de los vertebrados 6 la albdmina, que transporta cidos grasos del
tejido adiposo a otros 6rganos.
Hormonas: Son proteinas que tienen una gran actividad biolégica. Entre ellas estan la
somatotropina, la hormona de crecimiento de la glindula pituitaria; o la insulina secretada
por el pancreas, que regula el metabolismo de la glucosa.
Proteinas protectoras. Son moléculas que se producen en la sangre de los vertebrados
cuando se exponen a un antigeno, que es una proteina u otra macromolécula ajena a la
especie. Estas proteinas, conocidas como anticuerpos son especificas al antigeno al que
el individuo se expuso, y normalmente se adhieren a él, formando una estructura insoluble

llamada estructura antigeno-anticuerpo.

15



s Proteinas de almacenaje: Son proteinas cuya funcion es ser fuente de aminoacidos.
Algunos ejemplos son la ovalbimina de fa clara de huevo, o la caseina, una proteina de la
leche.

¢ Toxinas: Son moléculas fabricadas por los individuos para protegerse a si mismos, o para
matar otras especies. Generalmente son péptidos. Algunos ejemplos son los venenos de

serpientes, o el aceite de ricino.

b) Conformacién de las proteinas

Los enlaces simples de las moléculas orgénicas tienen una libertad de rotacién, lo
cual hace que puedan existir un nimero sumamente grande de configuraciones. A pesar de
esto, sélo una configuracion es la més estable y una es la mas inestable’. Un ejemplo muy
claro es el caso de la molécula de etano (CH;-CHs), cuyo enlace simple gira libremente. En
esta molécula, la configuracion més estable es la alternada y la més inestable es Ia eclipsada
(Fig. 6).

Fig 6.- Configuraciones ajternada y eclipsada de la molécula de etano (CHy-CH)

16



En el caso de las proteinas, las cadenas polipeptidicas tedricamente se unen por

medio de enlaces simples. Sin embargo, en 1939 Linus Pauling y R. B. Corey llegaron a la

conclusion de que los enlaces N-C de las cadenas polipeptidicas tienen un caracter de doble

enlace parcial, puesto que son mas cortos que los enlaces N-C normales, por lo que no giran

libremente. Esto restringe la libertad de conformacion de las proteinas; pero aun asi puede

haber un nimero enorme, pricticamente infinito de configuraciones. No cbstante, se ha

demostrado que la cadena polipeptidica de una proteina tiene tnicamente una conformacién

bajo condiciones normales de temperatura, pH y presion y ésta es llemada conformacion

nativa. Esta configuracion es més estable que otras formas posibles. De hecho, las

proteinas son moléculas muy especiales por las siguientes propicdades que las definen:

1.

Como es un polimero largo, consistente en varios cientos 6 miles de &tomos, es un

sistema macroscopico desde el punto de vista fisico.

. Aunque en solucion existen fluctuaciones;, en su estado nativo cada &tomo de las

proteinas ocupa una posicién definida, como en un cristal, con la diferencia de que la
posicién de cada uno de los 4tomos es tinica relacionada cen los dtomos vecinos, lo cual

hace que sea una nueva clase de sistema macroscépico con un orden aperiddico®.

. Una proteina se sintetiza como un polimero heterogéneo lineal de diferentes aminodcidos,

unidos por enlaces peptidicos en un orden genéticamente determinado. Esta cadena se
acomoda en una posicion Unica, determinada por la secuencia de aminodcidos. Su
acomodo en tercera dimension es un proceso reversible dependiente de las condiciones

ambientales®.
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Para facilitar el estudio de la estructura de las proteinas ésta se ha dividido en cuatro

niveles:

s Estructura primaria . Es la secuencia de aminoacidos en una proteina.
o Estructura secundaria . Son las a-hélicesy hojas-B contenidas en una proteina
e Estructura lerciaria : Es el arreglo tridimensional completo de la proteina.

e Estructura cuaternaria : Es el arreglo espacial de las proteinas oligoméricas.

Estructura secundaria:

Una de las estructuras mas cominmente encontradas en las proteinas son las a-
hélice. Estas son las estructuras tridimensionales mis simples en las proteinas, y constan de
vueltas repetitivas con una periodicidad de aproximadamente 5.0 a 5.5 A, formando hélices
Los grupos.residuales R de los aminoécidos se extienden hacia afuera de la hélice compacta.
Esta estructura es muy estable gracias a los puentes de hidrogeno formados entre los tomos
de hidrégeno unidos al itomo de nitrogeno del enlace peptidico del primer aminoicido de la
secuencia (el cual es muy electronegativo) y los atomos de oxigeno del grupo carbonilo del
cuarto aminoacido de la secuencia. De esta manera se forman hélices como la que se

muestra en la Fig. 7

18



Fig. 7.- a-hélice.

Estructura terciaria:

Algunas de las fuerzas que estabilizan la estructura terciaria de las proteinas son*:
¢ Puentes de hidrégeno formados entre los O y los H de los grupos peptidicos, no de los
residuos. Estos enlaces pueden ser intracadena (a-hélices), o intercadena (hojas-p).

s Puentes de disulfuro intracadena, formados con los residuos de cisteina,

19



s Proteccion de los grupos hidrofobicos contra el disolvente.
o Inestabilidad de las a-hélices que poseen ammoacidos que inducen puntos de
inestabilidad en donde las cadenas tienden & doblarse (prolina).

¢ Interacciones electrostiticas

Estructura cuaternaria:

Algunas proteinas tienen mis de una cadena. A éstas se les llama proteinas
oligoméricas, y cada una de las cadenas se denominan profdmeros. Normalmente son
nimeros pares entre 2 y 20, pero hay algunas proteinas que poseen mas de 2000 (como el

virus def mosaico del tabaco).

¢) Desnaturalizacién.

La desnaturalizacién es el proceso mediante el cual la proteina en estado nativo
pierde su estructura cuaternaria (en su caso), terciaria y secundaria. Durante la
desnaturalizacién se pueden distinguir 2 estados: estados totalmente abiertos, expuestos al
solvente, obtenidos bajo condiciones severas de desnaturalizacion y estados desnaturalizados

compactos, obtenidos bajo condiciones leves de desnaturalizacion.

La desnaturalizacién puede ser un proceso reversible, es decir, mediante el cambio de
las condiciones ambientales que provocaron la desnaturalizacion, Iz proteina regresa a su

estado nativo. Esto se representa como®:

20



renaturalizacion

7

U N

desnaturalizada ¢ — nativa
desnaturalizacion

El proceso de desnaturalizacién también puede producir estados intermedios, que
pueden tener cierta actividad, o no, por lo que algunos autores prefieren la representacién de

la desnaturalizacién como se muestra a continuacion®:

UVeoeliel,oo N

Una proteina puede ser desnaturalizada cambiando varios parametros externos:

» Aumentando o disminuyendo la temperatura

Aumentando la presion

Aumentando la concentracion de desnaturalizante
¢ Aumentando o disminuyendo el pH

Normalmente las propiedades Opticas ¢ hidrodinamicas de las proteinas a lo largo del
proceso de desnaturalizacion son diferentes para cada tipo de desnaturalizacion. Eso quiere
decir que la secuencia de estados (conformaciones) y el estado desnaturalizado de una
proteina producido por causas térmicas no es el mismo que el producido por pH, o por
desnaturalizantes. De hecho, se habla de que la desnaturalizacién por medio de urea o
hidrocloruro de guanidina produce estados en donde todos los grupos hidrofobicos estan
expuestos, mientras que en la desnaturalizacion térmica, por presion o por cambios de pH

quedan grupos hidrofébicos protegidos.

21



d) Lisozima de clara de huevo.

La Lisozima, Muramidasa & Peptidoglicol-N-acetilmuramithidrolasa obtenidz de la
clara de huevo es una enzima monomérica con un namero de residuos de 129 y un peso
molecular de 14,307 g/mol (peso molecular segin la secuencia de aminoicidos). Posee 4
puentes disulfuro intracadena establecidos por los enlaces cruzados de cisteina. El 25% de
sus residuos adoptan una conformacién de ce-hélice. La estructura es muy compacta. Casi
todos sus residuos polares estan en la superficie de la molécula y en general los no-polares
estan dentro de la misma. El punto isoeléctrico de la lisozima es de 11.35. El rango de pH
en que es activa es de 6.0 - 9.0 y su actividad maxima se obtiene en un pH de 6.2. Su
funcién es la degradacion de la pared celular de las bacterias Gram-positivo, a través del

rompimiento de los enlaces 8-glucosidicos de sus polisacaridos®.

La lisozimna se encuentra en abundancia en la clara de huevo de aves, aunque su
funcidn en ésta no es obvia. También se encuentra en algunas secreciones de los
vertebrados, como las ligrimas, en donde sirve probablemente como un agente antibacterial
debilitando y digiriendo la pared bacteriana, dejando a la bacteria muy susceptible a la lisis
osmética. La lisozima posee un sitio activo para un segmento hexosacirido de los
peptidoglicoles. Dicho sitio catalitico es una hendic.iura localizada entre las dos mitades de la

molécula’ (Fig. 8) .
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Sitio activo

Fig. 8.- Estructura tridimensionsl y sitio activo de la lisozima

La lisozima cataliza la hidrélisis de los enfaces glucosidicos 1— 4 del esqueleto
polisacérido de las mureinas, produciendo disacaridos de N-acetil-D-glucosamina y écido N-
acetibmurdmico al que estén adheridos las cedenas laterales de péptidos (ej, muropéptidos),

segiin la siguiente reaccidn':
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i
O OH
0O ;31 R
Rz '
+ H,0 — +
Ry O (o]
R3 R2
OB

0

QO

R

Cuando las bacterias Gram-positivas son tratadas con lisozima en presencia de un
soluto como la sacarosa, la pared celular es deshecha, produciendo un protoplasto (célula
bacterial Gram-positiva, rodeada tinicamente por su membrana). Los protoplastos pueden
mantenerse estables mientras el medio sea hipertonico, para prevenir el hinchamiento y la
ruptura de la membrana. Las bacterias Gram-negativas son menos susceptibles a la
degradacion por lisozima, debido a la menor proporcion de peptidoglicoles, ademés de que
tienen una envoltura. Sin embargo, al adicionar EDTA, los iones metélicos de la membrana

exterior quelan , lo cual optimiza su degradacién con lisozima'®.
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11L.- CAMBIOS EN EL VOLUMEN ESPECIFICO DE LAS

PROTEINAS DURANTE LA DESNATURALIZACION

a) Volumen aparente.

El volumen parcial molar del componente i-ésimo (V) de una mezcla s define

como el cambio en el volumen total de la mezcla por niimero de moles (n), si se le afiade una

cantidad infinitesimal del componente i a T y P constantes'™:

gae

: 4y
T.P.,n,,.,;

FEN]

El volumen parcial especifico del componente ™™ (v,) se define de la misma manera,

sustituyendo el niimero de moles (n) por el de gramos (g)'*:

—_ (o"V)
' 5g‘ T.P

@)
!g FEN]
Por lo tanto:
— 7
() )

Donde M; es el peso molecular del componente i-ésimo. La representacion grafica del

volumen parcial especifico se muestra en la figura 9 para una mezcla binaria 1 (agua) + 2

25



{proteina); es decir, representa la derivada de cada punto de la curva que representa la

variacion del volumen total con los gramos agregados del componente 2:

BVRghpa ="

Porcitn de V atribuida al soluto
V-Vo

Porcién de V atribuida al solvente
T Vo

£ de 2 agregados

Fig 9.- Volumen parcial especifico y volumen aparente especifico

Como se puede apreciar en la figura 9, el volumen de la solucién ejemplo aumenta con la
adicion de solvente. Arbitrariamente se puede dividir el volumen total en dos porciones: la
primera porcién, atribuible al solvente, es el volumen del solvente puro (Vo); la segunda
porcién, que es la que se atribuye al soluto, es la diferencia entre el volumen total y el
volumen del solvente puro (V-Vo). Esta porcion, que aparentemente es la contribucion del
soluto, se divide entre la masa del mismo, para convertirlo en un valor especifico. Tenemos
entonces la definicién del volumen aparente especifico del componente 2'%;

_V-Vo

¢
2 g, @)
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Vo puede calcularse como el volumen especifico del solvente puro (v* ), multiplicado por la

cantidad de solvente puro, en gramos (g;):
(4]
_V-av

5
g, &)

Dividiendo todos los términos entre el peso total de la solucion (gi+gz):

V __ & v©
¢2_‘gl+g2 & +8
- & ©)
g +&

V/(gi+g2) es el volumen especifico de la solucion, que denotaremos como v; podemos

sustituir ademis las fracciones peso de los componentes de la solucién (w;), ya que:

&;
i g + g, (Solucién binaria) U]
Por lo tanto:
4 = yowy?
w, ®)

Como w; + w,= 1, podemos expresar la ecuacidn:

v+ w,v°—y° Vo—v

b= =

W, w, 6]

La densidad de una solucion se define exactamente como el inverso del volumen especifico;

por lo que la ecuacién (8) se puede expresar sustituyendo los valores de v y v* por los de
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1/p y Up, respectivamente, siendo p la densidad de la solucién y p, 1a densidad del solvente

puro. La ecuacién queda como sigue:

(10)

Ps W, Ps WP

La fraccién masa multiplicads por la denstdad es igual a la concentracion de la solucidn (C,),

por lo que la ecuacion final queda:

_1{fezp
2=l e av

Como podemos ver en la figura 9, si (o'V /zg,) es constante, entonces ¢ es igual a via

cualquier C; & g2. Si no es constante, ¢, solo se aproxima a v, a concentraciones C;
infinitesimales. En el caso de las proteinas la concentracién utilizada es muy pequeiia, por lo
que podemos decir que las dos cantidades, ¢; y v, son la misma. Entonces, para calcular
$2 Gnicamente se tiene que medir la densidad del solvente (p,), y 1a densidad de la solucion
(p) a diferentes concentraciones de proteina (C;). Normalmente los resultados de ¢, para
varias concentraciones se grafican y se obtiene una relacion lineal, cuya ordenada al origen
es ¢, a dilucion infinitaa Se puede hacer el mismo procedimiento para soluciones
no-binarias, si consideramos p, como la densidad de la soluciéon sin el componente 2

{(ejemplo: sgua + amortiguador + sales + urea +....).
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El volumen parcial especifico (v2) es una propiedad de las macromoléculas con una
especial importancia en las areas de la fisicoquimica y la bioquimica. Un ejemplo muy claro
es la determinacion de los pesos moleculares de las macromoléculas en soluciones de dos

componentes, a partir de datos de ultracentrifugacion. En este caso, el llamado término de

flotacién, es decir (I—E p1), involucra al volumen especifico parcial'”. En la literatura es

comiin encontrar el uso del volumen aparente especifico (¢2) en lugar de E , por las razones
discutidas con anterioridad. El volumen parcial especifico (0 en su caso, el volumen
aparente especifico) es una propiedad que se usa para la caracterizacion de las proteinas, y
existen listados muy completos de esta propiedad medida en funcion de diferentes variables,

tales como temperatura, pH y concentracién de sales™.

b) Resumen de resultados en Ia literatura.

Se han hecho estudios detallados sobre la variaciéon del volumen especifico de las
proteinas en solucién'?. Los resultados quedan ilustrados con las investigaciones hechas con
albumina de suero bovino (BSA)’. Se ha encontrado que los efectos de las distintas
variables son los siguientes:
¢ Concentracion de proteina: Se ha detectado un ligero aumento de ¢ si C; aumenta, y

normalmente este aumento es lineal (Fig. 10A).
» Temperatura: En el rango de temperaturas de 4°-45° C se ha visto una tendencia lineal en
el volumen especifico. Este efecto de la temperatura es mas pronunciado para proteinas

grandes que para pequeiias. (Fig. 10B).
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Envejecimiento o desnaturalizacion térmica: El envejecimiento producido por largos
periodos de almacenaje de las proteinas en solucién z temperatura ambiente, o la
desnaturalizacion a temperaturas elevadas producen una disminucién en el volumen
especifico.  Estos efectos son mas pronunciados en agua que en soluciones
amortiguadoras (Fig 10C).

Desnaturalizacion 4cida y alcalina: La desnaturalizacion a pH extremos, que produce un
desdoblamiento parcial, estd acompafiada de disminuciones no lineales del volumen
especifico (Fig 10D).

Amortiguadores: Los amortiguadores generalmente causan incrementos lineales de ¢,
dependiendo el efecto de los componentes del amorti_guador. Los amortiguadores de
.fosfato producen un incremento grande de ¢; (Fig. 11A). A partir de este caso, la
concentracion de la proteina (C,) es constante, y lo que varia es la concentracibén de otros
componentes (C3).

Adicion de sales: Como en el caso de los amortiguadores, las soluciones acuosas de sales
inducen incrementos lineales de &, en algunos casos estos incrementos son grandes (Fig
11B).

Adicién de azicares o polioles: Se reportan efectos similares 2 los de las sales, pero no
tan grandes (Fig 11C).

Adicién de desnaturalizantes: Se ha hecho una gran variedad de estudios que emplean
dnicamente una concentracién de desnaturalizante, como urea 8 M 6 hidrocloruro de
guanidina 6 M, para asegurar que la proteina estuviera desnaturalizada. Esos
experimentos demostraron un aumento muy pequeilo del volumen especifico con

26, 18, 17

respecto al volumen de la proteina nativa En la literatura se encontré un solo
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estudio mas detallado a concentraciones menores de desnaturalizante’, que mostrd que la
variacion del volumen especifico no es lineal; y que después de una zona en que ¢ no
varia mucho, se aprecia una fuerte disminucién hasta llegar a un minimo, lo que se
relaciona con la desnaturalizacion de la proteina. A concentraciones altas de GuHCl se

observa un aumento muy grande de ¢, atribuido al efecto salino de este desnaturalizante

(Fig 11D).
LY *
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om 1 075 4
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Hg.. 10.- Volimenes aparentes especificos $; (mlL/g)de albimina de suero bovino (BSA)’ en agua o soluciones
amortiguadoras como funcién de A concentracion de proteina C; (mg/ml), B temperatura T {°C), C tiempo t (h) de
envejecimiento & temperatura ambiente, D pH.
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Fig. 11.- Volimenes aparentes especificos §; (mL/g) de albimina de suero bovine (BSA)' en egua o soluciones
amortiguadoras e presencia de los siguientes componenetes Cs: A amortiguador a pH 7.0 a) K;HPOJ/KILPO,, b)
Tris/HCL; B sal a) (NHL):50s, b) NH(CI, € azicar a) sacarosa, b) glucosa; D desnaturalizante a) GutCl, b) urea.

32



V.- METODOS EXPERIMENTALES

a) Preparacién de las Soluciones.

Las sustancias utilizadas para este trabajo fueron las siguientes:
s HIDROCLORURO DE GUANIDINA: Boehringer Mannheim
¢ UREA: Aldrich al 99%
e ACIDO ACETICO: J. T. Baker al 99.8%
¢ LISOZIMA DE CLARA DE HUEVO: Sigma N° de catalogo: 12650-88-3
s CLORURO DE SODIO: Mallinckrodst al 99.5%
» ACIDO CLORHIDRICO: J. T. Baker al 35%
o TRIS Tris (hidroximetil} aminometano : Sigma

¢ AGUA BIDESTILADA

Se prepararon dos soluciones amo;ﬁguadoras concentradas, una de Tris-HCl 0.47
M, con un pH de 7.00 y otra de acetato de sodio 1.13 M, con un pH de 5.19. La eleccién
de los pH con los que se trabajo fue hecha para poder comparar con los resultados de la
desnaturalizacién seguida por absorcién de UV obtenidos por Ahmad y Bigelow', quienes
trabajaron en estas condiciones. Para cada experimento, se prepararon soluciones
concentradas de desnaturalizante, aproximadamente 10 M para el caso de la urea, y 6 M
para el caso del hidrocloruro de guanidina. Para los experimentos con soluciones
conteniendo lisozima, se prepard una solucidn concentrada de lisozima con una

concentracion de aproximadamente de 0.05 g/mL. Las soluciones de proteina +
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desnaturalizante fueron preparadas 24 horas antes de su utilizacion, para asegurar

condiciones de equilibrio.

I,

Las soluciones se prepararon de la siguiente manera :

Soluciones de urea

a)

b)

<)

En matraces aforados de 10 mL se agregd 1 mL de solucién amortiguadora
de acetato de sodio concentrada, asegurando una concentracion final de
amontiguador 0.113 M

Posteriormente se afiadieron cantidades variables de solucion concentrada de
urea

Se afor6 a 10 mL

Soluciones de urea con lisozima :

a)

b)

d)

En matraces aforados de 10 mL se agregd 1 mL de solucion amortiguadora
de acetato de sodio concentrada, asegurando una concentracién final de
amortiguador 0.113 M

En seguida se agregd 1 mL de solucién concentrada de lisozima.
Posteriormente se afiadieron cantidades variables de solucion concentrada de
urea

Se aforé a 10 mL, asegurando de esta manera una concentracion final de

lisozima de 5 mg/ml..

Soluciones de hidrocloruro de guanidina
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IV.

a)

b)

<)

En matraces aforados de 10 mL se agregaron 3 mL de solucion
amortiguadora de Tris-HCl concentrada, asegurando una concentracién final
de amortiguador 0.141 M
Posteriormente se afiadieron cantidades variables de solucién concentrada de
hidrocloruro de guanidina

Se aforo a 10 mL

Soluciones de hidrocloruro de guanidina con lisozima :

a)

b)

c)

d}

En matraces aforados de 10 mL se agregaron 3 mL de solucion
amortiguadora de Tris-HCI concentrada, asegurando una concentracion final
de amortiguador 0.141 M.

En seguida se agregd 1 mL de solucién concentrada de lisozima,
Posteriormente se afladieron cantidades variables de solucion concentrada de
hidrocloruro de guanidina.

Se aforé a 10 mL, asegurando de esta manera una concentracion final de

lisozima de 5 mg/mL.

Soluciones de urea con hidrocloruro de guanidina.

a)

b)

En matraces aforados de 10 mlL se agregaron 3 mL de solucion
amortiguadora de Tris-HC! concentrada, asegurando una concentracidn final
de amortiguador 0.141 M

A continuacion se agregaron 2 mL de selucion concentrada de urea
Posteriormente se afiadieron cantidades variables de solucién concentrada de

hidrocloruro de guanidina
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d)

Se aforo a 10 mL.

V1. Soluciones de urea + GuHCI con lisozima :

a)

b)
c)
d)

En matraces aforados de 10 mL se agregaron 3 mL de solucién
amortiguadora de Tris-HCI concentrada, asegurando una concentracién final
de amortiguador 0.141 M.

En seguida se agregé ! mL de solucion concentrada de lisozima.

A continuacion se agregaron 2 mL de solucién concentrada de urea.
Posteriormente se afiadieron cantidades variables de solucién concentrada de
hidrocloruro de guanidina.

Se aford a 10 mL, asegurando de esta manera una concentracion final de

lisozima de 5 mg/mL.

b) Mediciones densimétricas

El aparato utilizado es un densimetro de celda vibratoria modelo 03D SODEV

(Sherbrooke, P. Q., Canada) (Fig. 11). Este densimetro de flujo de alta precision se basa en

el principio de un tubo vibratorio, cuya frecuencia de resonancia es mantenida y detectada

por aparatos electrénicos apropiados. En el aparato, el liquido a estudiar circula a un flujo

constante por el tubo vibratorio y se determina la frecuencia de resonancia”, Asegurindose

que no haya efectos secundarios debido a la condicion de flujo, el periodo de vibracién del

tubo puede ser relacionado con la densidad de! liquido p segiin la siguiente ecuacion:
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pP= A+BT2 12

Donde A y B son constantes del instrumento que se calculan calibrando, es decir,
midiendo el periodo de resonancia t de dos fluidos cuyas densidades sean conocidas. En
este trabajo los liquidos de referencia para calcular estas constantes fueron el agua destilada,
con un valor tedrico de densidad de 0.997045 g/mL a 25 ° C*, y soluciones de Cloruro de
Sodio (NaCl) en agua. Los valores tedricos de las densidades de las soluciones de Cloruro
de Sodio en agua fueron calculados de acuerdo con la siguiente ecuacién, vilida para

soluciones salinas de 1 a 2% ¢n peso y una temperatura de 25 ocH:

P = 0.00703(% 5, ) + 099706 a

En este trabajo se hicieron todas las mediciones & 25° C. Para alcanzar la precision
necesaria en las densidades se requiere que las fluctuaciones de temperatura sean menores a
40.001 °C. Esto se consiguié por medio de un controlador de temperatura modelo CT-L de

la marca SODEV (Sherbrooke, P. Q., Canada)®.
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Fig. 11. Diseflo mecénico del densimetro de flujo. 1, Placa de cobre para sujeter, 2, tubo vibmatorio de acero
inoxidable; 3, receptor magnético; 4, enchaquetado de regulacién térmica para la placa de cobre y 1a toma del liquido, 5.
Recipiente regulado térmicamente.
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V.- RESULTADOS Y ANALISIS DE LOS DATOS EXPERIMENTALES

a) Célculo de volimenes aparentes

De las tres series experimentales que se hicieron (urea, hidroclorure de guanidina y

una mezcla de ambas), se obtuvieron los siguientes datos experimentales (las densidades de

las soluciones se presentan en ¢l Apéndice I):

10 soluciones de hidrocloruro de guanidina a pH 7.0, que van de 0.00 a 525 M de
GuHCl

16 soluciones de lisozima con una concentracién promedio de 5.1945 mg/mL con GuHCl
apH 7.0, que van de 0.00 a 5.42 M de GuHCI

10 soluciones de urea a pH 4.0, que van de 0.00 a 8.35 M de urea

16 soluciones de lisozima con una concentracion promedio de 5.0420 mg/ml con urea a
pH 4.0, que van desde 0.00 a 9.38 M de urea

8 soluciones de urea 2.03 M con GuHCl a pH 7.0, que van de 0.00 a 5.88 M de GuHCI

8 soluciones de lisozima con una concentracion promedio de 4.7692 mg/ml., con urea

2.03 M y con GuHCl a pH 7.0, que van de 0.00 a 5.22 M de GuHCI

Para cada uno de los experimentos, tanto para aquellos con soluciones de urea o de

hidrocloruro de guanidina, como para ¢l caso de las soluciones con proteina se ajustaron los

resultados de la densidad en funcidon de la concentracién de los desnaturalizantes a una

ecuacion cibica, que nos genera una correlacion R’ mayor a 0.9999. Las figuras 13 y 14
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muestran un gjemplo. Fueron descartados los puntos experimentales que, usando e! criterio

de Chauvenet” (Apéndice 1), son estadisticamente inaceptables. -

1,14
112 4

L1+
1,08
1,06 +
1,04 +
1,02 -

Densidad (g/mL)

¥ = 0,00009629x" - 0,00117591x” + 0,02753330x + 1,00443849
R® =0,99992319

1
t T

n '
g T

2 3 4 5 6
Concentracién de GuHCI (M)

Figura 13.- Comportamiento de la densidad de una solucién de GuHC] en agua en funcién de su concentracion de
hidrocloruro de Guanidina a pH = 7.0.

-
E 1,06 +
104 4

1 f t t
0 1 2

y = -0,00003958x" - 0,00012072x + 0,02549343x + 1,00650853
R’ = 0,99994056

. +
T T

3 4 5 6 7
Concentracién de GuHCI (M)

Figura 14.- Comportamiento de 1a densidad de una soluctén con lisozima (5 mg/mL) en fimcién de la concentracién de
hidrocloruro de Guanidina a pH = 7.0.

El polinomio (los coeficientes se¢ muestran en el apéndice I), tanto para el

comportamiento de la densidad del solvente como para el comportamiento de la densidad de

las soluciones de lisozima, fue después introducido a la ecuacion del volumen aparente

(ecuacién 11), obteniendo los resultados mostrados en la figura 15. El comportamiento



cuslitativo del volumen especifico de la lisozima es semejante al observado para la albimina

de suero bovino (BSA)’ (fig. 11D).

Volumen especifico de la proteina

——GuHCl1
—0—UREA
0,40 t } + -t
0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00

Concentracién de desnaturalizante (M)

Figura 15.- Volimenes especificos aparcntes obtenidos para la desnaturalizacién de lisozima con urea (pH = 4.0) ¢
hidrocloruro de guanidina (pH = 7.0)

De los resultados obtenidos en este trabajo se puede observar lo siguiente:
e A concentraciones bajas de desnaturalizante se aprecia un aumento en el volumen
especifico de la proteina (en GuHCI), o bien una disminucién {en urea).
e Después de cierta concentracion, hay una caida brusca en el volumen hasta llegar a un
valor minimo.

s A partir de este punto nuevamente s¢ observa un aumento en el volumen.
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b) Comparacién con resultados de la literatura

Los resultados obtenidos para la desnaturalizacion de la lisozima pueden compararse
con algunos resultados reportados en la literatura. Unicamente se encontraron resultados de
volumen aparente a dilucion infinita y a una concentracién de desnaturalizante (6 M para el
caso del GuHCl y 8 M para la urea)™ ™ ' ' es decir, los trabajos que se han hecho al
respecto Onicamente miden el volumen especifico en ausencia de desnaturalizante y lo
comparan con el volumen especifico con la proteina totalmente desnaturalizada, que es

generalmente mayor de 5 M de GuHCI 6 mayor de una concentracién 7 M de urea. Los

resultados se presentan en la tabla 1 y la figura 16

CONDICIONES VALOR DEL VOLUMEN |VALOR DEL VOLUMEN
EXPERIMENTALES APARENTE (®) APARENTE (@)
REPORTADO EN LA OBTENIDO EN ESTE
LITERATURA TRABAJO
Soluci6n a 25° C (dilucién 0.714°, 0.723°, 0.702 a pH 7.00
infinita, calculados como 0.710-720* 8% 162282 0.770 a pH 5.19
funcién de la concentracién de 0.702'8-%
proteina)
6 M GuHCl, 20°C 0.694",0.704"" 1.130
8 Murea, 20°C, pH 4.0 0.700%, 0.707% 0.620

Tabla 1.- Valores de volumen aperente reportados en la literatura
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Volumen especifico de la proteina

1,40

1,30 +

1,20 + —eo— GuHCl

—0-UREA

1,10 + O Literatura (25°C)
o 1,00 4 o Literatura (GeHCI)
3 A Literatura (Urea)
g
&

1
'
b
)
1
1

510 600 800 > 1000

Conceniracién de desmaturalizante (M)

0,00 2,00 4,00

Figura 16.- Comparacitn de los reseltedos experimentales can los reportados en la literatura,

Los resultados de volimenes especificos aparentes de la lisozima obtenidos en el
presente trabajo en ausencia de desnaturalizante son similares a los reportados en la
literatura. Los resultados reportados en la literatura para la proteina desnaturalizada con 6
M de GuHCl y 8 M de urea son casi iguales a los obtenidos en ausencia de desnaturalizante ;
por lo que en la literatura se menciona con fiecuencia ql.;e el cambio de volumen causado
por la desnaturalizacién es muy pequeiio. En los resultados obtenidos en este trabajo, las
concentraciones en las que encontramos estos puntos de volumen especifico igual al
volumen de la proteina nativa son 5.1 M para el caso de la GuHCI, y 8.8 M para el caso de

la urea (ver fig. 16). Las posibles fuentes de discrepancia son las concentraciones

amortiguadores y el pH,

4



La figura 17 muestra la desnaturalizacion de la lisozima con urea y GuHCI seguidas
por la técnica de absorcién de UV, a los mismos pH de este trabajo. Podemos apreciar que
la concentracion de desnaturalizante a la cual la mitad de la lisozima est4 desnaturalizada
(punto de inflexion) coinciden con los valores minimos obtenidos por el célculo de
volimenes. De esta manera, la concentracion en la cual aparece el valor minimo en el
volumen especifico aparente (fig. 15 6 16) para GuHCI] (4 M) coincide con el obtenido por
absorcion de UV, que es 4.2 M, asi como el valor obtenido para urea (6 M), que por
absorcion de UV es 6.8 M. Esta coincidencia de resultados por distintas técnicas da

confianza en los resultados obtenidos en este trabajo.

O GuHCl1
—a&— Urea

% de desnaturalizacién

0 2 4 6 8 10
Concentracidn de desnaturalizante (M)

Fig. 17.- Desnaturalizacién de la lisozima seguida por Absorcién de UV!,

La aparicién de un minimo en los resultados obtenidos por densidades puede
explicarse a través de 1a definicion de volumen aparente especifico de la ec. (4). Segun esta
definicion, el volumen aparente especifico de un soluto esta referido al solvente, es decir, se

calcula como la diferencia entre el volumen de la solucién y el volumen ocupado por el



solvente (V-Vo). Si el soluto tiene espacios vacios que no son ocupados por el solvente, el
volumen aparente ¢s méis grande que si no existieran esos espacios vacios. Una disminucién
del volumen aparente puede relacionarse con la penetracion de solvente a los espacios vacios
de la molécula de soluto, 1o que en ef caso de las proteinas se puede comparar con la
aparicion de estados desnaturalizados compactos, en los que los aminoacidos hidrefobicos,
anteriormente protegidos en el interior de la molécula, se encuentran totalmente expuestos al

solvente (por lo tanto los espacios vacios entre ellos fueron llenados por solvente).
¢) Modelo de ls esfera porosa

Para analizar con detalle ¢l comportamiento obse;'vado en la figura 14 se propone
aqui un modelo que llamaremos “modelo de la esfera porosa”, y que se basa en las siguientes
consideraciones:

s La molécula de proteina es una esfera porosa, en cuyo interior semi-hueco se agrupan los
grupos hidrofdbicos.

¢ Al afladir desnaturalizante, la proteina se expande por las interacciones con las moléculas
de desnaturalizante afiadido y los efectos salinos, lo cual provoca un aumento en el
tamafio de los poros.

e Los poros, al alcanzar un tamafio adecuado, permiten la penetracion de la molécula de

desnaturalizante al interior de la proteina. (Fig. 18}
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Fig 18.- Modelo de 1a esfera porosa

El modelo se desarrolla de la siguiente manera:

1. Se propone que el volumen especifico medido de la proteina (Vieesa) €s el volumen de la
esfera (Vagn), menos el volumen de solvente y de desnaturalizante que han penetrado en

el interior a través de los poros de la molécula (Vo). De esta manera:

Vpedido = = -V

m esp proteina esfera penet (14)

2. Para calcular el primer término de la resta (Vasm), 5e utiliza la ecuacion de volumen de

una esfera:
4 3
Ves fera = 5 ”res lera (15)
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Donde regen es €l radio de la esfera. Dicho radio puede ser calculado como la suma del
radio inicia! de la esfera (fimcar) ¥ €l cambio en el radio de la misma, que es la cantidad que

aumenta el radio durante ] proceso (Medcn):

+ Ar

= ’;nicial esfera {16)

’;sﬁra
Se propone que el cambio en el radio de la esfera constituida por la proteina es
directamente proporcional a la concentracion de desnaturalizante {Cp), de la siguiente

manecra;

Ar, .. .aC,

esjera

an

Para romper la proporcionalidad se asigna una constante de proporcionalidad que
llamaremos Dp, que significa la cantidad que aumenta el radio de la proteina en
Angstroms, por cada unidad de molaridad de la solucién de desnaturalizante. De ese

modo, la ecuacién (16) queda de la siguiente manera:

r esfera = rinicial + D DCD

(18)
Si sustituimos el radio de la esfera definido en la ecuacion (18) en la ecuacion (15),

obtendremos el volumen de la esfera;

4
3
Vesfera = 3- ” (’;nicial +D DCD) (19

3. Para calcular el segundo término de la ecuacion (14), (Vims), s¢ harén las siguientes

consideraciones:
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Consideramos que la penetracion de las moléculas de solvente al interior de la molécula

es dependiente del radio promedio del poro sobre la superficie de la molécula:

Vpenet = .f (r poro) (20)

Esto quiere decir que si los poros son muy pequefios, las moléculas de desnaturalizante
no podrin penectrar por impedimento estérico. Para ello es necesario considerar que deben
cumplirse los siguientes requisitos: a) Que a radios pequefios de poro la penetracion de
solvente sea cero; b) Que a pantir de un radio de poro similar al radio de la molécula de
desnaturalizante, éste comience a penetrar; y ¢) Que en determinado momento, el interior de
la molécula se encuentre saturado, y ya no pueda penetrar mis desnaturalizante. Estos
requisitos o restricciones sobre la funcion flrpw) en la ec (20), quedan satisfechos si
empleamos para f{rw) una ecuacion del tipo de la de Boltzmann, que presenta grificas del

estilo de la que se muestra en la figura 19:

f{Tpor) O Penetracién
Lh

Radio de poro

Figura 19.- Varizcidn de la penetracion de desnaturalizante como funcion del radio del poro. Ecuacién de Boltanann
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Este tipo de ecuacion tiene la siguiente expresion:

Vt'nic _ Vnmx

penet penet max
Vpenet - -r2 . )dr Vpenef
1 + e(rporo p{ra) pore (2])

En donde Ve €s €l volumen de solvente (agua + desnaturalizante + buffer) que penetré
al interior de la molécula de proteina; V7, es el volumen inicial de solvente (agua +
buffer) que estd en el interior de la proteina antes de agregar desnaturalizante (el limite
inferior), ¥ =2 es el volumen de solvente maximo que penetra (limite superior), r:w es el
radio de poro en el momento en que ha penetrado la mitad de la cantidad méxima de

solvente, y drp se relaciona con la facilidad de penetracion conforme el radio del poro

aumenta.

El radio del poro se calcula a paﬁir del drea transversal del poro (Ape), (Figura 20) de la

siguiente manera:

poro P (22)

Area transversal

/ del poro

Figura 20.- Area transversal del poro en la molécula de proteina

49



El rea transversal promedio del poro se calcula como el rea total de los poros (Awt pos)

dividido entre el mimero de poros (Nyaw), €5 decir:

A

tot poros

poro =
N poros (23)

A

El area total de los poros sobre la molécula es dependiente del drea exterior total de la

esfera (Aa: wa), de la siguiente manera:

A = A

ot poro ext total ~ “‘molec (24)

Siendo A €] area en que contribuye la molécula de proteina, es decir, el area que
ocupan los aminodcidos exteriores de la proteina. El 4rea exterior total de la superficie de

una esfera se calcula con la siguiente ecuacion:

A =4xr’

ext total esfera (25)

Si sustituimos la ecuacion (18) en la ecuacion (25) obtendremos:

A = 47{ (’;'nicial + D DCD)2 (26)

ext lolal

Por lo tanto, si sustituimos (26) en (24) obtenemos:

_ 2
Atot poro ~ 4”’. (’;'nicial +D DCD) o Amolec (27)

Y si sustituimos (27) en (23), obtendremos el érea transversal promedio de cada poro:



A _ 47[ (,}nicr’al + DDC'D)2 - Am

pore N (28)

poros

olec

La ecuacitn (28) puede finalmente ser usada para calcular el radio promedio de los poros

sobre la proteina, sustituyéndola en (22), obteniendo de ese modo:

2
= 47r(’}nicial + DDCD) - Amolec
poro——. N &« (29)

poros

La ecuacion final del modelo de la esfera porosa, obtenida por la sustitucion de las

ecuaciones {19) y (21) en la ecuacién (14) queda como sigue:

4 im”;’ - VM:;:: f—
me.r = gﬂ(nnidal + DDCD)3 - = - -V,

1+ e(rm - peret|  (30)

donde rpay estd dado por (29).

Anglizando los limites de la ecuacién, tenemos que a Cp = 0 el término de
penetracion tiende a ¥77,, que se asigné como cero, por lo que a Cp = 0 el volumen de la
proteina tiende al volumen calculado con figca, que es exactamente el volumen inicial de la

misma.

Para la asignacion de parametros se sigui el procedimiento descrito a continuacion:
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1. Se caleuld el radio inicial de proteina (riica) con el volumen especifico calculado para
ausencia de desnaturalizante, con la ecuacién (15). Este radio fue de 15.82 A para el
caso de la desnaturalizacién con GUHC], y de 16.35 A para la desnaturalizacién con urea;
lo cual se acerca a los resultados obtenidos con dispersion de luz, que son del orden de
los 15 A®, y los resultados de cristalografia, que indican que la molécula tiene
dimensiones de 45X30X30 A’

2. El area exterior de la esfera por la contribucién misma de la molécula (Ameisc), €8 decir, el
&rea exterior total de la esfera menos el 4rea transversal de los poroé se calculé como el
drea exterior total de una esfera con el volumen especifico minimo obtenido de los
experimentos (0.54 mL/g). Esta drea result6 de 2650 A”.

3. Al volumen inicial de penetracion de desnaturalizante a la molécula de proteina (V o,

) se
le asigné e} valor de cero.

4. El niimero de poros (Npu) Se ajusto de acuerdo con el radio de los poros y el radio de 1a
molécula de desnaturalizante de tal manera que la penetracién evidente comenzara
cuando el tamaflo de los poros fuera el mismo que el de las moléculas de
desnaturalizante. Para ello se usd un radio de desnaturalizante calculado a partir del
volumen aparente del mismo a dilucién infinita, que para el caso del GuHCl es de 3.00 A

y para el caso de la urea es de 2.86 A. El niimero de poros fue de 30.

Los demés parametros (Dp, ¥ 2%, Tay, ¥ Qfp), Se gjustaron usando un método de

minimos cuadrados. Los resultados se desglosan en la tabla 2;

52



Pardmetros GuHC1 Urea
Dp 1.56 AM 0.38 AM
y = 42800 A”. 16400 A’
penat
. 526 A 3.68 A
Apers 0.71 0.320

Tabla 2.- Parémetros sjustados para ¢l modelo de la esfera porosa

La bondad de los resultados se puede apreciar en las siguientes graficas (fig. 21 y fig

22):
%
=
'g —— Experim.
- —0—Maodelo
]
:
>
10000 + ; : : + +—
0,00 1,60 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00
Concentracién de GuHCI (M)

Fig 21.- Bondad del ajuste del modelo de la esfera porosa para 1a desnaturalizacidn de Lisozima con hidroclorure de
.
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3 —e— Experim.
g ' o Modelo
g8
=
(=3
L

11000 +

10000 — ‘ : :

0 2 4 6 8 10

Concentracién de Urea (M)

Fig 22.- Bondad del ajustc del modelo de la esfera porosa para la desnaturalizacién de lisozima con urea

Se puede apreciar que estos resultados coinciden casi completamente con los
experimentales. A continuacién se presentan los componentes del modelo desglosados. La
figura 23 corresponde a los componentes para ¢! caso de la desnaturalizacién con GuHCl y

la figura 24 al caso de la desnaturalizacién con urea:
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70000
60000 -

50000

-—\olumen esfera
—— Penetracién

[T
g §

Volumen {A%)

1] } t $ t
0 2 4 6 8 10
Concentracién GuHCI (M)

Fig. 23.- Componentes del modelo de 1a esfera porosa para la desnaturalizacién con GuHCl

70000
60000 +
50000 +

40000 + ~—Volumen esfera

-—-/ -~ Penetracién
10000 /’,
0 4 ' A

Concentracion de Urea (M)

Volumen (A
88
) §

Fig. 24.- Componentes del modelo de 1a esfera porosa para la desnaturalizacién con urea

En las graficas mostradas con anterioridad podemos apreciar que la desnaturalizacion
de la lisozima con GuHCI es mas facil que con urea, principalmente porque el crecimiento de

ta esfera es mayor en GuHCIL.
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El modelo de la esfera porosa puede analizarse con més detalle variando algunc de
los pardmetros y manteniendo constantes los demas. Ese comportamiento se muestra en las

figuras 25, 26, 27 y 28:

111

i
J

Volumen (A%

i

. Il : 1
¥ T T T T

0 1 2 3 4 5 6 7
concentracién de desngturatizante (M)

' Fig 25.- Comportamiento del modelo variando Dp, donde 1°= 5,26 , dr = 0.7,y ¥ o0, = 42800

Dp, es el cambio de radio de la proteina por unidad molar de desnaturalizante, y sus
unidades son A / (mol1). De la figura 25 se puede decir que mientras mayor sea Dp, el
minimo se encuentra antes, es decir, la desnaturalizacién ocurre a menores concentraciones
de desnaturalizante ademis que el incremento de volumen especifico después de la

| desnaturalizacién es mayor a Dp grandes.




:

35000

—_— = 5,26
— =500
—1°=5,50

_Vol:men "EA’) .
EEEE

A

:

£

(=
—

2 3 4 5 6 7
concentracién de desnaturalizante (M)

Flg 26.- Comportamiento del modelo variando 1°, donde Dp= 1.5 ;dr=0.71, ¥ V;‘; = 42800

° es el radio de poro en el momento en que ha penetrado la mitad de la cantidad
méaxima de solvente, y sus unidacies son (A). En este grafico se puede ver que los valores de
volumen especifico para la desnaturalizacion no cambian a concentraciones pequefias ni a
concentraciones grandes cuando varia r°, aunque los valores de volumen a concentraciones
medias son mayores para 1° grandes. Para 1° grandes encontramos el minimo {indicativo de
desnaturalizacién) a concentraciones un poco menores que el minimo para 1* pequeiios,

aunque el efecto no es tan apreciable como en el caso de Dy,
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30000 -
“e
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B —dr=05
g 20000 —&r=09
4

15000

10000 |

5000 t + ¢ t : t

0 1 2 3 4 5 6 7
concentracién de desnaturalizante (M)

Fig 27.. Comportamiento del modelo variando dr, donde Dp = 1.5; "= 5,26,y ¥/ 57, = 42800

dr es la facilidad de penetracién conforme el radio del poro aumenta. Aqui se
aprecia que el punto de inflexién de la curva se encuentra en la misma concentracién, y a dr
grandes, la curva tiene un comportamiento més suave, mientras que para dr pequefios, el
comportamiento es mds brusco. El minimo se encuentra a concentraciones un poco mayores
para dr pequefios. Este comportamiento también se puede apreciar en la fig. 19, donde el

cambio es brusco si dr es pequefio, y suave si dr es grande.
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20000 + — Vimax = 42800
- Vmax = 40000
15000 —— Vmax = 46000

Volumen (A’)

?

5000 t t t + +
0 1 2 3 4 5 6 7
concentracidén de demmaturalizante (M)

4

Fig 29 - Camportamicnto del modelo variando Vo, , donde Dp = 1.5 1°=5.26,y dr=0.71

V o esel volumen de solvente méximo que penetra a la proteina y sus unidades son
A’. Cuando varia ¥ 27, a grandes concentraciones la curva se desplaza hacia arriba para

valores pequeflos y hacia abajo para valores grandes, estando el minimo pricticamente en la

misma concentracion.

Haciendo un andlisis mas profundo de los resultados, podemos decir lo siguiente:

1. Dp para GuHCI es 4.1 veces mayor que Dp para urea. El crecimiento del radio de la
proteina es mucho mayor para la desnaturalizacion con GuHCl que para la
desnaturalizacion con urea, lo que hace que la desnaturalizacion ocurra a concentraciones
sensiblemente menores de desnaturalizante para GuHCL. (fig 25). En otras palabras, se
confirma el hecho ya conocido de que GuHC} es un desnaturalizante més eficaz que la

urea.
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2. dr es 2 veces mayor en GuHCI que en urea. Esto nos indica que la penetracién de
desnaturalizante a la proteina es mejor para la urea que para GuHCl, pero la
desnaturalizacidn es mas lenta porque el crecimiento de la molécula es menor.

3. Fl volumen méaximo de solvente que penetra a la molécula es mayor para €l caso de
GuHCl (42800 A’ contra 16400 A’ en el caso de la urea). Ello implica que el estado

desnaturalizado es diferente en cada desnaturalizante.

De este anilisis se concluye gue ¢} pardmetro mas importante del modelo de 1a esfera
porosa para caracterizar la desnaturalizacién es Dy, ya que es el que nos relaciona la afinidad

de la proteina con el desnaturalizante en mayor grado.

d) Andlisis para la mezcla de urea e hidroclorure de guanidina

Para probar el modelo, se realizd un tercer experimento, desnaturalizando la proteina
con una mezcla de urea y de GuHCl Para ello, se hicieron soluciones con una
concentracién constante de urea de 2 M, y los resultados se obtuvieron de la misma manera
que los anteriores. Los resultados se muestran a continuacion en dos gréficas : La figura 29
muestra el volumen especifico en funcion de la concentracién total de desnaturalizante y la
figura 30 el volumen especifico en funcidn de Ia concentracién de hidrocloruro de guanidina

Unicamente,



Volumen especifico de Ia proteina

Vo (mL/g)

0,40 - t t +

T T

0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00
Concentracién de desnaturalizante (M)

Fig. 25.- Velionenes especificos aparcutes obtenides para la desnaturalizacion de lisozima con una mezcla de urea 2 M
. ¢ hidroclorwro de guanidina, en funcién de la concentracién total de desnaturalizante, comparada con los resultados
obtenides para urea y GuHCI Gnicamente,

Volumen especifico de la proteina

L . x
T T t

0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00
Concentracitn de desnaturalizante (M)

Fig. 30.- Voliimenes especificos aparentes obtenidos para la desnaturalizacién de lisozima con una mezcla de urea 2 M
& hidroclenxro de guanidina, en fimecién de la concentracién de GuHCI, comparada con los resuitedos obtenidos para
urea y GuHC] inicamente.
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La no-aditividad en la desnaturalizacioén de la guanidina con una mezcla de urea y
GuHCl! se puede apreciar en la figura 30, en donde vemos que tenemos que agregar la

misma cantidad de GuHCI cuando hay 2 M de urea que cuando no hay otro desnaturalizante

{aprox. 4 M).

Para el uso del modelo de la esfera porosa se hicieron las siguientes consideraciones:
e Como a las soluciones ya se les habia agregado un desnaturalizante con anterioridad (urea
2 M), la esfera constituida por la molécula de proteina ya habia sido modificada; por lo
que se tomaron las cantidades obtenidas con el modelo para el caso de desnaturalizacion
con urea, Esto quier¢ decir que el volumen inicial de penetracion de solvente a la

proteina (¥/=,) no es igual a cero, sino igual al 7., obtenido para una concentracion

de urea 2 M. Ese valor es de 3932 A>. En ese punto, ademas, el radio de la esfera es
igual a 17.11 A, por lo que se tomd ese valor como figeia.

e Como primer célculo, se usaron los valores de parametros obtenidos para GuHCI, ya que
un buen ajuste indicaria un comportamiento aditivo entre la urea y ¢l GuHCI en la

desnaturalizaciéon. Los resultados de este primer calculo se muestran en la fig. 31:
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Fig 31.- Modelo de 1a esfera porosa para la mezcla de urea (2 M) y GuHCI usando los pardmetros obtenidos para

GuHCH.

* Posteriormente se calcularon nuevos pardmetros de ajuste para este caso en particular

con un método de minimos cuadrados, y se obtuvieron los resultados mostrados en el

tabla 3:

Parimetros Urea+GuHC]
Do 1.15 AM
v 42750 A’
. 547 A
dlpeo 0.640

Tabla 3.- Parémetros ajustados para la mezcla de urea 2 M e hidrocloruro de guanidina

La bondad del ajuste se muestra en la figura 32:

s
'
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Fig 32.- Bondad del ajuste del modelo de la esfera porosa para la mezcla de urea 2 M y GuHCI

Los componentes del modelo de esfera porosa se desglosan en la figura 33.
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0 + : : +
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Fig. 33.- Componentes del modelo de fa esfers porosa para la desnaturalizacion con una mezcla de urea 2 M y GuHCI



A partir de estos resultados, se puede afirmar, como se argument6 cualitativamente
més arriba que las mezclas de urea e Hidroclouro de Guanidina no se comportan
aditivamente durante la desnaturalizacién, ya que el ajuste del modelo muestra algunas
diferencias. Sin embargo, de éste se puede decir lo siguiente:

1. La mayor diferencia encontrada fue la del rango de au;nento del radio de la esfera (Dp),
ya que Dp para GuHCl es 1.36 veces el Dy, para la mezcla urea-GuHCI,

2. Sin embargo, la penetraci6n de solvente al interior de la esfera (dr) es practicamente el
mismo, ya que dr para GuHCI es unicamente 1.11 veces mayor que dr para la mezcla.

Debido a estos resultados, se decidié hacer un nuevo ajuste, manteniendo los valores

de dr y de volumen méximo de penetracion de solvente (V 27, ) iguales a los presentados

para GuHCI, y unicamente ajustando los valores de Dp y €l radio de poro en el que ha

penetrado la mitad del volumen méximo méxima (r:w). Los valores obtenidos de este

segundo ajuste se muestran en la tabla 4. La bondad de este segundo ajuste se presenta en la

figura 34:
Pardmetros urea+GuHCl
Dp 1.11 AM
v 42800 A®
T poro 547 A
dfpceo 0.71

Tabls 4.- Pardmetros del segundo ajuste para la mezcla de urea 2 M ¢ hidroclorure de guanidina
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Fig 34.- Bendad del sjuste de! modelo de 1a esfera porosa para la mezcla de urea 2 M y GuHCL, manteniendo igual al
caso de GuHCl Ia rapidez de penetracién de solvente y €] volumen maximo de solvente que penetra.

De estos resultados se cohcluye que para el caso de la mezcla de urea con GuHCI el
crecimiento de la esfera es 1.40 veces menor que durante la desnaturalizacién con GuHCI
Gnicamente; aunque la penetracion de GuHCI es igual para ambos casos. Estos resultados
nos sugieren que el modelo es suficientemente bueno, tanto para los desnaturalizantes solos,
como para la mezcla y que la desnaturalizacién con la mezcla urea-GuHC! ocurre a

concentraciones un poco mayores que la desnaturalizacién con GuHCI..



VI.- CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

1. Como se muestra en los resultados presentados en la figura 15, el volumen especifico de
la lisozima no se comporta como una funciéh lineal de la concentracion de
desnaturzlizante. De hecho, los resultados planteados en la literatura que se muestran en
la tabla 1 nos dan idea de que el volumen de la proteina no cambia mucho con la
desnaturalizacién; en cambio, los resultados presentados en este trabajo nos indican lo
contrario.

2. Fue posible explicar de una manera muy simple el comportamiento del volumen de las
proteinas durante la desnaturalizacion, a través del “modelo de esfera porosa”.

3. La desnaturalizacién puede ser relacionada con el aumento de radio de la molécula de
proteina, por lo que la afinidad de un desnaturalizante por una proteina puede describirse
en términos de Dy: a mayores valores de Dp, esta afinidad aumenta.

4. Se comprobo ciue las mezclas de urea e Hidorcloruro de Guanidina no son aditivas para
la desnaturalizacion, al ver los resultados obtenidos para la mezcla, y el anélisis de los
parimetros del modelo propuesto.

5. El estado desnaturalizado de la lisozima es diferente para cade unoc de los

desnaturalizantes utilizados.

Con el objeto de seguir explorando la utilidad del tipo de medidas experimentales

realizadas aqui y 1a validez del modelo propuesto se proponen a futuro:
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Medir el volumen especifico y aplicar el modelo para la desnaturalizacion de lisozima con
mezclas de urea y GuHCl, a conc.entracién constante de urea; para varias concentraciones
de urea.

Medir el volumen especifico y aplicar el modelo para la desnaturalizacién de lisozima con
mezclas de urea y GuHCl, a concentracion constante de GuHCl, para varias
concentraciones de GuHCL

Medir el volumen especifico y aplicar el modelo para la desnaturalizacién de lisozima con
urea O con GuHC, a diferentes concentraciones de lisozima.

Finalmente, también se sugiere realizar estudios semejantw con otras proteinas con el
objeto de averiguar si existe 0 no alguna variacién sistemitica de los parémetros del
modelo con algunas caracteristicas estructurales de las proteinas. Esto, desde luego,
estaria limitado por las cantidades de proteina necesaria para las determinaciones
experimentales y por ello se sugiere realizar este estudio con proteinas cuyo costo no sea

muy elevado.
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CONCENTRACION PROMEDIO DE PROTEINA: 5.1945 X 107 g/mL

CONCENTRACION DE GuHCl DENSIDAD DE LA SOLUCION
0.00 1.006387
0.00 1.006376
0.74 1.025643
1.55 1.045920
237 1065491
2.53 1.069630
2.69 1.073457
3.02 1.081050
3.14 1.084107
3.44 1.090951
3.55 1.093072
3.94 1.102892
4.46 1.114164
4.73 1.120777
4388 1.124069
5.42 1.134464
Coeficientes:
P= 1.006508 R=  -1.207250 X 10

Q= 2.549343 X 107 S=  -3.958110X 107




EXPERIMENTO 2.- Desnaturalizacion de Lisozima con urea a 25° C.

CONCENTRACION DE UREA DENSIDAD DE LA SOLUCION
0.00 1.003546
) 0.97 1.019365
) 2.13 1.037998
3.06 1053146
4,09 1.070122
4.84 1.082459
5.92 1.101431
6.71 1.115533
7.60 1.131513
8.35 £ 1.144929
Coeficientes:
P= 1.003702 R= 3.626730 X 10°

Q= 1.593742 X 107 §=

1.002660 X 107
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CONCENTRACION PROMEDIO DE PROTEINA: 5.0420 X 10” g/mL

CONCENTRACION DE UREA DENSIDAD DE LA SOLUCION
0.00 1.005082
0.00 1.004737
0.62 1.014653
0.92 1.019615
137 1.026183
1.47 1.027836
2.03 1.037916
3.06 1.054843
4.00 1.070536
5.08 1.089624
5.54 1.096596
5.86 1.102184
6.66 1.115915
751 1.131403
R.60 1.150158
938 1.165627
Coeficientes:
P= 1.004699 R= 10127546 X 10™

Q= 1.600307 X 102 §=

1.657630 X 10°®
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EXPERIMENTO 3.- Desnaturalizacién de lisozima con mezcla de urea y GuHCl a 25° C.

CONCENTRACION PROMEDIO DE UREA: 2.03 M

CONCENTRACION DE GuHCl DENSIDAD DE LA SOLUCION
0.00 1,035803
1.44 1.067961
2.28 1.087503
3.05 1.105637
3.84 1.123379
4.09 1.129232
5.15 1.152770
5.88 1.168387
Coeficientes:
p= 1.035769 R=  5.256076 X 10”

Q= 2184676 X 107 S§=

-6.869450 X 10’
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CONCENTRACION PROMEDIO DE PROTEINA: 4.7692 X 10” g/mL

CONCENTRACION PROMEDIO DE UREA: 2.03 M

CONCENTRACION DE GuHCl DENSIDAD DE LA SOLUCION
0.00 1.037645
0.79 1.053148
1.54 1.071450
2.23 1.087845
3.08 1.108503
3.78 1,123257
4.59 1.141348
522 1.156427
Coeficientes:
P= 1.037124 R= 9.716719X 10*
Q= 2104140 X 107 S= -1.242055X 10™
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APENDICE II

CRITERIO DE CHAUVENET PARA EL RECHAZO DE DATOS

En un grupo determinado de datos experimentales puede haber alguno sospechoso
de no pertenecer a dicho grupo debido a errores que generalmente son de caracter aleatorio.
Esos datos pueden ser descartados siguiendo el criterio de Chauvenet, que consiste en los
siguientes pasos :

1. Para el grupo completo de datos se calcula la media x y la desviacién estandar o,
2. Se obtiene la diferencia entre la media y el dato sospechoso, y se divide entre la

desviacion estandar, para calcular la desviacion normalizada Z :

l;_x-
[+2

z=0""

3. Se calcula el porcentaje de mediciones fuera de esta desviacién normalizada considerando
un comportamiento de distribucién normal (Puede ser hecho con tablas).

4. El porcentaje se multiplica por el nimero de mediciones, para obtener el ndmero de
posibilidades de encontrar esa medicion en la muestra.

5. Si el numero es menor a 0.5 (Criterio de Chauvenet), el dato sospechoso debe ser

descartado.



