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Capitulo 1

INTRODUCCION

Con ln misma actitud del gque quiere subir una montana sin s instrumento gue un mapa,
el modelo que aqui se construye, empleando herramienta basica de Mecdnica Estadistica,
pretende hacer un recorrido aceesible y educativo por la fenomenologfa del ADN. En este
terreno, recorrer veredas ya trazadas, con la intencion de Hegar s alto para observar un
poco mejor paisajes yva mny fotografindos, hoy en dia. implicaria el manejo de berramienta
pesada. Entonces, en este trabajo se explora una ruta algo distinta, tomando un rumbo
intermedio entre caminos que Hevan a contermnplar panoramas cualitativos o cuantitativos,
delimitada por modelos previos. que aluden @ lo uno o« otro, teniendo como meta ver
lo antes visto, pero desde un Angulo distinto,

El mecanismo de desnaturalizacion propuesto e el mas simple posible. No obstante,
el modelo considera In heterogeneidad de las secuencias de ADN. Esta consideracién no

se inchiye en la mayorin de los modelos de desnaturalizacion hasta ahora trahagados,

1.1 De qué trata esta tesis:

Las bien conocidas funciones del ADN estan estrechnmente ligadas a la posibilidad que
éste tiene de separarse en sus dos cadenns eonstituyentes, 1o cunl permite que la in-

formacion contenidn, en forina de secuencias de bases nitrogenndss. sea interpretada y
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reproducida a triwés de la internceién de éstas con complejos moleculares de proteinis v
de enzimas. Por asta ravdn, un primer paso en ln comprension de los cotplejos procesos
involucrados en la fisiologiin del ADN constste en el estudio de los procesos de asocincion
» disocincion del par de ciulenis, ue éste sufre al ser expuesto a cambios de temperatura
» pll, lo cual se conoce como "desnaturalizacion™ [1].

i lo concerniente a sis aplicnciones en la niedicing, ol estudio de Ly desnaturadivaucion

v gue s empleado en téeenicas de dipmmostico tides como la

de ADN despicrtay interd

reaceion en cadena de la polimerasa (1'CR) [2].

Desicde un punto de vista fisico, L desnatnraliziacion presenta dos caracteristicas por

Ins cundes resulta de gran interds:

1) Resulta natural abordarlo desde I perspectiva de s Termnodinimica Estadistica.

Y 1o nuis importante:

2) Es susceptible de ser vista como una transicion de fase orden-desorden, presente
cn adguanos ststenmass sunplisunente estudiados en este contexto.

In primer luygar se ostudian bos asprectos fisioldgicos v ostructurales primarios del
ADN, para una mejor comprension de su relacion mutine, Posteriormente s revisan
maoxdelos ya trabajados, identificando las perspectivies fundamentales con las que se ha
abordado el estudio de L desnaturadizacian, s parimetros invohneraddos, i herraanienta
tedrien empleada v Jos diferentos tratunicntos propuestos,

Fn general, o8 posible nvonocer dos actitudes diferentes en el modelado de la desnin-

turalizacion gue aqui nos e

aligunes modelos hacen fnfisis on los aspectos cualitativos del fenomeno v~ concen-
tran en clucidiar ol orden de la transicion, sin atender siqguiera a los valoroes de temperatura
para los que ésta ocurre.

Por otra parte, otros modelos buscan reproducir, con a mayvor precision pesible, el

comportiuniento observaulo en experimentos, para lo cual consideran un gran munero de

parimetros, de los cuales, alunos no expresau un significado fisico evidente.




A partir de estas consideraciones se propone un modelo bastante simple en compara-
cién con cualquiera de los previamente revisados,

Elestudio trata segmentos cortos de ADN. como los utilizados en las PCR. mismos que
se asnmen como formados por un par de cadenas totalmente flexibles. con la posibilidad
de autointersectarse. pero con un mumnero limitado de dngulos de configuracion para cada
par de bases; de acuerdo con la teoria de cadenas libres.

En lo concerniente a las interacciones entre nucledtidos, se consideran tinicamente a
los enlnces de hidrogeno que forman los pares complementarios. Se distinguen dos tipos
de enlaces, A-T vy C-G. permitiendo que sus concentraciones relativias fluctiien a lo lurgo
de 1a cadena.

El mecanisio de desnaturalizado e supone ordenado y unidireccional. i.e., debido a
Ia ruptura consecutiva de los enlaces a partir de un sélo extremo. Esto permite evaluar
el peso especifico del cambio en la entropia. que resulta de la disociacién externa de las
cadenas, en segmentos cortos de ADN.

Para obtener los pardmetros de orden que caracterizan la transicion, se calcula el
logaritino de Ia funcion de particion. con base en la aproximacion de desorden dindmico
o recocido (anneiled disorder) {3}, La aproximacién de desorden dinitmico. en este caso.
es mny fileil de resolver v adecuada,

Los resultados obtenidos son muy cercanos a los gque pesanltan de algoritmos avanzados
de modelado de desnaturalizacion de ADN. tales como el algoritino de Steger M)

Se concluye que. pira cadenns cortas. la entropfa que domina la transicién se podria
deber a la disocincidn de las cadenas o partir de sus enlaces,

Se omiten pardmetros tades como la interaccién a primeros vecinos [5], In rigidez de las
cadenas, [6] ¥ su autoevitancia [T} » (8] sin embargo. los resultados son suficientemente
buenos y exhiben una transicion de primer orden que concuerda con ¢l modelo de Poland

(9}




1.2 EL ADN Y EL ARN, SU COMPOSICION Y
GEOMETRIA.

In el ano de 1953, Francis Crick junto con Jianes Watson, reconstruys la ostructura de
cdoble helice de Ly nacromoleculia del ADN mcediante la téenicn de refraceion de ravos X
En el proceso, lograron doedueir Iamanera en que Lo informacion genética se almacena
¥ se dupliea {10). Ya gue la relicion entre estractura, geometrin » funcién de los dcidos
nucléicos, ADN ¥ ARN, o de enorme importancia [11] para una comprension completa de
st enigniiticas moleculis, v que en dicha relacion se ubica la importancia del estudio
del fenomeno de daesnaturalizacion, a continmacion dov un resumen de suostructnra v

eometring ast como de alpunis de s funciones que desempeinn en los seres vivos,

1.2.1 Estructura del ADN

2.
Estructura sccuudaria

A partir de dtomos de earban, fdsforo, hidrogeno, nitrogeno y oxigeno s formua tres
agrupaciones. Un amicar de § carbones (desoxdrribasa), un grupo fosfato ¥ cuatro tipos

de compuesitos de nitrégeno con propiedixles base, figura 1.2.1 a), que se clasitican como

Purinas v Pirimidinas.

IZ] compuesto que se forma al unimes ostos tres grupos, como se indiea en L fizara 1.2.1
b), se Nama nucledtido. La unidn sucesiva, mediante enlaces covadentes de gruposs fonfato

en el earbon denotivdo, en la figara 1.2.1 b)), por 5° de ciertos nucledtidos con los hidroxilos

' con lonmitude macraoncdpicas

{OII) en el carbon 3° de otros, fortna cadenas flexibles 5 -

.ver fimara 1.2

{(milimetros en ¢l caso de bacterias) amadas polinucleatidos |12

La estnictura de los polinucledtides ex tal que isteos pueden enlivsarse entre si o trivvés

de las bases nitrogenadas, figuira 1.2.3, formande pares de casderies gite recnerdan o liss

[
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Figgura 1.2.1 &) Bises nitrogenadias:  Adenina A v Guanina G (Purinas),
Citosina C y Timina 1" (Pirimidinas) [1]

vins de un ferrocarrnil figara 1,23, cuyi goeometria ostable corresponde i unas doble hélice
[12).

Kl aspawrcjamiento de bases nitrogenadas se logra o partir de Ly posibilidivl gaimieac de
esta tnolcenlis para formar enlices de hidrogeno entre si. Sin embuargo, no conalouier tipo
de combinacion de bisas dav como resultacdo un aparcjamicento apropiado.  Las uniones
estables son exclusivamente las complementarias que a continuiaciédn se definen [11], junto
con sis configuriaciones simétricas:

A-T.- Formiulo por dos enlaces de hidrégeno, uno entre los prupas keto v aunin

I-N} de Ia purina y pirimidina respectivaimente y ol otro entre los atomaos de ni-

(O
trégeno (N-H::N) de los anillos.

G-C.- Tress enlaces, dos entre los grupos keto ¥ aming ¥ uno entre los sitomeos de
nitrogeno de los anillos.

En cuanto a los enlaces de hidrogeno (O:cI-N)Y 3 (N-TH:320 N oston ticnen Las siguien-
tess caracteristicas: lineales en su arreglo v puaden considerarse covalentes (g31i6n) por un

lado ¥ Coulombianox por el otro (punteiio). La imiportancia de este tipo de enlaces e

que son relativamente débilas, comparidos con les covadentes gque unen a ks nucledtidos,

-1
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Figura 1.2.1 b) La constitucién de un nucledtido [1].

lo (que permite que se rompan 3 se vaclynn a formr o temperatura anbicente, ¥ osto, co-
mo s verd mins adelante, o8 una condicion fndaancenial para que se realicen las funciones

del ADN. Un andlisis detallicdo de éstos se encuentra en [13].

Los pares A-T v C-G no se presentan en proporciones iguales [111]; <de hecho

[A+T] =K[C+G], donde el cociente K de estas concentraciones es caracteristico de
cndda orgmnismo v, como veremos mas sudelante, osta reliwcién entre concentriviones de
bases complementarias es muy importante en el ostudio de la desnaturadizacién {1]. Por

otri parte, como consccuencia del canicter complementario de las hases se enmplen b

semi igualdades A/T= G/Ca1.

1.2.2 Estructura del ARIN.

La composicion del ARN 1}, en eral, o casi idéntica a la del ADN: si se sustituyve el

awticar dessoxirribosse por una rfibosa (ignal ol desoxirribosa pero con un grupo hidro-
xilo en el vértice inferior derecho) » en lugir de bises timina se colocian bases uracilo,
se obtiene un ribonucledtido, con L mismis posibilicdin] de un desoxirribonucleotido peara

formar enlaoess covalentes 5°-3° con otros de su misma especie, dando lugic a polinuclesti-

8
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Figira 1.2.2 Psbozo de cadena de .3 maclodtidos, longitindes v direcciones
entre pares; 12, 8§ ¥ 13, Iésforo, Azicear v e,

does dde ARN. Lo poculiar del ARN es que esti formado por una eadena simple, pero cuya
composicién pennite que sus bases complementarias se cnlacen entre =i, daado al ARN

goometrins relaciomndns con aspoectons [isioldgicons.

1.2.3 Geometria del' ADN: La doble hélice.

Una cnracteristica importante del par de cadenas os que poseen direcciones antipsaradelas;
csto o3, una on s direecidn 5° - 37y lnotra en Lo 3 57, figuras 1.2.2 v 12,1, Un arreglo
distinto de enliwes entre pares de hases, que darfa hygar o direeciones paradelas entre
cadlenas, propuaito por Hoogsteen [12], sélo seria estable bajo condiciones de pH Acido ¥
el interior de s célnlas de los orginisinos vivos cotmiste en un medio acioso neutro.

En 1951 Watson v Crick encontraron que L forma para ol ADN, en mayor concor-
dancin con Ins caracteristicns observiclis en experimenton de difraceion, era un par de
caclenas antiparalelas con geometria helicoidal {12, envolviendose una a la otra forman-
do dos surcos: uno corto de G-him gue separa bives vecinas v uno Lirgo de 30inm, que

corresponde a un giro completo de cada una de las cadenas (10 pares de baswesi, con un
pPo P
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Figura 1.2.3 Aparejamiento de bases complementarias, tomada de [1].

didmetro externo de 18nm. como s¢ muestra en la figura 1.2.4.

Esta forma ha sido amplinmente verificada. Pero si buscamos el por qué de esta
peculiar geometria, deberfamos atender a la insolubilidad o hidrofobicidad de las bases
nitrogenadas.

Para que una estructura molecular hidrofébica sea estable en una solucién acuosa con
pH neutro. es necesario que se encuentre en el centro de una estructura envolvente que
evite el contacto con el agun {12). Esto sucede en la conformacién de Ins uniones entre las

. Las bases se encuentran en el centro de una estructura formada por

cadenas del ADD
los aziicares que son hidrofilicos. Ahora, si observamos la figura 1.2.2. excontraremos un
hueco de ancho 2.7A entre bases. que por lo antes expuesto, no serit ocupado por agua. lo
cual determina. inicamente. dos configuraciones como posibles 112]: una consiste en que
las cadenas se inclinen hacia un lado. como si fuera una escalera. reduciendo al maximo
el hueco entre bases » la otra en que las cadenas giren dentro de una superficie cilindrica,
comno realinente sucede.

La explicacion detallada se puede ver en {12] v de ella se deducen los dngules y las
distancias modidos en experimentos.

La descripcion anterior de la forma doble helicoidal del ADN se conoce como forma

B; sin embargo no es la dnica. ya que el dngulo entre base y desoxirribosa puede cambiar;

10




Figura 1.2.1 Doble hélice ¥ sus dimensiones {1].

ademits, los eslabones fosfato-desoxirribosie son o suficientemente flexdbles como para

permitir configuraciones alternativas [1, ver figura 1.2.5.

Lav forma A existeriniciunente en estados deshidrativdos. El plano en el gue se encuen-
tran los pares de bases forma un angulo de 200 con la perpendicular al eje de la belice,
lo gque disminuye ln distacia entre pares a 0.29nm, incrementiandose a0 11 o 12 pares de
basess por vueltan, [asti abiora no se le atribave nimoma fHuncion biologica s estac formas.

T forma B posee quiralidad dicstra, Bage dertas condiciones s oleenvie gue abyu-
nos soeEmentas de ADN, en los cuabes purinas v pirnimidinas se adternan, presentan nna
conformacion levagira con aspiwiamicnto entre bises de 0.77m v 12 pares de bises por
vireltin,. A et conformacion se le conoce como halice 70 Tas condiciones naturales gue
favorecen este tipo de conforinacidn son todavia objeto de estudio {1,

El ADN tumbicn se presenta como unia moldenla cirentar, B ADN en plismidos v
cromosomiss bacteriades, en cloroplastos, visrios ADN mitocondriales ¥ gendmues de virs

de mamiferod, consiste en una molécula simple de ADN circuliar unida covalentemente(1].

11
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A-DNA

Fignira 1.2.5 Tipos de doble hélice [1).
1.3 LOS POLINUCLEOTIDOS Y SU FUNCION
EN LOS SERES VIVOS.

Dasdde ¢l punto de vista biologico, ol astudio del proceso de destataradiziwion del ADN e
un priter paso en la comprension de los procesos, enormemente mas complejos, impli-
cados en la ejocncion de las funcionas vitales realizados por los polinuclootidos dentro de
Ios seres vivos (1] entonces, antes de explicar en qué consiste dicho fenémeno, conviene

mencionar v lunciones gque con ¢l se relacionan.

1.3.1 Funciones bioldgicas del ADN y ARN
El ADN como archivo dc¢ informncion

EL ADN, presente en toda célula, almiwena en edaligo toda L informnacion necesarnia para

Ia realizacién de los procesos [1]. que dan lugar a In formuwidn de estructuras ascendentes

12




en la escala de complejidad ¥ tamano (células. tejidos. Srganos, aparatos, sistemas). De
hecho. el ADN » sus interaccidnes con otras moléculas. tales como el ARN y proteinas,
constituyen una unidad funcional con Ias propicdades de autoreplicamiento y autore-
aulacidon, que entre otras, intuitivamente reconocemos comno agqucllas que definen a un
organismo viviente,

Una forma de interpretar ¢6mno se encuentra guardada ln informnacion en el ADN es
imnagindndola comno un texto unidimensional: un solo renglon escrito con un alfubeto de
cuatro letras: AL T, C. G. A ln unidad minima de significado o “palabri’” se le llnma gen.
» a Ins subestructuras de estas palabras se lex laman codones. que son secuencias de tres
“letras” o nucledtidos {11

No en todos los organismos las cadenas completas contienen pura informacion. sélo
en los unicehilares o Procariotes. En los Fueariotes n organisinos pluricelulares, sélo una
fraceién pequeia de la secuencia total contiene informacion codificada (en el humano
tunicnmente ¢l 3%) [15]. Dentro de las regiones codifiendas. llamadas Exones, se puede
observitr una enorme irregilaridad en las secuencias, Lo que tal hecho resalta es, semin
Ia teorfi de ln informacion, la gran complejidad del codigo genético [16]. pues la can-
tidad de informacion gue se requerirfa para definie una vensién abreviada de cualquijer
secuencin genetica seria casi rual o dn de la secnencia misma; e, las seenencias de genes
son irresumibles. Esto contrasta con el caso de los entrones. o regiones no codificadas,
donde las seenencias de bases presentan regularidades. El andlisis de regularidades en
las secuencins genéticas se ha podido realizar mediante Ia aplicacion de las téenicas de la
Fisica exstadistica que ofrecen nna metodologfa para el estudio de secuencias en general

[17). 18] ¥ (19].

El ARN y la transcripcién e interpretacién del cédigo genético [1]

En cuanto a la decodificacién de la informacion del ADN, ésti se da mediante la cons-
truccién de una version legible o interpretable del ADN: el ARN.

El ARN. con la informacién de algupa secuencia de ADN. se construye a partir de la

13



accién de la Holoenzima ARN Polimerasa, que abreviaremos como H-ARN-P!,

Ahora bien. cuando la H-ARN-P localiza. o mejor dicho. interacciona con un codén
especifico de ADN. cuya informacion indica el comienzo de una transcripeién. ésta rompe
los enlaces de Hidrédgeno a partir de 35 nucledtidos anteriores al que comienza la transcrip-
cidn. A continuncidn. al quedar asi expuesto el interior de Ia cadena con ia informacion
transcribir ¥ el de su complementiria. ln ARN Polimerasa eataliza la reaccion en la que,
haciendo las veces de plantillae el priner nucledtido de I secuencia complementaria se
euliaza con un ribonuclestido-trifosfisto con base nitrogenada idéntica a la de la secuencia
a reproducir (excepto en el caso de Timina ya que o reemplazada por Uracilo). La ARN
Polimerasa se desplaza, mediante mecanismos aiin no bien entendidos(1] en la direccién
de la cadena en transcripceion, v con ella el proceso de separaciéon de cadenas y secuen-
cinmiento de ribonuclestidus, cuyo orden e el de la eadena lefda en el ADN. A medida
qie la ARN Polimerasa contimia en s=n desplazamiento, las cadenas disociadas de ADN
se reenlazan ¥ se recupera i forma original de doble hélice.

El eslabonamiento sucesivo de ribonucledgtidos se da paso a paso. al unirse el gru-
po OH del carban 3° de cadn ribonucledtido con el grupo fosfato en el carbén 3' del
ribonuclestido-trifosfato vecrino. Los dos grupos fosfatos restantes se disocian.

El ARN en el que se transcribe el cédigo del ADN recibe el nombre de mensajero o
m-ARN.

El responsable de la lectura y materializacion del mensaje es otro ARN. El tipo de
ARN encargado de dichs labor se conoce como traductor o t-ARN: una cadena que,
enlazdandose consigo misma en uno de sus extremos, da lugar a una conformacion de
trébol, figura 1.3.1. con 3 extremidades terminando en un Inzo. En ¢l otro extremo. algiin

tipo de aminodeido? se conecta con la terminacion 3° del ARN. El tipo de aminosicido,

para cada t-ARN. queda determinado por el anticoddn presente en el lazo del extremo

11 na enzitna es una miructura catahitioa cuya grometria os tal que un determinado procesa, al llevare
a caba sobre la superficie de &ata, ey rextrinindo en [os grados de libertad de sus componentes. de lo cual
remultan un awtnento en la probabilidad de que las tracciones tonslituyrntes de dicho proceso o leveu o
cabo.

‘Compuesto formado por un grupo cartaxxilo ¥ uz amino de estructusa distintiva.
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opuesto. Los anticodones del t-ARN se acoplan con los codopes del m-ARN, figura
©1.3.1; esto traduce sccuencias de codones del m-ARN a secuencias de amino4cidos que,
eslabondndose entre s{. forman cadenas llamadas protefnas, cuyos plegamientos dan lugar -
a estructuras de multiples geometrfas. -
Los procesos de traduccién de m-ARN a protefnas se catalizan dentro de una macro

estructura llamada Ribosoma, formada por 50 tipos de proteinas y por 3 de ARN.

-

Figura 1.3.1, los codones del m-ARN son lefdos de uno en uno en la direccién
5'-3', a través de su enlace con el t-ARN, partiendo del coddn iniciador, AUG [1}.

Podemos decir que los procesos de lectura y traduccién a protefnas del ADN son
autoregulados, tomando en cuenta que dichos procesos son a su vez controlados por
protefnas que, a través de sus peculiares geometrias. interactdan con la doble heélice.
Estas, al adherirse a ciertas secuencias. impiden gqne puedan ser lefdas por obstaculizar
el desplazamiento de la polimerasa. ademas de controlar la longitud de lns cadenas del
ARN en formacién. Tal tipo de protejnas se conocen cuomeo represoras. Por otra parte. la
presencia de ciertas proteinas sobre secuencias espectficas puede favorecer su jecturs, en

cuyo caso se habla de protefnas activadoras.
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Siguiendo la analogia con la lectura de un texto. podemos observur que lo que da lugar
al significado completo de una oracién. no es \dnjcamente la suma de palabras. sino su
mutua interaccién. que obedeciendo a reglas fijas, detenninard. segin la posicién relativa
de las palabras, la funcién que cada una desemmpena dentro de la oracion. En el caso del
ADN, las interconexiones sepuinticas entre genes, no =on fijus ¥ se establecen y varfan a

medida gne L sucesivas lecturas se realizan,

El ADN se replica

En 1953 Watson y Crick escribieron lo siguiente: “Si ¢l orden de las bases sobre una del
‘par de cadenas fuera dado, uno podria dar el orden exacto de las bases sobre In otra.
debido al aparejuniento especifico de las buses. Una cadena ex ¢l complemeunto de 1a
otra, y &sta es la propiedad que sugiere como el ADN podrfa duplicarse a s{ mismo”.
De manera muy similar a como sucede en la construccion del ARN, al romperse
los enlaces de hidréogeno que muntienen juntas al par de cadenas del ADN, la doble
hélice se despliegn y las secuencias de bases quedan expuestas. con posibilidad de servir
como moldes parn la formacion de secuencias idénticas o sus complementarias; de esta
manern. las secuencias son sintetizadoas o partir de ln adicion, sobre secuencias de ADN
especificas (origenes de replicacion). de unidades 5'-desoxinucledtil de Desoxinucledsidos-
trifosfatos al extremo 3'-hidroxilo de un segmento de cadena ya existente (iniciador).
Consecuentemente, las cadenas de ADN crecen en Ia direccidn 3°-37 a lo largo de la
cadena molde con orientacion 3°-57: por 1o tanto, los procesos de replicamiento del par
de cadenas se desplazan en sentidos opuestos, En la sfotesis de cadenas se observa que
¢l replicamiento de uaa de las cadenas e continua v la otra s segmentada. figura 1.3.2;

este proceso es catalizado por la ADN-polimerasa.

Estructura terciarin del ADN

El reeumen anterior de los procesos de transcripeién y replicacion del ADN sobresimplifica

lo que ocurre al interior de los seres vivos, yu que ¢l objeto de csta tesis no es estudiar
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Figura 1.3.2 Replicamiento de cadenas de ADN {1}

estos aspectos: sin embargo los hemos mencionado con la finalidad de situar, de manera
mids amnplia. la importancin que tiene, desde un punto de vista funcional. la capacidad del
ADN para separar al par de cadenas constituyentes. Atin cuando el nivel de deseripeién
del proceso de desnaturalizacion, que aquf hacemos. e basa en la estructura secundaria
del ADN, por completez v con la intencion de que se capte que tan complejos son en
realidad estos procesos de transcripeion ¥ replicamiento del ADN. a continuacion doy
una muy resumida descripeidn del Ia estructura terciaria.

La cnormemente larga estructura doble helicoidal del ADN, contenida en el interior
del miicleo de ln célula presenta una conformacion que minimiza el volimen ocupado por
el ADN dentro del micleo » que permite que les funciones bioldgicas del ADN se: realizen.
A eosta estructura global del ADN se le conoce como crumnosoma.

El plegamicnto del ADN se Heva o cabo. en primer lugar, en su interaccion con
protefnas de forma cilindrica de digmetro 11nm, conocidas comno histonias octiunfricas,
sobre cuyas superficies el ADN se enrovila dos veces, dando lugar 1 nnan unidad amada
nucleosomn.  Esta unidad. repitiéndose cada 200 pb a lo largo del ADN, formna una

estructura lineal llamada cromatina. que recuerda a un hilo con cuentas. A su vez
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la cromatina se pliega en forma de hélice cuyvas vueltas, de 30 nin de didgmetro. estén
constituidas por seis nucleosomas.

La fibra de cromatina helicoidal forman lazos. con un perfinetro mdximo de 600mmn.
que agrupan de 20000 a 100000 pb. E! Conjunto de lazos forma. una vez nuts. una hélice
de 700n1m de didmetror cuya estructura global se conoce como cromosoma. El proceso
de plegnmiento del ADN o esquematizado en In fgura 1.3.3.

Recapitulando: 1a estructura microscdpica del ADN le confiere In forma de doble heélice.
con la propicdad de alternir. a temperatura ambiente, entre esta conformacion y un
estado de disociacion en el que las cadenas se comportan como simples ¢ independientes.
Sin 1a posibilidad de llevar o cabo tal transicion (destnaturalizacion ) no hay entendimiento

plausible de cémo el ADN podria realizar sus principales funciones.

1.4 PROPIEDADES DEL ADN EN DISOLUCION.

Los grupos fosfato que forman los puentes entre nucledtidos adyacentes, tienden poco a
disociarse y para pH mavor a cuatro se jonizan totahbmente. lo que sipnifica que el ADN
es muy dcido. Por otra parte. los grupos fosfato. se¢ combinan fnertemente con eationes
divalentes tales como Mg?- v Cad o con aminas policationicas, (~tas al enlazarse con el
interior de los surcos mayores extabilizan a la molecuta. lo gue se traduce en un incremento
de In flexibilidad.

La propiedad de las bases de enluzar hidréogeno depende de su forma ionica y por lo
tanto del pH. La estabilidad del ADN es funcidn del pH de la solucion: la estabilidad
muixima se alcanza dentro de los limites fisiologicos de pH {entre 1.0 3 11.0): fuera de
estos Mmites el ADN es inestable v sus polinucledtidos se separan. Esto mismo sucede
en presencin de temperaturas mayores s 90°C, Comp;xmxos orgdnicos comon drea o for-
maldheido y disminucion de la constante dieléetrica. por la incorporacion de alcoholes
¥ cetonas. en el medio acuoso. Este fendmeno se conoce como desnaturalizacion v si el

cambio en los pardmerros de control. T » pH. es suficientemente =uave el proceso serd
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Figura 1.3.3 Esquema de los ordenes de empaquetamiento de la cromatina,
que dan gar 8 un cromoesoma.

reversible. Al proceso inverso se le conoce como rennturalizacién.

Al aumentar los pardmetros de control se alcanza un punto T, o pH.., conocido
como punto de fusion {melting). para el cual el estado asociado de las cadenas de ADN
deja de ser cstable. Se considera que las cadenas han sleanzado dicho punto, cuando
la mitad de sus nucledtidos constituyentes se encuentra disocinda. El punto de fusién
es en cierta manera caracteristico del contenido de cada secuencia: ésto es claro si se
considera la diferencia en la energfa de enlace entre pares AT y CG. pucs en tanto e}

primero estd formado por un par de puentes de hidrégeno. el segundo posee tres. lo que
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lo hace mads estable al aumento de temperatura. As{. el punto de fusién de una secuencia
serd mis alto en la medida en que lo sea su contenido de pares CG. de donde se sigue
que una determinacion precisa del punto de fusidon da inforinacién de la composicién
de In secuencia. La forma mas nsual de aproximar el valor del punto de fuxion para
una secnencin es ubicnr la temperatura correspondiente al punto medio de la grafica
del mimero de pares disociados (o asoctados) vis.  temperiatura; este tipo de grafiea
recibe ¢l nombre de curva de fusion. La importancia de tal tipo de curvas e que &stas
permiten iuferir la distribucién de pares de bises. En lus curvas de fusion, para secuencias
heterogéneas, se observan cambios abruptos en la pendiente, correspondientes a regiones
con alto contenido en AT, mediados por secciones de pendieate cercana o cero, a0 su
vez debidas a concentraciones dominantes de CG. mostrando un pertil escalonado. De
esta forma, la distribucion de excalones revela la distribucion de camnbios en la densidad
promedio de smunbos tipos de pares,

El método experimental comtinumnente usado en la obtencion de curvas de fusion, se
basa en el efecto de hipercromicidad:

Al hacer incidir un haz de luz. con longitud de onda de 260nm. a traves de una solucién
de ADN. se observan incrementos en la absorcion de luz. como funcion del aumento en
la temperatura. La capacidad de los nucledtidos parn absorber longitudes de onda de
260nm, es 409 menor si éstus se encuentran apareados. Entonces, las curnvas de fusién
se obtienen al graficar el porcentaje de incremento de absorcién luminica como funcién
de la temperatura, aumentando a medida que las cadenas se desnaturalizan.

El estudio del fenomeno de desnaturalizacion es de interé por sus aplicaciones dentro
de la genética médica.

Un ejemplo de aplicacidn e la Reaccion en Cadena de 1a Polimerasa (PCR):

Esta téenica tiene como finalidad producir copias, de manern coatrolada, de una
secuencia dada.

La PCR consiste en ciclos de induceidn artificial del proceso de replicamiento antes
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A grandes rasgos, cada ciclo se compone de tres pasos:

Por simplicidad supongamos nna sola cadena en solucién acuosa. a la que se le agregan
concentraciones de los cuatro tipos de nucledtidos. de iniciadores. y de enzimmas ADN-
polimerasa.,

Paso 1. Se awmenta la temperatura de la muestra a mas de 94°C, con 1o que lan
secuencin se desonaturaliza,

Puso 2. Se disminnye gradualinente In temperatura a alrededor de 36°C: esto da lugar
a ln nnidn de un niciador con cada una de Jas cadenas ya separadas.,

Piso 3. Se aumenta la temperatura a 72°C. con ¢=to. una ADN-polimerasa comienza
ensamblando un nucledtido con la base adecuada al extremo 5° del iniciador. El proceso
es continuado en direcciéon 37 sobre el par de cadenas, hasta que finalinente la cadena
original es reconstruidi. ¥y ademiis, se obtiene una replica exacta de la secnencia original.

El proceso contimia con un segundo ciclo, que al finalizar habra producido dos réplicas.
Asf, tras In ejecucidn de N eiclos. Ja secuencia habrt sido reproducida 28-1,

Este método os usado en 1a deteccion de subsecnencins que pueden estar relacionadas

con patologias {2).
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Capitulo 2

TERMODINAMICA CLASICA'Y
MECANICA ESTADISTICA.

A continuacion, se hace un breve resumen de los conceptos de Termodindmica y Mecdnica
Estadfstica que serdn utilizados en capitulos posteriores. Este resiinen se basa en lecturas

hechas en [21]. [22]. [23] » [24].

2.1 Termodinamica

La Termodindmica Clisica describe fenémenos macroscépicos de sistemas cerrados, i.e.,
sistemnas cuya interaccién con el medio es controlable y por lo tanto las variables que
definen su estado pueden ser medidas por el observador. En sentido estricto, hablar del
estado de un sistema se refiere a la especificacion del estado de cada una de las partfeulas
que lo componen. Aiin en sistemas simples. en el limite cuando el munero de particulas
tiende a infinito o “limite termodinaAmico™, los microestados evolucionan con tal rapidez
y complejidad que el registro de! microestado de una sola partfcula resulta imposible. De
aquf que la Termodindmica Clasica. exclusivamente. describa los estados macroscédpicos
estdticos de un sistema. cuyas propiedadex no dependan de las fuerzas externas que hayan

actuado sobre &ste.
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Los estaclos estdticos se conocen como estados de equilibrio y la Termodinamica Clasi-
ca postula gue cualquier cambio de estos extados puede ser totalmente descrito en tér-
minos de su energla interna. que lamaremos U, funcién de las variables de estado: V'
volumen. munero de particulas N v una variable S que mats abajo definimos. (S, V. .V)

Para producir un cambio en el extado de un sistema termodindmico os necesario con-
siderarlo en contacto con un conjunto de sistemas fuente o sistemnas enyas varinbles de
estado el observador mantiene coustantes. Los sistemas bano, aislados entre =f, interac-
tian, intercunbiando energin y/o materia con el sistema en estudio. al retirar los aislantes
fisicos que los separan.

Gracins & que en los sistemas termodindmicos existe una tendencia natural a evolu-
cionar hacia estados de equilibrio, todo cambio de estado. una vez alcanzado el equilibrio,
se puede cuantificar evaluando el cambio en la energfa interna. Formalmente, tal ten-
dencia se representa postulando la existencia de una funcion § Hamada entropia, funcién
de varinbles extensivax o dependientes de la escala a la cual se observa el sistema. tales
como U, V., v N v con las propicdades de:

a) Aditividad: la entropfa total § de un sistema formado por i subsistemas, es la

suma de las entropfas S, de los subsistemas

s=3"s, (2.1}

b} Continuidad y diferenciabilidad.

c) Homogeneidad, y mono6tona creciente con respecto a la energfa interna:

AS = S(AU.AV, AN) (2.2n)
AS(U, V. N)
—————— >
T =0 (2.3)
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Las condiciones exigidas a § implican su invertibilidad en U, i.e., UfS, V,N) existe v

las derivadas

ﬁ =T >0 (2.4)
2144 )
bT; = -P ’ (2.540)

se definen como temperatura 3 presion. respectivanente. donde

AQ =TAS (2.6)

es el cambio de energia en forma de calor debido a un cambio en la entropfa y
AW = PAV (2.78a)

es el cambio en la energfa en forma de trabajo ue se obtiene o se realiza sobre el sisterna
al modificar su vohimen.
Para todo proceso. 1a TermodinAmica afirina que:

I} La energin se conserva:

dU = dQ + d\V, (2.8a)

i.e, el cambio en la energia interna se debe a flujos de calor y al trabajo.
II) Los cambios en las variables U, V 3 N suceden en forma tal que, en el estado de

equilibrio final, la entropfa alcanza un valor madximo.

2.2 Mecdnica estadistica

Desde un punto vista microscédpico. tenemos que a cada macro estado de equilibrio le

corresponde un atmero 2 de micro configuraciones ¥y la Mecdnica Estadistica postula
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que el sistema transita con igual probabilidad entre tales microestados.

Supongamos un sistema en equilibrio dividido por una pared que mantiene a dos
subsistemas a ¥ b con distintas cantidades de partfculas v energfa. y por lo tanto en
dos macroestados diferentes U, v Uyl 2 los que les corresponden un mimero Q, v € de
microcstados. respectivamente. Siose climina instantdneamente la pared que los divide,
el sistema evolucionarit hasta alcanzar un nuevo estado de equilibrio. con microconfigu-
raciones antes no aceesibles v por lo tanto con una € mmyvor. Esto revela cierta relacion
entre el munerq de microestados posibles v L entropia del sistema. ya que un aumento en
Q se manifiesta a escala macroscopica como un aumento en S. de hecho, L. Boltzinann,

uno de los padres de esta teorfa, propuso que

S =kplnQ, (2.9)

con kg la constante de Boltzmnann. Considerando que

Q = Qa.8, (2.10a)

entonces -

S = kpIn QS = Sa+Sp. (2.11)

lo cual concuerda con el postulado de aditividad de 1a Termodindmica que se expresa en
2.1.

Por otra parte. un estado de equilibrio corresponde sl conjnnto mds probable de
microestados equivalentes. Para construir la probabilidad de un microestado supoangamos
un sistema bano. al cual le mantenemnos fija la temperatura. Si observiiramos un elemento
de volumen. delimitado por paredes que iinpidan el fuyjo de particulas. pero no de calor,
encontrarfamos que dicho sisbsistema iotercambia energin con sus alrededorex. Estas
Auctuaciones impiden determinar la energfa de nuestro subsistema. asi que definir su

estado requiere hacerlo en términos de probabilidades.
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La probabilidad f; de que el subsistema se encuentre en ¢l microestado j (con energia

E,)
L=
de 2.10a. vemos que €3 ln probabilidad de que el sisteina bano tenga energfa £, — E,:

f = Qoo Erer = E) (2.12)
’ Qeae(Ere) o

donde Ej, es la energia del sistema compuesto bano -+ subsistemn. con un nitmero total
Qo de estados y Qp,a0(Erx — E;) ¢l mumero de estados accesibles para el sistema fuente

cuando el subsistema csta en ¢l estado .

Por 2.9, teneos que podemos escribir a 2.12 como

exp {"Z,XSs.mn(Er.v - EJ)}
exp { k5 St Erce) }

Si definimos a U como Ia energfa promedio del subsistema sobre todas las configura-

(2.13)

S, =

ciones 7

U = (E). (2.14)

entonces, considerando la aditividad de la entropia

Siot(Etat) = S(U) + Spaac(Eroe — E,). (2.15)

que, expandiendo a Spao( Bt — E,) = Seuno{Etae — U + U ~ E,) alrededor del punto de

equilibrio £y — U, resulta

Sranol Evoe = E}) = Suamal Erea — U) + L 252), (2.16)

De introducir 2.15 y 2.16 en 2.13. tenemos que




e (M =T &Y == F
[, =etnt W=TSEN =7 5 (2.17)
donde .

F(T.V.N)=U ~-TS(U) (2.18)

os una funcion conocida como energfa libre que. conteniendo toda In informacién del

sistama, permite una formulacion de la termodindmica alternativa a la de Ia funcién 17,

con

dF = —SdT — PdV (2.19)

equivalente a 2.8a.

Entonces, sustituyendo 2.18 en 2.17, finalinente tenemos una expresién para la pro-

babilidad de que el subsistema se encuentre en el estado 3:

L - CJFC.-:!E, (2.208)

con 3 = I‘,}'f donde ¢ resulta ser un factor de normalizacion independiente del cstado:

Sf, =z =1, (2.21)
2
con
Z=3 e, (2.22)
2

A Z se le Hama funcién de particién candnica y su importancia radica en que si conta-

mos con un modelo microscopico del subsistema del cual podamos derivar una expresion

tLa deduction lerrnadindruscy formal de F se puede esludsar en 4],
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para E,, a partir de ella obtendremos Ia termedindmica del subsistema. ya que todas las
cantidades termodindmicas se obtienen a partir de ella como sigue:

energfa libre

F=—kgTInZ, 2.23)
ya que de 2,21
Z =e9F, (2.24a)
la energfa interna
E,e~3E,
. ,E ’ din Z _
U= (E)), = 5 =~=35 (2.25)
de derivar 2.18 Ia entropfa
oF
= e e— o
S 37" (2.26u)
v el calor espectfico -
au oS
= emwe= I —— - < -~
C. s TDT' (2.27n)

Debido a que en su gran mayorfa se trabaja con modelos mecsnicos, en general, la

energia de los microestados se expresa como la funcién de Hamilton H.

2.3 Transiciones de fase.

Hemos dicho que la evolucidn de los estados de un sistema aislado estd determinada
por su tendencia a incrementar In entropfa; asf que podemos entender que los estados
mas estables serdn aquellos en 1os que la entropfa es mutxima; en cambio, para sistemas

que intercambian cnergia con sus alrededores. se presenta una competencia entre los
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términos U v S de 2.18. que. para una temperatura dada. serdn tales que en los estados
de equilibrio estable I energia libre serd In mfnima®. De acuerdo con esta idea inruitiva de
estabilidad, en el equilibrio. las propiedades estructurales microscdpicas que minitnizan
a la funcion £, determinan o las propiedades termodindmicas del sistewma a traves de las
derivaudits de £ como se observa en 2,25, 2.26a v 2.27a. En tennodingmica. al conjunto
de propicdades de un sistemna se le conoce comio fase 3 por lo anterior. podemos afirmar
qgue para toda fase las derivadas de £ existen ¥ son continuas: sin embargo. en general,
esto no necesarinmente s cuinple pari todo valor de las viriables de estado. pues en el
Iimite ternmodimimico. para ciertos valores se pueden presentar discontinnidades en las
derivadas de orden n o de £ dando lugar a divergencias en las de orden m>n. Desde el
punto de vista fisico. Ia presencia de tales discontinuidades significa que. para un mismo
valor de energin libre. el sistema puede manifestar, con mismia probabilidad. mas de un
conjunto de propicdades. A tales cambios cualitativos en las propiedades de un sistema
se le conoce como transiciones de fase.

Las transiciones de fise se clasifican de acuerdo con el orden de las derivadas de F
para el cual s presentan discontinnidades: asi. si la discontinnidad se da en una derivada

de orden =/, hablamos de una transicion de primer orden o discontinua. y para n>2,

de una transicidn continua.

A partir de 2.26a podemos observar que una discontinuidad en la primera derivada de
F, con respecto a la temperntura, implica que para una cierta temperatura de transicién
T,, existen dos valores distintos para la entropfa. correspondientes a dos fases distintas
con un mismo valor de £, ¥ por lo tanto, por 2.27a, una divergencia en el calor especifico.
Un cjemplo de esto e la transicion sélido «— liguido en la cual, para todo un interva-
lo de temperaturas y vohimenes coexisten dos valores distintas de entropia v presién,

correspondientes a fases distintas,

I Eate criterio de emtabihdad recuerda al de los sistamas mecdnioos en ko que la estabilidad se alcanza
ea lus minimos de la energia potencial, de ahi que las funciones G ¥ & se conoce como patenciales

tertnodinainioos.
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La entropfa suele ser vista como una medida del desorden del sisteina [23). Bajo esta
interpretacién de entropfa. tenemos que una transicién de fase constituye una transicion
orden «— desorden. Asf. en la transicion sdélido «- liquido. vemos que el liquido presenta
un mayor munero de microestados posibles. y» por lo tanto mayor desorden.

Macroscépicamente. podemnos caracterizar las transicidnes en términos de las simetrfas
que presentan las propiedades del sistema, en donde al estado desordenado se le asocia un
grado mayor de shimetrin {26]. Podemaos confirmar esta equivalencia en el caso del agua:
s1 subdividimos un volnmen con agui v permuitamos cualquiera de sus elementos. para
el estado liquido o desordenado. vemos gue el aspecto del sistema no cambia, lo cual no
sucede para ol estado sélido. Los pardgmetros que cuantifican el orden o asimetria de una
fase reciben el nombre de parametros de orden v los pardmetros que el observador pucede
manipular para cambiar el estado del sistema se conocen como parametros de control.

En el caso de transiciones continnas, a los puntos en los que ocurren las disconti-
nutdades se les Hama puntos criticos: en €stos, los cambios de una fase a otra ocurren
en forma continua: un cjemplo ex ¢l modelo de un ferromagneto en el que para vulores
mayores que T, del pardmetro de control T, ol sistema se encuentra desordenado; ésto
es. los momentos magndcticos (espines) no se orientan en ninguna direccion preferencial.
Tal simetria e picrde al disminuir la temperntura mas alld de T, punto para el cual
la energfa de acoplamiento entre los espines comienza a ser considerable v el estado de
cualquier expin se ve afectado por el de todos los demds (longitud de correlacion infinita).
Asf. In presencin de una Huctuacién puede definir una orientacion hacia la cual todos los
espines tenderin a alinearse con probabilidad uno, a medida ue ln temperatura contindga
bajando. dando lugar a Ia emergencia del parametro de orden. en este caso la maguetiza-
cién promedio. que rompe la simetria del sistema. Esta ruptura de simetria es evidente
si consideramos que la interaccidn entre imapes no serd la misma si a uno de ellos lo
rotamos 1507,

Una propiedad muy intererante de los sistemas en ¢l punto critico. «s que presentan

propiedades de universalidad; esto es. los parametros de orden crecen como leyes poten-
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cias como funcién de la distancia del valor del paritinetro de control al punto critico: los
exponentes que caracterizan estas leyes de potencia son llamados exponentes criticos v

son esencialmente independientes de las caracterfsticas microscépicas del sistema.
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Capitulo 3

MODELADO

3.1 Por qué y cé6mo modelar .

En la introduccion he mencionado que el objeto de esta tesis es ol estudio de 1a desnatu-
ralizacion del ADN. y que para tal fin se elaboré un modelo. Asf que, antes de comenzar
la descripeion de algunos de los modelos que en biena medida han inspirado y delimitado
Ia elaboracion del que agui se trabaja. dedico las siguientes lneas a inteatar hacer més
clara la idea de lo que es un modelo ¥ 1a finalidad detrds de un trabajo de construccion
de este tipo.

LQué ex un modelo?

A continuacién. cito alizunos intentos de respuesta a esta cuestion.

Segun Ulises Moulines {27] una teoria empirica consiste en:

Un conjunto de funciones (reales. complejas. vectoriales, etc.). Asf{ mismo. de uno o
miis enunciados relacionando a tales funciones. expresando principios fundamentales o
leyes. Un ecjemplo ex In primera jey de la Termodindmica representada por la ecnacion
2.8a. Moulines {27] afirma que una teoria empfrica no tendrfa validez si no existiera la
posibilidad de aplicar e interpretar seminticamente tales enunciados sobre un universo
empirico.

Un modelo. semin Moulines i27]. e precisamente una aplicacion en la que se satisfacen
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tales enuncindos dentro de un fragmento de la realidad a la que pretende describir la
teorfa,

Desde un punto de vista practico, de los modelos y sn construccién se puede decir lo
siguicnte:

cuando se busca una explicacion para fendmenos que hasta ese momento no Ia tienen.
resulta itil constriir relaciones entre éstos 3 aguéllos para los cuales se ha logrado dar
nnn explicacion solidia: un ejemplo de tal identificacion entre modelos es la imagen del
Aromo propucsta por Bohr. la cual le confiere al dtomo una estructura planetaria, y con
esto, asumiendo algunas consideraciones extra. consigue dar una explicacidon para los
espectros atomicos.,

Asf, al mapeo de las estructuras que subyacen en un fenémeno. a representaciones
abstractas de estructuras ¥ formas ya estudiadas se le llama modelo. Para N. R. Hanson
{23! “los modelos sugieren ambitos gue posibilitan explicaciones y trayectos hacia lo
conocido™ y afirma: “en la medida en que se rexalta la estructura de un modelo como
sobrepuesta a los datos. ¥ se tiene caidado de no atribuir al fendmeno estudiado los rasgos
propios del modelo que son extrafios a éste. en exa medida el modelo serd itil”. Hanson
subrayva la inportancia de las diferencias existentes entre Ins extructuras de un modelo
v las presentes en el fendmeno a desenbirn ~Un modelo. gque se pretende gue presenta
una estructura de ideas como posible exquema de los enlices de las descripciones de una
materin dada, debe diferir de la materia. Si no fuern diferente, la estructura original
seria obsennicionalmente obvia para todo agquel que se enfrente con las descripciones. o
al menos tan obvia coma en ¢l moedelo. O bien no serfa obvia para nadie, ni siquiera para

el constructor del modelo”

En cuanto al grado de simplificacion con el que los modelos presentan las posibles
estructuras contenidas en los objetos que describen. se pucden reconocer dos maneras
o tendencins distintas de proceder deantro de la comunidad cientffica. Estas diferencias
responden en buena medida a las distintas motivaciones para modelar un fendmeno.

Alzunos cient{ficos se interesan en reproducir con la mayor precision posibie la fenome-
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nologfa del sistemna en estudio. con la finalidad de emplear la informacion obtenida para
realizar predicciones o desarrollar tecnologia. v por lo tanto buscan minimizar de un mo-
do sistemdtico y seguro las discrepancias entre Jos fendmenos originales 3 suws modelos
revricos. Esto los Heva a contemplar e} mnayor mimero posible de pardmetros. muchos de
ellos libres. ¥ a dejar a un lado la labor de encontrar interrelaciones entre las estructuras
del modelo. en términos diferentes de los directaunente aplicables al sistema estudiado.

Por otra parte. para quienes buscan obtener nun conjunto de relaciones entre estructu-
ras que permita el acercamiento a la identificacion de aquellis iunersas en el fenGmeno
en estudio, su andlisis s¢ centra en los aspectos cualitativos v sus modelos buscardn ser
sencillos, restringiéndore a incluir dentro del modelo solo aguellos aspoctos gue resulten
sustanciales en la caracterizacion del fendueno. Siguiendo la lfnea de Hanson. para quie-
nes adoptan esta vision del modelado. la eliminacion completa de todas las discrepancias
entre el modelo ¥ ¢l fendmeno original, termina destruyendo lo que el modelo pretendfa
conseguir: dar una representacion de la estructura no explicita en la confrontacién con
el fenémeno original.

Para ilustrar el riesgo que se corre si se pretende modelar buscando eliminar las
discrepancias entre la realidad v el modelo que se haga de ésta. Hanson recurre a un
ejemplo similar al siguiente:

un modelo de 3cmn en plitstico de un coche Ferrari es menos fiel al original que el de
50cm. con carroceria de metal, que camina v que ademds puede ser controlado. Ambos
s0n 4 su vez menos fieles que una vension con todos los componentes de un Ferrari real
pero cuyas dimensiones son tres cnartas partes de las origitales. Esta discrepancia puede
también ser eliminada en un modelo gue 1gnale en todo al original. El resultado. sin
embargo no serfn un modelo del Ferrari. sino un Ferrari mads y cualquiera que haya sido
la motivacion para construir un modelo de un Ferrari no serd satisfecha si el resultado es
simmplemente otro Ferrari original.

Al respecto N.R. Hanson opina [2¥: ~..La comprension de los fendmenos sorpren-

dentes exige atender a lo que les hace andar. Dentro de la terrible variexlad de modos de
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dirigir la atencién a rasgos especiales de materias complejas. una cosa es comiin a todas
ellax: debe haber siempre algunas diferencias entre 1) In representaciéon (¢l modelo. 1a
teorfir, 1a ciencia). v 2) las grandes perplejidades fenoménicns que levang a los bumanos
a tratar en pritner lugar de entenderlas. Las fotografins detalladas de un embrollado
rompecabezas de piczas irregulires son tan descoucertantes como o forografiado: no son
lo suficicutemente diferentes™, ’

En los modelos fisicos de desnaturalizacion gue presento adelante se pueden reconocer
actitudes distintas para modelar. Mientras en algunos modelos se inclnye an gran munero
de pantinetros. en otros, ol andlisis o= casi meramente cualitativo. Mi intencion. para el
tratamicento del fexomeno de desnaturalizacion. es describirlo de la manera mas sencilla
posible, buscando resaltar el papel que desempena un s6lo aspecto del complejo proceso;
esto es, I entropin de las cadenas libres para un extremo del ADN: la desnaturalizacién
vista como proceso unidireccional. dejando como pardmetros libres a las energfas de

interaccidn entre bases complementarias v al nimero de coufiguraciones posibles de un

nucledtico,

3.2 NModelos fisicos del ADIN

En el caso de la desnaturalizacion del ADN. resulta conveniente trazar su descripcién en
términos termodindmicos. Para el sistema formado por dos cadenas de ADN arregladas
como doble hélice. el proceso de desnaturalizacidn constituye un desordenamiento del
sistema. yva que la confipuracion espacial de las cadenas disociadas ostd sujeta a una
menor restriccion. Por la forma en la que ocurre. el desordenamiento del ADN. como
funcion de la temperatur. se puede considerar como nuna traopsicion de fase. De acuerdo
con lo expuesto en el capitulo 2. i se pretende estudiar la desnaturalizacion desde el
punto de vista de transiciones de fase. remulta deseable conocer una expresién para ia
entropfa del par de cadenas que forman al ADN. Con dicha finalidad. desde un comienzo,

los modelos para la desnaturnlizacidon hap representado al ADN como una secuencia =y
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de N elementos «;, cada uno de los cuales hace referencia a la unidad formada por un par
de bases comnplementarins. Todo a, se encuentra en uno de los estados {O, D}. ordenado
o desordenado. o unido o disociado. respectivamente.

A temperaturas bajus los o, tienden al extado O, de minima energia: sin embargo.
fluctuaciones ténnicis pueden romper los enlaces energéticos que unen al par. dando
Iugar a micro transiciones e, @ (O — D que. s snponemos intermecion entre los a,0 a
su vez., afectardn In estabilidad de pares vecinos. Asf. como funcion del cambio en la
temperatura. la secuencia = v puede descomponerse en un miwmero de § v subsecuencias
=Py Ef,’l de estados puros. cada nwa con 4, clementos desordenados 3 0, ordenadoes,

donde claramente

N

221’, +Zu,. (3.25)

p}
En estos términoes. la desnaturalizacién consiste en la transicion =y : O — D, doude
a partir de cierta temperatura T,
n, — 0 Vj. quedando ambas cadenas completamente disociadas.
Como se dijo en el capitulo 2, In entropia S de este sistema consiste en la suma de
los logaritmos del nmimero de configuraciones espaciales posibles €,(f,) de cada una de

las regiones Z£:

S = kgD _InO(A) (3.29)

Los modelos de desnaturalizacién varfan. en la formna de calcular Q. en la longitud N
del sistema. en el tipo de interaccion entre los pares o, v en la concentracion relativa de
ambaos tipos de pares de bases (AT y CG). en la contracion iénica del solvente y en la
rigidez de las cadenas.

Debido a que en los modelos que a continuacion se presentan. el cdlculo de la entropia
emplea herrumientas matemuiticas especializadas para su presentacién, omititnos todo

detalle técnico.




3.2.1 Modelo de Poland y Scheraga (PS) (9]

El modelo de Poland y Scheraga es. de los primeros modelos de desnaturalizacion. el que
ha aportado nmna base muts =6lida para la aplicacion de la mecinica estadistica en modelos
posteriores. En (PS) se estudian los ispectos cualitativos de la transicion de fase como
funcion de In temperatura, gue a partir de ellos se conoce como de hélice a cadenn (Helir-
Coil). para cadenns de biopoliineros en general. desde protefuns hasta dcidos nueléicas.
A continuacidon expongo su modelo del ADN.

EL modelo (PS) considers un par de cadenas coun N——s 2.

Para los estados ordenados toma en cuenta:

1) las interacciones entre bases complementarias gque dan lugar a un par o,, asignan-
doles un peso estadistico t.

2) las interacciones entre pares o, adyacentes. asigndndoles un peso estadfstico r, y

para el peso estadfstico de una secuencia asociada j con nj elementols:

tn, = t{tT) = tu™ (3.30)

donde w = tr.

Por simplicidad, suponen al segmento de ADN compuesito por un sélo tipo de par de
bases, con energia de enlace -E.

A cada secuencin i desordenada se le asigna un peso estadistico ug,.

Como el sistema es infinito. todo segmento disociado tiene la forma de un lazo: en-
tonces, calcular la entropia de un segmento disociado de longitud £, equivale a conocer el
nimero de confimiraciones de un lazo de perimetro 24, Con tal fin, se mapea el segmento
de ADN a una malls de dngulos rectos, cotno se muestrs en la figura 3.1, en la cual
cada unidad de la secuencia puede ocupar con igual probabilidad una de las aristas que
constituyven una celda de la malla (caminata aleatoria). Con extas consideraciones. segin

Poland ¥ Scheraga. la entropfa resulta ser:




S,/kg=lnu;=al’—-clnf—b ‘ (3.31)

para £ grande. donde a, b ¥ c. son partinetros libres.

Figura 3.1 Malla cuadrada a Ia cual se restringen los grados de libertad
espaciales de las cadenas disociadns.

Asutniendo que lns sucesivas secuencians. ordenadas v desordenadas, no interactian

entre sf, Polund y Scheraga mostraron que el orden de I transicién varfa con el valor de

¢, ver la tabla 1
L
Valores de ¢ } Orden de 1a transicion

e e e e e e et s

<1 ! O (no hay transicion)

i

[ . R ] A
1< 2 ! 1 (transicidn continua)

i

1

i

2< 2 {transicion diseontinua) |
Tabla 1
Poland y Scheraga eucontraran que los valores de c. a su vez dependen de 1a dimension
de la malla, asf. para una malla cuadrada ¢ = 1. para una malla eibica ¢ = 3 3y en general

¢ = id. De axta observacion. 1o que en primer Ingar concluyeron fue yne en cadeans de

#cido nucléico reales. tridimensionales. ln transicién que ocurra no serd de primer orden.
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3.2.2° Variantes del modelo (PS)
Modelo de Fisher (MF) [7T]

El trabnjo de M. Fisher consiste en un modelo con idénticas consideraciones al (PS).
salvo en la construccion de la entropfa. En (MF) también se estudian las configuraciones
posibles de las secuencias disociandas, visto como una caminata aleatoria. pero a diferencia
de (PS). toma en cuenta gque en realidad L eadenns de ADN no se anto-interseetan. lo
cual reduce el volumen o mimero de configuraciones de cada cadena del par que formna el
Inzo. A esto se le Namo volumen excluido, El objetivo del trabajo de Fisher es estudiar
cl efecto de vohimenes excluidos en ln transicion de fase,

Con una expresion aproximada de 3.31, en (MF), se encuentra que para dimension
dos ¢ =~ 1.46 ¥ para dimension tres ¢ =~ 1.75. que claramente difieren de los valores
c=1yve= 3 para cadenas que se autointersectan. Sin embargo. la conclusién de (PS)
[9], al considerar los efectos de vohimenes excluidos acerca del orden de la transicién. se
satisface. va gque para dimensiones dos y tres ¢ € 2, v por lo tanto Ia transicion es de

segundo orden.

Modelo de Kafri, Mukunel y Peliti (KMP) [8)

Una versign muy reciente del modelo (PS) {9]. extensién del modelo de Fisher {7]. es el
(KMP). Su objetivo es refinar el estudio del grado de la transicién, buscando resultados
analfticos que resulten de considerar los efectos de las interacciones de vohunen excluido
entre cadenas, i.e.. suponiendo que las cadenas de ADN no se intersectan mutuarmente,
ni a sf mismas.

Al igual que en (MF), en (KMP) se argumenta que I forma general de la degeneracién

de un lazo de longitud n:

3.32)

no cambia al considerar volimenes excluidos y sus interacciones, sino que. lo dnico
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que se modifica es el exponente c.

Para evaluar el exponente c. en (KNP) se aplican los resultados de Duplantier {36}
para la entropia general de arreglos de lazos en poliineros.  Este resultado propone un
método para calenlar el mimero de configuraciones del polimero. a partir de la topologfa
de cada uno de los lazos presentes en el sistema,

En (KMP) pritnero se caleula ol easo de un solo lazo, en el limite cunndo la razén de

las longitudes del lazo y del poliinero tiende a cero ¥ encuentra gues .

=2+ ;—3 para d =2 (-533)
== 2,115 parad =3 (3.34)

En el segundo caso, el arreglo esta formado por tres lazos adyacentes, con el lazo

intermedio mucho menor, de donde resulta

=2+ —:—é parad =2 ‘ (335)

== 2.22 parad < 4 (3.36)

[+)

Ya que para dimensiones d=2.3 el exponente es mayor a dos, en (KMP) se conluye
que la transicidn es de primer orden para d> 2.
Este resultado, segun (KMP), no cambia al permitir que la desnaturalizacién ocurra

también en uno de los extremos.

Modelo de Whartell y Benight (WB) [29]

A diferencia de los modeles antes presentados, el modelo (WB) pretende reproducir con

recisién las cunvas experimentales de desnaturalizacidn. para lo cual considera un gran
P T

niimero de pardmetros.
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En (WB) se estudia un conjunto de segineutos de longitud N. cada uno con k configu-
raciones posibles con un peso estadistico Wy, Por ser un sistema finito. (\WB) cousidera
que la disociacion ocurre en forma de lazos. ¥ en ambos extremos de los segmentos de
ADN.

W, es propuesto como un producto de pardmetros.,

Parietros del modelo (WB)

a) Pardmetro de estabilidad:

A cada par de bases en estado ordenado. se le asigna un valor & asociado a la constante
de equilibrio de la reaccion de asociar un par de bases en el extremo de un subsegmento
desordenado. S esta dado por:

B, = o FAT GG (3.37)

Con Gy la diferencia de energia libre del par € entre estados abierto y cerrado, tomando
en cuenta la energia de los puentes de hidrégeno. el efecto del solvente, el cambio de
energia de interaccion de pritneros vecinos ¥ la contribucion entrépica por aparejamiento
de hases, GF,, ox 1a diferencin de enerzia tibre considerando el estado del par £ — 1 v la
contribucion entrépica de asociar el par €. P, toma en cuenta la naturaleza del par. AT
o CG.

Parametro de cooperntividad.

A cada par de bases dentro de un subsegmento desordenado se le asigna un valor ¢
correspondiente al cambio de energia libre que resulta de un cambio de estado en un par

de bases vecino, esto es:

o= e T (3.38)

Pardmetro de Entropfa.
A un subseginento desordenado de longitud £ se le asigna la probabilidad f{£) de que

las cadenas que forman este lazo se encuentren en una configuracién tal que sea posible
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la asociacién de sus pares extremos. Usan la forma:

S = (T-:T)k (3.39)
con d ¥ k parfmerros libres. propuesta por Gotoh y Y. Tagashira {30].
Asf. a un segmento con la configuraciéon
)
se le asignarin un peso estadistico:
W = 518t f(2)5:8s (3-40)

Una vez hecho lo anterior calculan el pardmetro de orden 8, conocido como helicidad

del conjunto de segmentos

6 = Oezibing (3.41)

Para una secuencia {o,0,03...05} con:
oi = {1 si orden, -1 si desorden}
Bin: = fraccion de pares de bases en estado ordenado dentro de un segmento de

longitud- N, con al menos un par de bases asociado, en funcién de la temperatura, dada

por:
1 IRLA
Opnr = — X
~= N2 Z, (3.42)

con & e}l munero de pares asociadoes en la configuracion k ¥ Z,,, Ia funcién de particién

de cada segmento con al menos un par ordenado:

Zine = Z n P(mem, ) H f(,) (3.43)

{r ) 113 [3

con P(0;,0,.,) la probabilidad conjunta de los estados o, y o,.;.




8.t = fraccién de cadenas completamente disociadas dentro del conjunto de secuen-

cias. esto debido al proceso
Cs == 20, : (3.44)

cou C; la concentracion de cadenas aparcjadas ¥ C) In concentracion de cadenas
simples.

Kp la constante de la reaccién 3.44 (32):

c?
Kp = 2=L 3.4
p G (3.45)
Partiendo de 3.45 y de
Crotat = C1 +2C2 (3.46)
se obtiene:
2, = +1-[1+ Fxp7
Qg = =22 = - i (3.47)
Cr Vv

Se evalia y grifica a 3.41 como funcién de la temperatura para diversos valores de N.
Las curvas obtenidas son tuy préximas a las experimentales {30]. Por otra parte, (\WB)
no retoma la discusion acerca del orden de la transicion, pero senala que ¢l aspecto de

las curvas de fusién experimentales. sugiere una transiciéon de primer orden.




Capitulo 4

DESCRIPCION DEL MODELO.

4.1 Consideraciones del modelo.

" A continuacién sc enumeran las considernciones mencionadas en 1.2, que pretenden ser las
minimas necesarias para reproducir las principales caracterfsticas de la desnaturalizacion
de segmentos cortos de ADN, dada su distribucién de bases.

Considernciones:

1) Al igual que en (WB). se consideran cadenas finitas.

II) Las cadenas reales son flexibles s6lo en cierta czealn; esto es, para longitudes
mayores que L, o longitud de pemsistencin. Las eadenas con [, = 0 se conocen como
cadenas ideales. En este madelo se consideran como cadenas totalmente Hexibles o ideales
a los segmentos en estado desordenado. y totalimente rigidas paran ol estado ordenado.

1) En lox polimeros s encuentra que para cada mondmero existe un mimero 2 de
minimos energéticos, asocindos cada uno coa un dangulo de conformacién (31 ie.. cada
monémero cuenta con = gradas de Ebertad 1311 ver figura 3.2, En exte modelo, =z queda
como parametro libre.

IV} A diferencia de los modelos antes expuestos. el mecanismo de desnaturalizacion

aquf propuesto es un mecanismo de zipper. en el que la ruptura ex ordenada » unidireccio-

L2




S ERSSESSN AN SRR R EEE NSRS SN NS

Figura 3.2 Esbozo de segmento de ADN. desnaturalizado como un zipper,
en dounde se muestran los z dugulos de configuracion.




nal: i.e.. no se forman lnzos! ¥ se da a partir de un s8lo extremo del segmento. ver figura
3.2. De esta manera. al awumentar temperatura. se forma un subregmento dizociado por
ruptura térmica. que crecerd en longitud ¥ con ello Ia entropia del sistema, hasta aleanzar
un punto para ¢l enal el cambio en I energzia libre es nulo ¥ ol extado ordenado se vaelve
inestable, oenrriendo Ia disociacion completa de las cadenns. va que en este estado se da
el grado miiximo de degeneracion del sistema,

El modelo no toma en cnenta by contribucion entropica de eadenas separadas. asf que
se restringe a estudiar cadenas con al menos un par asociado,

V) Como e mencionn en 1.4, Ins curvas experimentales exhiben un comportamiento
escalonndo. FEl modelo pretende reproducic cualitativamente tal propiedad. v para ello

se toman en cuenta a ambos tipos de energfa de enlace, pura. AT y CG. cuya densidad

fluctin a lo largo de la secuenci
En realidad. In estabilidad de semmentos de ADN varia, no sélo dependiendo de la
concentracion relativa de pares. sino segiin la especificidad de lns secuencins, ya que la
energfn de enlace de ciada par de bases es influenciada por ¢l tipo de internccion que
establezea con sus pares vecinos [5]. Esto da lugar o diferencias de estabilidad loeales, a
Ins que hacen referencia los pardmetros de cooperntividad v estabilidod de (WB): tales
diferencias de estabilidad ¢ pueden ver reflejnduas en In estructura secundaria del ADN,
y pueden ser In hase estructural para meeanismos de control de expresidn de genes {8}
En este modelo, a diferencia de (WB) [20). no se consideran Ias interacciones en-
tre pares vecinos, ni interaccion con el solvente. ni efectos cooperativos de estabilidad:
tnicamente se toman en cnenta las energins de enlace que forman a lox dos tipos pares,
La consideracion V. fue pritnero estudinda por Poland vy Scheragan ( Theory of helix coil
transition) [9] ¥ por E2W. Montmll » N.S. Goel 132, v muts recientemente por . Cule &
T. Hen {33). En esteailtimo tombajo se plantea que I heterogencidad de la secuencias no

es suficiente para dar Ingar a scalonamivnto y se afirma que ex necesario gnue el efecto sea

! sta consideracion es comaistente con I ¥a que en seginenton coctas la disociacids en io extznmos es
mas probabie que al interior del wegmenta.
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amplificado al considerar la rigidez de las cadenas. para lo cual proponen el Hamiltoniano

N " Y X
3 %;g(ym — 1) + V() ) (1.1)

donde y,, os 1a distancia entre lns bases del enésimo par en la direecion de los puentes
de hidrogeno. determinada por ana caminata aleatoria en una dimension: ol término
cundrittico, de acopluniento, deseribe In rigidez de las eadenns v V(. ) el potencial de
internccion, incluve lan especificidad del tipo de enlace. AT o CG.

El Hamiltoninno 1.1 fue introducido por M. Peyrard 3 ALR. Bishop {34]. v ha sido
muy crapleado en estudios recientes de desnaturalizacion de ADN.

Con la considerncion de heterogeneidad de cadenas en V se pretende. al igual que en
el estudio de Cule ¥ Hwn {331 obtener enalitativamente perfiles esealonados en las curvas

de fusién.

4.2 Tuncién de particién.

Para constrair la funcién de particion el sistema de ncuerdo con Ins consideraciones
anteriores, se propone, para unas temperatura dada, un segmento de ADN visto como
una cadena de longitud N con un subsegmento desnaturalizado de longitud €, y por lo
tanto uno ordenado de NAEVERFIG
Ahora bien. como eada unidad de ls secuencia desordenada, de acuerdo con ITT). tiene
N

= configuraciones. el mimero total de configuraciones pasibles serd ¢ para el subsegmento

desnaturalizacddo y entonces para el par de cadenas

QP = 2. (4.2)

Como s6lo s considera el intercambio de calor del solvente con el frammento de ADN
estudiado, ¥ no los efectes quimicos sobre el mismo. el solvente hace las veces de un bago

térmico para nuestro subsistema en cueszién. cuyva energia uctuara alrededor de un valor




promedio de k5 7. Tomando en cuenta que la longitud es fija. se sigue que es posible dar
una descripcion adecuada a partir de la construccidn de una funcion de particion para el
sistema basada en los elementos planteados en el capitulo 2.

La funcién de particion completa. como se expone en (\WB) ~¢ escribirin asi:

Z = Zert + Zinr. (1.3)

con Z.; ln funcién de particidn para el par de cadenas completamente disocindas v Z,qy
In funcién de particién para el par de cadenas con al menos un par de bases enlazado.
Por la consideracién [V, tdnicamente nos interesa Z,,r. en ln cual. £ esta restringida ol
intervalo (0. N-1]. En adelante, 7, ~erd denotado siinplemente por Z.

Como muestran los modelos antes mencionados. resulta conveniente tratar al ADN
como una securnciin de elementos. cada uno con dos estados posibles. Fnoeste modelo
procedemos de igual forma: sin embargo. considerar a anbos tipos de enlace. AT v CG,
distribuidos aleatoriamente a lo largo de la secuencia. introduce un desorden infrinseco,
no correlacionado. que dificnlta obener en forma wsnal la termodindmica del sistema,
va que ¢l Hamiltoniano s diferente para Ll posicion ocupada por un par AT, que para
una con CG. Un ejemnplo tipico de sistema con dsta caracteristica de desorden espacial
estitico es el de magnetos con impureens ‘3. Exste tipo de desorden ex ennocido como
desorden fijo o “quenched disorder™ . que no debe confundire con el desorden de (‘:-ttado.s
de cada elemento del sistemna. debido o la posibilidad ¢gne é&stos tienen de ocupar. con
igual probabilidad. uno de los dos estados permitidos. La entropia del sistema e debida

a esto dltimo.

4.2.1 Decsorden dindamico

La forma de proceder en el cnso de un sistema con desorden espacial fijo e a) suponer
un conjunto de sistemas, cada uno con distinta configuracion de desorden b7 obtener

la termodindmica para cada uno de dichos sistemas y ¢} promediar jos pardmetros ter-
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modindmicos del sistema original sobre los pardmetros de todo el conjunto de sistemas
{3]. .

Para el tratamiento de este modelo. se supone al desorden fluctuando en el tiempo.
¥ se obtiene la termodinimica promediando sobre las configuraciones internas & de las
cadenns [3); i.e.. se pretende obtener Ia termodindmica a partir de In(Z:) en lugar de
(In Zi) . con Z; In funcion de particion para la A-ésima configuracion de desorden espacial.

Adin cunndo este procedimiento no es equivalente al de desorden fijo. los resultados
Hegan a ser semejantes, coto veremos mas adelante,

Considerando una distribucion de pares CG dada. introducimos las energias de inte-
raceién U, . entre ambos tipos de pares. AT v CG. en el Hamiltoniano Hy:

~N=L

Hie =Y Ua. (4.4)

donde i indica la posicién del § ésimo par dentro de la cadena y k se refiere a la k ésima

configuracién de desorden espacial, con

U,n- st A-T

. . (4.5)
Uce: 5 C-G

Ug ==

donde U 4r y Ucc son las energias parn cada tipo de par.
Cada una de estas configuraciones se puede realizar de €2(f) maneras distintas deter-

minadas por 4.2; asf que, de acuerdo con 2.22, la funcién de particién de nuestro sistema

es
~No1
Zy =y [SL)em""] (4.6)
120
Si definimos uwna funcién s, representando los dos valores posibles para cada par,
como

siw = {J28L (C%y]




H; se escribe

Nt
Hi =3 [Uar + sallca = Uar)l- (1.5)

Entonces, por ln expresion 4.2, 4.6 quexda

N-1
Z = l:'.'lﬁ—m' .r(.¥-l)e—JA(ls.(l)l {:1.9)
donde )
AU = (U — Uar) (4.10)
y .
N-t
S0 =3 s (.11
11

cs el mimero de pares C-G en la regidn ordenada.

De ncuerdo con In aproximacion de desorden dindmico, suponemos a la configuracién
espacial de pares variando en el tiempo. asf que obtenemos ¢l promedio de la funcicn de
particion 1.9, sobre todas las & confignraciones posibles. El eslenlo de dicho promedio lo
separamos en dos casos, ficiles de nsolver:

1. Aproximacién de campo promedio.

Este caso consideran al promedio sobre lis k configuraciones de pares CG igunl al

promedio de la secuencin original.

P (s) = {s), (4.12)

de esta forma

S(€) = p(N = 0), {4.13)

entonces .




N=1

(Zi) = 3 _[(F)a=duaTi¥=OgmIatan=0) . (1)
0 )
o
~N=1

(Z) = p=dNWar-pal) l:f.-’(l’4r~ﬂs§l’)l" (-1-15)

que con
Vo= Uar + pAU (4.16)

¥

1o =" (417)

resulta claro que la expresién 4.15 es una serie geométrica y por lo tanto

— {2rJ} N1

1 - 2r,

(Z) = o2 1. (4.18)

2. Secuencias de Exones
En este caso se suponen secuencias de bases sin correlacion: exones [19].

Por 4.7 vemos que
Nt A
e INUS) H a+ _\'(',—.l_\l. - 1))]
=1

entonces 4.9 se puede escribir como

N-1 Nt
(Ze) = pmolarN Z”:"JU"Y H(l + s.(';uAl’ - 1)) (4.19)

-0 te=

Si consideramos secuencias de exones. en las que las probabilidades de encontrar s, ¥

s; son independientes 6 equivnlentemente
{3,9,) = (s4) (51> » {2.2} (4.20)

entonces en 4.19



Nt
1 (2 4 s (e=®V — 1)) = (1 + ple~ > — 1))V~ 1o que en este cnso permire escribir a
1=1

(Zi) como

N sHar
Z0) == e=dtarN (] VT =t i 4 1.2
(Zy) =€ (1 -+ pfe )) "’—-;l(l t plo—nt 1))] (£.21)
con
e = T
r = (1.22

(T ple ™0 — 1))
Podemos observar que 4,15 y 4.21 tienen In misma estrncturn de serie geométrica, por
lo que el comportamiento de los pardmetros termodindmicos serd cualitativamente el

mismo,

4.3 Resultados

En esta seccion obtenemos los parimetros termodindmicos que describen la transicién de

fase en nuestro modelo,

Densidad homogénea de pares CG

Al igual que en (WB), esperamos obtener resultados que puedan ser comparados con
datos experimnentales, asf que caleulamos la helicidad € parn poder observar las curvas
de desnaturalizacion del modelo.

El parimetro de orden en este sistema s la fraccién promedio de bases en estado

ordenado, exto es:

(4.23)

donde




Nl
> farf

(& = '_\’.;, - 1.249)
’}:a [z7ra)
=———0(‘,‘)‘f)~ (4.25)

es In longitud promedio de In region desnaturalizada. Asf. la helicidad resulta ser

1 zr

=1 Go° ~ O -

(-1.26)

En este punto es posible reconocer que 4.6 es consistente con lo esperado del este
modelo, yn que siinspeccionamaos 4.26, para ambas aproximaciones, r igual a rg o ry,
vemos que cuando T—- 0, el parimetro de orden § — 1, v para kT <<Uar, r — o0
y 8 — 0; tal comportamicnto en ¢l l{mite termodindmico (¥ — a¢). como hemos dicho
en el capitulo 2. se puede interpretar como una transicion de fase.

La grifica 1 muestra lns curvas de fusion para la aproximacion de exones. con N=30.
100, 200, 400 ¥ 1000, que resnltan de $4.26 al sustiruir los valores tedricos de Uar vy Uee
cmpleados en {61 ver tabla 2. Observamos que las curvas de fusiéon pars exones y para
campo promedio son practicamente indistinguibles,

Por otra parte, encontramos que la varincién de los pardmetros (p, =) no modifica la
forma de lax curvas de fusion. inicamente la temperatura de trapsicion T,a:

variacién de p:

La temperatura de transicion Ty, anmenta linealinente con p. mostrando que a ma-
yor concentracién de enlaces fuertes (CG), & necesania mayor cantidad de calor para
desestabilizar Ia molicula.

Variacion de z:

el aumento en el nimero de configuraciones pasibles de cada unidad disociada, implica

mayor incremento de entropia y por 1o tanto, para una T,,, menor se alcanza la cantidad
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de calor requerida para que la fase ordenada deje de ser estable.

r Curvas de fusion de segmentos exones

02 ~

temperatura °C

Figura™4-2: Grifica 1. Cunvas de fusidon de segmentos exones con distintas longitudes.

Transicién de fase Con la finnlidad de conocer a que tipo de transicion da lugar
nuestro modelo, a partir de 2.23. 2.25, 2.18 » 2.27a y de acuerdo con la aproximacion de
desorden dindmico. caleulamos In energin libre. la energfa interna, la entropia v el calor
especifico del sistemna para ra. pues los calowdos en la aproximacion de campo promedio
resultan mas sencillas v corio hemos mencionado. la diferencia con el easo de correlaciéon
nula es despreciable, asi:

aplicando 2.23. 1a energfa libre resulta ser

F ~ —kaTIn{Zy) (4.27)
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4 1~—zr,

= NV - %m [l—'ﬁf-ﬁ’—‘] . (1.23)

v de 2.25 1a energfa interna

_ N+ D) (Usr +pAU) _ Uar + pAU

b= 1= [zeBV] 1 — zebV (4.29)
con la entropfa
- F .
5= %r’ (1.30)
¥ el calor especifico
C. = ‘g_;’ (4.31)

Las graficas 5a. 5b. 5¢ y 5d muestran los resultados obtenidos, usando el algoritmo

que se muestra en el apéndice I

Densidad de pares CG uniforme a tramos

Para reproducir el esealonamiento de las curvas de fusién observado en las curvas expe-
rimentales [29]. [{30]. definimos por tramos a p. 1a densidad de pares CG, a lo largo de un
segmentro de 300pb.

Primero. ¢l segimento fue divido en dos regiones de ignal longitud, cada una con p
distinta. y a partir de una estimacién numérica de 4.21, ver Apéndice I con valores de
2=9 v Uy v Uee tomados de 6], ver tabla 2, obtuvimos s curnas de fusion del modelo,
en las que se obeervd lo siguiente:

Las curvas de fusidn presentan un escalon en el caso en que el zpper atraviesa de
una region de menor a otra de mayor densidad. En el caso opuesto, para T < T, 6 s
mantiene practicamente constaute ¥ en 7, cars a cero bruscamente.

Aparte, para segmentos con distintas densidades promedio p, se registraron los va-

lores de los cambios en la densidad Ap de ura regién a otra, suficientes para producir
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Fignra 5a Energia promedio por particuls, con N==1x107.

escalonamiento. Observamos gue sccuencias con concentraciones promedio de AT altas
son mAs sensibles a cambios en la densidad v Ap pequenias producen escalonamiento, as{,
para p = .45 una Ap > 019 ex suficiente para producir un escaldn. en tanto que con
p = .8 ex necesaria una Ap > 9. Un siguiente paso fue observar estas variaciones para
un mimero mayor de divisiones del segmento.

Con Ia iden de exnduar que tan realistas son estos resnltados. para una cierta distri-

bucion de densidad. comparamos las curvis de fusion del modelo ¥ las que resultan del

algoritmo de G. Steger (AS) 14!, Este algoritmo e empleado para reproducir en forma
precisa las curvas de desnaturalizacion por caunbio en la ab=orcién de Inz con longitnd de
onda de 260nm. que. como v hemos sefalado en 1.4, se obsenarian experimentalmente

para una secuencia especificn. El cambio en la absorcién lumfaica SAzamos guarda una

36




100 — { Energia libre por particula
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Figura 5b Energin libre por partfcula, con N=1x10".

relacion lineal con la concentracién relativa de pares disociados {29]; i.e:

1-— A.“goo.m. x 8.

esto permite que los resultados de (AS) ¥ los de nuestro modelo sean comparables. Elegi-
mos como referencia a lns curvas de fusion de (AS). yn que este algoritmo tomnn en cuenta
el cuadro de consideraciones de (WB). que s el mas detallado, ademas de la rigidez de
las cadenas. (AS) cuenta con conjuntos de combinaciones de nueve partmetros libres que
optimizan la simulacién de curvas de fusion experimentales para distintas concentraciones
ionicas en ¢] solvente.

Comenzando con lus valores ya mencionados de Uiy » Upq y para distintos valores
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Figurn 5¢ Entropia por partfenla, con N=1x10°.

de p, constantes a lo largo de toda la cadena obtuvimos Ins curvas de fusion.

Las curvas de nuestro modelo fueron comparadns con las que resultan de (AS) pa-
ra secuencias con densidades promedio iguales a las distintas p y con los pardametros
convencionales de (AS).

Tanto para ¢! modelo como para (ASY, mraficamos ks curnvas de fusidn en el intervalo
de tempernturas de 60° Ca 110° C. con AT = .5: esto permitid superponer ambas graficas
¥y ajustar el pardmetro = para hacer coincidir sus T,,,. Lox diferentes valores ajustados de
2z, que resultan de p distintas, fucron promediados,

Para el valor promedio z. fijamos al azar cuatro valores de p:

pa = .32 pp = .61, pr = .78y pn = .8 ¥ con ellos formamos dos distribuciones
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Figurn 53d Calor especifico. con N=1x107.

PAPDPCPD

POPAPCPD

(4.32)
(4.33)

que divid{an en partes iguales al segmento. Por otro lado. con I ayuda del algoritmo que

< muestra en apéndice [1. generamos secnenciax aleatorias, cuvos promedios coinciden

con las distribuciones 4.32 v 4.33.

Primero. para longitudex de N=100). 200 » 300. formamos dos conjuntos de 15 secuen-

cias aleatorins. cada uno de ellos asociado con una distribucién. Con estos conjuntos de

secuencias alimentamos a {AS) v promediam

que resultan de cada conjunto.

5 a las 15 cunvas de fusion de longitud N




Debido a que resulta mas ficil hacer coincidir “Picos™ que pendientes. de cada una

de las curvas promedio construimos las graficas

d(1 — AAs0nm)
———————— 1

a1 . T (4.33)
que fucron comparadas con las

16

:Tr e T (4.35)

del modelo.

Para cada longitud N considerada. y parn ambas distribnciones siimalté&neamente,
modificamos el valor de U 45 hasta hacer coincidir los picos principales de las grificas 4.34
y 4.33, seguido de los cambios en AU/ que ajustaron a los picos secundarios. Encontramos
que para reproducir ¢l mimero. forma y distancia entre picos. simmlt:ineamente para
ambas distribuciones. eran necesarios valores de U r v AU mds altos de los originalmente
empleados. Esto aumenté considerablemente la temperatura de transicion del mosdelo, lo
cnal tuvo que ser compensado eon un valor de 2 omavor o 2 capaz de recorrer el conjunto
de piros hasta la region en gie tienen Ingar los de la grtficn promedio de {AS). Pudimaos
observar que la forma de lns subtransiciones oy independienre del valor de = Los valores
Sptimos de nuestros tres pardmetros bres. se apgrupan en la tabla 3.1, Las gritfficas 23 3
muestran las curvis de fusion promedio de s 15 secuencias relativas a cada distribucion,
4.33 ¥ 132, para las distintas N empleadas.

El procedimicnto de ajuste antes mencionado se realizéd para enmvas promedio de
cincuenta ~ecuencias de longitud N=-200, cuyos resultados mostramos en graficas .

Como se aprecin en las graSeas 4. la diferencia entre las ceurvas del modelo y las
de (AS) disminuyd notablemente, comparado con graficas 2b ¥ 3¢, con un cambio muy

pequeno en los pamimerros libres, tabla 2
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Tabla 2 Resultados de fos ajustes
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S VR SN RV P —— |
del modelo. “reultados del ajuste con curvas

1lores tedrivos son los reportados en {6] 3 [34].
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Grifica 2a Curvas de fusién de la distribucién BACD con 100 pares de bases:

modelo v (AS) promedio de 15 curvas,

4.4 Discusién

Aspectos cunlitativos:

El primer punto que quisiera tocar es el orden de la transicién de fase, pues aiin cuan-

do su estudio s remonta a varias décadas arrds, la naturaleza del orden de la transicion

continuia siendo un tema controvertido.

En tanto los modelos pioneros en este campo {91,
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Griéfica 2b Curvas de fusién de la distribucién BACD con 200 pares de bases:
wodclo y (AS) prowedio de 15 curvas.

{7] concluyen que la transicién de fase, para tres dimensiones es continua, las curvas expe-
rimentales sugieren que se trata de una transicion de primer orden {29}, {30]. Auin cuando
algunos tratamientos numéricos han dado lugar a transiciones que se asemejan bastante
a las de primer orden {34}, [33], no es sino recientemente que. por considerar interacciones
de voluinen excluido y empleando resultados recientes de propiedades de escalamiento en
polfmeros {36], (KMP) ofrece una solucién analitica que presenta transicidén de fase de
primer orden.

En nuestro modelo. a partir de los resultados 4.27 y 4.29, para I helicidad. la energia
promedio. la entropfa ¥ el calor espectfico, encontramos que en el Umite termodindmico
(cadenas muy largas):

88 oU 8S

5T x oF X Fp X Co x 8(T - T). (4.36)

con §(T — T.n) delta de Dirac. De acuerdo con lo expuesto en el capftulo 2, de 4.36
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Grafica 2¢ Curvas de fusion de la distribucién BACD con 300 pares de bases:
modclo y (AS) promedio de 15 curvas.

podemos afirmar que nuestro miodelo de desnaturalizacién presenta una transicién de
fase de primer orden.

Algunos modelos de desnaturalizacién involucran secuencias heterogéneas {considera-
cién V) [6] ¥ [33]. En nuestro modelo encontramos que la consideracién V da lugar a los
sigguientes efectos:

I) Como ya hemos dicho. al graficar T,,, vs p, encontramos que T,, crece linealmente
con p. Este comportamiento concuerda con obsermaciones experimentales (200, como una
manifestacion de la diferencia que existe entre las energfas de enlace que forman a los
pares, AT y CG donde la energfa de disociacién del par AT e aproximadamente un 30%
menos intensa que la del CG. Por lo que a mayoer concentracion de pares CG, mayor es
la estabilidad del la conformacién helicoidal.

II) Otro aspecto que reproduce el modelo es el hecho de que las curvas de fusiéo

experimentales presenten escalonamiento: en [33] se emplea un modelo de zipper de
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Gréfica 3a Curvas de fusién de la distribucién ABCD con 100 pares de
bases: modelo y (AS) promedio de 15 curvas.

cadenas libres similar al nuestro y se concluye que la heterogenecidad de las secuencias
no es suficiente para producir escalonamiento en las curvas de fusién y que para ello es
necesario incluir un pardmetro de rigidez para las cadenas. Nuestro modelo, permitiendo
que la densidad de pares CG fluctiie a lo largo de la secuencia. da lugar a escalones.

Aspectos cuantitativos

Hasta aquf podemos decir que la descripeion que nuestro modelo hace de la desna-
turalizacién es satisfactoria, pues reproduce las principales caracterfsticis del fenémeno:
sin embargo. si deseamos saber que tan precisa es, deberfamos hacer comparaciones con
datos experimentales,

Ya que no fue ficil encontrar curvas de fusién experimentales, vy mucho menos pro-
ducirlas en el laboratorio. recurrimos al algoritmo de Steger. Hoy en dia. gracias al gran
avance en la capacidad.de cémputo con que se dispone, algunos experimentos han caido

en desuso, siendo sustituidos por simulaciones precisas como son las de [AS); asf que
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Gréfica 3b Curvas de fusién de la distribucién ABCD con 200 pares de
bascs: modclo y (AS) prowmcedio de 15 curvass.

podemos confiar en que la informacién que obtendriamos de comparar nuestros resulta-
dos con los de experimentos. no serfa considerablemente distinta. Con valores de U ¥
Ucc del orden de los reportados en la literatura, tabla, no sélo es posible reproducir el
mimero y la forma de las subtransiciones (picos). sino también los valores aproximadoes
de temperatura para los cuales é&stes ocurren. El que Jos valores de energfa resultantes
de nuestro ajuste resulten algo mayores, es el precio que el modelo debe pagar por omitir
interacciones a primeros vecinos, que aumentan la estabilidad de los microestados orde-
nados [29] y [5]. annado al efecto en el valor de T., que resulta de un aumento en la
entropfa limitado por la rigidez de las cadenus, v a interacciones con el solventes, ambos
efectos considerados en (AS).

Como podemos observar en las graficas 23 v 4. las cunas promedio de (AS) se
asemejan mds a las de nuestro modelo en la medida en que el mimero de secuencias

promediadas es mds grande, pues al promediar un numero mas grande de curvas, los
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Gréfica 3¢ Curvas de fusién de la distribucién ABCD con 300 pares de
bascs: modelo y (AS) prowmcedio de 15 cunvas.

picos promedio tienden a ser més gruesos y a disminuir en tamano. .

El promedio de 50 secuencias introduce un error del 14%32. Creo que unn comparacion
de graficas, con error despreciable, requerirfa promediar del orden de 10 secuencias.

La version del (AS) que empleamos se encuentra en el sitio de internet

(www.biophys.uni-dusseldorf.de/local /POLAND/poland. html). Algunas veces, el pro-
cesamiento de datos, para una sola secuencia, tandé alrededor de 10 minutos, asf que por
razones técnicas no promedinmos mas de 50 curvas.

Debemos recordar que cierta diferencia entre las curvas del modelo v las de (AS) es
inevitable, pues la helicidad y el cambio de absorcion luminica difieren por un factor de

proporcionalidad.
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Capitulo 5

CONCLUSIONES Y
PERSPECTIVAS DEL MODELO

El modelo aqui presentado. siendo la version simple de un modelo de zipper!, ofrece
resultados analfticos que concnerdan con los de modelis basndos en consideraciones re-
alistas como e {KMP) v su internccion de vohimenes excluidos, v reproduce parte de
In fenomenologia de la desnaturalizacion. como s I sensibilidad a la concentracion de
pares CG. 6 el excalonuniento de las curvas experimentales. sin necesidad de considerar
rigidez en lns endenas. como se afirma en {335,

Otro aspecto importante de éste modelo ex gue logra resultados muay proximos a los
de simulaciones precisas, pero con un mimero mucho menpor de pardgmetros libres; por lo
que podemos concluir que las consideraciones propuestas para ol modelo son relevantes
en ln comprension de la desnaruralizacion. Para el caso de cadenas cortas, a partir del
modelo propuesto, resulta evidente que la disocincion en los extremos de las cadenas
domina en el proceso de desnaturalizacion.

Un incremento on el desorden del sistema, capaz de producir una transicién disconti-

nua, no es en modo alguno despreciable. por lo qne podemos concluir gue no es del todo

0 el contexto de ia deanaturalicacion de ADN, existen modelos de zipper mas compiicados que ol
anestro, NN fjemple s encnentea en (45)
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correcto omitir la disociacién en los extremos de cadenas largas, si pretendemos estudiar
su desnaturalizacién.

Por otra parte. este modelo es un ejemplo de sistema para el cual el desorden espacinl
puede ser aproximado por desorden temporal. dando buenos resultados.

Consideramos que para una mejor comprension del papel que juega la disociacién
en los extremnos de cadenas de ADN en el incremento de entropfa, responsable de la
transicidn, serd conveniente estudiar el caso en el que la disociacién ocurre en ambos
extremos. Toambién serfa interesante tratar de rexolver el caso de desorden fijo: para lo
cual, un posible tratamiento es representar a las secuencia de energfas entre pares como
un potencial aleatorio forinado por una caminata aleatoria, que asocia a cada par. AT y
CG, pendientes de signo contrario. parn, finalmente interpretar la dindmnica del zipper a
lo largo de la secuencia. como el movimiento de una partfcula a través del potencial.

El efecto de considerar disociacién en minbos extremos de las cadenas seguramente
disminuirfa los valores de los pardgmetros libres Uyr y Uee. ademds de posiblemente
mejorar. en cuanto a precision. la forma de las cunvas de fusién.

Para terminar, quisiera decir gue la experiencia que tuve al realizar este trabajo de te-
sis, fue satisfactoria y motivante. pues muestra que a nivel licenciatura es posible plantear
y desarrollar modelos que permiten un acercamiento n ln comprensién de fenémenos, ain
madas allt del dominio estricto de la fisica. empleando iinicamete herramientas del salén

de clase.




APENDICE I

program mielst ep

implicit none

INTEGER T.LP.ENE.N

REAL(8) TETAO. TETALTETA2.RO.ROO.DELTAT, TE, U, Z K.DELTAU
REAL(3) ZETA.RO.R1.R2.R3.uPROM.ZETAn.A.B.C.D
PARAMETER({P—1000.N—= 1000}
DIMENSIONTE(P).ZETA(O:N+13.ZETAn((:N+1).RO(P).R1(P).R2(P)
DIMENSION R3({P).TETAMPYTETAI(P).TETA2(P).nPROM(N+1)
K= 1.331D-23 ! constante de Boltzinann

DELTAU=-.9-21

T=060.D0O ! longitud del intervalo de temnperatura

Z=3-1.D0 ! ntnero de coordinacion

DELTAT- T/1000.D0 ! tamano de incremento

TE(1)—=333.15D0 ! temperatura inicial

tconcentraciones de CG

A=.52d0

B=.61d0

C=.7T810




D=.8d0

ZETA(0)=1.D0

ZETAn(0)=1.D0

I LECTURA DE VALORES

112 write(",*) ‘DAME u’ ! energin de par AT

read *.u

write(*.*) 'DAME DELTALU" !difcrencia de energfas

read *,DELTAU

write(*,*) 'DAME 2" !'mimero de coordinacién

read *.z

ROO = (A+B+C+D)/4.D0

open(2.file="DENAT.dat’. STATUS="UNKNOWN")
open(3,file="DENATl.dat’, STATUS="UNKNOWN")
open(8.file="meltepQ.dat’, STATUS="UNKNOWN")

DO I=1,P-1

TE(I+1)= TE(l) + DELTAT
RO(=EXP((1.DO/(K*TE{D)))*(U-+DELTAU~RO0)) !c. prom.
RI(I)=EXP((1.DO/(K*TE(I)))*U)
R2(I)=R1(1)/(1+RO0*(EXP{-(1.DO/(K=TE(I)))*DELTAU)-1.D0)) !s/correl.
! DENSIDAD CONSTANTE

TETAO(I)=1.D0/(1.D0-(Z"RO(1))* *N)-(Z*RO(I))/(N*=(1.DO-Z*R0(1))) 'kelicidad c. prom. §

TETAL(D)=1.D0/(1.D0-(Z*R2(1))*=N)-(Z"R2(1))/(N=(1.D0-Z*R2(I))) 'helicidad exo-

! DENSIDAD VARIABLE:
DO ENE=1.N

SELECT CASE (ENE)
CASE(1:100)

RO=a




CASE(101:120)
RO —~b
CASE(121:173)
RO = ¢

CASE DEFAULT
RO =d

END SELECT

R3(I)=Z*R1(1)/(1.DO+RO*(EXP(-(1.DU/(K*TE(1)))*DELTAL)-1.D0)) !d. var.

ZETA(ENE)=R3(1)"*FLOAT(ENE)+ZETA(ENE-1)

ZETAn(ENE)=FLOAT(ENE)*R3(1)**FLOAT(ENE)+ZETAn(ENE-1)

nPROM(ENE)~ZETAu(ENE)/ZETA(ENE)
END DO

TETA2(1)=1.DO-nPROM(N-1)/N 'helicidad escalones
write(8.*) TE(I)-273.15d0. TETA2(I)
write(2,*) TE(1)-273.15d10. TETAO(I)
write(3,7) TE(1)-273.15d0, TETAI(])

END DO

close(2)

close(3)

clase(8)

write(*.*) 'densidad promedio=’.RO0

go to 112

END




APENDICE I1

program secuencias aleatorias
USE DFPORT
implicit none
INTEGER(4) I.P.ENE.N,CG
REAL(8) NBASE,NCG,RO
REAL(8) X
CHARACTER(1) LETRA
PARAMETER(P=2.N=73)
DIMENSION NBASE(1000).NCG(1000),RO(1000)
CG=30.D0
NBASE(N)=FLOAT(N)
NCG(N)=CG
open(7.file="SEQ.TXT". STATUS="UNKNOWN")
DO I=1,P-1
DO ENE=1.N
RO(ENE)=NCG(N+1-ENE)/{(NBASE(N+1-ENE))
X = rand()
WRITE(”,*) RO(1)
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[F(N<.5*RO(ENE))THEN

LETRA =

ELSE IF(RO(ENE)/2.D0<X<RO(ENE)) THEN
LETRA = v’

ELSE IF(RO(ENE) < X <0.5D0~1) THEN
LETRA = ¢

¢

ELSE
LETRA = &
END IF

IF (X<RO({ENE)) THEN
NCG(N+1-ENE)=NCG(N+1-ENE)-1

END IF

NBASE(N+1-ENE)= NBASE(N+1-ENE-1)
write(7.*) X.LETRA

END DO

write(™.*) XN,.LETRA

END DO -

close(7)

end R




APENDICE III

programn CALORESPEC
irnplicit none
INTEGER LLP. TN
REAL(8) CE.RO.,ROO.DELTAT,TE,U,Z,K,DELTAU,B,V ,PSLE,F
REAL(8) RO
PARAMETER(P=1000)
DIMENSION TE(P).RO(P).CE(P).B(P).PSI(P).E(P),F(P)
K= 1.351D-23 !Cte. de boltzmann
U=-17.d-21 'Energfa de AT
DELTAU=-.9d-21 !diferencia de energfas

T=70.D0 !longitud del internalo de temperatura
Z=31.D0 ! coordinacidn

RO0=.53D0 'densidad de CG promedio
DELTAT= T/1000.DO 'tamasio de incremento
TE(1)= 333.153d0 !temp. inicial

N=900 !longitud de las cadenas
V=(U+DELTAU*ROQ)

open{9,fle="eaerint.dat’, STATUS="UNKNOWN’)
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open(10.file="enerlib.dat’. STATUS="UNKNOWN")
DO I=1.P-1

B(1)—1.DO/(K*TE(I)

TE(I+1)= TE(l) + DELTAT
RY(I)—==*EXP(B(I)*\")

F(D)= N*V - LOG((1-(RO(I))**(N-+-1}}/(1-RO(DHY))
E(D—= (N+1)"V/((Q-(ROI)) " (N+1}}) - V/((1-RO(I}))
write(9.%) TE()-273.15d0(E(D)/n

write(10.*) TE(1)-273.15d0.F(I)

END DO

close(9)

close(10)

end program CALORESPEC
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