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Resumen

Cuando hablamos de desnaturalizacién proteica evocamos la paradoja de Levinthal y reconocemos que la
edad del universo no es suficiente para muestrear la probabilidad de conformaciones estructurales que puede
optar una proteina. Con el avance de las técnicas experimentales logramos determinar estados estructurales
de la conformacion proteica, mds aun no es posible predecir a partir de una secuencia lineal de aminodacidos,
cual sera su estructura 3D funcional. Algunos autores proponen que mdas alld de la importancia de las
interacciones proteina-proteina, son las interacciones con el agua las que organizan la estructura terciaria
funcional y que fuerzas no covalentes como el efecto hidrofébico y las interacciones de van ders Waals
podrian tener un efecto sinérgico que medien las conformaciones nativas de minima energia de una proteina.

Palabras Clave: Efecto hidrofobico, desnaturalizacion, fuerzas no covalentes, estructura nativa.
Abstract

When we talk about protein denaturation remember the Levinthal paradox and recognize that the age of the
universe is not enough to sample the probability of structural conformations that may choose a protein. With
the advancement of the experimental techniques we determine structural states of the protein conformation,
even more cannot be predicted from a linear sequence of amino acids which will be functional 3D structure.
Some authors propose that beyond the importance of protein-protein interactions are interactions with water
who completing tertiary functional organization and non-covalent forces such as hydrophobic effect and
van ders Waals interactions could have an effect mediate synergistic native minimum energy conformations
of a protein.

Keywords: Hydrophobic effect, unfolding, non-covalent interactions, native state.

1. Introduccion

Tal vez uno de los retos mds importantes que afron-
ta la Biofisica actualmente, es el que refiere al plega-
miento proteico. Con los avances en dispersion de ra-
yos X [1]] y resonancia magnifica nuclear (RMN) [2]],
se han logrado describir niveles de organizacién mo-

lecular caracteristicos durante el plegamiento proteico,
antes de la formacién de la estructura funcional nati-
va. A pesar, de las distinciones estructurales (estructura
primaria, secundaria, terciaria, cuaternaria) que puede
tener una proteina en su cinética de plegamiento, hasta
ahora no ha sido posible una caracterizacién dindmica
que permita predecir de forma global cual sera la orga-
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nizacién geométrica que optara una proteina funcional.

Al respecto Levinthal sefiala, que dado el alto nimero
de grados de libertad de una cadena polipeptidica, una
proteina puede adquirir una gran cantidad de configura-
ciones estructurales, 5 X1047 configuraciones para una
cadena polipeptidica de 100 aminodcidos, y que si di-
chas configuraciones son muestreadas a razén de 1013
por segundo, se requeriran 1027 afios para obtener una
estructura nativa. De lo anterior, Levinthal concluye que
las buisquedas aleatorias no son una forma eficaz de en-
contrar el estado correcto de plegamiento proteico [3]].
Por tanto, debe existir un mecanismo direccionador que
conlleve a que los tiempos de plegamiento sean reduci-
dos a escalas de microsegundos.

La paradoja de Levinthal, expuesta anteriormente, so-
lo tiene presente dentro de sus variables conformaciona-
les las interacciones entre aminodcidos. Como sabemos
las proteinas estan inmersas en una matriz soluble, agua,
que en condiciones fisioldgicas presentan una concen-
tracién de iones y pH importantes para su estructura.

Para comprender la dindmica de plegamiento protei-
co, algunos autores abordaron esta problemdtica anali-
zando los perfiles termodindmicos de la desnaturaliza-
cion proteica. De igual forma, dado que la vida que co-
nocemos se lleva acabo predominantemente en presen-
cia de agua, el entendimiento de las interacciones ma-
cromoleculares con agua ha sido durante varias déca-
das uno de los desafios mas importantes de la biofisi-
ca molecular, generandose interrogantes como: jcudl es
el rol del agua en la estabilizacién de estructuras mo-
leculares? ;Cudles son las fuerzas que dominan en la
organizacién estructural? ;Cudles son los mecanismos
dindmicos que rige los movimientos de organizacién
agua-macromolécula y sus fluctuaciones estructurales?.
En otras palabras ;cudl es el aporte del agua al paisa-
je de energia libre en el autoensamble y organizacioén
estructural de macromoléculas? [4]]

Para dar respuestas a estos interrogantes es necesa-
ria una descripcion termodindmica, cinética y estructu-
ral de las propiedades microscépicas de las interfaces
agua- macromoléculas. Entonces, al abordar el nivel mi-
croscdpico encontramos que la temperatura es uno de
los pardmetros mds importantes que definen el compor-
tamiento de la materia viviente, por ejemplo, una pro-
teina estable puede ser desnaturalizada por altas ( 60 °C)
o bajas (entre 0 y -20 °C) temperaturas [5,/6]. Aunque
el término “desnaturalizacion.® ampliamente entendido
para la desnaturalizacién por calor, aquella que ocurre
por bajas temperaturas es conocida como “desnatura-
lizacién en frioz que también puede ser inducida por
alta presién [6L/7]. Sin embargo, en las tdltimas déca-
das en el campo de la biologia, la presién hidrostatica

se ha convertido en una importante herramienta fisico-
quimica para el estudio de macromoléculas de interés
bioldgico. A pesar de que a nivel microscopico, presio-
nes por debajo de 10 kbar, raramente rompen los enla-
ces covalentes, los efectos predominantes de la presién
estan implicados en las conformaciones macromolecu-
lares que son mantenidas, en condiciones normales, por
fuerzas débiles tales como puentes de hidrogeno, fuer-
zas de van der Waals y efecto hidrofébico [8]]. En este
ultimo, haremos una vital énfasis dados los paradigmas
que encierran su definicién y modo de accién.

De esta manera, la presente revision tiene como fi-
nalidad contextualizar al lector en la problematica, las
definiciones, los modelos y las teorias que engloban el
estudio de las fluctuaciones estructurales en funcién de
la presion y la temperatura centrdndonos principalmen-
te en las proteinas.

2. El Efecto hidrofébico

El termino efecto hidrofébico o también llamada in-
teraccion hidrofébica denota la tendencia, relativamen-
te no polar de las moléculas de permanecer juntas en
soluciones acuosas. Estas interacciones son importantes
en procesos de interaccidon enzima-sustrato, ensamble
de lipidos en biomembranas, agregacién de surfactan-
tes, formacion de micelas, lamelas, vesiculas, efectos
cinéticos del solvente, especificamente en soluciones de
agua donde predominantemente gobierna dicho efecto.

A temperatura y presion moderada, los solutos no po-
lares son insolubles en agua. Al introducir estos com-
puesto en agua, esta forma una red extendida de puentes
de hidrégeno, conduciendo inevitablemente a la reorga-
nizacion de las moléculas de agua cercanas a la superfi-
cie de la molécula no polar. Es importante resaltar que
el agua es el tnico solvente con la capacidad de for-
mar una red molecular de coordinacién tetraédrica, que
al estar en contacto con una particula hidrofébica en-
vuelve dicha particula optimizando entre si sus puentes
de hidrégeno, formando simultdneamente, una red mo-
lecular de coordinacidon hexagonal. Es por estas razén
que el agua es considerada un solvente pobre para com-
puestos no polares [9].

Uno de los primeros modelos propuestos, que des-
pués se convertiria en el primer prototipo para los subse-
cuentes estudios en el efecto hidrofébico; fue propuesto
por Frank y Evans en 1945 [10]. El modelo, general-
mente conocido como el modelo del Iceberg, explica
la inusual perdida de la entropia de los gases no po-
lares en agua, en términos de la estructuracién de las
moléculas de agua cercanas a estos soluto. Esta idea
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seria interpretada en estudios posteriores, como una es-
fera de hidratacion rigida sobre los solutos no polares,
originando estructuras en forma de clatratos. Fenémeno
referido como hidratacién hidrofébica.

Podriamos decir entonces, que la interacciéon de
moléculas de agua con solutos no polares es entrdpi-
camente desfavorable, lo que supondria, contra intui-
tivamente, que la agregacién de estos en soluciones
acuosas es un proceso altamente entrépico. En 1959
Kauzmann [11]. introduce el concepto de interaccién
hidrofébica, en el sugiere que las interacciones atracti-
vas entre moléculas no polares en soluciones acuosas
son producto del solvente, resultando de la superposi-
cién destructiva de las estructuras formadas durante la
hidratacién hidrofébica, lo que implica la liberacién de
moléculas de agua desde la esfera de hidratacion (Shell)
hacia el agua bulk (aguas afuera de la regién de hidra-
tacioén) [9]] (Ver figura 1). En conclusion, el concepto
de hidrofobicidad estd definido en términos netamente
termodindmicos.
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Fig. 1. Esquema representativo del efecto hidrofébico en la agre-
gacion de anfifilos. En la grafica se observa la hidratacién de la
zona polar (Region hidrofilica) y no polar (Regién hidrofébica).
En esta tltima, las moléculas de agua se ordenan formando un red
ordenada de hidratacién (Agua Shell) que disminuye la entropia del
sistema. Al aumentar la concentracién de anfifilos estos de agregan
liberando moléculas de agua hacia la regién de aguas bulk, fuera
de la esfera de hidrataciéon aumentando la entropia del sistema.

3. Estabilidad y conformacion de proteinas

Durante casi un siglo el plegamiento y estabilidad de
proteinas nativas ha recorrido un arduo y extenso ca-
mino de investigacion. En la actualidad, es ampliamen-
te aceptado que el efecto hidrofébico juega un papel
importante en la estabilidad del plegamiento estructural
de proteinas solubles en agua [[12]. Es asi como la dis-

tribucién espacial de los aminodcidos no polares, den-
tro de una proteina nativa, se organizan en un nicleo
hidrofébico que minimiza la exposicién al solvente, a
lo que, como vimos anteriormente, Kauzmann llamaria
interaccion hidrofébica [9H11] en relacién a las inter-
acciones entre cadenas de aminoécidos no polares, de-
terminantes en la estabilidad de biopolimeros.

Con este concepto Kauzmann causaria controversia y
abre el debate de si la estabilidad de las estructuras pro-
teicas es causada por las interacciones de van der Waals
entre cadenas hidrofébicas o si es el agua la que indu-
ce la formacién del niicleo no polar [9]. Al respecto,
Privalov [12] argumenta que la interaccién hidrofébica
representa la accion combinada de los dos procesos.

De igual forma, dentro de la estructura nativa existe
una variedad de fuerzas intermoleculares entre residuos
aminodcidicos que estabilizan la proteina. La primera
contribucién a la estabilidad de proteinas la provee los
enlaces covalentes, los cuales determina la estructura y
estabilidad del esqueleto de proteico. Sin embargo, las
energias asociadas con los enlaces covalentes no pre-
sentan diferencias significativas en el los estados nativo
y desnaturalizado [/13]].

La contribucién dominante a la estabilidad de las pro-
teinas involucra fuerzas no covalentes como [9.|13]]:
= Interacciones electrostdticas de largo alcance, que

pueden ser intraproteicas, de agua-proteina y de pro-

tefna con especies idnicas presentes en el solvente.

Estas tltimas de vital importancia en la superficie

proteica. Dependiendo del signo y la orientacién de

los patrones de interaccién estas pueden ser atracti-
vas o repulsivas.

= Los puentes de hidrégeno que presentan una gran es-
pecificad en su interaccién, pueden ser intraprotei-
cos, estabilizando las estructuras secundarias hélices

a 'y hojas 3, ademds de la estructura terciaria. Los

puentes de hidrégeno entre las moléculas de agua al-

rededor de la proteina definen las propiedades de la
esfera de hidratacion, mientras que, los puentes de
hidrégeno entre grupos proteicos y el agua, internos
y superficiales, repercuten ampliamente en la flexibi-
lidad de la proteina.
= Interacciones de atraccion y repulsion de corto alcan-
ce tipo van der Waals.

= Las interacciones hidrofébicas que estan fuertemen-
te correlacionadas con la estructura del agua, oca-
sionando cambios en el volumen del sistema y una
disminucién de los grados de libertad configuracio-
nales de las moléculas. Asi, el nimero de puentes
de hidrégeno por molécula de agua con el soluto no
polar es bajo cerca de la esfera de hidratacién. Por
tanto, estas moléculas de agua son estructuralmente
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restrictivas, ya que maximizan el nimero de puentes

de hidrégeno entre moléculas de agua vecinas. Este

aumento en la estructuracién disminuye la densidad
al rededor de la esfera de hidratacién en un 30 %. En-
tonces por razones entropicas, el secuestro de grupos
no polares al interior de la proteina es energéticamen-
te favorable.

= Los dipolos permanentes e inducidos, que general-
mente son cuantificados como fuerzas de van der

Waals, también son importantes en la estabilizacion

de la estructura nativa.

Una considerable contribucion a los pardmetros ter-
modindmicos en la conformacién proteica son los cam-
bios en la estructura del agua que rodea los grupos pola-
res y no polares, ya que ambos estructuran las molécu-
las de agua a su alrededor de manera diferente. Por
ejemplo, el campo electrostatico al rededor de los gru-
pos polares ordena las moléculas de agua en interac-
ciones ion-dipolo y dipolo-dipolo. Por tanto, la energia
de solvatacion es favorable y la contribucién a esta es
principalmente entdlpica. Sin embargo, estudios por di-
fraccién de neutrones de alta energia muestran que las
cargas idnicas son disruptivas, lo que lleva a una dis-
minucién en el nimero de puentes de hidrégeno entre
moléculas de agua. No obstante, el ordenamiento de las
moléculas de agua asociadas a la particula polar esta
asociada con un reduccidén en la entropia que contribu-
ye a la energia del proceso. Por su parte, en los residuos
no polares se ordena la estructura del agua y se opti-
mizan los puentes de hidrégeno entre las guas. Se crea
un fuerte entorno de hidratacién donde la autodifusién
y la reorientacién de las moléculas de agua disminuye
alrededor de un 20 %, reduciendo la entropia [/13]].

Finalmente en la superficie de hidratacidn, es posible
encontrar moléculas de agua internas que contribuyen
en la estabilidad de la proteina, proveyendo la flexibili-
dad necesaria para sus actividades bioldgicas [14].

4. Algunos aspectos termodinamicos

Para comprender los aspectos termodindmicos que
estabilizan una proteina, en ciertos casos, es suficiente
con describir la transicién entre dos estados, el estado
nativo IV y el estado desnaturalizado D. Las transicio-
nes N — D en proteinas estdn dadas por procesos al-
tamente cooperativos. Un modelo simple para expresar
la estabilidad en las proteinas es aquel que considera el
estado plegado-desplegado como una transicién de fase.
Asi, los cambios en la energia libre estan asociados con
la transicion AG = Gp—G . Sin embargo, hay muilti-
ples maneras de inducir la transicién en DG, lo que lo

convierte en una funcién multidimensional donde to-
dos sus parametros pueden estar variando independien-
temente en un experimento, e.j. temperatura 7', presién
P, cosolventex, concentracién del cosolvente c,, pH,
etc., entonces:

AG:AG0+JC(T,P,C,[)H,...) (H

donde AG( depende solamente del estado de refe-
rencia. La funcion f, contiene todos los pardmetros del
sistema que caracterizan la transicién de desnaturali-
zacién de una proteina en agua, es decir, cambios de
entropia, compresibilidad, calor especifico, expansién
térmica, etc. Si estos pardmetros no dependen fuerte-
mente de las condiciones experimentales (P,T,etc) una
expansion de segundo orden en términos de los pardme-
tros de control P, T, etc., es suficiente para describir que
el limite de la fase estd determinado por la condicién
AG = 0.

Ahora, de los pardmetros asociados con el solvente,
consideremos que son constantes y solo analicemos las
variaciones en P yT'. Entonces, la transicion estaria ca-
racterizada por el calor latente, y consecuentemente es-
tard gobernada por la ecuacion de Clausius-Clapeyron.

dP/dT = AS/AV )

AS y AV son los cambios de entropia y volumen
asociados con la transicion, donde ambos valores son
dependientes deP y T Por tanto, con la primera deri-
vada del volumen con respecto a P y T obtendremos
y , donde los cambio en volumen respecto a la pre-
sién y la temperatura estdn fuertemente relacionados
con la compresibilidad y la expansion térmica de la pro-
teina, respectivamente. En igual orden de ideas, la de-
rivada de la entropia con respecto a P y T' estard aso-
ciada con la expansién térmica y la capacidad calérica
Cp =T (05/9T), respectivamente.

Si AS yAV en la Ec. 2 depende linealmente de T' y
P, la ecuacion puede ser integrada, resultado una cur-
va de segundo orden en Py T' que puede ser de forma
eliptica, parabdlica, o hiperbdlica:

aP? + bT? + 2¢PT + 2f P + 2¢T + const =0 (3)

Los coeficientes a,b,c, etc., estin relacionados
con los cambios en los pardmetros del sistema,
ABr, Aa, AC,, AV y AS alo largo de la transicién
N-D [13].
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5. Estabilidad vs. altas temperaturas

Durante la transicion al estado desnaturalizado indu-
cido por la temperatura, la proteina pasa de un estado
estructuralmente bien organizado a otro con caracteristi-
cas aleatorias, en el que por ejemplo, los aminoacidos
hidrofébicos pueden estar en contacto con el agua. Co-
mo hemos venido observando, las moléculas hidrof6bi-
cas en contacto con agua, ordenan la estructura de la
misma en lo que denominamos iceberg. Este ordena-
miento local es caracterizado por una baja entropia, asi
como, una baja entalpia dado el alineamiento geométri-
co de los puentes de hidrégeno. Como consecuencia,
estas estructuras estdn asociadas con un alto calor espe-
cifico, requiriendo energia para fundirlas. Asi, los cam-
bios en el calor especifico asociados con la transicién
N-D estdn dados por AC), = C},p —Cp,n, donde se asu-
me que este valor es generalmente positivo. Entonces,
si AC,, > 0, la diferencia en entalpfa, AH, en los esta-
dos N — D incrementa con la temperatura acorde con
AH (T) = H (T.)+AC, (T — T¢) . Almismo tiempo,
la diferencia en la entropia, AS, incrementa mientras
la estructura del solvente se funde. De esta forma a una
temperatura critica o de transiciéon T' = T, el termino
entalpico, AH, y el entrépico, —T'AS, se cancelan y
el cambio en AG es igual a cero. En altas temperatu-
ras, T' = T, y la transicidn al estado desnaturalizado es
energéticamente mas favorable [[12}/13]].

6. Estabilidad vs. bajas temperaturas

Un argumento similar al anteriormente expuesto,
podria ser utilizado para explicar la desnaturalizacién
por bajas temperaturas. En este caso denominaremos
a la temperatura critica de desnaturalizacién, Td. Asi
T;Td,, por ende, a bajas temperaturas el termino entalpi-
co decrece llegando a ser negativo y compensando el
termino entropico, T'AS, que se hace positivo al dis-
minuir la entropia. Esto se observa mejor en la figura
2, donde el comportamiento de AG para una proteina
cualquiera, indica la presencia de dos fases de transi-
cién para AG(T) = 0. Dichas transiciones correspon-
den a T' = T, para altas temperaturas y 7" = —30 °C
(T,), para bajas temperaturas [13H15]].

En proteinas “tipicas” como la analizada en la figura
2, la desnaturalizacién en frio ocurre a temperaturas in-
feriores al punto de congelacion del agua, lo cual es una
caracteristica indeseable desde el punto de vista de los
estudios experimentales, que para evitar este inconve-
niente utilizaban anticongelantes, mutaciones puntuales
en la proteina, desnaturalizantes quimicos, altas presio-

nes etc. [[16L/17]], modificando cualitativamente los Tc y
Td de las proteinas. Sin embargo, hace poco se descu-
brié que la Frataxina, Yfh1 [18]], tiene la capacidad de
desnaturalizar a 0°C' en condiciones fisioldgicas, obte-
niendo un mejor perfil termodindmico del proceso.

Siguiendo un poco con lo analizado en la figura 2, la
desnaturalizacion en frio en proteinas puede ser inter-
pretada desde el punto de vista del efecto hidrofébico.
Por ejemplo, la transferencia de moléculas hidrofébi-
cas en estado liquido al agua pueden ser entendidas
en términos de la energia libre de Gibbs como: G =
G agua— G'soluto Si AG es positivo, los solutos no polares
se organizan unos con otros, evitando las moléculas de
agua, de esta forma cuando mads positivo es el termino
AG, hay una mayor tendencia de los solutos a agre-
garse. Si AG es negativo, implica que las moléculas de
soluto son solubles en agua.

Un ejemplo de esto lo podemos ver con la energia de
transferencia, 21,9 kJ mol-1, de moléculas de metano
en agua a 25°C'. Donde la contribucién entélpica al AG
es negativo, - 4,3 kJ mol-1, mientras que la contribu-
cién entrépica, —T'AS, es positiva, 28,7 kJ mol-1. En
otras palabras, la hidrataciéon de solutos no polares se
caracteriza por un pequefio valor favorable de entalpia
y un elevado valor desfavorable de entropia [[12}|15].
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Fig. 2. Energia libre de Gibbs AG (T") dependiente de la tempera-
tura. —TAS (T) y AH (T) hacen referencia a la energfa entrépica
y entalpia de una proteina nativa. En el recuadro superior se ob-
serva la energia libre de Gibbs en estado nativo y desnaturalizado

para T y T4, que se explican en el texto. Tomado de [12].

Simplificando, en la hidratacién hidrofébica, la pri-
mera esfera de hidratacion (Shell Water) es mas orde-
nada y forma mas puentes de hidrogeno que las aguas
fuera de esta esfera (Bulk Water). La formacién de cajas
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de clatrato minimizan la energia libre de las aguas en
la shell, aunque, esta energia libre es mayor comparada
con las aguas del bulk, por lo cual la energia libre de
hidratacién de positiva. Cuanto mds solutos son agre-
gados al agua estos se agrupan reduciendo en nimero
de aguas en la shell. De esta manera en la interaccién
hidrofébica, la agregacion de solutos incrementa la en-
tropia y la entalpia del sistema (Ver figura 1). Sin embar-
g0, esta es estabilizada por la entropia y desestabilizada
por la entalpia. Asimismo, no debemos olvidar que la
interaccién hidrofébica se debilita con la disminucion
de la temperatura, lo cual es algo contra-intuitivo si te-
nemos presente que la interaccién entre dtomos incre-
menta cuando la energia térmica disminuye. Al enfriar
una proteina, el efecto estabilizante de la entropia y el
desestabilizante de la entalpia, incrementan, indicando
que las diferencias entre el agua bulk y shell aumentan
con el descenso de la temperatura. Aun asi, los térmi-
nos entrépicos y entalpicos no tiene la misma tasa de
cambio. La penalidad entdlpica incrementa mds rapido
con el enfriamiento, conllevando al debilitamiento la
interaccion hidrofébica [[15]].

De lo anterior, Privalov expone que en el microesta-
do, el mecanismo de desnaturalizacidn en frio, es expli-
cado por la solvatacién de los residuos de aminoacidos
presentes en el nicleo proteico, favorecida por la con-
tribucién entdlpica en la hidratacion de los aminoéci-
dos polares y no polares [12}|18}|/19]. Sin embargo, Mu-
ller argumenta que la compensacion entdlpica realmen-
te implica la optimizacién de los puentes de hidrogeno
entre las moléculas de agua presentes en la interface
agua-solutos hidrofébicos [20].

Recientemente, Dias y colaboradores [21]], tratan de
dar una descripcién atémica del mecanismo de desnatu-
ralizacién en frio dependiente de la temperatura, mode-
lando homopolimeros no polares utilizando el modelo
de agua Mercedes-Benz (MB) [22]. Las moléculas de
agua interaccionan con un potencial de van ders Waals
y la interaccién de los puentes de hidrégenos son mode-
lados con un potencial Gaussiano, favoreciendo la dis-
tancia y orientacién entre moléculas de agua. Los re-
sultados de las simulaciones muestran que la energia de
los puentes de hidrégeno es mayor en las aguas shell
que las aguas bulk. En este modelo, en soluciones con-
geladas es energéticamente mds favorable el incremen-
to de la superficie proteica expuesta al solvente, indu-
ciendo la desnaturalizacion proteica. De esta forma, las
moléculas de agua forman cajas ordenadas al rededor
de los residuos de la proteina por interacciones fuertes
en sus puentes de hidrégeno, disminuyendo la entropia
del agua e incrementando la entropia asociada con el
desplegado proteico, aun asi, la entropia total del siste-

ma decrece.

7. Estabilidad vs. alta presion.

El referirnos a la desnaturalizacién por presién, nos
lleva a 1914 cuando Bridgman reporta el efecto de la
presion en la coagulacién de albumina [23]]. En este ar-
ticulo, el autor describe cualitativamente los efectos de
la desnaturalizacién por presion, analizando ademas, el
efecto aditivo que tienen las bajas temperaturas en el
fendmeno. De esta forma, cuando se somete la albumi-
na a 6000 atm a 0 °C ocasiona una rigidez mayor en
la estructura proteica en relacion a la producida por el
sistema a 20 °C. Tal vez, lo mds interesante del trabajo
de Bridgman es el interrogante que se abre al final del
mismo cuando expone:

“No he hecho ningtin intento en determinar si la natu-
raleza de la coagulacién producida por presion es igual
a la producida por calor. Sf uno puede juzgar por las
apariencias, los dos pueden ser diferentes.”

Después de esto, esta nueva e inadvertida problemati-
ca se mantuvo inactiva casi por medio siglo. En 1976,
Weber y colaboradores, demuestran que la desnatura-
lizacién por presion de la lisozima y el quimiotrip-
sin6geno no ocurren a través de una simple transicion,
sino por una pluralidad de procesos. Esto propuso la
primera evidencia que contradecia el dogma de la des-
naturalizacion proteica; en el cual, la desnaturalizacion
estd representada por los estados de reaccioén plegado-
desplegado [8,24].

En proteinas, la presion puede inducir cambios que
van desde pequefios efectos conformacionales, variacio-
nes en la comprensibilidad y la fluctuacién en la pobla-
cién de estados intermediarios, hasta la completa per-
dida del estado nativo. Sin embargo, la estructura se-
cundaria no es sensitiva a la presion, ya que los puentes
de hidrégeno en las hélices o y las hojas 5 son alta-
mente incompresibles, incluso a presiones cercanas a
10 kbar [8]].

Con el paso del tiempo, muchos autores han propues-
tos teorias para la desnaturalizacién por alta presion,
llegando a un desacuerdo en lo que respecta a la accién
de la presién en la organizacién de los microestados
proteicos.

Algunos autores proponen la disminucién del efecto
hidrofébico con el aumento de la presidn, es decir, se
desestabiliza el sistema solvente-proteina y se exponen
los residuos no polares al solvente [25H27]]. Mientras
que para otros, las proteinas en alta presién son penetra-
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das por el solvente, asf las interacciones de corto alcance
entre aminodcidos son reemplazadas por interacciones
con el agua [28]. Esto tltimo, implica que la formacién
de estructuras nativas sea extremadamente dependiente
de la formacién de cavidades excluyentes de moléculas
de agua [29].

Un ejemplo termodindmico simple, respecto al deba-
te anteriormente expuesto, del efecto de la presion en la
constate de equilibrio K de un proceso, estd dado por:

<a(fgp[fq)> _av

“RT @

donde AVes el cambio de volumen, R la constate
universal de los gases, T la temperatura y P la presion.
Entonces, un proceso en el que sea favorecido el au-
mento de la presion tendria como resultado la disminu-
cién del volumen del sistema (—AV'). Para el caso de
la interaccion hidrofdbica, la esfera de hidratacion cer-
cana a la superficie de los solutos no polares trasciende
de un estado de baja a alta densidad, lo que hace pen-
sar que la presion optimiza la interaccién hidrofébica.
Esta afirmacion solo es aplicable en valores moderados
de presion, ya que eventualmente con el aumento de la
presion la interaccion hidrofébica se ve debilitada. De
esta forma, en altas presiones la region de hidratacion de
estructuras no polares, estd compuesta principalmente
por agua de alta densidad. Como consecuencia la aso-
ciacién de particulas no polares y la liberacién de las
moléculas de agua de la esfera de hidrataciéon no ofre-
ce ninguna ganancia entrdpica, lo que desfavorece la
interaccion hidrofébica [27]].

8. Diagrama de fase proteico T-P

Generalmente, para un determinado valor de T' y P,
los sistemas tienden a minimizar la energia libre de
Gibbs, que en nuestro caso viene dado por el balance
de energia libre entre las moléculas de agua y los re-
siduos proteicos. De esta forma, la diferencia entre los
estados AG = Gp — G, esta dada por:

AG=AH-TAS <0, 5)

donde AH = Hp — Hy y AS = Sp — Sy. Ahora
bien, la variacién total en la entropia del sistema esta
dada por AS = S, + S, donde S, y S, hacen referen-
cia a la variacién entrdpica de los residuos proteicos y
las moléculas de agua, respectivamente. Para la desna-
turalizacién, la entropia incrementa AS,, > 0. De igual
manera, la contribucién al AH es positiva, AH > 0;
que como hemos venido analizando, la entalpia de las
proteinas aumenta al desplegarse. Por tanto, la contri-

bucién al AG, por parte del H, — TAS,, puede ser
positivo o negativo dependiendo de la variacion relativa
de la temperatura, lo cual no garantiza que la Ec. 5 sea
satisfecha. De allf la importancia del agua en el modelo.

Los datos experimentales del diagrama de fase de es-
tabilidad proteica en el plano de P-T, es consistente con
la forma eliptica que se muestra en la figura 3, segtn
el trabajo presentado en 1971 por Hawley [30]. En re-
lacidn a este trabajo, es posible calcular el AG del sis-
tema proteina-agua asumiendo los dos estados N — D.
Si tenemos en cuenta que la energia interna U del sis-
tema, podemos expresar la variacion infinitesimal dU,
como funcién de dos cantidades termodinamicas. Asi,
si asumimos que el proceso de desnaturalizacién puede
ser descrito por una transformacién infinitesimal cuasi-
estdtica, aplicando la primera ley de la termodindmica,
tenemos:

Pressure AS=0

denaturation ==~

AV=0
Av<0

/

AV=0

Folded State L]

Hot denaturation
Cold denaturation

Fig. 3. Proyeccion en el plano P — T, que representa el diagra-
ma de fase eliptico de una proteina. Dentro del elipse la proteina
conserva su condicién nativa. Fuera de esta la proteina puede ser
desnaturalizada por el aumento en 7' (Hot denaturation) y P (Pres-
sure Denaturation) y por el descenso en 1" (Cold denaturation). Ca-
da proceso N — D, esta caracterizado por diferentes variaciones en
AS y AV. Tomado de [31].

oU =0Q — AW, ©6)

donde AQ y AW, son el calor infinitesimal absorbi-

do y el trabajo infinitesimal hecho por el sistema, res-

pectivamente, a lo largo de la transformacién. Ya que a

Ty P constate, Q=T dS y AW = PdV, la variacién de

energia interna para un numero constante de particulas
N, puede ser expresada de la forma:

dU =TdS — PdV =dU (S,V). @)
A diferencia de H = U + PV, obtenemos,

dH = dU + PdV + VdP

_TdS+ PdV = dH (8,V), O
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y a diferencia de G = H — T'S, finalmente obtene-
mos,

dG = dH — TdS — SdT )
= —SdT +VdP = dG (S,V).

Por tanto,

dAG = —ASdT + AVdP (10)
con AS = Sp—Sn,y AV = Vp — V. Asumiendo
que AS 'y AV son T'y P dependientes, obtenemos:

B INS,
AS_A%+(&H‘LJT_%)

(11)
NG
(55), =
AV:AVO+<8AVO> (T —Tp)
T ),
(12)

OAV,

integrando las ecuaciones 11 y 12:

AG(‘P711) = %(P— P0)2+
28a/(P = PRo) (T = To) = AC, (T = To)
—Toln (T — Tp) + AV, (P — Pp) (13)
~ASy (T = Ty)
+AGy

Asf, obtenemos una expresion de la forma predicha en
la Ec. 3, donde AGy, AV, y ASp, son las condiciones
de referencia cuando Py (0.1 MPa) y Tj (298 K). Se asu-
me que los parametros de segundo orden Aa, AB, C),
son independientes de la presion y la temperatura.

De esta manera y retornando nuevamente a la figura
3, la presién médxima a la cual se estabiliza la proteina,
dAG/dT = AS = 0, y a la temperatura mdxima a la
cual se estabiliza la proteina JAG/dP = AV = 0. Asi,
basados en la teoria de Hawley es posible hacer predic-
ciones generales acerca de los cambios en AV y AS,
tal como se muestra en la figura 3.

9. Conclusiones

Como hemos notado el plegado y desplegado protei-
co esta caracterizado termodinamicamente. El proble-
ma real radica en la interpretacién de los microestados
estructurales de las proteinas y su relacién con las con-
formaciones adoptadas por el solvente. Por tanto, aun
no se logra un modelo undnime que determine, seglin

los aportes del AS y AH, cuales serdn dichas configu-
raciones estructurales. Si fuera posible conocer las va-
riaciones conformacionales ocasionadas en el diagrama
de fase para un determinado valor T-P, podriamos in-
corporar a los algoritmos de prediccién de estructuras
proteicas informacién valiosa que ayudara a entender
cémo funciona el plegamiento estructural de las pro-
teinas nativas.
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