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1. Introduccidén

En 1914 Bridgman [1] describié una experiencia en la
cual un huevo sometido a 12kbar (1bar=0,1 MPa) a
temperatura ambiente, luego de la descompresion mos-
traba un aspecto similar a la coccion. La clara del huevo
—cuya composicion es esencialmente albumina— se habia
tornado blanca y con una consistencia de gelatina espesa,
se habia desnaturalizado en forma similar a un tratamien-
to térmico.

La albumina es una de las muchas proteinas que se conocen
pero ;qué son las proteinas desde el punto de vista de su
composicidn, estructura y funcion?
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Figura 1. Esquema de las estructuras proteicas.
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Brevemente, las proteinas estan formadas por una o mas
cadenas, de variadas longitudes, de aminoacidos que pueden
contener asimismo algunos grupos denominados proestéti-
cos. Existen 20 aminoacidos en la naturaleza y, dado que
podemos contar con muy diferente nimero de componentes
en una proteina, vemos que puede existir una infinita varie-
dad de ellas. Se considera que una proteina debe tener al
menos 20 unidades de aminoacidos, si posee menos se los
denomina polipéptidos.

La cadena de aminoacidos (o cadena peptidica) fluctiia
alrededor de una conformacion determinada. Esta con-
formacion posee diferentes grados de orden a saber: la
estructura primaria determinada por la disposicion de
los aminoacidos en forma consecutiva; estructura secun-
daria, dada por el plegamiento de esas estructuras en el
espacio, pudiendo ser de hélice &, hoja 3 plegada y otras;
la estructura terciaria, dada, a su vez, por plegamientos
de la estructura anterior sobre si misma; la estructura
cuaternaria, generada cuando las moléculas plegadas en
todas las tres estructuras mencionadas se juntan entre si.
Se muestran ejemplos en la Fig. 1.

Dado que la estructura proteica esta determinada por la
secuencia de los aminoacidos involucrado por lo que se
podria, en principio, predecir la misma a partir del conoci-
miento de la secuencia. El problema a pesar de los avances
logrados esta atin sin resolver.

2. El estado nativo
y la desnaturalizaciéon

La estructura de las proteinas, que mencionamos ante-
riormente estd definida para estrictas condiciones del
entorno: una solucién acuosa con una composicion i6ni-
ca dentro de estrechos margenes de concentracion, pH,
temperatura y presion. Sin embargo, no estamos diciendo
que sea una conformacién Unica sino que las diferentes
conformaciones fluctuan alrededor de una mayoritaria. A
la conformacion a la cual la proteina tiene la funcién que
corresponde al organismo del que forma parte la denomi-
namos conformacion nativa. Si la conformacion es tal que
ha perdido su funcién la denominamos desnaturalizada’.
Al proceso de trasformacion de nativa a desnaturalizada lo
llamamos desnaturalizacion.

Tal como mencionamos, el estado nativo corresponde a
una distribucion alrededor de la estructura predominan-
te, de acuerdo a las condiciones del entorno. Esto es de
esperar, sin embargo no solamente podemos encontrar
una distribucion estadistica debido a fluctuaciones tér-
micas locales, sino también algunas estructuras defini-

! Esta definicion funcional no es la adoptada universalmente pero

nos parece que es la mas apropiada.
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Figura 2. Tres conformeros del la fraccion de INGAP (Islet Neo Gene-
sis Associated Protein) que ocupan el 48% del tiempo total de simula-
cion (20ns), el resto del tiempo no se observan conformaciones estables.
La ocupacion durante la simulacion de los conformeros son: a) 14.5%;
b) 10,0%; ¢) 23,5% (de referencia [3]). Las lineas delgadas que conectan
diferentes cadenas son puentes de hidrogeno.

das (conférmeros). La Fig. 2 muestra un ejemplo de un
polipéptido con tres conformaciones de distinto tiempo
de vida?®.

A la luz de los resultados actuales resulta claro que el tra-
tamiento cinético de la desnaturalizacion no puede ser
tratado como una transicion entre dos estados, salvo en
casos excepcionales.

2 Seglin de Gennes [2] el niimero de unidades que requiere una poli-

peptido para formar un receptor especifico es de 13 aminoacidos.
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3. Algo de Termodinamica

La temperatura y la presion son dos variables termodina-
micas de importancia para mantener el estado nativo de las
proteinas. El sentido de la reaccion esta determinado por el
cambio en la energia de Gibbs (AG=A4H — TAS), la que se
relaciona con la constante de reaccion por:

InK=—AG/RT (D

Para un proceso reversible encontramos

-4 2)

) - 5

oT

para la temperatura y

3(InK)

a(nK)\ _ _ 4v
ap

. RT 3)

para la presion.

De las ecuaciones 2 y 3 surge que un aumento de la tempe-
ratura facilita la reaccion de desnaturalizacion, en tanto que
lo mismo ocurre cuando la presion produce una disminucion
del volumen.

El estado nativo se mantiene, tal como hemos mencionado,
en un rango muy estrecho de las variables presentes. La
Fig. 3 muestra la energia de Gibbs de desnaturalizacion
en funcion de la temperatura a presion atmosférica (p), y
a valores mayores y menores, la zona comprendida por la
curvay la linea correspondiente a 4G = 0 es la regién donde
la proteina se mantiene en estado nativo. Podemos ver que
a presion atmosférica la proteina se mantiene en estado

AG

—100 —22 0 78 100

T/°C

Figura 3. Energia de Gibbs de desnaturalizacion proteica en funcion
de la temperatura a diferentes presiones. En la curva correspondiente
a presion atmosférica (P) la zona rayada corresponde a la region de
congelamiento del agua. El acceso experimental a esta region esta en
principio vedado. Se pueden realizar ciertos experimentos en estado so-
breenfriado del agua.
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nativo entre (aproximadamente) los —22°C y 78°C>. En la
curva correspondiente a p, se marca la region para la cual si
bien nos encontramos en el estado nativo no es facilmente
accesible a los experimentos debido a que nos encontramos
por debajo del punto de congelacion del agua.

Vemos que para una dada presion existen dos valores de
temperatura de desnaturalizacion.

Tanto el aumento como el descenso de la temperatura puede
desnaturalizar la proteina y los valores limites por debajo y
por encima de aquella en que permanece nativa dependen
del valor de la presion. El proceso de desnaturalizacion
que se produce por descenso de la temperatura es la que
se denomina desnaturalizacion fria, en oposicion a la
que se produce por aumento de la temperatura, que es la que
se designa regularmente como desnaturalizacion térmica.
Si consideramos un poco mas en detalle podemos escribir
las expresiones termodinamicas a partir de la ecuacion de
Clausius Clapeyron,

dAG= AV dp — ASdT (4)

Integrando entre 7—7;, y p— p,,, obtenemos en segundo orden:

4G = @@ —po)> + da(p —p))(T—T)) — (5)

2
A8 (T 1) A (p - po) -
2T 0 o\P — Do

— AS(T — Ty) + 4G,

donde f3 es el factor de compresibilidad B=(3V/9p),y
el factor de expansividad o =(3V/9T) = —(3S/dp);-

La ecuacion 5 define la superficie de fa energia de Gibbs
en funcion de Py 7. La seccion por el plano AG=0 de la
misma es una elipse que encierra los limites de la region
dentro de la cual la proteina conserva su estado nativo.
Aln cuando este resultado es razonable debemos tener en
cuenta que la aproximacién a segundo orden implica la
suposicion que AC,:AB y Aa son constantes, lo que en
términos generales no es cierto. La elipse que se obtiene
cuando se toman aproximaciones mayores se deforma hacia
diferentes ejes [4].

Dado que las elipses no se encuentran, en general, totalmen-
te en regiones accesibles, los resultados experimentales sélo
pueden obtenerse parcialmente y las curvas aproximadas
dan globalmente cuenta de los mismos.

La Fig. 4 muestra ¢l caso de la quimotripsina y la
ribonucleasa.

3 Notese que se trata de una curva general. Existen proteinas para las

cuales el rango se desplaza hacia las altas temperaturas (termofilas) y
hacia las bajas temperaturas (criofilas).

RIF, Vol.6, Septiembre 2010

a)
400
300
£
§ 200
&
100
0
0 10 20 30 40 50
T/°C
b)
400
300
£
§ 200
&
100 "_\
0
0 10 20 30 40 50
T/°C
Figura 4. Curvas aproximadas de la energia de Gibbs para a) quimotripsina
y b) ribonucleasa, basadas en datos Hawley [5].

4. El medio y sus propiedades

El tratamiento que consideramos en la seccion anterior
presupone un medio homogéneo en la cual sus propiedades
sufren cambios graduales con la temperatura y presion. El
principal componente de los medios bioldgicos el agua esta
lejos de tener un comportamiento uniforme. Ciertas propie-
dades no se comportan como en otros liquidos y la peculia-
ridad en el comportamiento de dichas propiedades son mal
llamadas “anomalias” del agua, particularmente el efecto de
con la presién muestra claramente la distincion entre el agua
y los llamados liquidos “regulares” [6]. La Fig. 5 muestra
dos ejemplos (viscosidad y coeficiente de difusion) donde
vemos que en un dado rengo de presiones las propiedades
varian en su comportamiento tornando al comportamiento
de los liquidos simples.

Es licito preguntarnos el por qué de este comportamiento. La
respuesta se basa en la estructura del agua®.

La molécula de agua no es la tnica que puede formar puen-
tes de hidrogeno pero, dado que el oxigeno puede actuar
como dador y aceptor de ellos, el nimero de enlaces por

4 Definimos estructura en un fluido [7] cuando es posible definir un

nimero finto de unidades estructurales S, con un tiempo de vida T al
menos un orden de magnitud mayor que el periodo de vibracion de los
enlaces que definen dichas estructuras. Para el agua el tiempo de vida
media de S, es del orden de 107" = 107'2, en tanto que el periodo de
vibracién de los enlaces H-O es aproximadamente 2 1071 .
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Figura 5. a) Viscosidad relativa (77/7 1 bar) a diferentes temperaturas.
La variacion con la presion sufre un cambio de tendencia por sobre una
cierta presion segiin la temperatura b) Coeficientes de difusion rotacio-
nal (1/7,), circulos llenos y traslacional (D), circulos vacios. Se observa
que el coeficiente de difusion rotacional aumenta mas rapidamente que
el traslacional con al presion.

cada molécula de agua puede llegar a cuatro. Esto ocurre
en el estado so6lido en condiciones regulares de presion y
temperatura el Hielo /,, formando una estructura hexagonal
abierta (terahédrica).

Al fundirse la estructura (abierta) del hielo comienza a
desarmarse aumentando su densidad con el aumento de
temperatura hasta llegar a su maximo valor a los 4°C. Es
este proceso las estructuras teraédricas se desarman progre-
sivamente. la coexistencia de las estructuras teraédricas de
baja densidad con el “mar” de moléculas de agua con tres,
dos uno o ninglin puente de hidrégeno, de mas alta densidad
es la fuente del comportamiento particular del agua. Un
modelo de dos estados como una mezcla de estructuras de
baja y alta densidad describiria esta situacion fue sugerida
difusamente en el pasado. En 1948 Hall [8] propone el
modelo de dos estados para justificar el origen de la absor-
cion ultrasénica anomala del agua. Este modelo no fue con-
siderado favorablemente hasta la aparicion de la simulacion
computacional, lamentablemente sin reconocimiento de los
trabajos originales.
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Esta mezcla entre estructuras de baja y alta densidad tiene
composicion variable con la temperatura y presion, decre-
ciendo la componente de baja densidad con el aumento de
cualquiera de estas variables. La transicion es gradual y
debe existir un punto de cruce (crossover) donde encontra-
remos la composicion igualitaria.

5. La Interaccion Hidrofébica

La sustancias no polares se las denomina también hidrofo-
bicas —repelen el agua— y su solubilidad es muy baja. La
entropia de solubilizacién de una sustancia no polar en agua
es negativa, lo que se puede deducir facilmente ya que la
misma decrece con la temperatura, lo opuesto de las sustan-
cias hidrofilicas. Dado que la entropia de mezcla es positiva
debe haber presente otra componente negativa que supera
la de mezcla.

En 1959 Kauzmann [9] propuso como explicacion del feno-
meno que existia una hidratacion hidrofobica en la cual las
moléculas de agua circundantes se ordenaban optimizando
el nimero de puentes de hidrégeno y, por lo tanto, dismi-
nuian su movilidad. La hipotesis permiti6 dar una expli-
cacion aceptable de la interaccion hidrofobica y tuvo una
rapida y general aceptacion. La verificacion experimental
lleg6 mucho después [10-12]. La Fig. 6 muestra un esquema
simplificado de la hidratacion de una molécula no polar.
La hidratacion hidrofobica restringe el movimiento del
agua por la interacciéon mutua de las moléculas de agua
involucradas y no por interaccion directa con el soluto, por
el contrario, la repelencia hace que el agua se estructure
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Figura 6. Hidratacion hidrofobica. Las moléculas de agua se reordenan
evitando posibles puentes de hidrogeno en direccion al soluto, lo que fa-
vorece la formacion de enlaces de hidrogeno entre las moléculas de agua

circundante disminuyendo su movilidad y la entropia total.
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Figura 7. Esquema del proceso de interaccion hidrofobica. Izquierda) La
introduccion de particulas no-polares en agua produce una esfera de hidrata-
cion de menor movilidad que el seno del liquido, lo que produce un descen-
so de la entropia del sistema. Derecha) La interaccion entre ambas particulas
liberan al medio un cierto niimero de moléculas de agua con el consecuente
aumento de la entropia.

en una forma de baja densidad con una muy débil
interaccion con el soluto. Al entrar en contacto dos particu-
las hidrofobicas, en el area de contacto las moléculas que
se encontraban formando la esfera de hidratacion pasan al
seno del liquido aumentando su movilidad y, consecuen-
temente, aumentando la entropia del sistema. Tal como
seflalamos la hidraccion hidrofébica produce un descenso
de entropia, y de alli la baja solubilidad, en tanto que la
interaccion hidrofobica produce un aumento de la misma
favoreciendo el “enlace”. El proceso —que se ilustra en la
Fig. 7—, lo podemos analizar mas rigurosamente a partir de
la energia de Gibbs como:

a) Hidratacion hidrofobica

AG, ,=4H,. ,—TAS, (6)

con
4s, <0

b) Interacion hidrofobica

AH. TAS

int—h ™~ int—h

AG (7

int—h
con

48 0

int—h”
Como podemos ver, en el signo de la entropia de interaccion
hidrofébica, el aumento de la temperatura produce un incre-
mento del efecto. Esto da a la interaccion hidrofobica un
caracter unico entre los diferentes tipo de interaccion.

La asociacion de superficies polares no se produce sola-
mente en el caso de moléculas pequefias sino también
entre superficies de gran area. El efecto de disminucion de
la movilidad de las moléculas de agua que se observa en

RIF, Vol.6, Septiembre 2010

superficies hidrofobicas relativamente grandes se extiende a
varios nandmetros de distancia de la superficie [25].

El plegamiento de las proteinas tiene como su principal
componente a la interaccion hidrofobica. Los enlaces de
hidrégeno son muy importantes en este proceso pero no
son el factor principal, si bien la energia de un enlace
de hidrégeno es del orden de 5kcal.mol™! y la un con-
tacto hidrofobico es de alrededor de 1,5kcal.mol™!, en
una proteina el nimero de contactos hidrofobicos excede
largamente a de enlaces de hidrogeno.

5.1. La influencia de la Presion

El andlisis microscopico del efecto de la presion sobre la
estructura del agua nos indican que la presion altera el
reticulado de puentes de hidrogeno por encima de aproxi-
madamente 1 6 2kbar. Consideraremos dos resultados
experimentales que son contundentes; uno es el trabajo
de Prielmeier y col. [14] y otro es el de Cai y col. [15].
Preimeier y col. realizaron medidas del coeficiente de auto-
difusion de agua a diferentes presiones mediante resonancia
magnética nuclear pulsada (spin-echo) de 0,1 a 150 MPa.
Los datos, con el complemento de resultados de viscosi-
dad y relajacion dieléctrica permiten separar la difusion
rotacional de la traslacional. Se encuentra que la difu-
sion rotacional aumenta con la presion mucho mas que la
difusion traslacional la que, por sobre aproximadamente
150 MPa, decrece.

Este resultado puede interpretarse si consideramos que la
estructura tetraédrica es perturbada por la presion, favore-
ciendo una estructura mas compacta que dificulta la tras-
lacion pero, al liberar las moléculas de al menos algunos
puentes de hidrogeno, facilita la rotacion.

El otro experimento que mencionamos (debido a Cai y col.)
muestra el estudio del agua a diferentes presiones mediante
dispersion eléstica de rayos X revelando una pérdida parcial
de la correlaccion de puentes de hidrogeno, lo que implica
una disminucion de la componente de estructura teraédri-
ca. Este efecto se encuentra por encima de 1,5-2,0kbar.
Estos, y otros experimentos, muestran que con el aumento
de la presion produce una disminucion de la estructura
teraédrica, lo que trae como consecuencia el debilitamien-
to de la interaccion hidrofobica. Dado que la interaccion
hidrofébica es el factor dominante en la estructura proteica,
esta interpretacion nos permite explicar la desnaturalizacion
con la presion. La Fig. 3 muestra este comportamiento, pero
también nos muestra que la presion desplaza la curva de
estabilidad hacia la derecha, con lo que la presion resulta
un factor de proteccion contra la desnaturalizacion térmica,
al menos en cierto rango, como también puede verse en la
misma figura.

El comportamiento peculiar de la interaccion hidrofobica
con la temperatura explica la desnaturalizacion por el des-
censo de la temperatura asi como el desplazamiento de la
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Figura 8. Entropia y entalpia de desnaturalizacion (basada parcialmente
en datos de Privalov [16]).

curva de estabilidad con la presion. El balance entre entro-
pia y entalpia de las proteinas se puede ver en la Fig. 8°.
Podemos ver que la desviacion de la linealidad de la con-
tribucion entropica (74S) es la que produce la forma tipo
parabola en la curva de la energia de Gibbs de desnaturali-
zacion. La informacion experimental proviene del estudio
calorimétrico de donde, a partir de la capacidad calorifica,
se obtiene la entalpia y entropia del proceso. Esta figura es
ilustrativa pero debe tenerse en cuenta que el factor 74S se
ha calculado suponiendo que el incremento de la capacidad
calorifica no depende de la temperatura, lo que es cierto en
un importante grupo de proteinas pero no en todas. El perfil
de la entropia que se muestra en la figura no corresponde a
mediciones sino que se trata de una representacion de como
aproximadamente se comporta la entropia que se genera por
los contactos hidrofobicos.

El comportamiento de la entropia puede visualizarse tenien-
do en cuenta las transformaciones del agua con la tempera-
tura. A temperaturas muy bajas la componente tetraédrica
del agua es considerable, los contactos entre superficies
hidrofébicas liberan las moléculas del contacto las que,
dada la estructura predominante del agua, pasa a formar
parte de una estructura también tetraédrica sin cambio apre-
ciable en la entropia. A temperaturas en que la tetraedicidad
del agua es menor se produce la ganancia entropica, al que
disminuye cuando la agitacion térmica es muy importante.
Este comportamiento brinda una simple explicacion de la
desnaturalizacion en frio.

En forma similar podemos entender el desplazamiento de
la curva hacia temperaturas mayores con aumento de la
presion. La aplicacion de la presion produce, como mencio-

> El perfil de la entropia es solamente un esquema que muestra su

comportamiento y no pretende ser una descripcion exacta del proceso.
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namos anteriormente, una disminucion de la componente
tetraédrica en el agua, la relacion entre la estructura del agua
de hidratacion y el medio circundante es la que contribuye a
la ganancia en entropia. A presiones moderadamente altas la
diferencia entre dichas estructuras puede ser apreciable y, al
mismo tiempo, el aumento de la temperatura contribuye
al factor T4S. A mayores presiones se inhibe la formacion
de estructuras en las cercanias de las superficies.

6. Experimentos y Simulacion

Los resultados preliminares de Bridgman® han sido proba-
blemente los disparadores del estudio detallado del proceso.
Mas recientemente la actividad de Gregorio Weber y sus
discipulos (ver por ejemplo la referencia [18]) realizaron
una contribuciéon importante en el campo de la desnatura-
lizacion de proteinas, tanto en cuanto a la Termodinamica
como experimentalmente —particularmente en el uso de
espectroscopia en el infrarrojo y de fluorescencia.
Informacion molecular detallada puede obtenerse mediante
Resonancia Magnética Nuclear (RMN) [19,20] a través del
estudio del corrimiento quimico relativo por efecto de la
presion. En condiciones favorables es posible obtenerse,
por comparacion con la estructura no perturbada, la estruc-
tura tridimensional de la proteina bajo presion asimismo la
informacion sobre movilidad y detalles en ciertas regiones
resultan de gran utilidad.

La simulacion de dinamica molecular (DM) resultaba inade-
cuada hasta hace relativamente corto tiempo [21] debido a
que la capacidad computacional no permitia alcanzar los
intervalos necesarios por observar el proceso. Resultado
mas recientes permiten comparar las estructuras simula-
das con las experimentales, mostrando un buen acuerdo y
permitiendo obtener detalles de la alteraciones estructura-
les [22]. Moléculas labiles a la presion, como la mioglobina,
llegan a un desplegamiento completo en un tiempo relativa-
mente corto (del orden de segundos) lo que no permite
obtener estructuras estables, La simulacion da cuenta de
los estadios intermedios en escala de tiempos de los cientos
de nano segundos [23,24] permitiendo obtener una buena
descripcion del proceso. Ha sido posible también obtener
algunas estimaciones a tiempos mucho mayores mediante
un apropiado procesamiento de los datos [25].

Estos resultados muestran en todos los casos un aumento del
area hidrofobica expuesta al solvente con la presion, lo que
es una indicacion firme de la disminucion del efecto hidro-
fobico con la aplicacion de la presion.

®  Laincursion de Bridgman en el campo de las proteinas fue pasaje-

ra'y meramente cualitativa. Contrasta la longitud del trabajo menciona-
do sobre la albumina (una pagina) con el que describe extensamente la
accion de la presion sobre 11 diferentes materiales (75 paginas) [17].

RIF, Vol.6, Septiembre 2010



FiSICA PARA TODOS / FiSICA NO MUNDO

7. Conclusiones

La descripcion del proceso de desnaturalizacion de protei-
nas en frio que hemos dado no pretende ser exhaustiva, sin
embargo hemos expuesto los fundamentos basicos que nos
llevan a dar una explicacion plausible del fenémeno. Falta
aun lograr una descripcion detallada de la Termodinamica
del proceso como adentrar en otros factores que contribu-
yen a la desnaturalizacion y son afectados también con la
temperatura y presion.

La informacioén experimental disponible puede ser explica-
da, al menos cualitativamente, por la accion de la presion y
temperatura en la interaccion hidrofobica, la que representa
la mayor contribucion al plegamiento de las proteinas.
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