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RESUMEN

El objetivo general del presente trabajo de titulo es determinar el efecto de la
distribucion de la hidrofobicidad en la superficie de las proteinas, en su comportamiento
en sistemas de dos fases acuosas (ATPS), mediante el uso de modelos matematicos
para la descripcién de esta distribucion.

Para hacer esta descripcion se utilizaron dos tipos de modelos mateméticos. El
primer tipo de modelos corresponde a estadisticas obtenidas a partir de mediciones
locales de la hidrofobicidad en la superficie de las proteinas. Estas mediciones se hicieron
definiendo vecindarios alrededor de cada aminoacido expuesto en la superficie. El
segundo tipo de modelos se define a partir del vector de desbalance hidrofébico,
correspondiente a la desviacion del centro geométrico de la superficie de las proteinas por
efecto de la hidrofobicidad.

Para estudiar la calidad de estos modelos, en términos de la prediccion del
comportamiento de proteinas en ATPS, se correlacionaron los valores obtenidos en un set
de 8 proteinas con sus coeficientes de particién, en 12 sistemas distintos. Estos sistemas
corresponden a 3 sistemas del tipo polimero/sal: PEG4/Fosfato, PEG/Sulfato y
PEG/Citrato y un sistema PEG/Dextrano. Cada uno de ellos con concentraciones nula,
baja y alta de NaCl. La prediccién de K se midio utilizando el error cuadratico medio de
Jack-Knife. Para estudiar la calidad de estas predicciones, los resultados generados se
compararon con los obtenidos utilizando la hidrofobicidad superficial promedio y con los
correspondientes a un modelo desarrollado previamente por Andrews et al., en el que se
correlacioné la hidrofobicidad de las proteinas, medida experimentalmente, con el
coeficiente K.

Las correlaciones obtenidas utilizando los distintos modelos fueron de muy buena
calidad. Los mejores resultados se obtuvieron con los modelos estadisticos donde en
promedio la correlaciéon fue de 0,88. Ademas las predicciones, en su mayoria, fueron
superiores a las asociadas a los modelos de comparacion.

Entre todos los modelos utilizados se seleccioné el correspondiente al descriptor
ASPavg como el mas apto para la prediccion de K, en términos de la influencia que tiene
la hidrofobicidad de las proteinas sobre este parametro. ASPavg es un promedio de la
hidrofobicidad superficial local de las proteinas. La seleccibn se hizo debido a la
preferencia del modelo por escalas de hidrofobicidad y al hecho que la resolucién
hidrofébica mantiene caracteristicas reportadas anteriormente.

Se concluye que, mediante la metodologia seguida en este trabajo, es posible
obtener una descripcién de la distribucion de la hidrofobicidad en la superficie de las
proteinas, que sea de utilidad para modelar su comportamiento en ATPS.
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NOMENCLATURA

Coeficiente de actividad

Y

) Fraccion volumétrica

é Fraccion volumétrica modificada por efecto de la hidratacion de
las moléculas de PEG

Zii : Par&dmetro de interaccion entre los compuestos i y j (modelo 3)

¢ : Propiedad del aminoacido i

SE . Diferencia de energia electrostatica de la proteina entre las fases del
sistema

AS - Entropia

Ag - Diferencia del potencial eléctrico entre las fases

A : Tasa entre los coeficientes de actividad de una especie neutra 'y
cargada (modelo 7)

A * Angstrom

ax - Actividad de la especie x (modelo 7)

ASA : Area superficial accesible

ASP : Propiedad de superficie promedio

ASPgo:, p - ASP en el hemisferio hidrofébico calculado con respecto a su superficie

ASPgoe, 7 : ASP en el hemisferio hidrofébico calculado con respecto a la superficie
total de la proteina

ASPavg : Promedio de los ASP locales

ASPmax :  Maéximo de los ASP locales

ASPmin : Minimo de los ASP locales

ASPstd . Desviacion estandar del promedio de los ASP locales

ATPS : Sistemas de dos fases acuosas

Bpi . Coeficiente asociado a la interaccion entre la proteina y el polimero i
(modelo 1)

CB - Carbono B de los aminoéacidos

CG . Centro geométrico de los &tomos en un aminoéacido

Ce - Concentracion proteina

di © N° de segmentos (mondmeros) del polimero i (modelo 1)

Descriptorce  : Valor de un descriptor calculado considerando la posicion de los
aminoéacidos como el centro geométrico de sus atomos

HH : Hemisferio hidrofobico

HI : Magnitud del vector de desbalance hidrofébico

HPLC : Cromatografia liquida de alto desempefio

k . Especie idnica de referencia (modelo 2)

K : Coeficiente de particion de proteinas en ATPS

Ko - Coeficiente de particion en ausencia de Ag

Kat . Contribucidn del efecto de la afinidad al coeficiente K
(ecuacion 2.2)

Kel . Contribucion del efecto de fuerzas electrostaticas al

coeficiente K (ecuacion 2.2)
Kriaro - Contribucion del efecto de la hidrofobicidad al coeficiente K (ecuacion 2.2)
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: Contribucién del efecto de la solubilidad

al coeficiente K (ecuacion 2.2)

:Contribucion del efecto del tamafio de las particulas

al coeficiente K (ecuacion 2.2)

- Constante de equilibrio para solutos negativos

- Constante de equilibrio para solutos positivos

:Valor experimental del coeficiente de particion de la proteina i
:Valor calculado del coeficiente de particion de la proteina i

considerando un ajuste de los datos asociados a las proteinas
restantes en el set

Hidrofobicidad intrinseca de un ATPS

: Factor de esfericidad de la proteina

*Molalidad

-Peso molecular de la proteina

-Error cuadratico medio de Jack-Knife

-Parametro asociado al peso molecular de los polimeros (modelo 1)
:Vecindario de radio alrededor del aminoéacido k
:Hidrofobicidad

:Base de datos “Protein Data Bank”

: Coeficiente de correlacion

:Polietilenglicol

:Polietilenglicol de peso molecular 4000 Da
:Resolucion hidrofébica

-Vector de posicion del aminoécido i en una proteina

-Centro geométrico de la superficie de proteinas
:Centro geométrico de la superficie de proteinas modificado por

efecto de la hidrofobicidad

-Vector de desbalance hidrofébico

: Cromatografia liquida de alto desempefio de fase reversa
: Superficie de una proteina

:Volumen por mol

- Fraccion maésica del agua

- Fracciones masicas de los polimeros en el sistema
:Carga neta



1. INTRODUCCION

Los procesos de separacion y purificacion de proteinas son de suma importancia
para la obtencién de productos libres de contaminantes. El uso de procesos eficientes y de
facil escalamiento es fundamental para la produccion industrial de estas moléculas. Existen
distintos métodos de purificacion de proteinas siendo los procesos cromatograficos los mas
difundidos. Otra alternativa menos utilizada es el uso de sistemas de dos fases acuosas.

Los sistemas de dos fases acuosas o ATPS (aqueous two phase systems) estan
formados por dos fases inmiscibles originadas por la mezcla de dos polimeros o de un
polimero y una sal en una solucion con alto contenido de agua. Al incorporar proteinas en
estos sistemas, estas moléculas mostraran una preferencia por una u otra fase permitiendo
asi su separacion.

La principal ventaja del uso de estos sistemas para la separacion de proteinas es que
en ellos se genera un ambiente inocuo para biomoléculas debido a su alto contenido de
agua y baja tension interfacial. Sin embargo, su uso en procesos de separacion ha estado
restringido principalmente a la escala de laboratorio, y no se ha difundido a nivel industrial
debido principalmente a la falta de conocimiento sobre el mecanismo que gobierna la
particion de las proteinas en el sistema [1]. Por esté razon, resulta de utilidad el desarrollo
de modelos que describan el comportamiento de estas moléculas en ATPS.

El comportamiento de proteinas en estos sistemas depende de muchos factores
asociados a las caracteristicas de los ATPS como su pH, temperatura y el tipo y
concentracion de sales y polimeros utilizados. Ademas, propiedades de las mismas
proteinas también tienen un rol en este fendbmeno. Entre ellas se encuentran su peso
molecular, carga e hidrofobicidad, siendo esta Gltima una de las més relevantes.

Las proteinas se relacionan con su medio principalmente a través de su superficie.
Asi, una forma de cuantificar las propiedades que rigen esta interaccion es mediante la
consideracién del aporte de los aminoacidos expuestos en la superficie.

En este trabajo se pretende estudiar la relevancia de la distribucion de la
hidrofobicidad en la superficie de las proteinas en su coeficiente de particién en ATPS.
Para lograr este objetivo se utilizaran distintos modelos matematicos para describir esta
distribucion de manera cuantitativa. Cada uno de estos modelos considera el area expuesta
de los aminoacidos en la superficie de las proteinas y su hidrofobicidad. Una vez hecho los
calculos para distintas proteinas, se estudiara el nivel de correlacion entre los valores
obtenidos y los coeficientes de particion en ATPS asi como tambien la capacidad
predictiva de los modelos generados.



2. ANTECEDENTES GENERALES

2.1 Sistemas de Dos Fases Acuosas

Los sistemas de dos fases acuosas se forman al mezclar dos polimeros inmiscibles o
un polimero y una sal en alta presencia de agua. Al alcanzar el equilibrio el sistema se
separa en dos fases, cada una enriquecida en uno de los componentes. Los polimeros que
se utilizan normalmente son polietilenglicol (PEG) y dextrano y en el caso de las sales, se
ocupan fosfato de potasio y sulfato de sodio, entre otras.

Los ATPS se pueden describir mediante un diagrama de fases como el que se
muestra en la Figura 2.1. En este diagrama, la curva binodial marca el limite sobre el cual
se forman las dos fases en los sistemas. De esta forma, sobre la curva existen dos fases y
bajo ella s6lo hay una.

La recta AC es la llamada Tie-line, la cual permite conocer la composicién de las
fases en equilibrio. Todos los sistemas que tengan una composicion global dentro de esta
Tie-line, tal como el punto B, en el equilibrio se separan en dos fases descritas por los
puntos Ay C. Estos puntos corresponden a las composiciones de la fase inferior y superior
respectivamente.

= 2 FASES

g

=,

N Tie-line

2 A

= Curva

o Binodial
1 FASE c A

Polimero 2 o sal [%p/p]
Figura 2.1: Diagrama de fases para un sistema de dos fases acuosas

Al incorporar una particula en estos sistemas, como por ejemplo una proteina, esta
se distribuird entre las dos fases. Esta particion se describe mediante el coeficiente de



particion K, definido como el cuociente entre las concentraciones de la particula en la fase
superior e inferior del sistema:

Cc
K=" (21)

inf

La particion de biomoléculas en ATPS depende de distintos factores, los cuales a su
vez, interactlan entre si, lo que hace dificultoso el modelamiento de este fendbmeno. Estas
variables se dividen en factores asociados al sistema y los correspondientes a la naturaleza
de la particula en particion.

Entre las principales propiedades de los ATPS que afectan la particion de particulas
estan la temperatura y pH del sistema, los tipos de sales y polimeros utilizados y su
concentracion y el peso molecular de los polimeros involucrados.

El efecto de la temperatura del sistema en la particion de particulas no es claro. Se
ha observado en sistemas formados por PEG y fosfato de potasio que un aumento de
temperatura conduce a una alteracion en la composicion de las fases, llevando a un
incremento de la concentracion de PEG y sal en las fases superior e inferior
respectivamente y a la obtencion de un coeficiente de particion mas elevado de la B-
glucosidasa [2]. Este fendmeno se atribuye a una disminucion de las moléculas de agua
libres para la disoluciéon de PEG y de moléculas menos polares que la sal en la fase inferior
provocada por una intensificacion del efecto de salting-out.

Por otro lado, en un estudio de la particion de mioglobina en sistemas formados por
PEG y dextrano, una alteracion de la temperatura de 22° C a 50° C no provoc6 un cambio
significativo en la composicion de las fases del sistemas pero si llevd a que la distribucion
de esta proteina entre ellas fuese més uniforme a 50° C [3].

El pH del sistema también afecta la particién de biomoléculas. Se ha observado que
una diferencia de pH positiva entre las fases superior e inferior de un sistema acuoso lleva a
gue moléculas con carga positiva prefieran la fase inferior y las con carga negativas la
superior [4, 5]. De esta manera, producto de la interaccion iénica entre el sistema y los
solutos cargados, moléculas negativas tendran un K superior que su equivalente neutro,
mientras que las con carga positiva tendran un coeficiente de particion menor.

Ademas, cambios en el pH del sistema provocan cambios en la carga neta de las
proteinas. Un pH superior al punto isoeléctrico de una proteina provocara gque su carga neta
sea negativa mientras que uno inferior hara que sea positiva [2]. Asi, es posible provocar
cambios en la afinidad de las proteinas por las fases del sistema mediante el manejo del
pH.



Con respecto a la concentracion de polimeros utilizados para la formacién del
sistema, en general, se tiene que mientras mayor es esta concentracion, la diferencia en la
composicion de las fases se hard mas marcada, provocando que la preferencia por una u
otra fase por parte de los solutos en particion sea mayor [6].

Otra caracteristica de los polimeros que influye en la particién de biomoléculas en
ATPS es su peso molecular. Cambios en este pardmetro provoca alteraciones en la
composicion de las fases del sistema y en la interaccion polimero-biomolécula. En sistemas
de PEG/dextrano, se ha observado que el coeficiente de particion de proteinas que prefieren
la fase inferior rica en dextrano se incrementa con el aumento del peso molecular del
dextrano y disminuye con el del polietilenglicol [7]. Esto se explica debido a que a medida
que aumenta el peso molecular de un polimero en solucion la red que forman sus cadenas
se hace mas densa haciendo més dificil la entrada de otras moléculas en ella [8].

Otro factor que puede afectar la particion de biomoléculas en ATPS es el uso de
polimeros con polidispersividad. Esta propiedad da cuenta de la distribucion de un
polimero en moléculas de distinto peso molecular. Esta variable puede significar cambios
en la composicion de las fases de los ATPS [9, 10], lo que a su vez puede influenciar la
particion de biomoléculas en ellos. Este es el caso de sistemas de PEG/dextrano, donde se
ha observado que la polidispersividad induce al fraccionamiento de las moléculas de PEG,
tal que cadenas de alto peso molecular tienden a quedarse en la fase superior mientras que
las de menor tamario se mantienen en la fase inferior.

La incorporacion de sales a los ATPS también afecta la particion de particulas en
ellos, pues su presencia lleva a un cambio en la interaccion de las moléculas en el sistema
por un efecto de salting-out. Ademas, las especies iénicas asociadas a las sales no se
distribuyen de manera uniforme entre las fases. Esto genera una diferencia en el potencial
eléctrico entre ellas (A@) que también influencia el comportamiento de biomoléculas

dentro del sistema acuoso.

Con respecto a las biomoléculas incorporadas al sistema, sus propiedades
fisicoquimicas tales como hidrofobicidad, carga y tamafio también influencian su
coeficiente de particion en ATPS. La magnitud del efecto de estas variables depende del
sistema utilizado. Estas distintas propiedades se han relacionado con el coeficiente de
particion de biomoléculas en ATPS a través de la siguiente expresion [11]:

K=K, K, K, K, K, (22

tamafio sol af

Donde K se expresa como la multiplicacion de factores asociados a la
hidrofobicidad (Kysop), fuerzas electrostaticas (Kej), tamafio (Kiamaro), Solubilidad (Kso), Y
afinidad de la particula (Kg).



En el caso de la hidrofobicidad, se ha observado que en sistemas PEG/sal las
proteinas hidrofobicas tienden a establecerse en la fase superior, rica en PEG. Ademas, se
encontrd que la incorporacion de péptidos hidrofobicos a una proteina modelo provoca un
aumento de su coeficiente de particion en sistemas de PEG/fosfato [12, 13]. También se ha
observado que la adicién de NaCl a sistemas de dos fases acuosas lleva a una mayor
correlacion entre la hidrofobicidad de proteinas y su coeficiente de particion [14].

2.2 Modelos para la Particion de Biomoléculas en ATPS

Se han desarrollado distintos modelos para la prediccion del coeficiente de particion
de biomoléculas en sistemas de dos fases acuosas. Estos modelos se pueden separar
principalmente en los basados en consideraciones termodinamicas asociadas al equilibrio
en los sistemas acuosos y en los que asocian distintas caracteristicas de las moléculas con
su coeficiente de particion. Estos modelos se presentan en las Tablas 2.1 y 2.2
respectivamente.

Tabla 2.1: Modelos termodinamicos para la prediccion del coeficiente de particion
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Tabla 2.2: Modelos para la prediccion del coeficiente de particion basados en propiedades

de las biomoléculas

N° Autor Modelo Nomenclatura
Ap = Diferencia del potencial eléctrico
entre las fases
4 Albelrtlsson Fz, Ko = Coeficiente de particion en
(11 INK =InK, + ——Ap ausencia de A¢
Zp = Carga neta de la proteina
Hachem logP = Hidrofobicidad proteina
191%6’ logP, = Hidrofobicidad intrinseca
5 Ag en]j o logK =R(logP —logP,) R = Resolucién hidrofébica
1994
[17]
Aw, = Diferencia de concentracién entre
las fases de uno de los
. componentes del sistema
6 Elt[i%}an InK =DAw, |09PB logP = Hidrofobicidad proteina
0 logP, = Hidrofobicidad intrinseca
D = Factor de discriminacion
A = Tasa entre los coeficientes de
) TK actividad de una especie neutra
1+ iAH» Ia};+ +i Ak I:l.j CI y Cargada
_ = K, - A, ax = Actividad de la especie x
7 Eiteman _ L1 = Coeficiente de particion
[4] ) ﬂK Ko proteinas neutras
13N a,, +Z": A = Constante de equilibrio para
= " HK = " al Kb solutos negatlvos_ .
L = Constante de equilibrio para
Ka solutos positivos
SE = Diferencia de energia
electrostatica
o INK = AGGE)* (M, )" (L)° + g;tlsrsgoteina entre las fases del
ivera- . N
8 Nappa [19] BOE)' (MWY (L) +C Mp = Peso molecular de la proteina
= Factor de esfericidad de la
L proteina
(L) SE = Diferencia de energia electrostéatica
InK = = ~ - de la proteina entre las fases del
9 Olivera- (PH)" (E)" (M,.) sistema
Nappa [19] Bw +C' Mp = Peso molecular de la proteina
(LY M,) L = Factor de esfericidad de la proteina

El modelo 1, propuesto por Lin, Wu et al. [7], esta basado en una modificacion del
modelo de Pitzer [20]. En él se relaciona K con la concentracion y peso molecular de los
polimeros que forman el sistema acuoso. El efecto de la concentracion de los polimeros del
sistema sobre K esta representado por los terminos A(W2/W1) y A(W3/W3). Por otro lado, la
influencia del peso molecular de estos polimeros se incluye en los términos n;, de tal forma




que un valor negativo de n; significa un aumento en K con el peso molecular del polimero i
y uno positivo una disminucion.

El modelo 1 se desarrollo para caracterizar la particion de proteinas en sistemas
acuosos formados por dos polimeros, en la ausencia de sales y con pH cercano al punto
isoeléctrico, por lo tanto, no considera el efecto de carga y ni el de la presencia de iones en
el sistema.

El modelo 2, propuesto por Madeira, Xu et al. [15], se origina a partir de una
modificacion del modelo de Wilson [21] y fue desarrollado para sistemas de dos fases
acuosas del tipo PEG/sal. En este caso el coeficiente de particion de proteinas se relaciona
con la diferencia del potencial eléctrico (Ag) entre las fases, generado producto de la

distribucion no uniforme de sustancias ionicas en el sistema. Este potencial se calcula a
partir de la diferencia de potencial quimico de una especie i6nica de referencia k presente
en sistema. Este calculo lleva a que el coeficiente de particion de proteinas pase a depender
de la carga y actividad de k.

El modelo 3 fue desarrollado por Pesséa y Mohamed [10], para la particion de
biomoléculas en ATPS formados por PEG y dextrano. En este caso, el coeficiente de
particion de biomoléculas se expresa a partir de sus coeficientes de actividad en las fases
del sistema, considerando una dilucion infinita. Los coeficientes de actividad de se obtienen
a partir de un modelo para el exceso de energia de Gibbs basado en la ecuacion de Flory-
Huggins con 2 modificaciones que consideran particularidades del sistema de dos fases
acuosas estudiado.

La teoria de Flory-Huggins modela la termodinamica de polimeros en solucion. La
mezcla liquida se modela como una red cristalina en la cual los monémeros que forman los
polimeros y las moléculas del solvente se distribuyen ocupando los sitios de la red. De esta
manera, la entropia AS, se calcula considerando todas las formas posibles de distribuir las
moléculas de solvente y polimeros en la red.

La primera modificacién a este modelo considera la interaccion entre las moléculas
de PEG y las de agua en el sistema. EI modelo de Flory-Huggins asume que las moléculas
de polimeros y del solvente se mezclan al azar, sin embargo, en el caso de PEG disuelto en
agua, sus moléculas estan fuertemente unidas mediante enlaces de hidrogeno. Asi, las
moléculas del polimero se pueden modelar como cadenas mas largas debido a su unién con
moléculas de agua, llevando a cambios en el calculo de la entropia. La segunda
modificacion incorpora la polidispersividad de las moléculas de dextrano en el modelo,
representando los distintos pesos moleculares del polimero mediante 6 pseudo-
componentes.



El modelo 4, propuesto por Albertsson [11], expresa el coeficiente de particion de
una biomolécula en funcién de su carga y de la diferencia del potencial eléctrico entre las
fases del sistema.

El modelo 5 corresponde a una correlacion entre el coeficiente K y la hidrofobicidad
de las proteinas medida por precipitacion. Los parametros R y logPo corresponden a la
resolucion hidrofobica e hidrofobicidad intrinseca del sistema. La resolucion hidrofébica
representa cuan sensible es el sistema ante variaciones en la hidrofobicidad de las proteinas
y la hidrofobicidad intrinseca corresponde a un umbral, de tal manera que si la
hidrofobicidad de una proteina es igual a Po, esta se distribuird de manera uniforme entre
las fases.

Los modelos 6 y 7 fueron desarrollados por Eiteman [4, 18]. En el primero, el
coeficiente de particion de biomoléculas en ATPS se expresa en funcién de su
hidrofobicidad y la diferencia de concentracion entre las fases de uno de los polimeros que
la componen. El segundo toma en cuenta las cargas de las biomoléculas, incorporando el
efecto de la diferencia de pH entre las fases del sistema sobre la particion de estas
particulas. El modelo permite calcular el coeficiente de particion de moléculas cargadas con
respecto su coeficiente en el caso neutro K, dado por el modelo 6.

Los modelos 8 y 9 fueron propuestos por Olivera-Nappa et al. [19]. Estos son
modelos estadisticos que correlacionan el coeficiente de particion de proteinas con su peso
molecular, su forma y la diferencia de su energia electrostatica entre las fases del sistema.
El modelo 9 ademas incorpora el pH del sistema como una variable mas.



3. OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar la relevancia de la distribucion de la hidrofobicidad en la superficie de
las proteinas en su comportamiento en ATPS y establecer si es posible predecir su
coeficiente de particion en base a esta distribucion.

Objetivos Especificos

e Establecer una descripcion cuantitativa de la distribucion de la hidrofobicidad en la
superficie de las proteinas.

e Estudiar la correlacion entre esta distribucion y el coeficiente de particion en
sistemas de dos fases acuosas. En particular, estudiar la calidad de la descripcion
cuantitativa obtenida al utilizarla para la prediccion del coeficiente de particion de
proteinas en estos sistemas.



4. METODOLOGIA

4.1 Proteinas y Sistemas considerados en el estudio

Para este estudio se consideraron 8 proteinas de estructura tridimensional conocida
para las cuales los coeficientes de particion en 12 sistemas de dos fases acuosas fueron
reportados en un estudio anterior [14]. Estos sistemas corresponden a 3 sistemas del tipo
polimero/sal: PEG4000/Fosfato, PEG4000/Sulfato y PEG4000/Citrato y un sistema de dos
polimeros PEG4000/Dextrano. Cada uno de ellos con concentraciones nula, baja y alta de
NaCl de 0%, 0,6% Yy 8,8% p/p respectivamente.

Las proteinas seleccionadas junto a su cédigo PDB*[22] se muestran en la Tabla 4.1.
Tabla 4.1: Proteinas seleccionadas para el estudio junto con su cédigo PDB

Proteina Cdédigo
PDB
a-Lactalbimina 1F6S
o-Quimotripsinégeno 2CGA
Conalblimina 10VT
Inhibidor de la Tripsina 1AVU
Lisozima 2LYM
OvalbUimina 10VA
Subtilisina 1SBC
Taumatina 1THV

4.2 Cuantificacion de la distribucidon de la hidrofobicidad en la
superficie de las proteinas

Para cuantificar la distribucion de la hidrofobicidad en la superficie de las proteinas,
estd se model6 utilizando 7 descriptores de dos tipos: 4 descriptores estadisticos y 3
descriptores basados en el vector de desbalance hidrofébico. Estos descriptores fueron
definidos previamente por Salgado et al., para estudiar el comportamiento de proteinas en
cromatografia de intercambio hidrofdbico [23, 24].

Todos estos descriptores se calculan a partir de informacion asociada a la estructura
tridimensional de las proteinas. En particular, es necesario para su calculo conocer, para
cada aminoacido en una proteina, su posicién, area superficial accesible (ASA) y grado de
hidrofobicidad. La Figura 4.1 muestra un esquema de la metodologia seguida para la
obtencion de los descriptores.

! www.rcsb.org
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Base de datos PDB
www.rcsb.org

Base de datos con
escalas de propiedades
de aminoacidos

Estructura 3D
de las proteinas

STRIDE
i
ASA de aminoacidos Posicién de aminoacidos
en las proteinas en las proteinas r{i}=(x,y,z)
Pa) ASA() (i)

Ecuaciones (4.1) a (4.6)

Y

Descriptores

Figura 4.1: Esquema de la metodologia seguida en el célculo de los descriptores

Para cada proteina considerada se obtuvo su estructura tridimensional de la base de
datos PDB [22]. Esta informacién corresponde a la posicion de los atomos que forman cada
uno de los aminoacidos presentes en una proteina. A partir de estos datos se calcul6 el area
superficial accesible de cada aminoacido en las proteinas utilizando el software STRIDE
[25].

Para obtener la posicién de los aminoacidos se establecieron dos alternativas. La
primera corresponde a utilizar las coordenadas del carbono-$ de los aminoacidos como su
posicion (carbono-a para el caso de la glicina). La segunda define esta posicion como el
centro geométrico de los &tomos del aminoacido.

La hidrofobicidad de los aminoacidos se obtuvo a partir de 37 escalas distintas
correspondientes a esta propiedad [26-54]. Ademéas se consideraron 37 escalas mas,
asociadas a distintas propiedades [36, 38, 40, 47, 54-65]. Entre ellas se encuentran peso
molecular, refractividad, flexibilidad promedio y frecuencia en distintas estructuras
secundarias®.

2 Los detalles de estas escalas se presentan en Anexos.
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4.2.1 Descriptores estadisticos

Los descriptores estadisticos se calcularon en base a la propiedad superficial
promedio local (ASP local) [24]. Estos ASP son una forma de cuantificar una propiedad ¢,
en este caso, la hidrofobicidad, alrededor de cada uno de los aminoacidos presentes en la
superficie proteica. Los ASP locales se calculan mediante la ecuacién (4.1) , definiendo un
vecindario N, de radio r alrededor de cada aminoacido superficial k y considerando los
aminoacidos i dentro de este volumen (Figura 4.2).

ZieN,(k) ASA()- (i)
ZieNr(k) ASA(i)

ASP(K) = (4.1)

De esta forma, se tendra un conjunto de ASP locales asociados a la superficie de las
proteinas a partir del cual se obtienen los descriptores estadisticos ASPavg, ASPmax,
ASPmin y ASPstd correspondientes al promedio, maximo, minimo y desviacion estandar
del promedio dentro de este conjunto respectivamente.

Estos descriptores se calcularan considerando vecindarios con radios de entre 5 y
25A, aumentando 1 A cada vez. Asi, se abarcara desde vecindarios pequefios, con pocos
aminoacidos, a sectores de mayor tamafio que incluyan gran parte de la superficie de las
proteinas.

Aminoacido k
?

f -

v
A5

g
‘2Proeeiu 7
~ —_ Vecindario

a — N N

ASP(k)

Figura 4.2: Esquema correspondiente a la obtencion del ASP local para un aminoacido k en la
superficie de una proteina
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4.2.2 Descriptores basados en el vector de desbalance hidrofdbico

Una forma de cuantificar el efecto de la hidrofobicidad en la superficie de las
proteinas es midiendo cuanto se desplaza su centro geométrico al tener en cuenta este
factor. Este desplazamiento se representa mediante el vector de desbalance hidrofébico ry,,
el cual se calcula como la diferencia entre el centro geométrico superficial rcg y el centro
geométrico desplazado por efecto de la hidrofobicidad de los aminoacidos en la superficie,
'y [23]

Para cuantificar la distribucion de la hidrofobicidad de las proteinas se utilizd la
magnitud del vector, HI, calculandola mediante las ecuaciones (4.2) a (4.4).

Hi=r, —r| (4.2)

> ASAQ) ()
Y ASAD

(4.3)

X ASAD-10)-¢()
T ASAG) o)

(4.4)

Donde ASA(i), r(i) y ¢(i) corresponden al area superficial accesible, posicion e
hidrofobicidad del aminoacido i respectivamente y S la superficie total de la proteina.

El vector ry, apunta hacia el sector méas hidrofébico de la superficie de una proteina.
Esto permite dividir la superficie proteica en dos hemisferios separados por un plano
perpendicular al vector ry;, donde el hemisferio hacia donde apunta este vector se define
como el hemisferio hidrofébico (Figura 4.3).

Hemisferio
Hidrofébico

Figura 4.3: Hemisferio Hidrofébico de la superficie de una proteina (rcg = centro geométrico
superficial; ry = centro geométrico desplazado; ry, = vector de desbalance hidrofébico).
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Como otra forma de describir la distribucion de la hidrofobicidad en la superficie de
las proteinas se utiliz6 el ASP local dentro del hemisferio hidrofdbico. Este se calcul6
mediante las ecuaciones (4.5) y (4.6), donde ASPgy- 1y ASPg- p corresponden al ASP
calculado en relacion a la superficie total de la proteina, S, y a la superficie del hemisferio
hidrofobico, HH, respectivamente.

_ ASA)- o)
ASP,,., :ZEZ- T
_ 2 ASAD) - 0()

A1 =T ASAD

(4.6)

4.3 Prediccion del coeficiente de particion de proteinas en ATPS

Para estudiar la capacidad de los descriptores definidos anteriormente para predecir
el coeficiente de particion de proteinas en ATPS, se utiliz6 un modelo equivalente al
modelo 5. En este caso, en vez de utilizar la medicion de la hidrofobicidad por
precipitacion se utilizaran los valores obtenidos con los distintos descriptores D. Asi el
modelo utilizado ser& de la forma:

logK =R(logD —logP,) (4.7)

Donde, como se menciond anteriormente, los pardmetros R y logPo corresponden a
la resolucion hidrofébica e hidrofobicidad intrinseca del sistema respectivamente.

Para medir la calidad de la prediccion de los modelos obtenidos se utiliza el error
cuadratico medio de Jack-Knife, MSE,k. Este error se obtiene mediante un proceso de
ajuste reiterativo, dejando un elemento del set de datos afuera cada vez. Para calcularlo se
realiza el siguiente procedimiento:

Para cada proteinai en el grupo de proteinas considerado

Obtener los parametros del modelo de la ecuacidn (4.7) mediante un ajuste de todos
los datos excepto los asociados a la proteinai

Utilizar este modelo para calcular el coeficiente de particion de la proteina i, logK;’
Calcular el error entre el valor experimental logK; y logK;’

Calcular el promedio de los errores obtenidos mediante la siguiente ecuacion:

MSE, zéi(logK‘ _logk')  (48)

14



5 RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Descripcion de la distribucion de la hidrofobicidad en la
superficie de las proteinas

a) Proteinas seleccionadas

En la Tabla 5.1 se presentan las caracteristicas de las 8 proteinas seleccionadas para
este estudio.

Tabla 5.1: Cédigo PDB [22], Peso molecular y punto isoeléctrico de las 8 proteinas. Los
pesos moleculares y puntos isoeléctricos son medidas experimentales obtenidas de [14] .
La superficie accesible se calculé utilizando el software STRIDE [25].

Superficie

Proteina Cédigo Peso Molecular pl Accesible
PDB (KDa) (hm?)
a-Lactalbamina 1F6S 14,4 4.6 70,6
a-Quimotripsin6geno 2CGA 23,6 8,2 107,5
Conalbumina 10VT 77,0 5,7 290,6
Inhibidor de la Tripsina 1AVU 24,5 4,2 84,9
Lisozima 2LYM 14,4 11 68,3
OvalbUmina 10VA 45,0 4,2 157,9
Subtilisina 1SBC 27,5 7,7 99,6
Taumatina 1THV 22,2 11 96,3

b) Descripciéon cualitativa de la distribucion de hidrofobicidad en la superficie
proteica

Para describir de manera cualitativa la distribucién superficial de la hidrofobicidad
en las proteinas, se utilizé una representacion grafica de su superficie destacando las zonas
ocupadas por los aminoacidos hidrofobicos: alanina, fenilalanina, isoleucina, leucina,
metionina, prolina, y valina. El software Swiss-Pdb Viewer [66] se utiliz6 para este estudio
cualitativo.

En las Figuras 5.1 a 5.8 se muestran las superficies de las 8 proteinas antes
mencionadas.
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Figura 5.1: Superficie de la proteina a-Lactalbimina. Las zonas hidrofébicas se destacan en color rojo.

Figura 5.2: Superficie de la proteina a-Quimotripsindgeno. Las zonas hidrofébicas se destacan en color
rojo.

Figura 5.3: Superficie de la proteina Conalbimina. Las zonas hidrofébicas se destacan en color rojo.
Las flechas negras y verdes indican las zonas de mayor y menor hidrofobicidad respectivamente.
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Figura 5.4: Superficie de la proteina Inhibidora de la Tripsina. Las zonas hidrofobicas se destacan en
color rojo.

Figura 5.5: Superficie de la proteina Lisozima. Las zonas hidrofébicas se destacan en color rojo.

Figura 5.6: Superficie de la proteina Ovalbumina. Las zonas hidrofdbicas se destacan en color rojo. La
flecha indica la zona de mayor hidrofobicidad.
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Figura 5.8: Superficie de la proteina Taumatina. Las zonas hidrofobicas se destacan en color rojo. Las
flechas indican las zonas de mayor hidrofobicidad.
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Proteina a-Lactalbimina

Esta proteina es una de las mas pequefias del grupo considerado. En ella, la
hidrofobicidad se distribuye de manera homogénea, encontrandose principalmente parches
hidrofébicos de tamafio medio (Figura 5.1 Ay B).

Proteina a-Quimotripsinégeno

En el caso de esta proteina, la hidrofobicidad se distribuye a lo largo de toda su
superficie. En relacion a esta propiedad se pueden destacar dos zonas. Una en que se
observa un manto de gran tamafio formado por aminoécidos hidrofébicos (Figura 5.2 A) y
otra concava, en la cual hay un alto predominio de residuos no hidrofébicos (Figura 5.2 B).

Proteina ConalbUmina

La distribucién de la hidrofobicidad en la superficie de esta proteina es heterogénea.
Se observan zonas con parches hidrofobicos de gran tamafio (Figura 5.3 A), areas de baja
densidad hidrofobica (Figura 5.3 B) y todo un costado que presenta parches hidrofobicos de
tamafio medio donde la distribucion es mas homogénea (Figura 5.3 C).

Proteina Inhibidor de la Tripsina

Esta proteina tiene una forma relativamente esférica. En la Figura 5.4 se puede
apreciar que la superficie de esta proteina presenta un alto contenido de aminoéacidos
hidrofobicos. Estos se distribuyen de manera uniforme, principalmente en forma de parches
de gran tamafio.

Proteina Lisozima

En este caso, zonas no hidrofobicas ocupan la mayor parte de la superficie de la
proteina. Se puede observar que la distribucion de la hidrofobicidad en su superficie no es
homogénea. Presenta un sector convexo con una densidad hidrofébica muy baja (Figura 5.5
A) y dos zonas en que ésta es mayor, donde se aprecia la existencia de parches hidrofobicos
de gran tamafio (Figura5.5 B y C).

Proteina OvalbUmina

La superficie de esta proteina es muy amplia, siendo la segunda mas grande del
grupo con 157,9 nm? En la Figura 5.6 A y B se puede apreciar que la hidrofobicidad se
reparte a lo largo de toda esta extension, observandose una distribucion aproximadamente
homogénea en la forma de parches hidrofébicos de tamafio pequefio y medio. Sin embargo,
existe un sector en que esta propiedad se concentra en un gran parche, tal como se muestra
en la Figura 5.6 C.
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Proteina Subtilisina

La superficie de esta proteina se asemeja a la de un cubo cortado por su diagonal.
En la Figura 5.7 C se observa un sector de densidad hidrofébica muy baja. En el resto de
su superficie la hidrofobicidad se distribuye con relativa homogeneidad en parches de
tamafio medio (Figura 5.7 B y D), con la excepcidén de una zona que presenta un area
hidrofobica de tamafio mayor.

Proteina Taumatina

En esta proteina se observa que las zonas de menor densidad hidrofobica en su
superficie son mayores que los sectores donde esta propiedad estd méas presente (Figura 5.8
A, By C). La hidrofobicidad se distribuye en parches de tamafio variable destacandose dos
areas hidrofdébicas un poco mayores (Figura 5.8 By C).

En la Tabla 5.2 se muestra el resumen de las observaciones antes mencionadas,
correspondiente al tipo de distribucion de hidrofobicidad presente en la superficie de cada
una de las proteinas.

Tabla 5.2: Tipo de distribucion de la hidrofobicidad en la superficie de las proteinas

Proteina Distribucién superficial de la hidrofobicidad
a-Lactalbumina Homogeénea
o.-Quimotripsinégeno Heterogénea
ConalbUmina Heterogénea
Inhibidor de la Tripsina Homogénea
Lisozima Heterogénea
Ovalbumina Homogénea
Subtilisina Heterogénea
Taumatina Heterogénea

5.2 Diferencias al considerar la posicién de los aminoéacidos en
las proteinas como el centro geométrico de sus atomos y
como la ubicacion de su carbono-g.

Al calcular los distintos descriptores de la distribucién de la hidrofobicidad se
utilizaron dos alternativas: considerar la posicion de los aminoacidos en las proteinas como
el centro geométrico de sus atomos (CG) y tomar esta posicion como las coordenadas de su
carbono B (CB).

A continuacion se muestran las diferencias entre estas alternativas a nivel de los
valores de los descriptores considerados y en la prediccion del coeficiente de particion
hecha en base a estos descriptores.
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a) Diferencias en los valores de los descriptores calculados con CG y CB

En la Tabla 5.3 se muestran las diferencias en los valores de los descriptores al
calcularlos mediante las 2 alternativas. Para la mayoria de los descriptores, se observa que
las diferencias promedio son bajas, no superando el 5% del valor obtenido utilizando el
centro geométrico de los aminoécidos. Una excepcion es el caso de ASPmin en que la
diferencia promedio es de un 12% vy la diferencia maxima es muy alta. Esto se debe a casos
correspondientes a vecindarios de radios pequefios donde el efecto del corrimiento del
centro de los aminoacidos se hace mas importante.

Tabla 5.3: Diferencias maximas y promedio en los valores de los descriptores al
considerar la posicion de los aminoacidos de las proteinas como el centro geométrico de sus
atomos y como la ubicacion de su carbono B en su calculo. Las diferencias se muestran
como porcentaje del valor obtenido utilizando el centro geométrico CG.

Diferencia maxima | Diferencia promedio
(% descriptorcg) (%descriptorcg)
ASPgg p 10,06 1,25
ASPooe,1 17,68 2,18
HI 31,46 4,70
ASPprom 26,89 0,87
ASPdest 68,17 4,09
ASPmax 93,66 2,96
ASPmin 2728,62 11,98

b) Diferencias en la prediccion del coeficiente de particion al utilizar descriptores
calculados con CBy CG

En general, al comparar los mejores resultados obtenidos con cada descriptor en la
prediccion de K, es decir aquellos modelos con MSE;x menores, se observa que se
obtienen errores menores con los descriptores obtenidos con CG. Ademas, los casos en que
aquellos calculados con CB son mejores, las diferencias promedio no superan el 20%.

Por esta razén y debido a que las diferencias en los valores de los descriptores
obtenidos no son muy altas, en el anélisis que sigue sélo se consideraron los descriptores
calculados utilizando el centro geométrico de los atomos de los aminoacidos en las
proteinas como su posicion.

5.3 Analisis de los descriptores estadisticos

Los descriptores estadisticos ASPavg, ASPstd, ASPmax y ASPmin corresponden al
promedio, desviacion estandar, maximo y minimo de los ASP locales asociados a
vecindarios alrededor de los aminoacidos superficiales de las proteinas. A continuacion se
muestran las diferencias en estos descriptores dentro del conjunto de las 8 proteinas en
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estudio y el efecto que tienen sobre ellos las escalas de propiedades utilizadas y los radios
de los vecindarios.

5.3.1 Variaciones en los descriptores estadisticos en el set de
proteinas

Se estudiaron las variaciones en los valores de los descriptores en el conjunto de las
8 proteinas consideradas para poder tener una idea de cuan disimiles son con respecto a los
descriptores. Para hacer esto, para cada par de parametros distinto -escala y radio- se
calcularon los valores promedio de las estadisticas en el conjunto de proteinas y la
desviacidn estandar de este promedio.
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Figura 5.9: Desviacion estandar promedio de los valores de los descriptores en el set de proteinas.

En la Figura 5.9 se observa que los valores de los 4 descriptores estadisticos
utilizados no presentan variaciones demasiado elevadas en el set de proteinas. Las
desviaciones estdndares promedio mayores se obtuvieron para ASPmin y ASPstd, siendo
éstas de 27,7% y 19,9% respectivamente. Los descriptores ASPavg y ASPmax son menos
sensibles aln a las diferencias entre las proteinas, con desviaciones inferiores al 10%°.

5.3.2 Efecto de las distintas escalas de propiedades utilizadas

Para estudiar cuanto varian los descriptores al utilizar distintas escalas de
propiedades se procedio de manera analoga al punto anterior. Para cada par (proteina,
radio) distinto se calculd el valor promedio de los descriptores y la desviacion estandar
correspondiente. En la Figura 5.10 se observa que el descriptor mas sensible a la escala de
propiedades utilizadas es ASPmin, el cual exhibe desviaciones estandar de entre 28% vy

% Los detalles de este calculo se presentan en Anexos.
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258% del promedio. Por otro lado, el descriptor que presenta menos variaciones en el grupo
de escalas utilizado es ASPmax donde la desviacion no supera el 29% del promedio. Para
ASPavg y ASPstd, este valor esta alrededor del 27%.
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Figura 5.10: Desviacién estandar de los descriptores en el set de escalas de propiedades. Cada columna
incluye las desviaciones minima, promedio y maxina.

5.3.3 Efecto de la variacion de los radios de vecindarios asociados a
los ASP locales

En las Figuras 5.11 a 5.13 se observa que los valores promedio de ASPavg, ASPstd
y ASPmax disminuyen al aumentar el radio de los vecindarios utilizados para el célculo de
los ASP locales. Ademas se puede ver que la tasa de esta disminucion es decreciente, de tal
manera que los valores de estos descriptores tienden a estabilizarse con radios superiores.

Para ASPavg, es interesante notar que al aumentar el radio sus valores tienden a
convergen a los de la propiedad superficial promedio ASP, tal como se muestra en la Figura
5.15. EI ASP es una medida global, equivalente a calcular un ASP local considerando un
radio muy grande de tal forma que los vecindarios obtenidos contengan la superficie total
de la proteina.

En el caso de ASPmin, la relacion entre el valor de esta estadistica y el radio del
vecindario es opuesta a la de los casos anteriores, obteniéndose valores promedio mayores
con radios mas grandes y que la tasa de este aumento disminuye con el radio, como puede
observarse en la Figura 5.14. Esto se explica debido a que vecindarios con radios mayores
tienen un volumen superior y por lo tanto albergan un nimero mas grande de aminoé&cidos
en su interior.
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También es importante notar que en el rango de radios considerado, los valores
promedio de ASPavg varian entre 0,4 y 0,44 al considerar todas las escalas de propiedades
y proteinas. Un rango bastante pequefio, en comparacion con los otros descriptores. Esto se
puede explicar por el comportamiento opuesto que presentan ASPmax y ASPmin a medida
que aumenta el radio de los vecindarios.
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Figura 5.11: Efecto del radio del vecindario asociado a los ASP locales sobre ASPavg. Los valores de
ASPavg correponden al promedio de los resultados obtenidos utilizando las 74 escalas y las 8 proteinas

para cada radio.
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Figura 5.12: Efecto del radio del vecindario asociado a los ASP locales sobre ASPstd. Los valores de
ASPstd correponden al promedio de los resultados obtenidos utilizando las 74 escalas y las 8 proteinas
para cada radio.
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Figura 5.13: Efecto del radio del vecindario asociado a los ASP locales sobre ASPmax. Los valores de
ASPmax correponden al promedio de los resultados obtenidos utilizando las 74 escalas y las 8 proteinas
para cada radio.
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Figura 5.14: Efecto del radio del vecindario asociado a los ASP locales sobre ASPmin. Los valores de
ASPmin correponden al promedio de los resultados obtenidos utilizando las 74 escalas y las 8 proteinas
para cada radio.
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Figura 5.15: Convergencia de los valores de ASPavg promedio y valores promedio de ASP para las 8
proteinas consideradas en el estudio. Los valores promedio de ASP corresponden a las barras celestes y
estan asociados al eje derecho del grafico. Los valores ASPavg promedio para las distintas proteinas se
muestran para cada radio del eje superior y sus valores corresponden al eje izquierdo.

5.3.4 Correlacion entre descriptores

En la Tabla 5.4 se muestra la correlacion promedio entre los descriptores
estadisticos para cada radio. En ella se puede observar que ASPstd presenta la menor
correlacion con el resto de los descriptores. Ademas se ve que a medida que aumenta el
radio utilizado, la correlacion entre los pares de descriptores ASPavg—ASPmax, ASPavg—
ASPmin y ASPmax—ASPmin tiende a aumentar. Esto se explica considerando que los ASP
locales muestran una desviacion estandar del promedio que disminuye con el radio,
llegando a ser muy bajos en radios de entre 24 y 25 A (Figura 5.12). De esta forma, con
vecindarios de mayor volumen, la informacion que entregan ASPmax, ASPmin y ASPavg,
con respecto a la propiedad medida en la superficie de las proteinas, se hace mas similar.
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Tabla 5.4: Coeficientes de correlacion promedio entre ASPavg, ASPstd, ASPmax y
ASPmin en el set de proteinas considerando los valores obtenidos para las 74 escalas

utilizadas.
o ASPavg ASPavg ASPavg ASPstd ASPstd ASPmax
Radio [A] ASPstd ASPmax | ASPmin | ASPmax | ASPmin ASPmin
5 -0,089 0,095 0,224 0,371 -0,373 -0,110
6 0,169 0,279 0,156 0,476 -0,374 -0,203
7 0,103 0,176 0,380 0,221 -0,371 -0,023
8 0,063 0,310 0,358 0,462 -0,373 -0,062
9 0,055 0,275 0,413 0,504 -0,428 -0,229
10 -0,011 0,146 0,494 0,515 -0,497 -0,222
11 0,044 0,336 0,589 0,585 -0,439 -0,110
12 0,028 0,513 0,701 0,534 -0,396 0,103
13 0,048 0,523 0,730 0,555 -0,389 0,155
14 0,080 0,617 0,743 0,547 -0,363 0,231
15 0,075 0,679 0,764 0,489 -0,339 0,325
16 0,081 0,731 0,759 0,448 -0,346 0,358
17 0,057 0,753 0,804 0,464 -0,382 0,411
18 0,040 0,733 0,819 0,479 -0,393 0,394
19 0,078 0,812 0,828 0,455 -0,353 0,514
20 0,084 0,825 0,833 0,464 -0,345 0,506
21 0,042 0,862 0,848 0,388 -0,368 0,574
22 0,042 0,880 0,836 0,383 -0,380 0,599
23 0,037 0,899 0,859 0,342 -0,361 0,641
24 0,032 0,907 0,877 0,351 -0,360 0,654
25 0,032 0,925 0,883 0,322 -0,341 0,688

5.4 Analisis de los descriptores basados en el desbalance
hidrofobico

Los descriptores basados en el desbalance hidrofobico son la magnitud del vector
HI, y ASPgy p ¥ ASPg T, l0s cuales estan asociados al hemisferio hidrofébico. Tal como
para las estadisticas, se estudid la variacion que muestran estos 3 descriptores en el
conjunto de proteinas y el efecto que tiene en sus valores el uso de las distintas escalas de
propiedades.

5.4.1 Variaciones en el conjunto de proteinas considerado

En general, se observd que los descriptores ASPgyp Y ASPgor NO presentan
diferencias muy elevadas en sus valores dentro del set de 8 proteinas considerado.

Para cada una de las 74 escalas de propiedades se calculo el promedio de estos
descriptores para las 8 proteinas. En general, los valores no se alejan demasiado de este
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promedio, encontrandose que la desviacion estandar maxima es de 19,8% para ASPgop Y
de 24,8% para ASPgqT.

En el caso del desbalance hidrofobico HI, las diferencias en los valores obtenidos en
el conjunto de proteinas son mayores que en los casos antes mencionados, observandose
desviaciones estandar de entre 24 y 70% del promedio (Figura 5.16), lo que indica que este
descriptor es mas sensible a las diferencias presentes entre las superficies de las proteinas
consideradas.

Promedio y desviacién estandar de Hl en el set de proteinas

3

2,5 A
2

il ik

Hl promedio [-]

Escalas de propiedades

Figura 5.16: Promedio y desviacién estandar de HI en el set de proteinas, para cada escala de
propiedades utilizada.

5.4.2 Efecto del uso de distintas escalas de propiedades

En las Figuras 5.17 a 5.19 se muestran los cambios en los descriptores al utilizar
distintas escalas de propiedades. En el caso de ASPgy- py ASPg 1 l0S valores para las
distintas proteinas presentan desviaciones estandares de entre 22% y 33% del promedio,
mientras que en el caso de HI éstas se encuentran en un rango superior de entre 36% Yy
59%. Esto muestra que HI también es mas sensible a la escala utilizada que los otros dos
descriptores.
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Figura 5.17: Promedio y desviacién estandar de HI para cada proteina, considerando el conjunto
de las 74 escalas de propiedades.

0,4

i

1AVU 1F6S 10vT 2CGA 1THV 1SBC 2LYM 10VA

o
w

Promedio y desviacion estandar
de ASP90°, T
o o
[ N

Figura 5.18: Promedio y desviacidn estdndar de ASPy. + para cada proteina, considerando el
conjunto de las 74 escalas de propiedades.
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Figura 5.19: Promedio y desviacion estdndar de ASPg- p para cada proteina, considerando el
conjunto de las 74 escalas de propiedades.
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5.4.3 Correlacion entre los descriptores

En la Tabla 5.5 se muestran los coeficientes de correlacién promedio entre los 3
descriptores basados en el desbalance hidrofobico. Los descriptores ASPgpep Y ASPgoe 1
presentan una correlacion relativamente alta, mientras que su correlacion con HI es muy
pobre.

Tabla 5.5: Coeficientes de correlacion promedio entre ASPgoep, ASPgo-1 Y HI en el set de
proteinas considerando los valores obtenidos para las 74 escalas utilizadas.

ASPoyr  ASPgger HI
ASPoy p 1,00 0,87 0,16
ASPgge 1 1,00 0,12
HI 1,00

5.5 Modelos de prediccion del coeficiente de particion

Para predecir el coeficiente de particion se desarrollaron modelos lineales entre K y
los descriptores calculados. En primera instancia, s6lo se consideraron escalas asociadas a
la hidrofobicidad de los aminoécidos. Para cada uno de los descriptores se seleccionaron
los mejores modelos obtenidos para cada sistema, correspondientes a aquellos con los
cuales se obtuvieron los MSE;x mas bajos, debido a que estos errores estan asociados a la
calidad en la prediccion de K.

En las Tablas 5.8 a 5.11 se muestran los mejores resultados obtenidos para los
descriptores estadisticos ASPavg, ASPstd, ASPmax y ASPmin. Para el caso de los
descriptores basados en el vector de desbalance hidrofébico HI, ASPgp p ¥ ASPgg: T, €St0S
resultados se encuentran en las Tablas 5.12 a 5.14.

Para evaluar la calidad de los modelos se hicieron dos comparaciones. En primer
lugar, se compararon los resultados obtenidos con los asociados al modelo 5, reportados en
[14]. Este modelo corresponde a la correlacién entre K y la hidrofobicidad de las proteinas,
medida experimentalmente, por precipitacion. Los resultados obtenidos con este modelo se
presentan en la Tabla 5.6. Para la segunda comparacion, se utilizaron los mejores resultados
obtenidos al correlacionar K con ASH. ASH corresponde al ASP global de las proteinas,
calculado a partir del set de escalas de hidrofobicidad. Los resultados asociados a ASH se
muestran en la Tabla 5.7.
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Tabla 5.6: Coeficiente de correlacion, MSE;k y parametros correspondientes al modelo 5

para cada ATPS considerado.

Sistema [NaCl [% p/p]| Pearson [-] | MSEk [-] R [-] logPo [-]
0 0,76 38,51 2,23 -0,27
Fosfato 0,6 0,73 77,66 2,81 -0,27
8,8 0,87 176,83 8,31 -0,44
0 0,38 271,51 2,20 -0,10
Sulfato 0,6 0,55 214,62 3,06 -0,17
8,8 0,92 161,51 9,76 -0,43
0 0,88 23,18 2,58 -0,30
Citrato 0,6 0,85 77,56 4,36 -0,30
8,8 0,89 297,53 11,19 -0,43
0 0,47 19,86 0,75 -0,44
Dextrano 0,6 0,77 33,64 2,31 -0,39
8,8 0,56 73,29 1,88 -0,54

Tabla 5.7: Coeficiente de correlacion, MSE;« y parametros de los modelos con menor
MSEk asociados a ASH, para cada uno de los sistemas considerados

Sistema| NaCl . Pearson |MSE,,-10° R logPo
[% p/p] Escala Propiedad [ ] ] -]
Cowan- Indices de hidrofobicidad
0 |Whittaker [32] |determinados en HPLC a pH 3.4 0,90 15,63 5,62 -0,30
Fosfato Welling o
0,6 |etal. [50] VValor de antigenicidad 0,82 36,73 11,23 -0,33
Coeficiente de retenciéon en HPLC
8,8 |Meek [43] apH7.4 0,96 58,67 22,37 -0,31
Welling
0 |etal [50] VValor de antigenicidad 0,70 196,42 14,38 -0,31
Sulfato Welling
0,6 |etal. [50] \Valor de antigenicidad 0,83 162,81 16,55 -0,32
8,8 |Grantham [36] |Polaridad 0,94 106,84 16,02 -0,42
Rose
0 |etal. [47] Area fraccional promedio perdida | 0,90 12,16 5,34 -0,37
Citrato Coeficiente de retencién en HPLC
0,6 |Meek [43] apH7.4 0,85 58,64 10,75 -0,25
Coeficiente de retencion en HPLC
8,8 |Meek [43] apH7.4 0,97 85,91 29,87 -0,30
0 |Grantham [36] |Polaridad 0,64 15,97 1,63 -0,42
Dextrano Coeficiente de retenciéon en HPLC
0,6 |Meek [43] apH7.4 0,91 18,82 6,73 -0,29
8,8 |Grantham [36] |Polaridad (p) 0,72 47,99 3,87 -0,46
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Tabla 5.8: Coeficiente de correlacion, MSE;« y pardmetros de los modelos con menor
MSE;« obtenidos para cada sistema utilizando a ASPavg como descriptor de la

hidrofobicidad.

NaCl

Sistema [% plp]

Escala

Propiedad

Radio
[A]

Pearson

[]

MSE -10°
[]

[]

logPo
[-]

Cowan-
\Whittaker [32]

indices de
hidrofobicidad
determinados en
HPLC apH 3.4

11

0,89

16,45

6,33

-0,29

Fosfato 06

\Welling et al. [50]

Valor de
antigenicidad

23

0,81

41,04

13,18

-0,33

8,8

Meek [43]

Coeficiente de
retencion en HPLC
apH7.4

10

0,97

43,24

27,17

-0,29

Wertz-
Scheraga [51]

Fraccion de
aminoacidos
escondidos en 20
proteinas

0,52

173,53

8,28

-0,39

Sulfato
0,6

Meek [43]

Coeficiente de
retencién en HPLC
apH7.4

0,74

168,33

16,37

-0,22

8,8

Grantham [36]

Polaridad

15

0,95

88,87

18,87

-0,40

Meek [43]

Coeficiente de
retencién en HPLC
apH7.4

0,91

12,02

10,62

-0,24

Citrato 0,6

Meek [43]

Coeficiente de
retencién en HPLC
apH 7.4

0,92

33,06

18,73

-0,24

8,8

Meek [43]

Coeficiente de
retencion en HPLC
apH7.4

10

0,98

60,81

36,29

-0,29

Fraga [35]

Factores de
reconocimiento

0,55

13,15

1,25

-0,47

Dextrano 0,6

Meek [43]

Coeficiente de
retencion en HPLC
apH7.4

11

0,90

19,37

7,88

-0,28

8,8

Fraga [35]

Factores de

reconocimiento

0,78

33,57

3,73

-0,52
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Tabla 5.9: Coeficiente de correlacion, MSE;k y parametros de los modelos con menor
MSE;« obtenidos para cada sistema utilizando a ASPstd como descriptor de la

hidrofobicidad.
. NaCl . Radio | pearson |MSE,-10°| R |logPo
Sistema Escala Propiedad ; K
[% p/p] P [A] [ [] [ | [
Escala de
0 hidrofobicidad en 25 0,78 32,72 2,36 | 1,38
Berggren [67] [sistemas ATPS
Escala de
Fosfato 0,6 hidrofobicidad en 25 0,88 26,91 3,52 | 2,03
Berggren [67] [sistemas ATPS
8,8 [Zimmerman 10 0,91 121,07 |-17,24|-22,23
et al. [54] Polaridad
Proporcion de residuos
0,
0 un 95% ocuiltos 11 0,50 181,48 | 2,41 | 2,68
(considerando 12
Chothia [31] |proteinas)
Sulfato | 6 \welling 6 0,90 95,83 | -6,01 |-5,48
et al. [50] \Valor de antigenicidad
8,8 [Zimmerman 12 0,85 280,40 |-21,021-23,77
et al. [54] Polaridad
0 [Zimmerman 10 0,85 22,58 -5,36 |-6,45
et al. [54] Polaridad
Citrato 0,6 [Zimmerman 10 0,96 20,08 |-10,45|-12,65
et al. [54] Polaridad
8,8 |[Zimmerman 10 0,91 226,10 |-23,14|-29,60
et al. [54] Polaridad
Escala de consenso
0 |Eisenberg normalizada de 13 0,91 4,79 -3,44 | -2,88
Dextrano et al. [33] hidrofobicidad
0,6 |Roseman [48] [Hidrofobicidad 10 0,87 21,85 -4,22 | -4,42
Browne Coeficiente de
88 lotal. [29] retencion en HFBA 18 0,94 12,61 1 -6,00 -3,81
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Tabla 5.10: Coeficiente de correlacion, MSE;« y parametros de los modelos con menor
MSE;x obtenidos para cada sistema utilizando a ASPmax como descriptor de la

hidrofobicidad.
. NaCl . Radio | pearson |MSE,(-10°| R [logPo
Sistema Escala Propiedad ; K
[% p/p] P [A] [ [] [ | [
Welling
O letal.[50]  |valor de antigenicidad | 2 0,93 9.02 | 2,42 -0,27
Browne Coeficiente de
Fosfato | %% letal, [29] retencion en TFA 10 0,88 28,79 | -153-0,23
Escala de
8,8 hidrofobicidad en 18 0,92 110,25 4,64 |-0,65
Berggren [67] |sistemas ATPS
0 Factores de 7 0,96 3505 | 0,29 |-003
Fraga [35] reconocimiento
Zimmerman
sufato | %® letal.[54]  |Polaridad 12 0,83 166,42 | 0,07 0,01
Coeficiente de
8,8 retencion en HPLC 22 0,84 263,04 9,82 |-0,25
Meek [43] apH 7.4
Browne Coeficiente de
0 letal. [29] retencion en HFBA 10 0,91 13,08 1-1,09-0,19
Browne Coeficiente de
Citrato 06 ot al, [29] retencion en HFBA 10 0,90 40,70 | -1,86 |-0,18
Escala de
8,8 hidrofobicidad en 18 0,90 284,10 5,84 |-0,63
Berggren [67] |sistemas ATPS
Browne Coeficiente de
0 ltal [29] retencion en HFBA 12 0,76 10,031 -0.80 |-0,20
Welling
Dextrano | 0,6 |y 5 [50] Valor de antigenicidad 6 0,85 21,26 | -0.32-0,10
Browne Coeficiente de
88 ltal [29] retencion en HFBA 12 0,86 24,38 | -1,74-0,18
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Tabla 5.11: Coeficiente de correlacion, MSE;« y parametros de los modelos con menor
MSE,;x obtenidos para cada sistema utilizando a ASPmin como descriptor de la

hidrofobicidad.
. NaCl . Radio | pearson |MSE,-10°| R |logPo
Sistema Escala Propiedad ; K
[% p/p] P [A] [ [] [ | [
Welling
O ltal [50]  |Valor de antigenicidad 15 0.87 21,89 | 581 1-0.39
Fosfato | 06 |12 Parametro de helice 8 0,90 2323 | 101 |-082
Argos [45] oculta en membrana
Zimmerman
8,8 et al. [54] Polaridad 8 0,98 35,99 341 |-1,13
Fraccion de aminoacidos
0 |Wertz- escondidos en 20 10 0,43 188,15 1,27 |-0,50
Scheraga [51] |proteinas
Sulfato 06 Rao- Parametro de hélice 7 0.96 4932 078 |-055
Argos [45] oculta en membrana
Zimmerman
8,8 et al. [54] Polaridad 10 0,98 28,96 2,92 |-0,95
Energia libre de
0 fransferencia desde el 16 0,94 730 | 351 |-037
interior al exterior de una
Janin [40] proteina globular
. Hopp )
Citrato 0,6 et al. [39] Hidrofilicidad 8 0,97 15,83 1,09 |-1,01
Proporcion de residuos
0,
8,8 un 95% ocuiltos 10 0,98 4852 | 17,88 | -0,84
(considerando 12
Chothia [31] |proteinas)
Movilidad de
0 aminoacidos en papel 16 0,89 3,69 1,64 |-0,66
IAboderin [26] |cromatogréfico
Indices de hidrofobicidad
Dextrano 0,6 |Cowan- determinados en HPLC a| 16 0,98 2,82 3,55 | -0,56
\Whittaker [32] |pH 7.5
Movilidad de
8,8 aminoacidos en papel 8 0,98 5,10 2,57 |-1,04
IAboderin [26] |cromatografico
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Tabla 5.12: Coeficiente de correlacion, MSE;k y parametros de los modelos con menor
MSE,k obtenidos para cada sistema utilizando a HI como descriptor de la hidrofobicidad

Sistema [0'/\(‘)%(/}')] Escala Propiedad PeaEt]SOn MSEE.K] 10° [F_Q] |O?_|]30
0 Mok [43] ggﬂ‘i;i-elnte de retencion en HPLC 073 39,68 191 0,12

Fosfato 06 Mook [43] g;ﬁiczziinte de retencion en HPLC 0.65 62.67 1,39 0,14

88 \é\tlzlll-i?go] Valor de antigenicidad 0,76 288,23 3,00 -0,47

0 |Roseman [48] |[Escala de hidrofobicidad (pi-r) 0,64 176,95 -1,26 -0,47

Sulfato 0.6 Etrc;\;yr[lsg] Coeficiente de retencién en HFBA 0,36 206,37 -0.45 -1,81

8.8 gtogP[sg] Hidrofilicidad 068 | 48558 | -250 | 0,33

0 Meck [43] g%ﬁigiﬂte de retencion en HPLC 076 27,50 125 10,09

Cittato | 06 |\oo (43 g%ﬁig_el”te deretencionen HPLC) 58 | 11088 | -196 | -0,09

88 \é\t/(;l:-in[gol Valor de antigenicidad 0,75 528,50 3,90 -0,43

0 Z?;I(.:E;ﬁ Escala de hidrofobicidad (pi-r) 0,95 3.28 -0,81 0,16

Dextrano| 0.6 Etr:\;Y?2e9] Coeficiente de retencion en TFA 0.87 23,21 0.79 0,02
8.8 Cowan- Indices de hidrofobicidad 0,88 2351 1,46 0.26

Whittaker [32]

determinados en HPLC a pH 7.5
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Tabla 5.13: Coeficiente de correlacion, MSE  y pardmetros de los modelos con menor
MSE;« obtenidos para cada sistema utilizando a ASPgep como descriptor de la

hidrofobicidad
. NaCl , Pearson |MSE -10° R logPo
Sistema [% p/p] Escala Propiedad [ ] [ [
Escala de hidrofobicidad (Energia
0 |Miyazaway de contacto derivada de datos 0,83 21,93 3,78 -0,78
Fosfato Jerningan [44] 3D)
0,6 |Welling et al. [50] |Valor de antigenicidad 0,81 34,64 6,92 -0,60
8,8 |Grantham [36] |Polaridad (p) 0,80 254,52 10,97 -0,72
Energia libre de transferencia
0 desde el interior al exterior de una| 0,37 208,82 2,73 -0,36
Sulf Janin [40] proteina globular
ulfato ™5 6 lwelling et al. [50] [Valor de antigenicidad 0,92 76,98 | 11,41 -0,58
Coeficiente de retencion en HPLC
8,8 Meek [43] apH 7.4 0,79 375,13 17,03 -0,59
Area fraccional promedio perdida
0 (area promedio oculta / area en 0,85 17,14 4,02 -0,64
Rose et al. [47] |estado estandar)
Citrato A,rea fraccionr_;\l promediq perdida
0,6 (4rea promedio oculta / &rea en 0,80 69,53 6,60 -0,64
Rose et al. [47] |estado estandar)
Coeficiente de retencion en HPLC
8,8 Meek [43] apH 7.4 0,81 404,52 20,91 -0,59
0 |Grantham [36] Polaridad (p) 0,49 18,45 1,13 -0,71
Dextrano Coeficiente de retencion en HPLC
0,6 |Meek [43] apH7.4 0,82 30,43 5,04 -0,57
8,8 |Welling et al. [50] |Valor de antigenicidad 0,85 54,34 6,31 -0,69
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Tabla 5.14: Coeficiente de correlacion, MSE  y pardmetros de los modelos con menor
MSE;« obtenidos para cada sistema utilizando a ASPg-t como descriptor de la

hidrofobicidad

Sistema [J/\:T)(/::)] Escala Propiedad PeaEt]son MSE[J_?.lO3 [F_R] Io?_]Po
0 Whitaker [32] determinados en HPLC apr3a | 075 | 3785 | 440 | 02
Fosfato | ¢ \C/:VOhvi\{?anI;er 32] Iolne(ii(:rerr?ircli:dr:)ig rg:noggidea i pH7s5 | %62 | 6763 | 410 | -031
68 Mook [43] ;Z(F))(la_:‘i(;iinte de retencion en HPLC 0.81 23541 19,96 0,29

Proporcidn de residuos un 95%
ocultos (considerando 12 0,26 221,91 1,98 -0,15

0 |Chothia [31] |proteinas)

Suliate 0,6 \é\t/(;lll."}gO] Valor de antigenicidad 0,70 162,56 14,75 -0.29
68 |Meok [43] ggﬁi;iinte de retencion en HPLC 0.85 292.86 16,69 -0,56
0 Whitaker [32] ldeterminados en HPLC apH 7.5 | 079 | 2466 | 405 | 033
Citrato |, \(/:VOhvi\'E?e?I;er 32] ljnecigrer;’ir?:drgg rg;ogiF?iLdg i oH7s5 | %75 | 892 | 670 | -033
68 |Meok [43] ggﬁi;iinte de retencion en HPLC 0.87 289,86 20.35 -0,55
0 \é\tlzlll."}gO] Valor de antigenicidad 0,48 19,51 2,89 0,35
Dextrano 05 Mook [43] S;(:‘i(;iinte de retencion en HPLC 0,80 30.14 6.27 0,27
8,8 \é\tlzlll.m[gO] Valor de antigenicidad 0,64 61,51 8,10 0,38

5.5.1 Calidad de los modelos obtenidos en la prediccion de K

a) Descriptores estadisticos

Al comparar el modelo 5, el cual establece una relacion lineal entre logK y la
hidrofobicidad de las proteinas medida por precipitacion, con los modelos asociados a cada
una de las estadisticas para los 12 sistemas, en casi todos los casos se observan mejores
correlaciones y MSE;x menores al utilizar los descriptores. La Unica excepcion esta en el
sistema PEG/Sulfato con alta concentracion de NaCl, donde los peores resultados se
obtienen con el modelo asociado a ASPstd. En relacién a los resultados calculados
utilizando ASH, en general, también se obtiene mejores resultados con las estadisticas pero
las diferencias son menores.

En términos de MSE, las principales diferencias con el modelo 5, se observan con
los resultados obtenidos con ASPmin, donde, en promedio los errores obtenidos con el
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modelo 5 son 4,6 veces mayores. Para los casos correspondientes a ASPmax, los MSE;k
asociados al modelo 5 son en promedio 1,4 veces superiores, mientras que para ASPavg y
ASPstd son 1,3 veces mayores. Con respecto a ASH, con ASPavg y ASPmin se obtienen
errores menores para la mayoria de los sistemas. Para ASPavg, las diferencias son bajas,
mientras que para ASPmin son méas marcadas, obteniéndose en promedio MSE;«k 2,3 veces
mayores con ASH. En relacion a ASPmax y ASPstd, en una gran cantidad de sistemas se
observan errores menores con ASH, sin embargo, en promedio estos siguen siendo
superiores.

Con respecto al ajuste a los valores experimentales de logK, en todos los modelos
correspondientes a las estadisticas se obtuvieron muy buenas correlaciones. Los
coeficientes de correlacion en la mayoria de los casos son altos, con valores entre 0,78 y
0,98. Ademas son en promedio entre 20,4% y 37,4% superiores a los obtenidos mediante
el modelo 5. En comparacion con los resultados obtenidos con ASH, para la mayoria de los
sistemas, las correlaciones obtenidas son similares.

b) Descriptores basados en el vector de desbalance hidrofébico

Para el caso de los descriptores calculados utilizando el vector de desbalance
hidrofébico, las correlaciones y los MSEk obtenidos son de menor calidad que para las
estadisticas. En general, se obtienen mejores resultados con el modelo 5, excepto para los
sistemas de PEG/Dextrano donde las correlaciones obtenidas con los modelos de HI,
ASPg p Y ASPgo- T, fueron entre 21,7% y 56,6% superiores y los MSE;x son inferiores en
los tres casos. Con respecto a ASH, en la gran mayoria de los casos se obtienen peores
correlaciones y MSE;x mas altos.

5.5.2 Resolucién hidrofébica e hidrofobicidad intrinseca de los
sistemas: Ry logPo

a) Descriptores estadisticos

En las Tablas 5.8 a 5.11 se observa que el comportamiento del parametro R cambia
dependiendo de qué descriptor se utiliza para obtenerlo. Al comparar sus valores en estas
tablas se pueden ver diferencias importantes en su magnitud y en su signo.

Al utilizar ASPstd y ASPmax se obtuvieron principalmente valores negativos,
mientras que con ASPavg y ASPmin para todos los sistemas estos fueron positivos. En
general, R muestra magnitudes menores en los modelos correspondientes a ASPmin vy
mayores para el caso de ASPavg. Para ASPavg, en promedio, la resolucion hidrofébica es
8,1 veces mayor que en el modelo de ASPmin.
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Se ha reportado que en sistemas de dos fases acuosas, la resolucion hidrofobica en
ATPS mejora al aumentar la concentracion de NaCl. Este comportamiento es consistente
con los resultados obtenidos con el modelo asociado a ASPavg, donde R crece con la
concentracion de NaCl en todos los sistemas excepto para el caso de PEG/Dextrano, como
puede verse en la Figura 5.20.

Para el modelo de ASPstd, la magnitud de R también aumenta con la concentracién
de NaCl, sin embargo, el hecho que se observen signos negativos en este parametro hace
mas dificil su interpretacion. Aun asi, es importante observar que en la mayoria de los casos
en que se observan valores negativos de R, la escala seleccionada es el indice de polaridad
de Zimmerman, de tal forma que este comportamiento podria deberse a que esta escala no
es adecuada para medir la hidrofobicidad de los aminoacidos. Algo similar podria estar
ocurriendo con del modelo asociado a ASPmax. En este caso, la mayoria de los valores
negativos de R estan asociados a 2 escalas de Browne. Ambas escalas corresponden a
tiempos de retencién en RP-HPLC y el coeficiente de correlacion entre ellas es de 0,93. En
el caso de ASPmin, todos los valores de R tienen signo positivo pero no presentan ningun
comportamiento claro frente a la concentracion de NaCl.

Con respecto a logPo, se obtuvieron valores negativos para todos los sistemas con
los modelos asociados a las 4 estadisticas. Sin embargo, estos presentan diferencias
importantes en su magnitud. En el modelo asociado a ASPstd los valores de logPo tienen
en promedio una magnitud 5,3 veces mayor a sus analogos correspondientes a ASPmax,
3,4 veces superior que al utilizar ASPmin y 1,4 veces superiores que con ASPavg.

Ademas, al estudiar el comportamiento de la hidrofobicidad intrinseca con respecto
a la concentracién de NaCl en los distintos sistemas, no se observa ninguna tendencia
evidente en ninguno de los modelos.

c) Descriptores basados en el vector de desbalance hidrofobico

Para los modelos obtenidos con ASPgg- p Y ASPgo- 1, l0s valores de R para todos los
sistemas son de signo positivo y ademas aumentan con las concentraciones de NaCl tal
como en el caso de ASPavg. Con respecto a logPo, los valores obtenidos con ASPgp-, p, SON
en promedio 2 veces superiores en magnitud a los correspondientes a ASPgp- 1. Ademas es
importante notar que, en ambos casos tienen valores negativos, indicando la preferencia de
las proteinas por la fase superior de los sistemas.

El comportamiento de los parametros del modelo asociado a HI no es tan claro.
Tanto R como logPo presentan variabilidad en su signo para los distintos sistemas. El
hecho que R presente distintos signos para distintos sistemas hace que no sea posible
determinar una relacién clara entre HI y K. Este pardmetro acompafia al valor del descriptor
en el modelo utilizado. Asi, la presencia de variaciones en su signo lleva a resultados
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contradictorios, indicando que la relacion entre K y HI es inversa en algunos sistemas y
directa en otros. Ademas no se ve un claro aumento de R con la concentracion de NaCl, sin
embargo, en todos los sistemas R tiene su mayor magnitud en los casos de alta presencia
de NaCl. Estas razones indican que el modelo asociado a HI no es adecuado para predecir
la particion de proteinas en ATPS.

Resolucion Hidrofébica

40
30 1 —&— Fosfato
—_ —8— Sulfato
z 204 —a— Citrato
—&— Dextrano
10 4
0~ T T T T

0 2 4 6 8 10
NaCl [% p/p]

Figura 5.20: Resolucion hidrofébica obtenida con ASPavg para los 12 sistemas de dos fases acuosas
considerados

5.5.3 Radios seleccionados por los descriptores estadisticos

Los radios que se muestran en las Tablas 5.8 a 5.11 son aquellos que definen el
tamafo del vecindario alrededor de los aminoacidos de la superficie de las proteinas. Estos
vecindarios son los que se consideran al calcular los ASP locales a partir de los cuales se
obtienen los valores de los descriptores estadisticos.

Al comparar sus valores se puede ver que no existe un consenso en la seleccion de
radios entre los modelos asociados a los descriptores estadisticos.

Para ASPstd en la mayoria de los sistemas los radios se encuentran entre 10y 13 A
mientras que para el resto de los descriptores estadisticos el rango de radios seleccionados
es mas amplio.

Con respecto a los 12 sistemas estudiados, ASPprom, ASPdest, ASPmax y ASPmin
seleccionan radios variados, siendo los sistemas de PEG/fosfato con baja concentracion de
NaCl y PEG/dextrano con alta concentracion de NaCl los que presentan mayores
variaciones.

El hecho de que exista tal variedad en los radios seleccionados por los distintos
modelos indica que éstos no son capaces de seleccionar un radio Unico 6ptimo para todos
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los sistemas y que es necesario recurrir a valores distintos para cada sistema para obtener
los mejores modelos.

Sin embargo, es interesante notar que en varios casos existe una relacion entre la
escala y radio utilizado. Con ASPavg, para la mayoria de los sistemas se seleccionaron
escalas de coeficientes de retencion en HPLC desarrolladas por Meek y en todos estos
casos el radio seleccionado fue de 50 10 A . Lo mismo ocurre para ASPstd, donde en todos
los casos en que la escala seleccionada es la de Zimmerman , el radio utilizado es de 10 A.
En el modelo correspondiente a ASPmax esto se observa en los casos en que se
seleccionaron las escalas de Browne donde los radios siempre estan entre 10y 12 A .

5.5.4 Prediccion de K utilizando distintas escalas de propiedades

Los resultados que se muestran en las Tablas 5.8 a 5.14 estan asociados a
descriptores calculados teniendo en cuenta solo escalas asociadas a la hidrofobicidad de los
aminoacidos. Ademas, todos los descriptores fueron calculados utilizando 37 escalas mas,
correspondientes a otras propiedades. Estos resultados también se ajustaron a los valores
experimentales de logK. Asi, es posible determinar si los modelos asociados a los distintos
descriptores seleccionan escalas de hidrofobicidad, es decir si se obtienen MSE;x menores
y mejores correlaciones con estas escalas.

Las Tablas 5.15 a 5.21 muestran los mejores modelos obtenidos con los 7
descriptores utilizando todo el conjunto de escalas de propiedades.
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Tabla 5.15: Coeficiente de correlacion, MSE k y parametros correspondientes al modelo
asociado a ASPavg, obtenidos utilizando 74 escalas de propiedades.

. NaCl . Radio | pearson [MSE,«-10°| R |logPo
Sistema [% p/p] Escala Propiedad [A] [ (] [ [
Cowan- indices de
\Whittaker [32] |hidrofobicidad
0 determinados en 11 0,89 16,45 6,33 |-0,29
HPLC
apH 3.4
Fosfato -
\Welling \Valor de
0.6 et al. [50] antigenicidad 23 081 41,04 13,18 -0,33
Meek [43] Coeficiente de
8,8 retencion 10 0,97 43,24 27,17 |-0,29
enHPLCapH 7.4
Hellberg /Analisis estadistico
0 |etal. [38] de propiedades 5 0,89 89,23 |-37,47|-0,39
aminoacidicas
Sulfato 0,6 |Variostextos [NUmero de codones 6 0,94 48,96 7,96 |-0,25
Levitt [62] Frecuencia
8,8 normalizada 15 0,97 71,46 20,86 |-0,50
para hoja beta
Meek [43] Coeficiente de
0 retenciéon 5 0,91 12,02 10,62 | -0,24
enHPLCapH 7.4
Meek [43] Coeficiente de
Citrato 0,6 retenciéon 5 0,92 33,06 18,73 |-0,24
en HPLC apH 7.4
Meek [43] Coeficiente de
8,8 retencion 10 0,98 60,81 36,29 |-0,29
en HPLC apH 7.4
Fraga [35] Factores de
0 reconocimiento 9 0,55 13,15 1,25 |-0,47
Levitt [62] Frecuencia
Dextrano | 0,6 normalizada 25 0,89 18,48 5,13 |-0,48
para hoja beta
Fraga [35] Factores de
8,8 reconocimiento 9 0,78 33,57 3,73 |-0,52
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Tabla 5.16 : Coeficiente de correlacion, MSEk y parametros correspondientes al

asociado a ASPstd, obtenidos utilizando 74 escalas de propiedades.

modelo

Radio
. NaCl : Pearson [MSE,-10°| R |logPo
Sistema Escala Propiedad o JK
[% p/p] P A] [ [ 1| o
0 Dayhoff [58] Mutabilidad relativa 11 0,90 15.11 2,93 |-1,17
06 Bhaskaran- Indice d.eﬂeX|b|I|dad 8 0.94 12,73 6,69 | -0,98
Fosfato Ponnuswamy [56] [promedio
Zimmerman
8,8 l|etal. [54] Polaridad 10 0,91 121,07 |-22,23|-0,78
0 Dayhoff [58] Mutgbllldad 22 0.94 32.88 3,02 |-1,75
relativa
Bhaskaran- Indice de flexibilidad
Sulfato 0.6 Ponnuswamy [56] jpromedio 8 0,90 8986 |-9.33-1,01
Zimmerman
8,8 |etal. [54] Polaridad 12 0,85 280,40 |-23,77|-0,88
0 Bhaskaran- Indice d_eerX|b|I|dad 8 0.88 16,37 4,81 |-008
Ponnuswamy [56] [promedio
Zimmerman
. 0,6 (etal. [54] Polaridad 10 0,96 20,08 |-12,65|-0,83
Citrato
Zimmerman
8,8 (etal.[54] Polaridad 10 0,91 226,10 |-29,60|-0,78
Escala de concenso
0 |[Eisenberg normalizada de 13 0,91 4,79 -2,88 [-1,19
et al. [33] hidrofobicidad
Dextrano | 0,6 PO"es[60] Refractividad 8 0,91 15,60 | 3,50 |-1,08
Browne Coeficiente de
8,8 letal. [29] retencién 18 0,94 12,61 -3,81 |-1,57
en HFBA
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Tabla 5.17: Coeficiente de correlacion, MSE k y parametros correspondientes al modelo
asociado a ASPmax, obtenidos utilizando 74 escalas de propiedades.

. NaCl . Radio  |pearson |MSE,-10° R logPo
Sistema Escala Propiedad ; K
[% plp] P (Al | [ [
0 Welling et al. [50] [Valor de antigenicidad 19 0.93 9.02 8.85 |-0,27
Sandberg IAndlisis estadistico de
0,6 |etal. [65] propiedades 8 0,94 13,03 |-14,18|-0,18
Fosfato ! -~
aminoacidicas z4
Deleage Parametro
8,8 |y Roux[59] conformacional 23 0,96 68,31 |-19,92|-0,20
de alfa hélice
Fraga [35] Factores de
0 reconocimiento 7 0,96 35,05 8,92 |-0,03
Sulfato 06 \Varios textos Numero de codones 9 0,93 45 44 8.69 |-0,01
88 Jones [60] Refractividad 10 0.96 7177 |-29.08|-0,22
Deleage Pardmetro
0 y Roux [59] conformacional 8 0,92 11,36 -5,87 |-0,13
de alfa hélice
Deleage Pardmetro
Citrato 0,6 |y Roux [59] conformacional 8 0,94 23,11 |-10,53|-0,12
de alfa hélice
Deleage Parametro
8,8 |y Roux [59] conformacional 12 0,94 146,80 |(-43,31|-0,14
de alfa hélice
Jonsson et al. [68] |Analisis estadistico de
0 propiedades 9 0,86 6,40 -4,00 |-0,12
aminoacidicas z3
Dextrano 06 Jones [60] Refractividad 10 0.08 4.44 8,45 |-0.24
88 Jones [60] Refractividad 12 0.85 2434 |-10,19|-0,25
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Tabla 5.18: Coeficiente de correlacion, MSE,k y parametros correspondientes al modelo
asociado a ASPmin, obtenidos utilizando 74 escalas de propiedades.

. NaCl . Radio | pearson |MSE,-10°| R |logPo
Sistema Escala Propiedad ; K
[% p/p] P [A] [ [] | [
Welling Valor de
0 (tal [50] antigenicidad 15 0,87 21,89 581 |-0,39
Fosfato 06 Rao- Pardmetro de hélice 8 0,90 23.23 1,01 |-0,82
IArgos [45] oculta en membrana
88 Janin [40] Fra_cmon molar de 2001 9 0,98 32.89 516 |-1.11
residuos ocultos
0 Janin [40] Fra_cmon moIar_de 3220 7 0,52 170,31 143 |-1.18
residuos accesibles
Sufato | 06 {3 Parametro de hélice 7 0,96 49,32 | 0,78 |-0,55
Argos [45] oculta en membrana
Zimmerman |Polaridad
8,8 et al. [54] 10 0,98 28,96 2,92 |-0,95
Janin [40] Energia libre de
0 fransferencia desde el 16 0,94 730 | 351 |-037
interior al exterior de una
proteina globular
. Hopp Hidrofilicidad )
Citrato 0,6 et al. [39] 8 0,97 15,83 1,09 |-1,01
Chothia [31] [Proporcion de residuos
0,
8,8 un 959% ocultos 10 0,98 4852 | 17,88 | -0,84
(considerando 12
proteinas)
Aboderin [26] |Movilidad de
0 aminoacidos en papel 16 0,89 3,69 1,64 |-0,66
cromatografico
Dextrano Cowan- Indices de hidrofobicidad
0,6 |Whittaker [32] |determinados en HPLC a| 16 0,98 2,82 3,55 | -0,56
pH 7.5
8,8 [Varios textos |NUmero de codones 22 0,98 2,58 3,26 |-0,53
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Tabla 5.19: Coeficiente de correlacion, MSE k y parametros correspondientes al modelo
asociado a HI, obtenidos utilizando 74 escalas de propiedades.

Sistema| NacCl Escala Propiedad Pearson [MSE,x -10° R logPo
[% p/p] [-] [-] [-] [-]
Meek [43] Coeficiente de retenciéon
0 en HPLC a pH 2.1 0,73 39,68 -1,21 -0,12
Meek [43] Coeficiente de retencién
Fosfato 0,6 en HPLC a pH 2.1 0,65 62,67 -1,39 -0,14
Welling Valor de antigenicidad
8,8 et al. [50] 0,76 288,23 3,00 -0,47
0 Dayhoff [58]  |Mutabilidad relativa 0,79 137,43 -1,31 -0,59
Rose Area promedio oculta en la
0,6 |etal [47] transferencia desde el estado 0,40 189,77 0,86 0,57
Sulfato . .
estandar al de proteina plegada
Hopp Hidrofilicidad i
8,8 et al. [39] 0,68 485,58 2,50 0,33
Meek [43] Coeficiente de retencién
0 en HPLC a pH 2.1 0,76 27,50 -1,25 -0,09
Citrato Meek [43] Coeficiente de retencion
0,6 en HPLC a pH 2.1 0,68 110,88 -1,96 -0,09
8,8 |Libros de texto [NUmero de codones 0,77 495,33 3,87 -0,15
0 Fauchere Escala de hidrofobicidad 0.95 3.28 0,81 0.16
et al. [34]
Dextrano| 0.6 Browne Coeficiente de retencién 0.87 2321 079 002
' et al. [29] en TFA ' ' ' '
Hellberg Analisis estadistico de
838 et al. [38] propiedades aminoacidicas 0,86 22,64 141 0,35
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Tabla 5.20: Coeficiente de correlacion, MSEk y parametros correspondientes al modelo

asociado a ASPqq-, p, Obtenidos utilizando 74 escalas de propiedades.

. NaCl . Pearson |MSE;x -10° R logPo
Sistema Escala Propiedad IK
[% p/p] P [ [] [ []
Miyazawa- Escala de hidrofobicidad
0 |Jerningan [44] |(Energia de contacto derivada 0,83 21,93 3,78 -0,78
de datos 3D)
Fosfato - ~
0,6 [Libros de texto |NUmero de codones 0,87 28,14 5,36 -0,55
Lifson- Preferencia conformacional
88 Sander [63] para hoja beta antiparalela 0,88 148,48 14,73 -0.74
Deleage- Parametro conformacional
0 Roux [59] de vuelta beta 0.85 108,35 -15,91 -0,61
Sulfato 06 Welling \Valor de antigenicidad 0.92 76.98 11,41 -0,58
et al. [50]
88 Levitt [62] Frecuer)ma normalizada 0.87 209,09 10,24 0,79
para hoja beta
Lifson- Preferencia conformacional
0 Sander [63] para hoja beta total 0,90 13,49 520 -0.73
. Lifson- Preferencia conformacional
Citrato 0.6 Sander [63] para hoja beta total 0,85 57,78 8,56 0,73
Lifson- Preferencia conformacional
838 Sander [63] para hoja beta antiparalela 0,89 260,24 19,97 0,73
0 Janin [40] Fra_cmon molar_de 3220 0.40 14.40 1,43 -0,48
residuos accesibles
Dextrano 06 Levitt [62] Frecuer)ma normalizada 0.85 23.20 285 0,75
para hoja beta
8,8 |Libros de texto [NUmero de codones 0,85 27,80 4,63 -0,67
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Tabla 5.21: Coeficiente de correlacion, MSE,k y parametros correspondientes al modelo
asociado a ASPg-, 1, Obtenidos utilizando 74 escalas de propiedades.

Sistema| NaCl . Pearson |MSE,x -10° R logPo
Escala Propiedad K
[% p/p] P [ [] [ [
Lifson- Preferencia conformacional
0 Sander [63] por hoja beta paralela 0,89 15,99 3,82 0,58
Frecuencia normalizada
Fosfato | 0,6 Levitt [62] para alfa hélice 0,78 46,96 -4,91 -0,31
Deleage- Parametro conformacional
88 |Roux [59] de alfa hélice 0,89 16481 | -17,30 022
Razon de peso atémico de
0 elementos hetero y carbones 0,83 125,43 -18,45 -0,57
Sulfat Grantham [36] |en la cadena lateral
uftato 0,6 |Libros de texto [NUmero de codones 0,87 127,63 7,01 -0,21
Frecuencia normalizada
88 | evitt [62] para hoja beta 0,92 135,53 11,10 0,50
Frecuencia normalizada
0 Levitt [62] para hoja beta 0,83 22,69 2,17 0,38
Deleage- Parametro conformacional
cirato | 2% |Roux [59] de alfa hélice 0,82 64,23 8,64 -0.29
Parametro conformacional
8,8 |Chou- para hoja beta calculados 0,90 224,05 18,67 -0,40
Pasman [57] |desde 29 proteinas
Deleage- Parametro conformacional
0 Roux [59] de vuelta beta 0,50 14,09 -3,92 0,25
Frecuencia normalizada
Dextrano| 0,6 Levitt [62] para hoja beta 0,87 22,32 2,97 -0,46
8.8 Libros de texto [NUmero de codones 0,92 29,90 4,49 -0.36

Los mejores resultados asociados a ASPavg, en su mayoria se obtuvieron utilizando

escalas de hidrofobicidad. La escala mas seleccionada en este caso es la de Meek [43], la
cual fue escogida para todos los sistemas de PEG/Citrato y para el sistema de PEG/Fosfato
con alta concentracion de NacCl.

En el caso de ASPstd, la naturaleza de las escalas seleccionadas para los distintos
sistemas es mas variada. Solo en 6 de los 12 sistemas considerados se obtuvieron los
mejores resultados con escalas asociadas a la hidrofobicidad, siendo la escala de
Zimmerman [54] la més utilizada. Entre las otras escalas de propiedades seleccionadas, las
con mayor frecuencia son el indice de mutabilidad relativa de Bhaskaran y Ponnuswamy
[56] vy la escala de mutabilidad relativa de Dayhoff [58] las cuales fueron utilizadas en los
casos de concentracion de NaCl baja y nula respectivamente, en los sistemas de
PEG/Fosfato y PEG/Sulfato.

Para ASPmax, solo se selecciono una escala de hidrofobicidad en el caso del
sistema de PEG/Fosfato sin NaCl, para el cual se escogi6 la escala de Welling [50]. Para el
resto de los sistemas las escalas seleccionadas con mas frecuencia son las de Deleage y
Roux [59] y la escala de refractividad de Jones [60].
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Ademas es importante notar que para ASPstd y ASPmax la calidad de prediccion
de K disminuye bastante al considerar sélo escalas de hidrofobicidad. En promedio los
MSE;x aumentan en un 26% para el caso de ASPstd y son 1,2 veces superiores para
ASPmax.

El modelo correspondiente a ASPmin selecciond principalmente escalas de
hidrofobicidad, pero entre ellas se observa una gran variedad. La Unica escala seleccionada
para méas de un sistema es la de Rao y Argos [69], la cual fue escogida para los sistemas de
PEG/Fosfato y PEG/Sulfato con baja concentracion de NaCl.

Los modelos obtenidos con ASPgg- 1y ASPgoep en la gran mayoria de los casos no
seleccionaron escalas de hidrofobicidad. Las escalas seleccionadas por estos descriptores
principalmente corresponden a indices de frecuencia de aminoécidos en distintos tipos de
estructuras secundarias.

Para el caso de HI, al considerar las 74 escalas de propiedades, en general se
mantiene la preferencia por los indices de hidrofobicidad. Los Unicos sistemas en los que se
obtienen mejores resultados con otras escalas son los de PEG/Sulfato con concentraciones
nulay baja de NaCl y PEG/Citrato y PEG/Dextrano con concentracion de NaCl alta.

5.5.5 Comparacion de los descriptores

Los descriptores basados en el desbalance hidrofébico en general generan modelos
con MSE;x mas altos que con los descriptores estadisticos y peores correlaciones, con
coeficientes promedio de entre 0,74 y 0,83. Ademas para los casos correspondientes a
ASPg p ¥ ASPg 1 practicamente no se seleccionaron escalas de hidrofobicidad. Al
utilizar HI, se seleccionaron escalas asociadas a esta propiedad pero el modelo obtenido no
permite establecer una relacion clara entre este descriptor y K. Estos factores indican que
como descriptores asociados a la hidrofobicidad en la superficie de las proteinas, estos no
son suficientes para establecer la relacion entre esta propiedad y el comportamiento de las
proteinas en ATPS. En el caso de ASPgy- p Y ASPgo-, 1 €sto puede explicarse debido al nivel
de informacion asociado a estos descriptores. Ellos estan asociados principalmente a un
sector de la superficie de las proteinas correspondiente al hemisferio hidrofébico. Sin
embargo, en ATPS las proteinas se encuentran inmersas, de tal forma que toda su superficie
interactta con el sistema.

El descriptor con el que se obtuvo el mejor nivel de prediccion, tanto al considerar
todas las escalas de propiedades como al utilizar s6lo el subconjunto correspondiente a la
hidrofobicidad fue ASPmin. Ademas en la mayoria de los sistemas, al utilizar este
descriptor los mejores resultados se obtuvieron utilizando escalas de hidrofobicidad. Sin
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embargo, este descriptor entrega informacion con respecto a la zona de la superficie de las
proteinas donde la hidrofobicidad es menor. Este hecho hace dificil el considerarlo como
un descriptor representativo del comportamiento de esta propiedad sobre toda la superficie
proteica, especialmente al utilizarlo para describir la relacion que tiene esta propiedad con
el coeficiente K.

En el caso de ASPavg, sus valores pueden entregar informacion que estd mas
relacionada al comportamiento de la hidrofobicidad en toda la superficie de las proteinas
debido a que corresponde a un valor promedio de los ASP locales. EI modelo generado
utilizando ASPavg se comporta de manera satisfactoria a pesar de que las correlaciones y
los MSE k obtenidos no son los mejores. Ademas con este descriptor para la mayoria de
los sistemas se seleccionaron escalas de hidrofobicidad y principalmente se utilizé una de
escala de Meek de coeficientes de retencion en HPLC.

Al considerar los mejores resultados obtenidos con esta escala se observa que existe
una relacion entre el radio utilizado y la concentracién de NaCl en sistemas del tipo
PEG/sal (Tabla 5.22). El modelo selecciona radios de 5 A para todos los sistemas del tipo
PEG/sal con concentraciones nulas y bajas de NaCl y radios de entre 10 y 12 A para altas
concentraciones de sal. Para el caso del sistema PEG/Dextrano los radios seleccionados son
de 5 A para los casos con concentracién alta y nula de NaCl y 11 para el caso de
concentracion baja. Esto muestra que la seleccion de los radios por este modelo no se debe
necesariamente al azar sino que puede tener relacion con un ajuste al nivel de NaCl
presente en los sistemas.

Ademas, al comparar las correlaciones y los MSE; obtenidos con el modelo
asociado a ASPavg utilizando la escala de Meek con los correspondientes a ASH
seleccionando la misma escala (Tabla 5.23) se observa que en casi todos los sistemas los
resultados logrados con ASPavg son de mejor calidad.

Teniendo en consideracion los puntos anteriores y al buen comportamiento de la
resolucion hidrofébica en este modelo, es posible concluir que ASPavg es Util para una
descripcion de la hidrofobicidad en la superficie de las proteinas y como medio para
estudiar la relacion entre esta propiedad y el coeficiente K.
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Tabla 5.22: Coeficiente de correlacion, MSEk y parametros correspondientes al modelo
asociado a ASPavg, obtenidos utilizando la escala de Meek de coeficientes de retencion en
HPLC apH 7.4

. NaCl Radio | Pearson |MSE,-10°| R |logPo
SIstema | oopipl | w ] [ SNE

0 5 0,69 37,58 8,13 |-0,23

Fosfato 0,6 5 0,80 49,93 12,13 | -0,23

8,8 10 0,97 43,24 27,17 | -0,29

0 5 0,46 279,12 10,39 | -0,20

Sulfato 0,6 5 0,74 168,33 16,37 | -0,22

8,8 12 0,94 131,65 28,21 | -0,29

0 5 0,91 12,02 10,62 | -0,24

Citrato 0,6 5 0,92 33,06 18,73 | -0,24

8,8 10 0,98 60,81 36,29 | -0,29

0 5 0,56 17,43 3,49 |-0,27

Dextrano 0,6 11 0,90 19,37 7,88 |-0,28

8,8 5 0,75 44,25 9,98 |-0,29

Tabla 5.23: Coeficiente de correlacion, MSE;k y parametros correspondientes al modelo
asociado a ASH, obtenidos utilizando la escala de Meek de coeficientes de retencion en
HPLC apH 7.4

. NaCl Pearson |MSE,-10°| R |logPo
Sistema | o4 p/p] ] [ 0| [

0 0,43 52,49 3,11 |-0,21

Fosfato 0,6 0,60 76,69 5,66 | -0,23

8,8 0,96 58,67 22,37 | -0,31

0 0,21 282,64 2,95 |-0,08

Sulfato 0,6 0,55 196,60 7,47 |-0,20

8,8 0,93 149,65 24,18 | -0,31

0 0,76 29,63 5,44 |-0,25

Citrato 0,6 0,85 58,64 10,75 | -0,25

8,8 0,97 85,91 29,87 | -0,30

0 0,49 22,71 1,90 |-0,31

Dextrano 0,6 0,91 18,82 6,73 | -0,29

8,8 0,70 62,16 5,73 |-0,33
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6 CONCLUSIONES

e Al tener en cuenta los buenos resultados obtenidos al correlacionar el coeficiente de
particion K con los descriptores de la distribucion de la hidrofobicidad en la
superficie de las proteinas utilizados, se concluye que esta distribucion es un factor
de relevancia en el comportamiento de proteinas en ATPS. Con respecto a la
prediccion del coeficiente de particion K, se establecidé que los descriptores antes
mencionados son de utilidad en esta tarea y que es posible obtener resultados de
buena calidad mediante el uso de modelos lineales entre estos y el coeficiente K.

e  Se encontraron muy buenas correlaciones entre los descriptores estadisticos y K.
Los coeficientes de correlacion son en promedio 0,84 para ASPavg, 0,87 para
ASPmax y 0,91 para ASPstd y ASPmin. En el caso de los descriptores basados en
el desbalance hidrofébico las correlaciones obtenidas no fueron tan altas. Para el
coeficiente de particion promedio para ASPgo- 1y HI son de 0,72 mientras que para
ASPg- p, este es de 0,76.

e La prediccion del coeficiente de particion obtenida también fue de buena calidad.
Los resultados se compararon con los correspondientes al modelo 5 desarrollado en
[14], donde se correlaciona con K la hidrofobicidad de las proteinas, medida por
precipitacion. En todos los sistemas se obtuvieron mejores resultados con los
descriptores. Los MSE;x asociados al modelo 5 en promedio son 2,2 veces
superiores a los de las estadisticas y 30% mayores que los correspondientes a los
descriptores basados en el desbalance hidrofébico. Ademas se hizo una
comparacion con los resultados obtenidos utilizando ASH, la hidrofobicidad
promedio superficial. En este caso, en su mayoria, los descriptores estadisticos
presentaron errores mas bajos, pero las diferencias fueron menores que con el
modelo 5, siendo los MSE;« correspondientes a ASH un 85% superiores. Los
menores errores en la prediccion de K se obtuvieron con ASPmin.

e Al utilizar los descriptores basados en el desbalance hidrofobico, en general, se
obtuvieron modelos de menor calidad que con las estadisticas en términos de las
correlaciones y MSEk obtenidos. En promedio, los coeficientes de correlacion
obtenidos con HI, ASPgy- p Yy ASPgy 1 corresponden al 84,5% de los valores
obtenidos con las estadisticas y los MSE;k son 2 veces mayores.

e Se estudio la relacion entre K y los descriptores calculados con escalas de
propiedades no asociadas a la hidrofobicidad. Se observé que los mejores resultados
en términos de MSE;k no siempre estan asociados a escalas de hidrofobicidad.

e  Se selecciond un descriptor entre los 7 utilizados, teniendo en cuenta la calidad del
modelo obtenido al correlacionarlo con K. Este descriptor fue ASPavg, el promedio
de los ASP locales. Su seleccion se hizo en base al buen comportamiento que se
observa con este modelo en la resolucién hidrofébica en relacion al nivel de la
concentracion de NaCl en los ATPS.
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Para este descriptor en la mayoria de los casos se seleccion6 una de las escalas de
Meek. Al utilizar esta escala se encontré una relacion entre los radios seleccionados
y el nivel de NaCl en los ATPS del tipo PEG/sal. Al comparar los mejores
resultados con esa escala se observd que ASPavg selecciona radios de 5 A para
todos los sistemas del tipo PEG/sal con concentraciones nulas y bajas de NaCl y
radios de entre 10 y 12 A para altas concentraciones de sal. Para el caso del sistema
PEG/Dextrano los radios seleccionados son de 5 A para los casos con
concentracion alta y nula de NaCl y 11 para el caso de concentracion baja.
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ANEXO A

Escalas de propiedades de aminoacidos utilizadas en este estudio

Tabla A.1: Escalas de propiedades de aminoacidos utilizadas en este estudio, normalizadas entre 0 y 1

Escala| ALA | ARG | ASN | ASP | CYS |GLN |GLU | GLY | HIS | ILE | LEU | LYS | MET | PHE | PRO | SER | THR | TRP | TYR | VAL
1 |0,909|0,571|0,403|0,519/0,052|0,3510,636|0,766(0,117|0,506| 1 |0,571|0,143|0,338|0,494|0,727|0,584| 0O |0,247|0,688
2 0,78 |0,484| 0,37 |0,488] 0,05 |0,327| 0,64 |0,683|0,129(0,561| 1 | 0,57 |0,141|0,344|0,442|0,692|0,525| 0O |0,233|0,654
3 |0,606/0,383|0,617|0,723| 0 |0,457|0,511|0,617| 0,17 |0,202|0,415| 1 ]0,011| 0,16 |0,415/0,904|0,649|0,053|0,447 0,383
4 ]0,904|0,436/0,106|0,468(0,138|0,574| 1 0 ]0,457/0,543/0,681|0,628(0,936|0,596| 0 |0,213|0,2770,543|0,128|0,521
5 ]0,811|0,463| 0,4 |0,547|0,621|0,789|0,968|0,042|0,737|0,474(0,821|0,747| 1 |0,579| 0 |0,316|0,316|0,495|0,211|0,411
6 |0,985|0,723|0,277|0,427|0,468|0,664| 1 |0,018|0,505|0,505|0,735|0,672|0,861|0,695| 0 |0,244| 0,29 |0,591|0,292|0,492
7 10,361|0,451| 0,15 |0,038/0,617|0,571| 0,15 |0,105|0,526|0,842|0,632|0,241|0,504|0,609| 0 |0,338/0,662| 1 |0,947|0,835
8 ]0,147|0,614| 0,25 |0,216|0,429|0,348|0,315| 0 |0,575|0,588|0,626|0,325| 0,68 [0,811|0,186| 0,14 | 0,27 | 1 | 0,71 0,483
9 |0,250,958|0,667|0,875|0,208/0,792|0,833| 1 |0,083|0,667|0,292|0,708| 0O |0,042|0,875|0,875|0,583/0,042| 0,5 |0,375
10 ]0,346/0,421/0,391|0,128|0,617|0,549| 0O |0,286|0,376|0,925|0,699|0,278|0,511|0,759|0,135/|0,286|0,617|0,752|0,827| 1
11 ]0,306|0,412|0,141|0,094|0,118|0,188|0,129|0,329|0,5180,953|0,447|0,153|0,388| 0,8 | O |0,365|0,671|0,588|0,718| 1
12 ]0,22 |0,351/0,155|0,116| 0,52 |0,302|0,132|0,188|0,3160,897|0,563|0,2280,531|0,645| 0O |0,356|0,538/0,591|0,566| 1
13 0,174/ 0,44 | 1 |0,908|0,661|0,468/0,248| 1 |044| 0 |0,11|0,495|0,119|0,119/0,963/0,881| 0,45 | 0,45 |0,615|0,028
14 | 0,24 |0,313| 0,58 |0,667|0,267| 0,38 |0,387| 0,82 | 0,18 |0,067|0,113|0,367| 0 |0,12 | 1 |0,607| 0,42 |0,233|0,427| 0,04
15 ]0,338/0,415|0,822|0,591|0,448|0,467|0,561| 1 |0,451| 0 |0,265|0,656|0,121|0,237|0,725|0,664|0,308|0,189|0,343|0,091
16 ]0,443|0,596|0,516|0,453|0,551|0,605|0,557| 0O |0,563|0,985|0,985|0,674|0,703|0,898|0,768/0,332|0,677| 1 [0,801|0,995
17 ]0,863| 0 0,194|0,194| 0,29 |0,089|0,105|0,911|0,121/|0,653|0,903| 0 ]0,113|0,371/0,177/0,605|0,355|0,137|0,169| 1
18 ]0,081|0,169/0,521| 0,56 |0,246|0,239| 0 |0,629/0,394| 0,16 |0,063|0,175|0,063|0,046| 1 |0,474|0,497|0,231|0,447 /0,014
19 ]0,858/0,041|0,162|0,014|0,797|0,162|0,108|0,676|0,399/0,912|0,932| 0 |0,899| 1 |0,304/0,595|0,669|0,615| 0,5 |0,865
20 |0,616] O |0,236/0,028| 0,68 |0,251|0,043|0,501|0,165|0,943|0,943/0,283|0,738| 1 ]0,711|0,359| 0,45 |0,878| 0,88 |0,825
21 ]0,137/0,107/0,031|0,137/0,233| 0 [0,176|0,061|0,107/0,924| 1 |0,195|0,622| 0,95 |0,435| 0,21 | 0,26 |0,828|0,9160,656
22 |0,627| 0O |0,186/0,237/0,831|0,102|0,288|0,593|0,271| 1 |0,746|0,034|0,661|0,831|0,288|0,356|0,373|0,441|0,237|0,898
23 | 07| 0 |04111|0,111/|0,778/0,111{0,111|0,456|0,144| 1 |0,922|0,067|0,711|0,811|0,322|0,411|0,422| 0,4 |0,356|0,967
24 |0,806] O |0,448|0,417)|0,721] 0,43 |0,458| 0,77 |0,545| 1 0,918)0,263|0,811|0,951|0,678|0,601|0,634|0,854|0,714|0,923
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Escala| ALA | ARG | ASN | ASP | CYS |GLN |GLU | GLY | HIS | ILE | LEU | LYS | MET | PHE | PRO | SER | THR | TRP | TYR | VAL
25 [0405| O |0,126|0,074|0,782|0,242/0,113| 0,31 | 0,35 |0,862|0,831|0,006|0,687|0,859|0,531/0,298| 0,39 1 |0,604)/0,684
26 (0,449 0 |0,355| 0,28 |0,826|0,238|0,268|0,392|0,598|0,754|0,767|0,127|0,868| 1 |0,293|0,345|0,457| 0,6 |0,526|0,789
27 10,778|0,148/0,481/0,444| 1 |0,407)|0,407|0,778| 0,63 |0,926/0,852| O |0,815|0,852|0,556| 0,63 |0,593|0,778|0,5190,889
28 [0,577|0,006|0,226|0,427|0,605|0,347/0,421)0,489/0,487| 098 | 098 | 0O |0,709|0,996/0,747]|0,321|0,407] 1 ]0,814|0,834
29 |0,436|0,179|0,117)| O 1|0,778/|0,187|0,214|0,325| 0,27 |0,992|0,833|0,105/0,728|0,648/0,107(0,078|0,173]|0,634|0,529| 1
30 ]0,391|0,202|0,125|0,105|0,819|0,151|0,115|0,252|0,354|0,967/0,908| O |0,987| 1 |0,151/0,188/|0,253|0,775|0,484| 0,77
31 051 0,2 | 0,06 | 0,07 0 014018041 0,16 | 0,93 1 /013/087]09%[049]031]035]092| 0,8 | 0,85
32 10,395/0,29|015| 0 |[043 ] 0,2 | 0,11 |0,215]|0,395| 0,9 | 0,96 |0,215| 0,71 | 0,96 |0,395|0,175]| 0,24 1 1]0,595/|0,685
33 0,66 |0,176]0,306|0,433|0,763|0,323/0,467|0,557| O 1 10,998|0,061|0,846|0,983|0,768|0,401|0,494/0,914|0,682|0,885
34 10,628|0,163]/0,291| O |0,731|0,307| 0,05 | 0,54 |0,377] 1 [0,992|0,153|0,817|0,965|0,751|0,382/0,472|0,879|0,638|0,872
35 10,698, O ]0,328|0,023|/0,675|0,426|0,167|0,635/0,532|0,928|0,928| 0,19 |0,789| 1 [0,794)|0,436/0,474/0,977|0,871|0,844
36 0,564|0,308/0,282|0,256] 1 ]0,256/0,256|0,513/0,667|0,923/0,846| 0O ]0,846|0,923|0,308|0,359/0,462|0,846|0,615|0,872
37 10,282]0,223]/0,121| 0 ]0,458|0,124|0,028|0,198|0,207|0,793|0,783|0,198|0,721| 1 |0,254|0,235|0,319| 0,56 |0,923|0,687
38 10,283/0,364|0,558|0,354| 0,62 |0,463|0,549|0,712| O |0,867| 0,34 |0,152] 1 | 0,65 |0,524)|0,485|0,512/0,611|0,4290,466
39 10,287]0,217/0,296|0,191|0,861|0,296|0,313|0,417| 0,2 |0,687]|0,887| O | 0,53 |0,965/0,504|0,261|0,122| 1 | 0,93 |0,826
40 098| 0 ]0459|0,402/|0,837|0,472|0,436] 1 [0,433|0,989|0,995|0,466|0,827|0,859|0,893|0,666|0,674|0,629|0,619|0,982
41 10,547 O (0,438 O [0,625/0,438] O |0,469|0,547|/0,75|0,75| O |0,672]|0,859/0,469|0,422|0,531| 1 ]0,828|0,703
42 10,289|0,117| 0,23 |0,184|0,207|0,195| O |0,273)|0,324|0,754|0,684|0,168| 0,57 |0,836/0,605|0,148|0,352| 1 |0,613|0,422
43 0,547]0,557]0,557|0,274|0,318|0,381| O |0,531/0,421|0,969|0,808|0,535|0,682|0,947|0,723|0,569|0,616| 1 |0,723]|0,616
44 10,567)0,545|0,358|0,358| 0 |0,502|0,212|0,374)0,508|0,788/0,913|0,368|0,573{0,903| 0,62 |0,336| 0,48 1 ]0,564/0,511
45 10,565|0,192| 0,12 |0,216] O |0,305|0,072|0,274/0,243|0,541| 1 |0,188|0,507|0,973| 0,49 |0,175/|0,342/0,873|0,517]0,435
46 |0,109|0,767]/0,442| 0,45 |0,357| 0,55 |0,558| O | 0,62 |0,434]/0,434| 0,55 |0,574|0,698| 0,31 |0,233|0,341| 1 ]0,822|0,326
47 0,6 1 0,2 | 0,2 0 02 02 |06 | 02|04 1 0,2 0 0,2 | 06 1 0,6 0 0,2 | 0,6
48 10,306| 0,17 |0,111|0,094|0,268| O |0,132|0,217/0,043)|0,987|0,485|0,132|0,515|0,434| 0,03 |0,179|0,132| 0,26 | 0,34 1
49 10,605|0,309/0,173| 0O 1]0,926|0,309/0,086|0,494/0,321|0,963] 1 | 0,21 |0,901|0,963|0,617|0,469|0,543|0,938| 0,84 |0,877
50 1 0 10,935/0,044)|0,972]0,932| 0,04 1 ]0,008)|0,998|0,998|0,048|0,973|0,993| 0,97 |0,968|0,968| 0,96 |0,969|0,998
51 0 ]0,236/0,484|0,502] 1 ]0,324|0,335|0,269|0,211| O 0 012 0 0 1]0,142|0,516|0,258|0,047|0,073| O
52 0 ]0,586|0,552|0,103/0,379| 0,31 0 ]0,207|0,207|0,345/0,241| 0,31 |0,069|0,103|0,448] 1 ]0,517/0,897|0,2070,379
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Escala| ALA | ARG | ASN | ASP | CYS |GLN |GLU | GLY | HIS | ILE | LEU | LYS | MET | PHE | PRO | SER | THR | TRP | TYR | VAL
53 |0,102]0,627|0,282|0,312|0,841|0,406/0,413| O |0,513|0,442|0,448|0,501|0,509|0,691|0,257|0,149|0,259| 1 |0,741|0,327
54 10,707/0,405| 1 |0,759|0,017|0,647|0,724]0,267)|0,414|0,672| 0,19 |0,328|0,655|0,198/0,328|0,879|0,681| O ]0,198|0,483
55 10,369|0,376/0,142|0,057|0,539| 0,39 |0,149/|0,149|0,376] 1 |0,638|0,213| 0,56 |0,603| O |0,298/0,511)|0,809/0,801| 1
56 |0,375|0,321|0,196|0,107|0,929/0,071|0,125/|0,179/|0,696|0,857|0,821| O |0,804] 1 |0,071|0,321/0,125|0,982|0,589|0,732
57 10,231/0,225|0,024|0,175/0,403| O |0,178|0,027)|0,231|0,836/0,576|0,435|0,443|0,761|0,735|0,019] 1 0,019|0,708|0,496
58 10,184 0O [0,251|0,099|0,184|0,251/0,099/0,106/0,184| 0,24 | 0,24 | O ]0,184|0,792/0,184|0,184|0,184| 1 |0,869| 0,24
59 10,639|0,138/0,072| O |0,672]0,253|0,004|0,288/0,195|0,967] 1 [0,054|0,843|0,918/0,295|0,072| 0,22 |0,476|0,378|0,868
60 [0,592|0,096/0,077] O ]0,652/0,148|0,016/0,275| 0,2 |0,932|0,998|0,082|0,815|0,862|0,294|0,167|0,256| 0,48 |0,378|0,867
61 |0,734| 0,12 |0,203] O |0,73|0,117)|0,024]0,384|0,203|0,982|0,998| 0,04 |0,892|0,883)|0,346|0,183|0,368|0,641|0,543|0,937
62 [0,513|0,021|0,306|0,536| 0,74 |0,324/0,409|0,411| 0,49 |0,977]|0,977] O | 0,74 |0,995/0,708|0,414]0,515| 1 |0,786/0,809
63 064| 0 (0,227|0,325|0,826|0,248|0,296|0,546/0,393|0,969|0,969|0,201| 0,78 1 ]0,791/0,532|0,604|0,947]0,408|0,851
64 10,338|0,071/0,113|0,184|0,594|0,337/0,346|0,176/0,035|0,931|0,954| O |0,853|0,949/0,481|0,165|0,413| 1 10,943|0,775
65 [0,214|0,783]0,681|0,587|0,336/0,535/0,493| 0 [0,799|0,296|0,353|0,643|0,518|0,721|0,559/0,361| 0,23 1 |0,754|0,177
66 |0,718] 0 |0,763|0,749|0,903| 0,34 |0,348|0,455|0,574|0,348|0,436|0,157]|0,569|0,672| 1 ]0,715|0,287|0,549|0,514|0,313
67 [0,417|0,089/0,049] 0O |0,342/|0,171)|0,065|0,165|0,144|0,944|0,915|0,093|0,716] 1 0,568|0,196|0,318| 0,98 |0,588 0,739
68 [0,403|0,875|0,756| 0,72 |0,487|0,654/0,638| O [0,788|0,408|0,481|0,751|0,565|0,739/0,693|0,414]0,363| 1 ]0,852|0,314
69 |0,466| O |0,565|0,766] 1 0,304|0,445|0,494|0,601/0,318|0,325| 0,04 | 0,4 |0,514/0,749| 0,53 |0,269|0,567|0,456|0,284
70 10,448|0,055|0,112] O |0,376/0,267)|0,104|0,231|0,181|0,944| 0,99 |0,203/0,819/0,983/0,676|0,191/0,387| 1 |0,782|0,788
71 |0,218 0,82 | 0,71 |0,624|0,299| 0,57 | 0,54 | O [0,751|0,291|0,345/0,619| 0,48 | 0,75 |0,541|0,374]|0,235| 1 ]0,813|0,178
72 (0569 0O |063]0,753] 1 |0,286| 0,47 |0,535|0,521|0,248|0,279| 0,14 |0,551|0,632|0,741|0,645| 0,33 |0,567|0,545|0,272
73 10,418|0,725|0,272|0,084|0,464|0,245| 0 | 0,32 1 |0,317/0,334|0,653|0,718|0,516|0,539|0,238|0,228|0,934 |0,444 /0,316
74 10,849|0,533|0,916|0,731| O |0,712/0,516)0,488|0,589|0,626|0,751|0,637]0,359/0,437 1/ 0,714] 0,484| 0,228| 0,254| 0,566




Tabla A.2: Detalle de las escalas de propiedades de aminoacidos utilizadas en este estudio

Escala Caracteristicas Autor
1 Composicion aa McCaldon y Argos, 1988 [64]
2 Composicién aa en SwissProt Bairoch, 2003 [55]
3 Fraccion molar de 3220 residuos accesibles Janin, 1979 [40]
4 Parametro conformacional de alfa hélice calculados desde 29 proteinas Chou y Fasman, 1978 [57]
5 Frecuencia normalizada para alfa hélice Levitt, 1978 [62]
6 Parametro conformacional de alfa hélice Deleage y Roux, 1987 [59]
7 Preferencia conformacional para hoja beta antiparalela Lifson y Sander, 1979 [63]
8 IArea promedio oculta en la transferencia desde estado estandar al de proteina plegada Rose et al., 1985 [47]
9 Flexibilidad promedio Bhaskaran y Ponnuswamy, 1988 [56]
10 Parametro conformacional para hoja beta calculados desde 29 proteinas Chou y Fasman, 1978 [57]
11 Frecuencia normalizada para hoja beta Levitt, 1978 [62]
12 Parametro conformacional de hoja beta Deleage y Roux, 1987 [59]
13 Parametro conformacional de vuelta beta calculados desde 29 proteinas Chou y Fasman, 1978 [57]
14 Frecuencia normalizada para vuelta beta Levitt, 1978 [62]
15 Parametro conformacional de vuelta beta Deleage y Roux, 1987 [59]
16 Voluminosidad Zimmerman et al., 1968 [54]
17 Fraccion molar de 2001 residuos ocultos Janin, 1979 [40]
18 Parametro conformacional de coil Deleage y Roux, 1987 [59]
19 Parametro de hélice oculta en membrana Rao y Argos, 1986 [45]
20 Hidrofobicidad de L-alfa aminoacidos Black y Mould, 1991 [28]
21 Hidrofobicidad (Energia libre de transferencia a superficie) Bull y Breese, 1974 [30]
22 Proporcién de residuos un 95% ocultos (considerando 12 proteinas) Chothia, 1976 [31]
23 Hidrofobicidad Kyte y Doolittle, 1982 [41]
24 Escala de consenso normalizada de hidrofobicidad Eisenberg et al., 1984 [33]
25 Hidrofobicidad Fauchere et al., 1983 [34]
26 Hidrofobicidad basada en la energia libre de transferencia en sistemas etanol-agua Guy, 1985 [37]
27 Energia libre de transferencia desde el interior al exterior de una proteina globular Janin, 1979 [40]
28 Hidrofobicidad Abraham y Leo, 1987 [27]
29 Hidrofobicidad promedio en un vecindario Manavalan y Ponnuswamy, 1978 [42]
30 Hidrofobicidad (Energia de contacto derivada de datos 3D) Miyazawa y Jerningan, 1985 [44]
31 Movilidad de aminoacidos en papel cromatogréfico Aboderin, 1971 [26]
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Escala Caracteristicas Autor
32 Hidrofilicidad derivada de tiempos de retencion en HPLC Parker et al., 1986 [46]
33 Hidrofobicidad determinada en HPLC a pH 3.4 Cowan y Whittaker, 1990 [32]
34 Hidrofobicidad determinada en HPLC a pH 7.5 Cowan y Whittaker, 1990 [32]
35 Hidrofobicidad (pi-r) Roseman, 1988 [48]
36 Area fraccional promedio perdida Rose et al., 1985 [47]
37 Hidrofobicidad comparada optimizada Sweet et al., 1983 [49]
38 \Valor de antigenicidad Welling et al., 1985 [50]
39 Constantes hidrofébicas derivadas desde tiempos de retencion en HPLC \Wilson et al., 1981 [52]
40 Potencial de hidratacién a 25°C \Wolfenden et al., 1981 [53]
41 Hidrofilicidad Hopp et al., 1981 [39]
42 Coeficiente de retencion en HPLC a pH 2.1 Meek, 1980 [43]
43 Coeficiente de retencion en HPLC a pH 7.4 Meek, 1980 [43]
44 Coeficiente de retenciébn en HFBA Browne et al., 1982 [29]
45 Coeficiente de retencién en TFA Browne et al., 1982 [29]
46 Peso molecular \Varios textos
47 Numero de codones \Varios textos
48 Preferencia conformacional por hoja beta paralela Lifson y Sander, 1979 [63]
49 Polaridad Grantham, 1974 [36]
50 Polaridad Zimmerman et al., 1968 [54]
51 Razdn de peso atémico de elementos hetero y carbones en la cadena lateral Grantham, 1974 [36]
52 Factores de reconocimiento Fraga, 1982 [35]
53 Refractividad Jones, 1975 [60]
54 Mutabilidad relativa Dayhoff, 1978 [58]
55 Preferencia conformacional para hoja beta total Lifson y Sander, 1979 [63]
56 Fraccion de aminoacidos escondidos en 20 proteinas \Wertz y Scheraga, 1978 [51]
57 Hidrofobicidad medida en base a la energia libre de transferencia en sistemas etanol/agua |[Erikkson, 1998 [70]
58 Escala de hidrofobicidad en sistemas ATPS Berggren, 2002 [67]
59 Composicién en una vecindad espacial 4 A Jesior, 2000 [71]
60 Composicién en una vecindad espacial 6 A Jesior, 2000 [71]
61 Composicién en una vecindad espacial 8 A Jesior, 2000 [71]
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62 Hidrofobicidad Abraham y Leo, 1987 [27]
63 Hidrofilicidad Roseman, 1988 [48]

64 Analisis estadistico de propiedades aminoacidicas (z1) Jonsson et al., 1989 [61]
65 Analisis estadistico de propiedades aminoacidicas (z2) Jonsson et al., 1989 [61]
66 Analisis estadistico de propiedades aminoacidicas (z3) Jonsson et al., 1989 [61]
67 IAndlisis estadistico de propiedades aminoacidicas (z1) Hellberg et al., 1987 [38]
68 Andlisis estadistico de propiedades aminoacidicas (z2) Hellberg et al., 1987 [38]
69 Andlisis estadistico de propiedades aminoacidicas (z3) Hellberg et al., 1987 [38]
70 Andlisis estadistico de propiedades aminoacidicas (z1) Sandberg et al., 1998 [65]
71 Analisis estadistico de propiedades aminoacidicas (z2) Sandberg et al., 1998 [65]
72 IAndlisis estadistico de propiedades aminoacidicas (z3) Sandberg et al., 1998 [65]
73 IAndlisis estadistico de propiedades aminoacidicas (z4) Sandberg et al., 1998 [65]
74 Analisis estadistico de propiedades aminoacidicas (z5) Sandberg et al., 1998 [65]




ANEXO B
Efecto de las escalas de propiedades utilizadas en los descriptores estadisticos

Tabla B.1: Desviacion estandar del promedio de los valores de los descriptores
estadisticos en el set de 74 escalas de propiedades.

Desviacion estandar del promedio en el set de 74 escalas
[% valor promedio]

Radio [A]| Cédigo PDB ASPavg ASPstd ASPmax ASPmin
5 1AVU 20,93 21,19 6,38 155,41
5 1F6S 24,00 21,32 9,12 248,90
5 10VA 23,31 18,90 2,27 192,57
5 10VT 23,60 19,23 0,60 257,91
5 1SBC 24,79 18,57 9,65 192,31
5 1THV 24,39 17,46 6,53 213,52
5 2CGA 22,70 16,09 2,69 113,38
5 2LYM 25,77 17,79 3,12 208,02
6 1AVU 21,72 21,09 10,07 100,25
6 1F6S 24,97 20,29 9,28 89,94
6 10VA 26,46 21,52 9,93 97,43
6 10VT 26,65 21,29 6,66 144,35
6 1SBC 25,57 19,39 12,19 88,67
6 1THV 25,20 18,79 11,13 66,86
6 2CGA 22,21 18,04 6,11 65,19
6 2LYM 29,59 20,35 14,30 67,92
7 1AVU 22,21 19,67 11,24 65,07
7 1F6S 25,18 22,03 11,52 72,87
7 10VA 27,58 22,14 10,63 66,84
7 10VT 27,48 21,85 7,82 84,88
7 1SBC 25,00 19,30 14,42 53,79
7 1THV 25,47 19,50 10,97 66,29
7 2CGA 22,29 19,35 8,78 53,15
7 2LYM 27,63 18,87 12,40 52,84
8 1AVU 22,47 20,38 14,43 60,67
8 1F6S 25,44 21,18 13,55 67,29
8 10VA 27,54 21,85 12,42 57,57
8 10VT 28,20 23,13 9,94 66,81
8 1SBC 24,86 20,68 15,91 54,03
8 1THV 25,50 19,75 11,57 52,20
8 2CGA 22,08 20,55 10,25 44,29
8 2LYM 27,68 20,72 17,46 46,32
9 1AVU 22,99 21,28 14,57 56,81
9 1F6S 25,95 21,57 13,85 53,04
9 10VA 28,02 21,48 13,56 62,18
9 10VT 29,05 24,13 12,04 64,06
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9 1SBC 25,54 21,26 12,82 46,09
9 1THV 25,64 19,77 13,12 41,98
9 2CGA 22,39 21,32 12,82 41,18
9 2LYM 28,31 22,21 20,92 44,88
10 1AVU 22,73 21,26 14,91 45,01
10 1F6S 26,32 23,42 14,80 53,66
10 10VA 28,75 21,58 14,37 48,94
10 10VT 29,69 24,76 12,81 60,10
10 1SBC 25,86 23,07 16,21 43,08
10 1THV 25,50 21,61 16,27 44 54
10 2CGA 22,75 21,95 15,03 40,43
10 2LYM 28,10 23,21 17,61 42,38
11 1AVU 22,58 21,61 15,79 44,02
11 1F6S 27,54 22,84 16,65 49,12
11 10VA 28,83 21,26 14,86 45,89
11 10VT 30,16 25,00 14,65 57,51
11 1SBC 25,95 23,14 15,51 37,41
11 1THV 25,76 22,42 17,13 39,82
11 2CGA 22,96 22,39 14,73 34,41
11 2LYM 28,55 24,02 20,48 42,48
12 1AVU 22,58 21,33 15,49 37,49
12 1F6S 27,40 23,18 15,96 44,14
12 10VA 29,39 22,21 18,33 42,34
12 10VT 30,82 24,92 15,24 56,78
12 1SBC 26,07 24,14 15,85 36,79
12 1THV 25,69 23,97 18,50 37,12
12 2CGA 23,04 21,81 15,69 34,56
12 2LYM 28,78 26,17 24,40 41,53
13 1AVU 22,90 21,15 15,75 35,13
13 1F6S 27,55 24,26 16,91 42,61
13 10VA 29,67 22,27 19,08 41,39
13 10VT 31,10 25,24 16,64 54,68
13 1SBC 26,27 25,52 19,03 36,02
13 1THV 25,88 25,14 20,00 37,87
13 2CGA 23,20 22,99 16,40 34,21
13 2LYM 28,74 27,22 22,01 39,17
14 1AVU 23,11 21,67 16,42 34,16
14 1F6S 27,15 24,60 20,33 41,67
14 10VA 29,95 23,08 22,38 41,20
14 10VT 31,49 25,22 18,23 54,02
14 1SBC 26,72 26,95 21,25 36,11
14 1THV 25,77 26,22 21,82 36,77
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14 2CGA 23,50 23,21 17,07 34,05
14 2LYM 28,44 28,55 25,40 38,92
15 1AVU 23,07 20,97 16,49 33,65
15 1F6S 27,55 26,06 21,53 37,70
15 10VA 30,15 24,07 23,31 39,05
15 10VT 31,87 25,30 20,52 51,51
15 1SBC 26,91 28,07 21,42 34,63
15 1THV 25,91 26,77 21,04 36,49
15 2CGA 23,61 24,53 18,54 33,58
15 2LYM 28,11 33,67 27,00 38,24
16 1AVU 23,21 20,84 17,05 33,60
16 1F6S 27,27 26,92 20,82 36,84
16 10VA 30,34 24,55 24,99 36,50
16 10VT 32,21 25,50 22,71 49,22
16 1SBC 27,01 28,32 22,44 34,94
16 1THV 26,25 27,94 22,51 34,59
16 2CGA 23,63 24,72 19,26 33,16
16 2LYM 28,37 34,85 26,21 37,14
17 1AVU 23,47 21,07 17,76 31,33
17 1F6S 27,38 26,72 21,48 35,40
17 10VA 30,42 25,42 25,57 36,58
17 10VT 32,33 26,12 22,45 49,08
17 1SBC 26,95 29,20 22,84 34,29
17 1THV 26,42 27,81 21,87 33,15
17 2CGA 23,71 24,51 19,18 31,55
17 2LYM 28,53 38,28 25,96 33,36
18 1AVU 23,72 22,62 18,48 30,58
18 1F6S 27,29 28,72 22,00 35,36
18 10VA 30,57 27,22 26,66 35,52
18 10VT 32,45 26,62 21,87 47,94
18 1SBC 27,04 29,92 22,87 34,13
18 1THV 26,49 28,13 21,51 33,17
18 2CGA 23,83 25,41 20,26 30,81
18 2LYM 28,76 40,97 26,55 32,42
19 1AVU 23,69 22,90 18,31 30,34
19 1F6S 27,54 29,16 23,21 35,44
19 10VA 30,75 28,45 26,81 36,34
19 10VT 32,52 27,14 24,56 48,12
19 1SBC 27,05 30,13 23,30 34,55
19 1THV 26,48 29,61 22,75 31,89
19 2CGA 23,87 26,85 20,51 30,64
19 2LYM 29,06 40,46 27,03 32,77
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20 1AVU 23,79 23,13 20,00 30,72
20 1F6S 27,46 30,08 23,56 36,19
20 10VA 30,80 30,40 27,36 36,82
20 10VT 32,47 27,48 24,92 46,69
20 1SBC 26,96 30,64 23,53 33,48
20 1THV 26,58 29,66 23,63 31,98
20 2CGA 23,91 27,66 21,19 30,59
20 2LYM 29,19 40,67 26,78 32,69
21 1AVU 23,93 24,74 20,82 30,32
21 1F6S 27,69 31,58 23,10 32,02
21 10VA 30,81 32,03 27,50 36,17
21 10VT 32,53 28,10 25,93 44,81
21 1SBC 26,97 30,27 23,97 33,30
21 1THV 26,64 30,04 22,18 31,66
21 2CGA 23,97 28,38 21,23 29,11
21 2LYM 29,22 41,36 27,16 32,70
22 1AVU 23,95 25,71 21,13 30,86
22 1F6S 27,79 32,53 23,59 32,45
22 10VA 30,85 33,96 28,08 36,51
22 10VT 32,62 28,47 26,41 43,77
22 1SBC 27,02 31,11 24,30 33,35
22 1THV 26,64 29,05 22,71 31,22
22 2CGA 23,92 28,07 21,10 28,31
22 2LYM 29,38 43,02 27,52 32,00
23 1AVU 23,78 25,69 20,62 29,85
23 1F6S 27,95 35,29 23,36 32,55
23 10VA 30,83 35,85 28,44 36,39
23 10VT 32,70 28,69 27,67 43,22
23 1SBC 27,15 31,54 24,17 32,12
23 1THV 26,58 30,63 24,14 30,61
23 2CGA 23,96 29,16 20,67 28,30
23 2LYM 29,47 44,03 26,74 31,63
24 1AVU 23,68 25,79 20,98 29,61
24 1F6S 28,06 37,91 25,16 31,92
24 10VA 30,83 36,40 28,70 36,38
24 10VT 32,65 29,06 28,12 42,66
24 1SBC 27,21 31,65 24,95 31,20
24 1THV 26,72 31,31 24,59 30,55
24 2CGA 23,94 29,76 21,28 27,61
24 2LYM 29,71 43,95 28,05 31,96
25 1AVU 23,68 25,50 21,22 28,98
25 1F6S 28,25 41,33 25,99 32,32
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25 10VA 30,86 38,48 28,82 36,72
25 10VT 32,74 29,30 28,58 43,26
25 1SBC 27,32 31,65 25,05 31,16
25 1THV 26,68 31,47 24,12 30,18
25 2CGA 24,03 30,07 21,34 28,01
25 2LYM 29,86 45,74 28,12 31,67

PROMEDIO 26,80 26,52 19,02 50,16




