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RESUMEN

En el presente trabajo de tesis se elabora un modelo matematico que predice el coeficiente de
particion de proteinas en sistemas de dos fases acuosas (ATPS), a partir del efecto de
hidrofobicidad de las proteinas (H) y la diferencia de energia de solvatacidn electrostética entre
las fases (AGs,;,,). Para esto, se utilizan los datos experimentales de particion de 11 proteinas, en
los sistemas PEG+fosfato, PEG+sulfato, PEG+citrato y PEG+dextrano, cada uno con concentraciéon
alta (8.8% p/p), intermedia (0.6% p/p) y nula (0% p/p) de NaCl, definiendo un total de 12 sistemas
de caracteristicas diferentes.

Se propusieron 26 modelos en el presente trabajo, obteniendo los mejores resultados con el
modelo Log(K) = C;Log(H) - Log(AGs,,,) + C,, el cual disminuye el error de prediccidn en 6 de
los 12 sistemas estudiados, con respecto a los resultados obtenidos por Salgado et al. (2008),
donde sdlo se utiliza la hidrofobicidad de las proteinas como variable.

Los sistemas mds favorecidos con la inclusidn simultdnea de ambas variables corresponden a
aquellos con alta (8.8% p/p) concentracidon de NaCl, donde disminuyé el error de prediccion entre
un 4.0% y un 34.1% con respecto a los resultados de Salgado et al. Por lo tanto, la adicion de una
alta concentracién de NaCl constituye una facil alternativa para aumentar la calidad predictiva del
modelo, siempre que el disefo lo permita.

Debido a que los fendmenos fisicoquimicos involucrados en la particién de proteinas en un
sistema PEG+Dextrano (formado por dos polimeros) son distintos a los involucrados en los
sistemas PEG+sal, se elaboré un modelo aplicable sélo al sistema PEG+Dextrano, con el cual
disminuyé el error de prediccion entre un 1.7% y un 29.5% con respecto al de Salgado et al. En
este ATPS, no sdlo se logré mejorar la prediccién del coeficiente de particién para todas las
concentraciones de NaCl consideradas, sino que fue posible disminuir el error de prediccidon con
mayor frecuencia que en los demas ATPS, considerando los 26 modelos propuestos.

La complejidad del fendmeno involucrado en la particiéon de proteinas en los sistemas PEG+sal,
con la consecuente dificultad de mejorar modelos predictivos aplicados a estos sistemas, explica
porqué los ATPS de soluciones poliméricas no han sido reemplazados a nivel industrial por los

econdmicos sistemas salinos.

El aporte del presente trabajo de tesis no sélo consiste en presentar una herramienta matematica
para predecir el coeficiente de particién de proteinas en ATPS, sino que ademads, el modelo indica
en qué proporcidon se debe modificar la hidrofobicidad de las proteinas y la diferencia de energia
de solvatacion electrostatica para optimizar la separacién.
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CAPITULO

MOTIVACION

1.1 Produccion Biotecnoldgica de Proteinas

En las ultimas décadas, el avance tecnoldgico en las areas de biociencia y biotecnologia, ha reque-
rido como punto clave para su desarrollo, la elaboraciéon de nuevas técnicas para separar y purifi-
car macromoléculas bioldgicas [1].

El interés en la obtencién de proteinas cubre un amplio conjunto de necesidades del mercado. En
un comienzo la principal demanda consistia en componentes proteicos para su utilizacién en pro-
ductos alimenticios, la cual ha sido desplazada en los ultimos 40 afios por las aplicaciones en la
industria farmacéutica, su uso como herramienta analitica, bio-catalisis y, probablemente como
punto mas importante en la actualidad, el desarrollo de tecnologias de DNA recombinante([2]. En
la actualidad la aplicacién industrial de proteinas cubre rubros muy variados, tales como las indus-
trias alimentaria, farmacéutica, textil, cervecera y de investigacion bioldgica, entre otros.

Los métodos de purificacion de proteinas varian desde procedimientos simples de una etapa hasta
procesos multietapas de alta resolucién y calidad, dependiendo del tipo de aplicacién final del
producto. Es asi como la busqueda inicial de técnicas que consigan proteinas de alta pureza se ha
ido combinando con nuevos requerimientos de procesamientos a gran escala, de preferencia con-
tinuos, los que permitan una produccidn controlada en cantidad, calidad y que satisfaga la de-
manda del mercado [1].

Hoy en dia, la técnica utilizada mas ampliamente en la etapa de purificacién de proteinas (Figura
1-1) es la cromatografia liquida, la cual constituye una opcidn de alta tecnologia, que alcanza altos
niveles de pureza, pero que sin embargo, conlleva elevados costos en mantencién y la preparacion
previa de las mezclas a purificar para no causar dafios en los equipos. Ante esta disyuntiva, nuevas
técnicas de extraccidn que involucren menores costos y aplicacidn a gran escala son necesarias.
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Figura 1-1: Etapas generales del proceso de produccion de proteinas

La separacion de proteinas en sistemas de dos fases acuosas ATPS (Aqueous Two Phase Systems),
constituye una alternativa atractiva para la aplicacidn industrial, la cual permite separar facilmen-
te, en grandes volumenes y de forma econdmica la proteina deseada de sus contaminantes, de
acuerdo a su afinidad relativa por una de las dos fases del sistema.

Se han publicado distintos modelos que predicen el coeficiente de particion de las proteinas en un
sistema de dos fases acuosas. Entre ellos se encuentra el estudio del efecto de la concentracidn
global de la proteina [3], de la carga superficial [4], del tipo de ATPS [5] y de la hidrofobicidad su-
perficial [6], por nombrar sélo algunos.

Se destacan principalmente dos modelos: el que utiliza como caracteristica fisicoquimica decisiva
la hidrofobicidad de la macromolécula [7] y el que predice el comportamiento a través de la dife-
rencia de energia de solvatacién electrostdtica entre las fases, la cual cuantifica el efecto de carga
de la proteina [8]. Ambas propiedades son determinantes segun diversos autores [9], [6], [4], [10],
[21], [8], [7], [12], sin embargo, no existen modelos que incluyan la influencia de ambos factores a
la vez.



1.2 Algunas Técnicas de Separacion de Proteinas

1.2.1 Conceptos basicos de cromatografia

El término cromatografia se refiere al conjunto de técnicas de separacion que explotan la distribu-
cion preferencial de las moléculas a ser separadas entre una fase moévil y una estacionaria. Las
moléculas que posean mayor afinidad por la fase estacionaria, se moveran en el sistema a una
velocidad menor que aquellas que posean mayor afinidad por la fase movil.

La configuracidn fisica general de este tipo de sistemas, comprende un tubo o columna donde va
empaquetada la fase estacionaria que constituye el soporte por donde se desplaza la fase mavil.
La muestra que se desea separar es introducida por un extremo de la columna. Cuando las molé-
culas de soluto migran a través de ésta, sufren diversas interacciones simultdneas con la fase y con
el solvente. La interaccion resultante produce una diferencia de velocidades de migracién y un
retardo relativo entre las distintas especies presentes en el soluto, lo que es aprovechado para
recibir los componentes en fracciones separadas al otro extremo de la columna [2], [13].

En la separacién de proteinas, se utiliza como fase maévil un liquido, por lo que la técnica es cono-
cida como cromatografia liquida.

Existen variados tipos de cromatografia liquida, las que se diferencian por el principio explotado
para la separacion, el cual puede ser escogido seleccionando adecuadamente la fase estacionaria
(Ver Tabla 1-1).



Tabla 1-1: Tipos de cromatografia liquida

PRINCIPIO DE SEPARACION TIPO DE CROMATOGRAFIA
MOLECULAR FILTRACION EN GEL (GF), EXCLUSION MOLECULAR
CARGA NETA CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO (IEC)
PUNTO ISOELECTRICO CROMATOENFOQUE (CF)

HIDROFOBICIDAD CROMATOGRAFIA DE INTERACCION HIDROFOBICA (HIC)

CROMATOGRAFIA EN FASE REVERSA (RPC)
FUNCION BIOLOGICA CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD
CONTENIDO DE CARBOHIDRATOS CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD POR LECTINAS

ENLACE METALICO CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD POR IONES METALICOS
INMOVILIZADOS (IMAC)

MISCELANEO CROMATOGRAFIA SOBRE HIDROXIAPATITO

CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD POR TINTES

Fuente: [2]

La mayoria de los procesos de purificacién de proteinas incluyen algun tipo de cromatografia
(Figura 1-2), razén por la cual esta herramienta se ha vuelto esencial en cualquier laboratorio de
purificacién [1]. Utilizando estas técnicas se obtienen separaciones con porcentajes de pureza
cercanas al 100%, por lo que es utilizada ampliamente en la industria farmacéutica. Sin embargo,
los equipos cromatograficos poseen gran costo de inversidn, operacién y mantencion, debido a la
especificidad de cada elemento del sistema.



PURIFICACION

CONCENTRACION PULIDO

INTERMEDIA

N\ \

Cromatografia
de Interaccién
Hidrofdbica
(HIC)

Filtracion en
Gel (GF)

Intercambio
I6nico (IEX)

Adaptado de [1]
Figura 1-2: Protocolo estandar de purificacion

1.2.2 Interés por métodos alternativos

Debido a que en las fases tempranas del proceso de produccion de proteinas se manejan grandes
volumenes, se debe contar con técnicas que eliminen la mayor cantidad de impurezas y contami-
nantes en las etapas iniciales, de modo de dejar los procedimientos tales como la cromatografia
liquida para la etapa final de purificacidn, donde se desea un volumen reducido para minimizar los
costos de produccion y los riesgos de dafios a los equipos. Con este fin se utiliza un método o una
combinacion de métodos que utilizan diferentes propiedades de las moléculas para lograr la sepa-
racién. Los métodos de centrifugacion, por ejemplo, separan segun el tamano y densidad de las
proteinas y son frecuentemente complementados con métodos que explotan otras propiedades,
tales como la hidrofobicidad de la molécula, para alcanzar el requerimiento de pureza deseado.
Uno de estos métodos consiste en la particiéon de macromoléculas en sistemas de dos fases acuo-
sas, que es aplicada desde 1956 para la extraccidn de particulas celulares y proteinas [14].

La extraccidn por ATPS, puede ser utilizada como método de concentracion dentro de un proceso
de extracciéon de alta pureza, o bien, como un proceso alternativo de purificacién cuando los re-
querimientos del mercado asi lo permiten; por ejemplo, para la utilizacion de enzimas en deter-
gentes u otras aplicaciones semejantes, donde la exigencia de pureza no es primordial.

La separacion por ATPS presenta la ventaja de trabajar con grandes voliumenes y requiere equipo
poco especializado y bajos costos de mantencién, por lo que ofrece una alternativa muy atractiva
en comparacion con el sistema tradicional de separacidon cromatografica [15] (Figura 1-3).



Sin embargo, esta alternativa no ha sido mayormente introducida, en la practica, en los procesos
comerciales. Esto puede atribuirse al costo de la formar la fase polimérica que consiste general-
mente en dextrano, pero sin duda una gran limitante esta constituida por la falta comprension del
mecanismo que gobierna la particidn del soluto en las dos fases [15]. Es por esto que, en los ulti-
mos afos, se ha generado un interés por la elucidacién de las interacciones moleculares que pue-
dan describir el comportamiento empirico, de modo de contar con una herramienta que permita
disefar el proceso de separacién.

1.2.3 Comparacion entre cromatografia liquida y extraccidon por ATPS.

De forma simplificada, la implementacion de un ATPS consiste en disponer en un reactor la mezcla
a separar junto a los componentes de las dos fases. Luego, se procede a agitar el contenido para
formar una emulsién de las dos fases, se espera que se alcance un cierto porcentaje del estado
estacionario y finalmente, se extraen las fases en fracciones separadas. Si se compara este proce-
dimiento con el de cromatografia, es facil comprender que en esta Ultima la tasa de produccién se
ve limitada por la velocidad con la que el soluto recorre la columna, y por lo tanto, trabajar con
grandes volumenes significara esperar mas tiempo a que el soluto se desplace por la fase estacio-
naria. Por otra parte, la simpleza del ATPS permite que el control consista basicamente en deter-
minar la altura de la interfaz para tomarla como referencia de punto de separacién y controlar el
tiempo de separacion de las fases. La técnica cromatografica requiere un control mas especifico,
ya que la presencia de contaminantes de cierto tamafo puede entorpecer la migracién del soluto
0 mas aun, cubrir permanentemente zonas de la columna, lo que requiere remplazo de piezas del

equipo.

CROMATOGRAFfA EXTRACCION POR
LiQuIDA ATPS
|
PUEDETRA:I'AR GRANDES
. VOLUMENES

NECESITA MENOS CONTROL
Y MANTENIMIENTO MAS
POSEE MEJOR RESOLUCION BARATO.

MENOS DESCTRUCTIVO CON

LA PROTEINA

ALTO NIVEL DE PUREZA
MEJOR MANEJO CON

SOLUCIONES VISCOSAS

Figura 1-3: Comparacion de caracteristicas generales de la cromatografia
liquida y la extraccion por ATPS



Otro punto importante es que el tipo de interacciones que posibilitan la separacién de la macro-
molécula en un sistema de dos fases, permiten mantener las propiedades estructurales de la
molécula, lo que esta directamente relacionado con la funcién bioldgica de la misma. Como con-
traparte, en cromatografia la proteina es mads susceptible a sufrir cambios en su estructura cuater-
naria, con una consecuente pérdida de actividad.

Cuando en el proceso de produccién el producto es intracelular, se debe trabajar con suspensio-
nes con alto contenido en biomasa (sobre 50% p/v)) [15]. En estos casos es necesario eliminar
mediante otros métodos, tales como precipitacidon o centrifugacién, los acidos nucleicos que pro-
vocan un aumento de viscosidad en la mezcla, ya que las columnas cromatograficas sufren dete-
rioro con dichas mezclas viscosas. En el caso de los ATPS, es facil aislar estos componentes, e inclu-
so puede controlarse la composicién de las fases de modo de obtener el RNA y DNA en la interfase
y removerlos facilmente.

Por otra parte, la técnica de cromatografia liquida permite explotar casi cualquier diferencia fisi-
coquimica entre las proteinas, mediante la seleccidon adecuada de la fase movil y la fase estaciona-
ria. Es asi como existen distintos tipos de cromatografia segln la caracteristica que se utilice para
la separacion (ver Tabla 1-1). Adicionalmente, este procedimiento posee mejor resolucién que la
extraccién por ATPS, ya que no se requiere una gran diferencia de propiedades entre las proteinas
para producir la separacién, es decir, las técnicas cromatograficas poseen un efecto amplificador
de las diferencias fisicoquimicas.

Sin embargo, la particién en ATPS tiene gran potencial selectivo. Mediante la adherencia de ligan-
dos bio-especificos a los polimeros presentes en el sistema, se produce una altisima afinidad de las
particulas que posean receptores a dichos ligandos [14]. Las posibilidades de modificacién de las
fases del sistema son casi ilimitadas, aunque posiblemente el costo se eleve significativamente. En
la Tabla 1-2 se pueden ver los tipos de ATPS mas utilizados y un ejemplo de una proteina que se
obtiene mediante su aplicacién.



Tabla 1-2: ATPS utilizados cominmente en recuperacion de proteinas

TIPO DE ATPS ORIGEN BIOLOGICO DEL  PROTEINA OBJETIVO PASOS D!E RECUPERA?IéN
PRODUCTO EXTRACCION DE PROTEINA
(%)
POLIMERO — POLIMERO
PEG — dextrano Aspergillus niger B — Glucosidasa 1 95
PEG —almidén Trigo a—Amilasa 1 75
PEG — HPS Sccharomyces cerevisiae  Alcohol Deshidrogenasa 1 77 —100
(EO-PO) - Reppal E. coli recombinante Apolipoproteina 1 85-90
POLIMERO — SAL
PEG - fosfato Sangre Bovina BSA 2 85
Levadura de cerveza Piruvato quinasa 2 75
Lactosuero a — Lactoalbdmina 2 65
Asperguillus awamori Glucoamilasa 2 96
Cerebro bovino Proteinas pridnicas 2 N.r
Suero IgG 2 100
Spirulina maxima c-ficocianina 2 87
Levadura de pan G3PDH 1 73
E. coli L1 1 65
Bacillus pumilus Xilanasa Alcalina 1 98
Leche transgénica a — antitripsina humana 1 91
PEG - citrato E. coli Penicilina acilasa 1 92
Fuente comercial Insulina de porcino 1 N.r
PEG - sulfato Leche transgénica a — antitripsina humana 1 91

Fuente: [15]



CAPITULO

PARTICION EN SISTEMAS DE DOS FASES ACUOSAS

2.1 Sistemas de Dos Fases Acuosas (ATPS)

Los sistemas de dos fases acuosas fueron descubiertos a comienzos del siglo XX, cuando el micro-
biélogo holandés Martinus Willem Beijerinck observé la separacién en fases en una mezcla de agar
(polisacarido) con almiddn soluble [12]. Luego en 1956, Albertsson introdujo el fendmeno para
separar particulas celulares y proteinas [14]. Desde entonces, ha sido aplicado para lograr la sepa-
racion de distintos materiales, tales como células animales y vegetales, mitocondrias, virus, cloro-
plastos, acidos nucleicos, proteinas, etc. [14].

La separacién en ATPS explota la inmiscibilidad de las soluciones acuosas que la conforman. En
general, estdn compuestas por dos polimeros, usualmente polietilenglicol (PEG) mas otro polime-
ro, o bien por un polimero y una sal (ver Tabla 1-2). Cuando las dos fases estan en equilibrio, la
fase superior se encuentra enriquecida en PEG, mientras que la inferior se ve enriquecida en dex-
trano o en sal, dependiendo del tipo de sistema [14], [12].

La distribucidn selectiva de las sustancias entre las fases, se expresa a través del coeficiente de
particion K, el cual esta dado por la relacion:

Ce

K=—

Cp
Ecuacion 2-1

Donde C; y C, corresponden a la concentracion molar de la sustancia particionada en [mol/I] de
las fases superior (top) e inferior (bottom), respectivamente. Idealmente, el coeficiente de parti-
cion es independiente de la concentracion total y de la razén entre los volumenes de las fases [14].

2.2 Termodinamica Involucrada en el Fehomeno

Cuando una particula o molécula se introduce en un ATPS interactla con el medio circundante de
manera compleja. A medida que se producen interacciones débiles entre las moléculas, complejos
fendmenos que involucran puentes de hidrégeno, interacciones eléctricas e hidrofébicas se hacen



presentes. Como los grupos expuestos en la superficie de las particulas son los que estan en con-
tacto con los componentes de las fases, se dice que este tipo de fendmenos son “dependientes de
la superficie” (surface-dependant phenomenon) [14].

Desde un punto de vista termodindmico, son dos los factores que determinan la diferencia de
energia libre ( AG) de una solucién polimérica al mezclar dos sustancias. El primero consiste en el
aumento de entropia (AS) asociado a la mezcla de las moléculas y el segundo al cambio de entalp-
ia (AH) debido a la interaccidn entre las mismas:

AG = AH —TAS

Ecuacion 2-2

donde T es la temperatura absoluta. Cuando se mezclan las sustancias, el aumento de entropia es
pequeio debido a que los constituyentes de las fases poseen gran peso molecular [12]. Si el efecto
de las interacciones de las moléculas provenientes de ambas sustancias, requiere de energia para
mantener el contacto y las interacciones permanentes, entonces, este pequefio incremento de
entalpia produce que la energia libre también sea positiva y por lo tanto, es energéticamente favo-
rable mantener las fases separadas.

Supongamos que la energia necesaria para transportar una particula desde la fase superior a la
inferior esta dada por AE. La relacion entre esta energia y el coeficiente de particion esta dada por
[14]:

AE
G _ e [kpT

i

Ecuacion 2-3

donde kj es la constante de Boltzmann y T la temperatura absoluta. Ademas, la energia AE de-
pende del peso molecular (PM), debido que al aumentar el tamafio, aumenta la superficie y por
tanto existe una mayor interaccién con el medio circundante. Ante esto Brgnsted sugirié la si-
guiente ecuacion para predecir la particion [12], [14]:

Cs A-PM/kBT

G °

Ecuacion 2-4

El término A es un factor que depende de las otras propiedades involucradas en el fenémeno,
ademas del peso molecular.
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Un punto de gran relevancia que surge de esta teoria de particion, es la relacidon exponencial entre
el coeficiente de particién y la propiedad a explotar para lograr la separacion. Se necesitan peque-
fias diferencias entre las propiedades para lograr una separacion de alta resolucién. La teoria pre-
dice que la separacién, usando sistemas de dos fases acuosas, es altamente selectiva.

2.3 Diagramas de Fase

Al mezclar dos sustancias parcialmente inmiscibles en una soluciéon acuosa, se genera una sola
fase a bajas concentraciones y dos fases en ciertos rangos de proporciones y concentraciones.
Para conocer la composicién de la fase o las fases ante cualquier proporcién de las mezclas a una
temperatura constante dada, es necesario conocer el diagrama de fases del sistema.

La Figura 2-1 muestra el diagrama de fases de PEG 3350 y sulfato de magnesio en solucién acuosa.
La concentracidon en peso del sulfato de magnesio se representa en el eje de las abscisas y la de
PEG en las ordenadas. La curva verde llamada binodial, divide el diagrama en dos zonas, de modo
gue cualquier configuracién de composiciones que se encuentre sobre la curva (punto D) dara
lugar a un sistema de dos fases y bajo la curva (punto U) a una fase. Mientras mas pequefia sea la
distancia entre el punto que representa la composicién del sistema y la curva binodial, mas sensi-
ble serd el ATPS ante los cambios de proporciones en las concentraciones.

Si el sistema posee una composicion global dada por un punto sobre una Tie Line (lineas rectas de
color naranja en Figura 2-1), la composicion de la fase superior estara dada por la interseccion del
extremo superior de la tie line con la binodial (punto A) y la de la inferior por la interseccién del
extremo inferior de la tie line con la binodial (punto B). Cualquier punto sobre una tie line posee
las mismas composiciones de las fases, cambiando sdlo el cociente de volumen entre ellas.

El punto Q es denominado punto critico. Mientras mas cerca se encuentre una composicion del
punto critico, mas parecidas seran las composiciones de sus fases. Cuando se alcanza esta condi-
cion, la composicion de ambas fases, asi como los volumenes, se vuelven iguales.

Los sistemas estudiados en esta tesis, fueron obtenidos de modo que la composicidn global se
mantuviera razonablemente alejada del punto critico y a una distancia similar en cada sistema
[12].

-12 -
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Figura 2-1: Diagrama de fases del sistema formado por polietilenglicol 3350 y
sulfato de magnesio.

El eje horizontal indica la composicidn del sulfato de magnesio y el eje vertical
la composicidn de PEG en el sistema. La linea verde denominada curva binodial
divide la zona inferior (punto U), donde sélo se tiene una fase, y la zona
superior (punto D), donde coexisten las dos fases. Cualquier punto sobre una
tie line posee la misma composicion en la fase superior (punto A) y en la fase
inferior (punto B).

2.4 Factores que Determinan la Particion

En términos concretos, la particién depende de dos grupos de propiedades: Las propiedades del
ATPS vy las caracteristicas fisicoquimicas de la sustancia a particionar (Ver Figura 2-2). Albertsson
en 1986 propuso que el logaritmo del coeficiente de particién se puede dividir en los siguientes

términos[14]:
In(K) = m(K°) + in(Kep) + n(Kngop) + n(Kpiosp) + M(Ksize) + M(Keony)

Ecuacion 2-5

Donde los subindices el, hfob, biosp, size y conf indican las contribuciones de los factores electro-
guimicos, hidrofébicos, bio-especificos, de tamafio y configuracidon conformacional de la particula
respectivamente. K° incluye otros fendémenos. Este modelo es conocido como “aproximacién de

contribucidn grupal modificada” (modified group contribution approach) [12].
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Si bien existe cierta independencia de los factores, es probable que dependan unos de otros en
alguna medida. Por ejemplo, cuando aumenta el peso molecular de la particula, es posible que su
carga neta también se vea incrementada.

Propiedades de |a Proteina [

= PESO MOLECULAR, AREA SUPERFICIAL
= FORMA

= HIDROFOBICIDAD

= CARGA

Propiedades del Sistema |

n pH

= COMPOSICION DE LAS FASES
= FUERZA IONICA

= TEMPERATURA

Figura 2-2: Propiedades determinantes en el coeficiente de particion de
proteinas en un ATPS.

A continuacion se enumeran algunos de los factores que determinan la particidon de proteinas en
sistemas de dos fases acuosas:

2.4.1 Propiedades del sistema

2.4.1.1 Peso molecular del polimero

Las particulas y moléculas particionadas, tales como proteinas, acidos nucleicos o organelos celu-
lares se particionaran preferentemente hacia la fase que contenga el polimero de menor peso
molecular [14],[12]. Por lo tanto, el particionamiento de una proteina en un sistema
PEG+Dextrano se vera incrementado si se disminuye el peso molecular del polietilenglicol o si se
aumenta el de dextrano.

2.4.1.2 pH

El pH influencia la ionizacién de los grupos proteicos y, por lo tanto, cambiara la distribuciéon de la
carga superficial de la proteina y, por consiguiente, la particién en el sistema [12].
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2.4.1.3 Composicién de las fases

Cuando la composicion del sistema se encuentra cercana al punto critico, las moléculas se parti-
cionan casi equitativamente entre las fases [14]. Al aumentar la concentracién de polimero, se
produce un alejamiento del punto critico y, por lo tanto, el valor del coeficiente de particidn se
aleja de la unidad. Hay excepciones a esta regla general, donde el coeficiente de particién comien-
za a alejarse del valor unitario, hasta llegar a un maximo y luego comienza a acercarse nuevamen-
te [14].

2.4.2 Propiedades de la molécula

2.4.2.1 Peso molecular

Este factor influye en el efecto que tendra el cambio del peso molecular del polimero [14]. Peque-
fias moléculas, tales como aminoacidos o pequefas proteinas no se ven afectadas mayormente
por el cambio de peso molecular de los componentes de las fases.

Por otra parte, mientras mas grande la molécula, mdas dtomos se encuentran expuestos a las inter-
acciones con el medio circundante. En sistemas dextrano + metilcelulosa, se encontré una relacion
lineal entre el logaritmo del coeficiente de particién y el area superficial, para un grupo de protei-
nas vy virus [14].

2.4.2.2 Hidrofobicidad

El efecto de la hidrofobicidad en la particién de moléculas ha sido ampliamente estudiado
[9],16],[7]1,[17],[12],[10]. En general, en sistemas PEG + sal se han obtenido resultados que sugieren
el aumento de la resolucién de la separacion en sistemas de dos fases acuosas, al aumentar la
concentracién de una sal adicional (NaCl, por ejemplo) en el sistema. Este hecho se relaciona cla-
ramente con la hidrofobicidad: la adicién de sal aumenta la diferencia de hidrofobicidad entre las
fases, incrementa la hidrofobicidad relativa de la fase rica en PEG (fase superior) e incrementa la
fuerza de las interacciones hidrofdbicas entre la proteina y las moléculas de polietilenglicol [6].

2.4.2.3 Carga

Cuando existe una diferencia de energia potencial eléctrica entre las fases, las particulas cargadas
se trasladaran preferentemente a una de ellas, dependiendo de la carga neta de ésta. La separa-
cion por diferencias de carga entre las particulas en suspensién, puede ser casi completamente
eliminada al modificar las fases de forma tal que no posean diferencia de potencial. En general, es
posible manipular las propiedades del sistema cuando se desea amplificar alguna caracteristica
para la separacién (esto equivale a despreciar alguno de los términos de la Ecuacidn 2-5). Se debe
tener en consideracién que, a pesar de que ciertos factores pueden ser disminuidos, siempre

estan presentes en la respuesta del sistema.
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La propiedad de carga de las proteinas es medida usualmente mediante la movilidad electroforéti-

ca de las proteinas, utilizando curvas de titulacion [4].

El efecto de la carga superficial de la proteina, la influencia del pH, de la hidrofobicidad y de la
concentracién de sales en el ATPS, han sido estudiado por diversos autores [7], [8], [9], [3],[6], [4].
Se ha detectado que la hidrofobicidad de la proteina y su carga superficial son determinantes en la
conducta selectiva de las moléculas [4], [9], [8], [7], y por tanto deben ser igualmente importantes

como variables de un modelo predictivo.
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CAPITULO

CARGA E HIDROFOBICIDAD

En este capitulo se describen los fenomenos relacionados con el factor de hidrofobici-
dad de las moléculas y con la carga de las proteinas. Ambos efectos son elucidados en
su relacion con la particion de proteinas en sistemas de dos fases acuosas. Se refieren
distintos métodos para cuantificar el efecto de ambas variables, identificando cudles de
ellos presentan mayores ventajas para elaborar un modelo predictivo.

3.1 Efecto de la Hidrofobicidad en la Particion de Proteinas

La molécula de agua posee un cardcter polar debido a que la distribucién de cargas no es homogé-
nea. Esto hace posible que las soluciones acuosas sean capaces de disolver moléculas idnicas (sa-
les) o moléculas que posean caracteristicas polares, semejantes a las de la molécula de agua.
Cuando una molécula es apolar, establece interacciones energéticamente desfavorables con las
moléculas de agua y es excluida de la red de puentes de hidréogeno formada por las mismas, por lo
que tienden a formar fases (sélidas o liquidas) separadas de la fase acuosa. Los compuestos que
poseen este comportamiento son llamados hidrofébicos (del griego hydro: agua, phobos: temor).

Cuando hablamos de una macromolécula proteica, la cual posee distintos residuos de aminoacidos
gue, a su vez, poseen distintas afinidades por las moléculas de agua; se genera un replegamiento
de la estructura de modo que los residuos mas hidrofébicos se mantienen unidos entre si forman-
do un nucleo hidrofébico compacto aislado de la red de moléculas de agua, mientras que los resi-
duos hidrofilicos (del griego philios: amigo) se mantienen en la superficie de la estructura molecu-
lar, estableciendo interacciones polares con las moléculas de agua [18].

Este comportamiento -si bien es intuitivamente claro- no corresponde a una definicién fisicoqui-
mica medible de manera exacta e inequivoca, por lo que se pueden establecer distintas formas de
cuantificar la tendencia de los residuos hidrofébicos a minimizar el area de contacto con moléculas

de agua, fendmeno en el cual estan involucradas multiples interacciones intermoleculares.

Andrews et al. cuantificé la hidrofobicidad de las proteinas en relacién a su solubilidad. Para esto
se mide la concentracion m* de sal a la cual la proteina comienza a precipitar en sulfato de amo-



nio, para una concentracién de proteina dada. En este caso, la hidrofobicidad se define como
1/m* [9]. Fisher (1964) por otra parte, mide la hidrofobicidad mediante la razén de polaridad (po-
larity ratio), que corresponde al cociente entre el volumen de la capa superficial de aminoacidos
de una proteina, donde se encuentran los residuos hidrofilicos, y su volumen total [18]. Asi, en las
referencias bibliograficas se pueden encontrar tantas medidas de hidrofobicidad como aplicacio-
nes se requieren [19].

Los procedimientos utilizados para cuantificar la hidrofobicidad de las proteinas, pueden ser clasi-
ficados en dos grupos. El primero se basa en la suma de la contribucién de hidrofobicidad por par-
te de cada uno de los aminoacidos que conforman la molécula y el segundo, en el aporte prefe-
rencial a la hidrofobicidad de los grupos que se encuentran en la superficie [10].

Debido al plegamiento reversible que sufre una molécula proteica al entrar en contacto con el
solvente, gran parte de las interacciones de la macromolécula con su alrededor depende de los
residuos superficiales. Estas interacciones van a definir el comportamiento frente a otras molécu-
las y, de la misma forma, afectardn su particién en sistemas de dos fases acuosas. Este analisis
permite plantear que la hidrofobicidad promedio o ASH (Average Surface Hydrophobicity) consti-
tuye una variable apropiada para desarrollar el trabajo expuesto en esta tesis. La ASH ha demos-
trado ser una importante herramienta en el drea de separacion cromatografica [20] y en el desa-
rrollo de modelos predictivos de separacién en ATPS [7].

Al igual que la medida de hidrofobicidad para una proteina, cuando se mide esta caracteristica
para cada aminodcido nos enfrentamos al mismo problema. Existen numerosas escalas que miden
hidrofobicidad u otras caracteristicas de los aminodcidos, tantas como métodos se utilicen para
desarrollar la medicidn. En el Anexo A se presentan las 74 escalas utilizadas en esta tesis, junto a la
referencia y una pequefia descripcion del criterio con el cual se obtuvo.

Las escalas presentadas pueden ser clasificadas segln su cercania al concepto de hidrofobicidad.
Asi, existen escalas que estdn basadas en caracteristicas consideradas propiamente hidrofdbicas,
tales como la medicién por retencion en cromatografia reversa, escalas de hidrofilicidad, etc., y
otras, en tanto, se basan en factores espaciales, pardmetros conformacionales o analisis estadisti-
cos de otras propiedades.

De modo de facilitar el analisis posterior, las escalas se clasificardn en tres clases. La clase 1 incluye
las escalas que cuantifican caracteristicas relacionadas con pardmetros conformacionales de los
aminodacidos, fracciones molares de residuos accesibles o inaccesibles al solvente, medidas de
polaridad, etc. La clase 2 incluye las escalas que fueron obtenidas mediante métodos que involu-
cran el concepto de hidrofobicidad de forma directa, tales como el tiempo de retencidn en distin-
tos tipos de cromatografia a distintos pH, la hidrofilicidad, la energia libre de transferencia entre
fases polares y apolares, etc. Por ultimo, la clase 3 incluye escalas obtenidas a través de anlisis
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estadisticos de propiedades aminoacidicas. La clasificacion de las 74 escalas utilizadas se presenta
en la Tabla A-2 del Anexo A.

3.2 Efecto de la Carga en la Particion de Proteinas

Las proteinas presentan cardacter anfotero, es decir, son capaces de exhibir caracteristicas de acido
0 base, debido a la presencia de grupos funcionales capaces de ionizarse aceptando o cediendo
protones desde o hacia el medio. Cada grupo funcional caracteristico de una proteina posee una
constante de acidez determinada, por lo que la ionizacidon y la carga del grupo dependen del pH de
la solucidn. La carga total de la proteina a determinado pH es la suma de las cargas formales de
cada uno de los grupos ionizados en la molécula. Al ir aumentando el pH de la solucidn, la carga
total de la proteina se vuelve mas negativa o disminuye la carga positiva. Cuando la carga total de
la molécula es nula, se dice que la proteina se encuentra en su punto isoeléctrico, cuyo valor estd
dado por el pH de la solucién al cual se cumple tal propiedad.

Para cada valor de pH de la solucidn, cambia la distribucidn de carga de la proteina y, por lo tanto,
varia el nivel y tipo de interaccién con el medio. Cada tipo de biomolécula posee una curva de
titulacién particular. De esta manera, las diferencias encontradas en las curvas de titulacidon entre
dos proteinas dadas, es decir, las diferencias de carga a un pH determinado, se pueden utilizar
para determinar en qué condiciones pueden ser separadas, utilizando métodos que exploten
comportamientos disimiles entre ellas en cuanto a su carga.

Existen diversas técnicas para determinar la influencia de la carga en las proteinas. Las curvas de
titulacién, por una parte, muestran cémo cambia la carga neta de una macromolécula al cambiar
el pH. Dichas curvas han sido ampliamente utilizadas para predecir el comportamiento de protei-
nas en columnas de intercambio idnico [12] . Otra técnica utilizada es el calculo de la diferencia de
energia de solvatacidn electrostatica entre las fases [11] y el factor de densidad de carga, en el
cual la carga neta es dividida por el peso molecular.

Lagomarsino (2003) estudié el efecto de la carga® en la separacién mediante ATPS de 14 proteinas
y establecid que la mejor representacién de la influencia de la carga eléctrica -como variable fun-
damental para la prediccion del coeficiente de particion- estd dada por la diferencia de energia de
solvatacion electrostatica de la proteina entre ambas fases [11]. Esto se debe a que este método
no sélo toma en cuenta la distribucion de carga de la proteina, sino su interaccién con el solvente
en el cual se encuentra suspendida. Apoyando este mismo punto, Schmidt [12] no encontré bue-
nas correlaciones entre la carga neta o densidad de carga de las proteinas y el coeficiente de parti-
cién en los sistemas estudiados.

1 . s . .
En la seccion 4.2 se presentan mas detalles de este estudio.
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Debido a las razones anteriores, se utilizard la diferencia de energia de solvatacion para determi-
nar la influencia de la carga eléctrica en la separacion mediante ATPS de las proteinas de estudio.
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CAPITULO

DOS IMPORTANTES MODELOS

Dentro de las fuentes bibliogrdficas consultadas, existen dos trabajos de especial in-
terés para el desarrollo particular del tema del trabajo de titulo. El primero establece un
modelo para predecir el coeficiente de particion en sistemas de dos fases acuosas
usando sdlo el factor de hidrofobicidad [7] y el segundo predice el comportamiento
utilizando como variable principal la diferencia de energia de solvatacion electrostdtica
entre las fases, como cuantificacion del efecto de carga de la molécula [8].

4.1 Coeficiente de Particion a Partir de la Hidrofobicidad

Eiteman y Gainer en 1991 desarrollaron una correlacion empirica que relaciona el coeficiente de
particion con la hidrofobicidad del soluto relativa a la diferencia de hidrofobicidad entre las fases
[21]. Dicho modelo ha sido utilizado para evaluar el efecto de la hidrofobicidad superficial sobre la
particion de pequefias y grandes moléculas [10], [6], [7]:

log(K) = Rlog(P) — Rlog(P,)

Ecuacion 4-1

P corresponde a la hidrofobicidad de la proteina y R es la resolucion hidrofébica del sistema, que
corresponde a la habilidad del sistema de discriminar entre proteinas con diferentes hidrofobici-
dades. log (P,) es la hidrofobicidad intrinseca del sistema.

En el estudio de Salgado et al. [7] la hidrofobicidad es representada por la hidrofobicidad media
superficial (Average Surface Hidrophobicity, ASH), lo que es intuitivo, ya que son los aminodacidos
distribuidos en la superficie los que interactian con las moléculas presentes en el sistema.

La ASH puede ser obtenida de distintas formas seglin cdmo se considere la contribucion de hidro-
fobicidad de cada aminoacido al promedio [17]. De esta manera, se definen cuatro métodos de
prediccién de K, denominados ATPS 0, ATPS |, ATPS Il y ATPS lII.



4.1.1.1 ATPSO

Esta primera aproximacion utiliza la estructura tridimensional de una molécula de proteina para
calcular su ASH. Se asume que cada aminodcido sobre la superficie de la proteina contribuye a la
hidrofobicidad total de la molécula en forma proporcional a su abundancia relativa. Esto se define
matematicamente en la siguiente expresion:

YieaSioi

ASH =
YieaSi

Ecuacion 4-2

donde A es el conjunto de los 20 aminoacidos posibles, S; es la suma del area superficial accesible
(Accesible Surface Area, ASA) de todos los aminoacidos de clase i; y ¢; es la hidrofobicidad del
aminoacido de clase i.

Como se menciond anteriormente, existen numerosas escalas de cuantificacion de la hidrofobici-
dad de los aminoacidos, obtenidas o derivadas mediante una variedad de métodos, que incluyen
tiempos de retencién en cromatografia liquida de alta presién (High Performance Liquid Chroma-
tography, HPLC) bajo distintas condiciones de la columna, particionamiento en ATPS y considera-
ciones estructurales, sélo por nombrar algunas. Se destacan las escalas de Cowan-Whittaker [20] y
la de Berggren [22], debido a los altos indices de correlacion con el coeficiente de particién al utili-
zar el modelo de hidrofobicidad desarrollado por Salgado et al. [7].

4.1.1.2 ATPS I, ATPS Il 'y ATPS 111

Estos métodos se basan sélo en la composicién de aminodcidos de la proteina, por lo que no utili-
za su estructura tridimensional y se diferencian entre si, por la cuantificacion de la tendencia del
aminodcido a exponerse al solvente. El modelo ATPS | considera que todos los aminoacidos que
forman la proteina estan completamente expuestos, en el modelo ATPS Il se considera que existe
una tendencia particular de cada aminodacido a estar expuesto al solvente y en el modelo ATPS IlI
se establece una relacidn lineal entre el drea superficial accesible (ASA) para todos los aminodacidos
de clase i y el ASA maximo posible, definido por n;5;,,4,,;. Donde n; es la cantidad de aminoacidos
de tipo i presentes en la proteina y S;4x,; €s el maximo valor posible de ASA, el cual se obtiene
cuando los aminodcidos de clase i estan organizados en una cadena polipeptidica con una confor-
macién extendida.

De las definiciones de hidrofobicidad, la obtenida mediante la estructura tridimensional fue la que
obtuvo mejores indices de prediccién en el estudio desarrollado por Salgado et al., por lo que se
utilizara esta definicion en el presente trabajo.
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o 7

4.2 Coeficiente de Particion a Partir de la Diferencia de Energia de
Solvatacion Electrostatica

Olivera-Nappa et al. [8] y Lagomarsino [11] desarrollaron un modelo predictivo, en el cual se estu-
dia el efecto de la carga -cuantificada mediante la diferencia de energia electrostatica de solvata-
cion entre las fases- en el particionamiento de proteinas en ATPS.

La representacion del efecto de carga mediante la diferencia de energia de solvatacion electrosta-
tica entre las fases posee la ventaja, con respecto a otras formas de cuantificacién de carga, que
no soélo toma en cuenta la distribucidn de las cargas individuales en la molécula y su interaccidon
con la otras moléculas, sino que ademas, cuantifica la interaccidn entre tales cargas y el medio en
el que se encuentra inmersa. Constituye la cuantificacidon de propiedades que involucran fenéme-
nos dependientes tanto de la molécula como del sistema.

Las interacciones electrostdticas de una biomolécula pueden ser estudiadas usando aproximacio-
nes microscépicas o macroscopicas. ldealmente, la aproximacidon microscépica da una visién de
todo el sistema a nivel atdmico en detalle. Por otra parte, la aproximacidon macroscépica considera
modelos continuos en los cuales las moléculas y solvente son tratados como un medio que reac-
ciona lineal y uniformemente ante un campo eléctrico generado por alguna fuente, en este caso la
distribucién de carga propia de las moléculas proteicas [23]. En la practica, la aproximacion mi-
croscopica consume una gran cantidad de tiempo y es computacionalmente exigente, razén por la
cual la aproximacion macroscopica es ampliamente utilizada, ofreciendo una alternativa mucho
mas rdpida y con resultados que poseen gran correlacién con mediciones experimentales [24].

La ecuacion de Poisson-Boltzmann (Poisson-Boltzmann Equation, PBE) constituye la aproximacion
macroscoépica utilizada en Olivera-Nappa et al. [8]. La PBE describe implicitamente las interaccio-
nes electrostaticas entre las moléculas sumergidas en una solucién idnica y para obtener el poten-
cial electrostatico deben ser resueltas numéricamente su forma lineal y no lineal (mas detalles
sobre esto en seccion 6.3.2).

Forma no-lineal de la PBE:
VeV ()] — kisinh(@()) + 4mpin(r) = 0

Ecuacion 4-3

Forma lineal de la PBE:

VeV ()] — ki) + Ampin () = 0

Ecuacion 4-4
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Donde:
ko =0 alinterior de la molécula

= 8me2N 41 ,
ky =/ &owk = |———= al exterior de la molécula.
0 Solv 1000kpT

Eso1v Fepresenta la constante dieléctrica del seno del solvente, k es el parametro de Debye-Hiickel,
kg es la constante de Boltzmann, e la carga del electrén, I la fuerza idnica de la soluciéon y N, el
numero de electrolitos que componen la solucién.

Dada una distribucién de carga eléctrica en el espacio intramolecular p;,: (r) (la que depende de
la estructura y de la secuencia de aminoacidos de la proteina), una fuerza iénica I al exterior de la
molécula y una funcion espacial dielétrica £(r) (la cual posee un valor dentro y otro fuera de la
molécula), se obtiene el valor de ¢(r), el cual corresponde al potencial electrostético para cada
punto del espacio medido en [kT /e], o en cualquier otra unidad conveniente.

Debido a que la distribucidn de carga en la proteina no es puntual, ni de geometria simple, se re-
quiere de apoyo computacional para resolver la Ecuacidn 4-3 y la Ecuacién 4-4. Mediante un soft-
ware, tal como DelPhi v.4 [25], APBS [26] o MOE-Electrostatics [27], se puede resolver numérica-
mente la ecuacidn de Poisson-Boltzmann. En el trabajo de Lagomarsino se utilizdé el programa
DelPhi para obtener los resultados.

Utilizando la distribucion de carga p;,:(r) de la superficie de la proteina, DelPhi v.4 calcula la
energia electrostatica total de la particula cargada cuando se encuentra suspendida en cierto me-
dio, caracterizado por una fuerza idnica y una constante dieléctrica dadas, en unidades [kT] u otra
unidad conveniente. Esta energia puede ser considerada como el componente electrostatico de la
energia de solvatacion para la molécula en dicho medio. Dado que los medios son polares y to-
mando en cuenta la fuerza de los enlaces involucrados, se estima que el componente electrostati-
co de la energia de solvatacion constituye el porcentaje mayoritario de la energia libre de solvata-
cion total de la molécula en el medio considerado. Como en este caso existen dos medios, se con-
sidera la diferencia de energia de solvatacidn electrostatica entre ambas fases. Este paso permite
ademads independizar esta variable de los artefactos numéricos y de la escala y referencia particu-
lar de energia utilizada. La diferencia de energia electrostatica de solvatacidn para una molécula
de proteina entre los dos medios, representa la mayor parte de la diferencia de energia libre de la
molécula entre ambos medios (fases), por lo que puede relacionarse directamente con la constan-
te de equilibrio de particion entre las dos fases, es decir, el coeficiente de particidn, a través de Ia
ecuacién de potencial quimico.

Considerando ademas otros factores no electrostaticos de la energia libre de solvatacidn, que en-
globan las contribuciones entrépicas y entalpicas de introducir la molécula de proteina en una
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cavidad formada dentro de la red de puentes de hidrégeno del solvente y las interacciones de
superficie entre la molécula y el solvente, se obtuvo una ecuacién de la forma:

lOg(K) = A(AGsolv)a(PM)b(F)c + B(AGsolv)d(PM)e(F)f +C

Ecuacion 4-5

donde A, B, C, a, b, ¢, d, y fsonconstantes; PM es el peso molecular de la proteina, F es un factor
de esfericidad® de la molécula y AG,,,,, la diferencia de energia de solvatacion electrostatica entre
las fases. Los pardmetros pueden ser determinados independientemente para distintos valores de
pH, y la ecuacién puede generalizarse para incluir la concentracién de protones en el medio como
otra variable.

2 Ver Anexo C.
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CAPITULO

OBJETIVOS

5.1 Objetivo General
= Desarrollar un modelo matemdtico que incorpore la informacién de carga e hidrofobici-

dad de las proteinas para modelar su coeficiente de particién en ATPS

5.2 Objetivos Especificos

= Cuantificar los efectos de carga e hidrofobicidad para el desarrollo del modelo

=  Cuantificar la capacidad predictiva del modelo utilizando técnicas de analisis estadistico

multivariado

= Hacer un analisis de sensibilidad del modelo desarrollado



PARTE Il

METODOLOGIA

CAPITULO 6: ETAPAS DEL TRABAJO

DEFINICION DE PROTEINAS PATRON A ESTUDIAR

DEFINICION DE ATPS A ESTUDIAR

CUANTIFICACION DEL EFECTO DE CARGA: DIFERENCIA DE ENERGIA DE SOLVATACION
ELECTROSTATICA

CUANTIFICACION DE LA HIDROFOBICIDAD: ASH

ANALISIS DE DATOS



CAPITULO

ETAPAS DEL TRABAJO

Las etapas principales del trabajo se pueden clasificar como:

= Definicion de proteinas patron a estudiar

= Definicion de ATPS a estudiar

=  Cuantificacion del efecto de la carga de las moléculas de proteinas patron
=  Cuantificacion de la hidrofobicidad de las moléculas de proteinas patron
=  Generacion del Modelo

= Andlisis estadistico de sensibilidad, de robustez, estructural y de predictividad
del modelo obtenido

Los 4 primeros puntos se presentan en la seccion de Metodologia y la generacion del
modelo, junto al andlisis estadistico se presenta en la seccion de Resultados.

6.1 Definicion de Proteinas Patron a Estudiar

Las proteinas elegidas son las estudiadas en Schmidt [12]. Estas mismas proteinas fueron utilizadas
en Salgado et al. [7]. De las 12 proteinas originales se elimind la invertasa, debido a que no se en-
contro su estructura tridimensional en la base de datos Protein Data Bank (PDB) [28], por lo que
no es posible calcular las energias de solvatacion electrostdticas ni la hidrofobicidad superficial.

Debido a la dificultad de reproducir los experimentos realizados en los trabajos mencionados y
considerando que se cuenta con los resultados de los mismos con un grado aceptable de exacti-
tud, en el presente trabajo no se efectian los experimentos de particidon de las proteinas, sino que
se utilizan los datos experimentales del coeficiente de particion obtenidos por Schmidt [12].

La Tabla 6-1 seiiala las proteinas y su cédigo asignado en la base de datos PDB.



Tabla 6-1: Proteinas patron

NUMERO PROTEINA CODIGO PDB
1 o —amilasa 1E40
2 a - quimotripsinégeno A 2CGA
3 a - lactalbdmina 1F6S
4 amiloglucosidasa 3GLY
5 conalblimina 10VT
6 lisozima 2LYM
7 ovalbumina 10VA
8 subtilisina 1SBC
9 taumatina 1THV
10 inhibidor de tripsina 1AVU
11 albdmina de suero bovino -

La tabla seiiala las 11 proteinas utilizadas para el desarrollo del modelo
predictivo. La tercera columna indica la notacién utilizada por la base de datos
Protein Data Bank.

6.2 Definicion de ATPS a Estudiar

Para este trabajo, se utilizaron los sistemas de Schmidt [12].

Estos consisten en 4 sistemas formados por polietilenglicol (PEG) con un peso molecular de 4000
[Da] (PM=3500-4500 [g/mol]) adicionado a una sal (fosfato, sulfato o citrato) u otro polimero, que
en este caso corresponde a dextrano. Cada uno de los cuatro sistemas puede contener ademas 3
concentraciones distintas de NaCl: 0, 0.6 y 8.8 [%p/p]. Las combinaciones de los distintos sistemas
y las distintas concentraciones de NaCl permiten obtener un total de doce sistemas de caracteris-
ticas diferentes.

En el trabajo de Schmidt [12], las fases fueron preparadas con soluciones stock de PEG (50% p/p),
fosfato (40% p/p), sulfato de magnesio (23.3% p/p), citrato de sodio (28% p/p), dextrano (Dx T500,
25% p/p) y cloruro de sodio (25% p/p). La solucion de fosfato consistié en una mezcla de K,HPO, vy
NaH,PO, a pH 7. En los otros sistemas el pH se controld con &cido citrico (sistema citrato) e
hidréxido de sodio (sistemas PEG+Sulfato y PEG+Dextrano). La temperatura a la que se realizaron
los experimentos fue de 20[°C]ya pH 7.
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La distancia entre el punto que representa la composicidn del sistema y la curva binodial es vir-
tualmente la misma para todos los sistemas y el cociente de volumenes entre la fase superior e
inferior fue igual a 1. Las proteinas puras fueron agregadas a los sistemas a una concentracién final
de 1 [g/I] [12].

6.2.1 Notacion de los sistemas

Para facilitar la referencia posterior a los sistemas, se denominé cada ATPS con un nuimero, tal

como se muestra en la Tabla 6-2.
Tabla 6-2: Denominacion de ATPS

PEG + FOSFATO PEG + SULFATO PEG + CITRATO PEG + DEXTRANO

Contenido NaCl
%[p/p]
Denominacion
Sistema

0% 0.6% 8.8% 0% 0.6% 8.8% 0% 06% 88% 0% 0.6% 8.8%

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

6.3 Cuantificacion del Efecto de la Carga: Diferencia de Energia de
Solvatacion Electrostatica

El efecto de la carga de las proteinas introducidas en cada sistema se determiné calculando la dife-
rencia de energia de solvatacion electrostética -en adelante AGg,,,- entre las dos fases formadas.
La eleccion de esta forma de medir el efecto de la carga esta basada en el trabajo desarrollado por

Lagomarsino [11].

La diferencia de energia de solvatacidn electrostatica se definird como sigue:

Fase Superior _ AGFase Inferior
solv solv

AGgor, = AG

Ecuacion 6-1
Por lo tanto un AG,,,, positivo indica que es energéticamente favorable que la proteina se en-
cuentre en la fase inferior y si es negativo es favorable el caso contrario. Se debe tener en cuenta
gue este andlisis solo considera la interaccidn electrostatica de la proteina con la solucién circun-
dante y por lo tanto no toma en cuenta otros factores de mas corto alcance como las interacciones
de tipo van der Waals, fuerzas de dispersién u otros fendmenos similares.

Para determinar la energia de solvatacidn electrostatica existen diversos programas disponibles
entre los cuales se encuentran DelPhi y APBS. Ambos programas reciben como parametros de
calculo la fuerza idnica de la solucidn, las constantes dieléctricas asignadas al interior de la protei-
nay al solvente, y la distribucién de carga eléctrica de la proteina. La frontera entre la molécula y
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el espacio intermolecular estd definida por el area excluida al solvente (Solvent Excluded Surface,
SES) usando una esfera de 1.4 [A] de radio, simulando una molécula de agua.

A continuacidn se detalla el calculo de la fuerza idnica de los sistemas.

6.3.1 Fuerza idnica

La fuerza idnica I de una solucién se define en funcién de la concentracion de todos los iones pre-
sentes:

1 n
1= Ez CiZ?
i=1

Ecuacion 6-2

donde C; corresponde a la concentracién molar del idn iy Z; es la carga neta de dicho i6n. Por lo
tanto, es preciso conocer la concentracion molar de las sales de fosfato, sulfato, citrato y NaCl
presentes en cada una de las fases de los sistemas.

En el trabajo de Schmidt [12] se reportan los porcentajes en peso de los componentes de cada
fase, los cuales fueron determinados de forma experimental. La concentracidn de cloruro fue me-
dida mediante titulaciéon con mercurio, la de fosfato y citrato por titulacion potenciométrica, la de
sulfato mediante conductimetria con acetato de bario, la de dextrano por polarimetria y la de PEG
a través del indice refractométrico.

A partir de los datos publicados por Schmidt [12] de la densidad de las fases, el cociente de volu-
men entre las fases, las composiciones en peso y los pesos moleculares de las especies, se calculé
la concentracion molar de cada componente en cada fase. La Tabla 6-3 muestra el resumen de
estos célculos.
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Tabla 6-3: Concentraciones molares de sales en ambas fases

PEG + FOSFATO PEG + SULFATO PEG + CITRATO PEG + DEXTRANO
0%NaCl 0.6 %NaCl 8.8% NaCl 0%NaCl 0.6 %NaCl 8.8% NaCl 0%NaCl 0.6 %NaCl 8.8% NaCl 0%NaCl 0.6 %NaCl 8.8% NaCl
Datos Globales

sal [% p/p] 10940 11.079 12.207 7.795 8.040 8121 11.473 11.494 11.768 7.806 8247  9.336
PEG [% p/p] 15416 15127 18.162 14.243 13.870 17.892 15925 15286 15937 5273 5029  5.800
NaCl [% p/p] 0 0.681 10070 0O 0671 8919 0 0.695  9.608 0 0591 8386
Fase Superior

sal [% p/p] 4305 3.093 1.886 2561 2683 2487 4123 2793  1.044 0 0 0
[Cr:’;lc/el;‘"a“" sl 0317 0228 0145 0228 0241 023 0173 0117  0.046 0 0 0
NaCl [% p/p] 0 0.748  7.766 0 0.699  5.877 0 1.205  7.672 0 0591  9.385
Concentracion 0 0139  1.503 0 0129 1.146 0 0223  1.479 0 0.103  1.739
NacCl [mol/I]

PEG [% p/p] 28507 30.290 37.652 27.749 27.141 35725 28.964 29.495 32779 9.367 9.537  10.958
Fase Inferior

sal [% p/p] 17.952 18299 21.005 12.179 12.494 12.806 18767 19.360 20.818 0 0 0
[Cr:’;f/el;‘"ad“ sl 1413 1446 1762 1166 1200 1298 0825 0851  0.970 0 0 0
NaCl [% p/p] 0 0.620 12.034 0 0.647 11449 0O 0234 11242 0 0591  7.588
Concentracion 0 0123  2.541 0 0128  2.390 0 0.045  2.312 0 0110  1.479
NaCl [mol/I]

PEG [% p/p] 1582 1418 1549 2931 2.835 3.062 2986 2441 1725 0862 0798  1.680

La concentracion total de iones en las fases depende, no sélo de la concentracion de NaCl, sino
ademas de la presencia de las sales de fosfato, sulfato y citrato que se particionan preferentemen-
te -pero no exclusivamente- a la fase inferior, como se aprecia en la Tabla 6-3. Es interesante notar
gue los iones provenientes de las sales presentes compiten por la coordinacion con el polietilengli-
col y por lo tanto, la concentracidn de las sales de fosfato, sulfato y citrato se particionan con ma-
yor preferencia a la fase inferior a medida que la concentraciéon de NaCl aumenta.

Con los datos de la Tabla 6-3 se obtiene la fuerza idnica de las fases aplicando la Ecuaciéon 6-2. La
Tabla 6-4 muestra estos resultados:

Tabla 6-4: Fuerza idnica de los sistemas

PEG + FOSFATO PEG + SULFATO PEG + CITRATO PEG + DEXTRANO

,f:c'}t[‘;";‘jg] 0% 0.6% 88% 0% 0.6% 88% 0% 06% 88% 0% 06% 88%

Fuerzaldnica

- 0.612 0.571 1.664 0.912 1.092 2.089 1.037 0.924 1.753 0 0.103 1.740
Fase Superior

Fuerzaldnica

- 2.343 2549 4659 4.663 4928 7.582 4948 5.154 8.130 0 0.110 1.479
Fase Inferior

La tabla muestra la fuerza ionica de las fases superior e inferior de cada
sistema. Debido a que el fosfato esta formado por una mezcla de distintos
iones en solucion (ver seccién 6.2) fue necesario determinar las proporciones
de dichos iones de acuerdo al pH de la solucién, para calcular la fuerza idnica.
El ejemplo de calculo se encuentra en el Anexo B.
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6.3.2 Resolviendo la ecuacion de Poisson-Boltzmann

Para determinar el campo potencial electrostatico se debe resolver la ecuacion de Poisson-
Boltzmann (Poisson Boltzmann Equation, PBE) sefialada en la Ecuacidn 4-5.

La PBE indica cdmo forma varia el potencial electrostatico ¢ () en el espacio debido a la presencia
de una densidad de carga p;,,: () que depende a su vez de la posicion en el espacio. Para estable-
cer la forma del campo potencial electrostatico, los programas DelPhi, APBS y otros, generan una
grilla tridimensional sobre la cual resuelven la ecuacion diferencial usando el método de diferen-

cias finitas.

6.3.2.1 Método de diferencias finitas

La PBE es posible resolverla analiticamente sélo para cargas puntuales o distribuidas en geometr-
fas simples. Para la resolucidon numérica, se discretiza el espacio generando una grilla y se ubica la
molécula en cualquier punto elegido dentro de ella, cuidando que la grilla contenga completamen-
te a la particula o molécula. El siguiente paso es definir valores de densidad de carga y constante
dieléctrica en los nodos (y solamente en estos puntos) como muestra la Figura 6-1. El potencial
electrostatico se determina en estos mismos puntos resolviendo la PBE. Si luego se desea conocer
el valor del potencial en algin punto que no coincide con los vértices de la grilla, simplemente se
interpola entre los punto mas cercanos de potencial conocido.

El programa utilizado para resolver la PBE fue DelPhi v.4, elegido porque permite ingresar direc-
tamente el porcentaje que ocupa la proteina dentro de la malla, como se explica mas adelante. El
programa APBS también fue probado, obteniéndose resultados similares con diferencias menores

a un 5% con respecto a las obtenidas en DelPhi.
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Figura 6-1: Representacion esquematica de discretizacion del espacio
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La figura muestra la representacion en dos dimensiones de la asignacion de
carga q, y constante dieléctrica &, a los nodos de la grilla para resolver la
ecuacion de Poisson-Boltzmann con el método de diferencias finitas. La esfera

celeste simboliza el volumen de van der Waals de un atomo que forma parte
de una molécula. La carga puntual q, (circulo naranja) originalmente situada
en el centro del atomo es fragmentada a los puntos mas cercanos de la malla.

A continuacién se describen los archivos de entrada del programa y los parametros utilizados para

el calculo.

6.3.2.2 Archivos de entrada

DelPhi v.4 requiere de cuatro archivos bdsicos que entregan los pardmetros y el resto de la infor-
macion necesaria para poder resolver la ecuacién de Poisson-Boltzmann. Estos de se detallan a

continuacion:

1) Archivo de Parametros: Este archivo posee extensidon prm o bien 10 y posee toda la infor-

macion de los pardmetros necesarios para resolver la ecuacién. Dichos parametros seran

detallados mas adelante.

2) Archivo de Coordenadas: Posee la informacion de cada dtomo presente en la molécula y
las coordenadas espaciales de estos. La extension de este archivo debe ser pdb o bien 13.
Estos archivos estan disponibles en Protein Data Bank®> (PDB) [28] y pueden ser bajados

3
www.rcsh.org
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abiertamente a través de Internet, ingresando el cddigo PDB de la proteina (ver Tabla 6-1)
en la pagina web sefialada.

3) Archivos de Radios Atémicos: Con extension siz o 11, posee la informacion de los tamafios
atémicos (radios de van der Waals) de los dtomos ingresados en el archivo de coordena-
das. Esta informacion es necesaria para determinar la superficie de la proteina.

4) Archivo de Cargas Atdmicas: Con extensién crg o 12, posee la carga de cada dtomo consti-
tuyente de la proteina. Con esta informacion el programa asigna la densidad de carga a
cada uno de los nodos de la grilla.

6.3.2.3 Parametros

Los parametros a definir en el archivo prm son los siguientes:

Gsize: NUmero impar que indica el nimero de puntos en cada lado de la grilla. El nimero minimo
es 5y el maximo 571. A mayor Gsize se obtiene una grilla con divisiones mas pequeiias y por ende,
el resultado sera mas preciso, pero el proceso de calculo serd mas lento.

Scale: Indica cuantas divisiones de grilla se desean en un Angstrom [grilla/Angstrom]. A mayor
Scale, mayor precision.

Perfil: Corresponde al porcentaje que representa el largo maximo de la molécula de proteina con
respecto al largo de la grilla. A mayor porcentaje, la proteina cubre mayor parte de la grilla y por lo
tanto se obtiene una resolucién mds precisa ante el mismo valor del Gsize. Se debe hacer notar
que los parametros Gsize, Scale y Perfil no pueden ser asignados al mismo tiempo, sino que sélo se
fija Perfil y uno de los otros.

Indi: Sefiala la constante dieléctrica interna de la macromolécula, considerada como un medio
continuo homogéneo. La constante dieléctrica se refiere al grado de polarizacién eléctrica de la
molécula cuando se somete a un campo eléctrico exterior. Se dice que la constante dieléctrica es
igual a 1 cuando el medio no es polarizable, es cercana a 2 cuando la molécula es eléctricamente
poco polarizable y valores mayores involucran la reorientacion de dipolos y otros fendmenos rela-
cionados.

Exdi: Sefiala la constante dieléctrica del medio externo, considerado como un medio continuo
homogéneo.

Prbrad: Es el radio (en Angstrom) de la molécula del solvente, el cual se utilizarad para determinar
el area superficial de la macromolécula que es accesible para las moléculas de solvente que la
rodean.

Salt: Es la fuerza idnica producida por las sales presentes en la solucion.
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Bncond: Corresponde a un nimero entero que identifica el tipo de condiciéon de borde impuesta

para la grilla de calculo. Las opciones disponibles son las siguientes:

1)

2)

Potencial cero: El potencial del borde es igual a cero.

Condicidn Dipolar: Los potenciales del borde de la red son aproximados por el potencial de
Debye-Hiickel de un dipolo equivalente a la distribucién de carga de la macromolécula. Si
q+ es la suma de todas las cargas positivas, g_ la suma de todas las cargas negativas, ;. es
la distancia desde el punto al cual se le quiere estimar el potencial hasta el centro de la
carga positiva, 7_ es lo mismo aplicado a las cargas negativas, &g, 1a constante dieléctrica
del solvente y A, la distancia de Debye; entonces el potencial del punto (@) se puede
aproximar como:
e r
e 4o e 4p

+ +q-
EsolvT+ EsolvT-

=49

Focusing: En este caso se necesita un mapa de potencial obtenido previamente por el pro-
grama para la misma proteina. Como es légico, el mapa previo debe ser obtenido con una
grilla con mayores distancias entre nodos (calculo menos preciso) y ademas la nueva grilla
debe estar contenida dentro de la antigua, de modo que el programa pueda interpolar los
valores de todos los puntos de los bordes de la red. De otra forma, el programa arroja un
error.

Culombica: El potencial se aproxima a través de la suma de los potenciales de Debye-
Hiickel de todas las cargas presentes en la proteina. De esta forma, si g; es la carga i-ésima
y 1; es la distancia desde el punto perteneciente al borde y la posicién de la carga, enton-
ces:

ri

e 4
=3 g
i EsowTi

Fcrg: Cuando este parametro es falso indica una interpolacién cubica de las cargas hacia los puntos

de la grilla, cuando es verdadero la interpolacidn se convierte en esférica. Si un dtomo de la pro-

teina no cae exactamente en un punto de la grilla, entonces de alguna forma esta carga debe ser

distribuida en los puntos alrededor de éste. Cuando el parametro es falso, el algoritmo utilizado

distribuye la carga en los 8 puntos mas cercanos; cuando es verdadero, el algoritmo le asigna una

simetria mds esférica, aunque en este caso la distribucidon cubre una regidon mas grande que en el

caso anterior. No ha sido estudiado exhaustivamente cudl de las dos aproximaciones presenta

mayor precisién en el calculo (Manual de DelPhi v.4).
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Autoc: Cuando este pardmetro es verdadero, se calcula automaticamente el numero de iteracio-
nes necesarias para lograr la convergencia del célculo. Si es falso, se debe especificar el nimero de
iteraciones que desee el usuario.

6.3.2.4 Asignacidn de pardmetros

Los célculos se llevaron a cabo utilizando 3 aproximaciones sucesivas para cada proteina utilizando
la opcién de borde focusing. La primera aproximacidn considerd que cada proteina ocupaba un
30% del total de la grilla (perfil=0.3) la cual se encuentra centrada en dicha red y se utiliza la condi-
cion de borde dipolar. Como resultado de este célculo se obtiene un mapa de potencial contenido
en un archivo generado por el programa del tipo mapa30.phi. Luego, se realiza el segundo calculo
donde la proteina ocupa un 50% del espacio formado por la grilla. En este caso la condicion de
borde corresponde al mapa obtenido anteriormente (mapa30.phi). Para el calculo final |a proteina
ocupa el 90% de la grilla y utiliza el mapa50.phi obtenido en la aproximacién del 50% (Figura 6-2).

De esta forma, si se utiliza un numero fijo de divisiones de la red (Gsize) para los tres calculos su-
cesivos de una proteina, se obtiene una solucién cada vez mas precisa al ir aumentando la resolu-
cion, lo que equivale a disminuir el tamafio de cada division de la grilla.

Para designar el niumero de divisiones de la grilla (Gsize) se utilizd el criterio de que cada proteina
fuera calculada con la misma resolucién final de 0.35 [A/grilla]. Para esto se consider¢ la longi-
tud mdéxima de cada molécula de proteina y se calculd el nimero de divisiones para que al realizar
la aproximacion del 90% la divisién coincidiera con la resolucién de 0.35 [A/grid]. A continuacién

se muestra cudl es la longitud maxima de cada proteina y el nimero de divisiones resultantes.
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Figura 6-2: Aproximacion sucesiva del campo electrostatico
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Tabla 6-5: Valor del parametro Gsize utilizado para cada proteina

Proteina Longitud Maxima [A]
1 Inhibidor de tripsina 50.20 161
2 o — Amilasa 74.96 239
3 a— Lactalbumina 58.02 185
4 Ovalbumina 69.03 221
5 Conalbumina 94.79 303
6 Subtilisina 53.04 169
7 Taumatina 53.38 171
8 a—QuimotripsindgenoA 49.07 157
9 Lisozima 46.78 151
10 Amiloglucosidasa 64.96 207
11  Albdmina de suero bovino 82.30 263

La tabla muestra el valor del parametro Gsize, calculado considerando una
resolucion final fija para cada proteina. Cuando resulta un nimero par del
Gsize, se aumento en uno para cumplir con el requerimiento del parametro.

La constante dieléctrica de la macromolécula se considerd igual a 4, tomando en cuenta que existe
un pequefio grado de reorganizacidn de las cargas de la proteina debido a la presencia del campo
eléctrico [29].

La constante dieléctrica interna de la fase superior, compuesta en mayor proporcidon por PEG fue
medida experimentalmente por Lagomarsino [11], dando un resultado de 40. La fase inferior,
compuesta primordialmente por agua, posee una constante dieléctrica de 80, también obtenida
por medicién experimental [11].

El resumen de los pardmetros utilizados en el calculo de la energia de solvatacidn electrostatica en
una fase superior genérica, se muestra en la Tabla 6-6.
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Tabla 6-6: Parametros utilizados en DelPhi v.4 para el calculo de la energia de
solvatacion electrostatica en la fase superior

Parametro 1° Aproximacion 2° Aproximacion 3° Aproximacion
Gsize [] Ver Tabla 6-5 Ver Tabla 6-5 Ver Tabla 6-5
Perfil [%] 30 50 90
Indi [] 4 4 4
Exdi[] 40 40 40
Prbrad [A] 1.4 1.4 1.4
Salt [mol/I] Ver Tabla 6-4 Ver Tabla 6-4 Ver Tabla 6-4
Bncond 2 3 3
Fcrg False False False

Autoc True True True

La tabla sefiala los parametros ingresados al programa DelPhi v.4 para el
calculo de la energia electrostatica en una fase superior genérica. El parametro
Gsize cambia de acuerdo a la proteina y Salt es la fuerza idnica del sistema. En
el caso de la fase inferior acuosa, el dieléctrico exterior (Exdi) es 80.

En el Anexo C, a modo de ejemplo se presentan los archivos de parametros utilizados para el
calculo de la energia de solvatacidn electrostatica de la proteina 1AVU (inhibidor de tripsina) en la
fase inferior del sistema PEG+Citrato con 8.8% p/p de NaCl.

6.3.3 Diferencia de la energia de solvatacion electrostatica: AG,,;,,

Al ejecutar el programa DelPhi v.4 con los parametros sefialados se obtiene un mapa de potencial
electrostatico en el espacio para cada una de las proteinas, en cada fase y para cada tipo de siste-
ma. Uno de estos mapas de potencial resultantes, puede ser visualizado como se muestra en la
Figura 6-3, que ilustra el potencial electrostatico en la superficie de la molécula de una proteina.
Se utilizé el programa PyMOL para la visualizacion.
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Figura 6-3: Mapa de potencial electrostatico de la conalbimina (10VT)

La figura muestra la visualizacion con Pymol de la conalbumina coloreada
segun el potencial electrostatico que posee en cada punto de su superficie. El
color rojo mas intenso indica valores de -10 eV y el azul mas intenso valores de
10 eV, la gama de colores seiiala valores intermedios entre estas cotas.

La energia de solvatacién es calculada a partir del trabajo necesario para trasladar todas las cargas
de la proteina desde el infinito hasta su posicidon en la molécula, moviéndose a través del potencial
electrostatico calculado. Si la molécula yace completamente dentro de la grilla y no hay sal presen-
te, entonces la energia de solvatacidn en este caso particular, equivale a la energia necesaria para
transferir la molécula desde un dieléctrico igual al interno de la molécula —en este caso igual a 4-
hasta un medio de dieléctrico externo igual al de la solucion.

Una vez calculada la energia de solvatacidn en cada fase, se resta la energia de la fase inferior a la
superior obteniendo una diferencia de energia para cada proteina en cada uno de los doce siste-

mas.

6.4 Cuantificacion de la Hidrofobicidad: ASH

Como se sefald anteriormente, la hidrofobicidad medida mediante la hidrofobicidad media super-
ficial (ASH) presenta gran relacidn con el fendmeno a estudiar, debido a que considera el area de
los aminodcidos accesibles al solvente, que corresponden a los que interactian con el solvente y
las otras moléculas proteicas.
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De los métodos descritos para obtener el ASH (ver seccién 4.1), se utilizard el que ocupa la estruc-
tura tridimensional de la macromolécula, segun la Ecuacion 4-2 presentada anteriormente:
YieaSiPi
ASH = —/—/——
YieaSi

S; corresponde a la suma del drea superficial accesible (Accesible Surface Area, ASA) de todos los
aminodcidos de clase i y se usaron los mismos datos utilizados por Salgado et al. [7] presentados
en el Anexo D. ¢; es la hidrofobicidad del aminoacido de clase i.

Utilizando el area superficial expuesta de cada aminodcido en una proteina, calculada a partir de la
estructura tridimensional de la misma, y las escalas de hidrofobicidad descritas en la Tabla A-1 del
Anexo A, se obtuvo el ASH de cada proteina. Por lo tanto, se calcularon 74 medidas del ASH para
cada proteina, una para cada escala.

6.5 Analisis de Datos

Con el efecto de la carga cuantificado mediante la diferencia de energia de solvatacidn electrosta-
tica entre ambas fases (AGg,1,) v la hidrofobicidad cuantificada con el ASH para cada escala de
hidrofobicidad, se creé un programa en Matlab para minimizar el error cuadratico medio del ajus-
te de cada modelo desarrollado en el presente trabajo, variando los pardmetros constantes del

mismo.

6.5.1 Elaboraciéon de modelos predictivos

Los modelos se elaboraron basandose en correlaciones desarrolladas previamente por otros auto-
res [7], [8], [11], que utilizan alguna de las variables estudiadas o bien, en tendencias observadas
en los sistemas de estudio, como se vera mas adelante. Se elaboraron 26 modelos, todos inclu-
yendo la influencia de ambas variables, con relaciones lineales y no lineales entre ellas. El nimero
de pardmetros varié entre un minimo de dos y un maximo de 5 pardmetros.

El detalle de los modelos elaborados se presenta en la seccién 7.2.

6.5.2 Ajustes a los modelos

Cada modelo se ajustd para cada uno de los 12 sistemas y considerando, siempre, las 11 proteinas
de estudio. Como la variable ASH puede ser medida de 74 formas, cada ajuste a un modelo dado
entregd una matriz formada por 74 filas, donde la fila i-ésima poseia los indices estadisticos del
ajuste que utiliza la escala i-ésima. A su vez, el mejor ajuste del modelo se selecciond discriminan-
do por aquella escala de hidrofobicidad que poseia el menor error cuadratico medio de Jack-Knife
(MSE)), debido a que cuantifica el error de prediccion (ver pag. - 44 -). De esta forma, para cada
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modelo estudiado se obtiene un ajuste para cada sistema, el cual utiliza una escala de hidrofobici-
dad determinada que entrega el menor error cuadratico medio de Jack-Knife.

Los modelos que se ajustaron linealmente se ejecutaron una vez, ya que el programa encuentra el
minimo global de manera Unica y efectiva. En los casos no lineales, el programa se ejecuté 15 ve-
ces para cada ajuste y empleando puntos iniciales aleatorios, de modo de disminuir la posibilidad
de encontrar soluciones que utilicen minimos locales para definir los valores de los parametros.

Con los indices estadisticos de cada ajuste, se estudio la calidad de los modelos segun el porcenta-
je de disminucidn del error cuadratico medio en comparacién con el modelo de hidrofobicidad
desarrollado por Salgado et al. [7].

6.5.3 Evaluacion de desempeiio de los modelos

El desempefio de los modelos fue evaluado mediante el analisis de tres pardmetros: el error
cuadratico medio (MSE), coeficiente de correlacidon de Pearson (Pearson) y error cuadratico medio
de Jack-Knife (MSE). Dichos parametros se definen a continuacién.

6.5.3.1 Error Cuadratico Medio (MSE)

Consiste en el promedio del cuadrado de las diferencias entre la respuesta verdadera y la estimada
por el modelo:

N
1 _
MSE =~ (logk; - logK.)’

=1

Ecuacion 6-3
Donde logK; es el logaritmo del coeficiente de particién experimental de la proteina i-ésima,

loIgT(,,_l es el logaritmo del coeficiente de particiéon dado por el ajuste de la proteina i-ésima y N el
numero de datos disponibles.

6.5.3.2 Coeficiente de correlacién de Pearson

Esta dado por:
NY¥, (logK;logK,) — X logK; Y\ log K,

JN Zf'vzl(logKi)z - (Z§Y=110gKi)2 \/N Z{'V=1(10/g—7(1)2 - (Z{V=1 lggT(l)z

Pearson =

Ecuacion 6-4

-43 -



6.5.3.3 Error Cuadratico Medio de Jack-Knife (MSE)

Este indice estadistico indica el error asociado a la prediccién de la variable dependiente aplicada a
datos que no fueron utilizados para el ajuste y es considerado la herramienta mas objetiva para la
evaluacion de modelos predictivos [30], [31]. Debido a que sélo se cuenta con los datos de 11 pro-
teinas, la forma de estimar el MSE, en este caso es ajustando el modelo 11 veces, cada vez dejan-
do uno de los datos fuera del ajuste [32]. Para cada iteracion se calcula el error de prediccién al
aplicar el ajuste al dato que se dejé fuera y se calcula el promedio de las N proteinas:

i\ 2

N
MSEj == > (logk; — logk,™")
=1

Z| =

L
Ecuacidn 6-5

. - L . R — —i
logK; es el logaritmo del coeficiente de particidon experimental de la proteina i-ésima, logK, es
el logaritmo del coeficiente de particion dado por el ajuste de la proteina i-ésima, al dejar fuera la
misma proteina.

En la siguiente seccion se presentan las variables de interés calculadas y el modelamiento del co-
eficiente de particion en funcién de cada variable, utilizando los modelos anteriores de Salgado et
al. [7], Olivera-Nappa et al. [8] y Lagomarsino[11]. Luego, se muestran los modelos propuestos y su
desempeiio.
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CAPITULO

MODELACION DEL COEFICIENTE DE PARTICION EN
FUNCION DE LA DIFERENCIA DE ENERGIA DE SOLVATACION
ELECTROSTATICA Y LA HIDROFOBICIDAD

En el presente capitulo se modela el coeficiente de particion (K) en funcidn de las varia-
bles de interés, utilizando el modelo desarrollado previamente por Salgado et al.[7] que
s6lo usa la variable de la hidrofobicidad —en adelante referido como modelo de Salga-
do- y el modelo propuesto por Lagomarsino [11] y Olivera-Nappa et al. [8] que utiliza
como variable la diferencia de energia de solvatacion electrostdtica entre ambas fases
—en adelante referido como modelo de Lagomarsino.

Posteriormente, se presentan los modelos elaborados en la tesis, los resultados de los
ajustes y el andlisis de resultados.

7.1 Analisis de Modelos Previos

7.1.1 Modelacion a partir de la diferencia de energia de solvatacién electrostatica
(AGsolv)

La Tabla 7-1 sefiala el valor calculado para la diferencia de energia de solvatacidn electrostatica
(AGg,,) obtenida mediante DelPhi v.4 para cada proteina, en cada uno de los sistemas de dos
fases acuosas.



Tabla 7-1: Diferencia de energia de solvatacion electrostatica (AG,,;,)
calculada para los 12 sistemas

PEG + FOSFATO PEG + SULFATO PEG + CITRATO PEG + DEXTRANO

0% NaCl 0.6% NaCl 8.8% NaCl 0% NaCl 0.6% NaCl 8.8% NaCl 0% NaCl  0.6% NaCl 8.8% NaCl
1AVU 1075 1078 1058 107.5 107.0 1059 107.2 107.6  106.5 109.3 107.4 103.9
1E40 188.8 188.6 1863 189.1 1886 1874  188.8 189.4  188.3 193.8 188.6 183.9
1F6S 82.6 83.0 81.5 82.7 82.4 81.7 82.5 82.8 82.0 84.5 82.3 80.1
10VA 182.1 182.1 1804 182.7 1823 1812 1825 183.0 182.2 184.0 181.4 177.3
10VT 3775 350.0 363.2 361.6 1086.8 3583 3543 353.7 3674 3588 5777.2 3499
1SBC 85.2 85.4 84.3 85.3 85.1 84.4 85.2 85.4 84.8 86.1 85.1 83.0
1THV 89.4 89.6 88.6 89.4 89.2 88.6 89.3 89.5 88.9 90.4 89.5 87.6
2CGA 109.4 109.7 108.1 109.5 109.1 108.2 109.2 109.6 108.6  111.7 109.5 106.4
2LYM 80.4 80.6 79.3 80.3 80.1 79.3 80.2 80.4 79.7 81.7 80.5 78.1
3GLY 2842 2603 2844 2720 2719 2748 2694 2726 273.8 293.0 276.3 272.6
MBSA01 264.8 278.1  263.2 265.6 264.2 264.6 264.6 2655 2655 270.9 264.6 258.2

La tabla muestra la diferencia de energia de solvatacion electrostatica entre la
fase superior e inferior de cada sistema en unidades [kT]. Los datos fueron
entregados por el programa DelPhi v.4 seglin los parametros sefialados en la
Tabla 6-6.

La energia de solvatacion electrostatica para cada proteina, en cada sistema, fue obtenida segln
se describe en la seccion 6.3. Sin embargo, en el caso de la proteina conalbimina (10VT en la ta-
bla) no fue posible obtener la resolucién final de 0.35 [A/grilla] utilizada para las demas protei-
nas, ya que arrojo un error al realizar el calculo con el porcentaje de ocupacion del 90%. Esto se
debe a que dicha molécula de proteina posee el mayor peso molecular, segun la informacion del
PDB de las proteinas utilizadas para el estudio, por lo que el calculo de la energia de solvatacidn
electrostatica es computacionalmente intensivo. Para obtener la energia electrostatica en esta
proteina, se utilizd un porcentaje final de ocupacién de un 75% que corresponde al porcentaje
maximo permitido sin arrojar errores para la 10VT en DelPhi. Como se observa en la Tabla 7-1, en
el sistema PEG+Sulfato con 0.6% de NaCl y en el sistema PEG+Dextrano con 0.6% de NaCl el valor
de AGg,y, para esta proteina se aleja del rango de valores, lo que se atribuyd a la disminuciéon de
resolucidn utilizada para el célculo. Para estudiar esta posibilidad, se obtuvo la energia de solvata-
cion para un subconjunto de 3 proteinas escogidas aleatoriamente considerando una resolucidn
final de un 75% y de un 90% a modo de comparacion en los resultados. Las diferencias obtenidas
fueron menores a un 0.4% entre los dos célculos, por lo que se estima que no fue la disminucién
de la resolucién lo que provocd el aumento de AG,,;, €n los sistemas mencionados. Sin embargo,
no se puede descartar la posibilidad que en el caso de la conalbumina (10VT) haya existido algun
error por la disminucion de la resolucion. Otro punto importante es que la 10VT posee una estruc-
tura cuaternaria tetramérica y en este trabajo se calculd la energia de solvatacion de la proteina
considerando sdlo el mondmero. Es posible que la energia de solvatacion electrostatica del tetra-
mero se acerque mas al rango de valores de las demds proteinas consideradas, pero este aspecto
no se exploré adicionalmente en este trabajo.
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Para poder observar cualitativamente el comportamiento experimental de todas las proteinas en
cada uno de los sistemas considerados, se presenta la variacion del coeficiente de particion (ex-
presado como el logaritmo de K), en funcion de los datos de diferencia de energia de solvatacion

presentados en la Tabla 7-1.

Grafico 7-1: Log(K) en funcién de la diferencia de energia de solvatacién
electrostatica entre las fases (AG,,;,,) en el sistema PEG+fosfato+0% NaCl
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Grafico 7-2: Log(K) en funcién de la diferencia de energia de solvatacién
electrostatica entre las fases (AG,,;,,) en el sistema PEG+fosfato+0.6% NaCl
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Grafico 7-3: Log(K) en funcién de la diferencia de energia de solvatacion
electrostatica entre las fases (AG,,;,,) en el sistema PEG+fosfato+8.8% NaCl
(sistema 3)
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Grafico 7-4: Log(K) en funcién de la diferencia de energia de solvatacién
electrostatica entre las fases (AG,;,,) en el sistema PEG+sulfato+0% NaCl
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Grafico 7-5: Log(K) en funcién de la diferencia de energia de solvatacién
electrostatica entre las fases (AG,,,,) en el sistema PEG+sulfato+0.6% NacCl
(sistema 5)
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Grafico 7-6: Log(K) en funcién de la diferencia de energia de solvatacién
electrostatica entre las fases (AG,,},,) en el sistema PEG+sulfato+8.8% NaCl
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Grafico 7-7: Log(K) en funcién de la diferencia de energia de solvatacion
electrostatica entre las fases (AG,,,,,) en el sistema PEG+citrato+0% NaCl
(sistema 7)
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Grafico 7-8: Log(K) en funcién de la diferencia de energia de solvatacién
electrostatica entre las fases (AG,,;,,) en el sistema PEG+citrato+0.6% NaCl
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Grafico 7-9: Log(K) en funcién de la diferencia de energia de solvatacion
electrostatica entre las fases (AG,,,;,) en el sistema PEG+citrato+8.8% NaCl
(sistema 9)
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Grafico 7-10: Log(K) en funcidn de la diferencia de energia de solvatacion
electrostatica entre las fases (AG,,;,,) en el sistema PEG+dextrano+0% NaCl
(sistema 10)
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Grafico 7-11: Log(K) en funcidn de la diferencia de energia de solvatacion
electrostatica entre las fases (AG,,,,,) en el sistema PEG+dextrano+0.6% NaCl
(sistema 11)
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Grafico 7-12: Log(K) en funcidn de la diferencia de energia de solvatacion
electrostatica entre las fases (AG,,,) en el sistema PEG+dextrano+8.8% NaCl
(sistema 12)
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Los graficos muestran que para valores de AGg,;, pequefios, el coeficiente de particidn es elevado
y a medida que AGg,;, aumenta el Log (K) disminuye. Este comportamiento es respaldado por los
resultados obtenidos por Lagomarsino para otro conjunto de proteinas [11]. El resultado es con-
gruente, ademas, con el analisis energético, ya que a medida que aumenta AGg,;, €s mas favora-
ble que la proteina se encuentre en la fase inferior y, por lo tanto, aquellas proteinas que poseen
grandes valores de AG,,;,, se particionan con mayor preferencia a esta fase (lo que equivale a dis-

minuir el valor de Log (K)).

Se debe observar que en todos los sistemas, bajo todas las concentraciones de NaCl consideradas,
la energia libre de solvatacién fue positiva. Si el efecto de la energia de solvatacién fuera el Unico
que influye en el sistema, entonces predeciria que todas las proteinas se encuentran energética-
mente mas estables en la fase inferior. La preferencia por esta fase se ve mas evidentemente en
los sistemas con concentracion nula o intermedia de NaCl (0% y 0.6% p/p de NaCl). Por ejemplo,
en los sistemas fosfato y citrato con nula e intermedia concentracion de NaCl, las proteinas prefi-
rieron la fase inferior mas del 63.3% de las veces y en los sistemas PEG+Sulfato con concentracion
nula e intermedia de NaCl, las proteinas, sin excepcidon, se particionaron de manera preferencial
hacia la fase inferior del sistema. En los sistemas formados por dextrano no es tan clara esta ten-
dencia, ya que para cualquier concentracion de NaCl considerada, aproximadamente el 50% de las
proteinas se particionan hacia la fase inferior, no mostrando particién preferencial por ninguna de
las dos fases. En todos los casos de alta concentracién de NaCl (8.8% p/p), las proteinas se vieron
desplazadas preferentemente hacia a la fase superior. Esto indica que existe un efecto no conside-
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rado en la variable AGg,,;;, que influye en el comportamiento de este tipo de sistemas. Probable-
mente puede deberse a efectos hidrofébicos no considerados, debido al bajo valor de AGg,,;,, , lo
gue se condice con los bajos errores de prediccidon del modelo de hidrofobicidad de Salgado para
los sistemas con alto porcentaje de NaCl [7].

Como se destaco en el parrafo anterior, en ciertos sistemas no existe un particionamiento prefe-
rencial de las proteinas hacia la fase inferior, como predice el analisis energético a través del valor
de AGg,,,- Sin embargo, este hecho no determina necesariamente una baja correlacion entre la
variable AGg,,,, Y €l coeficiente de particidn, ya que aunque la curva se encuentre desplazada en el
eje ordenado (por ejemplo, en los sistemas con alto porcentaje de NaCl una alta porcion de las
proteinas presenta valores de K mayor que 1), se mantiene la tendencia esperada, donde a mayo-
res diferencias de energia de solvatacion entre las fases, mayor desplazamiento hacia la fase infe-
rior del sistema.

A partir del andlisis anterior se concluye que existe una relacidn entre el coeficiente de particion
de proteinas y la variable AGg,;,,, por lo tanto, la elaboraciéon de un modelo que incluya esta varia-
ble es razonable.

Se puede observar que ciertas proteinas presentan una desviacién del comportamiento cualitativo
del conjunto. En el Gréfico 7-1, Grafico 7-2, Gréfico 7-3 (pertenecientes todos al sistema
PEG+Fosfato), Grafico 7-7, Grafico 7-8, Grafico 7-9 (sistema PEG+Dextrano) y Grafico 7-10 se ob-
serva que la proteina 1E40 se desvia considerablemente de la tendencia general, lo que indica que
en el caso de esta proteina existe probablemente otro factor que influye en el comportamiento,
produciendo una desviacién.

Retomando la discusion de los resultados obtenidos con la conalbimina (10VT), se observa que en
los sistemas 5 (PEG+Sulfato 0.6% NaCl) y 11 (PEG+Citrato 0.6% NaCl) esta proteina se aleja de la
tendencia de las demas proteinas, presentando un AGg,;,, mayor al que se espera tomando en
cuenta el comportamiento general. Este resultado va a influir en el desempefo de los modelos,
segun se discutird mas adelante.

En cuanto al comportamiento de las proteinas al aumentar el porcentaje de NaCl en los sistemas,
en general se cumple que a concentracion intermedia de NaCl (0.6% p/p) las proteinas poseen el
menor coeficiente de particidon, luego K aumenta en los sistemas sin NaCl y posee el mayor valor
en los sistemas de alta concentracién de NaCl (8.8% p/p). La Tabla 7-2 muestra la tendencia del
coeficiente de particion (expresado como Log(K)) al aumentar el contenido de NaCl en un tipo de
sistema. La longitud de las barras representan el valor de Log(K) para esa proteina a esa concen-
tracién de NaCl. Por ejemplo, la proteina 1AVU (inhibidor de tripsina) en el sistema PEG+Fosfato
posee el mayor coeficiente de particién en el caso de concentracion de 8.8% de NaCl, luego en el
sistema sin NaCl y el menor valor en el sistema con 0.6% NaCl. La tendencia general observada
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posee algunas excepciones, como se observa para la proteina 1THV (taumatina) donde el menor
coeficiente de particion lo presenta en los sistemas que no poseen NacCl.

Tabla 7-2: Logaritmo del coeficiente de particidn (K) para las 11 proteinas en
cada sistema

PEG + FOSFATO PEG + SULFATO PEG + CITRATO PEG + DEXTRANO

0% NaCl  0.6%NaCl 8.8% NaCl | 0% NaCl 0.6%NaCl 8.8% NaCl

Log(K) Log(K) Log(K) Log(K) Log(K) Log(K) Log(K) Log(K) Log(K) Log(K) Log(K) Log(K)
1AVU 0.217 0089 0749 [ -0281 [ -0.380 [Wl6i925 0.098 0.032 0.936 0.059 0.077 [l0.252
1E40 0.317 0.252 [ll1054 [ 0007 | -0.796 [Ml6734 0.158 0.115 1.352 -0.385 -0.688 [llf0.025
1F6S -0.552 0772 019 [ -1528 | -1.602 [llEGi15 -0.483 0.772 -0.088 [Il-0.037 -0.149 [l50.026
10vA %524 0472 0322 W07 | 0629  [lGI064 0323 -0.695 0592 0.190 0.023 [W0ia56
1ovt 10338 0462 [%0221 [WFos87 [ 0719 | -0.809 -0.487 -0.798 -0.842 [ll%0.200 0399 [f0.129
1SBC -0.113 0020 [Wi3e0 [ -0581 [ -0.257 [Mliiii00 0.006 0.047 1.399 0.062 0.183 [Il0.490
1THV -0.154 0.007 [ll1207 | -0860 [ -0.493 [Wldi219 -0.005 0.095 1.416 0.114 0.124 [l0.507
2CGA -0.162 0332 [Wi228 | -0251 [ -0.606 [Mld578 -0.114 -0.196 1.472 0.123 0270 [0.411
2LYM -0.327 0228 1020 | -0527 | -0322 [llNGes8 -0.154 -0.062 1.207 0.106 0.285 [I0.531
3GLY 0312 0454 [W0.225 | -0682 [ -0.483 [iE0:283 -0.258 -0.649 0560 %0183 -0.631  [Il%0.235
mBsA01 [lIE0:338 0656 [l-0.442 [WG267 | -1.208 [IEG:335 -0.438 -0.606 0926 [I%0.263 -0.704 -0.466

La tabla muestra la tendencia de Log(K) en cada ATPS a medida que aumenta
la concentracion de NaCl. La longitud de la barra representa el valor en la
celda, por ejemplo, la barra mas larga en el sistema PEG+Fosfato (para 8.8%
p/p NaCl) indica que para esa concentracién de NaCl la proteina obtuvo el
mayor valor del coeficiente de particion.

Las observaciones anteriores se interpretan como sigue: si a un sistema con concentracién nula o
intermedia de NaCl se adiciona sal hasta alcanzar una alta concentracién de NaCl en dicho sistema
(8.8% p/p), la particion selectiva de las proteinas por la fase inferior se desplaza hacia la fase supe-
rior. Sin embargo, ocurre lo contrario al agregar una concentracion pequefia de NaCl en un siste-
ma que no lo posee. Las macromoléculas, en general, aumentan la preferencia hacia la fase infe-
rior al agregar una cantidad pequeia de sal, tal como se observa en la Tabla 7-2 al notar la dismi-
nucién de K al pasar de un sistema con 0% NacCl hacia uno, de las mismas caracteristicas, pero con
0.6% de NaCl.

El comportamiento descrito anteriormente, basado en datos experimentales, pero contradictorio
ante un analisis superficial, posee una base tedrica descrita por los efectos “salting-in” y “salting-
out”. El fendmeno de salting-in se produce al incrementar en un pequefio porcentaje la fuerza
idnica de una solucidn. Bajas concentraciones de sal (por ejemplo concentraciones de 0.6% p/p de
NaCl) crean un ambiente idnico que rodea las moléculas proteicas y que impide las interacciones
directas entre la macromolécula y el solvente, lo que produce un aumento de la solubilidad de la
proteina en la solucidn y, por lo tanto, proteinas que antes se veian desplazadas hacia la fase supe-
rior, se desplazan hacia la fase inferior, lo que se refleja en la disminucién del valor de K. No obs-
tante, si se continda aumentando la fuerza iénica mediante la adicién de sal, se alcanza un punto
(por ejemplo para los casos de 8.8% p/p de NaCl) en el que se produce el efecto contrario: los io-
nes de sal se hidratan reduciendo la cantidad de moléculas de agua disponibles para interactuar
con los sectores hidrofilicos de la molécula de proteina. Como resultado del incremento de de-
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manda por moléculas de solvente, las interacciones entre las macromoléculas proteicas se vuelven
mas fuertes que las interacciones macromolécula-solvente formando cimulos de proteinas unidas
por interacciones hidrofébicas entre ellas. Como consecuencia la solubilidad de las proteinas dis-
minuye, es decir, las macromoléculas se desplazan hacia la fase superior debido a la disminucién
de la solubilidad en la fase inferior. Este fendmeno se conoce como salting-out.

Como se sefialé en la seccidn 4.2, Lagomarsino [11] desarrollé un modelo que utiliza como variable
la diferencia de energia de solvatacion electrostatica entre las fases (AGg,;,) Y como factores de
correccion el peso molecular y un factor de forma de las proteinas, debido a que la diferencia de
energia por si sola no fue suficiente para generar un buen modelo. El modelo se ajusté para 3 dis-
tintos pH (5, 7y 9) y se derivd un modelo general que incluye también el pH como variable. Cada
ajuste tuvo 9 pardmetros para un total de 14 proteinas, incluyendo proteinas con grupos prostéti-
€OS No proteicos.

De modo de verificar este modelo con los datos disponibles en nuestro caso, se creé un modelo
similar al creado por Lagomarsino, pero disminuyendo el nimero de pardmetros de 9 a 5. Con un
total de 9 pardmetros y un tamafio muestral de 14 se tiene como resultado un modelo con 5 gra-
dos de libertad®. Como en este caso se cuenta con los datos experimentales de 11 proteinas, al
utilizar 9 pardmetros se generaria un modelo con 2 grados de libertad lo que no es aceptable, con-
siderando la posibilidad de un sobreajuste. Esto induciria a un modelo con coeficientes de correla-
cion enganosamente altos que ajustan muy bien los datos utilizados para generar el ajuste, pero
gue sin embargo, no son extrapolables a nuevos datos y por lo tanto, no poseen valor predictivo.

Segun el argumento anterior, no es posible simular el modelo sugerido por Lagomarsino porque la
cantidad de proteinas estudiadas es muy pequefia en relacion al nimero de parametros del mode-
lo original. Por lo tanto, para estudiar la relacidn entre el coeficiente de particién y AGg,,, Se con-
sidera un modelo aproximado que utiliza las mismas variables del modelo propuesto por Lagomar-
sino, pero considerando 5 parametros, como sefiala la Ecuacién 7-1.

Log(K) = C;AGgo1,“2 - PMC - FC + C

Ecuacion 7-1

donde PM es el peso molecular de la proteina, F el factor de forma, Cy, C,, C3, C4 y Cs parametros
constantes del modelo.

Con este modelo se perdera calidad del ajuste a los datos, pero sirve para tener nocion de la rela-
ciénentre Ky AGgop,-

El peso molecular (PM) de las proteinas consideradas (Ecuacion 7-1), es posible estimarlo a partir
de dos fuentes:

* Para estos casos: Grados de libertad = N° de Datos — N° de Pardmetros del modelo
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1) Mediante la secuencia de aminoacidos obtenida de la estructura publicada en el Protein
Data Bank (PDB) [28]. Para obtener el peso molecular, se ingresa la secuencia a un pro-
grama online gratuito que calcula el peso molecular de la macromolécula [33].

2) Peso molecular medido experimentalmente para cada proteina y documentado en An-
drews et al. [9].

Se debe considerar que, en el primer caso, la medicién es congruente con la estructura tridimen-
sional documentada en los archivos PDB y por lo tanto, corresponde al peso molecular de la pro-
teina para la cual se calculé la energia de solvatacién electrostdtica en ambas fases. En el segundo
caso, es posible que el peso molecular posea menos error con respecto al peso molecular de la
verdadera proteina, pero por otra parte, modela una proteina que no fue la utilizada para generar
los cdlculos de energia.

El modelo se ajusté utilizando ambas mediciones del peso molecular obteniéndose menor error
cuadratico medio (MSE) en 9 de los 12 sistemas y menor error cuadratico medio de Jack-Knife
(MSE)) en 7 de los sistemas cuando se utilizé el peso molecular medido con la secuencia de ami-
noacidos, por lo tanto se escogid usar el peso molecular tipo 1 como variable. El factor de forma se
calculé como se indica en el Anexo E. La tabla muestra los principales estadisticos para el ajuste.

Tabla 7-3: Principales indices estadisticos de la aproximacion al modelo
desarrollado por Lagomarsino

NaCl ID

3 4.39 0.515 943.94 -6.253  0.230 0.181 -0.287 1.433 1
E 5.54 0.651 14.05 -8.536 0.431 0.224 -0.419 1.446 2
a 16.43 0.819 10135.21 3.115 -0.385 -0.119 0.262 -4.630 3
é 7.00 0.750 7795.10 -59.989 -8.143 6.708 1492 -0.272 4
w & 8.54 0.649 3.75E+09 -48.731 -0.299 2.797 -1.083 -0.347 5
§ a 15.98 0.843 391.40 9.956 -0.188 -0.045 0.109 -10.380 6
E 5 2.14 0.752 5.00 -9.189 0.879 0.551 -0.826  0.442 7
@ ° 5.72 0.755 12.61 -8.610 0.848 0.191 -0.634 1.059 8
& 27.07 0.846 4757.29 10.074 -0.228 -0.072 0.138 -10.838 9
E 1.95 0.635 3.38 997.449 -0.625 -0.606 -0.379 -0.249 10
5 5.30 0.783 21.13 999.135 -1.340 -0.512 0.003 -0.593 11
& 4.26 0.786 23.26 3.592 -0.273 -0.121 0.117 -2.133 12

Los coeficientes de correlaciéon de Pearson poseen valores mayores 0.51, mostrando mejores co-
rrelaciones para los casos con alto porcentaje de NaCl. El resultado es especialmente significativo
para el sistema PEG+Citrato con coeficientes de correlacién mayores a 0.75, para todas las concen-
traciones de sal consideradas.
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Se debe considerar que los coeficientes de correlacién son posiblemente menores (y los errores
mayores) a los que se hubieran obtenido al utilizar el modelo de Lagomarsino integramente. Estos
resultados, por lo tanto, no deben ser considerados como un reflejo de la calidad predictiva del
modelo propuesto por Lagomarsino, sino como un indicador de la relacién entre el coeficiente de
particiény AGgy,-

7.1.2 Modelacion a partir de la Hidrofobicidad Media Superficial (ASH)

El modelo desarrollado por Salgado et al. [7] utiliza la hidrofobicidad superficial de la proteina para
predecir el coeficiente de particién en sistemas de dos fases acuosas, tal como se detallé en la
seccion 4.1. Debido a la calidad predictiva del modelo de Salgado al utilizar la variable de hidrofo-
bicidad a partir de la estructura tridimensional de la molécula de proteina, se recurre a la misma
medicion en este caso. Adicionalmente, al utilizar la estructura tridimensional de la proteina en
lugar de la secuencia de aminodcidos que la conforman, existe mayor congruencia entre el cdlculo
de las dos variables consideradas en el modelo, ya que la metodologia usada para el calculo de la
diferencia de energia de solvatacion electrostatica entre las fases también considera la distribu-
cion espacial de la macromolécula.

Se recalculé el modelo de Salgado, corroborando los resultados publicados. La Tabla 7-4 muestra
el error cuadratico medio (MSE), el coeficiente de correlacién de Pearson (Pearson) y el error
cuadratico medio de Jack-Knife (MSE), sefialando la mejor escala de hidrofobicidad (clase 2) utili-
zada, de acuerdo a la bondad de ajuste del modelo obtenido (ver seccién 6.5.2).

Tabla 7-4: Principales indices estadisticos del modelo desarrollado por Salgado

etal. [7]
MM VIEJOR ESCALA  MSEx10?  PEARSON  MSE,x10° [
[w/w] SISTEMA
3 39 2.95 0.711 3.945 1
E 39 4.03 0.762 5.808 2
a 43 18.66 0.792 25.137 3
3 28 15.80 0.110 19.865 4
P é 38 4.22 0.845 7.312 5
s & 37 20.31 0.794 27.266 6
E 5 39 1.29 0.858 2.032 7
@ s 44 5.21 0.780 7.123 8
a 43 36.14 0.787 47.241 9
E 43 2.32 0.538 3.061 10
¥ 43 7.05 0.697 9.105 11
a 43 5.45 0.715 7.653 12
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En este caso también se obtienen coeficientes de correlaciéon de Pearson mayores a 0.53, excepto
en el caso del sistema PEG+Sulfato sin NaCl. En este caso también se percibe la tendencia de ma-
yores coeficientes de correlacidn en los sistemas con alto porcentaje de NaCl.

El sistema PEG+Citrato posee coeficientes de correlacién de Pearson mayores que 0.78, y el Pear-
son mas alto lo presenta el sistema sin NaCl, presentando una tendencia distinta a la observada en
los demds sistemas, donde el sistema sin NaCl posee el coeficiente de correlacion mas bajo.

Al comparar las Tabla 7-3 y Tabla 7-4 se observa que el MSE es menor para algunos sistemas en el
modelo de Salgado y en otros casos es menor en el modelo de simplificado de Lagomarsino. Lo
mismo ocurre con los valores de los coeficientes de correlacién de Pearson. Sin embargo, estos
valores no son directamente comparables debido a que poseen distintos grados de libertad (5
grados de libertad para el modelo simplificado de Lagomarsino y 9 para el de Salgado).

No se debe olvidar que el objetivo del presente trabajo es elaborar un modelo que prediga el co-
eficiente de particidon de proteinas -no necesariamente utilizadas en el ajuste- y no desarrollar un
modelo que minimice el error en la muestra de 11 proteinas y 12 sistemas contemplados en el
trabajo. Es por esto, que los valores de Pearson y MSE no se deben considerar decisivos al compa-
rar el comportamiento predictivo de los modelos, si no el valor del error cuadratico medio de Jack-
Knife (MSE ) que cuantifica la calidad de prediccion del modelo a nuevos datos.

En el modelo de hidrofobicidad de Salgado se obtuvieron menores MSE en todos los sistemas
estudiados en comparacion con los obtenidos con el modelo simplificado de Lagomarsino. Aunque
estos valores no son directamente comparables, se estima que la calidad de prediccidon es mejor
en el sistema de Salgado, ya que se obtuvo menor MSE en cada sistema a pesar que el modelo
posee mas grados de libertad. Debido a esto, los nuevos modelos desarrollados en este trabajo
serdn comparados con los MSE obtenidos con éste. Se dird que un nuevo modelo es mejor al
aplicarlo en un sistema, cuando disminuya el MSE con respecto al modelo de hidrofobicidad de

Salgado.
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7.2 Modelos Propuestos

Tomando en cuenta la aproximacion de contribucion grupal modificada [14], [9], [7] (ver seccidn
2.4), un gran porcentaje de los modelos desarrollados utiliza la relacidn entre Log(K) y el logarit-
mo de la variable considerada. El modelo de hidrofobicidad propuesto por Salgado [7] emplea el
logaritmo de la hidrofobicidad para predecir el comportamiento de los sistemas, sin embargo no
se ha considerado el aporte del logaritmo de la variable de diferencia de energia electrostatica de
solvatacion, sino que ésta se utiliza tal cual en el modelo de Lagomarsino.

Suponiendo que Log(K) se relaciona linealmente con Log(AGg,;,), entonces considerando la
contribucion de ambas variables se da lugar al Modelo 1 (ver Tabla 7-5):

LOg(K) = ClLog(H) + CzLog(AGsolv) + (3

donde H designa la hidrofobicidad de la proteina en el sistema, AGg,,, la diferencia de energia de

solvatacion electrostdtica entre las fases y €y, C, y C3 parametros del modelo.

El Modelo 1 va de acuerdo al aporte de cada variable segin el modelo de contribucién grupal. En
otro modelo desarrollado relacionado con el anterior, se agregé el factor de forma (esfericidad de
la molécula) utilizado por Lagomarsino para ver si esto mejoraba los indices estadisticos del mode-
lo (Modelo 2 en Tabla 7-5). También se probd la relacion entre Log(K) y las variables originales
sin considerar su logaritmo (Modelos 3 al 6). En algunos modelos se probaron términos de interac-
cién entre las variables (productos entre ellas), considerando que en la practica el efecto de la
cargay la hidrofobicidad no son completamente independientes entre si.

En particular el modelo del tipo:
Log(K) = CiLog(H) - Log(AGsep) + C

designado como Modelo 7 en la Tabla 7-5 entregd buenos resultados, disminuyendo el error
cuadratico medio de Jack-Knife con respecto al modelo de Salgado en 6 de los 12 sistemas estu-
diados. En busqueda de una disminucién del MSE  para todos los sistemas, se probd el Modelo 7,
pero agregando un exponente a las variables, incluyendo los casos en que sélo Log(H) poseia
exponente, sélo Log(AG,;,) poseia exponente y cuando ambos lo poseian (Modelos 15, 16 y 17).

Segun los resultados obtenidos en el Modelo 7, se observa que el término Log(H)Log(AGge,)
guarda relacidn con la prediccidn del coeficiente de particién. Para visualizar esta relacidn, se gra-
fico el error cuadratico medio obtenido en el ajuste del modelo de hidrofobicidad de Salgado en
funcién del término Log(H)Log(AGg,,). La escala de hidrofobicidad utilizada en cada sistema
corresponde a la mejor escala ajustada al modelo de Salgado (ver Tabla 7-4).
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Figura 7-1: Gréficos Log(MSE - 102) obtenido del modelo de hidrofobicidad
de Salgado et al. [7] en funcién de Log(H)Log(AG,,,;,) para los sistemas
PEG+Fosfato y PEG+Sulfato.
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Figura 7-2: Gréficos Log(MSE - 102) obtenido del modelo de hidrofobicidad
de Salgado et al. [7] en funcién de Log(H)Log(AG,,,;,) para los sistemas
PEG+Citrato y PEG+Dextrano.

-63-



Como se observa en las Figuras 7-1 y 7-2, la relacién entre el Log(MSE x 102) y Log(H) -
Log(AGs,,) se puede clasificar en dos tipos de curvas obtenidas. La primera se aprecia en los
sistemas 2, 5, 7 y 8, donde los puntos del grafico definen una funcién convexa. En este caso el
error cuadratico medio (MSE) aumenta al aumentar el término Log(H) - Log(AGgep,)- En el se-
gundo caso (sistemas 3, 4, 6, 9, 10, 11 y 12) el MSE aumenta al aumentar el término Log(H) -
Log(AGg,y,,) al principio de la curva y luego comienza a disminuir el MSE, definiendo una curva
concava.

Independiente del tipo de curva definida, se observa que el término Log(H) - Log(AG,;,,) guar-
da algun tipo de relacidn con el error cuadratico medio obtenido al ajustar el modelo de Salgado
en todos los sistemas. Por lo tanto, al agregar el término Log(H) - Log(AGge,,) €n el modelo, el
MSE debiera disminuir en gran parte de los sistemas. Por esta razén, el 46% de los modelos pro-
puestos poseen dicho término (ver Tabla 7-5).

El nimero maximo de pardmetros considerados en los modelos fue de 5, lo que involucra 6 grados
de libertad. Menos grados de libertad se estiman insuficientes, dado que pueden provocar la dis-
minucidn de errores asociados al ajuste de los datos utilizados, pero con un error alto asociado a la
prediccidn, alejandonos del objetivo propuesto en el trabajo.

Los 26 modelos propuestos se resumen en la Tabla 7-5.
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Tabla 7-5: Modelos propuestos y ajustados en Matlab

n MODELO N° PARAMETROS | METODO DE AJUSTE

2 Log(K) = CiLog(H) + C;Log(AGsey,,) + C3Log(F) + C, Lineal

4 LOg(K) - ClAGsolv + CZLog(H) + C3AGsaleog(H) + C4- Lineal

6 Log(K)=CHLog(AGs,p) + C; Lineal

8 Log(K) = CiLog(H) - Log(AGs,,,) + C;Log(H) + C3 Lineal

10 LOg(K) - ClLog(H) Log(AGsolv) + CZHAGsolv + CB Lineal

12 Log(K) - ClLog(H) Log(AGsolv) + CzLog(H)AGsalv + CB Lineal

14 Log(K) = C;Log(H) - Log(AGsei,)H + C, Lineal

16 Log(K) = C;(=Log(H)®2) - Log(AGs,y,) + C3 No lineal

18 Log(K) = C;Log(H) - Log(AGsep,) + C3AGson, % + C, No lineal

20 Log(K) = C;Log(H) - Log(AGgp,)* + Cy Lineal

22 Log(K) = C;AG0,“? + C3H + C, No lineal

24 Log(K) = CiAGsn + C3Log(H) + C4AGyoLog(H) + Cs No lineal

26 Log(K) = C;AGgp, % + C3HC + Cs No lineal
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7.3 Ajustes a los Modelos Propuestos

Cada modelo enumerado en la tabla entregé resultados para cada una de las 74 escalas de hidro-
fobicidad. Para elegir la mejor escala para cada modelo se utiliz6 el criterio del menor error
cuadratico medio de Jack-Knife y luego se comparé con el MSE de la Tabla 7-4, como se explicé
en la seccién 6.5.3.

A continuacidn, se sefialan los resultados de los ajustes indicando el porcentaje de disminucion del
MSE, con respecto al resultado del modelo de hidrofobicidad de Salgado y sdlo considerando las

escalas de clase 2.

Tabla 7-6: Sistemas mejorados con cada modelo

PEG + FOSFATO PEG + SULFATO PEG + CITRATO PEG + DEXTRANO
Contenido
NaCl %[w/w] 0 0.6 8.8 0 0.6 8.8 0 0.6 8.8
ID sistema 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 TOTAL

-5.6 -40.0 -54.9 24 -29.1  -13.7 -393 -488 -16.6 26.5 -378.0 3.2 3

-81.7 -102.3 -753 -46.1 -121.8 -32.6 -115.7 -71.1 -47.0 7.9 -490.4  -22.1 1

-62.5 -78.2 -12.1 -4.1 -29.4 -5.9 -76.3  -543 -23.8 131  -4E+03  -345 1

-59.6 -77.9 -8.9 -6.5 -17.4 -6.0 -79.4 -519 -19.6 13.7 -3E+03 -32.7 1

-82.4 -83.2 -434 9.1 -2326 13.2 -99.1 -43.2 -5.3 24.1  -5E+04 -1.7 2

-67.7 -111.1  -99.5 16.5 -149.0 -103.5 -201.3 -100.2 -81.8 15.1 -58.0 -15.7 2
-66.7 -50.8 4.0 23 -1207 341 -521 -8.8 2118 29.8 -75.5 31.6

2.4 -389 -59.2 0.6 -288 -16.3 -400 -499 -17.4 249 -427.9 -0.9 3

5.7 -51.0 -54.8 -2.7 -344 -150 -61.7 -52.7 -17.7 25.6 -386.0 -5.6 2

M -53.2  -526 -284 -133 -73.1 -2.4 -55.1  -49.0 6.4 27.8  -1E+04 8.4 3

o -15.1  -459 -64.0 0.9 -50.4 -173 -388 -46.6 -19.0 26.5 -427.2 1.6 3

D -59.7  -27.1  -248 -11.2 -67.1 8.8 -65.8 -33.3 6.8 24.8  -4E+04 -0.7 3

E -82.8 -857 -50.8 -116 -280.3 121 -101.3 -455 -11.7 21.8  -1E+05 -8.2 2

-86.7 -87.1 -18.9 -0.6 -152.6 104 -130.7 -50.3 6.7 26.6 -115.6 16.1 4

L 5.4 -30.5 -55.1 147 -32.2 -138 -347 -526 -169 295 21.4 1.7 5

o -26.6  -36.9 -3.7 7.1 -85.9 11.4 -9.5 -3.3 23.9 26.6 -29.4 2.6 5
s 5.8 -141  -10.7 144 -46.1 150 -163 -37.8 -0.3 21.7 503 7.6
-16.7 -66.6 4.0 26.2 -126.7 213 -27.3 -125 211 29.8 -75.5 31.6

-38.6 -1E+05 -5E+03 6.5 -46.9 9.6 -46.0 -70.2 -17.0 13.6 -10.8 16.8 4

-79.2  -71.4  -11.7 -0.6 -167.6 263 -8.3 -26.7 15.2 31.4 -329.6 23.6 4

-379.7 -853.7 -2E+03 -2E+03 -1E+04 -614.21 -3E+03 -3E+03 -533.9 -339.8 -449.2 -352.7 0

-41.8 -17.8 -53.2 18.6 -48.1 -2.3 -54.5 -2.3 -22.8  19.0 -51.2 -4.1 2

-13.1 479 -294 151 -37.1 11.0 -514 -36.6 6.5 242  -2E+04 8.8 5

-1E+07 -6E+07 -1E+07 -2E+07 -218.9 -2E+07 -325.5 -1E+08 -2E+07 -5E+07 -5E+04 -25.4 0

-23.1  -20.7 -433 143  -26.9 11.0 0.0 -24.2 0.0 13.1 -25.8 -1.6 3

-4E+03 -1E+04 -526.7 -5E+03 -2E+04 -2E+03 -6E+04 -5E+03 -2E+03 -9E+03  100.0 -6E+03 1

Se seiiala en cada casilla el porcentaje de disminucién® del MSE, con respecto
al modelo de hidrofobicidad desarrollado por Salgado et al. [7]. Las celdas
sombreadas indican que el modelo indicado en la primera columna (ver Tabla
7-5) mejord la calidad de prediccion del coeficiente de particion en ese
sistema. En este caso sélo se consideran los resultados obtenidos con las
escalas de hidrofobicidad de clase 2.

> Se CaICU|a como: (MSEJKSaIgado et al.'MSEJKactuaI)/MSEJKSaIgado eta.l* 100
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Como se puede observar, los sistemas en los cuales se lograron mejoras con, al menos, un modelo
son los correspondientes a PEG+Fosfato con 0y 8.8% de NaCl (sistemas 1y 3), PEG+Sulfato con Oy
8.8% NaCl (4 y 6), PEG+Citrato con 8.8% NaCl vy el sistema PEG+Dextrano fue el Unico que obtuvo
mejoras para las 3 concentraciones de NaCl. Se observa que los sistemas 2, 5, 7 y 8 no presentan
mejoras en ningun ajuste. De estos 4 sistemas, 3 corresponden a casos con concentracion de NaCl
del 0.6%.

Por otra parte, considerando los sistemas segun el porcentaje de NaCl, se mejoré con mayor fre-
cuencia los sistemas sin NaCl (ver Tabla 7-7). Por ejemplo, el sistema PEG+Dextrano con 0%NacCl
mejora el 88.5% de las veces, a esto le sigue la configuracion con 8.8%NaCl. Lo mismo ocurre para
los sistemas PEG+Fosfato, donde la configuracidn sin NaCl mejord el 15.4% de las veces y le sigue
el sistema con 8.8% NaCl con un 7.7%; la misma tendencia se detecta en el sistema PEG+Sulfato.

En términos generales, los resultados se resumen en que los sistemas mejorados con mas frecuen-
cia son los que no poseen NaCl, luego los que poseen alta concentracidon de NaCl (8.8% p/p). Por
otro lado en los sistemas con concentracion intermedia de NaCl no fue posible mejorar el caracter
predictivo para las proteinas y sistemas estudiados, excepto en el caso de los ATPS formados por

dextrano.
Tabla 7-7: Porcentaje de mejoras por sistema considerando todos los modelos
SISTEMAS
Contenido NaCl PEG + FOSFATO PEG + SULFATO PEG + CITRATO PEG + DEXTRANO
%[w/w] 0 0.6 8.8 0 0.6 8.8
ID sistema 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Total Mejoras 4 0 2 13 0 12 0 0 8 23 3 12
% de Mejoras 15.4 0 7.7 50.0 0 46.2 0 0 30.8 885 11.5 46.2

La tabla muestra el porcentaje de veces que mejoré cada sistema si se
consideran los 26 modelos propuestos.

El sistema PEG+Citrato presenta un caso especial, donde el sistema sin NaCl (sistema 7) no fue
posible mejorarlo con los ajustes probados, constituyendo el tGnico caso donde el sistema con 0%
de NaCl no disminuyd el error de prediccién en comparaciéon al modelo de Salgado, para ningun
modelo propuesto. Esto indica que en dicho sistema el factor de hidrofobicidad juega un rol pre-
ponderante en la particion. La observacion se apoya en los resultados de Salgado et al. donde el
sistema PEG+Citrato con 0% NaCl es el que posee mejor correlaciéon de Pearson, contrario a la
tendencia del resto de los sistemas (ver Tabla 7-4).

Si se analiza el porcentaje de mejoras obtenidas, los sistemas de PEG + dextrano son los que mejo-
ran con mayor frecuencia, luego PEG + Sulfato, PEG + Fosfato y por ultimo PEG + Citrato. Esta ten-
dencia, también es congruente con los resultados obtenidos para el modelo de hidrofobicidad,
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donde el orden de los sistemas segun la calidad de las correlaciones es: citrato, fosfato, dextranoy
sulfato [7].

Es interesante notar que el sistema PEG+Dextrano es el Unico que disminuyd el error de prediccién
para todas las concentraciones de NaCl. Esto se cumple en 2 de los modelos propuestos, designa-
dos como 15 y 17. Estos modelos tienen en particular que son los Unicos que poseen el término
Log(AGg,,) elevado a una potencia, lo que indica que este término posee gran relevancia en la
prediccién del fendmeno de particién. No es de extrafiar que el sistema formado por dos polime-
ros posea un comportamiento distinto al observado en los sistemas de solucidn idnica, y resulta
razonable la generacion de un modelo que sea exclusivo de este tipo de sistemas. Mas adelante se
hara hincapié en este asunto.

Como se observo anteriormente, los sistemas que disminuyen con mayor frecuencia el MSE con
respecto al modelo de hidrofobicidad, son los sistemas sin NaCl (ver sistemas 4 y 10 en Tabla 7-6).
No sélo mejoraron con alta frecuencia sino que ademas disminuyeron el error de prediccién en
mayor porcentaje. Este resultado es acorde a las bajas correlaciones en estos sistemas, al ajustar
el modelo que sélo incluia la variable de hidrofébica. Por otra parte, los sistemas con alto porcen-
taje de NaCl también mejoraron con frecuencia alta y sin embargo poseen las mejores correlacio-
nes en el modelo de hidrofobicidad, por lo tanto, en sistemas con alto porcentaje de sal (8.8%
[p/p]) son ambas variables significativas a considerar en el modelamiento del fenémeno de los
sistemas estudiados. Los sistemas con contenido intermedio de sal (0.6% [p/p] NaCl) no fue posi-
ble mejorarlos con los ajustes probados y poseen el mayor porcentaje de aumento del error
cuadratico medio, por lo que es claro que la hidrofobicidad es clave en la prediccién del compor-
tamiento.

7.3.1 Escalas

7.3.1.1 Escalas de hidrofobicidad (Clase 2)

Como se explicé anteriormente, para cada modelo se eligid la escala de hidrofobicidad que pre-
senta el menor error cuadratico medio de Jack-Knife (MSE). Es interesante estudiar si existe algu-
na escala que repetidamente arroje menores errores de prediccion en los sistemas, o si las escalas
fueron elegidas aleatoriamente por los modelos. De esta forma, se puede establecer si existe al-
guna metodologia de cuantificacién de la hidrofobicidad de la proteina que posea mayor relacién
con el fenédmeno de particion.

La Tabla 7-8 muestra la escala de clase 2 elegida por el modelo que minimiza el MSE en cada sis-
tema.
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Tabla 7-8: Mejor escala de clase 2

SISTEMAS
PEG + FOSFATO PEG + SULFATO PEG + CITRATO PEG + DEXTRANO
Ml 0 06 88 0 06 88 0 06 88
%[w/w]
ID

sistema 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

39 39 43 29 38 34 39 44 43 38 43 21
32 44 58 29 32 34 32 58 58 38 43 62
38 44 49 32 38 28 44 38 19 38 32 49
38 44 49 32 38 28 44 38 19 38 32 49
50 50 43 50 57 43 50 58 43 38 50 38
32 26 40 32 50 62 57 40 40 44 25 26
58 39 43 57 50 49 58 39 43 38 50 38
39 39 43 29 38 37 39 44 42 38 43 21
39 39 43 29 38 37 39 44 42 38 43 26
32 39 44 29 41 42 39 44 44 38 59 28
39 44 42 29 38 45 39 44 44 38 43 28
39 39 43 57 27 42 39 39 44 38 59 38
50 50 43 43 57 43 50 58 43 38 50 38
50 50 43 29 50 43 50 43 43 38 50 43
39 44 43 29 38 29 39 39 42 38 57 38
44 39 44 27 43 32 39 44 44 38 37 28
39 39 50 56 38 40 39 32 44 33 44 29
58 39 43 44 38 31 39 58 58 38 50 38
56 32 20 27 41 49 39 49 44 31 23 34
58 58 43 43 57 49 58 58 43 38 50 38
29 59 22 26 42 43 29 37 21 59 19 60
42 44 42 44 38 37 56 44 58 35 24 21
39 44 43 60 38 34 39 44 43 49 23 28
26 27 33 35 39 41 30 59 44 40 27 59
32 44 42 44 38 37 39 44 43 56 37 36
36 61 39 34 29 31 41 49 29 27 50 61

L K=}

W OrmoOoOo«<
~

N
=

La tabla indica qué escala de clase 2 minimiza el error cuadratico medio en
cada sistema, para cada modelo.

Se observa en la Tabla 7-9 que existe cierta relacién entre los sistemas con una escala de clase 2
determinada. Por ejemplo la escala 38 aparece repetidamente en el sistema 10, la escala 39 en el
sistema 7, etc. Es decir, independiente del modelo utilizado, los resultados muestran que ciertos
factores hidrofdbicos guardan mayor relacién con el tipo de ATPS, siendo propios del sistema utili-
zado.
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Por otra parte -hablando ahora en términos generales- ciertas escalas de hidrofobicidad tienen
una mayor relacidn con el coeficiente de particion en los sistemas estudiados. Es asi, como ciertas
escalas estuvieron, con mayor frecuencia, en el primer lugar. En particular 5 de las 37 escalas de
clase 2, se presentan en primer lugar un 52.6% de las veces, considerando los doce sistemas vy

todos los modelos (ver Tabla 7-9).

Las escalas 38 y 39 presentan una frecuencia del 24%, siendo las 2 escalas que presentaron mayor
relacion con la prediccion de K, en general, en los sistemas. La aparicién de las escalas 38 de We-
lling et al. [34], 39 de Wilson et al. [35] y 43 de Meek [36] también corresponden a las obtenidas
con mayor frecuencia en el modelo de Salgado et al. [7]. La escala 38 es derivada a partir de un
método de prediccidn de regiones antigénicas en proteinas, debido a que estas zonas son asocia-
das a regiones hidrofilicas [34]. Las escalas 39 [35] y 43 [36] corresponden a escalas derivadas me-
diante el tiempo de retencidn en cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC).

Se debe agregar, que en los casos que la escala 38 no constituye el ajuste con el menor MSEy, si se
encontraba dentro de los 5 primeros lugares un 32.0% de las veces, presentando mayor frecuencia
en los sistemas 2, 5y 10 (Tabla 7-10). El sistema 10 posee esta escala en primer lugar 17 veces del
total de ajuste.

En cuanto a la tendencia de los sistemas a elegir ciertas escalas, se observan patrones definidos.
Por ejemplo, el sistema 10 elige en gran parte de los modelos la escala de Welling et al. [34], en el
sistema 2 aparecen repetidamente las escala de Wilson et al. [35], etc.

Tabla 7-9: Escalas de clase 2 que presentaron el menor MSE;, con mayor

frecuencia
ID Naturaleza de Escala N° Repeticiones %
38 Antigenicity value 40 12.8
39 Hydrophobic constants derived from HPLC peptide retention times 35 11.2
43 Retention coefficient in HPLC, pH 7.4 34 10.9
44 Retention coefficient in HFBA 34 10.9
50 Polarity 21 6.7

El numero de repeticiones indica el nimero de veces que dicha escala fue la
mejor considerando todos los sistemas y ajustes; “%” corresponde al
porcentaje que equivale el “N° Repeticiones”.

La alta frecuencia de aparicién de la escala 38 posee algunas excepciones en los sistemas 1
(PEG+Fosfato 0%NaCl), 6 (PEG+Sulfato 8.8% NaCl) y 8 (PEG+Citrato 0.6% NaCl); en particular el
sistema 6 no sélo aparecié con baja frecuencia sino que el 42.3% de las veces aparecié en los ulti-

mos 9 lugares.
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Tabla 7-10: Posicion correlativa en que se presenta la escala 38 en cada

sistema
SISTEMAS

PEG + FOSFATO PEG + SULFATO PEG + CITRATO  PEG + DEXTRANO

NacCl

%[w/w]

ID
sistema 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
P 11 3 20 3 1 3% 7 30 14 1 12 5
B 2 3 33 24 10 36 18 27 29 1 25 26
[ 3 [ 3 23 2 1 26 2 1 22 1 16 35
Il : 3 24 2 1 29 2 1 2 1 17 34
e v s 2 3 15 13 17 12 3 1 4 1
P 25 30 13 16 32 12 35 17 12 8 36 16
12 3 7 3 16 23 8 13 11 1 17 1
P 13 3 23 32 1 33 11 30 22 1 3 6
e 13 4 23 32 1 3 8 31 21 1 3 2
M 5 4 3 24 3% 20 7 22 3 1 179
0 14 3 9 31 1 31 12 32 8 1 7 5
p BEEEN 14 4 6 34 36 31 17 26 5 1 5 1
£ [ 13 RPN 2 2 14 10 17 9 2 1 4 1
By : 6 6 8 29 9 7 6 6 1 30 3
LB s 4 3 24 1 16 15 25 2 1 27 1
OB 2 - 3 3 3 25 16 34 11 1 21 16
S 21 5 5 15 1 13 14 22 18 6 11 8
Bl 2 s 4 33 1 10 4 33 6 1 8 1
P 36 3 33 18 3 2 30 34 15 12 22 11
Bl s s 3 3 19 21 12 11 7 1 10 1
12 32 15 15 13 0 24 18 11 4 36 18
Bl ¢ s 7 24 1 3 32 11 16 26 8 6
[ 23 [ 3 24 31 1 31 4 18 23 2 36 25
PP 17 22 14 20 32 32 259 3 31 20 15
[ 25 [ 8 11 20 1 12 7 10 8 33 8 17
PFES 20 31 20 25 28 33 28 24 31 21 3 20

La tabla muestra la posicion correlativa en la cual se presenta la escala N° 38
en cada sistema y para cada tipo modelo propuesto, siendo 1 el lugar
correspondiente al menor MSE y el lugar 37 el mayor MSE, en el ajuste.

Condensando lo observado, la escala 38 de Welling et al. [34] obtenida mediante el porcentaje de
cada aminodacido en zonas antigénicas y las escalas 39 de Willson et al. [35] y 43 de Meek [36] ob-
tenidas segun el tiempo de retencién en HPLC, poseen gran frecuencia de aparicién en los mode-
los, mostrando que cuantifican un factor hidrofébico que determina la particion de los sistemas
estudiados.
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Por otra parte, ciertas escalas guardan poca relacion con la prediccién del coeficiente de particién
para los ajustes probados. Algunas de ellas sélo se mostraron 1 6 2 veces en primer lugar, tal como
se muestra en la tabla.

Tabla 7-11: Escalas de clase 2 que minimizaron el MSE,; con menor frecuencia

ID Naturaleza de Escala N° Repeticiones %

20 Hydrophobicity of physiological L-alpha amino acids 1 0.32
22 Proportion of residues 95% buried (in 12 proteins) 1 0.32
23 Hydropathicity 2 0.64
24 Normalized consensus hydrophobicity scale 1 0.32
25 Hydrophobicity scale (pi-r) 1 0.32
30 Hydrophobicity scale (contact energy derived from 3D data) 1 0.32
33 Hydrophobicity indices at ph 3.4 determined by HPLC 2 0.64
35 Hydrophobicity scale (pi-r) 2 0.64
36 Mean fractional area loss (f) [average area buried/standard state area]) 2 0.64
45 Retention coefficient in TFA 1 0.32
60 Spatial neighborhood composition 2 0.64
61 Spatial neighborhood composition p 0.64
62 Hydrophobicity 2 2 0.64

El nimero de repeticiones indica el nimero de veces que dicha escala fue la
mejor considerando todos los sistemas y ajustes; el “%” corresponde al
porcentaje que equivale el “N° Repeticiones”.

7.3.1.2 Escalas declase 1y 3

Anteriormente se analizé el comportamiento de las escalas de clase 2, las cuales -a priori- guardan
mayor relacién con la variable de hidrofobicidad que se quiere agregar al modelo predictivo. Sin
embargo, es necesario analizar qué sucede con las escalas que cuantifican otro tipo de factores no

considerados propiamente hidrofébicos.

En la Tabla 7-12 se informa qué escalas minimizaron el MSE,x en cada modelo propuesto, conside-
rando las 74 escalas.

Se puede observar que, aproximadamente la mitad de las veces (49.7%) la mejor escala corres-
ponde a una escala de clase 2, no existiendo una tendencia general de los modelos hacia una clase
de escala particular. Con respecto a los sistemas, los designados como 1, 2, 7 y 8 presentan una
alta selectividad a las escalas clase 2 y en el otro extremo los sistemas 5,9, 10 y 12 presentan ma-
yor selectividad a las escalas clase 1 6 3. En cuanto a los modelos, no hay ninguno que minimice el
MSE con escalas de hidrofobicidad en cada uno de los 12 sistemas considerados.
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Tabla 7-12: Escala que minimiza el MSE (considerando las 74)

PEG + FOSFATO

1

51

54

52

80.8 769 46.2 423 346 50.0

19.2

0.6 8.8

2 3
10
51
13
5 5
10
5
10
13
5
7
69
59 69
55
52 52
7
7 2

SISTEMAS
PEG + SULFATO PEG + CITRATO
(1] 0.6 88
4 5 6 7 8 9
47 10
51 47 51 51
47 2
2
13 6 13
4 74 5 3 3
13 52 7 10
47 10
3 5 5
51 47 52 2
67
51 17 5 10
9 6 13
13 43
3 47 73 10
47
16 47 40 10
47 55 10
12 68 10
13
67 52
10
5 52
52 52 52 52 52 52
67 47
48 14

23.1 538 57.7 654 500 115

88.5 80.8 30.8

PEG + DEXTRANO
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69
47
71
15
55
15.4

19.2 69.2 100.0 50.0 84.6

CLASE 2
[%]
58.3
25.0
66.7
75.0
41.7
25.0
50.0
50.0
41.7
333
75.0
25.0
41.7
66.7
41.7
66.7
333
58.3
50.0
66.7
50.0
66.7
66.7
8.3
58.3
50.0

La columna y fila “Clase 2” indica el porcentaje de veces que el modelo y
sistema respectivamente seleccionaron escalas de clase 2. Lo mismo se aplica
para la columna y fila “Clase 1 6 3”.

CLASE163
[%]

41.7
75.0
333
25.0
58.3
75.0
50.0
50.0
58.3
66.7
25.0
75.0
58.3
333
58.3
333
66.7
41.7
50.0
333
50.0
333
33.3
91.7
41.7
50.0

El mismo comportamiento dado en las escalas de hidrofobicidad se repite en este caso, es decir,

ciertas escalas aparecen con mayor frecuencia. Por ejemplo la escala 1 aparece repetidamente en

el sistema 10, la escala 47 en el sistema 5 y la escala 10 en el sistema 9.

6 del total de 36 escalas de clase 1y 3 aparecen como primer lugar un 43.6% de las veces (ver Ta-

bla 7-13), siendo la mas frecuente la escala 10 de Chou & Fasman [37] obtenida de pardmetros

conformacionales para hojas beta. Las 6 mejores escalas son de Clase 1. El hecho que hayan apa-

recido escalas de clase 1 en primer lugar en los ajustes, indica que existe otro factor, que puede no

ser de forma precisa la hidrofobicidad, predominante en el mecanismo involucrado en la particion.
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Tabla 7-13: Escalas de clase 1 6 3 que presentaron el menor MSE,x con mayor

frecuencia
ID Naturaleza de Escala Clase N° Repeticiones %
Molar fraction of 3220 accessible residues 1 24 7.7
Normalized frequency for alpha helix. 1 19 6.1
10 Conformational parameter for beta-sheet (computed from 29 proteins) 1 34 10.9
47  Number of codons coding for each amino acid in universal genetic code 1 19 6.1
51 Atomic weight ratio of hetero elements in end group to C in side chain 1 19 6.1
52 Recognition factors 1 21 6.7

El numero de repeticiones indica el nimero de veces que dicha escala fue la
mejor considerando todos los sistemas y ajustes; “%” corresponde al
porcentaje que equivale el “N° Repeticiones”.

Resumiendo, algunas escalas de clase 1 6 3 se destacan, siendo las mas interesantes la escala 10
de Chou & Fasman [37] debido a la frecuencia de aparicién en el sistema PEG+Citrato con 8.8% de
NaCl. Otro caso interesante la constituye la escala 1 de McCaldon & Argos [38] obtenida por com-
posicion aminoacidica, debido a la frecuencia de aparicién en el sistema PEG+Dextrano con 0%
NacCl.

Otro punto interesante, es que el sistema PEG+Citrato 0% NaCl, el cual corresponde al Unico sis-
tema sin NaCl que no fue posible mejorar con los modelos propuestos, posee una alta preferencia
a las escalas de clase 2. Esto indica que el modelo efectivamente relaciona factores principalmente
hidrofdbicos con el coeficiente de particidn, pero sin embargo, no son suficientes para mejorar el
caracter predictivo del modelo de hidrofobicidad. Esto respalda lo descrito anteriormente sobre la

influencia preponderante de la variable de hidrofobicidad en el sistema.
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7.4 Tres Mejores Modelos

Debido a que el modelo 7 mostré una disminucion del MSE en 6 sistemas, se probaron otros mo-
delos derivados de éste. Sin embargo, aunque el modelo 15 —el cual agrega un exponente al
término Log(AG,,,)— generd adicionales mejoras en los sistemas 1y 11, perdié las mejoras de los
sistemas 3, 6y 9. El modelo 16, en el cual el término -Log(H) lleva asociado un exponente®, logra
mejoras en los mismos sistemas que el ajuste 7, pero pierde la mejora del sistema 3, por lo tanto,
este grado de libertad no aporta a la prediccion del particionamiento de los sistemas.

El modelo 17 que agrega el exponente a los dos términos logaritmicos, produce una mejora de los
sistemas 1y 11, al igual que el modelo 15, pero pierde la mejora del sistema 3 y el sistema 9 au-
menta el MSE en un 0.34% (se mantiene casi el mismo resultado que para el modelo de hidrofo-
bicidad), logrando una mejora de 6 sistemas en total.

El modelo 18 es similar al 7, pero posee un término AG,,;,“¢ , lo que produce el mismo nimero de
mejoras que el modelo 7 y con disminuciones del MSE  similares.

En resumen, de los 26 modelos estudiados, tres lograron la diminucion del MSE con respecto al
modelo de Salgado en 6 de los 12 sistemas:

Tabla 7-14: Tres mejores modelos

ID MODELO GRADOS DE  N°SISTEMAS TIPO DE
LIBERTAD MEJORADO AJUSTE

LOg(K) = ClLog(H) : Log(AGsolv) + CZ 9 6 Lineal
17 | Log(K) = C;(—Log(H)%?) - Log(AGsyp,) S + Cy 7 6 No lineal
18 | Log(K) = C;Log(H) - Log(AGspp,) + C2AG 01, + C,4 7 6 No lineal

La tabla seiala los modelos que presentaron una disminucién del error
cuadratico medio de Jack-Knife (MES) en la mayor cantidad de sistemas.

En la Tabla 7-4 se presentaron los principales estadisticos para el modelo de hidrofobicidad. Con el
fin de comparar estos tres modelos con el original se muestran los estadisticos para estos casos,
indicando el porcentaje de disminucidon del MSE, el porcentaje de disminucidn del MSEy y el au-
mento del coeficiente de correlacién de Pearson para cada sistema.

SEl signo menos del término Log(H) se agrego para eliminar los términos complejos, debido a que el término
Log(H) es negativo en todas las proteinas, para todas las escalas.
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SISTEMAS

SISTEMAS

PEG + CIT | PEG +SUL | PEG + FOS

PEG + DEX

PEG + CIT | PEG + SUL | PEG + FOS

PEG + DEX

Tabla 7-15: Principales estadisticos del ajuste del modelo 7

YWell MEIORESCALA  MSE  PEARSON MSE, % DISMINUCION % AUMENTO % DISMINUCION

[w/w] CLASE 2 (x10) (x107) MSE PEARSON MSE
58 5.24 0.351 6.57 -77.5 -50.7 -66.7
39 6.62 0.558 8.76 -64.3 -26.8 -50.8
43 18.63 0.792 24.13 0.2 0.1 4.0
57 13.48 0.396 1941 14.7 261.6 2.3
50 10.45 0.539 16.14 -147.9 -36.2 -120.7
49 13.88 0.865 17.96 31.7 8.9 34.1
58 2.47 0.705 3.09 -90.9 -17.9 -52.1
39 6.07 0.738 7.75 -16.4 -5.4 -8.8
43 28.96 0.834 36.89 19.9 5.9 21.9
38 1.71 0.690 2.15 26.3 28.3 29.8
50 10.22 0.505 15.98 -45.0 -27.6 -75.5
38 3.79 0.812 5.23 30.4 13.6 31.6

Se presenta el porcentaje de disminuciéon de MSE y MSE, y el porcentaje de
aumento del coeficiente de correlacion de Pearson con respecto a los
obtenidos en Salgado et al., de modo que siempre los valores positivos de las
ultimas 3 columnas sefialan una mejora del modelo.

Tabla 7-16: Principales estadisticos del ajuste del modelo 17

[\FYdl MEJOR ESCALA MSE PEARSON  MSEy % DISMINUCION % AUMENTO % DISMINUCION

[w/w] CLASE 2 (x10) (x107) MSE PEARSON MSE
39 2.22 0.793 3.72 24.9 11.5 5.8
39 3.35 0.807 6.63 16.9 5.9 -14.1
50 22.50 0.741 27.82 -20.6 -6.3 -10.7
56 11.65 0.521 17.01 26.3 375.6 14.4
38 4.56 0.831 10.68 -8.2 -1.7 -46.1
40 2246 0.769 23.19 -10.6 -3.1 15.0
39 1.04 0.888  2.36 19.4 3.4 -16.3
32 7.18 0.679 9.81 -37.6 -12.9 -37.8
44 95.04 0.019 47.40 -163.0 -97.5 -0.3
33 1.72 0.689 2.40 26.1 28.1 21.7
44 7.84 0.655  8.62 -11.2 -6.1 5.3
29 5.18 0.732 7.07 5.0 2.4 7.6

Se presenta el porcentaje de disminucion de MSE y MSE, y el porcentaje de
aumento del coeficiente de correlacion de Pearson con respecto a los
obtenidos en Salgado et al., de modo que siempre los valores positivos de las
ultimas 3 columnas sefalan una mejora del modelo.
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Tabla 7-17: Principales estadisticos del ajuste del modelo 18

[\FYdl MEJOR ESCALA MSE PEARSON  MSEy; % DISMINUCION % AUMENTO % DISMINUCION ID

[w/w] CLASE 2 (x10) (x10%) MSE PEARSON MSE SISTEMA

3 58 5.24 0.351 4.60 -77.5 -50.7 -16.7 1
E 39 6.62 0.558 9.68 -64.3 -26.8 -66.6 2

a 43 18.12 0.798 24.13 2.9 0.9 4.0 3

3 44 11.72 0.545 14.67 25.8 397.0 26.2 4
- 3 38 5.21 0.804 16.58 -23.5 -4.8 -126.7 5
§ a 31 16.52 0.837 21.46 18.7 5.3 21.3 6
5 5 39 5.07 0.331 2.59 -291.8 -61.5 -27.3 7
5 58 6.25 0.729 8.02 -19.8 -6.6 -12.5 8

& 58 26.94 0.846 37.26 25.4 7.5 21.1 9

% 38 1.71 0.690 2.15 26.3 28.3 29.8 10

E 50 9.87 0.532 15.98 -40.0 -23.7 -75.5 11

a 38 3.78 0.813 5.23 30.6 13.7 31.6 12

Se presenta el porcentaje de disminucion de MSE y MSE, y el porcentaje de
aumento del coeficiente de correlacion de Pearson con respecto a los
obtenidos en Salgado et al., de modo que siempre los valores positivos de las
ultimas 3 columnas sefialan una mejora del modelo.

Como se indicd anteriormente, se puede observar que los modelos 7 y 18 poseen resultados pare-
cidos. Por una parte, mejoran los mismos sistemas (3, 4, 6,9, 10 y 12) y ademas los porcentajes de
disminucion del MSE son similares en tres de los sistema mejorados (1, 10 y 12). En el sistema 6
disminuye un 12.8% mas el error al utilizar el modelo 7 y un 0.8% mas en sistema 9. Sélo en el
sistema 4, el modelo 18 el MSE ¢ disminuye un 23.9% mas. Se debe aclarar que la similitud de los
resultados de ambos modelos no se debe a que en el modelo 18 se minimizaba el error para valo-
res de C,=0 (ver Tabla 7-14), con lo que quedaria igual al modelo 7 y por consiguiente se obtendr-
ian los mismos estadisticos.

El modelo 17, por otra parte, mejora los sistemas 1, 4, 6, 10, 11 y 12. De los 4 sistemas que mejo-
ran en comun con el modelo 7, en tres de ellos el porcentaje de disminucién es mayor en este
ultimo. Sdlo en el caso del sistema 4, el modelo 7 disminuye el MSE un 2.3%, mientras que con el
17 la disminucion es de un 14.4%.

Para elegir el mejor modelo de los 3 se tomardn en cuenta los siguientes aspectos:
1) Relacion entre el modelo y la prediccion tedrica del coeficiente de particion
2) Laclase de escala que utiliza el modelo para minimizar el error cuadratico medio
3) Comportamiento del modelo con las escalas de clase 1y 3

4) Suma de los porcentajes de disminucidn del MSE en todos los sistemas
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5) Tipo de ajuste utilizado (lineal o no-lineal)
6) Numero de pardmetros del modelo (Grados de libertad)

A continuacidn se analizan cada uno de esos puntos, con el fin de elegir un modelo predictivo apli-
cable a los 12 sistemas de estudio.

1) Relacién entre el modelo y la prediccidn tedrica del coeficiente de particion

Tomando en cuenta el modelo tedrico de contribucion de los factores, el logaritmo del coeficiente
de particién se relaciona con el logaritmo de particién atribuido a esa variable de forma lineal. En
ese sentido, agregar exponentes a los logaritmos de las variables no esta reafirmado por la teoria y
segun el estudio de esta tesis, tampoco mejora una mayor cantidad de sistemas que al sélo consi-
derar los logaritmos de las variables.

Por otra parte, el modelo 18 agrega el término AG,,;,“3, el cual va de acuerdo con el modelo de
contribucién de las variables, ya que si Log(K) se relaciona de forma lineal con AG,,;,“* [11],
entonces es natural que un modelo que incluya las contribuciones de hidrofobicidad y diferencia
de energia de solvatacidon sea de la forma del modelo 18. Sin embargo, no mostré mejoras adicio-
nales, si no que mejord los mismos sistemas que el modelo 7 y con estadisticos similares, tal como
se analizé anteriormente.

El modelo 7 también se apoya en la teoria. Si bien los logaritmos de las variables debieran sumar-
se, la multiplicacion es facilmente atribuible que de las variables involucradas mantienen cierta
dependencia.

2) La clase de escala que utiliza el modelo para minimizar el error cuadratico medio

Con el fin de facilitar la visualizacién de las escalas utilizadas por los tres modelos, se presentan los
datos de la Tabla 7-12, para los modelos considerados.

Tabla 7-18: Mejor escala considerando las 74, en los tres mejores modelos

SISTEMAS
Contenido  PEG+FOSFATO  PEG+SULFATO  PEG+CITRATO  PEG + DEXTRANO

NaCl %[w/w] 6 88 06 88 0 06 88

ID sistema 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 Clase 163
(%]
e) 13 52 7 0 1 9 500 500
§ 7 16 47 40 0 2 10 9 333 667
= 47 55 0 1 68 583 417

La columna “Clase 2” indica el nimero de veces que el modelo selecciond
escalas de clase 2. Lo mismo se aplica para la columna “Clase 1 6 3”. Las
casillas coloreadas de naranjo indican las escalas de clase 2.
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Nuevamente los modelos 7 y 18 poseen comportamiento similar en 6 de los sistemas. El modelo
18 eligié un 58.3% de las veces escalas de clase 2 en primer lugar, mientras que el modelo 7 lo hizo
un 50% de las veces. El modelo 17 es el que eligié una menor cantidad de escalas clase 2, sumando
un total de 4 veces (33.3%).

A pesar de las diferencias, el comportamiento es similar en los ajustes, por lo que no se considera
un punto discriminante. Es mds bien el tipo de sistema el que posee la tendencia a elegir una esca-
la de hidrofobicidad, o bien una escala de clase 1 6 3, independiente del modelo utilizado.

3) Comportamiento del modelo con las escalas de clase 1y 3

En este caso nuevamente los patrones se observan a nivel de la clase de sistema (Tabla 7-19). De
esta forma, los sistemas que eligen escala de hidrofobicidad en primer lugar, tienden a tener sélo
escalas de hidrofobicidad en los primeros lugares. Por ejemplo el sistema 1, posee escala de clase
2 en los tres modelos, y posee minimo 4 escalas de la misma clase antes que aparezca la escala
clase 1 6 3. En este sistema nuevamente se observa la similaridad de los modelos 7 y 18, donde se
observan escalas de clase 2 en los 11 primeros lugares.

El sistema 3, en el cual aparece una escala clase 1 6 3 en primer lugar en el ajuste 17, posee en
segundo lugar la escala clase 2, por lo tanto no se puede concluir una estrecha relacién entre el
sistema y esta clase de escalas.

En los sistemas 1, 5, 6, 7, 8,9, 10 y 11 el comportamiento a los largo de los sistemas es similar, tal
como se observa en la tabla. Por lo tanto, este razonamiento no hace posible la eleccién o el re-
chazo de un modelo.

Tabla 7-19: Posicidn de escalas clase 2 y clase 1 6 3 para cada sistema en los
tres mejores modelos

MODELO 7 MODELO 17 MODELO 18
h':'vja'] CLASE 1 CLASE1 03 CLASE 1 CLASE10 3 CLASE 1 CLASE10 3 ID
8 1 12 1 5 1 12 1
[
+ 1 5 1 7 1 2 2
2
a 1 4 2 1 1 2 3
;,: 7 1 4 1 1 4 4
«w ot 3 1 4 1 7 1 5
<T o
= & 2 1 2 1 3 1 6
5 5 1 12 1 11 1 6 7
- 1 5 1 4 1 3 8
a 2 1 2 1 2 1 9
E 4 1 7 1 4 1 10
& 2 1 3 1 3 1 11
B 1 2 4 1 1 3 12

Las columnas “CLASE 2” indican la posicion donde aparece la primera escala
clase 2, lo mismo se aplica para las columnas “CLASE 1 0 3”.
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4) Suma de los porcentajes de disminucién del MSE  en todos los sistemas.

La sumatoria de la disminucién del MSE se puede establecer de tres formas: considerando sélo
los sistemas mejorados por cada modelo, considerando sélo los no mejorados, o bien la sumatoria
total a lo largo de los sistemas (incluyendo sistemas mejorados y no-mejorados).

El modelo 18 es el que produce el mayor porcentaje en sistemas mejorados (ver Tabla 7-20), se-
guido por el modelo 7. El que produce una sumatoria menor de mejoras es el modelo 17 equiva-
lente a menos del 50% de la contribucién del modelo 18.

De los sistemas no mejorados es el modelo 17 el que menos se desvia de los resultados del mode-
lo de hidrofobicidad y debido a esta baja desviacién, la sumatoria total también es menor para
este modelo. Por lo tanto, en este aspecto es el modelo 17 el que posee mejores estimadores de
prediccién. Sin embargo, se debe considerar que si se conocen los limites de aplicacién de los mo-
delos, es posible reducir los sistemas de aplicaciéon y por lo tanto, la sumatoria total no tendria
tanta importancia como la sumatoria del porcentaje de los sistemas mejorados. En el caso de este
trabajo se logré mejorar los sistemas que poseian 0%NaCl y 8.8%NaCl, por lo que analizar cémo
funciona el modelo fuera de este rango no posee relevancia para el resto de los sistemas. En este
sentido los modelos 7 o0 18 poseen mejor comportamiento predictivo.

Tabla 7-20: Suma del porcentaje de disminucion de MSE,, para los tres mejores
modelos

SUMATORIA % DISMINUCION

MODELO7 MODELO 17 MODELO 18

MSE,
Sistema mejorados [%] 123.75 64.42 134.02
Sistemas no mejorados [%] -374.56 -125.31 -325.36
Total [%] -250.81 -60.89 -191.34

5) Tipo de resolucién numérica

Los modelos 17 y 18 poseen resolucién no lineal al poseer exponentes como parametros. Por otra
parte el modelo 7 posee resolucion de tipo lineal.

Aunque se repitid 15 veces el ajuste a los modelos de resolucion no lineal, no es posible asegurar
gue le minimo global de la funcion fue encontrado. Para el ajuste del modelo 7 el resultado es
certero y por lo tanto es un modelo confiable para llevar a cabo el ajuste en un sistema y su posi-
ble aplicacién practica.
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6) Numero de Parametros

Los modelos 17 y 18 poseen 4 pardmetros y el modelo 7 posee 2, lo que coincide con los 9 grados
de libertad del modelo de hidrofobicidad de Salgado. Al tener los mismos grados de libertad que el
modelo de hidrofobicidad, es posible efectuar una comparacién directa de la calidad del modelo.

Por las razones numeradas en los puntos 1, 5 y 6 principalmente, el modelo 7 es elegido como el
mas apropiado para desarrollar un modelo predictivo del coeficiente de particién en los sistemas
estudiados. La eleccidon de este modelo, si bien no es fortuita, estd determinada por los aspectos
analizados anteriormente y, por lo tanto, es posible que al realizar un estudio con un mayor nime-
ro de proteinas o distintos sistemas, alguno de los otros modelos presente mejores resultados. En
futuras investigaciones se recomienda indagar en los otros modelos propuestos.
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7.5 Modelo Predictivo Para Todos los Sistemas

El modelo con el mejor comportamiento predictivo esta descrito por:
Log (K) = ClLog(H) : Log(AGsolv) + C;
Los valores de los parametros para cada sistema se presentan en la Tabla 7-21:

Tabla 7-21: Parametros de modelo predictivo elegido

NacCl
[w/w] c1 c2

3 0.310 0.297
E 1.036 0.768
W 4.309 3.173
é -0.931 -1.534
9 b 0.977 -0.186
s & 3.875 3.723
B & 0.572 0.716
o & 1.616 1.314
a 6.249 4.352
E 1.173 0.868
: 0.726 0.233
w 2.556 2.115

El pardmetro C; es positivo en once de los doce sistemas estudiados. Esto indica que el coeficiente
de particion aumenta (las moléculas aumentan la particién preferencial hacia la fase superior) a
medida que aumenta la hidrofobicidad de la proteina o la diferencia de energia de solvatacion de
la proteina en el sistema. La Unica excepcidon se produce en el sistema PEG+Sulfato con 0% de
NaCl, donde el coeficiente de particidon crece al aumentar el valor de alguna de las variables del
modelo. La descripcion de las funciones obtenidas en el ajuste del modelo a los sistemas esta de-
tallada en la seccidon 8.1 correspondiente al Analisis de Sensibilidad, en el préximo capitulo.

A continuacién se presentan los graficos que muestran la relacion entre el coeficiente de particidn
predicho por el modelo y el obtenido experimentalmente (scatter plots) (Figuras 7-3 y 7-4).

Ademas, en las Figuras 7-5 y 7-6 se muestra el coeficiente de particion experimental en funcion del
término Log(H) - Log(AGg,;,) para cada uno de los 12 sistemas estudiados. De esta forma, el
modelo no lineal obtenido se puede transformar a uno lineal utilizando la variable ficticia
Log(H) - Log(AGsey) , asi el modelo predictivo se visualiza en dos dimensiones, como una recta.
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LOG(K) EXPERIMENTAL
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Figura 7-3: Graficos de dispersion del modelo (scatter plots) para los sistemas
PEG+Fosfato y PEG+Sulfato.
La recta azul indica la posicion ideal de los puntos experimentales si el modelo
tuviera un coeficiente de correlacion de 1. El término p en la equina superior
izquierda de cada grafico corresponde al coeficiente de correlacion de Pearson.
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LOG(K) EXPERIMENTAL
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Figura 7-4: Graficos de dispersion del modelo (scatter plots) para los sistemas
PEG+Citrato y PEG+Dextrano.
La recta azul indica la posicion ideal de los puntos experimentales si el modelo
tuviera un coeficiente de correlacion de 1. El término p en la equina superior
izquierda de cada grafico corresponde al coeficiente de correlacion de Pearson.
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LOG(K) EXPERIMENTAL
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Figura 7-5: Coeficiente de particion experimental en funcion del término
Log(H) - Log(AG,;,) para los sistemas PEG+Fosfato y PEG+Sulfato.
Las curvas rojas indican el limite del intervalo de confianza de un 95%. Las
curvas rosadas indican el intervalo de prediccion de nuevos datos con un
porcentaje de confianza del 95%.
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LOG(K) EXPERIMENTAL
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Figura 7-6: Coeficiente de particion experimental en funcion del término
Log(H) - Log(AG,},,) para los sistemas PEG+Citrato y PEG+Dextrano.
Las curvas rojas indican el limite del intervalo de confianza de un 95%. Las
curvas rosadas indican el intervalo de prediccion de nuevos datos con un
porcentaje de confianza del 95%.
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Segun se observa en las Figuras 7-3 y 7-4 , el coeficiente de correlacién es mayor para los sistemas
que poseen alto porcentaje de sal (8.8% p/p NaCl), que ademas corresponden a los sistemas que
disminuyeron en mayor porcentaje el error de prediccidén. En contraparte, los sistemas sin sal po-
seen bajas correlaciones entre el coeficiente de particidn modelado y el experimental.

En este punto se debe recordar que la metodologia utilizada para elegir el mejor ajuste del mode-
lo, entre los 74 obtenidos para cada escala de hidrofobicidad, se basd en elegir aquella escala que
minimizara el error cuadratico medio obtenido al predecir el coeficiente de prediccidén a datos no
utilizados en el ajuste, por lo que no se minimizd el error cuadratico medio de los datos ajustados.
Por lo tanto, en algunos sistemas, los estadisticos relacionados con el ajuste de los datos utilizados
pueden mejorar al utilizar la metodologia de minimizar el MSE. En cualquier caso, aun utilizando
esta metodologia los sistemas PEG+Fosfato y PEG+Sulfato sin NaCl poseen coeficientes de Pearson
menores a 0.4.

Considerando los resultados de los ajustes a los datos segun el tipo de ATPS, el sistema con mejo-
res correlaciones corresponde al PEG+Citrato con coeficientes de correlacién de Pearson mayores
a 0.705, luego PEG+Dextrano con un Pearson promedio de 0.67, a continuacién PEG+Sulfato con
un Pearson promedio de 0.60 y finalmente el sistema PEG+Fosfato con un Pearson promedio de
0.57.

En las Figuras 7-5 y 7-6, el coeficiente de particion del modelo esta definido por la recta azul. Las
curvas rojas indican el limite del intervalo de confianza, es decir, indica que el verdadero valor del
coeficiente de particidon se encuentra entre esos limites con una probabilidad del 95%. Las curvas
rosadas indican el intervalo de prediccién de nuevos datos con un porcentaje de confianza del
95%.

Como se observa en las Figuras 7-5 y 7-6, los sistemas sin NaCl poseen puntos que se alejan mas
de la curva del modelo (dada por la recta azul) y de la curva que describe el intervalo de confianza.
Los sistemas con alto porcentaje de NaCl (8.8%) poseen puntos experimentales mas cercanos al
modelo con respecto a los otros sistemas, lo que es congruente con los coeficientes de correlacién
indicados en los graficos de dispersion (Figuras 7-3 y 7-4).

Con el programa STATGRAPHICS Plus 5.1 se obtuvo el P-value, el R*y el indice estadistico de Dur-
bin-Watson del modelo ajustado a cada sistema. Estos indices se presentan en la Tabla 7-22.

El P-valor indica la probabilidad de que un modelo aleatorio (lineal en este caso) ajuste los datos
con los mismos residuos. Los sistemas sin NaCl poseen un P-valor mayor a 0.1, por lo que no existe
una significancia estadistica de la relacién entre el término Log(H) - Log(AGse,,) Y €l coeficiente
de particidon experimental, con una confiabilidad del 90%. Por otra parte, los sistemas con 8.8%
NaCl poseen P-valores menores a 0.0037 por lo que, en estos casos, existe una relacion estadistica
significativa entre Log(H) - Log (AGs,1,) Y €l coeficiente de particion experimental.
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Tabla 7-22: indices estadisticos del modelo al ajustar en todos los sistemas

Nadl P-valor R*[%] DW Pearson 'D
[w/w] SISTEMA

3 0.2902 2.561 0.147 0.351 1

E 0.0746 23.457 0.120 0.558 2

a 0.0037 58.568 0.194 0.792 3

5 0.2277 6.331 0.164 0.396 4
@ 3 0.0868 21.213 0.431 0.539 5
s & 0.0006 71.986 0.152 0.865 6
E = 0.0154 44.083 0.355 0.705 7
@ & 0.0095 49.367 0.200 0.738 8
a 0.0014 66.139 0.292 0.834 9

E 0.0187 41.812 0.274 0.690 10

b 0.1135 17.167 0.383 0.504 11

a 0.0024 62.178 0.210 0.812 12

La tabla muestra el P-valor del modelo, el R-cuadrado, el indice de Durbin-
Watson y el coeficiente de Pearson obtenidos para el ajuste del modelo en
todos los sistemas.

Nuevamente, en los sistemas con 8.8% de NaCl el modelo explica mas del 58% de la variabilidad
del coeficiente de particion (R?). En los sistemas sin NaCl, el modelo explica menos del 42% de la
variabilidad. Un caso particularmente extremo lo constituye el sistema PEG+Fosfato con 0% de
NaCl, donde el modelo explica sélo el 2.6% de la variabilidad de los datos experimentales.

Por ultimo el test de residuos de Durbin-Watson (DW) determina si existe alguna correlacién signi-
ficativa entre la variable dependiente y el orden en el cual se presentan los datos. En este caso no
debiera existir correlacién. Como DW es mayor a 0.05 no se detecta una relacion significativa ba-
sada en el orden en que se presentan los datos.
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Con el modelo propuesto se logré disminuir el MSE, con respecto al modelo de hidrofobicidad en
6 de los 12 sistemas estudiados, como se sefala en la tabla:

Tabla 7-23: Porcentaje de disminucién del MSE con la aplicacién del mejor
modelo estudiado

SISTEMAS
PEG + FOSFATO PEG + SULFATO PEG + CITRATO PEG + DEXTRANO
NaCl %[w/w] 0 0.6 8.8 0 06 838 0 0.6 8.8

-66.7 -50.8 4.0 23 -120.7 341 -521 -88 219 29.8 -755 316

La tabla muestra en porcentaje de disminucién del MSE;; con respecto al
modelo de hidrofobicidad desarrollado por Salgado et al. Las casillas
sombreadas indican que el modelo mejoré la prediccion en esos sistemas.

Como se puede observar, el modelo es capaz de mejorar todos los sistemas que poseen alta con-
centracién de NaCl y el 50% de los sistemas que no poseen NaCl. EL modelo no mejora el compor-
tamiento predictivo en los sistemas que poseen concentracion intermedia de NaCl (0.6% [p/p]), ni
tampoco fue posible mejorarlos con ningiin modelo propuesto en el presente trabajo, bajo las
condiciones estudiadas. El MSE;x del modelo ajustado al sistema PEG+Citrato con 0% NaCl au-
mento para cada modelo probado. Este resultado es congruente, como se dijo anteriormente, con
el resultado obtenido en el modelo de Salgado que utiliza exclusivamente la variable de hidrofobi-
cidad.
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7.6 Modelo Predictivo Para Sistema PEG+Dextrano

Este sistema estd formado por PEG y un polimero (dextrano), en lugar de PEG y una sal como en
los demds ATPS. Segun se observa en los resultados, este sistema posee un comportamiento dis-
tinto, siendo el Unico en presentar disminucién del error cuadratico medio de Jack-Knife para to-
das las concentraciones de NaCl estudiadas.

Dada la naturaleza de este sistema, es razonable suponer que un modelo predictivo de ATPS for-
mado por dos polimeros y fuerzas idnicas bajas no es necesariamente modelable junto a sistemas
formados principalmente por PEG y una solucidn electrolitica. Considerando esto, en esta seccion
se propone un modelo exclusivo para el sistema PEG+Dextrano.

Los dos modelos que permiten disminuir el error de prediccidn con respecto al modelo de Salgado,
en todos los sistemas PEG+Dextrano son los siguientes (ver Tabla 7-6):

Modelo 15: Log(K) = C;Log(H) - Log(AGgo1,) 2 + C3
Modelo 17: Log(K) = C;(—Log(H)%2) - Log(AGspp,)®? + Cy

Como se destacd con anterioridad, estos son los Unicos modelos que poseen el término
Log(AGsolv)C, por lo que se atribuye a este término el aumento del caracter predictivo del mode-
lo. La suma de los porcentajes de disminucién del MSE ¢ en los sistemas PEG+Dextrano es mayor
en el caso del modelo 15, por lo que se elige este modelo para predecir la particion de moléculas
proteicas en este tipo de sistemas.

El resultado del ajuste del modelo 15 al sistema PEG+Dextrano en las tres concentraciones de NaCl
contempladas, es el siguiente:

Sistema PEG+Dextrano con 0% p/p NaCl:
Log(K) = 0.0667 Log(H) - Log(AGgo;,) »*1°* + 0.6768
Sistema PEG+Dextrano con 0.6% p/p NacCl:
Log(K) = —125.4718 Log(H) - Log(AGsg,) 58383 — 0.5674
Sistema PEG+Dextrano con 8.8% p/p NaCl:
Log(K) = —46.6364 Log(H) - Log(AGgpp,)~*893% — 0.2965

Los principales estadisticos de los ajustes del modelo se presentan en la Tabla 7-24.
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Tabla 7-24: Principales estadisticos del ajuste del modelo 15 al sistema

PEG+Dextrano
MEJOR ESCALA MSE PEARSON MSE % DISMINUCION % AUMENTO % DISMINUCION
CLASE 2 (x10?) (x10) MSE PEARSON MSE
E 0% 38 1.66 0.702 2.16 28.49 -30.34 29.45
:; 0.6% 57 6.37 0.732 7.16 9.72 -5.02 21.37
a KX 38 6.79 0.626 7.52 -24.53 12.50 1.70

Se presenta el porcentaje de disminucion de MSE y MSE, y el porcentaje de
aumento del coeficiente de correlacion de Pearson con respecto a los
obtenidos en Salgado et al., de modo que siempre los valores positivos de las
ultimas 3 columnas sefialan una mejora del modelo.

Como se observa, con la aplicaciéon de este modelo es posible mejorar todos sistemas formados
por PEG+Dextrano. La disminucién del MSE, es mayor en el sistema sin NaCl, la misma tendencia
observada en el resto de los sistemas con sal. Sin embargo, en este caso el sistema con concentra-
cion intermedia de NaCl mejora considerablemente su caracter predictivo con respecto al modelo
de hidrofobicidad de Salgado. En el caso de alta concentracidn de sal disminuye el error de predic-
cion un 1.7% y en este caso el coeficiente de correlacién de Pearson disminuye un 24.5%, aunque
esto ultimo no es significativo para el objetivo predictivo del modelo.

Los graficos de dispersidn para el modelo de PEG+Dextrano se muestran en la Figura 7-7 en la
pagina siguiente.

Al comparar el coeficiente de correlacion de Pearson del modelo 15 con el 7 (modelo general), se
observa que el modelo 15 ajusta con mayor correlacidén en los sistemas con concentracidn nula e
intermedia de NaCl. Sin embargo, el Pearson disminuye de 0.812 a 0.626 en el sistema con alta
concentracién de NaCl. Nuevamente, si bien se produce una disminucion de la calidad del ajuste a
los datos utilizados en el sistema con alto porcentaje de sal, se obtiene una disminucion del error
de prediccién del coeficiente de particidn en todos los sistemas, lo que va de acuerdo con el obje-
tivo del presente trabajo.
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Figura 7-7: Graficos de dispersion de modelo para sistema PEG+Dextrano
(scatter plots)
La recta azul indica la posicion ideal de los puntos experimentales si el modelo
tuviera un coeficiente de correlacion de 1. El término p en la equina superior
izquierda de cada grafico corresponde al coeficiente de correlacion de Pearson.
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CAPITULO

ANALISIS DE SENSIBILIDAD

8.1 Sensibilidad de la Funcion

Dependiendo de la funcién obtenida con el ajuste del modelo 7 a cada sistema, se evalud qué tan
sensible es la funcidn ante variaciones de las variables involucradas. Para realizar este analisis, el
modelo 7 no se vuelve a ajustar, sino que se estudia cuanto varia la variable dependiente ante
cambios de las variables independientes utilizando los parametros ya calculados e indicados en la
Tabla 8-1.

La importancia de este andlisis es determinar la importancia relativa de cada variable en el mode-
lo, lo que depende de los valores de los pardmetros del ajuste en cada sistema y de los intervalos
de aplicacién del mismo. Segun la escala con la cual se optimizé el modelo en un sistema, cambia
el rango de estudio de la variable hidrofobicidad. La variable AGg,,;, también varia en cada ATPS,
ya que depende, no sélo de la proteina, sino del medio en el que se encuentra inmersa.

Los rangos en los que vario la hidrofobicidad y la diferencia de energia de solvatacion en cada sis-
tema, junto con los valores de las constantes del ajuste se sefialan en la Tabla 8-1.



NacCl COTA

[w/w] BLUE[e]H

0.149
0.301
0.438
0.255
0.446
0.347
0.149
0.301
0.438
0.396
0.446
0.396

SISTEMAS
PEG + DEX| PEG + CIT | PEG + SUL | PEG + FOS

Tabla 8-1: Rangos de las variables en cada sistema

ASH []

COTA

0.252
0.410
0.569
0.382
0.810
0.470
0.252
0.410
0.569
0.481
0.810
0.481

SUPERIOR

AG,, [kT]
COTA COTA
INFERIOR SUPERIOR
80.379 377.456
80.557 349.955
79.306 363.186
80.347 361.633
80.074 1086.818
79.346 358.314
80.176 354.296
80.399 353.733
79.684 367.376
81.660 358.783
80.464 5777.225
78.146 349.883

PARAMETROS DEL AJUSTE

G

0.310
1.036
4.309
-0.931
0.977
3.875
0.572
1.616
6.249
1.173
0.726
2.556

G

0.297
0.768
3.173
-1.534
-0.186
3.723
0.716
1.314
4.352
0.868
0.233
2.115

ID
SISTEMA

O 0O NOOUVLHAE WN R

B R R
N = O

Utilizando los datos de la tabla anterior se graficé el manto que define el modelo en cada ajuste.

Para facilitar el analisis, se incluye el coeficiente de particién predicho por el modelo, identificado

para cada proteina (esferas sobre el manto en las siguientes figuras).
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8.1.1 Sistema 1: PEG + Fosfato 0%NacCl
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Figura 8-1: Sistema 1
La figura muestra la funcion que modela el coeficiente de prediccion en el
sistema PEG+Fosfato con 0% NaCl. Las esferas representan el coeficiente de
particidon que predice el modelo para cada una de las proteinas. El rango de los
ejes del grafico corresponde al rango en el que varian las variables en el
sistema.

Segun el ajuste del modelo a este sistema, el coeficiente de particién posee una sensibilidad simi-
lar ante variaciones de la variable AGg,;, y ante variaciones de la hidrofobicidad. En este caso es
posible separar proteinas tanto por su diferencia de AGg,,, en las fases, como por diferencias de
hidrofobicidad. Al menos en el rango de valores trabajado, no se observa una zona que posea ma-
yor sensibilidad al cambio de las variables, por lo que no existe una zona preferencial de trabajo
para obtener alto nivel de separacidn.

El modelo indica la tendencia de las particulas a preferir la fase superior del sistema al aumentar el
valor de la hidrofobicidad, ante cualquier valor de AG,;, constante. Por otra parte, manteniendo
la hidrofobicidad constante, las particulas se particionan preferentemente hacia la fase superior a
bajas diferencias de energia de solvatacion entre las fases.
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8.1.2 Sistema 2: PEG + Fosfato 0.6% NaCl
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Figura 8-2: Sistema 2
La figura muestra la funcion que modela el coeficiente de prediccion en el
sistema PEG+Fosfato con 0.6% NaCl. Las esferas representan el coeficiente de
particidon que predice el modelo para cada una de las proteinas. El rango de los
ejes del grafico corresponde al rango en el que varian las variables en el
sistema.

Segun el modelo, el comportamiento es similar al observado en el sistema 1. El coeficiente de par-
ticién aumenta al disminuir la diferencia de energia de solvatacion entre las fases si se mantiene
constante el valor de la hidrofobicidad de las moléculas y aumenta, también, al aumentar la hidro-
fobicidad.
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8.1.3 Sistema 3: PEG + fosfato 8.8% NaCl
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Figura 8-3: Sistema 3
La figura muestra la funcion que modela el coeficiente de predicciéon en el
sistema PEG+Fosfato con 8.8% NaCl. Las esferas representan el coeficiente de
particién que predice el modelo para cada una de las proteinas. El rango de los
ejes del grafico corresponde al rango en el que varian las variables en el
sistema

En este caso, el modelo muestra una sensibilidad mayor al valor de las variables, en comparacién

al ajuste del modelo en los dos sistemas anteriores. Esta sensibilidad se hace evidente en la zona

donde se encuentran las proteinas 1SBC y 2LYM, que poseen alta hidrofobicidad y baja AGg,p,. En

la vecindad de estos puntos, se alcanzan altas variaciones del coeficiente de particién ante peque-

fias variaciones de la variable AGg,;, y/0 de la hidrofobicidad, por lo tanto las proteinas situadas

en este rango de variables poseeran una separacién ventajosa, en relacion a la que se puede lograr

en otras zonas de la funcién.

Asimismo el dominio correspondiente a bajos valores de K posee muy baja sensibilidad al cambio

de las variables, segin el modelo. Si una proteina posee una hidrofobicidad pequefia (menor a
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0.45 segln esta escala), no podra ser separada de otras proteinas de baja hidrofobicidad al explo-
tar la diferencia de energia de solvatacién. Como se destacé en el parrafo anterior, la funcion si
posee gran sensibilidad a la variable AG,;, Y H cuando se utilizan proteinas de hidrofobicidad alta
(cercana a 0.6) segln esta escala. Segun esto, las proteinas MBSAO1, 1 OVT, 1 OVA y 1E40 no
pueden ser separadas en este sistema, a menos que se utilizan ligandos para manipular la hidrofo-

bicidad de las proteinas.

En resumen, el modelo indica que este sistema posee gran resolucion ante pequefias diferencias
de AGg,, si se desean separar proteinas con hidrofobicidad alta, o bien, a pequefas diferencias
de hidrofobicidad si se desean separar proteinas que posean baja diferencia de energia de solvata-

cion.

8.1.4 Sistema 4: PEG + Sulfato 0%NacCl
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Figura 8-4: Sistema 4
La figura muestra la funcion que modela el coeficiente de prediccion en el
sistema PEG+Sulfato con 0% de NaCl. Las esferas representan el coeficiente de
particiéon que predice el modelo para cada una de las proteinas. El rango de los
ejes del grafico corresponde al rango en el que varian las variables en el
sistema
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Se observa que el ajuste del modelo en este sistema muestra un comportamiento diferente al
observado en los casos anteriores. En este caso, el aumento del coeficiente de particiéon es mas
pronunciado al variar la hidrofobicidad a AGg,,,, alto o al variar AG,,,, a bajos valores de hidrofo-
bicidad. En este caso es posible, a diferencia del sistema 3, 2 y 1, separar las proteinas que posean
baja hidrofobicidad como 10VT, 1 E40 y 10VA. Por otra parte, segiin el modelo no es efectivo uti-
lizar este sistema para separar moléculas con AGg,,;,, pequeias.

El caso ideal de separacion se produce al separar moléculas con hidrofobicidad relativamente alta
y baja AG,;,,, de moléculas que poseen AGg,;,, altay baja hidrofobicidad, como por ejemplo si se
desea separar las proteinas 10VT, 1E40 0 3 GLY de la 1THV o 2CGA.

8.1.5 Sistema 5: PEG + Sulfato 0.6% NaCl
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Figura 8-5: Sistema 5
La figura muestra la funcion que modela el coeficiente de predicciéon en el
sistema PEG+Sulfato con 0.6% NaCl. Las esferas representan el coeficiente de
particion que predice el modelo para cada una de las proteinas. El rango de los
ejes del grafico corresponde al rango en el que varian las variables en el
sistema.
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Segun el ajuste al modelo en este sistema, no es posible generar separaciones efectivas al explotar
diferencias de energia de solvatacion, en ningun rango de hidrofobicidad estudiado. El coeficiente
de particién de las moléculas, en este caso, es mas sensible a variaciones del valor de hidrofobici-
dad y dicha variacion es aparentemente poco dependiente del valor de AGg,;,, en el cual se traba-
je.

Ademas, el aumento del coeficiente de particiéon predicho por el modelo en el mejor de los casos
(separacion de proteinas con baja hidrofobicidad como la 10VT o MBSAOQ1 con proteinas de alta
hidrofobicidad como la 1SBC) es insuficiente para lograr la separacién, ya que ambos tipos de
proteinas se particionan con mayor preferencia a la fase inferior.

8.1.1 Sistema 6: PEG + Sulfato 8.8% NacCl
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Figura 8-6: Sistema 6
La figura muestra la funcion que modela el coeficiente de prediccion en el
sistema PEG+Sulfato con 8.8% de NaCl. Las esferas representan el coeficiente
de particion que predice el modelo para cada una de las proteinas. El rango de
los ejes del grafico corresponde al rango en el que varian las variables en el
sistema.
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Este caso es similar cualitativamente al sistema 3. Seguin el modelo no es fructifero separar protei-
nas con baja hidrofobicidad, explotando sélo las diferencias de AGg,,,,, excepto para diferencias de
energia de solvatacion muy baja. El desempefiio, segin el modelo, mejora sustancialmente si se
desea separar moléculas proteicas de alta hidrofobicidad (como la 1SBC o 2CGA) explotando la

diferencia de energia de solvatacion.

8.1.1 Sistema 7: PEG + Citrato 0% NacCl
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Figura 8-7: Sistema 7
La figura muestra la funcion que modela el coeficiente de prediccion en el
sistema PEG+Citrato con 0% NaCl. Las esferas representan el coeficiente de
particiéon que predice el modelo para cada una de las proteinas. El rango de los
ejes del grafico corresponde al rango en el que varian las variables en el
sistema.

En este caso se observa un comportamiento similar al del sistema 5, pero en este caso la funcidn
es algo mas sensible al cambio de AGg,;,,, especialmente al utilizar hidrofobicidades altas.
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El modelo indica que el coeficiente de particion aumenta al disminuir la diferencia de energia de
solvatacion entre las fases y que la pendiente de la curva K en funcién de AGg,;,, (la derivada par-
cial de AGg,, con respecto a K) es practicamente constante ante cambios de la hidrofobicidad. Un
comportamiento parecido ocurre al observar la variacion del coeficiente de particion modelado
con respecto a la variable de hidrofobicidad: La derivada parcial de K con respecto a H casi no
posee dependencia observable con respecto a AGg,;,, en el rango estudiado y ademas es constan-
te (la derivada parcial es una recta). Por lo tanto, no existen zonas claramente preferenciales para
separar las moléculas, debido a la sensibilidad homogénea en el dominio estudiado.

Un pequefio aumento de la sensibilidad se observa en la zona definida por bajos valores de AG,;y,
(menor a 150 [kT]). Sin embargo, aun ubicando las moléculas a separar en las zonas mas 6ptimas
del manto -por ejemplo, si se desea separar 1SBC de 10VT-, el modelo predice una particién pre-
ferencial de la proteina menos hidrofébica hacia la fase inferior del sistema y una particién hacia la
fase superior de la proteina mas hidrofdbica, pero con un coeficiente de particiéon cercano a 1, por
lo que la separacién no logra un nivel alto de pureza en el rango de variables estudiado. Si se utili-
zan proteinas con diferencias de energia entre las fases suficientemente pequefas (AGg,, menor
a 60 [kT]), el modelo indica que el coeficiente de particion aumenta considerablemente.
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8.1.1 Sistema 8: PEG + Citrato 0.6% NaCl
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Figura 8-8: Sistema 8
La figura muestra la funcion que modela el coeficiente de predicciéon en el
sistema PEG+citrato con 0.6% de NaCl. Las esferas representan el coeficiente
de particién que predice el modelo para cada una de las proteinas. El rango de
los ejes del grafico corresponde al rango en el que varian las variables en el
sistema.

Como en la mayoria de los casos anteriores, el modelo predice que las separaciones en este siste-

ma seran mas efectivas, al utilizar proteinas que se encuentren en la zona de baja AGg,,, v alta

hidrofobicidad, donde el coeficiente de particién es mas sensible a los cambios de diferencia de

energia entre las fases.

Nuevamente, dentro del rango de valores estudiado, el modelo indica variaciones de K entre O y

1.5, lo que no produce una separacion de alta pureza, ya que cerca de la mitad de la cantidad de la

molécula de alta hidrofobicidad (por ejemplo la 1AVU) permanecera en la fase inferior.
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8.1.2 Sistema 9: PEG + Citrato 8.8% NaCl
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Figura 8-9: Sistema 9
La figura muestra la funcién que modela el coeficiente de predicciéon en el
sistema PEG+Citrato con 8.8% NaCl. Las esferas representan el coeficiente de
particidon que predice el modelo para cada una de las proteinas. El rango de los
ejes del grafico corresponde al rango en el que varian las variables en el
sistema.

En este caso, el modelo posee el mismo comportamiento observado en el modelamiento de los

sistemas 3 y 6. El coeficiente de particion se mantiene virtualmente constante al utilizar moléculas

de proteina con baja hidrofobicidad (menor a 0.46). Por lo tanto, como muestra la figura, utilizan-

do este sistema no es posible separar entre si las proteinas MBSAO1, 1 OVT, 1 OVA, 1E40 y 3GLY,

segun la prediccion del modelo.

Otra tendencia se observa al estudiar la variacion del coeficiente de particién en proteinas de ma-
yor hidrofobicidad (mayores a 0.55). Variaciones de K entre 0 y 50 se aprecian al observar la zona

gue describe el comportamiento de proteinas de alta hidrofobicidad y baja diferencia de energia

de solvatacién entre las fases. Esta zona seria la mezcla ideal de propiedades para lograr una sepa-

racion efectiva de otra u otras proteinas que posean baja hidrofobicidad.
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8.1.3 Sistema 10: PEG + Dextrano 0% NaCl
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Figura 8-10: Sistema 10
La figura muestra la funcion que modela el coeficiente de prediccion en el
sistema PEG+Dextrano con 0% NaCl. Las esferas representan el coeficiente de
particidon que predice el modelo para cada una de las proteinas. El rango de los
ejes del grafico corresponde al rango en el que varian las variables en el
sistema.

Con un comportamiento similar el del sistema 7 y 8. Dentro del rango de variables estudiado el

coeficiente de particién predicho varia desde 0.3 hasta 1 aproximadamente, siendo un rango muy

pequefio para producir separaciones efectivas. Sin embargo, como en la mayoria de los casos an-

teriores, el comportamiento se vuelve sensible a los cambios de la diferencia de energia de solva-

tacion entre las fases, a valores bajos de la misma variable.
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8.1.4 Sistema 11: PEG + Dextrano 0.6% NaCl
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Figura 8-11: Sistema 11
La figura muestra la funcion que modela el coeficiente de prediccion en el
sistema PEG+Dextrano con 0.6% NaCl. Las esferas representan el coeficiente
de particiéon que predice el modelo para cada una de las proteinas. El rango de
los ejes del grafico corresponde al rango en el que varian las variables en el
sistema.

En este sistema, al igual que lo observado en el sistema 5, el coeficiente de particidon es practica-

mente insensible a los cambios de diferencia de energia de solvatacién entre las fases a valores
muy grandes de AGg,;,, (desde 2000 hasta 6000 [kT]). Esto se cumple a cualquier valor de hidrofo-
bicidad de las moléculas proteicas. Al igual que en la mayoria de los sistemas, la mayor sensibilidad

de la funcidn se observa para valores pequefios de hidrofobicidad.
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8.1.5 Sistema 12: PEG + Dextrano 8.8% NaCl
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Figura 8-12: Sistema 12
La figura muestra la funcién que modela el coeficiente de predicciéon en el
sistema PEG+dextrano con 8.8% de NaCl. Las esferas representan el coeficiente
de particiéon que predice el modelo para cada una de las proteinas. El rango de
los ejes del grafico corresponde al rango en el que varian las variables en el
sistema.

Segun el modelo, este sistema posee un comportamiento cualitativo similar al observado en el
resto de los sistemas PEF+Dextrano. El coeficiente de particion varia desde 0 a 3.5, lo que se con-
sidera un rango pequefio de variacion al compararlo con la tendencia de otros sistemas con por-
centaje de NaCl de 8.8% (sistemas 3y 6).

Resumiendo, considerando el rango de valores estudiado, el coeficiente de particién posee el valor
mas bajo cuando la diferencia de energia de solvatacidn entre las fases de la proteina es alta y la
hidrofobicidad es baja, es decir, el modelo predice que al utilizar proteinas con estas condiciones
se particionardn preferentemente hacia la fase inferior del sistema. Las moléculas comienzan a
disminuir la preferencia por la fase inferior al disminuir la diferencia de energia entre las fases en
un sistema dado, o al aumentar la hidrofobicidad de las particulas. Esta tendencia se observa para
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los ajustes en todos los sistemas estudiados, excepto en el sistema 4 (PEG + sulfato con 0% NacCl)
donde el comportamiento es opuesto al descrito anteriormente: el coeficiente de particién posee
el menor valor en el sistema cuando se tiene una pequeia AGg,;, Y alta hidrofobicidad de las
moléculas y aumenta al aumentar la primera variable o al disminuir la segunda.

El modelo ajustado a los sistemas con porcentaje alto de NaCl (3, 6 y 9) posee una tendencia simi-
lar, ya que en los tres casos poseen una zona de alta sensibilidad ante los cambios de las variables,
cuando se tienen hidrofobicidades altas y AG,;, bajas. En los tres casos el coeficiente de parti-
ciéon modelado varia desde valores cercanos a cero hasta valores mayores a 15 en sistema 3y 6y
cercanos a 40 en sistema 9. En los demas sistemas, el modelo predice que el coeficiente varia en-

tre 0 y 1.5 aproximadamente en el rango de valores estudiado.
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8.2 Deteccidon Cualitativa de Outliers

Los outliers son puntos que se encuentran distantes del comportamiento definido por el resto de
los datos. La presencia de estos puntos alejados de la tendencia general, puede indicar que hubo
algun error en la determinacién de las variables utilizadas en el modelo, o bien, que el modelo no
es aplicable en estos puntos debido a que la influencia de ciertos factores no considerados aumen-
ta. Por ejemplo, puede suceder que para alguna proteina en cierto sistema, exista una mayor in-
fluencia del peso molecular, debido al tamafio de la macromolécula, y por lo tanto, el modelo no
ajuste bien en este caso.

En el caso particular del presente trabajo de tesis, el objetivo no consistié en encontrar el mejor
ajuste a los datos utilizados, sino minimizar el error de prediccién al utilizar datos no considerados
para efectuar el ajuste. A pesar que no se minimizé el error cuadratico medio, y que al llevar a
cabo esta minimizacion los resultados del ajuste serian mejores y los outliers distintos, es intere-
sante analizar qué proteinas presentan un comportamiento alejado del predicho por el modelo.
Adicionalmente, el interés de este analisis se sustenta en que en 7 de los 12 sistemas, el ajuste que
minimiza el MSE es el mismo que minimiza el MSE .

La Figura 8-13 muestra el coeficiente de particidon experimental en cada uno de los sistemas, junto
al valor predicho por el modelo 7 (modelo general para todos los sistemas).

El manto de las figuras indica la superficie definida por el ajuste al modelo en cada sistema vy, por
lo tanto, los puntos que se encuentran sobre el manto indican el coeficiente de particién predicho
por el modelo para cada una de las proteinas estudiadas. Sobre (o bajo) cada uno de los puntos de
prediccidn que se presentan en el manto, se encuentra el valor experimental del coeficiente de
particion de cada proteina.
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Figura 8-13: Coeficiente de particion experimental y modelado (PEG+Fosfato y
PEG+Sulfato)

La figura muestra el coeficiente de particion de cada proteina en los sistemas

PEG+Fosfato y PEG+Sulfato. Cada proteina se identifica con un color distinto.

Las esferas sobre el manto indican el valor dado por el modelo.
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Figura 8-14: Coeficiente de particion experimental y modelado (PEG+Citrato y
PEG+Dextrano)

La figura muestra el coeficiente de particion de cada proteina en los sistemas

PEG+Citrato y PEG+Dextrano. Cada proteina se identifica con un color distinto.

Las esferas sobre el manto indican el valor dado por el modelo.
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En las Figuras 8-13 y 8-14 se observa que ciertas proteinas se alejan considerablemente de los
valores predichos por el modelo. En especial, la proteina 1E40 (a-amilasa) presenta desviaciones
considerables en todos los sistemas PEG+Fosfato y PEG+Citrato, siendo el coeficiente de particidn
experimental mayor al predicho, en todas las concentraciones de sal consideradas de los sistemas
nombrados.

En el sistema PEG+Sulfato no se detecta la desviacién repetida de una proteina a los largo de los
sistemas. Sin embargo, la a-amilasa nuevamente presenta una desviacion mayor a la presentada
por las demds proteinas.

En el sistema PEG+Dextrano con 0% NaCl, se observa que dos proteinas se desvian del comporta-
miento general, una de ellas es nuevamente la a-amilasa y la otra la 10VA (ovalbimina). La des-
viacién de la ovalbimina se produce nuevamente en el sistema PEG+Dextrano 8.8% NaCl.

El caso de la a-amilasa es interesante, ya que en 6 sistemas (todos los correspondientes a
PEG+Fosfato y PEG+Citrato) el valor experimental del coeficiente de particion es mayor al que
predice el modelo, es decir, la proteina se particiona con mayor preferencia a la fase superior de
los ATPS que la descrita por el modelo. Sin embargo, la a-amilasa posee una estructura cuaterna-
ria monomeérica, por lo que toda la informacion estructural de la proteina fue utilizada para reali-
zar los calculos de energia de solvatacion electrostatica. Por otra parte, fue posible calcular la
energia de solvatacion con la resolucién de 0.35 [A/grilla] utilizada en las demas proteinas (a dife-
rencia de la conalbumina que fue calculada con una menor resolucion final), por lo tanto no se
considera que el cdlculo electrostatico posea un error mayor que el asociado a las demas protei-
nas. Por lo tanto, se estima que en el caso de esta molécula existe otro factor que determina su
comportamiento y que no fue integrado en el calculo de la energia de solvatacidon electrostatica ni
en la hidrofobicidad de la proteina.

Se debe recordar que la determinacion de las variables utilizadas en el modelo, corresponden a
cuantificaciones aproximadas de caracteristicas fisicoquimicas de la proteina y del sistema en el
cual se encuentra inmersa. Por una parte, el calculo de la diferencia de energia de solvatacién
electrostatica entre las fases, es una forma de cuantificacién del efecto de la carga de la proteina.
Para la determinacion de esta variable se llevo a cabo la resolucidn numérica de un modelo conti-
nuo que supone un medio que reacciona de forma lineal y uniforme ante la presencia de un cam-
po eléctrico. Una forma mas precisa de cuantificar este efecto es utilizando modelos discretos
microscopicos que consideren la distribucion de las proteinas en el solvente y las interacciones
entre ellos. Esta aproximacién no fue incluida en este trabajo, debido a la gran demanda computa-
cional de la resolucion de este tipo de modelos.

Por otra parte, el calculo de la hidrofobicidad se llevé a cabo considerando la estructura tridimen-
sional de las proteinas y utilizando 74 escalas que cuantifican la hidrofobicidad de los aminoacidos.
Debido a que no existe una escala exacta de la hidrofobicidad de los aminodacidos, sino escalas
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fabricadas mediante observaciones de comportamientos experimentales o cdlculos estadisticos
conformacionales, no es posible elegir de manera inequivoca, una escala para realizar un analisis
del modelo. Tomando en cuenta, ademas, que el término de hidrofobicidad de las proteinas no
posee una definicidn precisa sino, la descripcion cuantificada de un fendmeno complejo, hace mas
complicado aun el perfeccionamiento de un modelo de las caracteristicas deseadas. Por esta mis-
ma razdn, se puede explorar en futuros trabajos, el comportamiento predictivo de modelos equi-
valentes que consideren la secuencia aminoacidica, en lugar de la estructura tridimensional utili-
zada en esta tesis.

Se debe recordar que la metodologia utilizada para ajustar los modelos se basé en minimizar el
error cuadratico medio de Jack-Knife y no el error cuadratico medio de los datos utilizados. Esto
es, el objetivo consistia en encontrar un modelo que permita predecir el coeficiente de particion
de nuevas proteinas en nuevos sistemas, de manera de presentar una herramienta matematica
para disefiar ATPS eficientes para su aplicacion industrial. Posiblemente, el ajuste del modelo a las
proteinas en los sistemas considerados mejore notablemente al minimizar el MSE en lugar del
MSE, en los 5 sistemas donde el resultado de la optimizacion del MSE y el MSE es distinto.
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CAPITULO

CONCLUSIONES

Los factores involucrados en el fendmeno de particién de proteinas en sistemas de dos fases acuo-
sas son numerosos y complejos. Para la elaboracién de un modelo predictivo es ideal contar con
variables que cuantifiquen efectos precisos e independientes, de manera que en la elaboracién del
modelo sea posible incluir la contribucidn individual de cada efecto en la descripcién del fendme-
no. En el caso especifico de la particién de macromoléculas en sistemas de dos fases acuosas, con-
tamos con un grupo de factores determinantes -provenientes de caracteristicas de las proteinas a
particionar y de los ATPS utilizados-, los cuales poseen distintos grados de dependencia entre
ellos. La dependencia de los factores, provoca que la seleccidon de las variables a considerar sea
complicada y que se deban elegir aquellas variables que logren cuantificar factores que engloben
la mayor cantidad de efectos determinantes en la fenomenologia de la particion.

En este trabajo se ha mostrado que la inclusién simultdanea de las variables hidrofobicidad de la
proteina y diferencia de energia de solvatacidn electrostatica entre las fases del sistema permite
generar modelos descriptivos que abarcan parte importante de la complejidad del fendémeno de
particion, de modo que es posible predecir el coeficiente de particién de proteinas en ATPS. El
hecho de que la hidrofobicidad de la proteina fuera cuantificada considerando el aporte de los
aminodcidos de forma proporcional a su abundancia en la superficie y no sélo la presencia de los
mismos sin considerar que son aquellos grupos superficiales los que poseen interaccion con el
solvente, se considera un punto importante que permite describir de forma mds precisa el feno-
meno a estudiar, en comparacion a aquellos modelos que sélo incluyen la secuencia de aminoaci-
dos que conforman la proteina. Por otra parte, el efecto de carga de la proteina, cuantificada co-
mo la diferencia de energia de solvatacién electrostatica entre las fases, involucra no sélo las ca-
racteristicas espaciales de la configuracién proteica, sino también, la interaccién de los grupos
cargados con el solvente que rodea la macromolécula y por lo tanto, captura aspectos adicionales
del fendmeno, en comparacién a los descritos al cuantificar la carga mediante el calculo de la car-
ga neta de la proteina o bien, la densidad de carga.

Una descripcion mas exhaustiva de la proteina, el sistema y su interaccidon se podria lograr con
modelos microscépicos, los cuales describen a nivel atdmico, las interacciones y factores eléctricos

involucrados en el fendmeno de particién. Sin embargo, se debe tener en cuenta el compromiso



entre el posible aumento de la calidad predictiva y el aumento de la complejidad y cantidad de
tiempo requerida para el calculo de las variables, debido a la demanda computacional relacionada
con este tipo de soluciones.

De acuerdo al objetivo principal de esta tesis, se trabajo en la busqueda de un modelo que incluye-
ra el efecto de hidrofobicidad de la proteina y de carga, con el propdsito de obtener un caracter
predictivo mejor al obtenido al incluir el efecto de sélo una de estas variables. En cuanto a esto,
fue posible elaborar un modelo que incluye el efecto de hidrofobicidad de la proteina y la diferen-
cia de energia de solvatacidn electrostatica como cuantificacién del efecto de la carga de la protei-
na, que mejora el comportamiento predictivo de 6 de los 12 ATPS estudiados, con respecto al mo-
delo de hidrofobicidad desarrollado por Salgado et al.

Los sistemas mejorados son aquellos ATPS que no poseian NaCl adicionado al sistema y aquellos
con concentracidn alta de NaCl (8.8% p/p). En los sistemas con concentracion intermedia de NaCl
(0.6% [p/p]) no fue posible disminuir el error cuadratico medio de Jack-Knife (error asociado a la
prediccién) con los modelos probados, a excepcidon del sistema PEG+Dextrano, donde se logrd
disminuir el error para las tres concentraciones de NaCl consideradas, con dos modelos diferentes.

En general y considerando todos los modelos propuestos, los modelos para los sistemas sin NaCl
disminuyeron el error de prediccidn con respecto al modelo de Salgado et al. 38.4% de las veces. A
éstos le siguen los sistemas que poseen alto porcentaje de NaCl (8.8% p/p) con disminuciones del
error de prediccién en 32.7% de los modelos probados. Por lo tanto, los ATPS sin NaCl y con alta
concentracion de NaCl (8.8% p/p), fueron los mas favorecidos al incluir la variable energia de sol-
vatacién electrostatica entre las fases para las condiciones analizadas.

Dada la disminucion del error de prediccidn entre un 2.9 y un 34.1% de los sistemas mejorados,
con respecto al modelo de Salgado et al. se concluye que la diferencia de energia electrostatica es
una variable importante a la hora de predecir la particién de moléculas proteicas en ATPS, espe-
cialmente para aquellos con concentracién alta de NaCl, sin NaCl, y para los sistemas
PEG+Dextrano en todas las concentraciones de NaCl estudiadas.

Es importante destacar que en el presente trabajo de tesis se trabajé con dos clases de ATPS. Una
clase la constituye los sistemas de dos fases acuosas formadas por polietilenglicol y sal, y la otra
consiste en sistemas de polietilenglicol y dextrano. Ambas clases de sistemas permiten la forma-
cion de dos fases acuosas al trabajar con las concentraciones adecuadas y, por lo tanto, hacen
posible la separacién de proteinas de acuerdo a la distribucién preferencial de las macromoléculas
por alguna de las dos fases. Sin embargo, los resultados de esta tesis muestran que la naturaleza
de ambos tipos de ATPS son distintos, debido a que fue posible mejorar el comportamiento pre-
dictivo de los sistemas PEG+dextrano con mayor frecuencia que en el caso de los sistemas
PEG+sal. Mas aun, considerando todos los modelos propuestos en la tesis, el sistema
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PEG+Dextrano es el Unico en el cual un modelo permitié mejorar la capacidad predictiva para to-
das las concentraciones de sal estudiadas.

Considerando que los fenémenos fisicoquimicos involucrados en el comportamiento de las protei-
nas en un sistema formado por dos polimeros, son distintos a los que describen el comportamien-
to de dichas biomoléculas en un sistema formado por un polimero y una sal, se elaboré un modelo
qgue fuera aplicable sélo al sistema PEG+Dextrano. Dicho modelo mejora la prediccién del coefi-
ciente de particidon para todas las concentraciones de sal estudiadas en este sistema, disminuyen-
do el error de prediccién entre un 1.7% y un 29.5% en comparacién con el modelo desarrollado
por Salgado et al.

El hecho de que los modelos desarrollados en la tesis tuvieran mejores resultados en los sistemas
formados por dos polimeros (PEG y dextrano) en comparacion a los obtenidos en los sistemas
formados por PEG vy sal, reafirma el hecho que los ATPS de soluciones poliméricas no hayan sido
reemplazados por los econdmicos sistemas salinos, debido a la complejidad del fenémeno involu-
crado en la particidn de las proteinas. No obstante, es importante destacar que todos los sistemas
con alta concentracién de NaCl disminuyeron el error de prediccidon entre un 4.0% y un 54.1% con
respecto a los resultados obtenidos con el modelo de Salgado, por lo tanto, la adicién de una alta
concentracién de NaCl constituye una facil solucion para aumentar la calidad predictiva del mode-
lo, siempre que el disefio del ATPS permita tal modificacién.

Se debe considerar que la elaboracion de los modelos se basé en la teoria de “aproximacién de
contribucidn grupal modificada” y por lo tanto, no se descarta la posibilidad que el error de pre-
diccion pueda disminuir al desarrollar modelos que también incluyan la variable de diferencia de
energia de solvatacion electrostatica entre las fases, pero que se relacionen con el coeficiente de
particion sin usar el logaritmo de las variables y utilizando otro tipo e funciones no exploradas en
la tesis. Para futuros trabajos, se recomienda un estudio exhaustivo de modelos y que contenga
términos distintos a los utilizados en el presente trabajo.

De acuerdo al analisis de sensibilidad efectuado al modelo general, desarrollado para todos los
sistemas, existen zonas de mayor sensibilidad del coeficiente de particion ante la variacién del
valor de las variables de hidrofobicidad y de la diferencia de energia de solvatacién. Esta zona co-
rresponde al rango de altos valores de la hidrofobicidad y bajos valores de la diferencia de energia
de solvatacion, en 11 de los 12 sistemas estudiados.

Segun lo descrito en el parrafo anterior, los modelos desarrollados para los sistemas estudiados
permiten discriminar el tipo de ATPS a utilizar considerando el intervalo de variacién de las pro-
piedades de la mezcla de proteinas a separar. Adicionalmente, el desarrollo de modelos predicti-
vos permite predecir qué propiedad explotar para optimizar la separacion, de modo que si las
moléculas no poseen dicha propiedad deseada de forma natural, el modelo indica en qué propor-
cion se puede modificar la hidrofobicidad de las proteinas o la diferencia de energia de solvatacién
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electrostatica mediante la manipulacidn de las biomoléculas o de los sistemas de dos fases acuo-
sas mediante la adicién de NaCl.
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ANEXO A

Escalas de Hidrofobicidad de los Aminoacidos y su Clasificacion

La siguiente tabla muestra las escalas utilizadas en el trabajo, las cuales cuantifican alguna carac-

teristica de aminodcidos. Se presenta la referencia y la descripcion del método de obtencién de la

escala.
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Tabla A-1: Escalas que cuantifican caracteristicas de los aminoacidos

v Refeenda | Descripcion ________________]

(McCaldon & Argos, 1988) [38]
(Bairoch, 2003) [42]

(Janin, 1979) [43]

(Chou & Fasman, 1978) [37]
(Levitt, 1978) [44]

(Deleage & Roux, 1987) [45]
(Lifson & Sander, 1979) [46]

(Rose et al, 1985) [47]

(Bhaskaran & Ponnuswamy, 1988) [48]
(Chou & Fasman, 1978) [37]
(Levitt, 1978) [44]

(Deleage & Roux, 1987) [45]
(Chou & Fasman, 1978) [37]
(Levitt, 1978) [44]

(Deleage & Roux, 1987) [45]
(Zimmerman et al, 1968) [49]
(Janin, 1979) [43]

(Deleage & Roux, 1987) [45]

(Rao & Argos, 1986) [50]

(Black & Mould, 1991) [51]

(Bull & Breese, 1974) [52]
(Chothia, 1976) [53]

(Kyte & Doolittle, 1982) [54]
(Eisenberg et al, 1984) [55]
(Fauchere et al, 1983) [56]

(Guy, 1985) [57]

(Janin, 1979) [43]

(Abraham & Leo, 1987) [58]
(Manavalan & Ponnuswamy, 1978) [59]
(Miyazawa & Jerningan, 1985) [60]

AA composition

AA composition in SwissProt

Molar fraction of 3220 accessible residues

Conformational parameter for alpha helix (computed from 29 proteins).
Normalized frequency for alpha helix.

Conformational parameter for alpha helix

Conformational preference for antiparallel beta strand

Average area buried on transfer from standard state to folded protein
Average flexibility index

Conformational parameter for beta-sheet (computed from 29 proteins)
Normalized frequency for beta-sheet

Conformational parameter for beta-sheet

Conformational parameter for beta-turn (computed from 29 proteins)
Normalized frequency for beta-turn

Conformational parameter for beta-turn

Bulkiness

Molar fraction of 2001 buried residues

Conformational parameter for coil

Membrane buried helix parameter

Hydrophobicity of physiological L-alpha amino acids

Hydrophobicity (free energy of transfer to surface in kcal/mole)
Proportion of residues 95% buried (in 12 proteins)

Hydropathicity

Normalized consensus hydrophobicity scale

Hydrophobicity scale (pi-r)

Hydrophobicity scale based on free energy of transfer (kcal/mole)
Free energy of transfer from inside to outside of a globular protein
Hydrophobicity

Average surrounding hydrophobicity

Hydrophobicity scale (contact energy derived from 3D data)
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31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74

La siguiente tabla clasifica las escalas segun el grado de relacidn que poseen con el concepto de la

(Aboderin, 1971) [61]
(Parker et al, 1986) [62]
(Cowan & Whittaker, 1990) [20]
(Cowan & Whittaker, 1990) [20]
(Roseman, 1988) [63]

(Rose et al, 1985) [47]
(Sweet et al, 1983) [64]
(Welling et al, 1985) [34]
(Willson et al, 1981) [35]
(Wolfenden et al, 1981) [65]
(Hopp et al, 1981) [66]
(Meek, 1980) [36]

(Meek, 1980) [36]

(Browne et al, 1982) [67]
(Browne et al, 1982) [67]
(Most textbooks)

(Most textbooks)

(Lifson & Sander, 1979) [46]
(Grantham, 1974) [68]
(Zimmerman et al, 1968) [49]
(Grantham, 1974) [68]
(Fraga, 1982) [69]

(Jones, 1975) [70]

(Dayhoff, 1978) [71]

(Lifson & Sander, 1979) [46]
(Erikkson, 1998) [72]
(Erikkson, 1998) [72]
(Berggren, 2002) [22]
(Jesior, 2000) [73]

(Jesior, 2000) [73]

(Jesior, 2000) [73]
(Abraham & Leo, 1987) [58]
(Roseman, 1988) [63]
(Jonsson et al, 1989) [74]
(Jonsson et al, 1989) [74]
(Jonsson et al, 1989) [74]
(Hellberg et al, 1987) [75]
(Hellberg et al, 1987) [75]
(Hellberg et al, 1987) [75]
(Sandberg et al, 1998) [76]
(Sandberg et al, 1998) [76]
(Sandberg et al, 1998) [76]
(Sandberg et al, 1998) [76]
(Sandberg et al, 1998) [76]

Mobilities of amino acids on chromatography paper

Hydrophilicity scale derived from HPLC peptide retention times
Hydrophobicity indices at ph 3.4 determined by HPLC

Hydrophobicity indices at ph 7.5 determined by HPLC

Hydrophobicity scale (pi-r)

Mean fractional area loss (f) [average area buried/standard state area]
Optimized matching hydrophobicity

Antigenicity value

Hydrophobic constants derived from HPLC peptide retention times
Hydration potential (kcal/mole) at 25¢C

Hydrophilicity

Retention coefficient in HPLC, pH 2.1

Retention coefficient in HPLC, pH 7.4

Retention coefficient in HFBA

Retention coefficient in TFA

Molecular weight

Number of codons coding for each amino acid in universal genetic code
Conformational preference for parallel beta strand

Polarity (p)

Polarity

Atomic weight ratio of hetero elements in end group to C in side chain
Recognition factors

Refractivity

Relative mutability of amino acids

Conformational preference for total beta strand (antiparallel+parallel)
Fraction of Buried aminoacid on 20 proteins

Hydrophobicity scale based on free energy of transfer ethanol-water system
Hydrophobicity scale based in ATPS systems

Spatial neighborhood composition

Spatial neighborhood composition

Spatial neighborhood composition

Hydrophobicity 2

Hydrophilicity scale

Statistical analysis of aminoacid properties z1

Statistical analysis of aminoacid properties z2

Statistical analysis of aminoacid properties z3

Statistical analysis of aminoacid properties z1

Statistical analysis of aminoacid properties z2

Statistical analysis of aminoacid properties z3

Statistical analysis of aminoacid properties z1

Statistical analysis of aminoacid properties z2

Statistical analysis of aminoacid properties z3

Statistical analysis of aminoacid properties z4

Statistical analysis of aminoacid properties z5

variable de hidrofobicidad de las proteinas.
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Tabla A-2: Clasificacion de escalas segun su clase

AA composition

AA composition in SwissProt

Molar fraction of 3220 accessible residues

Conformational parameter for alpha helix (computed from 29 proteins).
Normalized frequency for alpha helix.

Conformational parameter for alpha helix

Conformational preference for antiparallel beta strand

Average area buried on transfer from standard state to folded protein
Average flexibility index

Conformational parameter for beta-sheet (computed from 29 proteins)
Normalized frequency for beta-sheet

Conformational parameter for beta-sheet

Conformational parameter for beta-turn (computed from 29 proteins)
Normalized frequency for beta-turn

Conformational parameter for beta-turn

Bulkiness

Molar fraction of 2001 buried residues

Conformational parameter for coil

Membrane buried helix parameter

Hydrophobicity of physiological L-alpha amino acids

Hydrophobicity (free energy of transfer to surface in kcal/mole)
Proportion of residues 95% buried (in 12 proteins)

Hydropathicity

Normalized consensus hydrophobicity scale

Hydrophobicity scale (pi-r)

Hydrophobicity scale based on free energy of transfer (kcal/mole)
Free energy of transfer from inside to outside of a globular protein
Hydrophobicity

Average surrounding hydrophobicity

Hydrophobicity scale (contact energy derived from 3D data)

Mobilities of amino acids on chromatography paper

Hydrophilicity scale derived from HPLC peptide retention times
Hydrophobicity indices at ph 3.4 determined by HPLC

Hydrophobicity indices at ph 7.5 determined by HPLC

Hydrophobicity scale (pi-r)

Mean fractional area loss (f) [average area buried/standard state area]
Optimized matching hydrophobicity

Antigenicity value

Hydrophobic constants derived from HPLC peptide retention times

Hydration potential (kcal/mole) at 25°C
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|~ | clase pescripcion

41 2 Hydrophilicity

42 2 Retention coefficient in HPLC, pH 2.1

43 2 Retention coefficient in HPLC, pH 7.4

44 2 Retention coefficient in HFBA

45 2 Retention coefficient in TFA

46 1 Molecular weight

47 1 Number of codons coding for each amino acid in universal genetic code
48 1 Conformational preference for parallel beta strand

49 2 Polarity (p)

50 2 Polarity

51 1 Atomic weight ratio of hetero elements in end group to C in side chain
52 1 Recognition factors

53 1 Refractivity

54 1 Relative mutability of amino acids

55 1 Conformational preference for total beta strand (antiparallel+parallel)
56 2 Fraction of Buried aminoacid on 20 proteins

57 2 Hydrophobicity scale based on free energy of transfer ethanol-water system
58 2 Hydrophobicity scale based in ATPS systems

59 2 Spatial neighborhood composition

60 2 Spatial neighborhood composition

61 2 Spatial neighborhood composition

62 2 Hydrophobicity 2

63 2 Hydrophilicity scale

64 3 Statistical analysis of aminoacid properties z1

65 3 Statistical analysis of aminoacid properties z2

66 3 Statistical analysis of aminoacid properties z3

67 3 Statistical analysis of aminoacid properties z1

68 3 Statistical analysis of aminoacid properties z2

69 3 Statistical analysis of aminoacid properties z3

70 3 Statistical analysis of aminoacid properties z1

71 3 Statistical analysis of aminoacid properties z2

72 3 Statistical analysis of aminoacid properties z3

73 3 Statistical analysis of aminoacid properties z4

74 3 Statistical analysis of aminoacid properties z5
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ANEXO B

Ejemplo de Calculo: Fuerza idnica en el sistema PEG+Fosfato

La sal de fosfato esta constituida por una mezcla de K,HPO, y NaH,PO, a pH 7. Para calcular la
fuerza idnica es necesario determinar la concentracidon de cada una de estas sales. Para esto se
utiliza la ecuacion de Henderson-Hasselbalch que relaciona el pH de una solucién con la constante
de disociacién del acido. En este caso:

[K2HPO,]

H = pK + log —2— 2L
pH = PR+ o8 T PO, ]

Ecuacion 9-1

Considerando que las sales de disocian completamente en la solucidn, se tiene:

[K,HPO,] = [HPO,™?]

[NaH2PO4] = [H2P04_]

Por lo tanto, la Ecuacidn 9-1 se puede escribir como:

H=pK+1 (PO, "]

= og————

P = PE T O8 ,Po, ]
Ecuacion 9-2

Ademas la ecuacién de equilibrio entre los iones esta dada por:

K
H,PO,~ & HPO, >+ H*
Donde el pK es igual a 7.2.

En el trabajo de Schmidt [12], se reporta el pH de cada una de las fases en los sistemas
PEG+Fosfato, como se sefiala en la siguiente tabla:
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Tabla B-1: pH en sistemas PEG+Fosfato en ambas fases

pH Fase Superior pH Fase Inferior

0%NaCl 7.09 6.84
0.6%NacCl 7.06 6.86
8.8%NaCl 5.92 6.2

Con los datos de pH y el pK es posible obtener una relacidn para el cociente entre [HP04_2] y

[H,P0," | para cada fase en cada sistema:

[HPO,™?]

— = 10PH-PK)
[H,PO,"]

Por otra parte, en el trabajo de Schmidt también se reporta la concentracion de fosfato en cada
fase de los sistemas PEG+Fosfato. Por ejemplo, para el caso del sistema PEG+Fosfato con 0% NaCl
se tiene:

[HPO,™?|

— = 10709772 = 0.871
[H2P0,"]

> _ mol
[HPO,™?| + [H,P0,”] = 0.317 [T]

Con las dos ecuaciones anteriores se obtiene:

[HPO,™?] = 0.148 [mTOZ]

_ mol
[H,PO,”] = 0.169 [T]

Finalmente, se calcula la fuerza idnica utilizando la Ecuacion 6-2:

I= %(0.148 [mTOZ] (~=2)2+2-0.148 - (1)2 [mTOI] +0.169 [mTOZ] - (=1)% + 0.169 [mTOI]
: (1)2) =0.612 [mTOI]

Tal como se muestra en la Tabla 6-3.
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ANEXO C

Archivos de Entrada para Programa DelPhi y Manipulacién de
Archivos PDB

En este apartado se sefalan los archivos de entrada utilizados para el calculo de la energia de sol-
vatacion electrostatica de la proteina 1AVU (inhibidor de tripsina) en la fase inferior del sistema
PEG+Citrato con 8.8% de NaCl.

El primer paso es calcular el potencial electrostatico considerando que la proteina cubre un 30%
de la malla generada (perfil=30). Segun los pardmetros ingresados en el archivo, cada lado de la
malla cubica se dividird en 162 partes (gsize=161). En el mismo directorio donde se ejecute el ar-
chivo de entrada, se deben encontrar los archivos con la informacidon de los radios atémicos de
exension siz (en este caso llamado radiosatdmicos.siz), de las cargas de cada atomo de extension
crg (en este caso llamado cargas.crg) y de las posiciones espaciales de cada dtomo de la proteina
en formato pdb.

Archivo de entrada para el calculo del potencial electrostatico con un 30% de ocupacién de la pro-

teina:
gsize=161
perfil=30

in (pdb, file="1AVU.pdb")
in(siz,file="radiosatomicos.siz")
in(crg, file="cargas.crg")

out (phi, file="Cit 30i H 1AVU.phi")
indi=4.0

fcrg=false

exdi=80

prbrad=1.4

salt=8.12989025797443

bndcon=2

autoc=t

nonit=0

energy (s, qg)

Al ejecutar este archivo se genera el mapa de potencial electrostatico contenido en el archivo
Cit_30i_H_1AVU.phi, el cual es utilizado en el calculo siguiente, al considerar un porcentaje de

ocupacion del 50%.
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Archivo de entrada para el cdlculo del potencial electrostatico con un 50% de ocupacién de la pro-

teina:
gsize=161
perfil=50

in (pdb, file="1AVU.pdb")

in(siz, file="radiosatomicos.siz")
in(crg, file="cargas.crg")
in(phi,file="Cit 30i H 1AVU.phi")
out (phi, file="Cit 50i H 1AVU.phi")
indi=4.0

fcrg= false

exdi=80

salt=8.12989025797443

prbrad=1.4

bndcon=3

autoc=t

nonit=0

enerqgy (s, qg)

Andlogamente, se genera un mapa de potencial contenido en el archivo Cit_50i_H_ 1AVU.phi, el

cual es utilizado en el calculo final, al considerar la ocupacién del 90%.

Archivo de entrada para el calculo del potencial electrostatico con un 50% de ocupacion de la pro-

teina:
gsize=161
perfil=90

in (pdb, file="1AVU.pdb")

in(siz, file="radiosatomicos.siz")
in(crg, file="cargas.crg")

in(phi, file="Cit 50i H 1AVU.phi")
out (phi, file="Cit 90i H 1AVU.phi")
indi=4.0

fcrg=false

exdi=80

salt=8.12989025797443

prbrad=1.4

bndcon=3

autoc=t

nonit=0

energy (s, qg)

Finalmente, La ejecucidon de este archivo genera el valor de la energia que es utilizado para el

. Fase Inferior . . . ™ .
calculo (AG,,,, 4 ). Una metodologia analoga a la escrita se utiliza para el célculo de la

Fase Superior

<olv . La diferencia de energia se calcula como

energia para la fase superior obteniendo AG

Fase Superior Fase Inferior
AGsolv AGsolv ’
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Los archivos en formato PDB, necesarios para cada proteina, se pueden descargar directamente de
la pagina RCSB Protein Data Bank [39].

Los archivos PDB para todas las proteinas fueron modificados eliminando las cadenas repetidas en
el caso que la proteina poseyera cadenas iguales en el monémero. También se eliminaron los li-
gandos que no fueran relevantes para el calculo, tales como las moléculas de agua incluidas en el
archivo.

Otro punto importante a destacar, es el hecho que los archivos no poseen originalmente los ato-
mos de hidrdégeno, y por lo tanto, se debe tener cuidado que al agregarlos al archivo, estos queden
en la misma nomenclatura que la del resto del archivo. Para lograr esto, se utilizéd un software
disponible en linea gratuito, que permite generar un archivo PQR a partir del archivo PDB [40]. El
archivo PQR posee la informacién contenida en los archivos de extensién pdb, crg y en el siz, en un
solo archivo de texto plano. Al ingresar a la pagina PDB2PQR [41] se presenta una interfaz donde

se debe ingresar el archivo y completar las opciones como se muestra en la Figura.

En este caso, se ingresa el archivo en formato PDB modificado y se elige el forcefield PARSE (reco-
mendado para calculos electrostdticos). Ademas, el software genera automaticamente un archivo
de entrada para ser utilizado en APBS, si se requiere.

Una vez generado el archivo PQR, se carga en el programa PyMOL, y finalmente se guarda como
tipo de archivo PDB. Con esta metodologia, se obtienen archivos sin incongruencias de nomencla-
tura entre atomos.
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Flease enter either;

CaPDBID:

® upload a PDB file: |C\Documents and Settings‘\l‘-:

Pick a forcefield to use:

O AMBER
O CHARMM
®PARSE
OPEOEPE
OTYLO6

O User-defined forcefield (help):

Pick an output naming scheme to use (help):

O Internal naming scheme (VWhat's this?)
O AMBER

O CHARMM

®PARSE

OPEOEFPE

OTYLOB

Available options:

Ensure that new atoms are not rebuilt too close to existing atoms
Optimize the hydrogen bonding network
Use PROFKA to assign protonation states at pH |7

[J Assign charges to the ligand specified in a MOL2 file:

Addikeep chain IDs in the PQR file

Figura C-1: Opciones para obtener el archivo PQR desde un archivo PDB
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ANEXO D

Area Superficial Accesible (ASA)

La tabla muestra el valor del drea superficial accesible de cada aminodcido, la cual fue utilizada
para el calculo de la variable de hidrofobicidad.

Tabla D-1: §,,,;, para Aminodcidos

AMINOACIDO  ASA [A?] AMINOACIDO  ASA [A?]
Ala 113 Leu 180
Arg 241 Lys 211
Asn 158 Met 204
Asp 151 Phe 218
Cys 140 Pro 143
GIn 189 Ser 122
Glu 183 Thr 146
Gly 85 Trp 259
His 194 Tyr 229

lle 182 val 160
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ANEXO E

Factor de Forma de la Molécula de Proteina

Se utiliza como factor de forma la ecuacidn de esfericidad, dada por:

S3
F=—
36mV/2

Ecuacion E-1

Donde S es el drea superficial de la proteinay V el volumen.
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