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RESUMEN

En los ultimos 15 afios, la electroforesis capilar por zona (CZE) se aplicd
intensivamente en la separacion y caracterizacion de diferentes analitos. En este sentido, un
problema relevante es aquel asociado especificamente con la formulacion adecuada de la
solucién electrolitica (BGE) para una separacion particular de la CZE. Por consiguiente,

uno de los requerimientos basicos es controlar el pH, la fuerza idnica, la viscosidad, la

permitividad eléctrica y la temperatura, como propiedades relevantes del BGE para
conseguir que los analitos se encuentren en un estado apropiado de carga eléctrica, el cual
se puede definir para diferentes propositos en la investigacion. En este contexto de andlisis,
la interpretacion del electroferograma a través de las teorias electrocinéticas disponibles en
la literatura es un requerimiento practico. Consecuentemente, la inclusion de modelos de la
CZE con diferentes grados de complejidad puede satisfacer estas necesidades. En efecto, el
modelado de la CZE sirve para diferentes propositos, y dependiendo de ellos, es posible
considerar una variedad amplia de fendmenos.

En esta Tesis, se consideran primero las ecuaciones de balance de las propiedades
fisicoquimicas mas relevantes que son el marco de referencia a lo largo de todo el trabajo
para obtener las ecuaciones especificas que se utilizan en los modelos propuestos. Estas
ecuaciones se presentan en forma general, para luego aplicarlas rigurosamente en la
descripcion del flujo electroosmético (EOF) y la migracion electroforética de analitos. Se
presentan asi las ecuaciones de balances de masa y de cantidad de movimiento de
soluciones electroliticas acopladas a efectos térmicos y eléctricos. Asimismo, se consideran
los balances de energia, carga eléctrica y especies ionicas, partiendo de la bibliografia
fundamental del tema. A través de las ecuaciones propuestas se describen y cuantifican los
fendmenos electrocinéticos principales que conforman un modelo basico, permitiendo
evaluar con cierta aproximacion el electroferograma de un analito o de una mezcla de
analitos que deben ser separados mediante la CZE.

Por consiguiente, el propdsito inicial de esta Tesis es presentar un modelo basico de
la CZE (no-ideal y lineal, en el sentido que la difusion molecular esta presente y la difusion
por electromigracion es despreciable) que sirva para el desarrollo de métodos de
separaciones practicas que involucran, en principio, moléculas cargadas y pequefas. Este

modelo se basa en principios y ecuaciones dindmicas que contiene propiedades
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fisicoquimicas verdaderas del BGE y de los analitos. Consecuentemente, el modelo se
resuelve numéricamente permitiendo simular la separacion de analitos de bajo peso
molecular a través del electroferograma resultante, comparando bien con los datos
experimentales.

Dentro del contexto del modelo propuesto, se presenta un andlisis tedrico de la
relacion entre el potencial zeta del tubo capilar y la composicion del BGE que se encuentra
tipicamente en la CZE. El modelo que incluye los pardmetros fisicoquimicos relevantes de
la interfaz capilar-solucion se deriva en el marco de la teoria de Poisson-Boltzmann y se
valida experimentalmente. Este modelo se aplica a capilares que contienen grupos acidos
en la pared interna, los cuales dan origen a las cargas superficiales. Los capilares de silice
que se emplean usualmente en la CZE son casos tipicos. En adicion, el estudio se extiende
a capilares poliméricos orgéanicos sintéticos para probar la validez del modelo con
materiales menos convencionales. Se encuentra que el modelo en ambas situaciones
describe satisfactoriamente los datos experimentales del potencial zeta de tubo para un
rango amplio de pH y fuerza i6nica.

Creciendo en complejidad, el modelo basico amplia sus capacidades, originando los
modelos extendidos de esta Tesis (LLCEM y PLLCEM), los cuales permiten la estimacion
del radio hidrodindmico y la carga neta de proteinas cuando estan disponibles los datos de

las movilidades de la CZE para un protocolo particular, el grupo de pK de los

aminodcidos cargados y otros datos basicos. Es relevante mencionar que la carga neta de
proteinas se determina considerando el fendmeno de regulacion de cargas, el cual estd
asociado con la extension de la ionizacion de los grupos residuales de los aminoacidos

debido a la diferencia que existe entre el pH cercano a la molécula y aquel que

corresponde al seno de la solucion. Es importante sefalar que estos modelos también
proveen un marco racional para interpretar adecuadamente los efectos de las propiedades

del BGE (pH, fuerza iodnica, permitividad eléctrica y viscosidad) sobre el radio

hidrodindmico y la carga neta de proteinas. Con el fin de ilustrar las predicciones de estos
modelos se usan datos experimentales de movilidades electroforéticas disponibles en la
literatura, como asi también datos propios para protocolos de trabajo bien definidos. Las
predicciones numéricas de la carga neta de proteinas a través de estos modelos comparan
bien con resultados reportados en la literatura, incluyendo aquellos que se encuentran
asintoticamente a través de las técnicas de escaleras de carga de proteinas y de los modelos

detallados (PBMCM). Los célculos provistos por el LLCEM y el PLLCEM indican que el
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radio hidrodindmico es sensible a los cambios de la carga neta y en consecuencia no se
puede suponer constante, en general. Un aspecto crucial que se debe sefalar es la
estimacion adecuada de la permitividad eléctrica dentro del dominio de la proteina-
solvente, el cual permanece como un tépico bajo investigacion tanto para los modelos
detallados como simples. En un contexto mas amplio, los modelos propuestos aqui

permiten obtener una estimacion de los ApK; asociados con los grupos cargados en el

ambiente proteina-solvente. El estudio particular asociado con la molécula de albimina y
mutaciones puntuales, ilustra una vez mas, las capacidades de los modelos para
caracterizar analitos a través de la evaluacion de pardmetros fisicoquimicos, en el contexto
de la CZE. No obstante, se presentan y discuten varias limitaciones asociadas con los
modelos para la estimacion de la carga neta y el radio hidrodindmico de proteinas a partir
de la estructura de la proteina, la secuencia de aminoacidos y las movilidades
electroforéticas experimentales. Estas conclusiones muestran requerimientos claros para
futuras investigaciones.

En adicion, se explora la validez del LLCEM y el PLLCEM para analizar las
movilidades electroforéticas de péptidos. Estos modelos que se aplicaron antes a proteinas
globulares, se adaptan y se usan para péptidos. Se discuten los efectos de las variaciones en

los pK sobre la carga neta, la hidratacion, el tamafio hidrodindmico y la forma de los

péptidos. Se pone énfasis en el hecho que estos parametros estan fisicamente acoplados, y
en consecuencia una variacion en la carga neta puede producir un cambio apreciable en el
tamafio hidrodindmico de los péptidos. Dentro del marco de la CZE, se supone que los
péptidos tienen un volumen hidrodindmico asociado con particulas esféricas y esferoidales.
Se estudian los efectos sobre la carga neta y el tamano hidrodindmico de las interacciones
electrostaticas entre pares de grupos cargados en la cadena y la permitividad eléctrica en el
dominio del péptido. Las predicciones de los modelos propuestos estan en concordancia
con los resultados reportados previamente en la literatura. Asimismo, se describen varias
limitaciones concernientes a estos modelos y también varios topicos para considerar en
futuras investigaciones. Se puede expresar aqui que el uso del tamafio hidrodindmico y la
forma de un péptido en lugar de la masa molar para evaluar el coeficiente de friccion del
péptido, es una alternativa relevante que puede ayudar a interpretar el fendmeno de
hidratacion al nivel de informacion factible de lograr a partir de datos experimentales de la
CZE. Esta estimacion se obtiene en forma relativamente facil a partir de los modelos

propuestos en esta Tesis. Se observa que el fenomeno de regulacion de cargas en la
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electroforesis de péptidos se describe apropiadamente al nivel de la aproximacion de
“campo electrostatico promedio”, conduciendo a una carga neta menor que aquellos
valores calculados con las constantes de disociacion de referencia y sin considerar el
fenomeno de regulacion de cargas. Aunque los modelos usados aqui presentan una
distincion clara entre los péptidos de acuerdo a su tamafio, forma y carga neta como se
ilustra numéricamente, es también claro que varias incertidumbres asociadas con los

valores asignados al pK del grupo carboxilo terminal necesitan ser removidas en estudios

futuros.

Asimismo, se explora la CZE como una alternativa interesante para el estudio de
los procesos de plegado/desplegado de proteinas. En efecto, se usan las movilidades
electroforéticas experimentales que se obtienen a partir de la CZE para estudiar la
estabilidad conformacional de proteinas a través de un modelo. Su uso comprende primero
la evaluacion de pardmetros relevantes de los micro-estados de la proteina como la energia
libre electrostatica, ademés de la energia libre conformacional clésica, y segundo la
expresion de los datos experimentales primarios concernientes a la transicion del
plegado/desplegado en parametros conformacionales mas especificos como el radio
hidrodindmico, el nimero de carga neta y la hidratacion. Se eliminan los efectos espurios

(variaciones de viscosidad, pH y fuerza ionica del BGE) que son intrinsecos a la

evaluacion experimental de las movilidades de los estados de la proteina como
consecuencia del agregado del agente desnaturalizante. Para ilustrar esta propuesta se
estudian casos de desnaturalizacion térmica y quimica (agregado de urea) de proteinas. Se
presentan consideraciones termodindmicas teoricas relevantes de la transicion del
plegado/desplegado de proteinas, donde la energia libre electrostitica se incluye
explicitamente en la energia libre efectiva. Se encuentra que esta transicion involucra un
incremento marcado del radio hidrodinamico y de la hidratacion de la proteina.

Por ultimo se analizan e interpretan los datos experimentales de las movilidades
electroforéticas efectivas de 20 aminoacidos que se reportan en la literatura con los
modelos fisicoquimicos LLCEM y PLLCEM propuestos en esta Tesis, los cuales proveen
estimaciones de cantidades acopladas como el factor de forma hidrodinamica, el radio

hidrodindmico equivalente (tamafo), la carga neta, los valores actuales de los pK vy las
cargas parciales de los grupos ionizantes, el numero de hidratacion y el pH cercano a la

molécula (pH-microambiente). Se anticipa que el modelado de la movilidad electroforética

de los aminoacidos requiere una consideracion cuidadosa de la forma hidrodindmica
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acoplada a la hidratacién. En el rango de pH bajo que se estudia aqui, se encuentran

distintos comportamientos hidrodindmicos de estos analitos. Asimismo, se presentan varias
limitaciones concernientes al modelado simple de las movilidades electroforéticas de
aminodcidos para investigacion futura.

Este trabajo de Tesis demuestra que la CZE, ademas de ser una herramienta
analitica ampliamente usada, tiene un alto potencial para la estimacion de las propiedades
fisicoquimicas como: el radio hidrodinamico, el coeficiente de difusion, la carga eléctrica
efectiva, el potencial zeta, la forma y la hidratacion de los analitos, cuando el
electroferograma se modela e interpreta a través de las ecuaciones de los fenomenos de
transporte acopladas a los efectos electrocinéticos. Mas especificamente en esta Tesis se
presenta: 1) Un modelo de la CZE (no-ideal y lineal) que involucra moléculas cargadas y
pequenas, el cual se valida con datos experimentales o de la bibliografia. 2) Este modelo
provee predicciones cuantitativas de interés practico para la interpretacion del
electroferograma de un analito o de una mezcla de analitos. 3) Es posible extender el
modelo a analitos mas complejos como péptidos y proteinas, incluyendo el fenémeno de
regulacion de cargas, lo cual conduce a conclusiones relevantes sobre el calculo de la carga

neta, el radio hidrodindmico, la forma, la hidratacion, el pH cercano a la molécula y la
estimacion de las variaciones en los pK de los grupos cargados. 4) El uso de parametros

conformacionales como el radio hidrodindmico, la carga neta y la hidratacion pueden ser
utiles para estudiar el proceso de desnaturalizacion y la estabilidad conformacional de
proteinas bajo la accion de diferentes agentes desnaturalizantes, a partir de medidas
sencillas de la movilidad electroforética que se obtienen mediante la CZE. 5) El uso
combinado de experiencias practicas y modelos fisicoquimicos de la CZE, como los que se
presentan aqui, ayudan a ampliar la informacién que es capaz de brindar esta técnica

separativa aplicable a diferentes tipos de analitos y en un espectro amplio de BGEs.



ABSTRACT

In the last 15 years, capillary zone electrophoresis (CZE) was applied intensively in
the separation and characterization of different analytes. In this sense, a relevant problem
to be solved is that specifically associated with the appropriate formulation of the
background electrolyte (BGE) for a particular separation of the CZE. Therefore, one of the
basic requirements is to control pH, ionic strength, viscosity, electrical permittivity and
temperature, as relevant BGE properties, to set the analytes in the appropriate state of
electrical charge, which may be defined for different research purposes. Within this context
of analysis, the electropherogram interpretation through electrokinetic theories available in
the literature is also a practical requirement. Consequently, the inclusion of CZE models
with different levels of complexity may satisfy these needs. In fact, the modeling of CZE is
useful for different purposes, and depending on them it is possible to consider a wide
variety of phenomena.

In this Thesis, first the balance equations of relevant physicochemical properties are
considered as the main framework throughout the whole work, to obtain thus the specific
equations that are used in the proposed models. These equations are presented in general
forms in order to apply them rigorously in the description of the electroosmotic flow (EOF)
and the electrophoretic migration of analytes. Thus the mass and momentum balances of
the BGE are presented, coupled to thermal and electrical effects. Also, the energy,
electrical charge and ionic species are considered by starting from the fundamental
literature of the subject. The main electrokinetic phenomena conforming a basic model are
described and quantified through the proposed equations allowing thus to evaluate with a
good approximation the electropherogram of an analyte, or a mixture of analytes to be
separated through CZE.

Therefore, the initial purpose of this Thesis is to present a basic CZE model (non
ideal and lineal, in the sense that molecular diffusion is present and electromigration
diffusion is negligible) that is useful to develop methods of practical separations involving,
in principle, small charged molecules. This model is based on principles and dynamic
equations that contain true physicochemical properties of BGE and analytes. Consequently,

the model is solved numerically to simulate the resulting eletropherogram associated with
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the separation of low molecular weight analytes. Validation of the model is obtained with
experimental data.

Within the framework of the model proposed, a theoretical analysis of the relation
between capillary tube zeta potential and typical BGE compositions is presented. The
model, which includes the relevant physicochemical properties involving the capillary-
BGE interface, is derived from the Poisson-Boltzmann theory and is also validated
experimentally. This model is applied to capillaries that contain acid groups on the internal
wall, yielding surface electrical charges. The fused silica capillary used in CZE is a typical
example. In addition, the study is extended to synthetic polymer capillaries to probe the
model validity with less conventional materials. It is thus found that the model describes
satisfactory the tube zeta potential within a wide range of pH and ionic strength for both
situations.

By increasing the modeling complexity the basic model increases its prediction
capabilities, yielding in this way the so-called extended models of this Thesis (LLCEM y
PLLCEM); which allow one the estimation of the hydrodynamic radius and the net
electrical charge of proteins when data of the CZE electrophoretic mobilities for a given

protocol, the pK set of the ionizing amino acid residues and other basic data are available.

It is relevant to indicate that the net charge of proteins is determined by considering the
charge regulation phenomenon, which is associated with the degree of ionization of
charged amino acid residual due to the existence of a difference between the pH near
molecule and that value in the bulk of the BGE. Thus, these models also provide a rational

framework to interpret appropriately the effect of BGE properties (pH, ionic strength,

electrical permittivity and viscosity) on the hydrodynamic radius and the net charge of
proteins. With the purpose to illustrate the predictions of these models, experimental
electrophoretic mobility data available in the literature, as well as those carried out in this
Thesis for a well defined protocol, are used. The numerical predictions of protein net
charges through these models compare well with results reported in the literature,
including those found asymptotically by using protein charge ladder techniques and those
designated as detailed models (PBMCM). Results provided by the LLCEM and PLLCEM
indicate that the value of the hydrodynamic radius is sensitive to changes in net charge, and
therefore, it cannot be assumed as constant in general. A crucial aspect to be pointed out
here is that the appropriate estimation of the electrical permittivity within the protein-

solvent domain is rather open and it remains as a topic for research for both simple and
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more detailed models. In a wider context of analysis the models proposed here allow one to

obtain an estimation of ApK; associated with the ionizing groups within the protein-

solvent. The particular study related with albumin and its point mutations, illustrates once
more the capabilities of the models to characterize analytes through the evaluation of
physicochemical parameters, within the CZE context. Nevertheless, several limitations
associated with the models to estimate the net charge and hydrodynamic radius of proteins
by starting from structure, amino acid sequence and experimental electrophoretic mobility,
are presented and discussed. These conclusions show clear requirements for future
researches on the subject.

In addition, the validity of the LLCEM and PLLCEM to analyze the electrophoretic
mobilities of peptides are explored. These models, already applied to globular proteins are

adapted and used for peptides. The effects of pK wvariations on the net charge, hydration,

hydrodynamic size and shape are deeply discussed. Special emphasis is placed on the fact
that these parameters are physically coupled and hence a variation of net charge may cause
an appreciable change in the hydrodynamic size of peptides. Within the framework of the
CZE, it is assumed that peptides have a hydrodynamic volume associated with spherical
and spheroid particles. It is also studied the effects of the electrostatic interactions between
pairs of ionizing groups in the chain and the electrical permittivity within the peptide
domain on the net charge and the hydrodynamic size of peptides. The model predictions
compare well with results reported in the literature. In addition, the limitations of these
models and also several aspects to be investigated in the future are described. It may be
indicated here that the use of the peptide hydrodynamic size and shape instead of the molar
mass to evaluate the peptide friction coefficient is an interesting alternative that may help
to interpret the hydration phenomenon at the level of information accessible via
experimental CZE. This estimation is quite easily obtained from the models proposed in
this Thesis. It is also observed that the charge regulation phenomenon in the
electrophoresis of peptides is described appropriately within the mean field electrostatic
approximation, yielding a lower net charge value than those calculated with reference
dissociation constants when this important phenomenon is neglected. Although the models
used here present a clear distinction among peptides by means of sizes, shapes and net
charges, as it is illustrated numerically, it is also clear that several uncertainties associated
with the values of dissociation constants assigned to terminal carboxylic groups must be

removed in future studies.
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In addition, it is explored the use of the CZE, as an interesting alternative of
conventional methods, for the study of the folding-unfolding processes of proteins. In fact
the experimental electrophoretic mobilities obtained through CZE are used to study the
conformational stability of proteins through a well set model, which comprises firstly the
evaluation of relevant parameters describing the protein microstates, like the electrostatic
free energy apart from the classical conformational free energy, and secondly the
conversion of the raw experimental data involving the folding-unfolding transition into
more specific parameters like hydrodynamic radius, net charge number and hydration.
Further, undesired effects (variation of viscosity, pH and ionic strength of the BGE) are
eliminated, which are intrinsic to the experimental evaluation of protein states mobilities as
a consequence of adding a denaturant agent. To illustrate this proposal, cases involving
thermal and chemical (addition of urea) protein denaturations are studied. Relevant
theoretical thermodynamic considerations related to the folded-unfolded transition are
presented, where electrostatic free energy is included explicitly into the effective free
energy. It is thus found that this transition involves a sharp increase of the protein
hydrodynamic radius and hydration.

Finally, experimental data involving the electrophoretic mobilities of the 20 amino
acids, which are reported in the literature, are analyzed and interpreted with the LLCEM
and PLLCEM proposed in this Thesis, which provide estimations of coupled properties
like hydrodynamic shape factor, equivalent hydrodynamic radius (size), net charge, actual

values of pK and partial charges of ionizing groups, hydration number and the pH near

molecule (pH-microenvironment). It is pointed out here that the modeling of the amino
acid electrophoretic mobilities requires a careful consideration of the hydrodynamic shape
coupled to hydration. Within the range of low pH studied here, it is found different
hydrodynamic behaviors of this type of analytes. Also, several limitations associated with
the simple modeling of amino acids electrophoretic mobilities are presented here for future
researches.

This Thesis shows that CZE, apart from being an analytical tool widely used, has a
high power for the estimation of physicochemical properties like, for instance,
hydrodynamic radius, diffusion coefficient, effective electrical charge, zeta potential, shape
and hydration of analytes, when the electropherogram is modeled through the balance
equations of transport phenomena coupled to electrokinetic effects. More specifically, this

Thesis presents: 1) A model of CZE (non ideal and lineal) involving small charged
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molecules, which is validated with experimental data. 2) This model provides quantitative
predictions of practical interest for electropherogram interpretations involving an analyte
or a mixture of analytes. 3) It is possible to extend this basic model to more complex
analytes like peptides and globular proteins, by including the charge regulation
phenomenon, which leads one to relevant conclusions on the calculations of net charge,

hydrodynamic radius, shape, hydration, pH near molecule and the estimation of pK

variation of ionizing groups. 4) The use of conformational parameters like hydrodynamic
radius, net charge and hydration may be useful to study the denaturizing process and
conformational stability of globular proteins under the effect of different denaturant agents,
from the measurement of simple electrophoretic mobilities as obtained from CZE. 5) The
combined use of CZE experiments and CZE physicochemical models, like those described
here, is able to provide further information of different type of analytes within a wide

spectrum of BGE.
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PREFACIO

En esta Tesis se demuestra que el modelado de la electroforesis capilar por zona
(CZE) es una herramienta teorica atil que puede servir para optimizar protocolos y para
interpretar los resultados de las experiencias practicas que se realizan en el laboratorio.
Asimismo se propone extraer mayor informacién de los resultados que surgen de los
gréficos caracteristicos conocidos como electroferogramas. En efecto, el planteo central de
la Tesis es presentar un modelo tedrico de la CZE que se puede aplicar tanto a moléculas
de bajo peso molecular como a macromoléculas, y que incluye las variaciones del medio
electrolitico (BGE). En este sentido, la interpretacion tedrica de los fendmenos
electrocinéticos se realiza en el marco de la fisicoquimica como area principal. Asimismo,
la posibilidad de traducir el modelo en un programa computacional relativamente sencillo,
incrementa su utilidad en aplicaciones especificas. La organizacion de los diferentes
capitulos de la Tesis sigue la evolucién y los logros que surgieron en el transcurso de la
investigacion. En consecuencia, dentro de este contexto, esta Tesis esta organizada como
se describe a continuacion.

Primero, se presenta una Introduccion General en la cual se realiza una resefia
historica breve de los comienzos y avances de la electroforesis capilar y se mencionan las
distintas disciplinas y los mdltiples campos de aplicacion de esta metodologia
relativamente nueva. Se introducen diferentes puntos de vista del modelado de la CZE y se
resalta la importancia que tiene el uso de modelos para relacionar la teoria con los
experimentos. También se presentan los objetivos principales de este trabajo.

Luego, la Tesis se divide en dos partes: la Parte I, que comprende dos capitulos,
considera la descripcidn de las fenomenologias basicas y el encuadre matematico necesario
para la descripcion de un modelo basico de la CZE y la Parte 1l, que se divide en cinco
capitulos, se refiere a las aplicaciones del modelo béasico y los modelos extendidos segun
corresponda a distintos tipos de analitos: drogas, proteinas, péptidos y aminoacidos. Se
incluye una aplicacion particular referida al estudio de la desnaturalizacién de proteinas.

El Capitulo 1 se refiere al modelado de la CZE. Se introducen consideraciones
generales con relacion a las capacidades predictivas de los modelos y se discuten diferentes
estudios de la CZE presentados en la literatura. Se desarrolla un modelo basico (no-ideal y

lineal) en el sentido que la difusion molecular estd presente y la dispersion por
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electromigracion es despreciable, junto con las ecuaciones fundamentales que se utilizan
para describir los fendmenos involucrados.

En el Capitulo 2 (dividido en seis secciones) se describen y se analizan cada una de
las partes fundamentales que integran el modelo bésico. Es decir, en la Seccién 2.1 se
estudia la inyeccion o introduccion de la muestra en el capilar debido a que tiene un
impacto relevante en la resolucion del electroferograma. Se considera predominantemente
la inyeccion hidrodindmica (por presion). En la Seccion 2.2 se analiza el flujo
electroosmotico (EOF), cuyo control es fundamental para optimizar la separacion en la
CZE. Se presta especial consideracion a la dependencia del perfil de velocidad del EOF,
con la aceleracion de la gravedad, la temperatura, las conductividades térmica y eléctrica
del BGE vy el radio del capilar. La Seccidn 2.3 se refiere al potencial zeta del tubo capilar.
En efecto, para el modelado de la CZE se requiere conocer el valor del potencial zeta de
tubo, el cual se determina de manera experimental (usualmente en la practica) mediante el
uso de un marcador eléctricamente neutro o se puede estimar e interpretar a traves de un
modelo tedrico consistente. En esta Tesis se encuentra una relacion tedrica entre el
potencial zeta del capilar de silice y la composicién del BGE. Con este fin se usa la
ecuacion de Poisson-Boltzmann y se considera el equilibrio de disociacion de los grupos
silanoles pegados a la superficie del capilar como mecanismo de generacion de carga. Se
presta especial atencidn a la caracterizacion del BGE. Ambos procedimientos, predicciones
tedricas y experimentacion, se utilizan para evaluar el potencial zeta de tubo. Se comparan

los valores teoricos y experimentales obtenidos para un rango variable de pH y fuerza

ionica. Se debe remarcar que el modelo tedrico es relevante para una comprension
fenomenoldgica de la generacion del potencial zeta. En la Seccion 2.4 se presenta el
modelado de la migracion de una particula cargada en una solucion electrolitica, la cual se
realiza a través de las mismas ecuaciones béasicas descriptas para el EOF. En este sentido,
es necesario previamente evaluar la carga efectiva de la particula que migra, a través de
expresiones adecuadas segun se trate de analitos de peso molecular bajo (por ejemplo,
drogas) o de mayor tamafio (péptidos y proteinas). Los aspectos concernientes a la
deteccion axial de analitos y a los efectos dispersivos asociados se analizan en la Seccién
2.5. La teoria que involucra la deteccion axial de los analitos es un problema relevante que
define la calidad del modelo de la CZE. Para ello se debe resolver el sistema de ecuaciones
que involucra el balance de especies asociado a cada analito cargado. Como se mencion0

anteriormente, el modelo basico de la CZE propuesto, se encuadra como no-ideal y lineal
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en el sentido que los efectos dispersivos son relevantes y la muestra se introduce en el
capilar bajo condiciones muy diluidas. Por consiguiente, se incluyen en el estudio los
fendmenos dispersivos mas importantes presentes en la CZE a través de un parametro
global de dispersion. Para finalizar el Capitulo 2, en la Seccién 2.6, se realiza una sintesis
de las ecuaciones utilizadas en las secciones anteriores, las cuales definen el modelo basico
de la CZE propuesto en esta Tesis. Se presenta un esquema que permite facilmente
identificar las variables y los datos de entrada, como asi también los resultados que surgen
de la resolucion del modelo mediante un proceso algoritmico iterativo.

Por consiguiente, el modelo basico se desarrolla de manera general en la Parte | de
la Tesis, mientras que en la Parte Il, partiendo de este desarrollo generalizado, se
consideran en las aplicaciones especificas distintos niveles de complejidad (se presentan
los modelos extendidos). Es decir, se usa el modelo més adecuado segun los diferentes
tipos de analitos de interés y de acuerdo a la motivacion del analisis.

En efecto, en el Capitulo 3 se aplica el modelo basico a analitos cargados de bajo
peso molecular (drogas y aminoacidos) con el fin de ilustrar las capacidades de prediccion
y la utilidad del modelo para optimizar un protocolo experimental cuando se introduce una
perturbacion en la separacion.

El Capitulo 4 se refiere en particular a las proteinas, dividiéndose en dos secciones.
Primero, en la Seccion 4.1 se modifica el modelo basico para incluir la consideracion del
fendmeno de regulacion de cargas asociado con la extensién en la ionizacién de los
residuos &cidos y basicos de los aminoacidos. Este fendmeno es una consecuencia de la

diferencia entre el pH cercano a la molécula y aquel del seno de la solucién. Asimismo,

aqui se introduce una mejora sustancial en el modelo incluyendo la evaluacion de las
interacciones electrostaticas entre grupos cargados en la proteina. Surgen asi los modelos
extendidos (LLCEM y PLLCEM). Estos modelos se aplican al estudio de diferentes
proteinas. En este sentido, partiendo de datos de movilidades electroforéticas
experimentales, se estiman el radio hidrodindmico, la carga neta, el potencial de particula y

el pH cercano a la molécula como parametros relevantes que describen el comportamiento

hidrodindmico de las proteinas en la CZE. En adicion se considera en el estudio el analisis
de variables relevantes del BGE, como la fuerza idnica y la permitividad eléctrica.
Segundo, en la Seccion 4.2, el LLCEM se aplica a la estimacion cuantitativa de las cargas
eléctricas efectivas de la albimina normal y la variante asociadas con la rara anomalia

designada aloalbuminemia. ElI modelo permite, con ciertas aproximaciones, analizar
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numéricamente los tipos de mutaciones probables asociados con el doble pico de albumina
presente en el electroferograma. También se extiende el modelo al analisis de otros casos
de aloalbuminemia reportados en la literatura.

El Capitulo 5 se refiere al estudio y analisis de péptidos. Aqui el modelo bésico se
modifica y se adapta para considerar el comportamiento conformacional de estos analitos.
Se establecen diferencias claras con relacion al analisis previo realizado con proteinas. Se
incluye la evaluacion del pardmetro de hidratacion y se propone considerar en el modelo
particulas con forma diferentes a la esférica (particulas esferoidales y cilindricas). Estos
aspectos son relevantes para aquellos péptidos que no pueden ser correctamente descriptos
como una particula esférica debido a que se obtienen valores de hidratacion que no tienen
significado fisico.

En el Capitulo 6, las movilidades experimentales que se obtienen a partir de la CZE
se usan para estudiar la desnaturalizacion y la estabilidad conformacional de proteinas a
través del LLCEM propuesto en esta Tesis. En efecto, se muestra que este modelo es capaz
de proveer informacion adicional concerniente a los estados conformacionales del plegado
y desplegado de una proteina y permite, en adicion, el célculo de parametros
termodindmicos como las variaciones de energia libre, entalpia y entropia.

En el Capitulo 7 se reconsidera el estudio de aminoacidos via CZE. Se analizan e
interpretan las movilidades electroforéticas efectivas de 20 aminoacidos que se reportan en
la literatura con los modelos fisicoquimicos LLCEM y PLLCEM propuestos en esta Tesis,
los cuales proveen estimaciones de cantidades acopladas como el factor de forma
hidrodinamica, el radio hidrodindmico equivalente (tamafio), la carga neta, los valores
actuales de los pK vy las cargas parciales de los grupos ionizantes, el nimero de
hidratacion y el pH cercano a la molécula (pH-microambiente). Asimismo, se presentan
varias limitaciones concernientes al modelado simple de las movilidades electroforéticas
de aminoacidos.

Por altimo, se enumeran en forma breve los principales resultados de esta Tesis, se
presentan las conclusiones mas destacadas y se establecen caminos posibles para futuras

investigaciones.
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Introduccion General

En la actualidad numerosas técnicas separativas se basan en principios
electroforéticos, los cuales describen en general la migracion de particulas cargadas en
solucion debido a la aplicacion de un campo eléctrico. En este sentido, la descripcion de
los fundamentos de la electroforesis se remonta a la época en que Kohlrausch (1897)
deriva sus ecuaciones basicas para la migracion iénica en una solucidn electrolitica.

Sin realizar un exhaustivo analisis de la historia de la electroforesis capilar (CE)
(ver, para mas detalles Vesterberg, 1989), es interesante y corresponde también mencionar
los primeros trabajos realizados por Tiselius (1930 y 1937), en los que se analizaron
mezclas de proteinas aplicando un campo eléctrico en un tubo de cuarzo abierto en forma
de U. Por estos estudios, este investigador recibid el Premio N6bel en 1948. No obstante,
la eficiencia de la separacion en este tipo de electroforesis sin soporte (usualmente
denominada “libre”) estaba limitada por la difusion térmica y las corrientes de conveccion.
Con el proposito de superar estas dificultades se emplearon primeramente soportes tales
como papel, alrededor de 1950 y luego geles de almiddn, agar, agarosa, acetato de celulosa
y mas recientemente, poliacrilamida. Es relevante destacar que a partir de esta situacion,
las separaciones en medio liquido no se usaron por un periodo largo de tiempo de
alrededor de 20 afios.

Hjertén (1967) fue el primero que describe un aparato para la electroforesis por
zona en solucidn utilizando tubos de cuarzo que tenian un didmetro de 1 a 3 mm, los cuales
estaban recubiertos con metilcelulosa para prevenir la electroosmosis. El autor presento un
informe detallado en una revista cientifica sobre los principios y practica de la
electroforesis desarrollada en un tubo pequefio, abierto y lleno de liquido, Ilamada
“electroforesis libre por zona”. No obstante, en los siguientes 10 a 15 afios, el método que
se uso principalmente en tubos abiertos fue la isotacoforesis (Everaerts et al., 1976), pero
en general, su aceptacion fue baja.

Luego, Virtanen (1974) reportd datos que se obtuvieron con la electroforesis por
zona empleando tubos de vidrio de 200-500 um de didmetro interno; en este caso los
compuestos separados eran detectados mediante potenciometria. Algunos afios mas tarde,
Mikkers, Everaerts y Verheggen (1979) desarrollaron la electroforesis por zona en tubos de

teflon con un didmetro interno de 200 um. Sin embargo, a causa de la baja sensibilidad de



deteccion, fue necesario aplicar volimenes grandes de inyeccién de muestra, resultando
esto en el fendbmeno denominado sobrecarga de muestra (sample overloading) muy
conocido y analizado en la literatura actual (Poppe, 1992; Khun y Hoffstetter-Khun, 1993;
Kenndler, 1998a).

Estos trabajos muestran que aunque el principio general de la electroforesis capilar
por zona (CZE) se conocia desde muchos afios atras, dos problemas importantes aln no se
habian resuelto en visperas de la década de los ochenta, los cuales estaban asociados con la
baja sensibilidad de los sistemas de deteccidn para tubos de vidrio de didmetro pequefio y
con la presencia de la electroésmosis. En este sentido, Jorgenson y colaboradores
(Jorgenson y Lukacs, 1981a y b y 1983) ayudaron a lograr el rapido desarrollo de esta
metodologia. En efecto, en lugar de suprimir la electroosmosis usando capilares
eléctricamente inertes, estos autores utilizaron la ventaja del perfil de velocidad casi plano
originado por el flujo electroosmético (EOF) en los capilares de silice de didmetro interno
muy pequefio, para mover los analitos a través del capilar con una dispersién menor que la
qgue se observada en la cromatografia liquida de alta presion (HPLC). En los afios
siguientes se realizaron muchos avances con respecto a los sistemas de deteccion y al
desarrollo de meétodos y protocolos de separacion, con especial aplicacion a compuestos
bioldgicos y farmacéuticos (Khun y Hoffstetter-Khun, 1993). En efecto, esta ventaja
diferencial del EOF se trata de explotar en la moderna electrocromatografia que esta en
intensivo desarrollo en la actualidad (ver, por ejemplo, Altria, 1999; Breadmore et al.,
2001; Chen et al., 2002; Xiang y Horvath, 2002; Ro et al., 2003; Allen y El Rassi, 2003;
Spegel et al., 2003; Pesek et al., 2004).

Desde fines de la década de 1980, cuando aparecieron comercialmente los equipos
de electroforesis capilar, la informacion sobre esta técnica analitica relativamente nueva
crecio casi exponencialmente. Al comienzo de 1990, los principales descubrimientos en
este campo se realizaron especialmente en los laboratorios de quimica analitica, pero
actualmente, esta ciencia separativa ademas esta logrando gran impacto en los laboratorios
de quimica clinica (ver, por ejemplo, Kleparniak y Bocek, 1991; Xu, 1995; Lehmann et al.,
1996; Guzman et al., 1997; Perret, 1999; Shihabi, 2000; Hempel, 2003).

De los diferentes modos posibles de la CE (es decir, electroforesis capilar por zona,
CZE; isoelectroenfoque capilar, CIEF; electroforesis capilar en gel, CGE; isotacoforesis
capilar, CITP; cromatografia capilar electrocinética micelar, MECC; cromatografia capilar

quiral, CCC vy electrocromatografia capilar, CEC), en particular la CZE es el modo mas



sencillo y mas ampliamente usado. Basicamente, se utiliza un capilar de silice fundida con
un diametro interno comprendido entre 10-100 um y una longitud total variable entre 25-
100 cm, lleno con una solucién electrolitica de base (BGE), con los extremos inmersos en
dos viales que contienen esta misma solucion. La muestra se introduce en el capilar de
diferentes maneras, por ejemplo: hidrodindmicamente (por presiébn o vacio), o
electrocinéticamente (utilizando un voltaje bajo). Para lograr la separacion se aplica un
voltaje adecuado, sustancialmente alto (entre 5 y 30 kV) y los analitos migran con
diferentes velocidades a través del sistema hasta alcanzar el detector UV, el cual registra la
absorbancia (proporcional a la concentracion del analito detectado) en funcion del tiempo
de migracion del analito. La movilidad efectiva de cada analito est4 determinada por: (a) la
movilidad electroforetica del analito, que como primera aproximacion, se puede decir que
es proporcional a la relacion carga eléctrica / friccion hidrodinamica y (b) el EOF, el cual
depende de las propiedades del BGE y la interaccion de éste con la pared del capilar
(Heiger, 1992; Blanc et al., 1997; Berli et al., 2003). En la Figura I-1 se muestra un

esquema de un sistema de CE con los componentes basicos.
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Figura I-1. Esquema de un sistema de CE con los componentes basicos.

En la actualidad la CE se estd desarrollando rapidamente y muestra ventajas
significativas sobre las técnicas separativas tradicionales como HPLC, electroforesis en
gel, etc. Las caracteristicas inherentes como la selectividad en la separacion, el volumen de
muestra pequefio, la velocidad alta de anélisis, la eficiencia alta, el consumo bajo de
reactivos y la recuperacion alta, hacen a la CE atractiva para resolver diferentes problemas

analiticos. Una de las ventajas relevantes es la aplicacion en diversas disciplinas, tales



como: quimica clinica, quimica forense, quimica de alimentos, bioquimica, ciencia
farmacéutica, neurociencia, biologia molecular y ciencia ambiental. En este sentido los
trabajos publicados en la Gltima década son numerosos (ver, por ejemplo, Chen et al.,
1991; Grossman y Colburn, 1992; Guzman, 1993; Jandik y Bonn, 1993; Khun y
Hoffstetter-Khun, 1993; Monnig y Kennedy, 1994; Jellum, 1994; Xu, 1995; Rogan y
Altria, 1995; Lehmann et al., 1996; Novotny, 1996; Vogt et al., 1997; Heegaard et al.,
1998; Perrett, 1999; Castagnino, 1999; Altria, 1999; Shihabi, 2000; Boone et al., 2001,
Guzman y Stubbs, 2001; Morales, 2002; Tavares et al., 2003; Hempel, 2003; Jia, 2005;
Kraly et al., 2006).

En efecto, la CE demostro ser Gtil en separaciones de aminoacidos, drogas quirales,
vitaminas, pesticidas, iones inorganicos, &cidos organicos, colorantes, tensoactivos,
péptidos, proteinas, carbohidratos, particulas virales y oligonucleétidos (ver, por ejemplo,
Deyl y Rohlicek, 1989; Guttman et al., 1990; Guzman et al., 1991; Thormann et al., 1991
y 1992; Issaq et al., 1992; Lee y Yeung, 1992; Schmutz y Thormann, 1993; Purcell et al.,
1993; Strege y Lagu, 1993a y b; Hernandez et al., 1993a, b y c¢; Schwartz et al., 1993; Lee
et al., 1994; Schwartz y Pritchett, 1994; Sahin et al., 1995; Schwartz y Guttman, 1995;
Oefner, 1995; Shi et al., 1995; Catagnola et al., 1995; Dolnik y Dolnikova, 1995; Nufiez et
al., 1995; Xu, 1995; El Rassi, 1996; Choi y Jo, 1997; Doelman et al., 1997; Lucangioli et
al., 1997; Pesek y Matyska, 1997; Walker et al., 1997; Kunkel et al., 1997; Kobol et al.,
1997; Guzman et al., 1997; Hage et al., 1998; Bossuyt et al., 1998; Barbas et al., 1998;
Chapman y Hobbs, 1999; Petrini et al., 1999; Shimizu y Kenndler, 1999; Adam et al.,
1999; Cotton et al., 1999; Dolnik, 1999; Manabe, 1999; Mario et al., 1999; Chang et al.,
2000; Engelhardt y Grosche, 2000; Jonsson et al., 2001; Hu, 2001 y 2002; Hu y Dovichi,
2002; Righetti et al., 2002; Stellwagen y Stellwagen, 2002; Pico et al., 2003; Hu et al.,
2003; Tavares et al., 2003; Timerbaev, 2004; Soga et al., 2004; Park et al., 2004; Quigley
y Dovichi, 2004; Vizioli, et al., 2004 y 2005; Yeh y Hummer, 2004; Cerutti et al., 2005;
Luconi et al., 2006; Babay et al., 2006). Mas recientemente, la CE se utilizd para el
diagndstico de enfermedades genéticas e intensivamente en el Proyecto del Genoma
Humano (Gelfi et al., 1994; Kim et al., 1996; Meagher et al., 2005). Es importante sefialar
que las referencias bibliograficas se presentan aqui como una guia béasica para el lector, sin
indicar por ello que la citacion es exhaustiva.

Es relevante mencionar que la introduccién de la instrumentacion moderna y el mas

reciente uso de las microcomputadoras hicieron posible la comparacion entre los resultados



experimentales y las teorias de una manera mas eficiente y rdpida. En este sentido, se
generaron programas computacionales para simular y verificar muchos aspectos de la
teoria (ver, por ejemplo, Bier et al., 1983; Saville y Palusinski, 1986; Palusiski et al., 1986;
Mosher et al., 1989, Mosher et al., 1992; Mosher, Saville y Thormann, 1992; Dose y
Guiochon, 1991; Poppe, 1990; Reijenga y Kenndler, 1994a y b; McGuffin y Tavares,
1997) logrando de esta manera el perfeccionamiento de las bases teoricas y la
profundizacion del conocimiento acerca de los fendbmenos de la CE. Es interesante
observar que en general se desea predecir y estudiar los efectos que se producen en la
separacion de analitos con cierto detalle, tratando de disminuir el nimero de experimentos,
los cuales se programan luego apropiadamente sobre la base de estos resultados. No
obstante, la mayoria de estos modelos y programas son significativamente complejos y en
muchos de ellos se introducen parametros empiricos que no tienen aplicacion y/o validez
general.

En este sentido, se observa que un modelo amplio de la CZE debe incluir los
procesos fisicos y quimicos relevantes que contribuyen a la migracion y dispersion de un
soluto en el sistema. En la préctica, sin embargo, las ecuaciones diferenciales asociadas no
se pueden resolver analiticamente sin aproximaciones apropiadas en una forma consistente
o0 “cerrada”. En efecto, generalmente estas ecuaciones se resuelven por métodos numéricos
realizando simplificaciones adecuadas. Por ejemplo, algunos modelos consideran la
migracion electroforética solamente (Mikkers et al., 1979a y b), mientras que otros,
incluyen procesos adicionales como difusion molecular y electrodifusion, conveccién
(Dose y Giochon, 1991), equilibrio quimico y varias combinaciones de estos (Reijenga y
Kenndler, 1994a; Andreev y Lisin, 1993).

Como consecuencia de estas hipotesis simplificatorias, se comprueba que los
modelos clasicos no siempre proveen una descripcion completa de los fenomenos de
transporte en los sistemas electroforéticos. Paralelamente, como las ecuaciones
diferenciales se derivan a partir de principios y propiedades macroscopicas, se generan
modelos inadecuados para describir el transporte en sistemas complejos que son
heterogéneos a niveles microscépico y molecular (Hopkins y McGuffin, 1998).

En general, un modelo de la CZE sirve para diferentes propdsitos, y dependiendo
de ellos, se pueden considerar una variedad amplia de fendmenos. Con relacion a este
ultimo aspecto, Poppe (1998) discutio los conceptos de modelo no-ideal y lineal en la CZE,

los cuales podrian generar un marco de referencia donde el tratamiento matematico se



vuelve accesible de analisis sin entrar en calculos matematicos complejos. Teniendo en
cuenta estos aspectos, un modelo puede servir también para realizar los calculos
adicionales necesarios con el fin de llegar a conclusiones cuantitativas de interés en la
practica profesional. En este sentido, Saville y Palusinski (1986) presentaron un estudio
computacional relevante involucrando polianfolitos en general que sirvio como base para
numerosos trabajos.

Consecuentemente, considerando la discusion previa, el proposito de esta Tesis es
presentar, en principio, un modelo bésico de la CZE no-ideal y lineal (estos conceptos se
retoman y analizan mas adelante en los Capitulo 1 y 2), que contribuya al desarrollo de
métodos y protocolos electroforéticos apropiados en las separaciones practicas (ver, por
ejemplo, Jandik y Bonn, 1993; Khun y Hoffstetter-Khun, 1993; Grossman y Colburn,
1992). En adicion, se espera que la ampliacion del modelo basico (modelos extendidos)
sirva para realizar estudios tedricos y analisis de fendmenos fisicoquimicos relevantes
involucrados en la CZE. Es importante mencionar que a través de los modelos propuestos
se espera estimar propiedades como la carga eléctrica efectiva, el radio hidrodinamico, la
hidratacién, la forma, el potencial de particula, etc., de analitos con diferentes grados de
complejidad, en particular proteinas, péptidos y aminoacidos, los cuales son de interés y
centro de intensa investigacion en la actualidad.

A pesar de que los modelos propuestos en esta Tesis se basan en principios
fundamentales y ecuaciones dinamicas rigurosas, los mismos resultan relativamente
simples de computarizar y usar en el laboratorio (ver, por ejemplo, Piaggio y Deiber, 2003;
Piaggio et al., 2005a, 2006a, 2007a y b). En el modelo basico, las variables que se
consideran son: el tiempo de inyeccidon de la muestra y la distancia de deteccion del

analito, el campo eléctrico aplicado, el tiempo de migracion del analito, los pKs de los
analitos, el pH vy la fuerza ionica de la solucion electrolitica, el diametro y la longitud total

del capilar, el potencial zeta del capilar, la temperatura y la fraccion masica relativa de los
analitos, incluyendo en adicidén otros aspectos especificos de cada caso particular en
estudio, principalmente con relacién al tipo de analito.

Consecuentemente, el cddigo numérico que se elabora con el modelo es capaz de
predecir el efecto que tiene sobre la resolucion del electroferograma, la variacion de
cualquiera de los parametros citados anteriormente (Piaggio y Deiber, 2001). Esto sirve
como parte integral de una estrategia de optimizacion para buscar e identificar las

condiciones mas favorables en una separacion. Por consiguiente, en el Capitulo 3 de la



Parte 11, se muestra la capacidad de prediccion del modelo basico propuesto en esta Tesis
mediante la realizacion de un estudio con analitos cargados de bajo peso molecular (en
particular, drogas y aminoacidos). Los datos experimentales que se obtienen a partir de un
equipo comercial de CE se usan para validar las predicciones teoricas. En términos
practicos, es relevante mencionar que el uso de modelos para la separacion de analitos
mediante la CZE permite disminuir sustancialmente el tiempo de experimentacion y evita
las aproximaciones de prueba y error, a las que usualmente estan sometidos los usuarios de
la CE.

Es importante indicar, como se mencion6 mas arriba, que el modelo basico
propuesto, puede ser expandido en sus capacidades permitiendo asi la estimacion de
parametros fisicoquimicos como: el radio hidrodinamico, el coeficiente de difusién, la
carga efectiva, la hidratacién, la forma y el potencial zeta del analito. Para tal fin, se
necesita conocer la movilidad electroforética o el tiempo de migracion del analito; estos
datos se obtienen facilmente a partir del electroferograma experimental. Es significativo
sefialar que estos aspectos no han sido explotados y/o considerados enteramente en trabajos
previos del modelado de la CZE. Corresponde también mencionar, que el programa
computacional del modelo bésico propuesto, ademas se puede usar ventajosamente como
herramienta pedagodgica y profesional para examinar el efecto de la variacién de los
distintos parametros sobre la separacién de analitos, debido a que mediante el ingreso de
tres bloques de datos (ver la Seccion 2.6 en el Capitulo 2) se obtiene en principio la
simulacion del electroferograma. Luego es posible realizar perturbaciones en el modelo,

por ejemplo variaciones pequefias en el pH y la |, (ver Capitulo 3 en la Parte Il) y

observar, en consecuencia, los cambios mas convenientes que se deben introducir en
dichos parametros para lograr la resolucion deseada en la separacion.

Con relacion al desarrollo de los modelos propuestos en esta Tesis y para visualizar
mas claramente la estrategia metodoldgica, se consideran en primer lugar, las ecuaciones
de balance de las propiedades fisicoquimicas méas relevantes que son el marco de
referencia para obtener las ecuaciones especificas que se usan tanto en el modelo basico
como en los modelos extendidos y en las aplicaciones. Estas ecuaciones se presentan en
forma general, para luego aplicarlas especificamente en la descripcion del EOF y de la
migracion electroforética de los analitos. Se presentan asi las ecuaciones de balances de
masa y de cantidad de movimiento de soluciones electroliticas acopladas a efectos térmicos

y eléctricos. Asimismo, se consideran los balances de energia, carga eléctrica y especies



ionicas, partiendo de la bibliografia fundamental del tema (ver, por ejemplo, Probstein,
1989; Russel et al., 1989). A través de las ecuaciones propuestas se describen y cuantifican
los fendmenos electrocinéticos basicos que permiten evaluar con cierta aproximacién el
electroferograma de un analito o de una mezcla de analitos que deben ser separados
mediante la CZE. En este sentido, los distintos aspectos que considera el modelo y el
programa computacional se analizan desde el punto de vista tedrico y se validan
experimentalmente. En efecto, los aspectos fenomenoldgicos de la CZE que se consideran
en el Capitulo 2 son: la inyeccién de la muestra, el flujo electroosmético, el potencial zeta
del tubo capilar, la migracion electroforética, la carga eléctrica efectiva, la deteccion axial
de analitos, los fendmenos dispersivos y su incidencia en la resolucion de deteccion. Por
consiguiente, el denominado modelo basico se presenta de manera general en la Parte | de
esta Tesis. Luego, en la Parte 1, partiendo de este desarrollo generalizado, se consideran
distintos niveles de complejidad, mediante la introduccién de nuevos conceptos y
modificaciones que expanden y mejoran las capacidades del modelo basico generandose
asi modelos extendidos, tiles para las aplicaciones especificas. Es decir, se usa el modelo
extendido méas adecuado segun los diferentes tipos de analitos de interés y las motivaciones
particulares del andlisis. Los analitos propuestos para el estudio a través de los modelos
abarcan: drogas, proteinas, péptidos y aminoacidos. Se destaca como relevante en la
investigacion propuesta que la CE es una metodologia relativamente nueva, con un
crecimiento vertiginoso y con aplicaciones en diferentes areas de interés practico. En
adicion a la contribucion que esta investigacion puede brindar para la puesta a punto de
diferentes protocolos experimentales, se destaca fundamentalmente su aplicacion en el
estudio y en el anélisis de parametros fisicoquimicos como: radio hidrodinamico, carga

efectiva, coeficiente de difusion, coeficiente de friccion, hidratacion, pK efectivos, etc., de

diferentes tipos de analitos de interés bioquimico y biotecnolégico.



Objetivos

Considerando la introduccidn general breve acerca de la CZE y el contexto amplio de
las aplicaciones sefialado en la seccion anterior, se mencionan a continuacion los siguientes

objetivos principales de la Tesis:

1. Analisis y revision de los conceptos teodricos fundamentales involucrados en la CZE.
Encuadre del modelo dentro de las ecuaciones fisicoquimicas de balances de masa, carga
eléctrica, densidad numérica de iones, energia y cantidad de movimiento. Descripcion

cuantitativa de las fenomenologias basicas.

2. Elaboracion de un modelo bésico de la CZE factible de ser usado en el laboratorio con el
fin de producir protocolos de separacion eficientes con buena resolucion. Generacion del

codigo numérico computacional necesario para este fin.

3. Relacién de los aspectos formulativos y de las predicciones tedricas con los resultados

de la experimentacion.

4. Ampliacién del modelo basico incorporando fendmenos complejos adicionales y
generando asi modelos extendidos para aplicaciones especificas. Presentacion de
alternativas de andlisis tedricos y estrategias computacionales.

5. Extraccion y analisis de la informacidn que brinda el electroferograma de una separacién
mediante la CZE, con el propoésito de estimar a través de los modelos formulados los

pardmetros fisicoquimicos que permiten caracterizar diferentes analitos.

6. Uso de los modelos propuestos en aplicaciones de interés bioquimico y biotecnologico,
con especial énfasis en la caracterizacion de proteinas, péptidos y aminoacidos. Analisis de
los procesos de desnaturalizacion y estabilidad de proteinas.



PARTE |

Desarrollo y descripcion del modelo basico



Capitulo 1

Modelado de la Electroforesis Capilar por Zona

1.1 Andlisis de diferentes modelos y estudios de la CZE presentados en la

literatura

La revision de la literatura sobre el tema indica que existen diferentes
clasificaciones de los modelos que se aplican a la CZE. En general, se observa que es
necesario distinguir entre los modelos teéricos basados en fundamentos fisicoquimicos y
los programas computacionales que hacen uso de modelos teéricos simplificados junto con
correlaciones semiempiricas.

McGuffin y Tavares (1997) sefialaron que aunque las separaciones electroforéticas
se realizan experimentalmente, el desarrollo tedrico de métodos de optimizacion
sistematicos de protocolos se transformd en una importante y creciente area de interés.
Estos autores adaptaron para la CZE el esquema de clasificacién descripto previamente
para la cromatografia. En este esquema de clasificacion de los métodos de optimizacion se
distinguen cuatro categorias generales: métodos simultdneos, secuenciales, de regresion y
teoricos. En efecto, cada uno de estos métodos presenta ventajas y limitaciones para la
optimizacion de los pardmetros relevantes en las separaciones electroforéticas.

Por ejemplo, en los métodos simultineos se seleccionan los parametros del
protocolo que se van a modificar y sus niveles de variacion. El nimero de experimentos
que se realizan depende del nimero de parametros y los niveles previamente definidos. Es

claro entonces que en un disefo factorial completo (full factorial) para n parametros y q

niveles se requeriran (" experimentos. Por el contrario, en los métodos secuenciales se

desarrollan unos pocos experimentos iniciales a niveles seleccionados de los parametros.
Luego, sobre la base de los resultados de estos experimentos se usa una rutina de busqueda
iterativa para dirigir y guiar los experimentos subsecuentes hacia las condiciones Optimas.
Es decir, los métodos simultdneos y secuenciales que se mencionaron antes, debido a que
derivan directamente de datos experimentales, no dependen de un método tedrico o
fisicoquimico para localizar el 6ptimo. Esto resulta una ventaja en la CE donde los efectos

de los parametros individuales no siempre se comprenden bien, o eventualmente, puede ser
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complicado el andlisis debido a la interaccidon con otros parametros. La limitacion mas
importante de los métodos simultineos es que el nimero de experimentos crece
rapidamente con el numero de parametros y niveles. No obstante, este problema se evita si
se usa un disefio factorial fraccionado, aunque es posible que se pierda informacion
importante sobre la interaccion entre parametros. A pesar de que los métodos secuenciales
requieren un numero menor de experimentos para llegar al 6ptimo, el numero exacto es
indeterminado. Ademas, para las superficies de respuesta que consisten de varios maximos
o minimos locales, un 6ptimo local se puede identificar errdbneamente como un 6ptimo
global. Finalmente, si se considera que la separacion solo se evalua en puntos
seleccionados, los métodos secuenciales proveen una vision limitada de la superficie de
respuesta.

En los métodos de regresion, se desarrollan unos pocos experimentos a niveles
seleccionados de los parametros y los datos se ajustan a una ecuaciéon matematica
predefinida. Una vez que se determinan los coeficientes de regresion, esta ecuacion se usa
para estimar la calidad de la separacion de todos los valores intermedios de los pardmetros.
Se aplican luego, algoritmos numéricos o procedimientos graficos tales como un diagrama
de ventana o un mapa de resolucion solapado para determinar el “valor 6ptimo” de los
parametros. Ejemplos de este tipo de aplicacion se encuentran en diversos trabajos (ver,
por ejemplo, Smith y Khaledi, 1993; Friedl y Kenndler, 1993). En estos estudios la
movilidad electroforética efectiva se predice por medio de ecuaciones de regresion. No
obstante, debido a la falta de modelos para la migracion electroosmética y la descripcion
incompleta de los procesos dispersivos, la resolucion u otros criterios de calidad no se
pueden evaluar con exactitud. Estas limitaciones se han superado en otras simulaciones
desarrolladas por Reijenga y Kenndler (1994a) las cuales incluyen modelos para los
procesos relevantes de migracion y de dispersion. Sin embargo, a pesar de que estas
simulaciones se validaron experimentalmente (Reijenga y Kenndler, 1994b) estos
resultados ain no son suficientes para el uso en optimizaciones sistematicas de las
separaciones electroforéticas. Mas recientemente, Jalali-Heravi et al. (2005a y b) usaron
redes neuronales como una extension mas sofisticada de los métodos de regresion, donde
ciertas correlaciones semiempiricas de variables fisicoquimicas son necesarias.

Los métodos tedricos usan ecuaciones matematicas derivadas a partir de la
fisicoquimica y los fendémenos de transferencia para describir el efecto que tienen los

parametros del protocolo en la separacion Optima de analitos. Estas ecuaciones tienen
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generalmente un sustento riguroso y se derivan de leyes generales y ecuaciones de balance
de propiedades bien definidas. En efecto, la diferencia importante con los métodos antes
mencionados es que las ecuaciones se obtienen, en principio, sin el uso de correlaciones
semiempiricas. Los métodos tedricos y de regresion tienen varias ventajas y limitaciones
distintivas. Estos métodos se basan en modelos matematicos, por lo tanto la confiabilidad
de la prediccion de las condiciones optimas depende de la exactitud del modelo que los
sustenta. El desarrollo y validacion de estos modelos permite visualizar los procesos
relevantes de migracion y dispersion, y se pueden hacer extensivos a sistemas de la CZE
que varian en protocolos y geometrias.

En este sentido, McGuffin y Tavares (1997) desarrollaron un programa
computarizado para la optimizacion sistematica de separaciones electroforéticas. El
programa incorpora una combinacién de los modelos de regresion y tedricos mencionados
anteriormente para la migracion electroforética y electroosmdtica como asi también una
racionalizacion simple para la dispersion zonal. Estos autores demostraron la validacion
experimental del programa aplicandolo a una mezcla de nucle6tidos en soluciones buffer
de fosfatos (ver también, Hopkins y McGuffin, 1998). En general, la hibridacién entre
modelos de regresion y tedricos proporciona resultados variados. A medida que predomina
el primer tipo de modelo la capacidad predictiva se pierde y el modelo resultante deja de
tener una validez generalizada y flexibilidad conceptual.

Desde otra perspectiva, se puede mencionar la clasificacion que presentaron
Reijenga y Kenndler (1994a) sobre los programas computarizados que simulan las técnicas
separativas. En esta propuesta se distinguen tres categorias, cada una con sus propios
propdsitos y requerimientos especificos. Estas categorias son:

(I) Fundamental. El modelo que se incorpora al programa computacional debe ser exacto
en todos los detalles fisicoquimicos, describiendo la dindmica de los procesos
electroforéticos tanto en estado transitorio como en estado estacionario. La propuesta de
esta Tesis se enfoca fuertemente en esta direccion.

(IT) Optimizacion. El programa debe ser rapido y proveer una prediccion bastante exacta de
la separacion basada en valores de la literatura y en experimentos previos. Aqui se ubican,
por ejemplo, las propuestas de Gas et al. (2001) y Jaros et al. (2002). En general, se aplican
a determinaciones practicas que no exigen una exactitud demasiado elevada; solo se
esperan predicciones que se aproximan a los valores reales y que ayudan a la seleccion mas

adecuada de los parametros operacionales.
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(ITI) Instruccion. El programa deber ser rapido, flexible, “amigable” para los usuarios y
tener graficas de salida y valores predictivos razonables. Usualmente son del tipo “caja
negra” (blackbox) y estan muy orientados a la ensefianza. En efecto, estos programas
permiten una rapida evaluacion de los cambios que se realizan sobre los pardmetros
operacionales y simultdneamente un analisis del efecto de los mismos sin gasto de tiempo
o dinero.

En este sentido, Reijenga y Kenndler (1994a) desarrollaron un programa simulador
(situado en las categorias II y III) que permite una ilustracion grafica y rapida del efecto de
un gran niamero de variables sobre la forma del electroferograma (ver, para mas detalles de
las bases tedricas en las que se sustenta este modelo, Reijenga y Kenndler, 1994a, y las
referencias alli incluidas). Con este propodsito se simularon, los dos procesos que
determinan el resultado electroforético (electroferograma): la migracion y la dispersion. El
tiempo de migracion se derivé directamente de la movilidad aparente, que comprende la
movilidad efectiva de los analitos y la movilidad electroosmotica del BGE, a valores de

pH y fuerza i6nica | especificos. Para describir el efecto de distorsion de la forma del

pico de deteccion, los autores usaron el modelo de la altura de plato tedrico. En este
sentido, consideraron los factores mas importantes que afectan el resultado final. En efecto,
se incluyeron variables instrumentales tales como las dimensiones y el material del capilar,
el voltaje, la intensidad de corriente y la temperatura. Las propiedades fisicoquimicas del
BGE y de la muestra forman la base principal de los calculos. También empiricamente se
incluyeron los efectos extra-columna que surgen de la inyeccidon (como sobrecarga de
muestra y enfocado) y de la deteccion, ademas de los efectos dispersivos que resultan de
fenomenos tales como la difusion, la electrodsmosis, la electromigracion y la produccion
de calor por efecto Joule.

Es posible sefalar que el valor predictivo de este modelo es aceptable, aunque esta
limitado por la incertidumbre de los datos de ingreso, como lo mencionan los mismos

autores, (en especial, las circunstancias en que fueron medidos los pK y las movilidades)

y ademas, debido a que la fuerza idnica solo se tiene en cuenta de una manera aproximada.

En este contexto también se puede mencionar el trabajo de Ermakov y Righetti
(1994) que utilizaron una simulacion computarizada aplicada a la cuantificacion y
descripcion de la forma de picos en la CZE. Esta es la primera vez que una propuesta de
“quimica seca”, previa a las corridas reales “htimedas”, se desarrolla bajo condiciones

experimentales verdaderas de la CZE, como se hace tipicamente en HPLC.
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Recientemente, Ga$ et al. (2001) presentaron un modelo matematico vy
computacional para la optimizacion del BGE en separaciones de aniones mediante la CZE.
El modelo considera iones mono-, di- o trivalentes y permite el modelado de electrolitos
altamente acidos y alcalinos. Las relaciones matematicas del modelo estan formuladas para
permitir una facil algoritmizacién y programacion en lenguaje computacional. Estos
autores sefialaron que los procesos separativos en la CE son inherentemente de naturaleza
no-lineal. Esta caracteristica de la CE hace dificil disenar adecuadamente los sistemas de
separacion y comprender los posibles fendémenos dispersivos. En este sentido, la dispersion
por electromigracion en la CZE es uno de los fenomenos dispersivos no-lineales. Este
fendmeno provoca dispersion y deformaciones de las formas de los picos decreciendo asi
significativamente la eficiencia de la separacion. En el caso en que la resolucion de la
separacion es suficiente, se observa que la dispersion por electromigracion no deteriora el
analisis sino que simplemente ensancha los picos (disminuye la eficiencia pero no
necesariamente la selectividad). Sin embargo, en muchos analisis de importancia practica
un analito en concentracion relativamente baja puede no ser detectado al estar presente en
un medio de concentracion relativamente alta. En efecto, en esta situacion la excesiva
dispersion de los picos en el medio puede cancelar el pico del analito y no permitir su
deteccion. En general, los diferentes sistemas electroliticos tienen una tendencia variable
para causar dispersion por electromigracion. Por consiguiente, encontrar un sistema
electrolitico adecuado es un problema de “conciliacion”, de tal manera de elegir aquel
donde la sensibilidad de deteccion es maxima y a su vez la dispersion por electromigracion
es minima. Tanto la teoria como la practica demuestran que tales electrolitos se pueden
encontrar y formular. En este sentido, el modelo propuesto por Gas et al. (2001) permite la
evaluacion de la tendencia de un analito de sufrir dispersion por electromigracion y
permite la optimizacioén de la composicion del BGE para alcanzar una buena sensibilidad
de deteccion manteniendo las propiedades dispersivas en una rango aceptable.

Posteriormente, Jaro§ et al. (2002), presentaron un modelo matematico y
computacional que fue adaptado, algoritmizado y preparado para el uso como un programa
computacional al que denominaron PeakMaster. El modelo permite la optimizacion de
sistemas de BGE para la CE. A diferencia del modelo presentado por Gas et al. (2001),
este modelo tiene en cuenta la dependencia de la movilidad i6nica y la disociacion de los
electrolitos débiles con la fuerza ionica. El modelo calcula la movilidad efectiva de los

analitos y predice pardmetros del sistema que son experimentalmente accesibles. Ademas
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el modelo permite la evaluacion de la tendencia de un analito a sufrir dispersiéon por
electromigracion que genera ensanchamiento del pico. La adaptabilidad del modelo se
verifica por comparacion de los resultados computacionales con los experimentos.
Asimismo, el modelo descrito por Jaro§ et al. (2002) permite reconocer y evaluar el
fendmeno que se manifiesta con la aparicion de nuevos picos llamados eigenpeaks,
seflalados también anteriormente por Poppe (1992).

Nuevamente, es importante recordar que el proceso separativo en la electroforesis
para concentraciones de analito relativamente altas es de naturaleza no-lineal desde el
punto de vista matematico. Este hecho hace dificil disefiar adecuadamente los sistemas de
separacion electroforética y predecir su comportamiento. En consecuencia, se encuentran
en la literatura distintos modelos que consideran este aspecto principalmente asociado con
el fenomeno de electromigracion (Gebauer y Bocek, 1997; Beckers y Bocek, 2000;
Beckers et al., 2001).

En este sentido es relevante sefialar que los resultados que surgen de la aplicacion
de un modelo se pueden usar para un analisis complejo de electroferogramas, permitiendo
entender caracteres distintivos. Asimismo modificando los datos que se ingresan al
programa, es posible optimizar las condiciones experimentales para finalmente conseguir
la separacion deseada de los analitos.

En sintesis se considera que la simulacion computarizada del comportamiento de
los sistemas electroforéticos es una herramienta poderosa. En consecuencia, si se
modifican los parametros que se ingresan al programa, principalmente la composicion del
BGE, se obtiene una idea acerca de los resultados que se lograran en el laboratorio. Es
decir, después de encontrar las opciones mas adecuadas, el comportamiento real de los
sistemas se puede verificar en la practica. De esta manera el usual ensayo de prueba y error
se reemplaza por una simulacion computarizada mas rapida y eficiente. Por otro lado, la
simulacion numérica/computarizada también explica algunos fenémenos no esperados que
aparecen en la practica, como los sistemas de picos extraios, la inusual deformacion de
algunos picos, polaridades no esperadas de la sefial del detector, etc.

Todas las caracteristicas enumeradas en el parrafo anterior se alcanzan
efectivamente solo si las simulaciones computarizadas trabajan en forma correcta y
precisa. Lo que atun es un problema que persiste, a veces, es la incertidumbre de los datos

fisicoquimicos basicos para los compuestos quimicos. Mientras los pK en la mayoria de

los casos son confiables (pueden diferir ligeramente segin la fuente, en particular para
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aminoacidos y proteinas), los datos de movilidades frecuentemente no se encuentran
disponibles en la literatura o difieren de las condiciones exactas requeridas para la
simulacion.

Chatterjjee y Keating (2003) mencionaron que las aplicaciones actuales de la CE
estan tipicamente caracterizadas por la presencia de un nimero alto de fenémenos fisicos.
En adiciéon, el permanente incremento de las complejidades que aparecen en las
aplicaciones, hace que el modelado practico o real de los electroferogramas sea una tarea
desafiante. Estos autores propusieron un modelo matematico y computacional amplio
aplicable a diferentes técnicas de la CE. La estrategia que utilizaron estd organizada en el
sentido de generalizar sin tener que hacer uso de hipdtesis restrictivas tales como
simplicidad en la geometria, presencia unica de analitos fuertes o analitos débiles, etc.
Estos autores tratan de proveer una herramienta de simulacion para aplicaciones reales y de
uso practico en la CE. Aunque reportaron simulaciones del modelo, los resultados no se
compararon con datos experimentales; no obstante sefialaron que coinciden con los
presentados por Palusinski et al. (1986), (ver también, Chatterjee y Jafri, 2003). Es
pertinente sefialar que el uso préactico de esta propuesta no es simple ciertamente y se
deberian validar aplicaciones que consideren casos especificos.

En este contexto, es posible mencionar que muchos de los trabajos que aparecen en
la literatura se focalizan o limitan a aspectos individuales del fenomeno fisico, con
numerosas hipotesis simplificatorias (ver, Chatterjjee y Keating, 2003). Por ejemplo, un
numero alto de publicaciones se centra exclusivamente en el modelado del flujo
electroosmotico (ver por ejemplo, Patankar y Hu, 1998; Potocek et al., 1995). Estos
trabajos, aunque son interesantes, son estudios “puramente” fluido-dinamicos en el sentido
de que no tienen en cuenta la presencia de los analitos en el sistema. Otros, prestan su
atencion al transporte y comportamiento de determinados analitos en un sistema
electrolitico, pero estan por ejemplo, restringidos al caso de analitos fuertes, es decir
formas ionicas puras con una carga fija (ver, Saville y Palusinski, 1986 y Palusinski et al.,
1986). Por otro lado, Mosher et al. (1989) presentaron un modelo matematico del
comportamiento electroforético de proteinas en geometrias simples con similares
restricciones. Mas recientemente, como se describio arriba, Gas et al. (2001) presentaron
un modelo computacional para la optimizacion del BGE en la CZE, sin embargo, este
modelo desprecia el efecto de difusion y es limitado en relacién con el niimero y tipo de

analitos y el proceso que se modela.
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En adicion, se puede citar como ejemplo especifico de modelado y prediccion de
las movilidades electroforéticas, el modelo que presentan McKillop et al. (1999), que se
aplico a la separacion mediante CE de una serie de alquilpiridinas estrechamente
relacionadas. En este caso se usé un modelo semiempirico que introduce el concepto de
orientacion preferencial bajo la influencia del campo eléctrico aplicado. Esto significa que
los analitos con los mismos volumenes de van der Waals presentan radios hidrodindmicos
efectivos diferentes para moverse a través de la solucion buffer. Asimismo, Quang y
Khaledi (1994) utilizaron un modelo empirico-semiempirico para predecir movilidades y
tiempos de migracion. Este tipo de propuesta se usa para una rapida optimizacion de la
separacion basada en un nimero limitado de condiciones experimentales. También, es
pertinente mencionar a Wren y Rowe (1992), quienes desarrollaron un modelo teérico, el
cual usa parametros fisicoquimicos para describir y optimizar el caso particular de
separaciones quirales. Modelos similares desarrollaron Penn et al. (1994) y Coopper et al.
(1994) y los aplicaron a drogas enantioméricas y aminoacidos, respectivamente.
Igualmente, Britz-McKibbin y Chen (1997) predijeron el comportamiento migratorio de
analitos (un grupo de deoxiribonucleétidos) en la CE con el agregado de aditivos tales
como B-ciclodextrinas, considerando tres parametros fundamentales: la movilidad
electroforética del analito, la movilidad electroforética del complejo analito-aditivo y la
constante de equilibrio. Estos autores determinaron asi las condiciones Optimas de
separacion con estos tres parametros fundamentales.

Mas recientemente, Liu et al. (2002) presentaron una alternativa interesante para
predecir y evaluar la calidad de separaciones en la CE. La propuesta consiste en simular los
procesos a través del uso de redes neuronales artificiales (ANNs). Estas ANNs son un tipo
de herramienta de modelado computacional, que se definen como estructuras reducidas de
neuronas artificiales adaptativas interconectadas que son capaces de desarrollar
computaciones masivas en forma paralela para el procesamiento de informacion y
representacion de datos. Debido a su naturaleza de no-linealidad y alto paralelismo y
robustez, en la actualidad, las ANNs son ampliamente aceptadas en muchas disciplinas
para simular problemas verdaderos y complejos.

En el campo de la CE, las ANNSs se usaron principalmente en la CZE (ver, Farkova
et al., 1999) y en el modo MECC, es decir, en la electroforesis capilar electrocinética
micelar (ver, Zhang et al., 2005). Farkova et al. (1999) en su trabajo, demostraron que las

ANNS se pueden usar para estimar parametros de picos y que en combinacion con disefios
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experimentales se aplican para una eficiente prediccion de las condiciones Optimas de
separacion. Aqui, es posible sefialar como ventaja diferencial que no se usa un modelo
explicito del proceso de separacion y no se necesita el conocimiento de las constantes
fisicoquimicas, hecho que suele ser limitante en otros modelos como ya se menciond. No
obstante, en el campo de la CZE, su aplicacion practica todavia es limitada.

También, se debe senalar el trabajo reciente de Gas et al. (2005) en el cual los
autores describieron en detalle el software-simulador para la CZE (PeakMaster) antes
mencionado. Como se expreso, este software simula separaciones de la CZE luego que el
usuario ingresa los pardmetros operacionales y aquellos que caracterizan a la muestra. Los
autores aplicaron el modelo a ejemplos seleccionados y los resultados se compararon
favorablemente con los experimentos. Sin embargo, este tipo de software que presenta
fundamentalmente ventajas de utilidad practica, no permite el célculo de parametros
fisicoquimicos inherentes al analito, como es posible lograr con el modelo y el programa
computacional que constituye la propuesta central de esta Tesis.

Como se aprecia en la descripcion general de los modelos reportados en la
literatura, existen diferentes alternativas de uso con relacion a la complejidad y alcance de
los sistemas bajo estudio. Aunque se desarrollaron modelos unificados para describir los
diferentes modos de separaciones electroforéticas (Bier et al., 1983; Saville y Palusinski,
1986; Palusinski et al., 1986) en general, estos modelos se aplican a casos particulares y
muy especificos de separacion o enfatizan el modelado en unos pocos aspectos de la
separacion mediante la CE. No se encuentra en la bibliografia (a nuestro mejor saber) un
modelo relativamente amplio y general de la CZE. Es decir, un modelo que abarque desde
iones a macromoléculas teniendo en cuenta variaciones en el BGE y que ademas considere
globalmente el modelado de casi todos los fenémenos implicados en la CZE, sin perder de
vista la necesidad de procedimientos relativamente simples involucrando expresiones

matematicas rigurosas y facilmente adaptables al lenguaje de programacion computacional.

1.2 Modelo basico de la CZE

Antes de introducir las ecuaciones fundamentales que definen el marco conceptual
para el modelo bésico de la CZE propuesto en esta Tesis, es conveniente establecer el nivel
de modelado que se presenta aqui. En este sentido, en la Tabla 1.2.1 se observa que es
posible considerar tres niveles: Nivel 1, Nivel 2 y Nivel 3. El Nivel 1 se aplica a sistemas

concentrados donde los fendmenos dispersivos por electromigracion son relevantes.
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Corresponde mencionar que en la CZE los sistemas concentrados son menos frecuentes, y
en la mayoria de los casos se trabaja en condiciones diluidas. Es claro entonces que en el
Nivel 1 se prioriza la descripcion de los efectos de deformacion de picos causados por la
electrodispersion predominante a altas concentraciones de analitos (fronting - tailing) y se
desprecia la difusién molecular. Por el contrario, el Nivel 2 se aplica a sistemas diluidos, lo
cual permite despreciar los efectos dispersivos por electromigracion y pone mayor €nfasis
en la descripcion de los efectos de dispersion por difusion molecular. De acuerdo con esta
clasificacion el modelo propuesto en esta Tesis se situa en el Nivel 2 debido a que se

consideran los fenomenos difusivos (difusividad del analito D;, distinta de cero) y se
elimina la electrodispersion (densidad de carga del BGE, p, =0) debido a que la

condicion de dilucion es aplicable a los protocolos practicos de la CZE. Corresponde
mencionar que en el Nivel 3 se encuadran los modelos que consideran simultdneamente los
fenémenos que se desprecian en los Niveles 1 y 2. Estos modelos son fuertemente no
lineales con una alta complejidad computacional. En general no se justifica el esfuerzo
puesto en la formulacién y computacion de estos modelos para considerar estudios de la
CZE, tendiendo en cuenta que el Nivel 2 tiene hipotesis simples muy adecuadas para
sistemas diluidos. Asimismo, los modelos del Nivel 3 no permiten una visualizacion
simple del rol que tienen los diferentes parametros fisicoquimicos del protocolo en la
optimizacion del electroferograma, debido a que la interpretacion de los resultados
obtenidos requiere el procesamiento de datos numéricos a través de graficos paramétricos

de casos tipicos.

Tabla 1.2.1. Niveles tipicos del modelado de la CZE.

Modelos Difusion Electrodispersion Fenémenos descriptos
Nivel 1 Ideal No-lineal Formacion de frente y cola del
D; =0 Pe #0 electroferograma (analitico)
Nivel 2 No-ideal Lineal Varios de ellos, principalmente
D; #0 Pe =0 dispersion (analitico y
computacional)
Nivel 3 No-ideal No-lineal La mayoria de ellos
D; #0 Pe %0 (computacional)
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1.3 Ecuaciones fundamentales

Para el desarrollo del modelo basico propuesto en esta Tesis, se consideran en
primer lugar, las ecuaciones de balance de las propiedades fisicoquimicas relevantes que
son necesarias para modelar el electroferograma en la CZE. Estas ecuaciones se presentan
en forma general, para luego aplicarlas rigurosamente en la descripcion del EOF y de la
migracion electroforética de analitos en el Capitulo 2, Secciones 2 y 4, respectivamente. Se
estudian asi las ecuaciones de los balances de masa y de cantidad de movimiento de
soluciones electroliticas acopladas a efectos térmicos y eléctricos. Asimismo, los balances
de energia, carga eléctrica y especies ionicas se consideran partiendo de la bibliografia
fundamental del tema (ver, por ejemplo, Probstein, 1989; Russel et al., 1989). Para
visualizar la estrategia metodoldgica mas claramente, se expresan a continuacioén las
ecuaciones de balances mas relevantes que son el marco de referencia a lo largo de toda la

Tesis para obtener las ecuaciones especificas usadas en el modelo propuesto.

Conservacion de materia (Ecuacion de continuidad)

9P V. (pv)=0 (1.3.1)

N
donde pzz pi es la densidad de mezcla que involucra la densidad p; de N
i=l

especies, V es la velocidad de mezcla y t indica el tiempo. La densidad de mezcla se
considera aproximadamente constante para pequefios cambios de concentracion y

temperatura que ocurren en el capilar, permitiendo expresar V -v=0.

Balance de cantidad de movimiento (Ecuacion de Navier-Stokes)
0 \' 2
pa+y-Vy =-Vp+npV-v+pg+p. E (1.3.2)

En la Ec. (1.3.2), p es la presion, 7 es la viscosidad de la solucion electrolitica, g

es el vector gravedad y E es el campo eléctrico. En este trabajo e indica la carga

N
elemental. Asi, la distribucion de carga eléctrica por unidad de volumen p, = Zezi n; en
i=1

el BGE, que depende de la valencia z; del i6n y de la concentracion numérica n; del i6n

20



(lejos de la pared del tubo la concentracion del i6n es n;”), debe satisfacer el balance de

carga como se expresa seguidamente.

Balance de carga eléctrica (Ecuacion de Poisson-Boltzmann)

ev2y——p, (1.3.3)

Se define el campo eléctrico E =-V i, donde y es el potencial eléctrico en la

solucion electrolitica y & es la permitividad eléctrica. Debido a que las leyes de la
electrostatica son validas dentro del marco de la CZE, el campo eléctrico se considera

irrotacional.

Balance de energia
También se necesita el balance de la energia interna del BGE, u(T, p) como una
funcion de la temperatura T y la densidad p. Debido a que la densidad del BGE es

aproximadamente constante (excepto en el término gravedad) se obtiene,

oT

PCV((?,[JFV'VTj:szTJFZZZZJF J-J (1.3.4)

1
o
donde C, es la capacidad calorificay k es la conductividad térmica del BGE y se suponen

aproximadamente constantes. En la Ec. (1.3.4) la temperatura T varia en la solucién

debido a: (a) el efecto Joule asociado con el término J-J/o, donde J es la corriente

N
eléctrica, o = Z ez;n; yiT es la conductividad eléctrica del BGE y yiT es la movilidad
i=1

total del ion i, (b) disipacion viscosa 77y : /2, la cual es del orden de la viscosidad del
agua y se desprecia. Aqui, y = VyT +VV es el tensor velocidad de deformacion, donde la

operacion de transposicion se indica mediante el superindice T .

Balance iénico

(aa':‘ +v-Vnij=—v-J? (13.5)
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En la Ec. (1.3.5), el flujo difusivo J ? =n; Q? de iones i involucra dos fuerzas, una

es la asociada con el movimiento browniano y la otra es consecuencia del potencial

eléctrico. Asi, se puede expresar,
37 =ni(v; —v) = —kgTayV; — ez Vyr (1.3.6)
donde la velocidad del i6on v; incluye la velocidad de mezcla v, la velocidad

electroforética v{ y la velocidad de difusion u; . Enla Ec. (1.3.6) @; =1/67na; esla

movilidad hidrodindmica del i6n que se expresa como la inversa del coeficiente de friccion

de Stokes definido para una particula de radio a; suspendida en un medio fluido, y kg es

la constante de Boltzmann.

A través de las ecuaciones Ecs. (1.3.1) a (1.3.6) se describen y cuantifican los
fendmenos electrocinéticos basicos que permiten evaluar el electroferograma de un analito
o de una mezcla de analitos que deben ser separados mediante la CZE.

El modelo basico propuesto en esta Tesis considera diferentes aspectos que
describen los fenomenos principales presentes en la CE y que se analizan en particular en
el Capitulo 2. Se adelanta aqui, que este modelo (Ecuaciones (1.3.1) a (1.3.6)) se presenta
en la Parte II con distintos niveles de complejidad dependiendo del propdsito de su

aplicacién y/o del tipo de analitos involucrados en el estudio (ver, Capitulos 3,4, 5,6y 7).

1.4 Importancia del uso de modelos tedricos en la CZE

Antes de continuar con el desarrollo de la Tesis, es natural considerar la siguiente
pregunta ;por qué usar modelos teoricos en la CZE? Es evidente que para encontrar las
condiciones apropiadas de separacion de analitos en la CZE desde el punto de vista
experimental, se requiere mucho tiempo y ademas es un procedimiento muy tedioso,
generalmente por prueba y error. En este sentido, los multiples factores que influencian la

separacion electroforética se deben seleccionar adecuadamente, tales como, el pH, la

fuerza io6nica, el voltaje aplicado, la temperatura, el tipo de buffer y la concentracion, las
dimensiones del capilar, la inyeccion de la muestra (modo y tiempo de inyeccion), los
aditivos agregados al buffer (metanol, acetonitrilo, etc) y otros. Esto implica que los
métodos necesitan ser desarrollados y optimizados por el operador de la CE para cada
aplicacion particular. Por lo tanto, el disponer de modelos que permitan una simulacion del

electroferograma antes de la experimentacion, acorta de manera significativa el tiempo de
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desarrollo y optimizacion experimental de un protocolo y evita las aproximaciones
heuristicas (ver Capitulo 3 en la Parte II).

En adicion a las ventajas practicas enumeradas en el parrafo anterior es relevante
mencionar que el uso de modelos adecuados permite la evaluacion de pardmetros
fisicoquimicos tales como la carga efectiva y el radio hidrodinamico de los analitos y la
interaccion entre ellos y el BGE, en el cual se efectlia la separacion. En este sentido
también es posible obtener informaciones adicionales, tales como la hidratacion y las

variaciones en las constantes de disociacion, pK; de los grupos cargados (ver Capitulo 4),

los cuales son relevantes para describir el comportamiento hidrodindmico y las
conformaciones probables de los analitos. Este ultimo aspecto se aplica en particular a
proteinas, péptidos y aminodcidos y se describe en detalle en la Parte I, en los Capitulos 4,
5y 7, respectivamente.

Concluyendo, los modelos propuestos en esta Tesis (basico y extendidos) se pueden
usar de tres formas diferentes:
(I) A partir del electroferograma inicial, es posible perturbar la velocidad electroforética de

cada analito (variando, por ejemplo, el pH o la | ), para adoptar el protocolo de trabajo

mas conveniente segin las necesidades separativas que se desean obtener (resolucion
relevante). Es decir, es posible encontrar las condiciones apropiadas de resolucion previa a
la corrida experimental.

(IT) Cuando se dispone del tiempo de migracion o la movilidad electroforética que se
obtienen a partir del electroferograma experimental, es posible estimar parametros
fisicoquimicos de analitos tales como: radio hidrodindmico, difusividad molecular, carga
efectiva, hidratacion, forma y potencial zeta.

(IIT) Si se conocen la carga efectiva o el radio hidrodinamico o se supone una forma
particula esférica, es posible predecir con cierta aproximacion la movilidad eléctroforética

del analito en estudio.
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Capitulo 2

Aspectos generales considerados en el modelo basico

En este capitulo se consideran los aspectos fenomenologicos mas relevantes de la
CZE mediante las ecuaciones de balances, mencionadas en el Capitulo 1. En las Secciones
2.1 a 2.5 se analizan desde el punto de vista tedrico y se ilustran o validan
experimentalmente: la inyeccion de la muestra, el flujo electroosmoético, el potencial zeta
de tubo, la migracion electroforética, la deteccion axial de analitos y los fendmenos
dispersivos. Estos aspectos generales que componen el modelo basico de la CZE se

incluyen luego en un programa computacional (ver Seccion 2.6).

2.1 Inyeccion de la muestra
2.1.1 Introduccion

La inyeccion de la muestra es un procedimiento crucial en la CE. Aun en el caso de
que las variables fisicoquimicas del protocolo electroforético estén optimizadas, es
frecuente encontrar que se puede producir una separacion no satisfactoria si la inyeccion de
la muestra se realiza sin contemplar rigurosos cuidados. Desde el punto de vista teérico, la
muestra se debe introducir en el capilar con un volumen “infinitamente” pequefio para
minimizar la dispersion inicial de la zona de muestra de los analitos (Khun y Hoffstetter-
Khun, 1993). Sin embargo, es también claro que en la practica esta condicion es dificil de
lograr. El tamafo de la muestra en la CE est4 determinado por el tiempo que se utiliza para
la introduccién de la muestra en el capilar que se expresa normalmente en segundos.

En este sentido, se debe sefialar la importancia de comprender los factores que
controlan los anchos de los picos que se observan experimentalmente en la deteccion.
Vinther y Seeberg (1991) demostraron que la eficiencia de pico decrece de forma
importante cuando aumenta el tiempo de inyeccién y por lo tanto con el aumento de la
longitud de la zona de inyeccion de muestra. Sin este conocimiento, no es posible
establecer el disefio de los pardmetros Optimos para una separacion mediante CZE (Huang
et al., 1989). Por consiguiente, se infiere que la inyeccion o introduccion de la muestra en
el capilar tiene un importante impacto en la resolucion del electroferograma. Es decir, los

efectos de la inyeccion inciden en la eficiencia de la CE, que se expresa a través del
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numero de platos tedricos. El mayor deterioro en el electroferograma se encuentra para una
longitud grande de la zona de muestra en un capilar relativamente corto (Delinger y Davis,
1992). Este aspecto se puede visualizar mejor cuando se analizan con mads detalles los
fenémenos dispersivos asociados a la deteccion de analitos, en la Seccion 2.5.

Como se describe e ilustra apropiadamente en la bibliografia la introduccion de la
muestra en el capilar se puede realizar de diferentes maneras (ver, por ejemplo, Heiger,
1992; Khun-Hoffstetter-Khun, 1993). Las dos metodologias que se utilizan para la
inyeccion de la muestra son: (1) la forma hidrodinamica (con sus tres variantes: por
presion, por vacio y por efecto-sifoén) o (2) la forma electrocinética (también llamada por
electromigracion). A continuacidon se analiza la forma hidrodindmica de inyeccion de la
muestra que es la que se usa en la parte experimental y en general en los protocolos que se

toman de la bibliografia con el propdsito de analizar los modelos propuestos en esta Tesis.

2.1.2 Inyeccién hidrodinamica

La introduccion de la muestra en el capilar en forma hidrodindmica es el modo que
se usa con mayor frecuencia, y como se analizara mas abajo, presenta ciertas ventajas. Esta
se puede lograr por aplicacion de presion en el reservorio que contiene la muestra (vial de
entrada o inlet); por vacio en el extremo final del capilar (vial de salida o outlet); o por una
accion de efecto-sifon, el cual se obtiene si se eleva el vial de inyeccion con relacion al vial
de salida de manera de establecer una variacion de altura entre ambos viales. Es relevante
mencionar que la cantidad de muestra que se introduce en el capilar con la inyeccion
hidrodinamica es casi independiente de la composicion de la muestra.

Consecuentemente, en la practica, el vial que contiene el BGE se reemplaza por el
vial que contiene la muestra de tal manera que el capilar queda inmerso en la solucioén de
muestra. Después que se completa la inyeccion de la muestra, el vial de muestra se
reemplaza nuevamente por el vial que contiene el BGE y comienza el proceso de
separacion. En estas condiciones, el volumen de muestra que se introduce en el capilar es
funcién de las dimensiones del capilar (didmetro interno y longitud total), la viscosidad del
BGE, la presion aplicada y el tiempo de inyeccion. Es importante también sefialar que se
debe controlar con precision la temperatura del capilar, debido a que la viscosidad del BGE
varia con la temperatura y en consecuencia varia asi la cantidad de muestra que se

introduce en el capilar (ver, Khun y Hoffstetter-Khun, 1993). Estos aspectos que se
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mencionan aqui brevemente, se analizan y se ejemplifican con célculos, mas adelante en
esta seccion.

Es importante mencionar que es de interés practico conocer la diferencia de presion
que se debe aplicar al sistema y la duracion del tiempo de inyeccidon para introducir la
muestra adecuadamente en el capilar. Asimismo es util calcular la cantidad de muestra
(expresada como volumen de muestra) que se introduce en el capilar y establecer la forma
que toma el piston de muestra que se inyecta. En consecuencia, con este proposito se
procede con el siguiente analisis.

Si se considera el inicio del flujo bajo la aplicacion subita de un gradiente de

presion Ap/L;, el volumen V; de muestra que se introduce durante un tiempo t en el
capilar de longitud total L; satisface la siguiente expresion, la cual se obtiene a partir de

los balances de conservacion de materia y de cantidad de movimiento del fluido dentro del

capilar (Ecs. 1.3.1y 1.3.2),

4
i:—Apﬂdl teft 2.1.1)
12877 L
En la Ec. (2.1.1) d; es el diametro interno del capilar, 7 es la viscosidad del BGE y
tefr s el tiempo efectivo de inyeccion si se consideran los efectos transitorios asociados al

hecho de que la muestra arranca desde el reposo antes de moverse dentro del tubo capilar.

El tiempo efectivo se calcula a partir de,

© 8 pd.> dant
o =t+ >~ fexpl - T2 |y (2.1.2)
e 6 2

n=l ann] pdi

donde ¢, son valores caracteristicos (eigenvalues) del problema basico (raices de la
funcion de Bessel). En la mayoria de las circunstancias practicas te ~t y la evaluacion

de la Ec. (2.1.1) para obtener V; se realiza directamente con el tiempo de inyeccion t. En

consecuencia, para las determinaciones practicas, es posible calcular el volumen de

muestra que se inyecta aplicando directamente la conocida ecuacion de Hagen-Poiseuille,

ignorando los efectos del flujo transitorio,

Vi= %t (2.1.3)
t

La Ec. (2.1.3) indica que el volumen de muestra que se introduce en el capilar en

forma hidrodinamica se puede manipular si se varia el tiempo de inyeccion y/o la
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diferencia de presion para dimensiones del capilar, d; y L;, fijas. Si la inyeccion de la

muestra se lleva a cabo por gravedad la diferencia de presion estd dada por la presion
hidrostatica, la cual se define como Ap = p g Ah, siendo p la densidad de la solucion de
muestra, g la aceleracion de la gravedad y Ah la diferencia de altura entre los niveles de
liquido contenidos en los viales de la muestra y del BGE.

En este sentido se mencionan a continuacion las consideraciones que se tienen en
cuenta para aplicar directamente la Ec. (2.1.3) (ver para mas detalles, Byron Bird et al.,
1960):

(a) El flujo es laminar, con nimero de Reynolds, Re =d; <Vz > p/n, menor de 2100, donde

d; =2R, aqui R es el radio del tubo capilar y <v> es la velocidad promedio. Si se calcula

el Re para el caso de la inyeccion de muestra con Ap = 0.5 psi, se obtiene Re = 5.1072 y
para el lavado del capilar con Ap=20psi resulta Re=2. Se observa, en ambas

circunstancias, que los valores que se obtienen son sustancialmente menores que 2100.

(b) La densidad p es constante (flujo incompresible).

(c) El flyjo es independiente del tiempo (estado estacionario), aunque pasa por un periodo
de transicion corto, llega rapidamente al estado estacionario.
(d) El fluido es newtoniano.
(e) Se desprecian los efectos hidrodinamicos de entrada y salida.
(f) El fluido se comporta como un continuo material.
(g) No hay deslizamiento en la pared, lo cual es una excelente suposicion para fluidos
puros bajo las condiciones supuestas en (f).

Es evidente, de acuerdo a lo mencionado en el parrafo anterior, que después de la
introduccion de la muestra en el capilar, ésta no queda distribuida en la entrada del mismo

como un tapén cilindrico perfecto. En efecto, el perfil axial z¢ (r) de la muestra varia con

la coordenada radial r de acuerdo a la siguiente ecuacion (Piaggio y Deiber, 2001 y 2003),

Apd;* r?
2. (="t -t 2.1.4
¢ (r) T e (2.1.4)

En la Figura (2.1.1) se ilustra el frente de muestra para una inyeccion
hidrodindmica tipica en la CZE. En esta figura el tapén ideal se indica con una linea
horizontal donde se observa la aproximacién asociada a la hipdtesis de distribucion

uniforme de muestra en la entrada del capilar, después de la inyeccion de la misma.
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No obstante, en el modelado de la CZE la cantidad de muestra que se introduce en
la entrada del capilar se considera idealmente como un tapén cilindrico con una longitud h

definida a través del volumen de muestra expresado por la Ec. (2.1.3), la cual satisface
h=V, /(7rR2). Como se menciond antes, debido a que el tamafo del tapon de muestra

afecta la resolucion del electroferograma (Radko et al., 1997), el tiempo de inyeccion que
se emplea para la introduccion de la muestra en el capilar se debe elegir cuidadosamente.
En el Capitulo 3 se ilustra como tiempos diferentes de inyeccion afectan el tiempo de
deteccion del analito, lo cual se observa nitidamente en el electroferograma experimental y
se simula correctamente con el modelo basico y el programa computacional que se

propone en la Tesis.
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Figura 2.1.1. Perfil del frente de muestra para un tiempo de inyeccion de 3 segundos, en una corrida
tipica de CZE. La caida de presion es 0.5 psi. La linea horizontal indica el frente del tapon de
muestra (ideal).

2.1.3 Inyeccidn electrocinética

La inyeccion electrocinética, también designada por electromigracion, se
fundamenta en el hecho de que la aplicacién de un voltaje entre los extremos del tubo
capilar causa movimiento electroforético y electroosmético. Usualmente el campo eléctrico
que se aplica en esta forma de inyeccion de la muestra es 3 a 5 veces menor que el que se
usa en la separacion, el cual varia desde 1 a 30 kV. En consecuencia, en la inyeccion
electrocinética los analitos entran en el capilar por migracién y por acciéon del EOF. Una
propiedad caracteristica de la inyeccion electrocinética es que la cantidad de muestra que

se introduce en el capilar depende de la movilidad electroforética de cada uno de los
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solutos. Por consiguiente, ocurre entonces una discriminacion indeseada entre las especies
ionicas debido a que los iones mas moviles serdn inyectados en mayor cantidad que
aquellos menos moviles. También puede ocurrir que la cantidad de muestra inyectada varie
en funcion de la conductividad del medio. Por lo tanto la composiciéon de la muestra
influye en esta modalidad de inyeccion (Grossman y Colburn, 1992). Todos estos
fenomenos hacen que en general se considere la inyeccion electrocinética menos
reproducible que la inyeccion hidrodindmica. No obstante, a pesar de las limitaciones
cuantitativas, la inyeccion electrocinética es muy simple y no requiere instrumentacion
adicional. Ademas es ventajosa en determinados casos, por ejemplo, (a) si se desea
discriminar entre un componente de interés y contaminantes, (b) cuando se usan medios
viscosos o geles (poliacrilamida) en el capilar, donde no es posible la inyeccion
hidrodindmica y (c) si se desea concentrar un componente a partir de una soluciéon de la

muestra diluida.

2.1.4 Efecto de la cantidad de muestra que se inyecta en el capilar sobre la separacion

Como se describe con mas detalles en la Seccion 2.5, son varios los parametros que
se deben controlar para lograr una buena resolucion y eficiencia en la CE (Roberts et al.,
1989). Uno de estos parametros con alta incidencia en la resolucion de la CZE es el
volumen de muestra que se inyecta en el capilar o mas especificamente la longitud del
piston de inyeccion de muestra que se debe mantener en un valor minimo para lograr una
eficiencia alta en la separacion (Otsuka y Terabe, 1989). En este sentido, tipicamente, un
volumen de inyeccion de muestra menor de 2 % del volumen total del capilar (es decir,
menor de 40 nL en una columna capilar de 2 puL) conduce a una separacion Optima en la
CE (Blanc et al., 1997). En general, se desean evitar los picos anchos y poco resueltos. Sin
embargo, los analitos presentes en muestras diluidas o en un medio complejo como suero,
plasma u orina, y a menudo en baja concentracion, pueden no ser detectados en estas
condiciones. Por consiguiente, la experiencia practica indica que se necesita inyectar
mayor cantidad de muestra para lograr un analisis satisfactorio. En consecuencia, se debe
recurrir a alguno de los métodos de preconcentracion de la muestra (ver también, Vizioli et
al., 2004; Schwer et al., 1993), tales como: autoenfocado de la muestra (sample self-
stacking), enfocado por voltaje (field amplified stacking), isotacoforesis transitoria o
isoelectroenfoque (Blanc et al., 1997). El autoenfoque de la muestra ocurre cuando la

fuerza idnica y, por consiguiente la conductividad de la muestra es menor que la fuerza
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16nica del BGE de separacion. En este sentido, al ser menor la conductividad de la muestra,
existe un campo eléctrico local mayor, y los solutos migran mas rapidamente. Esta
migracion rapida continua hasta que los solutos alcanzan el limite de la zona de alta
conductividad del BGE. En este limite la movilidad de los solutos se reduce, causando que
ellos se apilen o enfoquen en una zona concentrada. Los principios de enfoque por voltaje
(electroenfoque) son similares a aquellos de autoenfoque de la muestra. Jandik y Bonn
(1993) sefialaron que en presencia del fenémeno de electroenfoque se puede apreciar una
clara diferencia entre los electroferogramas de una muestra de igual concentracion pero
disuelta inicialmente en dos medios diferentes, por ejemplo, en agua y en el mismo BGE
de separacion. Con relacion a este tema se describen mas detalles en el trabajo de Chien y
Burgi (1992) y se presenta un tratamiento matematico mas completo en Chien (1991).

Es relevante senalar que la sobrecarga de muestra, que se menciona en la
bibliografia como sample overloading, puede tener dos efectos de importancia, ambos
detrimentales para la resolucion (ver, Poppe, 1992). Primero, las longitudes de inyeccion
de muestra mayores que el ancho de zona controlado por la difusion, aumentaran
proporcionalmente el ancho de pico. Segundo, pueden incrementar las inhomogeneidades
del medio y distorsionar las formas de los picos causado por las desigualdades entre las
conductividades del BGE y de la zona de muestra. Este Gltimo aspecto se estudia a través
de la Funcion Reguladora de Kohlrausch (ver, por ejemplo, Jandik y Bonn, 1993; Heiger,
1992).

2.1.5 Ejemplos de calculos realizados con un programa computacional simple

Como se menciond al comienzo de esta seccidn, en el modelo basico propuesto en
la Tesis, se considera fundamentalmente la inyeccion hidrodindmica por presion, debido a
que, en general, en las aplicaciones practicas, es el modo que se usa cominmente.
Considerando los conceptos teodricos y las ecuaciones, que se mencionaron mas arriba, y
que se usan en la primera etapa del modelo basico para describir la inyeccion de la muestra
en el capilar, es posible estimar, antes de comenzar la separacion electroforética, el tiempo
optimo de inyeccion y el volumen de muestra que se debe introducir en el capilar.
Asimismo, es posible determinar el valor limite para que el ancho del piston de muestra no
sobrepase las dimensiones aceptadas como Optimas, de tal manera que la dispersion no se
magnifique y lograr una mayor eficiencia, en principio, desde el punto de vista de la

inyeccion de la muestra. Con este propdsito se utiliza un programa computacional simple
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que involucra la Ec. (2.1.3). Los resultados obtenidos permiten visualizar el efecto que

tienen las variaciones de las dimensiones del capilar (L; y d;) en el volumen de muestra

que se inyecta. Los resultados se presentan en la Tabla 2.1.1.

Tabla 2.1.1. Variaciones del volumen de muestra V;, que se inyecta en capilares con diferentes dimensiones

(longitud total, L; y didmetro interno, d; ) para un mismo tiempo de inyeccion t =1s.

Ly (cm) d; (um) Vi (nL)
20 50 2.4
50 50 1.2
20 50 24
20 75 12.4

Se observa en la Tabla 2.1.1, que si el tiempo de inyeccion por presion (0.5 psi) es

1 segundo, se introducen 2.4 nL de muestra en un capilar de d;=50 um y L;=20 cm y
solamente 1.2 nL en un capilar de d; =50 umy L;=50 cm. En efecto, un capilar mas largo

presenta una resistencia mayor al flujo de liquido que un capilar mds corto, por
consiguiente, es claro que se introduce una cantidad de muestra menor. Como segundo
ejemplo se puede sefialar que con 1 segundo de inyeccion (a 0.5 psi) se introducen 2.4 nLL

de muestra en un capilar de d; =50 um y L;=20 cm y un volumen notablemente mayor,
igual a 12.4 nL, en un capilar de d; =75 um y L;=20 cm. El capilar de d;, mayor resiste

menos el flujo de liquido, por esta razoén es posible introducir una cantidad de muestra
mayor. Asimismo, en las Tablas 2.1.2 y 2.1.3 se presentan de manera ilustrativa, y
principalmente por su valor practico, las estimaciones de los volumenes de muestra que se
introducen en el capilar y que se calculan a partir de la Ec. (2.1.3), si se usan diferentes
tiempos de inyeccion, que varian entre 1 y 10 segundos, para capilares de longitudes
totales y diametros internos variables segun se especifica en cada tabla. En todos los casos
evaluados, la temperatura se mantiene constante e igual a 25 °C. Es relevante mencionar
que el cambio de temperatura afecta la viscosidad del BGE y en consecuencia se producen
cambios en el volumen de muestra que se inyecta para un mismo tiempo de inyeccion. Este
ultimo aspecto se analiza y visualiza mas abajo, en la Tabla 2.1.4. En adicion, en la Figura
2.1.2 se representan los valores calculados para el volumen de muestra que se introduce en

el capilar (ver, Tabla 2.1.3) en funcién de los distintos tiempos de inyeccion. Para una

31



rapida visualizacion se sefiala con una linea horizontal el limite aceptable para que no se
produzca deterioro en el proceso de separacion a causa de los fendmenos dispersivos
originados a partir de que el volumen de muestra que se introduce en el capilar resulta
inadecuado. Es decir, por arriba de la linea horizontal, el valor de h correspondiente al
tapon de muestra excede los limites aceptables y provocaria un deterioro en la resolucion

del electroferograma.

Tabla 2.1.2. Estimaciones del volumen de muestra Vj, que se introduce en un capilar de longitud total L
variable y didmetro interno d; =50 um con diferentes tiempos de inyeccion t, a 25 °C, tipicamente usados
en experiencias de CZE.

Dimensiones del capilar: d; =50 pm
Li=27cm L =37cm L =47 cm L; =57 cm

t (s) V; (nL)
1 22 1.6 1.25 1.0
2 43 3.2 25 2.1
3 6.5 48 3.7 3.1
4 8.7 6.3 5.0 4.1
5 10.9 7.9 6.2 5.1
6 13.0 9.5 75 6.2
7 15.2 11.1 8.7 7.2
8 174 12.7 10.0 8.2
9 19.5 14.3 11.2 9.3
10 21.7 15.8 12.5 10.3

Tabla 2.1.3. Estimaciones del volumen de muestra V; que se introduce en un capilar de longitud total L
variable y didmetro interno dj =75 um con diferentes tiempos de inyeccion t, a 25 °C, tipicamente usados
en experiencias de CZE.

Dimensiones del capilar: d; =75 um
Lt =27cm L =37cm L =47 cm L; =57 cm

t (s) Vi (nL)
1 11 8.0 6.3 52
2 22 16.0 12.6 10.4
3 33 24.1 18.9 15.6
4 44 32.1 25.3 20.8
5 55 40.1 31.6 26.0
6 66 48.1 37.9 31.2
7 77 56.0 442 36.4
8 88 64.2 50.5 41.6
9 99 72.2 56.8 46.9
10 110 80.2 63.1 52.1
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Figura 2.1.2. Volumen de muestra V; que se introduce en el capilar (calculado a partir de la Ec.
(2.1.3)) para distintos tiempos de inyeccién t y capilares de didmetro interno dj =75 pm y
longitud total L; variable (27, 37, 47 y 57 cm, alternativamente). La linea horizontal indica un

volumen de muestra de 40 nL por arriba del cual en la practica se observa deterioro en el
electroferograma.

Asimismo, como se menciond mads arriba, es importante considerar la variacion de
la viscosidad del BGE con la temperatura. En efecto, un cambio de temperatura modifica la
viscosidad del BGE y en consecuencia varia el volumen de muestra que se introduce en el
capilar (ver, Ec. (2.1.3)). Al aumentar la temperatura disminuye la viscosidad del BGE y
por consiguiente aumenta el volumen de muestra que se inyecta (Khun- Hoffstetter-Khun,
1993). En la Tabla 2.1.4 se ilustra este aspecto de acuerdo a los calculos realizados. Asi,
por ejemplo, para un capilar de Ly =27 cmy d; =50 um y un tiempo de inyeccion de 2
segundos se muestra la variacion en la cantidad de muestra que se introduce en el capilar
para diferentes temperaturas. Si se considera un cambio de temperatura de 25 a 35 °C, se
observa una variacion del 28 % en la cantidad de muestra que se inyecta en el capilar. Si se
considera un cambio de temperatura mayor, de 20 a 50 °C, practicamente se duplica la
cantidad de muestra que ingresa al capilar, teniendo en cuenta que el valor de la viscosidad
practicamente se reduce a la mitad. En este sentido, el modelo basico propuesto en esta
Tesis, considera este efecto incluyendo la siguiente expresion que tiene en cuenta la
variacion de la viscosidad del BGE con la temperatura,

17 =0.001(0.25 +1.53 exp[- (T —273)/29.32)) (2.1.5)
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Particular interés presenta este aspecto cuando se usa el modelo para el estudio de la
desnaturalizacion térmica de proteinas (ver Capitulo 6). En este sentido, es necesario
considerar el efecto de la variacion de la viscosidad del BGE con la temperatura sobre la

movilidad electroforética para evaluar correctamente los resultados.

Tabla 2.1.4 Variacion del volumen de muestra V; que se inyecta en el capilar como consecuencia de la

disminucién de la viscosidad del BGE, al cambiar la temperatura en el rango de 20 a 50 °C. El tiempo de
inyeccion de la muestra t se mantiene constante e igual a 2 segundos.

T (°C) n 10° (Pa's) V; (nL)

20 1.02348 3.8
25 0.902207 4.3
30 0.799952 4.9
35 0.713728 5.5
40 0.641023 6.1
45 0.579717 6.8
50 0.528023 7.4

2.2 Flujo electroosmético
2.2.1 Definicion y caracteristicas del flujo electroosmotico

La electrodosmosis es un fendmeno basico en los procesos de separacion
electroforética. Se describe como el movimiento relativo de un liquido con relacion a una
superficie cargada causado por accion de un campo eléctrico. Este movimiento se conoce
también como flujo electroosmotico (EOF) y se manifiesta siempre que se aplica un voltaje
a un sistema liquido que esta en contacto cercano con una superficie cargada, por ejemplo
el capilar de silice fundida en el caso de la CE. La magnitud y direccion del EOF dependen
de la composicion quimica del capilar y de la naturaleza de la solucidon contenida dentro
del tubo, es decir del BGE. Empiricamente se encontr6 que la fase con la mayor constante
dieléctrica se polariza positivamente en contraposicion a la otra. El agua, debido a su
constante dieléctrica extremadamente alta, estd de manera usual polarizada positivamente
en comparacion con la superficie del capilar de silice fundida. Por lo tanto, si se aplica un
campo eléctrico entre los extremos del capilar, los iones moviles de la solucion migran con
su agua de hidratacion hacia el polo negativo provocando el flujo de toda la solucién.

(Khun y Hoffstetter-Khun, 1993). En general, bajo condiciones acuosas la mayoria de las
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superficies poseen un exceso de cargas negativas. Este hecho puede ser la consecuencia de
un proceso de ionizacion de la superficie, es decir, el resultado del equilibrio acido-base,
y/o puede ocurrir a partir de la adsorcién de especies idnicas sobre la superficie. Para el
caso de la silice fundida probablemente ocurren ambos procesos, sin embargo el EOF esta

controlado fundamentalmente por los numerosos grupos silanoles (SiOH) que pueden

existir en la forma anionica (SiO™). La Figura 2.2.1 (a) ilustra este aspecto. A pesar de que
el punto isoeléctrico exacto de la silice fundida es dificil de determinar, el EOF adquiere

importancia por encima de pH 4. Asimismo, los materiales no idnicos tales como el teflon

también pueden exhibir EOF, presumiblemente como resultado de la adsorcidon de aniones

(Heiger, 1992).

iy
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Figura 2.2.1. Desarrollo del flujo electroosmoético: (a) Superficie del capilar de silice fundida

cargada negativamente (SiO™ ). (b) Cationes hidratados acumulados cerca de la superficie. (c) Flujo
de liquido en direccion al polo negativo al aplicar un campo eléctrico (Heiger, 1992).
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Con respecto al analisis de la generacion del EOF es importante mencionar que los
contraiones (cationes en la mayoria de los casos) que se encuentran cerca de la superficie
para mantener el balance de cargas, forman la doble capa eléctrica (EDL) (Figura 2.2.1 (b))
y crean una diferencia de potencial muy cerca de la pared. Este potencial se conoce como
potencial zeta de tubo (ver Seccidon 2.3). Como se menciond antes, cuando se aplica un
voltaje entre los extremos del capilar los cationes que forman la capa difusa de la EDL son
atraidos hacia el polo negativo. Debido a que estos iones estan solvatados, al moverse
arrastran la soluciéon del BGE contenida en el capilar en ese sentido. Este proceso se
muestra esquematicamente en la Figura 2.2.1 (¢).

Por consiguiente, el potencial zeta del tubo capilar esta determinado esencialmente
por la carga superficial de la pared interna del capilar. Debido a que la carga depende

fuertemente del pH, la magnitud del EOF varia con el pH. A pH alto, donde los grupos

silanoles estan predominantemente deprotonados, el EOF es significativamente mayor que

a pH muy bajo con abundancia de protones. El potencial zeta del tubo también depende de

la fuerza i6nica del BGE, como se puede explicar mediante la teoria de la doble capa
eléctrica. En este sentido, un aumento de la fuerza idnica implica una compresion de la
EDL, una disminucién del potencial zeta y consecuentemente la reduccion del EOF.

Una caracteristica unica del EOF que se presenta en la CE es el perfil plano del
flujo. En los sistemas impulsados eléctricamente la fuerza que gobierna el flujo esta
uniformemente distribuida a lo largo del capilar, no hay una caida de presion significativa
dentro del capilar y el perfil de velocidad axial generado es casi uniforme. Solamente en la
region de la EDL, muy cerca de la superficie del capilar, el perfil de velocidad se aproxima
a cero satisfaciendo la condicion de adherencia a la pared del tubo. El perfil plano del flujo
es beneficioso para la CE puesto que no contribuye directamente a la dispersion de la
muestra. Esto estd en contraposicion al flujo generado por una bomba externa (tal es el
caso de HPLC), donde las fuerzas de friccion en la interfaz liquido-sélido causan una caida
de presion importante a través del capilar, lo cual conduce a un perfil de velocidad
parabolico. Como consecuencia, en este Ultimo caso, ocurre un gradiente de velocidad
transversal a la direccion del flujo que genera una dispersion significativa de la muestra
antes de la deteccion.

Otra ventaja del EOF es que imparte un movimiento a todas las especies (cargadas
o neutras) en la misma direccion. Bajo condiciones normales (es decir, cuando la superficie

del capilar esta cargada negativamente), el flujo se produce desde el polo positivo hacia el
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polo negativo. En efecto, los aniones son arrastrados hacia el polo negativo debido a que la
magnitud del EOF, en general es mayor que sus movilidades electroforéticas. De esta
manera cationes, sustancias neutras y aniones se pueden analizar en una misma corrida
electroforética debido a que todos migran en la misma direccion del EOF. Este proceso se
representa esquematicamente en la Figura 2.2.2, donde los cationes migran mas rapido
debido a que son atraidos electroforéticamente hacia el polo negativo, los analitos neutros
son arrastrados con la velocidad del EOF y no pueden ser separados entre ellos, mientras
que los aniones migran mas lentamente porque son atraidos hacia el polo positivo pero a su

vez son llevados por el EOF hacia el polo negativo.

Figura 2.2.2. Migracion diferencial de los solutos superpuesta al flujo electroosmético en la
electroforesis capilar por zona. (Heiger, 1992).

Aunque el EOF es beneficioso usualmente en la CE, en determinadas circunstancias

se debe controlar y en ciertos casos eliminar. Por ejemplo, a pH altos, el EOF puede ser

tan rapido que se produzca una elusion del soluto antes de que ocurra la separacion.

Reciprocamente, a pH bajo o moderado, la pared cargada negativamente puede causar la

adsorcion de los solutos cargados positivamente a través de interacciones de tipo
electrostaticas. Este tltimo fendmeno es problematico principalmente para la separacion de
proteinas con carga neta positiva. En adicion, otros modos de la CE tales como
isoelectroenfoque, isotacoforesis y electroforesis en gel, a menudo requieren la reduccion o
eliminacion del EOF.

El control del EOF requiere principalmente alteracion de la carga de la superficie
del capilar o de la viscosidad del BGE. Existen diferentes métodos para lograr esto. Los
surfactantes catidnicos como el bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) y compuestos
homologos son reactivos capaces de cambiar el signo de la superficie cargada por

adsorcion. Por ejemplo, dependiendo de la concentracion de CTAB, el EOF se enlentece y
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aun revierte a la direcciébn opuesta para concentraciones altas de CTAB. La adicion de
modificadores orgéanicos tales como alcoholes o polimeros lineales hidrofilicos también
conducen a la reduccion del EOF. Para eliminar completamente el EOF, se puede usar un
recubrimiento dinamico. En este sentido, por ejemplo, se unen covalentemente a la silice
polimeros como la poliacrilamida, con el beneficio adicional de minimizar la adsorciéon de
proteinas a la pared del capilar.

Por otro lado, la velocidad del EOF disminuye facilmente si se aplica un campo
eléctrico menor. Sin embargo, esta accidon tiene numerosas desventajas con relacion al
tiempo de andlisis, la eficiencia y la resolucion. Desde el punto de vista practico, los

cambios mas dramaticos en el EOF se logran alterando simplemente el pH del BGE.

El EOF también se modifica si se varia la concentracion del BGE y en
consecuencia, la fuerza ionica. Las concentraciones tipicas del BGE que se usan en la CZE
estin en el rango de 10 a 50 mM, aunque también se pueden llegar a utilizar
concentraciones en el rango de 100 a 500 mM. Al finalizar esta Seccidon se muestran

algunos ejemplos experimentales que ilustran las variaciones del EOF con el pH y la

fuerza idnica.

En este contexto de andlisis, la comprension y cuantificacion del EOF en la CZE es
relevante para formular un protocolo experimental que provea un electroferograma con
buena resolucion. Por consiguiente, en esta Seccion se analiza el EOF no-isotérmico en un
tubo capilar a través de las ecuaciones basicas que describen el fenomeno electrocinético
de particulas cargadas suspendidas en un fluido. Asi, el BGE es una mezcla que considera
especies cargadas en concentraciones diluidas con un perfil de temperatura variable.

Este tipo de estudio tiene distintas motivaciones practicas, y en consecuencia se
encuentran y enfatizan diferentes fenémenos, en los cuales los aspectos fisicos dependen
principalmente de las caracteristicas del sistema donde ocurre el EOF. En estos términos,
Xuan et al. (2004) investigaron numéricamente los efectos térmicos sobre el EOF en un
capilar horizontal teniendo en cuenta el acople entre el calentamiento por efecto Joule y las
propiedades del liquido que dependen de la temperatura (viscosidad, permitividad eléctrica
y conductividades eléctrica y térmica) con la velocidad, la temperatura y el potencial de
campo eléctrico. En la mayoria de los trabajos previos relacionados con el EOF no-
isotérmico en microcapilares (ver, por ejemplo, Tang et al., 2004; MacInnes, 2002; Otevrel
y Kleparnik, 2002; Andreev y Lisin, 1992; Grushka et al., 1989), no se consider6 el efecto

de la densidad de mezcla variable en el balance de la cantidad de movimiento teniendo en
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cuenta que, en principio, el vector gravedad se supone perpendicular a la direccion del
flujo. En esta Seccidon, se muestra que los efectos térmicos de boyancia (conveccion
natural) que resultan del acople entre la gravedad y la densidad variable con la
temperatura, pueden ser relevantes en la CZE, donde el capilar de silice fundida esta
usualmente enrollado en un cartucho con las secciones de entrada y salida colocadas en
posicion vertical. Por lo tanto, esta disposicion del capilar en el aparato de la CZE hace
necesario estudiar y considerar como la conveccion natural puede afectar el EOF y en
consecuencia la resolucion del electroferograma.

Sobre la base de las consideraciones fisicas mencionadas arriba, en esta seccion se
pone énfasis en la descripcidon, a través de un modelo, de las distorsiones del EOF
(idealmente un flujo plano) debido a la conveccion natural en microcapilares, donde se
introduce la aproximacién de Boussinesq con relacion a la densidad variable con la
temperatura. Por consiguiente, para visualizar facilmente la relevancia de este fendémeno en
la CZE, se excluye aqui la necesidad de usar cdédigos numéricos complejos, introduciendo
aproximaciones adicionales bien establecidas y validadas en trabajos previos como se
describe mas abajo. En consecuencia, primero se presenta una breve descripcion del
modelo y las suposiciones asociadas con el problema matematico analitico bien planteado.
Luego, se indican las expresiones que definen la velocidad, la temperatura y el potencial
eléctrico, donde se visualiza el acople de términos no lineales. Asi, estas expresiones
permiten analizar cémo la conveccidn natural puede afectar el perfil del EOF. También se
obtiene el orden de magnitud de los valores criticos para el nimero adimensional de
Grashof, para el cual se espera un deterioro de la resolucion en el electroferograma de la
CZE, cuando el radio del capilar y las propiedades del protocolo estan especificadas.
Finalmente, se presentan célculos adicionales de la velocidad electroosmoética y su relacion

con el potencial zeta de tubo, fundamentalmente por su interés practico.

2.2.2 Modelo para la interpretacion del flujo electroosmotico

Como se menciond mas arriba, uno de los primeros requerimientos para generar un
modelo de la CZE es cuantificar el EOF en un BGE particular. En efecto, el EOF se
analiza a través de las ecuaciones basicas que describen el fenomeno electrocinético de
particulas cargadas suspendidas en un fluido (ver, por ejemplo, Probstein, 1989; Russell et

al., 1989). Estas ecuaciones se aplican a la descripcion del EOF y en la Seccion 2.4 a la

39



migracion electroforética en un tubo capilar caracterizado por una longitud total L; y un
radio R. Aqui la longitud de deteccion se designa Ly y por supuesto Ly < L;.

Por consiguiente, se utilizan las ecuaciones de conservacion de masa y los balances
de cantidad de movimiento, energia e iones (ver Capitulo 1, Seccioén 1.3 y las ecuaciones
(1.3.1) a (1.3.6) alli desarrolladas) para describir en general el EOF no-isotérmico del BGE
en la CZE, cuando las propiedades fisicas dependientes de la temperatura se suponen
constantes (excepto la densidad del BGE). En adicion, estas ecuaciones permiten introducir
la aproximacién de Boussinesq como se describe mas abajo.

La ecuacion de balance para el EOF no-isotérmico se puede simplificar para el flujo
del BGE en una direccidén en estado estacionario, en un tubo capilar de radio R. Sin
embargo, para introducir la conveccidén natural en este sistema fluido, se debe aplicar la
aproximacion de Boussinesq que concierne a las fuerzas volumétricas con relacion al
campo de temperatura. Con este proposito, la densidad de mezcla se describe a través de

p= pw[ - ,B(T —TW)], donde S es el coeficiente de expansion térmica del BGE y el

subindice W indica la evaluacion de las propiedades y variables a la temperatura de la
pared del tubo capilar. En consecuencia, se encuentra que el campo de presion satisface

Vp = p, g, mientras que pwﬂ(T -Tyw )g se balancea con las fuerzas eléctrica y viscosa.

En adicion, si se desprecian los efectos de entrada del flujo en el capilar (el campo de
velocidad estd completamente desarrollado y no existe un campo de presion aplicado a lo
largo del capilar), las siguientes ecuaciones son validas después de escribir las Ecs. (1.3.1)

a (1.3.6) en el sistema de coordenadas cilindricas:

1 of( ov
——r— |t —Ty)+ pE=0 2.2.1
77r 8!’( arj Pw9 BT =Ty) + pe ( )
kli[ra—T}raEz =0 (2.2.2)
ror\ or
1o( oy
E——|Ir—— |+ pg = 223
r ar( or j Pe 223)
En las Ecs. (2.2.1) a (2.2.3), el campo eléctrico vectorial se expresa
E= —[88—1’:) e, +Ee,, donde E es el campo eléctrico externo que se aplica en la direccion

axial del vector unitario e;, a lo largo del cual se establece la corriente eléctrica J . El
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: 0 , . S
componente radial — (a—wjgr estd dado como una primera aproximacion por el modelo de
r

la doble capa eléctrica en el equilibrio. Sin embargo, aqui se requiere un analisis breve de
este ultimo aspecto fisico para introducir una hipdtesis adicional con relaciéon a la
condicién no-isotérmica. En efecto, una integracion directa de la Ecs. (1.3.5) y (1.3.6) (ver
Seccion 1.3 en el Capitulo 1) indica que la distribucion de iones en la doble capa eléctrica

bajo la condicion de equilibrio se debe corregir por efectos térmicos proporcionando,
ez ¢rl ezjy | 1 o
n; =n;° exp{——' r—a—l’[/dr} =n;° exp{——'w<?>}; por consiguiente para recobrar la

distribucion de iones clasica (Russel et al., 1989), se debe definir una temperatura

. . . L, 1 1
promedio. En este sentido, una primera aproximacion es = = = para una doble capa
w

eléctrica delgada como usualmente ocurre en la CZE, y asi se recupera la distribucion de
Boltzmann cléasica en funcion de la temperatura de la pared del capilar T, . Esta relacion se
adopta para los célculos que se realizan mas adelante con respecto al EOF.

Las condiciones de contorno para el problema matematico descripto por las Ecs.
(2.2.1) a (2.2.3) consideran en la pared del tubo la velocidad de no-deslizamiento, el

potencial zeta de superficie del tubo &; negativo (ver, Seccion 2.3) y la temperatura en la
pared T,,. También se imponen condiciones de simetria en el centro de linea del tubo

capilar. Consecuentemente, se obtiene para un electrolito z —z (Piaggio y Deiber, 2003),

oE’R? r?
T-T, = [1—§] (2.2.4)
Eedy W 3.0 1.4
== T Ng | 1-=&% + = 2.2.5
v n { gt Gr( 266 +2§ j} ( )
1+ exp[- (R —r)] tanh(e|zi|§tJ

_pKeTw el 226
V= elz;] ! elz;|¢ (220

I 1-exp[- (R —r)]tanh| — !

BTW
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donde §=F2 y kg es la constante de Boltzmann. Se  define

K = \/ 2¢2IN AIO3 / (g kBT) =1/lp, expresion que proporciona una estimacion del espesor

de la doble capa eléctrica Iy cerca de la pared del tubo también llamada longitud de

N
Debye. Aqui, N, es la constante de Avogadro y la fuerza i6nica | = Zzﬁciw /2 se
i=1

expresa en unidades de Molaridad (M = mol/L). Debido a que en el aparato de la CE, la
entrada y salida del capilar en los viales de BGE y de muestra se encuentran en posicion
vertical, el signo (+) aparece en la Ec. (2.2.5) para el caso en el que el fluido se mueve

hacia arriba en el capilar y el signo (-) para la situacion inversa. En la Ec. (2.2.5), Ng, es
el nimero de Grashof que mide la distorsion del flujo electroosmdtico debido a efectos
térmicos. Este nimero adimensional se expresa,

_ PwIBTERY _ py9pIcR®
O 24eKg|  24meK|Sy

(2.2.7)

donde I, = zzR2|i | es la corriente eléctrica. Esta ecuacion muestra que los efectos térmicos

sobre el EOF son proporcionales al radio del capilar de silice, el cual esta elevado a la
cuarta potencia, por consiguiente éste se debe elegir con el criterio de minimizar el valor
del Ng, (Piaggio y Deiber, 2001; Piaggio y Deiber, 2006). Lo mismo es valido para |,.
Asimismo, se desea una conductividad térmica alta y una permitividad eléctrica alta del
BGE, una intensidad de campo eléctrico baja y una fuerza idnica baja, expresada a través
de la conductividad eléctrica del BGE para lograr un electroferograma apropiado.

Las Figuras 2.2.3 (a) y (d) describen la distorsion que se espera en el EOF para un
protocolo relativamente drastico de la CZE, como lo predice la Ec. (2.2.5) y cuando el
diametro del tubo es grande, alrededor de 300 um, asi elegido para poner énfasis en la
manifestacion de este fendmeno.

Asimismo, la Figura 2.2.3 muestra la prediccion de la Ec. (2.2.5) cuando se usa el

potencial eléctrico asintotico y =} exp[— K(r - R)] con ¢ =-20mV. En efecto, para

este caso particular, la Ec. (2.2.5) se simplifica significativamente a través de la

aproximacion de Debye-Hiickel (es decir, ezjy / (k BTW)<<1), la cual es valida para ¢

relativamente bajo.
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A partir de la Ec. (2.2.4) también se encuentra que la diferencia de temperatura
T,-Ty=(c E2R2)/(4k) , donde T, =T(0) es la temperatura en el centro de linea, es

sensible al radio del capilar, al campo eléctrico aplicado y a la conductividad eléctrica del
BGE. Aunque R estd comprendido usualmente entre 25 y 50 um para los capilares de
silice estandares que se disponen comercialmente, o y E varian en un rango amplio de
valores, debido a que se usan diferentes fuerzas ionicas del BGE (la fuerza ioénica del BGE

también define la magnitud de o), potenciales de campo eléctrico aplicado y longitudes de

los capilares. Por consiguiente, para una corrida tipica de la CZE se espera que = R? ‘J ‘

sea menor que 65 pA, teniendo en cuenta que | J | = o E . Se demuestra mas abajo que en la

medida en que se cumpla esta condicion, el perfil del EOF ideal se satisface plenamente
cuando las hipotesis que se discutieron arriba son validas.

Las Figuras 2.2.3 (a) y (d) muestran los perfiles del EOF descendente y ascendente,
respectivamente, que se obtienen con las Ec. (2.2.5) y (2.2.6) para un potencial zeta
asintdtico bajo y a un protocolo drastico de la CZE; asi elegido para visualizar mejor las
distorsiones generadas por los efectos térmicos sobre el EOF ideal. En efecto, la Figura
2.2.3 (a) muestra que para potenciales de campo eléctrico aplicado entre 20 y 30 kV y el
protocolo mencionado en la leyenda correspondiente, se pierde la estabilidad del EOF

porque el perfil de velocidad se vuelve nulo dos veces, para 0 <& <1. En consecuencia, en

este caso se espera un reflujo que origine una mezcla de los analitos, en lugar de la
separacion deseada (flujos ascendente y descendente). Sin embargo, esta mezcla se puede
evitar manteniendo una corriente eléctrica baja (es decir, se sugiere un valor menor a 65
pA). Debido a que el comienzo de la mezcla se produce en el centro de linea cuando

Ngr =1, como se deduce de la Ec. (2.2.5), los calculos que se realizaron muestran que los

diametros de los capilares que se usan tipicamente en las corridas de CZE satisfacen la

condicion para lograr corrientes eléctricas |, relativamente bajas, teniendo en cuenta que

el BGE tiene una fuerza i6nica menor a 150 mM. En las Figuras 2.2.3 (b) y (c) se observa
lo que ocurre cuando los radios de los capilares son 100 y 50 pum, respectivamente. La
Figura 2.2.3 (d) muestra que cuando el potencial de campo eléctrico que se aplica varia
entre 0.5 y 30 kV, el perfil plano de la velocidad electroosmotica ascendente se vuelva mas
parabolico en el entorno del centro de linea, afectando asi la separacion 6ptima de la CZE.

En efecto, a pesar de que en esta seccion del tubo capilar no se encuentra reflujo debido a
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efectos térmicos (la conveccidn natural tiene la misma direccion que la del EOF), se puede
esperar una pérdida de resolucion, como consecuencia de los efectos dispersivos que se
obtendran por el aumento de E (Piaggio y Deiber, 2003). Sin embargo, es importante
sefalar (ver Figura 2.3.3 (e)), que para los radios de los capilares que se usan tipicamente
en la CZE, la distorsion del perfil plano deseado es minima y llega a ser perfectamente
plano (ver Figura 2.2.3 (f)), aun cuando el voltaje aplicado sea tan alto como 30 kV y la
fuerza i6nica del BGE alcance un valor alrededor de 200 mM.

Es relevante sefialar aqui que el modelo del EOF que se expresa a través de las Ecs.
(1.3.1) a (1.3.6) y (2.2.1) a (2.2.7), involucrando la conveccion natural en la CZE, provee
estimaciones del perfil de la velocidad electroosmotica en el tubo capilar. En efecto, los
calculos muestran que el valor del radio del capilar controla significativamente el nimero
de Grashof, el cual es proporcional al radio elevado a la cuarta potencia. Este efecto
también se analiza a través del valor de la corriente eléctrica, como se indica en la Ec.
(2.2.7). En consecuencia, queda claro que las condiciones de protocolo que se usan
normalmente en las experiencias de CZE hacen posible un perfil plano del EOF con las

ventajas mencionadas en la Seccion 2.2.1.

Velocidad

Fadio

Figura 2.2.3 (a). Velocidad axial adimensional del EOF V77/(Eg|§ t|) para el signo negativo en la
Ec. (2.2.5), que corresponde al flujo descendente en funcion del radio adimensional & para
diferentes potenciales eléctricos (30, 25, 20, 15, 10 y 0.5 kV, desde la maxima distorsion hasta el

flujo plano, respectivamente). Los otros valores de los parametros son: &£=6.9 sz/V,
n=0001Pas, T =298K, {t =-20mV, Ly =027m, | =02M y R=150 um.
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Figura 2.2.3 (b). Velocidad axial adimensional del EOF para el signo negativo en la Ec. (2.2.5), que
corresponde al flujo descendente y para diferentes potenciales eléctricos (30, 25, 20, 15, 10 y 0.5

kV). Los otros valores de los parametros son iguales a los de la Figura 2.2.3 (a), excepto
R=100 pm.

Velocidad

Radino
Figura 2.2.3 (c). Velocidad axial adimensional del EOF para el signo negativo en la Ec. (2.2.5), que
corresponde al flujo descendente y para diferentes potenciales eléctricos (30, 25, 20, 15, 10 y 0.5

kV). Los otros valores de los parametros son iguales a los de la Figura 2.2.3 (a), excepto
R =50 pm.
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Figura 2.2.3 (d). Velocidad axial adimensional del EOF para el signo positivo en la Ec. (2.2.5), que
corresponde al flujo ascendente y para diferentes potenciales eléctricos (30, 25, 20, 15, 10 y 0.5 kV).
Los otros valores de los pardmetros son iguales a los de la Figura 2.2.3 (a).
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Figura 2.2.3 (e). Velocidad axial adimensional del EOF para el signo positivo en la Ec. (2.2.5), que
corresponde al flujo ascendente y para diferentes potenciales eléctricos (30, 25, 20, 15, 10 y 0.5 kV).
Los otros valores de los parametros son iguales a los de la Figura 2.2.3 (a), excepto el R =100 um .
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Figura 2.2.3 (f). Velocidad axial adimensional del EOF para el signo positivo en la Ec. (2.2.5), que
corresponde al flujo ascendente y para diferentes potenciales eléctricos (30, 25, 20, 15, 10 y 0.5 kV).
Los otros valores de los parametros son iguales a los de la Figura 2.2.3(a) excepto el R =50 um.

2.2.3 Velocidad electroosmotica en la CZE. Determinacion experimental
La teoria que se presenta en esta seccion se usa en el sentido de garantizar que la

velocidad electroosmdtica V,, es consistente con la siguiente expresion cuando el Ng, es

pequetio (ver para mas detalles Ec. (2.2.5) y Russel et al., 1989),

_Eeor s
n

VEO -

O(Ng) (2.2.8)

donde la variacion del potencial eléctrico también se desprecia dentro de la pequena region
R—1p <r<R porque |l es muy pequeiio en la practica. La Ec. (2.2.8) se usa en esta

Tesis teniendo en cuenta que las variables de la CZE se eligen de tal manera que el nimero
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de Grashof se minimiza adecuadamente de acuerdo a las sugerencias proporcionadas y
analizadas en detalle en la Seccion 2.2.2.

Por consiguiente, en la practica, para estimar Vg, , €s posible usar directamente la

siguiente ecuacion simplificada,

E
Vg = —m 0L (2.2.9)

n
Consecuentemente, se deduce de esta expresion que Vo, se puede calcular de dos

maneras: (a) a partir del conocimiento del potencial zeta de tubo se aplica directamente la
Ec. (2.2.9) y (b) en forma experimental usando un marcador neutro, se calcula
Veo = Lo (2.2.10)
tI'T1O
donde t,, es el tiempo de migracion del analito que se usa como marcador del EOF.
Con relacion al punto (b), la forma de obtener los datos experimentales necesarios

para estimar Vg, consiste en inyectar en el capilar una marcador neutro que migra con la
velocidad del EOF. Por consiguiente, si se conoce la distancia hasta el detector Ly y se
mide el tiempo t,, que este marcador necesita para alcanzar el detector, es posible
calcular vg,, directamente con la Ec. (2.2.10). En la Tabla 2.2.1 se presentan algunos
ejemplos de variaciones del tiempo de migracion del analito usado como marcador del
EOF a diferentes pH y fuerzas ionicas. Es interesante mencionar que la sustancia que se

usa como marcador neutro debe satisfacer ciertos requerimientos. Este compuesto debe ser

soluble en agua, neutro en un amplio rango de pH , y no debe adsorberse sobre las paredes

del capilar. Ademds, debe presentar una alta absorbancia en UV para permitir una
deteccion facil de forma tal que sea posible inyectar una cantidad pequena. Para este
propdsito se sugieren como marcadores del EOF, por ejemplo, alcohol benzilico,
riboflavina, acetona, benceno, dimetilsulfoxido (DMSO) y mesitiloxido (Kenndler-

Blachkolm et al., 1996).

Los tiempos de migracion t,,, del marcador de EOF, que figuran en la Tabla 2.2.1,

son el resultado de al menos tres experiencias consecutivas. Para cada experiencia se
estimo la desviacion estandar relativa, RSD en forma porcentual. En general, en los casos

analizados la RSD no supera el 0.5 %.
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Tabla 2.2.1. Variaciones del tiempo de migracion experimental t;, del marcador de EOF (DMSO), en
funciéon de distintos valores de pH y fuerza idnica |, para concentraciones iniciales variables de acido
borico. Calculos de la velocidad electroosmotica Vgq y el potencial de tubo i, a partir de las Ecs. (2.2.10) y
(2.2.9), respectivamente.

Acido Borico 25 mM
pH 8.0 8.5 9 9.5 10.0

| mM) 1.69 466 105 174 2197
t., (min)  1.89 192 207 231 253
Ve, 10°(m/s) 1764 1736 1610 1443 1318

& (V) 0.108 0.105 0.098 0.087 0.080

Acido Borico 50 mM
pH 8.0 8.5 9 9.5 10.0

| mM) 338 932 2101 3481 4394
t., (min) 194 216 233 248 263
Veo (m/s) 1718 1.543 1431 1344 1267

& (V) 0.105 0.093 0.087 0.082 0.077

Acido Borico 75 mM
pH 8.0 8.5 9 9.5 10.0

| (mM) 507 1398 3151 5221  65.90
t,o (min) 209 224 251 268 28I
Ve, (m/s) 1595 1488 1328 1244  1.186

i (V) 0.097  0.090  0.081 0.075  0.072

Acido Bérico 100 mM
pH 8.0 8.5 9 9.5 10.0

| (mM) 676  18.64 4201 69.61  87.87
t,o (min) 222 229 254 268 286
Ve, (m/s) 1502 1456 1323 1244 1.166

& (V) 0.091 0.088 0.080 0.075  0.071
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Como se muestra en la Tabla 2.2.1 la magnitud del EOF varia con el pH, y
consecuentemente a pH alto, donde los grupos silanoles estan predominantemente
deprotonados, se espera que el EOF sea significativamente mayor que a pH bajo con

abundancia de protones, pero debido a que el potencial zeta del tubo también depende de la
fuerza i6nica del BGE, en este caso se observa que el efecto que predomina es el de la
fuerza i6nica. En este sentido, un aumento de la fuerza i6nica implica una compresion de la
EDL, una disminucién del potencial zeta y consecuentemente un aumento del tiempo de
migracion del EOF y por lo tanto la reduccion de la velocidad del EOF.

Con respecto al punto (a) y la Ec. (2.2.9), a continuacién en la Seccion 2.3, se
discute en particular el modelado del potencial zeta de tubos capilares de silice en relacion

con la composicion del BGE.

2.3 Modelado del potencial zeta del capilar en la CZE

En esta Seccion se presenta una relacion tedrica entre el potencial zeta de capilares
de silice fundida y la composicion del BGE. La misma se deriva sobre la base de la
ecuacion de Poisson-Boltzmann y considera el equilibrio de disociaciéon de los grupos
silanoles de la pared del capilar como mecanismo de generacion de cargas. En
consecuencia, el modelo resultante involucra los parametros fisicoquimicos relevantes de
la interfaz BGE-pared del capilar. Se presta especial atencion a la caracterizacion del BGE,
los cuales pueden ser sales y/o soluciones amortiguadoras (buffer). El modelo se aplica
satisfactoriamente a datos experimentales del EOF de diferentes soluciones acuosas, que
cubren un amplio rango de pH y fuerza iénica | . En adicion, se presentan predicciones
numéricas que muestran la capacidad del modelo para cuantificar el EOF, cuyo control es
relevante para mejorar la separacion de analitos en CZE. Por Ultimo se extienden las
predicciones tedricas a tubos capilares construidos con otros materiales poliméricos menos

convencionales (ver también Berli et al., 2003 y 2004).

2.3.1 Introduccion
Como se menciond en la Introduccion General de la Tesis, la CZE es uno de los
modos de separacion mds comunmente usados en la CE, principalmente porque la

magnitud del EOF se puede manipular para optimizar el proceso de separacion mediante
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cambios adecuados del campo eléctrico aplicado E, el potencial zeta del capilar &;, y el

cociente entre la permitividad eléctrica y la viscosidad ¢/n del BGE. Otras ventajas se

describen bien en Grossman y Colburn (1992), Jandick y Bonn (1993), Khun y Hoffstetter-
Khun (1993), Poppe (1998), Kenndler (1998a). En este sentido, dos factores fundamentales
que afectan el potencial zeta, y en consecuencia el EOF, necesitan ser controlados
cuidadosamente: la densidad de carga de la pared del capilar y la composicion quimica del
BGE. Con este proposito se requiere una formulacion racional de las soluciones en lo

concerniente al pH, la fuerza idnica, la viscosidad y la permitividad eléctrica (ver, por

ejemplo, Kenndler, 1998a; Kenndler y Gassner, 1990; Schwer y Kenndler, 1991; Kenndler
y Friedl, 1992 y Kenndler, 1998b). Frecuentemente el medio mas efectivo para controlar el

potencial de superficie del capilar consiste en modificar el pH y la fuerza i6nica del BGE

(ver también, Tavares y McGuffin, 1995 y las referencias que se presentan alli para una
discusion sobre este aspecto). Ademads, en la practica se sabe, que la adecuada preparacion
del capilar (protocolos de activacion y lavado) antes de una corrida electroforética es un
paso crucial en el proceso de separacion (Schwer y Kenndler, 1991; Lambert y Middleton,
1990).

Como se vera con mas detalles en la Seccion 2.4 de esta Tesis, el principio de
separacion en la CZE se basa en la movilidad electroforética, que depende del cociente
entre la fuerza eléctrica (carga) y la fuerza de friccion (tamafio y forma) que actuan sobre
cada analito. Debido a que en la mayoria de los casos los analitos se mueven en el tubo
capilar hacia el detector con una velocidad efectiva, que es la resultante de la migracion del
EOF y la migracion electroforética, es necesario cuantificar el potencial zeta del tubo
capilar para determinar la movilidad absoluta de la particula y otras propiedades asociadas
para un BGE especifico. A parte de esta situacion experimental, los modelos de simulacion
de la CZE se usan corrientemente en los laboratorios (Piaggio y Deiber, 2003)
principalmente para disefiar y optimizar protocolos de separacion (ver, Capitulo 1 de la
Tesis y Reijenga y Kenndler, 1994a para una discusion sobre los diferentes niveles de
modelado y también, Mosher et al., 1989; Saville y Palusinski, 1986 y Palusinski et al.,
1986 para el andlisis de codigos computacionales que predicen la separacion de anfolitos).
Estas simulaciones predicen ‘“electroferogramas virtuales” basados en ecuaciones de
balance de propiedades fisicoquimicas relevantes del capilar, el BGE y los analitos. Entre

estas propiedades, el potencial zeta del capilar es, por supuesto, de particular interés.
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Para describir y cuantificar el EOF a través del potencial zeta de tubo, varias
propuestas consisten en modelar la doble capa eléctrica con la introduccidon de pardmetros
tales como las constantes de equilibrio de adsorcidon de cationes, ademds del numero de

grupos ionizables por unidad de area ng de la pared del capilar de silice y el espesor de la

capa compacta d (Salomon et al., 1991; Wiese et al., 1971). Un analisis detallado de los
modelos de grupos superficiales ionizables de interfases acuosas fue realizado por Healy y
White (1978), donde es evidente que varios parametros, dificiles de determinar
experimentalmente, surgen cuando se consideran otros fendémenos posibles como
adsorcion de cationes en la interfase. Tavares y McGuffin (1995) presentaron una ecuacion
para evaluar el potencial zeta de los capilares de silice, y en consecuencia el EOF, donde se
considerd una analogia entre membranas idn-selectivo y la estructura de la doble capa de la
superficie de silice. En general, se puede concluir que ain se requieren estudios tedricos
basicos para encontrar una relacion entre el potencial zeta del capilar y las caracteristicas
del BGE.

Precisamente, la finalidad de esta Seccion es derivar una relacion tedrica entre el
potencial zeta de los tubos capilares de silice y la composicion del BGE incluyendo las
propiedades fisicoquimicas relevantes de este sistema. Por consiguiente, el modelo se
desarrolla con base en la ecuacion de Poisson-Boltzmann y consideraciones sobre la capa
compacta adyacente a la superficie, la cual se expresa en términos de una capacitancia
eléctrica por unidad de area. El intercambio de iones entre la superficie y el BGE, el cual

es el fenomeno determinante del EOF, se considera a través de la densidad numérica ng y
la constante de disociacion Kg de los grupos silanoles de la pared del capilar. En

consecuencia, esta Seccidn estd organizada de la siguiente manera: en la Seccion 2.3.2 se
consideran aspectos generales concernientes al fendmeno electrocinético, en particular se
discute conceptualmente la ecuacioén basica que describe el EOF. En la Seccion 2.3.3, se
presenta el modelado del potencial zeta de los capilares de silice. La estructura seguida en
esta parte es cercana a la de Healy y White (1978). Las composiciones de los BGE que se
usan frecuentemente en la CZE se discuten brevemente en la Seccion 2.3.4. Luego, en la
Seccion 2.3.5, se aplica el modelo a datos experimentales extraidos de la literatura, como
asi también a los experimentos de EOF propios generados en este trabajo. En este sentido,
se observa que los datos experimentales que involucran el EOF en capilares no estan

facilmente disponibles en la literatura ni tampoco es sencillo procesarlos debido a la gran
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diversidad de condiciones experimentales desarrolladas en los laboratorios. Por esta razon,
se usan dos grupos de datos. Uno de ellos (Wiese et al., 1971) considera ¢; para un amplio
rango de pH, incluyendo soluciones de sales como BGE y un diametro de capilar
relativamente grande. Estos datos sirven como ilustracion relevante del potencial zeta en
los libros clasicos de CE (Khun y Hoffstetter-Khun, 1993). Los otros datos (datos
experimentales que se obtienen en esta Tesis) concentran el estudio en una solucion buffer

tipica que se usa como BGE, cubriendo una zona de pH que frecuentemente se emplea en

la practica. En la Seccion 2.3.6, se discuten las respuestas asintoticas del modelo y se
presentan predicciones numéricas para ilustrar el potencial zeta bajo diferentes valores de

pH y fuerza idnica. Finalmente, en la Seccion 2.3.7 se extiende el modelo a capilares

construidos con materiales menos convencionales.

2.3.2 Relacion entre el EOF y potencial zeta del capilar

En primer lugar, se presentan definiciones y ecuaciones fundamentales que se
utilizan en la descripcion del modelo propuesto en esta Tesis y que relacionan el potencial
zeta de los capilares de silice y la composicion del BGE.

La Figura 2.3.1 muestra esquematicamente la representacion de una superficie de

silice de un capilar de longitud L; y radio R en equilibrio con una solucion acuosa de un

electrolito. En este trabajo, por razones practicas que se visualizardn mas adelante, la
coordenada cilindrica r se expresa a través de la coordenada Xx=R—-r que mide la
distancia desde la pared del capilar. Los grupos silanoles constituyentes de la pared del
capilar se comportan como un acido débil. La disociacion de protones genera una interfase
cargada negativamente, con una densidad de carga por unidad de drea o, Yy
consecuentemente, un potencial de superficie . En equilibrio térmico, la distribucion de
contraiones y co-iones cerca de la interfase estd determinada por el balance entre las
fuerzas entropicas y electrostaticas. En particular, la region entre 0 < x<d, que también
se llama capa rigida, generalmente se supone libre de cargas (eléctricamente neutra) debido
al tamafo finito de los iones hidratados. En realidad, la magnitud de d es del orden de
varios Angstrom (A) (Hunter, 1992). La superficie en x =d, que también se designa la

capa externa de Helmholtz, comprende el potencial y .
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Figura 2.3.1. (a) Representacion esquematica de la pared del capilar con grupos silanoles disociados
que presentan cargas eléctricas negativas. La superficie cargada induce la formacion de una capa
difusa de iones en la solucion electrolitica. (b) Potencial electrostatico w(x) en funcion de la

distancia x medida a partir de la superficie cargada. La longitud de Debye, |, mide el espesor de
la capa difusa bajo condiciones tipicas de CZE. (c) Perfil de la velocidad del fluido V(X) debido a la

acciéon de un campo eléctrico aplicado a lo largo del capilar. d , espesor de la capa compacta; i,
potencial de superficie; w4 potencial en la capa externa de Helmholtz (se supone que ¢t =y );

Veo » velocidad electroosmotica limite. Todo el diagrama enfatiza la interfase sélido-liquido.

Se supone en todo este trabajo que ¢, t vy (ver también, Hunter, 1992 y Attard et

al., 2000). Para x >d, en la capa difusa, la relacion entre el potencial electrostatico w(x)

y las densidades i6nicas estan gobernadas por la ecuacion de Poisson-Boltzmann,
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En la Ec. (2.3.1), el parametro n se usa para describir las geometrias planar (n = 0)
y axisimétrica (n = 1) (Griffiths y Nilson, 2000). Asimismo, € es la carga elemental, kg es
la constante de Boltzmann, z, son las valencias de los iones, T es la temperatura absoluta,

y nE son las densidades i6nicas en el seno de la solucion. Como se muestra en la Figura

2.3.1(b), l//(x) decrece a medida que se aleja de X =d y tiende a un valor diferente de cero

en el centro de linea del capilar (Griffiths y Nilson, 2000), dependiendo esta respuesta del

valor relativo del potencial zeta y de la fuerza idnica del BGE. Es apropiado recordar aqui

2
que el pardmetro x = (262I N AIO3 / ekg )‘/ , es igual a la inversa de la longitud de Debye
Ip; y en esta ecuacion, | :%Zk z2¢, es la fuerza ionica, donde ¢, = nE/lO3 N, son

concentraciones molares; asimismo N, es la constante Avogadro. Cuando se aplica un
campo eléctrico a lo largo del capilar (normalmente en la direccion X en la Figura 2.3.1),
la fuerza eléctrica mueve los iones en la direccion del campo, arrastrando el BGE a través
del capilar. El perfil de la velocidad electroosmética v(x)se desarrolla como se representa
en la Figura 2.3.1(c¢).

Recientemente, Griffiths y Nilson (2000) (ver también, Gross y Osterle, 1968)
llevaron a cabo soluciones numéricas de la Ec. (2.3.1) acopladas al balance de especies y a
la ecuacién de Navier-Stokes que involucra la fuerza eléctrica, para obtener el potencial
eléctrico, la velocidad del fluido y la distribucién final de solutos en presencia de EOF para
tubos de seccion transversal, circular y rectangular con valores de potenciales zeta no
necesariamente bajos. A partir de este estudio es evidente que el efecto causado sobre los
perfiles de velocidad electroosmdtica y potencial eléctrico por el aumento del ntimero

adimensional ez, ¢;/kgT es analogo a aquel que se obtiene disminuyendo el cociente
Ip /R, donde |p =1/k. De este manera para valores intermedios del potencial zeta que

tipicamente se encuentran en la CZE y cuando | /R <<1, se logra un EOF casi piston, o

sea la relacion de Helmholtz-Smoluchowski es valida. En efecto, Gas§ et al. (1995)

claramente demostraron esta conclusion concerniente al EOF en la CZE sobre la base de
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que el potencial eléctrico en torno del centro del capilar es casi cero en capilares con

didmetros mayores de 10 pm. Esta situacion del flujo se logra porque la variacion de V/(X)
esta confinada dentro de la pequefia region, d < x <lp, teniendo en cuenta que el efecto

Joule asociado con la corriente eléctrica se minimizé adecuadamente (ver Seccion 2.2). Por
ejemplo, valores de pH=9, | *10 mM y 2R~ 75 um conducen a Ip/R ~ 107*, el cual
es un valor suficientemente pequefio para considerar l//‘ «r ~0. Debido a que en las

corridas tipicas de la CZE esta condicion se satisface plenamente, se puede despreciar la

curvatura del tubo en la Ec. (2.3.1) para calcular {; colocando n=0. No obstante las

consideraciones enunciadas mas arriba sobre el EOF en la CZE, se observa que después de
despreciar la curvatura del capilar y consecuentemente tomando el potencial eléctrico
asintoticamente nulo en el centro de linea, la respuesta no lineal de la ecuacion de Poisson-
Boltzmann se preserva todavia en este analisis. Asi, la Ec. (2.3.1) con n=0 proporciona

resultados validos para valores de ¢ altos, es decir, no se aplica la aproximacion de

Debye-Hiickel.

Desde el punto de vista cinematico, la relacion entre el EOF y el potencial zeta en
capilares recibi6 especial atencion en la literatura durante los ultimos afios, principalmente
para visualizar bajo que condiciones fisicoquimicas las hipotesis clasicas son validas para
dar, por ejemplo, la relacion de Helmholtz-Smoluchowski que involucra una velocidad
electroosmotica casi piston (ver, por ejemplo, Griffiths y Nilson, 2000; Gas et al., 1995;
Andreev y Lisin, 1992). La motivacion de estos estudios responde en parte a los resultados
previos reportados por Rice y Whitehead (1965) que indican que los perfiles de velocidad
estacionaria del EOF en capilares cilindricos calculados a través de una aproximacion
lineal de los términos exponenciales en la ecuacion de Poisson-Boltzmann fallan cuando el
valor absoluto del potencial zeta es mayor de 50 mV (ver también, Martin y Guiochon,
1984; Martin et al., 1985 donde este tema se considera en relacion a la cromatografia
liquida). Estos resultados indican claramente que se necesitan soluciones numéricas para
evaluar con precision situaciones fisicas diferentes bajo las cuales se desarroll6 el EOF vy,
ademads, para comprender coOmo estas situaciones se relacionan con la practica de la CZE.
Con relacion a este aspecto, Gas et al. (1995) y Andreev y Lisin (1992), reportaron
estudios importantes donde los perfiles del potencial eléctrico en la capa difusa se calculan
a partir de la ecuacion de Poisson-Boltzmann que se expresa en el sistema de coordenadas

cilindricas sin introducir aproximaciones. En estos trabajos, es posible también encontrar
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una expresion analitica para el perfil de velocidad electroosmoética en términos del
potencial eléctrico de la capa difusa bajo condiciones isotérmicas del BGE, como sigue
(ver también Seccion 2.2.2 acerca del calculo de la velocidad electroosmotica):

v(x)=— gEft (1 _ Wg(:()] 2.3.2)

Dentro del mismo contexto de analisis de la Ec. (2.3.2) y si se incluye el balance de

energia del BGE (Probstein, 1989; Russell et al., 1989) se reporta (Piaggio y Deiber, 2001,

2003 y 2006b) que bajo condiciones no isotérmicas la velocidad axial electroosmotica

V(X) se puede expresar a través de la Ec. (2.3.2) sumando un término del orden del nimero

ER? . : :
de Grashof N, :M, el cual es despreciable para capilares de radio pequefio

245k

(ver Seccion 2.2.2). En efecto, como se menciond anteriormente en esta Tesis, el valor del

Ng, mide la distorsion del EOF proporcionada por la Ec. (2.3.2), cuando los efectos
térmicos son importantes. Para Ng, — 0, el resultado que se encuentra (Piaggio y Deiber,

2001) es consistente con la Ec. (2.3.1). También se observa en la Ec. (2.3.2) que la
velocidad del fluido disminuye para X =d satisfaciendo la clasica condicion de contorno

de no-deslizamiento. En adicién, como I /R es pequeiio en la CZE, el potencial se
desvanece para X >> |y y la velocidad del fluido alcanza el valor limite V,,, casi piston.

Cuando todas las condiciones enunciadas arriba se satisfacen, se obtiene (Gas et al., 1995),

E
la Ec. (2.2.9), Vg ~-L St , presentada en la Seccion 2.2.3, la cual es la ecuacion de
n

Helmholtz-Smoluchowski que relaciona ¢; con la velocidad del EOF, vy, .

2.3.3 Modelado del potencial zeta del capilar con relacién a la composicion del BGE
Conceptos asociados con interfases cargadas

Aqui, se presentan varios conceptos que son necesarios para estudiar las interfases
cargadas en equilibrio con una solucion electrolitica acuosa. La densidad de carga

superficial oy, generada por la disociacion de los grupos silanoles de la pared del capilar,
se balancea con la carga total en la capa difusa de iones, o4. Por lo tanto, la

electroneutralidad del sistema se establece a través de,

oq +05=0 (2.3.3)
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donde,

d ez, v
o4 = jR ed" 7N exp[— ksT jdx (2.3.4)

combinando la Ec. (2.3.1) con n=0 y la Ec. (2.3.4), y si se consideran las condiciones de

contorno, se obtiene,

1/2
o4 = {2ngT D n {exp{— e;;? ] - 1}} (2.3.5)

Esta ecuacion, que también se llama la ecuaciéon de Grahamme, establece una

relacion entre la carga superficial y la concentracion de iones en solucion. Para el caso
particular de un electrolito simétrico (z, =—Z_ =12) en equilibrio con un reservorio
infinitamente grande (nE =nb = nb), la Ec. (2.3.5) da el resultado del modelo de Gouy-
Chapman que se expresa (Russel et al., 1989),

oq =—(8ckgTn®)!2 sinh(ze¢, / 2kgT) (2.3.6)

Las suposiciones precedentes también implican que la concentracidon de contraiones
que neutralizan la carga superficial de la pared del capilar se desprecia en comparacion con
la concentracion de iones en el seno de la solucion.

Por otro lado, el potencial en la capa compacta requiere diferentes consideraciones
fisicas. Para simplificar los calculos, una practica comun en la literatura es interpretar las
superficies planas equipotenciales en X=0 y X=d como un par de placas cargadas
formando un capacitor. Por consiguiente, debido a que los iones se excluyen de esta
region, el potencial que cae de una parte a otra de la capa 0 <x<d se supone que es

lineal, es decir,

wo—Gt =00 /Ciy (2.3.7)
donde Cj, es la capacitancia por unidad de 4rea de la region interior entre estas placas
(Hunter, 1992). En este sentido se requiere la introduccién de C;, en la capa compacta
para describir adecuadamente la relacion entre y, el cual se evalia por medio de la
titulacion de cargas, y ¢{; que se obtiene a partir de mediciones de la velocidad

electroosmética, proporcionada por la Ec. (2.2.9).
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Quimica de la superficie y potencial de superficie
El potencial de superficie y se desarrolla debido a la disociacion de los grupos
silanoles de la pared del capilar de silice, como se mencion6 en la leyenda de la Figura
2.3.1(a). Esta disociacion esta representada por el equilibrio quimico,
SiOH — Si0™ + H*
similar a la disociacion de una acido débil en solucidon acuosa. En los tubos de silice, el

nimero de sitios ionizables por unidad de 4rea superficial es aproximadamente
Ng ~10""m™ (ver por ejemplo, Jandik y Bonn, 1993 y Russel et al., 1989). Por

consiguiente, los calculos indican que la maxima concentracion de protones liberados al
medio se desprecia en comparacion con las concentraciones de sales que se usan

tipicamente en la CZE. Este hecho afortunadamente simplifica los calculos debido a que la
cantidad de H" en la solucién se controla exclusivamente por la cantidad de 4cido o base
que se agrega al BGE. De esta manera, la relacion entre la concentracion de protones en la
solucion y la densidad de carga superficial se establece facilmente. Para este propdsito, se
considera un sistema compuesto de una superficie solida que contiene ambas especies
SiOH y SiO™ en equilibrio con un reservorio de electrolitos grande. Este reservorio es la
solucion electrolitica, en el cual el potencial electrostatico en el seno es  ~ 0 de acuerdo a
las consideraciones previas para lp/R pequefio. Por consiguiente, para expresar la

ecuacion de equilibrio que involucra el proceso de disociacion de los grupos silanoles, los
potenciales quimicos de las especies deben incluir adecuadamente la contribucion
electrostatica a la energia libre ademas de aquella que corresponde a la entropia de mezcla
(Evans y Wennerstrom, 1999). Basado en la termodindmica estadistica, y si se supone que
la mezcla es ideal (los coeficientes de actividad son unitarios; ver también Kenndler, 1998a

para una discusion sobre este Ultimo aspecto), se obtiene la constante de equilibrio Kg
como sigue (Healy y White, 1978),

[ SiO°][ H']

= K< exple /keT 2.3.8
[SiOH | s expleyq /kgT) ( )

donde [SiO"] y [SiOH] representan las concentraciones superficiales que se expresan en

2 . .,
moles/m”, mientras [H*] se refiere a la concentracion de protones en el seno de la

solucién en moles/m’. El factor exp(Et//O/ kBT) se interpreta como la contribucion
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electrostatica al potencial de superficie . Otros autores simplemente consideran que

[H+]exp(— ey, / kBT) representa la concentracion actual de protones en la superficie del

solido donde tiene lugar la reaccion de disociacion (Gisler et al., 1994; ver también, el
Capitulo 4 de esta Tesis donde se introduce el concepto de “regulacion de cargas”). A
partir de la Ec. (2.3.8), se encuentra facilmente la carga superficial como,
_ —€ens

1Y) K )exp(—ewy /kgT)

o) (2.3.9)

donde eng es el nimero total de cargas superficiales disponibles.

Modelo y procedimiento de calculo
Como se menciond en la Seccion 2.3.1, es de interés predecir el potencial zeta a
partir del conocimiento de las caracteristicas del BGE. Con este proposito se relacionan las

Ecs. (2.3.3), (2.3.7) y (2.3.9) para determinar ¢; a partir de la siguiente expresion:

en
o (.41 - 2 =0 (2.3.10)

[H'] —e |, og(.¢)
5 el )

donde oy (nE ,G1) esta dado por la Ec. (2.3.5). En particular, para electrolitos simétricos se

usa la Ec. (2.3.6). El alcance de la Ec. (2.3.10) es bastante general en la medida que las
densidades id6nicas se cuantifiquen adecuadamente para cada BGE (ver Seccion 2.3.4). Es
interesante sefialar aqui que una expresion mas simple para el potencial zeta se establecio

en la literatura (Healy y White, 1978) suponiendo que C;, -, y en consecuencia

vy =¢t. En adicion, se considerd electrolitos z:z solamente, es decir oy (nE,§ t) se

obtiene a partir de la Ec. (2.3.6).

En la Ec. (2.3.10) se reconocen parametros que caracterizan el capilar
(ng,Ks,Cyi,), el BGE (nE,[H+]) y el potencial zeta del capilar &;. Si se tiene en cuenta

que la composicion de la solucion electrolitica se conoce a partir del proceso de
formulacion (ver Seccion 2.3.4), el primer paso en los calculos es evaluar los parametros
del capilar. Para este proposito se requieren una serie de N datos experimentales

{pH,1,{;}. Luego, ng,Kg y Cj, se determinan como los valores que minimizan, para el

conjunto de datos completos, el lado izquierdo de la Ec. (2.3.10), designado A. En este
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. .. N 2
sentido, se encuentra el minimo de la suma de los cuadrados, ZH(Ai) , donde el

subindice i se refiere a cada terna {pH, |,¢;} de datos experimentales utilizados en la Ec.

(2.3.10). Los calculos numéricos se realizan por medio de la rutina de minimizacion tipica
basada en el método de Newton. La desviacion estandar relativa del ajuste en todas las
muestras analizadas es menor del 5 %. Una vez que se conocen los pardmetros del capilar,
se puede predecir el potencial zeta para una composicion diferente del electrolito con el

mismo esquema numérico, donde los datos impuestos son {pH, |} y el tnico parametro

que se desconoce es (.

2.3.4 Composicion de las soluciones electroliticas

Para obtener datos experimentales relevantes del EOF en capilares de silice
fundida, los calculos de la fuerza idnica de las diferentes soluciones que se usan en el
programa experimental se deben realizar cuidadosamente, evitando aproximaciones
importantes que usualmente introducen errores en los valores extremos de pH vy
concentraciones de sales. Por esta razon, se mencionan aqui, cuestiones numéricas
relevantes en los calculos de la fuerza i6nica | para dos tipos de BGE que se usan en esta
parte de la Tesis.

Para soluciones de sales 1:1, por ejemplo, KNOs3, la fuerza idnica es simplemente
| x[KNOs], donde la contribucion por la disociacion del agua se desprecia. En los
experimentos del EOF, el pH de las soluciones se varia agregando KOH o HNOs. En este
proceso, la fuerza idnica se considera constante si la concentracion inicial de sal, [KNOs],
excede ampliamente la concentracion de &cido o base agregada para ajustar el pH. Sin
embargo, cuando la concentracidon de sal es bastante baja, los equivalentes de acido o base

agregados se deben también considerar. Asimismo, para esta solucidon electrolitica, la

densidad de carga oy (nE ,Gt) que se introduce en la Ec. (2.3.10) se debe evaluar a través

de la Ec. (2.3.6), en la cual n, =10°N 41 .

En el caso de soluciones de Ba(NOs),, por ejemplo, la contribucion de los iones

divalentes a la fuerza idnica es particularmente importante. En adicion, el pH de la

solucion se aumenta con Ba(OH), o se disminuye con HNOs. Teniendo en cuenta estas

contribuciones, la fuerza idnica para este caso puede cambiar significativamente para
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valores de pH diferentes de alrededor de 7. En consecuencia, en el caso de un electrolito

2:1, la densidad de carga o (nE ,Gt) se debe evaluar necesariamente a través de la Ec.

(2.3.5), porque no se puede expresar explicitamente en términos de | .
En las determinaciones de la CZE y también en la evaluacion experimental del EOF

correspondiente, el pH de la solucion se controla comunmente con un buffer adecuado.

Siguiendo esta practica, en los experimentos realizados en este trabajo (Seccion 2.3.5), se
usa un buffer borato (par conjugado BO;H;/BO3H; ), cuyo valor de pK, es 9.2 a 25°C.
Asimismo, se agrega a la solucion una base fuerte (NaOH) para aumentar el pH . De esta
manera, la fuerza idnica se determina principalmente por los equivalentes de BO3;H,
presentes en el medio. Sin embargo, para valores de pH altos y bajos, la expresion
aproximada | = ¢, /(1 + 107PH=PKa) qonde Cy es la concentracion molar de 4cido bérico
que se usa en la preparacion de la solucion, se debe corregir debido a la contribucion de
[H"]. Para discusiones adicionales que se presentan mas adelante, se muestra en la Figura
2.3.2, la variacion de la fuerza ionica en funcion del pH para diferentes valores de C, en

la cual se indica el rango de pH (zona sombreada) donde la capacidad buffer es maxima.

100
[BO,H,] (mM):
80 — 25
L --=--50
''''' 75
N i
— 40+
20
0 \ ! L
2 4 6

Figura 2.3.2. Fuerza iénica en funcién del pH del buffer BO3H3/BO3H, a 25 °C. La zona
sombreada muestra el rango de pH donde la capacidad buffer es maxima y en el cual se reportan los
resultados experimentales.
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2.3.5 Validacion del modelo del potencial zeta con datos experimentales
Datos que involucran soluciones de sales

En esta parte, el modelo se aplica a datos experimentales del potencial zeta como
una funcion del pH cuando el BGE es una solucion compuesta de sales. Si bien, los
resultados y detalles de la técnica experimental estan bien descriptos en Wiese et al.
(1971), es relevante senalar aqui que las medidas se realizaron en un capilar de silice vitrea

de 760 pm de didmetro y 0.30 m de longitud. La temperatura fue de 25 °C y por lo tanto

£=6.95x10"1°C?/Nm? para la solucién acuosa. Los valores de los parametros del
modelo que se obtienen con los datos de esta Tesis para diferentes composiciones de
electrolitos se presentan en la Tabla 2.3.1. La Figura 2.3.3 presenta {; en funcion del pH
para diferentes concentraciones de un electrolito 1:1. Los simbolos indican los resultados
experimentales (Wiese, et al., 1971) y las lineas se refieren a las predicciones del modelo
cuando se usan los valores de los parametros reportados en la Tabla 2.3.1. Se observa una
concordancia muy buena entre la teoria y los experimentos para todo el rango de pH y
concentraciones de sales. Es relevante observar que se obtienen casi los mismos valores

numéricos de K¢ para las concentraciones de sales estudiadas aqui. En relacion a los datos
de la Tabla 2.3.1 también se observa que los valores tipicos de C;, estan en el rango de

0.1-1 Fm™ para el caso de grupos 4cidos unidos a superficies solidas (Hunter, 1992). En
adicion, el nimero de grupos silanoles ionizables que se encuentra es del mismo orden de
magnitud que el que se reporta tipicamente en la literatura (ver, por ejemplo, Jandik y
Bonn, 1993 y Russel et al., 1989), a pesar que se registra un pequeo cambio con | . Esta

ligera variacion del parametro ng probablemente indica que el nimero efectivo de cargas

superficiales puede cambiar con una concentracion de sal 1:1.

Tabla 2.3.1. Valores de los parametros del modelo que se obtienen en la prediccion de los datos del EOF
para un capilar de silice vitrea.

Electrolito Concentracion pKsg Cin Ng

(mM) (Fm?)  (10'"m?)

KNO; 0.1 3.51 0.18 1.27

1 0.17 0.80

10 0.10 0.35

Ba(NOs), 0.033 3.68 0.52 0.42

0.1 0.45

0.333 0.43
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Figura 2.3.3. Potencial zeta de un capilar de silice vitreo en funciéon del pH, para diferentes
concentraciones de KNO3 . Los simbolos representan los datos experimentales reportados en Wiese

et al. (1971). Las lineas son las predicciones que se obtienen con el modelo usando los valores de los
parametros presentados en la Tabla 2.3.1.

La Figura 2.3.4 representa ¢; en funcion del pH para diferentes concentraciones
de un electrolito 2:1. Nuevamente, los simbolos indican los resultados experimentales
(Wiese et al., 1971) y las lineas se refieren a las predicciones del modelo con los valores de
los parametros reportados en la Tabla 2.3.1. Es relevante sefialar que el modelo predice

adecuadamente el valor minimo de ¢ en funcion del pH. En la literatura se presentan

diferentes explicaciones para interpretar este comportamiento en los experimentos de EOF

(Wiese et al., 1971). Aqui, se encuentra que las curvas ¢;(pH) se describen

satisfactoriamente cuando la composicion del BGE se evalua rigurosamente. En efecto, el

minimo se predice con el modelo solamente en el caso que los equivalentes de Ba(OH),

agregados para aumentar el pH se consideren en la evaluacion de oy (nE,(t).

Consistentemente, la sumatoria de todas las especies ionicas en la Ec. (2.3.5) se lleva a

cabo como sigue,

[Ba(NO;), J(2e? + &7 —3)+10PH 1 (e 1720 /2 -3/2),
> MEH -1 | pH 7,

103N, [Ba(NO5), J2¢? +e72¢ —3) + 1007 (e 4% —2),
pH <7
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donde e exp(l) y ¢~el,/KgT . Por consiguiente, para valores de pH mas alto que

~ 7, el valor absoluto de {; disminuye debido al aumento de la fuerza i6nica con el pH .

0
_ [Ba(NO,),] (mM)
m 0333
20 b ® 0.1
I A 0033
—~ 40 F
>
= I
-
\» -60 F
_80 -
-100 A ] A ] A ] A ] A
2 4 6 8 10 12
pH

Figura 2.3.4. Potencial zeta de un capilar de silice vitreo en funcion del pH, para diferentes
concentraciones de Ba(NO3), . Los simbolos son los datos experimentales reportados por Wiese et
al. (1971). Las lineas son las predicciones que se obtienen con el modelo usando los valores de los

parémetros presentados en la Tabla 2.3.1.
Datos que involucran soluciones buffer
Experimentos

Las mediciones del EOF se realizan con un equipo comercial P/ACE 5010
Beckman Instrument (Fullerton, CA, USA). En este caso se usan en las experiencias un
capilar de silice fundida de 47 cm de longitud total y 75 um de diametro interno. El
detector UV esta ubicado a 40 cm del comienzo del capilar. El voltaje que se aplica es de
20 kV y la temperatura se fija en 25 °C, la cual se controla por el sistema de liquido
refrigerante que dispone el equipo. Uno de los marcadores de EOF que se usa es cafeina
(FADA) con una concentracion de 250 pg/ml preparada en agua destilada. Se utiliza la
inyeccion hidrodindmica para introducir el marcador de EOF en el capilar a una presion de
0,5 psi con un tiempo de inyeccion igual a 2 s. El tiempo de corrida es igual a 4 minutos y

la longitud de onda de deteccion que se selecciona es 214 nm. Los BGEs que se usan son
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soluciones acuosas de acido borico (Sigma, St. Louis, MO, USA). Las concentraciones de
los mismos se formula para mantener la fuerza idnica en el rango de 2-100 mM. El pH se
ajusta en el rango de 8 <pH <10 con el agregado de NaOH 10 M. Los valores de los pH
se controlan con un pH-metro (Orion 410A; Beverly, MA, USA). El tubo capilar, cuando
se usa por primera vez, se activa lavandolo durante 15 minutos con HCI 0,1 N, 15 minutos
con H20, 30 minutos con NaOH 0,1 N, 30 minutos con H20O y finalmente 30 minutos con
el buffer borato deseado. Cada cambio de pH y fuerza idnica del buffer involucra un
lavado del capilar durante 3 minutos con NaOH 0,1 N, 3 minutos con H20 y 5 minutos
con la nueva solucion buffer. Se realizan, al menos tres corridas para cada una de las
determinaciones y la desviacion estandar relativa (RSD) que se calcula para el tiempo de
migracion es menor del 0,5 %. Los datos experimentales que se obtienen se corroboran
luego usando otro marcador de EOF: DMSO (Sigma) preparado en soluciéon acuosa al 0,5
%, con un tiempo de inyeccidn en este caso igual a 1 segundo. Finalmente, se calculan los

valores de {; usando la Ec. (2.2.9).

Resultados
La Figura 2.3.5 presenta los datos experimentales que se obtienen para diferentes

concentraciones de buffer. En esta figura, las lineas se refieren a las predicciones del
modelo con los siguientes valores de los parametros: pKg =6, Cj, =1 Fm > y
Ng =a+bcy, donde a=2.44 10" m? y b=14.6 10" m™M™' para 0.025M <c, <0.IM.
Los resultados muestran que el valor de pKg que se obtiene coincide con el valor

reportado en la literatura (Hewlett-Packard, 2000). Teniendo en cuenta que todos estos
parametros son fisicamente relevantes, se concluye que el modelo es capaz de predecir los

datos experimentales de ¢; para diferentes trayectorias de | y pH. Estas trayectorias se
generan usando las relaciones adecuadas entre pH y fuerza ionica (ver, también Seccion
2.3.4) a una concentracion de buffer c, especifica.

Es evidente de acuerdo a los resultados sefialados mas arriba que los valores
encontrados para los parametros (ng,Kg,Cj,) que caracterizan a un capilar de silice
fundida son diferentes de aquellos correspondientes a un capilar de silice vitrea. En

principio se observa que diferentes procesos de fabricacion de los capilares de silice

conducen a diferentes valores de potenciales zeta para un BGE particular. En este sentido,
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los capilares de silice fundida estan hechos por melteado a temperatura muy alta (Jandik y
Bonn, 1993). En este proceso, los capilares se extrudan partiendo del material fundido y
luego son enfriados y expuestos a la atmosfera. Posteriormente, un proceso lento de
relajacion que involucra el estiramiento de los grupos siloxanos permite la aceptacion de
grupos hidroxido que provienen del agua, lo cual genera una cubierta de grupos silanoles.
Consecuentemente, el valor de ng para un capilar de silice fundida (2.8-3.5 x 10"
sitios/m”) se espera que sea mas alto que aquel del clasico capilar vitreo (0.43-1.27 x 10"’
sitios/m?), el cual es un resultado que se observa en los calculos realizados. En adicion al
resultado mencionado anteriormente, se debe sefialar que no es posible en general

especificar un valor definitivo de pKg teniendo en cuenta que para el caso de los capilares

-40
[BO,H,] (mM):
A )5
-60 - ® 50
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>
g 80|
p—a
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-100 |+
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Figura 2.3.5. Potencial zeta de un capilar de silice fundida en funcion del pH, para diferentes
concentraciones de BO3H3 (buffer). Los simbolos son los datos experimentales obtenidos en este
trabajo. Las lineas son las predicciones del modelo con los siguientes valores de los parametros:

pKg =6, Cijn =1Fm ™2y ng =a+bcy, cona=2.44 107 m?y b=14.6 10" m>M"".

de silice fundida, al menos se pueden encontrar cinco tipos de grupos silanoles
superficiales con diferentes ambientes quimicos, dependiendo del proceso de fabricacion
(ver Jandik y Bonn, 1993 y referencias alli incluidas). Por lo tanto, como lo sugieren

Jandik y Bonn (1993), probablemente es correcto pensar que los valores de pKg de los
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capilares de silice estan en un cierto rango mas que definir un tnico y definitivo valor.
Ademas en este contexto de analisis, se podria considerar que los grupos siloxanos son
predominantes en el caso del capilar de silice vitrea conduciendo a un valor mas bajo de su

pKg en comparacion con aquel del capilar de silice fundida.

2.3.6 Respuesta asintdtica del modelo y predicciones adicionales
Una vez que se conocen los parametros del modelo para un capilar determinado, el
modelo permite predecir el potencial zeta para una composicion de electrolitos diferente.

Mas precisamente, se puede estimar ¢ para diferentes valores de | y pH. Como
ejemplo, se presentan en la Figura 2.3.6 célculos adicionales de &; que involucran un

capilar de silice fundida, los cuales fueron discutidos previamente en la Figura 2.3.5. En la
Figura 2.3.6, la zona sombreada indica el rango de pH donde el modelo se compara con
datos experimentales de esta Tesis (ver también Figuras 2.3.2 y 2.3.5). Esta zona es
precisamente donde efectivamente el acido borico tiene su accion buffer efectiva. Fuera de

esta zona, la prediccion del modelo es consistente con la respuesta esperada de &; en

funcién del pH y la fuerza i6nica. En particular, se visualiza en esta figura que se predice

el punto donde la carga es cero, aproximadamente a 2.5, en concordancia con resultados
reportados en trabajos experimentales previos (Wiese, et al., 1971 y Hunter, 1992). Se
concluye a partir de estas extrapolaciones que el modelo es 1util para formular
adecuadamente el BGE con el fin de obtener un potencial zeta del tubo capilar bien
definido en los experimentos de la CZE.

La Figura 2.3.7 muestra otro ejemplo relevante de la prediccion del modelo. Se

presentan célculos numéricos de £ (pH) cuando se agregan diferentes concentraciones de

sal 1:1 a la solucion buffer. Se observa que la curva del potencial zeta cambia
sustancialmente en la forma cuando la concentracion de sal se incrementa a un valor de
150 mM y, como se espera, la curva se desvia a potenciales mas bajos. En particular, esta
curva alcanza un plateau para 9<pH<12. Este ejemplo claramente ilustra que la
intensidad del EOF tiene en general una respuesta bastante compleja en términos de | y

pH . Finalmente, vale la pena mencionar que la prediccion asintdtica del modelo para el

caso de C;, — o también se estudid aqui usando los datos experimentales propios. En
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este sentido, aun cuando la tendencia cualitativa es todavia aceptable, los resultados

cuantitativos (no mostrados aqui) fallan principalmente para soluciones de electrolitos 2:1.
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Figura 2.3.6. Potencial zeta estimado con el modelo en un amplio rango de pH . El BGE es una

solucion buffer de 4cido bérico a diferentes concentraciones. Los valores de los parametros
utilizados en los calculos son los reportados en la Figura 2.3.5.
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Figura 2.3.7. Potencial zeta estimado por el modelo en un amplio rango de pH. El BGE esta

compuesto por 50 mM BO3H3 (buffer) y diferentes concentraciones de una sal z:z (NaCl). Los
parametros del modelo usados son aquellos de la Figura 2.3.5.
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2.3.7 Extension del modelo a capilares poliméricos menos convencionales

En adicién, se extiende el modelo a tubos capilares construidos a partir de
materiales menos convencionales que el clasico de silice que comunmente se usa en la CE
(Berli et al., 2004). En efecto, se compara ¢l modelo del potencial zeta descripto en la
Seccion 2.3.3 con datos obtenidos de la literatura (Schiitzner y Kenndler, 1992) a partir de
experimentos del EOF realizados en capilares sintéticos de polimeros orgéanicos:
polifluorocarbono (PFC), polietileno (PE) y polivinilcloruro (PVC). Los detalles
experimentales que se usaron estan bien descriptos en Schiitzner y Kenndler (1992). Aqui,
es relevante mencionar que el BGE, que es una mezcla de buffer y solucion salina acuosa,
se formulo en el sentido de mantener la fuerza i6nica relativamente constante e igual a 10

mM para todo el rango de pH. Los valores experimentales para los capilares de PFC y

PVC se presentan en la Figura 2.3.8. Los datos para el capilar de PE no se muestran por
razones de claridad, ya que ellos se superponen a los datos de PFC. Asimismo, en la Figura
2.3.8 la linea se refiere a las predicciones del modelo con los valores de los parametros que
se reportan en la Tabla 2.3.2. Se observa una concordancia muy buena entre la teoria y los

experimentos.

Tabla 2.3.2. Valores de los parametros del modelo que se aplican a capilares sintéticos de polimeros
orgénicos, obtenidos a partir de datos experimentales del EOF que se reportan en Schiitzner y Kenndler
(1992).

Capilar pKs ng (10" m™)
Polifluorocarbono 4.55 1.09
Polietileno 4.95 1.14
Polivinilcloruro 5.50 1.10

Los valores de los pKg que se encuentran coinciden con los que se reportan para

los grupos carboxilatos (Hunter, 1992; Healy y White, 1978), siendo ligeramente mayores
en el caso de los capilares de PVC (ver también, Schiitzner y Kenndler, 1992 y las
referencias alli incluidas). En particular, el modelo predice C;, — o para todos estos
capilares, lo cual significa que ¢ ~ . En efecto, éste es también un resultado que se
espera para los grupos carboxilatos, los cuales permiten que los contraiones se aproximen
muy cerca de la superficie y en consecuencia el espesor de la capa compacta d es muy

delgado (Hunter, 1992). Por ejemplo, se necesitan valores de C;, mas altos que 10* F m™
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en Healy y White (1978) para ajustar los datos experimentales que involucran los grupos
carboxilatos pegados a las particulas de latex (ver también, Gisler et al., 1994 para
resultados que involucran interfases que contienen grupos carboxilatos y sulfatos). En
consecuencia, como resultado del modelo, es claro que el valor del potencial zeta
desarrollado en capilares poliméricos (PFC, PVC y PE) es practicamente el mismo que el
potencial de superficie, el cual es accesible a partir de experimentos de titulacion.

Con base en los resultados que se discuten aqui, el modelo aparece como

suficientemente robusto, en el sentido que es capaz de describir ¢ satisfactoriamente para

capilares de distintos materiales y BGEs comprendidos en un amplio rango de pH y fuerza

i6nica.

0 Capilares poliméricos
® PFC
m PVC
Modelo
§ -20 B
=
N
NG 40 F
60 |
| | L | |
2 4 6 8 10 12

Figura 2.3.8 Potencial zeta de capilares sintéticos de polimeros organicos (polifluorocarbono (PFC)
y polivinilcloruro (PVC)) en funcion del pH a 24 °C. Los simbolos representan los datos

experimentales obtenidos en Schiitzner y Kenndler (1992). Las lineas son las predicciones con la Ec.

(2.3.10) usando los valores de los parametros reportados en la Tabla 2.3.2.
2.3.8 Conclusiones

El modelo que se desarrolla en esta Tesis para cuantificar el potencial zeta del
capilar y consecuentemente el EOF en la CZE estd compuesto de dos ecuaciones
fundamentales. Una provee la carga de la capa difusa que se obtiene a partir de la ecuacion
de Poisson- Boltzmann (la ecuacion de Grahamme en general, o el modelo de Gouy-

Chapman para electrolitos z:z, en particular). La otra modela la carga superficial con tres
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parametros basicos: la densidad numérica ng de los grupos silanoles de la pared del
capilar, la constante de disociacion Kg de estos grupos y la capacitancia eléctrica de la
capa compacta C;,. El potencial zeta del capilar se obtiene a partir de una funcién

implicita que involucra al pH y la fuerza i6nica |, la cual resulta de igualar estas dos

ecuaciones basicas. El modelo predice bien los datos experimentales para diferentes BGEs,

principalmente para trayectorias complejas que involucran cambios de | y pH. En
particular, el modelo indica que el valor absoluto de ¢; decrece con el pH debido a un

incremento en la fuerza idnica con los equivalentes de base agregado. Este efecto es

evidente para valores de pH mayores de 7. En principio, no seria necesario buscar un
fendmeno adicional mas complejo para entender este comportamiento de §; en términos
de | y pH, el cual se puede describir efectivamente a través de un modelo fisico como el

propuesto aqui. Asimismo, es posible extender el modelo satisfactoriamente a capilares
poliméricos menos convencionales. En este sentido, los algoritmos computacionales que se
usan para disefiar y optimizar el desarrollo de un método de separacion de analitos en la

CZE se pueden beneficiar con estos resultados.

2.4 Migracion electroforética
2.4.1 Modelado de la migracion electroforética de una particula cargada

El modelado de la migracion de una particula cargada en una solucion electrolitica
se realiza con las ecuaciones basicas (ver Ecs. (1.3.1) a (1.3.6) en el Capitulo 1) que
también se usaron para describir el flujo electroosmotico en la Seccion 2.2 del Capitulo 2,
en un contexto fisico-matematico no-lineal (ver, por ejemplo, O’Brien y White, 1978;
Russel et al., 1989; Radko et al., 2000). En el modelo basico que se propone aqui, es
necesario primero evaluar la carga efectiva del analito a través de expresiones simples y
adecuadas. Es decir, en esta etapa no se considera aun el fenomeno de regulacion de cargas
que se describe y analiza en el Capitulo 4 de esta Tesis (ver también Capitulos 5 y 7).
Asimismo, se debe considerar la forma y la masa molecular de los analitos, y analizar la

influencia de las variables caracteristicas del medio (pH, |, ¢ y n del BGE) sobre la

movilidad electroforética de los analitos.
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Fenomenologicamente la solucion electrolitica desarrolla un perfil de velocidad
alrededor de la particula que migra electroforéticamente. Desde el punto de vista
matematico este perfil satisface condiciones de contorno especificas en la interfase

particula-fluido. Por consiguiente, la velocidad del fluido Vv, el potencial eléctrico y y el
flujo difusivo J ;# cumplen con las siguientes expresiones y=\_/f, (gf —ni\_/?)-n=0 y
(th//).n = (; sobre la superficie de la particula i, con una carga especifica @; (carga por
unidad de superficie). Aqui, N es el vector unitario perpendicular a la superficie de la
particula. También, se verifica que lejos de la particula v—>0, n, > n” y -Vy —>E.El

problema asi generado es bastante complejo de resolver. Sin embargo, varias condiciones
intrinsecas a la CZE facilitan el analisis debido a que la migracion electroforética de la
particula se superpone al EOF en el tubo capilar. Afortunadamente el nimero de Reynolds
es del orden de 10™ y los efectos inerciales se desprecian en el seno del fluido. Por otro
lado, la conveccion de carga, en general, no se puede descartar porque el numero de Peclet
es del orden de % (Russell et al., 1989). Basados en los resultados de la bibliografia, a
continuacion se presentan las expresiones mas relevantes que permiten estimar la

velocidad electroforética del analito de radio genérico a; . Por consiguiente, para una

doble capa eléctrica grande (a; k¥ — 0 ), la migracion electroforética se expresa,

Vi = QE (2.4.1)
6 n a.i
donde Q; = 47zai2 Q; es la carga efectiva de la particula considerada esférica. Por otro lado,

cuando la doble capa eléctrica es delgada (@; ¥ — o), la velocidad Vi se obtiene a partir

de,

Vi = (2.4.2)

donde ¢ es el potencial de superficie de la particula (también designado potencial zeta de

la particula), el cual se expresa,

Qi 1

- 4rnajs (1 +Kai)

(2.4.3)

S

La Ec. (2.4.3) es valida en general para 0<a;x <oo y para potenciales de

superficie relativamente pequeios de tal manera que se aplica la hipotesis de Debye-
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Hiickel. Sin embargo, los calculos numéricos mostraron que en la medida que xa; <1, la

Ec. (2.4.3) es aun valida para valores de potenciales eléctricos de particulas de hasta
alrededor de 100 mV (ver O’ Brien y White, 1978 y el Capitulo 4 de esta Tesis). Es claro
que para x3; — 0, la Ec. (2.4.1) combinada con la Ec. (2.4.3) conduce a,
Ve - %’f]_IE 2.4.4)

Asi, las Ecs. (2.4.2) y (2.4.4) son precisamente las asintotas de la solucion de
Henry, la cual se expresa,

V.ezgggiEf(Ka.)z QE
'3 g " 6rmay (1+ kay)

f(xa;) (2.4.5)

donde, para el caso de anfolitos simples (drogas y aminoécidos) la carga efectiva

Q; :Z:eozii es proporcional a la fraccion de carga aii que se calcula a partir de las
i

constantes de disociacion de los grupos acidos y basicos como se indica mas abajo. Por
razones practicas, en los célculos la funcién de Henry f(Kai) se representa con la
siguiente expresion (Piaggio y Deiber, 2003),
f (ka;) = 0,988+ 0,509 /[1+ (8,416 / xa;)*%] (2.4.6)
la cual ajusta bien los datos numéricos correspondientes.
A pesar de que se conocen las expresiones mas relevantes que permiten estimar las

velocidades electroforéticas asintdticas, en un contexto mas general, la consideracion de

las soluciones numéricas que se reportan en la literatura (O’Brien y White, 1978) sugieren
que la relacion entre la velocidad electroforética Vi y el potencial zeta ¢; de la particula
presenta respuestas complejas para valores de ¢; altos que se describen a través de la

siguiente expresion,

e_26EkgT o\ [ €5
v=3 oo f(/ca,)gzﬁ(kBTj (2.4.7)

Dentro de la respuesta lineal de la funcion ¢(%j, la Ec (2.4.7) proporciona los

B

resultados asintoticos descriptos arriba (Ecs. (2.4.2) y (2.4.4)). En particular, la constante

de proporcionalidad en la ecuacion de Smoluchowski (Ec. 2.4.2) debe ser %kBTf (xa;)C,
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donde C se obtiene a partir de ¢ evaluado en la zona lineal. Asimismo, la Ec. (2.4.7)

indica que se espera una respuesta mas compleja de la velocidad electroforética para un
potencial zeta de particula alto, como por ejemplo la saturacion de la velocidad de
migracion (evolucion hacia un valor constante para valores de potencial zeta de particula
en aumento), asi como la presencia de un maximo en la relacion entre la movilidad de la
particula y el potencial zeta de la particula.

Una conclusion relevante en esta seccion es que para el caso particular de analitos
cargados pequenos tales como drogas y aminodcidos (en una primera instancia) con

ka, <1 (osea |, >>a,), las Ecs. (2.4.3), (2.4.5) y (2.4.6) se consideran directamente en el

modelo bésico de la CZE propuesto en esta Tesis (ver Capitulo 3). En este contexto, la

condicion x@; <1 se logra si se formula adecuadamente el BGE con relacion al tamafio de

la particula. En el caso de moléculas cargadas grandes, tales como proteinas, donde el
diametro de la particula es relativamente alto, se trata también de disefiar la corrida de la
CZE bajo condiciones similares establecidas arriba, disminuyendo cuando sea posible la
fuerza i6nica del BGE, alcanzando de esta manera las condiciones ideales de la separacion

en la CZE asociadas con las Ecs. (2.4.5) y (2.4.6).

2.4.2 Determinacion de la carga efectiva de un analito

Como se menciono mas arriba, se debe estimar la carga efectiva Q; de la particula
que se necesita en la Ec. (2.4.5) de acuerdo a las constantes de disociacion para los grupos
acidos y basicos de los analitos (ver, por ejemplo, Kenndler, 1998a y Poppe, 1998, para

una discusion en relacion a este aspecto especifico). En este sentido, se define, por
ejemplo, la fraccion de carga negativa ¢; de un grupo 4acido con un pK, particular a

través de la expresion,

- 10_(PKa —pH) (248)
o =— T
" 14107 PKa —pH)

Por otro lado, la fraccion positiva de un grupo basico ¢ es,

(pKy —pH)
gt =19 (2.4.9)
" 110®Ko —pH) N

En consecuencia, las Ecs. (2.4.8) y (2.4.9) son estimaciones apropiadas de las

cargas efectivas de analitos con grupos monovalentes como fue remarcado por Poppe
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(1998), involucrando moléculas cargadas pequefias, por ejemplo, algunas drogas, las cuales
se consideran y ejemplifican en el Capitulo 3 de la Parte II de esta Tesis. Por el contrario,
para la estimacion de la carga efectiva de las moléculas grandes (péptidos y proteinas) se
requieren consideraciones adicionales, que introducen modificaciones relevantes, entre
ellas el fendémeno de regulacion de cargas. Este tltimo tema se trata y analiza en particular
en los Capitulos 4 y 5 de la Parte II, dedicado a proteinas y péptidos, respectivamente.
Asimismo, en el Capitulo 7 se extiende el andlisis del fendmeno de regulacion de cargas a
los aminodcidos y se demuestra que este fendmeno estd presente atin con moléculas de

bajo molecular tal como es el caso de los aminoacidos.

2.4.3 Dependencia de la movilidad con la carga y la forma del analito
Es pertinente realizar aqui un breve analisis de la dependencia de la movilidad

electroforética g4 (velocidad electroforética por unidad de campo eléctrico aplicado; es

decir, y; = E') de un analito i, con los parametros intrinsecos del analito (carga efectiva,

tamafio y forma ). Para ello, uno debe observar que en general g o %, siendo f; el

i
coeficiente de friccion de la particula. Esta relacion de proporcionalidad, indica que surgen
diferencias en las movilidades electroforéticas como consecuencia de diferencias en las
propiedades hidrodindmicas (tamafio y forma) y variaciones de las cargas efectivas de los
analitos. Asimismo, es claro que no es posible separar a priori este cociente, debido a que
ambos términos estan acoplados.

La manera en que f; se relaciona con el tamafio y la forma del analito (molécula)

desde el punto de vista teérico depende en parte del modelo que se usa para describir la
conformacién de la molécula y de la naturaleza del solvente. Como se menciond
anteriormente, en solucion libre, la migracion de la particula se modela, en general, como
una esfera. La relacion entre el coeficiente de friccion y la forma esférica esta dada por la

solucion de Stokes, donde f; = 6778;. Ademas para una esfera el radio de la particula a;

. 4
y la masa de la particula m, se relacionan a traveés de m, = pp(gﬂaﬁ} , donde p, esla

densidad de la particula y %ﬂ'aﬁ corresponde al volumen de la particula considerada
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como una esfera. En consecuencia, ajocm,’” y fiocm,’". A su vez, la masa de la

particula es proporcional a la masa molar M , en consecuencia f; oc M 3, Corresponde

mencionar que la masa de la particula genérica m, es proporcional a la masa molar M de

la molécula considerada como analito cuando se ignora la hidratacioén (ver Capitulos 5, 6 y
7). Sin embargo, si la forma del analito es muy diferente a la de una esfera y éste esta
hidratado (contiene agua ocluida y adherida superficialmente), no es posible usar esta
proporcionalidad para calculos rigurosos. Grossman y Colburn (1992) establecieron
relaciones entre la masa y el coeficiente de friccion para distintas conformaciones
moleculares, como una primera aproximacion (ver Tabla 2.4.1). Por consiguiente, es
evidente que la relacion entre la movilidad electroforética en la CZE y la masa molar M ,
depende fuertemente del modelo que se elige para representar la conformacion del analito.
En los Capitulos 5 y 7 de la Parte II de esta Tesis, se profundiza este aspecto en lo
concerniente a encontrar una expresion de la movilidad electroforética que tenga en cuenta
una forma de particula diferente a la esférica, incluyendo la hidratacion como parametro de
ajuste. Estos conceptos se aplican y analizan en particular, en los mencionados capitulos,

para péptidos y aminodacidos, respectivamente.

Tabla 2.4.1. Relacion de proporcionalidad entre la masa molar M y el coeficiente de friccion f de
acuerdo a distintos modelos moleculares (Grossman y Colburn, 1992).

Modelo molecular Relacion de proporcionalidad
Esfera compacta f~(M )1/3
Cadena erratica (random coil) f~(M )0,5—0,6
Varilla larga f ~(M )0,8
Disco (wide thin disk) f~(M)?
Cadena erratica con drenado libre f~ (M )1,0

(free-draining coil)

2.4.4 Acerca de las medidas experimentales de la movilidad electroforética
Frecuentemente, por razones practicas, es mas conveniente usar la movilidad

electroforética que la velocidad electroforética, debido a que g; es independiente del
campo eléctrico aplicado (Grossman y Colburn, 1992). Asimismo, para cuantificar g de

un analito mediante CZE se debe tener en cuenta la influencia del EOF debido a que el
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resultado que surge en forma directa de los experimentos de la CZE es la movilidad

aparente i, . Esta movilidad aparente contiene dos componentes, uno es la movilidad
electroforética 4 y el otro es la movilidad electroosmotica i, , que se relacionan a través
de,

Hap = 1 * Heo (2.4.10)
Si la electroforesis y la electroosmosis actuan en la misma direccion la p,, esta dada por
la suma de g y o, mientras que si f; y g, actiian en direcciones opuestas, fg, se

expresa como la diferencia entre estos dos términos. Si se escribe 1, en funcion de las

. . . . v Ly L .
cantidades que se miden experimentalmente, se obtiene: i, = % = td Vt ; de la misma
mi

Vv Ly L . . .

manera, f, =—2 = —9 L Combinando ambas expresiones se obtiene,
E  thwV
Ly L
= t[LJrLJ (2.4.11)
\ tmi tmo

donde en este caso se supone que la direccion de la migracion electroforética es opuesta a
la direccion del EOF.

Es importante recordar que la movilidad es el tnico pardmetro medido por la CZE
que tiene significado fisico con relacion a la estructura del analito. Por consiguiente, es

claro que la movilidad electroforética g sirve para correlacionar el comportamiento

electroforético de una particula cargada con su estructura molecular. Debido a que los
valores de las movilidades son independientes del campo eléctrico, de las dimensiones del
capilar y del tiempo de separacion, es mas conveniente comparar valores de movilidades
electroforéticas de diferentes experimentos que valores de tiempos de migracion
(Grossman y Colburn, 1992), como ya se menciond. En efecto, se debe tener presente que
el caracter estructural del analito y las condiciones del medio que lo rodean, influencian su
comportamiento electroforético, el cual es factible de ser medido mediante la CZE. En
consecuencia, las separaciones de la CZE son muy sensibles a diferencias sutiles en la
estructura del analito. A causa de la complejidad de la estructura nativa de los
biopolimeros, es imposible predecir a priori de que manera los cambios estructurales tienen
influencia sobre la movilidad electroforética. Algunos autores (ver, por ejemplo, Grossman

et al., 1989a; Rickard et al., 1991; Cifuentes y Poppe, 1994) proponen ajustarse a estudios
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empiricos para elucidar la relacion entre la estructura del analito, las condiciones del
solvente y la selectividad de la separacion. En esta Tesis, quedard demostrado que es
posible encontrar un modelo matemdtico de la CZE que permite evaluar el cociente
carga/friccion; resolviendo en forma acoplada este cociente es factible separar los términos
de la relacion y estimar el valor de la carga efectiva y el radio hidrodindmico de la
particula, como asi también analizar la incidencia de estos pardmetros en la separacion
electroforética.

Consecuentemente, es evidente, que la eficiencia y la selectividad de la separacion

en la CZE se modelan teniendo en cuenta el efecto del pH, la fuerza idnica, la

permitividad eléctrica y la viscosidad del BGE, ademas de las propiedades inherentes al
analito como el tamafio, la forma y la carga efectiva. No obstante, existen pardmetros como
la hidratacioén y la orientacion molecular cuya influencia resulta dificil de evaluar a través
de un modelo sencillo. Sin embargo, en los Capitulos 5 y 7 de la Parte II, se aborda este
dificil tema llegando a conclusiones interesantes con relacion a la forma de los péptidos y
los aminoacidos, respectivamente. Asimismo se evallia y se analiza la hidratacion y la
orientacion de péptidos y aminodcidos al aplicar un campo eléctrico, en particular aquellos
que son modelados como particulas esferoidales o cilindros.

De acuerdo con lo narrado en el parrafo anterior y en esta seccidn, es claro que para
modelar la movilidad electroforética de un analito es necesario, previamente, estimar la
carga efectiva y el radio hidrodindmico de la particula. En la Parte II se consideran estos
temas con relacion a los modelos extendidos que se proponen en la Tesis; y en los
diferentes capitulos, se evaluan y analizan los resultados y se establecen conclusiones que
surgen de la aplicacion de los mismos a casos generales y particulares de interés practico.
En adicidn, es evidente la necesidad de considerar los efectos de los pardmetros inherentes
al medio electrolitico (BGE) en el cual se desarrolla la CZE, que se deben tener en cuenta
cada vez que se utilice un modelo para evaluar las movilidades electroforéticas

experimentales de los analitos y hacer inferencias a partir de estos estudios.

2.5 Deteccion axial de analitos y fendmenos dispersivos

2.5.1 Consideraciones generales
La teoria referente a la deteccion axial de analitos es un problema teorico crucial

que define la calidad de un modelo de la CZE. Una vez que la carga efectiva de los
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analitos, el potencial zeta del capilar y el EOF del BGE se estiman con el desarrollo teorico
descripto en las secciones previas para condiciones operacionales bien estipuladas de una
corrida de la CZE, las migraciones de las particulas (analitos) se evaluan a lo largo de la
coordenada axial z del tubo capilar con el proposito de registrar en el detector UV la
absorbancia en funcién del tiempo. Luego, a partir de los picos de absorbancia
(proporcional a los picos de concentracion) se obtiene el tiempo de migracion de los
analitos siempre y cuando la resolucion del electroferograma sea adecuada.

En este sentido, se requieren importantes consideraciones para modelar este aspecto
relevante a través de las Ecs. (1.3.5) y (1.3.6) (ver, Capitulo 1) y también los resultados de
las secciones previas (ver, las Secciones 2.2, 2.3 y 2.4 en el Capitulo 2). En la CZE se
desea generalmente evitar las interacciones eléctricas entre los iones, el cual es el
fenomeno que conduce a las distorsiones bien conocidas de frente y de cola de los perfiles
de los picos de absorbancia en el detector UV, disminuyendo frecuentemente la resolucion
(ver por ejemplo, Kenndler, 1998a; Poppe, 1998; Khun y Hoffstetter-Khun, 1993). Es
relevante visualizar que este efecto acoplado es consecuencia de la formacion de un campo
eléctrico no uniforme a lo largo del tubo capilar a concentraciones de los analitos

relativamente  altas. El mismo, se manifiesta a través del término
ezinia)ivzt// =—eziNjw;pe/ & que aparece en los balances de las concentraciones numéricas

de los iones después de combinar las Ecs. (1.3.5) y (1.3.6). Este tipo de fendmeno puede
estar presente en la CZE cuando no se encuentran las llamadas condiciones lineales, es
decir, cuando se requieren por razones practicas concentraciones altas de los analitos (ver
Tabla 1.2.1 y el texto asociado a la misma). Este fendmeno se estudid exhaustivamente
(ver, por ejemplo, Bier et al., 1983; Saville y Palusinski, 1986; Palusinski et al., 1986 y
Mosher et al., 1989) a través de un modelo que se designa no-ideal y no-lineal (Poppe,
1998). No obstante, debido a que este modelo requiere algoritmos numéricos complejos
como se reporta en la literatura, otra alternativa para analizar este aspecto de la CZE es
usar modelos ideales y no-lineales (ver, Seccion 1.2 en el Capitulo 1), en los cuales las
difusividades de los analitos se desprecian, mientras que las interacciones entre iones se
consideran a través de la funcion reguladora de Kohlrausch (ver, por ejemplo, Khun y
Hoffstettter-Khun, 1993; Poppe, 1998). De acuerdo con este analisis concerniente a la
clasificacion de los modelos de acuerdo a los tipos de fendmenos incluidos en el balance
de especies, que se describi6 previamente en el Capitulo 1, es claro que el modelo basico

de la CZE propuesto en esta Tesis se considera no-ideal y lineal. No-ideal, en el sentido
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que se incluyen en el modelado de la CZE todos los efectos dispersivos que se describen a
continuacion en la Seccion 2.5.2 y lineal con relacion a que se desprecian las interacciones
entre los iones debido al efecto de la dilucién de la muestra que es una caracteristica
intrinseca del formato de la CZE; es decir la difusion por -electromigracion
(electrodispersion) es despreciable. En efecto, se observa que las concentraciones tipicas
de los analitos estan en el orden de 10™ a 10® M en un volumen de muestra de 10 a 40 nL

para los aparatos comerciales de CE usualmente disponibles.

2.5.2 Modelado de la deteccion axial de analitos

Con las consideraciones fisicas mencionadas en el parrafo anterior y cuando no esta
presente la adsorcion de los analitos sobre la pared del capilar, el balance que considera la
concentracion numérica de iones en coordenadas cilindricas para describir el movimiento

de especies cargadas a lo largo del tubo capilar hacia el detector UV es,

2 -
i — r + Di 0 CI
ror or 0z

&"‘(Veo"'vie)aCi .o 12 o

~ (2.5.1)

donde C; es la concentracion molar del analito i y D; = kgT /6777 3; es el coeficiente de
difusion molecular de Stokes-Einstein. Aqui, @; es el radio hidrodinamico del analito,
también designado radio de Stokes. Es importante sefialar aqui que D; tiene asociado un
unico valor de @ para el caso de electrolitos fuertes solamente; mientras que para

electrolitos débiles se debe interpretar el radio hidrodindmico como un valor promedio
calculado con los radios de las fracciones neutra y cargada (ver, por ejemplo, Saville y

Palusinski, 1986). La Ec. (2.5.1) plantea el problema cléasico de difusion axial de Taylor-

Aris, que permite resolver el problema de la concentracion radial promedio <Ci> en
términos de la posicion z, el tiempo t y las z-componentes de las velocidades del analito

(Veo +V{ ) En este sentido, el coeficiente de difusion efectiva de Taylor-Aris es
Diet :kBT(1+ ;(Pez)/(67r77ai), donde y depende del perfil de velocidad efectivo

establecido en la Ec. (2.5.1). Aqui el numero de Peclet Pe; = (Veo +v{ )ai / D; debe ser
menor de 0,4L/R para que la expresion de Djy sea valida; esta condicion se logra

facilmente con las escalas caracteristicas de la CZE. No obstante que las experiencias de la
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CZE de analitos cargados pequeiios conducen a Pe; <100 (en nuestros experimentos
20< Pe; <75, ver Capitulo 3 en la Parte II), se debe observar que la dispersion axial

podria incrementarse con campos eléctricos aplicados altos y radios de capilares grandes;
es decir, para un nimero de Grashof alto (ver también Seccion 2.2). De otro modo, para el

caso de un flujo casi piston se comprueba que y ~ 0. Es claro también que los efectos no-
lineales asociados a la no-electroneutralidad a lo largo del tubo se desprecian en la Ec.
(2.5.1) debido a la condicidén de dilucion de los analitos.

A pesar de que la difusion axial de Taylor-Aris se desprecia porque generalmente
se logra un flujo casi piston para Ng, pequefios (ver, Ec. 2.2.5), se deben considerar otros

fenomenos dispersivos en el coeficiente de dispersion efectivo total Dif ~Di(1+ ), que

incluye todos los efectos dispersivos presentes en la CZE a través del parametro de

dispersion del analito ;. Este parametro se interpreta como la suma de las relaciones de
cada efecto dispersivo con el coeficiente de difusion molecular D;. Por lo tanto, se define

G = Z HiLqg/ (2tiD; ) donde ty; es el tiempo de migracion del analito i y las alturas de
j

platos tedricos H ; mas relevantes se expresan (ver Kenndler, 1998a) como sigue:
(a) RZ<v> /(48 Di) para la inyeccidon hidrodinamica del analito a la velocidad promedio
<V > lograda con la diferencia de presion aplicada.

(b) AFZ) / (12Ld ) para la apertura A, del detector UV.

2
dInm;
(©) (;l'lj 02E5R6ezi /(1536kBTk2) para la dispersion térmica, donde m; es la

cantidad de muestra que se introduce inicialmente en la entrada del capilar y Kk es la
conductividad térmica del BGE.

(d) 2D,/ (Emi )oc ¥ para la dispersion axial efectiva ya discutida arriba.

(e) 4c.,Cih/9 para la sobrecarga de muestra (concentration overload), que se desprecia
debido a la dilucion de la muestra, donde C., es un parametro empirico y h es la media
distancia del piston de muestra introducido inicialmente en la entrada del capilar.

() [Kp’R/(R+2Kp)/D; +4Kp /(R+2Kp)/kg]<Vv> para la adsorcion en la pared

donde k4 es la constante de velocidad de desorcion y Kp es el coeficiente de distribucion
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de la adsorcion en la pared. En este modelo bésico se considera que la adsorcion de

analitos sobre la pared no esta presente.
(2) R? Ly / (4!’02) para las vueltas del capilar, de radio r, dentro del cartucho, asociado con
la conexidn entre las ramas que van hacia arriba y hacia abajo.

Asimismo, en la practica el parametro de dispersion 9; se estima a partir de los
datos experimentales de area de pico y altura de pico proporcionado por el

electroferograma experimental. En el Capitulo 3 se presentan a modo de ejemplo, los

valores calculados del pardmetro de dispersion $ para algunas drogas de bajo peso

molecular, incluyendo en el modelo las ecuaciones que se mencionan arriba.

Con estas consideraciones y a partir del promedio radial de la Ec. (2.5.1) se obtiene,

. . 2 .
8<CI>+(Veo +V‘e)a<ail> <D, 5a<(23|> 25.2)
z

La Ec. (2.5.2) requiere condiciones iniciales y de contorno apropiadas para obtener
perfiles de concentracion confiables en funcion del tiempo de deteccion.

En general, se debe considerar que el tiempo de inyeccion de la muestra afecta la

solucién que se obtiene para <Ci> a través de la longitud h del volumen de muestra

considerada como un piston (ver, Seccion 2.1). Por consiguiente, debido a que la condicion
inicial para la Ec. (2.5.2) requiere que la cantidad de muestra que se introduce inicialmente
en la entrada del tubo capilar esté confinada a una longitud finita, se impone,

<Ci>=<Ci>,, t=0, -h/2<z<h/2 (2.5.3)
cuando el origen del sistema coordenado se localiza en el centro de un piston de muestra
idealizado. Durante la corrida de la CZE, las condiciones de contorno que se deben cumplir
son,

<C; >=0, t>0, —wo<z<w (2.5.4)

En consecuencia se obtiene la siguiente solucion para el problema que involucra las

Ecs. (2.5.2) a (2.5.4) (Crank, 1976), evaluadas en el detector UV,

[2h— Ly + (Vo +Vie)]t erf [Lg —(Veo +Vie)t]

(2.5.5)
2,/Djst 2,/Dist

<C;j >:%<Ci > qerf

Para el caso particular que considera que la muestra que se introduce inicialmente

en la entrada de capilar estd confinada en un plano, la solucion asintdtica que se obtiene y
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se reporta en la mayoria de los modelos no-ideales y lineales evaluada en el detector UV,

es como sigue (ver, por ejemplo, Grossman y Colburn, 1992),

_m
21}72' Dl-ll;ft

La solucion simple de la Ec. (2.5.2) considera que la masa de muestra introducida

[Lg —(Veo +V§) 1]

<Cj>=
T
Dier t

exp

(2.5.6)

es m y esta idealmente distribuida en un plano (el volumen de muestra no es finito). No
obstante, esta hipotesis es demasiado restrictiva y no permite una descripcion de las
cantidades relativas de los analitos en la zona de deteccion. Por esta razon, para tener en
cuenta la incidencia del tiempo de inyeccion en la resolucion del electroferograma, se usa
la condicidn inicial establecida por la Ec. (2.5.3).

Por consiguiente, es claro que las Ecs. (2.2.1) a (2.2.6), (2.4.3) a (2.4.6) y (2.5.1) a
(2.5.4) definen totalmente el modelo basico de la CZE propuesto en esta Tesis para

determinar las condiciones apropiadas para una separacion mediante la CZE de una mezcla
de analitos. Por lo tanto, las soluciones obtenidas para <Cj > en funcién del tiempo t, y
en consecuencia de los tiempos de migracion t,,;, proporcionan el electroferograma de N

analitos.

Con este proposito se elabora con las ecuaciones sefialadas en el parrafo anterior,
un cédigo numérico simple para predecir el electroferograma de moléculas cargadas de
bajo peso molecular. Este tema se vuelve a considerar en la Seccidon 2.6, en la cual se
describe el algoritmo matematico que se usa en el programa computacional. En adicién, se
presentan ejemplos de las predicciones del modelo basico de la CZE para diferentes
analitos en el Capitulo 3 de la Parte II.

Antes de terminar esta seccion es interesante mencionar que al presente existen
numerosas citas bibliograficas (ver, por ejemplo, Khun-Hoffstetter-Khun, 1993 y las
referencias alli incluidas) que consideran los aspectos mas fundamentales a cerca de la
dispersion de analitos tales como la difusion (ver también, Probstein, 1989), la adsorcion
sobre la pared del capilar (ver también, Hjertén, 1985; Novotny et al., 1990; Cobb et al.,
1990; Towns y Regnier, 1991; Towns et al., 1992; Liu et al., 1992; Schure y Lenhoff,
1993; Stédry et al., 1995; Minarik et al., 1995), el calentamiento por efecto Joule (ver
también, Knox, 1988; Burgi et al., 1991; Grushka et al., 1989; Porras et al., 2003; Xuan y
Li, 2004), la dispersion electroforética o electromigracion (ver también, Mikkers et al.,

1979a y b; Erny et al., 2001; St&dry et al., 1996, 2003 y 2004), la inyeccién de la muestra y
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el ancho de la zona de deteccion (ver también, Huang et al., 1989; Vinther y Seeberg,
1991; Schwer et al., 1993; Reijenga y Kasicka, 1999). En la bibliografia se indica que los
efectos dispersivos mas relevantes se pueden mantener bajo control en la instrumentacion
moderna y se analizan las condiciones adecuadas para minimizarlos. Es evidente que los
diferentes efectos nunca se pueden eliminar totalmente, pero su impacto en la eficiencia de
la separacion se puede controlar con un disefio apropiado del equipo instrumental y con la
seleccion cuidadosa de las condiciones de trabajo. Para controlar éstas ultimas los modelos

de la CZE pueden ayudar significativamente.

2.5.3 Relevancia del BGE en la eficiencia y selectividad de la CZE
El BGE juega un rol muy importante en el desarrollo de la CZE. Las propiedades

como el pH, la fuerza idnica y la composicion del BGE afectan tanto la selectividad como
la eficiencia de una separacion. El pH es, por ejemplo, un factor relevante de la

selectividad en la separacion electroforética de anfolitos (Friedl y Kenndler, 1994). La
fuerza i6nica del BGE no solo determina el grado de calentamiento por efecto Joule en el
capilar, sino que ademds tiene una marcada influencia en el EOF y la movilidad
electroforética. En adicion, la composicion del buffer puede mejorar tanto la eficiencia
como la selectividad de varias formas. Ademas, los aditivos que se agregan al BGE tales
como agentes de formacion de complejos quimicos o solventes organicos (Sarmini y
Kenndler, 1998a y b; Roy y Lucy, 2001; Porras y Kenndler, 2005a; Subirats et al., 2005)
pueden mejorar o atn facilitar la separacion.

En este sentido, el valor de pH del BGE como se mencion6 mas arriba, es un

parametro de separacion muy importante para cambiar la selectividad de un sistema. En
general (ver Seccion 2.4) la separacion en la electroforesis se basa en la diferencia de
movilidades, la cual depende del tamafio, la forma y la carga efectiva de los analitos. En
efecto, el tamafio de un analito estd relacionado con su peso molecular y el grado de
hidratacion dependiendo a su vez de factores como la fuerza idnica y la polaridad de la
solucion. En consecuencia, la carga efectiva del analito depende del grado de ionizacion

determinado por los valores de los pK de los grupos funcionales 4cidos o basicos y el pH

de la solucion. En el caso particular en el que las sustancias a separar estan completamente

ionizadas en el rango de pH de interés, las variaciones de pH tienen poca influencia en la

carga efectiva. Sin embargo, si los grupos funcionales ionizables de los analitos son 4cidos
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o bases débiles, el pH del BGE en el que se desarrolla la separacion presenta un fuerte

efecto sobre la carga.
Por consiguiente, resulta evidente que la resolucion se puede optimizar muy

facilmente si se encuentra el valor de pH apropiado para una separacion especifica. Este

aspecto se ilustra con ejemplos en el Capitulo 3 con relacion a las predicciones del modelo
basico de la CZE propuesto en esta Tesis. Este modelo se usa asimismo en un analisis de
perturbaciones para elucidar una mejor resolucion de un sistema electroforético.

La fuerza idnica se considera también una propiedad importante para mejorar la
eficiencia, la resolucion y la sensibilidad en un sistema separativo. Existen numerosas
publicaciones que tiene en cuenta este aspecto (ver, por ejemplo, Friedl et al., 1995; Li et
al., 1999; Radko et al., 2000). Debido a que la electroforesis y la electroosmosis estan
basados en los mismos principios, la variacion en la concentracion de sales tiene el mismo

efecto sobre 14 y Mg, La investigacion del efecto de la fuerza idnica sobre la

electromigracion, sin embargo, es una tarea dificil de realizar, porque no existen reglas
generales para las diferentes especies que se pueden separar por electroforesis. En efecto,
el compuesto cargado puede ser un i6n pequefio, una macromolécula o una célula. En
adicion, se puede comportar como un electrolito débil o fuerte. En el caso particular de las
proteinas, la concentracion de sales puede tener efectos adicionales sobre la estructura
terciaria. Finalmente, no s6lo la concentracion sino también el tipo de solucion electrolitica
juega un rol importante en algunos casos. Consecuentemente, se debe considerar a la
fuerza i6nica como una combinacion complicada de factores que afectan una separacion
mediante la CZE. En el Capitulo 7 de la Parte II se incluyen en el modelo propuesto
correcciones de las constantes de disociacion a través de los coeficientes de actividad
formulados para soluciones electroliticas no-ideales (ver también, Survay et al., 1996; Li et
al., 1999).

En adicion, los BGEs que se preparan en solventes organicos puros parecen ser una
alternativa a los BGEs acuosos en la CZE (Porras et al., 2001 y 2003b; Beckers et al.,
2003; Assungdo et al., 2005; Souaid y Cottet, 2005; Peng et al., 2005; Busnel et al., 2005).
En la literatura se aseveraron varias ventajas generales de los solventes organicos sobre el
agua, principalmente (i) los solventes organicos aumentan la selectividad en la separacion;
(i1) los solventes organicos incrementan la eficiencia de la separacion; (iii) en solventes
organicos se pueden usar voltajes altos en la separacion y/o fuerzas i6nicas altas del BGE

porque la intensidad de corriente es baja comparada con el agua; (iv) debido a la intensidad
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de campo eléctrico aplicado alta, en solventes organicos el tiempo de analisis es mas corto
que en BGEs acuosos, y (v) la solubilidad y/o estabilidad de los componentes (ya sea
analitos o quimicos del BGE) es mads alta o mejor en solventes orgdnicos. Sin embargo,
recientemente, Porras y Kenndler (2005b) evaluaron criticamente estas aseveraciones
basados en principios fisicos del transporte i6nico y la dispersiéon de zona en solucidon y
sefialaron que varias de las ventajas arriba mencionadas estan sobreestimadas o incluso no
existen. Corresponde aclarar que en las aplicaciones particulares de esta Tesis y en el
analisis a través de los modelos no se incluyeron BGEs preparados con solventes

organicos.

2.6. Resumen del modelo béasico propuesto para la CZE. Programa

computacional

2.6.1 Ecuaciones y codigo numeérico del modelo béasico

Las Ecs. (2.2.1) a (2.2.6), (2.4.3) a (2.4.6) y (2.5.1) a (2.5.4) que se presentaron en
las secciones previas de este capitulo definen el modelo basico propuesto en la Parte I de la
Tesis para analizar el electroferograma de la CZE. La finalidad principal aqui es
determinar las condiciones apropiadas, en la separacion mediante CZE, de una mezcla de

analitos. Por lo tanto, las soluciones analiticas (Ecs. (2.5.5) y.(2.5.6)) obtenidas en la
Seccién 2.5 para <Cj > en funcion del tiempo de separacion t, y en consecuencia los
tiempos de migracion t,; , proporcionan el electroferograma basico de N analitos.

Por consiguiente, las ecuaciones principales que constituyen el modelo bésico y
conforman el programa computacional se presentan a continuacioén indicando a su vez la

funcidén de cada una de ellas:

* Volumen de inyeccion de la muestra (analito 1),

4
12871,

* Distancia promedio del piston de muestra introducido inicialmente en la entrada del

capilar,

h =V, /(zR?)
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* Potencial zeta de tubo en funcion del tiempo de migracion del marcador del EOF,

_ Veol _ _ lqg 7
Ee tmoE€

Cr =
* Velocidad electroforética del analito i, en funcion del potencial zeta de la particula,
2¢¢E
v =22 ()
n
* Potencial zeta del analito i, valido para 0 <xa; < o,

Lo Qo)

B 47Z'€ai (1+Ka|)

* Velocidad y movilidad electroforética del analito 1, en funcion de la carga efectiva,

= e 0

B 67[778.i(1+l(ai

Qi
ol 6713; (1+Kai) f(Kai)

respectivamente, donde,
f(xa;)=0,988+0,509/[1+(8,416/xa; "> ]
* Carga efectiva del analito 1,

Qi =Y ea

donde para un grupo écido,
10~ (PK —pH)
1+107PKa ~PH)
y para un grupo basico,
. lo(pr —pH)
10K —pH)

ap =—

* Deteccion axial del analito 1,

_ e _ e
<Ci >=1<Ci >0 erf (2h Ld +(V90 Vi )]t +erf [Ld (Veo + Vi )]
2 2,/Digrt 2,/Dist
m [Lg —(v+vD) ]
< Ci >= exp
21}72' Dl-lt;ft [ Dl-ll;ft
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* Coeficiente de difusion efectivo
T
Diert = Di(1+ ;)
donde el parametro de dispersion se expresa,

G =ZHde /(2tmi D)
i

Con las ecuaciones sefialadas aqui se genera un cddigo numérico simple para
simular el electroferograma de cada analito de la mezcla (principalmente de bajo peso
molecular en esta etapa) que se desean separar mediante la CZE. Por consiguiente, en el
programa computacional las variables que se consideran son: el tiempo de inyeccion de la
muestra y la distancia de deteccion del analito, el campo eléctrico aplicado, el tiempo de

migracion del analito, los pK de los analitos, el pH y la fuerza i6nica de la solucion

electrolitica, el didmetro y la longitud total del capilar, el potencial zeta del capilar y la
temperatura, incluyendo en adicidén otros aspectos especificos de cada caso particular en
estudio, principalmente con relacion al tipo de analito. En este sentido la Figura 2.6.1
presenta un esquema con los datos que se ingresan al programa computacional separados
en tres bloques (datos del analito, datos del BGE y datos del protocolo especifico de la
separacion). Es claro entonces que el resultado que emerge del algoritmo es el
electroferograma basico que se predice tedricamente. Luego es posible modificar los datos
de ingreso (de protocolo u operacionales) para obtener el electroferograma mas adecuado
para lograr la separacion deseada (mejor resolucion). Asimismo, es posible extraer de la
experiencia de la CZE con la aplicacion del modelo y el programa computacional mayor
informacion como es la estimacion de pardmetros fisicoquimicos del analito (radio
hidrodindmico, carga efectiva, potencial de zeta y coeficiente de difusion).

Es apropiado mencionar aqui que la solucién del modelo basico propuesto en esta

Tesis requiere encontrar las raices a; y Q; de las ecuaciones no-lineales presentadas

arriba, para lo cual se usa el método numérico de Newton-Rhapson del tipo iterativo. Este
método también se usa en las versiones extendidas del modelo basico en la Parte II de la
Tesis. Finalmente el calculo numérico descripto brevemente en esta seccion se introduce
algoritmicamente en el software denominado MATHEMATICA (version 2.2 for Windows-

Academic) o alternativamente se confecciona un programa en lenguaje FORTRAN.
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Datos de analitos

M,pK,tmi,t

SIMULACION
NUMERICA

Datos operativos
V,T, Ly, L, d;

Datos del BGE
pH, 1,7, &

Electroferograma

simulado /\ /\

Generacion de un protocolo adecuado

\ 4

Estimacion de parametros fisicoquimicos

ai, Qi, Dj, ¢

Figura 2.6.1. Esquema del programa computacional del modelo basico para la CZE.

Las etapas principales del procedimiento numérico son:
1- Ingreso de los datos correspondientes a los analitos: masa molecular y valores de
titulacion de los grupos ionizables (pKj ).
2- Ingreso de constantes fisicas y datos de protocolo incluyendo las propiedades del BGE
(pH, I, T, n y ¢). También se introduce el voltaje aplicado V en la corrida
experimental.

3- Ingreso de datos correspondientes a las dimensiones del capilar (Ly, L, d;).
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4- Ingreso del tiempo de migracion experimental del analito para el BGE especifico en uso.

5- Con los datos de ingreso, el algoritmo estima la carga efectiva Q; = Z:eozii teniendo en
i

cuenta los grados de disociacion «; y «; de los grupos A4cidos y/o bésicos,
respectivamente.
6- Se introduce una estimacion del radio hidrodinamico designado a; para inicializar el

método iterativo Newton-Raphson.
7- Cuando el software indica convergencia del método iterativo se calculan las propiedades

de salida (a;, Q;, D;, ;) en forma explicita.

2.6.2 Conclusiones

El modelo bésico (no-ideal y lineal) de la CZE presentado en la Parte I de esta Tesis
se desarrolla con ecuaciones fundamentales que describen la fisicoquimica asociada a la
migracion electroforética de analitos simples. No obstante que este modelo se basa en
principios esenciales y ecuaciones dindmicas que contienen propiedades fisicoquimicas
verdaderas de las soluciones electroliticas y de los analitos, es relativamente simple de
computarizar y usar en el laboratorio. Este modelo basico se usa en la Parte II, donde se
consideran aplicaciones especificas con distintos niveles de complejidad, mediante la
introduccion de nuevos conceptos y modificaciones que expanden y mejoran las

capacidades de prediccion y analisis del modelo basico, generando los modelos extendidos.
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Capitulo 3

Analitos de bajo peso molecular

En este capitulo se aplica el modelo basico de la CZE, el cual se desarroll6 en la
Parte | de la Tesis, a analitos pequefios y cargados, con el fin de ilustrar las capacidades de
prediccion de este modelo relativamente sencillo. Es decir, con el uso del modelo basico y
el ingreso de datos relevantes del analito y de las variables operacionales, es posible
simular el electroferograma de un analito de bajo peso molecular, o de una mezcla de
analitos que se desean separar mediante la CZE, y encontrar asi las condiciones
fisicoquimicas apropiadas para la corrida electroforética. Para este estudio se eligen como
analitos modelos: drogas (se describen en la Seccion 3.1) y aminoacidos (se ilustran en la
Seccion 3.2). Es también pertinente sefialar aqui que en el Capitulo 7, se reconsideran los
aminoacidos con un modelo mas complejo que incluye la evaluaciéon del fenémeno de
regulacion de cargas y parametros adicionales como la forma hidrodinamica y la

hidratacion.

3.1 Drogas
3.1.1 Introduccion

En la actualidad, para el analisis de drogas en fluidos bioldgicos y otros tipos de
muestras de interés clinico y/o biotecnologico se utilizan diferentes técnicas. Entre las mas
usadas se pueden citar el inmunoensayo enzimatico, la cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC), la cromatografia en capa delgada (TLC) y la espectrofotometria. Sin
embargo estas técnicas presentan algunas desventajas. En efecto, el desarrollo de Kits para
inmunoensayo es costoso Yy tedioso y puede existir reactividad cruzada con los anticuerpos,
lo que conduce a resultados falsos positivos. Asimismo, los procedimientos por HPLC, son
laboriosos, requieren una preparacion previa de la muestra y un tiempo de analisis largo.
Por otro lado, la TLC generalmente provee resultados cualitativos solamente. En este
sentido, es interesante mencionar que la CE supera estas desventajas con pre-tratamiento
simple de la muestra, velocidad de analisis alta, automatizacion en la separacion y

cuantificacion aceptable. En consecuencia, la CE tiene una aplicacion extensa en este
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campo que incluye el control de la pureza de drogas en el area farmaceutica, el monitoreo
de drogas terapéuticas, el analisis cualitativo y cuantitativo de drogas en el caso de
intoxicaciones y la deteccidn de drogas de uso indebido (ver, por ejemplo, Thormann et al.,
1991; Lee et al., 1992a y b; Caslavska et al., 1993; Schmutz y Thormann, 1993; Johansson
et al., 1993; Thormann et al., 1993; Altria y Rogan, 1994; Thormann et al., 1996;
Lucangioli et al., 1997; Conradi et al., 1997; Vogt et al., 1997; Thompson et al., 1997,
Brunner y DiPiro, 1998; Kataoka et al., 1998; Haque y Stewart, 1999; Malecek et al.,
1999; Hudson et al., 1999; Hempel, 2000; Altria et al., 2001; Fabre y Altria, 2001; Welder
y Colyer, 2001; Shaw y Guzman, 2002; Lucangioli et al., 2003).

En adicion a las ventajas de la CZE como técnica separativa, enumeradas en el
parrafo anterior, el uso de un modelo teérico y un programa computacional como los que
se presentan en esta Tesis, sirve no solamente para optimizar el sistema particular
propuesto para la separacion de las drogas bajo estudio, sino que ademas permite inferir
propiedades fisicoquimicas de estos analitos. Es decir, permite el calculo de la carga
efectiva, el radio hidrodindmico, el coeficiente de difusién y el potencial de particula en las

condiciones de pH vy fuerzas ionica particulares del BGE en el cual se realiza la separacién

mediante CZE. Ademaés, como se hace referencia en varias publicaciones recientes (ver,
por ejemplo, Yang y Yuan, 1999; Miller et al., 2002; Lin et al., 2003; Jia, 2005; Zuskova
et al., 2006; Solinova, et al., 2006; Plasson y Cottet, 2006), también es posible la

estimacion de las constantes de disociacion pK, (valores promedios) de los analitos, a

partir de datos experimentales de la CZE.

En este sentido, con el propdsito de demostrar las capacidades de prediccion del
modelo bésico de la CZE propuesto en esta Tesis y aplicarlo a la optimizacién de una
separacion, se eligen para el estudio las siguientes drogas modelos: cafeina, teofilina, acido
salicilico y acido benzoico, cuyas estructuras moleculares y caracteristicas de carga y

constantes de disociacion pK, se conocen bien. En la Tabla 3.1.1 se presentan las mismas.

Es apropiado sefialar que al presente, las referencias bibliograficas relacionadas con
drogas farmacéuticas que se pueden determinar mediante CE son numerosas (ver, por
ejemplo, la Tabla 4 en Shaw y Guzman, 2002, en la cual se presenta un grupo amplio de
drogas y se mencionan los modos de separacion con las citas bibliogréaficas

correspondientes; ademas se incluyen importantes referencias en este trabajo).
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Tabla 3.1.1. Drogas modelos y sus caracteristicas.

Analito Férmula quimica M (g/mol) pK,

Cafeina | 194.19 12.3

Teofilina HaC | 4 180.17 8.77

Acido salicilico 138.12 3.0
\l/ OH

Acido benzoico HO : 122.12 4.19
0

3.1.2 Aplicacién del modelo basico a la separacion y caracterizacion de drogas

De acuerdo con los fundamentos tedricos concernientes al modelado de la CZE
descriptos en las distintas secciones del Capitulo 2, en la Parte | de esta Tesis, se considera
aqui el modelo basico de la CZE que aplica a analitos de bajo peso molecular. Las
ecuaciones principales que constituyen el modelo béasico y conforman el programa
computacional se sintetizaron en la Seccion 2.6.1 del Capitulo 2. Consecuentemente en
cada caso de estudio se usa la siguiente estrategia: (i) se ingresan al programa

computacional los datos correspondientes al analito bajo estudio (tiempo de migracion t;
y constantes de disociacion pK,) y también el tiempo de migracion del marcador neutro

tmo » cuando corresponde; (ii) se ingresan los datos correspondientes al BGE que se usa en
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la corrida experimental (pH, I, permitividad eléctrica y viscosidad); (iii) Se ingresan los

datos especificos del protocolo que se emplean en la separacion (voltaje aplicado,
temperatura, tiempo de separacién, tiempo de inyeccién de la muestra y tiempo de
inyeccion del marcador neutro). Con el ingreso de estos datos basicos (ver Figura 2.6.1 en
la Seccidn 2.6) y siguiendo el procedimiento numerico descripto previamente en la Seccion
2.6, se reproduce el tiempo de migracién del analito bajo estudio y se obtiene asi el
electroferograma tedrico (también designado electroferograma simulado) que corresponde
a las condiciones seleccionadas para la separacion mediante la CZE. Como se ilustra mas
abajo, se logra una concordancia muy buena entre el electroferograma experimental y el
electroferograma simulado que se obtiene con el modelo basico y el programa

computacional propuesto en la Tesis.

3.1.3 Técnica experimental de la separacion mediante CZE

En las experiencias practicas que se realizan en esta parte, se usa un equipo
Beckman P/ACE 5010 provisto con un detector UV con el fin de generar los
electroferogramas correspondientes al marcador de EOF (DMSO) y a los analitos (cafeina,
teofilina, &cido benzoico y acido salicilico). Las soluciones patrones de los analitos se
preparan en agua bidestilada a una concentracion de 250 pg/ml. El detector UV esta
situado a 0.20 m desde la entrada del capilar de silice fundida (inlet). La longitud total del
capilar es de 0.27 m y el didmetro interno es de 50 um. El voltaje que se aplica durante la
separacion es de 15 kV y la temperatura de trabajo se fija en 25 °C (la cual se mantiene
constante por medio del sistema de liquido refrigerante que dispone el equipo comercial).
Se utiliza la inyeccion hidrodindmica de los analitos a una diferencia de presion de 0.5 psi
(1psi = 6894.76 Pa), con un tiempo de inyeccion de 3 segundos para los analitos patrones y
1 segundo para el marcador de EOF. El BGE que se utiliza en estas experiencias es borato

a diferentes pH vy fuerzas ionicas | (ver Tabla 3.1.2). Las soluciones de estos BGEs se

preparan disolviendo la cantidad adecuada de acido borico en agua destilada. Luego, se

ajusta el pH con el agregado de OHNa 10 M. Los valores de fuerza idnica que se obtienen

estan en el rango de 10 a 90 mM.
Evaluacion del potencial zeta de tubo

Primero se necesita conocer el potencial zeta de tubo ¢; y se decide evaluarlo

experimentalmente usando un marcador neutro (DMSQ), como se indicé en la Seccién
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3.1.3. El tiempo de migracion del marcador se mide a los diferentes pH y fuerzas idnicas

I de las experiencias. Debido a que el marcador es neutro, éste se mueve a lo largo del
capilar solamente por efecto del EOF. Asi, a partir del tiempo de migracion experimental
del marcador t,,, se obtiene el valor del potencial de tubo ¢; :LdLth (ver en la Seccion
mo
2.2 las Ecs. (2.2.9) y (2.2.10)). Esta expresion es valida cuando la velocidad
electroosmoética se aproxima a un flujo pistdn, principalmente si las variables
independientes se seleccionan para minimizar el nimero de Grashof, como se explico en la
Parte | (ver Secciones 2.2 y 2.3, en el Capitulo 2). En la Tabla 3.1.2 se muestran los valores

calculados para el potencial de tubo a diferentes |1 y pH dentro del contexto del modelo

bésico y con el ingreso de los datos experimentales al programa computacional.

Tabla 3.1.2. Estimaciones de potenciales de tubo {7 que se obtienen a partir de la Ecs. (2.2.9) y (2.2.10) con
el modelo basico y el programa computacional, para diferentes valores de pH y fuerzas ionicas | usados en
las experiencias.

pH 8.0 8.5 9.0 9.5 10.0

I (mM) 8.7 21.3 43.9 69.8 88.2
& (V) -0.087 -0.080  -0.073 -0.068  -0.065

3.1.4 Predicciones de los electroferogramas y discusion

Como se menciono en la Seccion 3.1.2, las predicciones numeéricas se ajustan a los
datos experimentales de los tiempos de migracion de los analitos, para diferentes | y pH,
con el fin de validar el modelo basico de la CZE propuesto en esta Tesis. Estos datos se
obtienen a partir del equipo comercial disponible y el protocolo experimental mencionado
en la Seccién 3.1.3. Por consiguiente, con la estrategia que involucra la relacion entre la

teoria y los experimentos se obtienen las estimaciones del radio hidrodinamico a;, el
coeficiente de difusion D; y el potencial zeta £; de cada analito que se presentan en la

Tabla 3.1.3. Se adelanta aqui que los valores de estas propiedades tienen el orden de
magnitud esperado (ver, por ejemplo, Jandick y Bonn, 1993) indicando asi, que el modelo
basico propuesto provee una prediccion adecuada del electroferograma de cada analito
para el caso de moléculas relativamente pequefias como las que se consideran en esta

seccion.
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En relacion con la primera etapa correspondiente a la introduccion de la muestra en
el capilar y siguiendo los lineamientos tedricos descriptos en la Seccion 2.1, se ilustra en la
Figura 3.1.1 las variaciones en los tiempos de migracion de un analito al cambiar el tiempo
de inyeccién de la muestra (2, 3, 5y 7 segundos) para corridas tipicas de la CZE. Es
importante mencionar que se incluyen en el analisis los fendmenos dispersivos descriptos
mediante la Ec. (2.5.5) (ver Seccion 2.5 en el Capitulo 2). El analito que se usa en este
estudio es cafeina. La Figura 3.1.1 (A) muestra los resultados experimentales y la Figura
3.1.1 (B) presenta las simulaciones que se logran con el uso del modelo basico y el
programa computacional. A través de estas figuras es evidente el impacto que puede tener
el tiempo de inyeccion de la muestra sobre la resoluciéon del electroferograma en una

corrida caracteristica de la CZE.

Felntive -- Time: 0,009 Minutes

0,1

0,08

0,06

0,044

0,03

10,004

0.0 05 1.0 15
Minutez

Figura 3.1.1 (A). Electroferogramas experimentales superpuestos (absorbancia versus tiempo) de la cafeina
en corridas tipicas de la CZE, para diferentes tiempos de inyeccién de la muestra: 2 (negro), 3 (azul), 5

(verde) y 7 (rojo) segundos. Las dimensiones del capilar son: Ly =27 cmy di =50 um. EI BGE es borato

pH=9.0 y fuerza i6nica |1 =43 mM. Ademas V=15 kV generando 19 pAmp, y T=25 °C. La longitud de onda
de deteccion es 214 nm y el tiempo de separacién es 2 min. La concentracion de cafeina es 1000 ug/ml.
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Figura 3.1.1 (B). Prediccion tedrica del electroferograma de la cafeina (concentracion normalizada versus
tiempo) con el modelo basico usando el protocolo descripto en la Figura 3.1.1 (A), cuando se varia el tiempo
de inyeccidn de la muestra: 2 (negro), 3 (azul), 5 (verde) y 7 (rojo) segundos.

Con respecto al analisis de los resultados que se presentan en la Tabla 3.1.3 se

observa que si se aumentan el pH vy la fuerza ionica, el radio hidrodinamico a; decrece y
el potencial de particula ¢; aumenta, consistentemente con el tiempo de migracion de los

analitos. En efecto, para los valores de potenciales zeta de particula mas altos y negativos,
las velocidades efectivas de los analitos son menores debido a que en el disefio de los
experimentos el sistema de deteccion de los analitos esta cercano al electrodo negativo, y
la inyeccion de la muestra se realiza en el extremo opuesto, cercano al electrodo positivo
(ver Figura 1.1, en la Seccion 1.1). Consecuentemente, la migracion electroforética de las
particulas que poseen carga negativa tiene lugar en sentido opuesto al EOF. Asimismo,
mientras que el &cido benzoico y el &cido salicilico estan totalmente ionizados en el rango

de pH en el que se trabaja aqui, se observa que la teofilina cambia su fraccion de carga
a; (ver Tabla 3.1.3), desde un valor cercano a cero, a pH~8, hasta -0.94 a pH =10,

como consecuencia del valor de su constante de disociacion, pK, =8.77. En este sentido,

en la Tabla 3.1.3 se observa consistentemente una transicion del radio hidrodindmico

alrededor de pH ~ 9. Sobre la base de los resultados que se muestran en la Tabla 3.1.3, la

Figura 3.1.2 (a) y (b) ilustra el electroferograma experimental y el electroferograma

tedrico, respectivamente, que se obtiene cuando se aplica el modelo basico y el programa
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computacional a la separacion de una droga, por ejemplo, teofilina. Se observa la buena

capacidad del modelo para reproducir el tiempo de migracion del analito (droga) si se

ingresan al programa los datos del protocolo experimental de la separacion mediante la

CZE y los pardmetros correspondientes a la droga bajo andlisis, segun lo descripto en la

Seccion 3.1.2.

Tabla 3.1.2. Tiempos de migracion experimental t,,; de los analitos para diferentes pH y fuerzas idnicas |

y estimaciones numéricas de propiedades fisicoquimicas realizadas con el modelo bésico.

Acido benzoico

pH | ty & 10° & D100 g Klg's
(MM)  (min)  (m) V)  (mYs) (m™)
8.0 8.7 145 319 0.0528 7.80 29 3.0
8.5 213 169 297 00531 8.6 23 4.8
9.0 439 207 277 00547 875 16 6.8
9.5 69.8 244 264 00555 9.18 12 8.6
100 882 293 249 0058 9.74 9 9.7
Acido salicilico
pH | ty & 10° & Dj10Y g K1c1)'8
(MM)  (min)  (m) V)  (mYs) (m™)
8.0 8.7 143 321 00513 755 31 3.0
8.5 213 165 307 00514 7.88 25 4.8
9.0 439 204 280 00540 8.66 17 6.8
95 690.8 248 262 00562 9.25 12 8.6
100 882 310 238 00613 10.20 8 9.7
Teofilina
pH | ti oa 10° & D; 10" o
(MM)  min) (M) (V) (m%s) ©)
8.0 8.7 1.0 145 00173 16.72 10 0.14
8.5 213 115 260 00215 9.33 26 0.35
9.0 439 150 280 00339 8.66 23 0.63
95 69.8 218 250 0.0499  9.67 13 0.84
100 882 236 273 00493 8.88 14 0.94

En adicion, con respecto al parametro de dispersion & (ver Seccion 2.5 en el

Capitulo 2) se debe tener en cuenta que el mismo estd vinculado con el coeficiente de

difusion y éste con el radio hidrodinamico de la particula en estudio; que a su vez, depende

fuertemente de las condiciones del medio (pH y fuerza idnica) que determinan la carga

neta y la hidratacion. En la Tabla 3.1.2 se observa que para los &cidos benzoico y salicilico,

los parametros de dispersion disminuyen a medida que el pH aumenta desde 8 a 10,

considerando que el radio de la particula disminuye debido a que aumenta también la
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fuerza idnica, disminuyendo asi la capa de hidratacion. Para el caso-estudio de la teofilina
el analisis de los factores que influyen en la dispersion es mas complejo, debido a que se
presenta una transicion desde una fraccion de carga negativa menor a una fraccién de carga
mayor (desde 0.14 a 0.94). En sintesis, el pardmetro de dispersién que depende
fuertemente del disefio experimental y de las condiciones del medio en el que se desarrolla
la separacion también esta ligado intimamente con las caracteristicas intrinsecas de cada

analito, en particular con la carga y la hidratacion.
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Figura 3.1.2. (a) Electroferograma teérico (concentracion adimensional versus tiempo) y (b)
Electroferograma experimental (absorbancia versus tiempo) correspondiente a teofilina, a pH=9.5, | =69.8

mM segun el protocolo descripto para la CZE en la Secci6n 3.1.3.
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Asimismo, con la aplicacion del modelo basico de la CZE, se ilustra como
diferentes valores de | y pH afectan la resolucion de los electroferogramas que
involucran la separacion de una mezcla artificial que contiene a los analitos teofilina, &cido
benzoico y acido salicilico (Ver Figura 3.1.3 a, b, ¢ y d), lo cual resulta el primer desafio
de esta Tesis. Asi, usando los datos de la Tabla 3.1.3 correspondientes a cada analito se
encuentra una buena resolucion de la mezcla a pH ~ 10 y fuerza idnica | ~88.2 mM (ver
Figura 3.1.3d). Estas predicciones tedricas se validan con el electroferograma experimental
(ver Figura 3.1.4) indicando que la condicion de modelo lineal se satisface plenamente

para los casos que se estudian aqui. En adicion, a pH ~ 9 y fuerza iénica | ~ 43.9 mM los
picos correspondientes al acido salicilico y al &cido benzoico estan completamente
superpuestos y la separacion de estos analitos no es posible para este valor de pH y fuerza
ionica del BGE (ver Figura 3.1.3b y Figura 3.1.5). Por consiguiente, se tiene una clara
indicacion de las condiciones fisicoquimicas mas apropiadas para la separacion de estos
analitos a partir del modelo propuesto como se ilustra en las Figuras 3.1.3. También, se
observa que a pH ~ 8.5 los picos de acido salicilico y acido benzoico capturados por el
detector UV estan invertidos en el electroferograma simulado (Figura 3.1.3a), tal como se

presenta en el electroferograma experimental (ver Figura 3.1.6).
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Figura 3.1.3. Predicciones con el modelo béasico de la CZE de los electroferogramas (concentracion
adimensional versus tiempo) correspondiente a la separacién de una mezcla que contiene teofilina (azul),
acido benzoico (rojo) y acido salicilico (verde) a diferentes valores de pH y fuerza i6nica | del BGE (ver

Tabla 3.1.3). (@) pH = 8.5, (b) pH = 9.0, (¢) pH = 9.5y (d) pH = 10.0.
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Figura 3.1.4 Electroferograma experimental (absorbancia versus tiempo) de una mezcla artificial de
teofilina, &cido benzoico y acido salicilico, a pH = 10 y fuerza i6nica | = 88.2 mM del BGE (ver Tabla

3.1.3) de acuerdo al protocolo de trabajo descripto en el texto.
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Figura 3.1.5 Electroferograma experimental (absorbancia versus tiempo) de una mezcla artificial de
teofilina, acido benzoico y 4cido salicilico, a pH = 9 y fuerza i6nica | = 43.9 mM del BGE (ver Tabla

3.1.3) de acuerdo al protocolo de trabajo descripto en el texto.

Time: 0,093 Minukes Amp: -0,001209 AL

PenkMame
0,06 ]
m
£
%
0,05 o loos
&
0,04 u .04
a
[
L
a
T
m
" 0,03 o H o3 "
u E u
0,02] Ho o2
0,01 a oo
.0
=
==
i
no
0,00 ‘_ﬂl_ﬂ-”"‘_——— !
a0 an
ion
oo
B
00 05 1.0 15 B 25 30 35

Mirutez

Figura 3.1.6 Electroferograma experimental (absorbancia versus tiempo) de una mezcla artificial de
teofilina, acido benzoico y acido salicilico, a pH = 8.5 y fuerza ionica | = 21.3 mM del BGE (ver Tabla

3.1.3) de acuerdo al protocolo de trabajo descripto en el texto.
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3.1.5 Conclusiones

La CZE ademas de ser una herramienta analitica ampliamente usada para la
separacion de una gran variedad de analitos, tiene un alto potencial para la estimacion de
propiedades fisicoquimicas como el radio hidrodindmico, el coeficiente de difusion y el
potencial zeta de la particula, cuando el electroferograma se modela e interpreta a través de
las ecuaciones de balance de los fendmenos de transporte acoplados a los efectos
electrocinéticos. Mas especificamente:
1- El modelo basico de la CZE (no-ideal y lineal) que comprende moléculas cargadas
pequerias se valida con datos experimentales.
2- Este modelo provee predicciones cuantitativas de interés practico para la interpretacion
de electroferogramas de mezclas de analitos.

En consecuencia, con la estrategia que relaciona la teoria con los experimentos es
posible predecir y optimizar la separacion mediante CZE de una mezcla de analitos de bajo

peso molecular como los que se ilustran en esta Seccion.
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3.2 Aminoacidos

3.2.1 Introduccion

Los aminoacidos son importantes compuestos biolégicos y su determinacién en
fluidos organicos, en proteinas y en péptidos puede proveer respuestas por ejemplo, acerca
de la composicion de las proteinas, los valores nutricionales y las rutas metabolicas.
Asimismo, algunos aminoacidos se usan como marcadores en ciertas enfermedades.
Usualmente los aminoacidos se resuelven por técnicas cromatograficas como HPLC vy la
deteccion se realiza con técnicas espectroscopicas con derivatizacion pre- o post-columna
usando agentes cromoforos o fluorescentes. La CE (en sus modos CZE o MECC) es una
técnica micro-analitica que se adapta muy bien para la separacion de aminoécidos.
Novotny et al. (1990) discutieron los problemas asociados con la separacion de
aminoéacidos, los cuales se deben en parte a que los aminoacidos comprenden una mezcla

de constituyentes acidos, basicos y neutros, y a pesar de que a un pH particular se puede

mejorar la resolucién de un tipo de aminoécido, probablemente se causa el solapamiento de
otros. Otro problema asociado con el analisis de aminoacidos es su deteccion. La mayoria
de los aminoacidos excepto fenilalanina, tirosina y triptofano carecen de un cromoéforo
fuerte, en consecuencia la deteccién UV directa o por fluorescencia de estos aminoacidos
no es posible. No obstante los procedimientos de deteccidén usados previamente en HPLC
se adaptaron para la CE (es decir, el uso de la derivatizacion quimica) en la cual un
cromoforo adecuado o fluordforo se pega al aminoacido para mejorar su deteccion.
Numerosos estudios se publicaron con relacion a este tema (ver por ejemplo, Issaq y Chan,
1995 vy las referencias alli incluidas).

Sin entrar en un analisis detallado, en esta seccion, se aplica el modelo basico de la
CZE, que se presentd en el Capitulo 2 de la Parte I, a la optimizacion de la separacién de
una mezcla de aminodcidos. Ademas de ilustrar la capacidad del modelo para simular las
condiciones experimentales y obtener el electroferograma tedrico (simulado) que
representa la separacion de los analitos bajo estudio, se desea evaluar la incidencia que
tienen sobre el electroferograma, las perturbaciones de ciertas variables del sistema. Con

mayor interés se perturba el pH y la fuerza ionica | . Posteriormente, considerando que la

CE resulta muy util para la cuantificacion de aminoécidos (ver por ejemplo, Hernandez et
al., 1993a y b; Issaq y Chang, 1995, Wiley, 2002) y en particular de aquellos que son

aromaticos, debido a que es posible su deteccién directa sin necesidad de utilizar una
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técnica de derivatizacion, se aplica el modelo basico de la CZE propuesto en esta Tesis, a
la determinacion de fenilalanina (Phe) y tirosina (Tyr) en suero (ver también, Tagliaro et
al., 1994). Este estudio es de utilidad en la enfermedad conocida como fenilcetonuria
(PKU). En efecto, en pacientes que padecen esta alteracion metabolica es necesario la
cuantificacion de los niveles de Phe en suero para la confirmacion del diagnostico de la
PKU, vy el control posterior de los niveles séricos del aminoacido, luego de instaurada la

dieta baja en Phe, imprescindible para mejorar la calidad de vida de estos pacientes.

3.2.2 Aplicacién del modelo basico a la separacion de aminoacidos mediante CZE
Considerando que se trata de moléculas de bajo peso molecular, para la simulacion
de la separacion de una mezcla de aminoacidos, se usa el modelo basico descripto
anteriormente (ver, Seccion 2.6 en el Capitulo 2). Es decir, en esta ilustracion de la
capacidad predictiva del modelo, no se tiene en cuenta el fendbmeno de regulacion de
cargas que se estudia en particular en el Capitulo 7 para el analisis de estos analitos, como
se menciono al comienzo de este capitulo.
Protocolo experimental
En este estudio particular se utiliza, en principio, el protocolo experimental
presentado en Castafion et al. (1999) para la separacion de una mezcla de 11 aminoacidos
mediante CZE. EIl capilar que se utiliza es neutro lo que implica que no existe EOF. Las

dimensiones del capilar son: L, =47 cm, Ly =40 cmy d; =50 pm. EI BGE que se usa
en la separacion es tetraborato de sodio (pH =9.0 y fuerza iénica | =100 mM). El aparato

se programa con la polaridad invertida. El voltaje aplicado es V =28 kV y la temperatura
de trabajo es T =20 °C. El tiempo de inyeccion de la muestra se fija en 3 segundos y el
tiempo de separacion en 10 minutos.

En la Tabla 3.2.1 se presentan los valores de las constantes de disociacion (pKy,
pK, y pKg) de los grupos amino y carboxilo terminales y los grupos laterales de los
aminoacidos, respectivamente, y también los datos fisicoquimicos de la masa molar M y
el punto isoeléctrico pl , correspondientes a los aminoacidos que componen la mezcla bajo
estudio requeridos por el programa computacional y que son Utiles para la interpretacion de
los resultados. Asimismo se incluyen en esta tabla los tiempos de migracion
experimentales obtenidos de la bibliografia (Castafion et al., 1999) que corresponden a

cada aminoacido de la mezcla. Es pertinente sefialar que se elige un color (que se sefiala
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entre paréntesis) para la identificacion de cada aminoacido en el electroferograma
simulado que se obtiene con la aplicacion del modelo basico y posteriormente en los
electroferogramas perturbados que se logran al variar ligeramente las condiciones (I vy

pH) del protocolo de separacion.

Tabla 3.2.1. Datos fisicoquimicos (Lehninger, 1978) y tiempos de migracion experimentales (Castafion et
al., 1999) de los aminoéacidos en estudio.

Aminoéacidos M pK; @ pKy 0 pKre) Pl ti

(g/mol) (min)
1- Glu (rojo) 147 2.19 9.67 4.25 3.22 4.83
2- Gly (verde) 75 2.34 9.60 - 5.97 5.94
3- Tau (azul) 125 1.50 8.74 - 512 6.04
4- Ser (turquesa) 105 2.21 9.15 - 5.68 6.06
5- Ala (fucsia) 89 2.35 9.69 - 6.02 6.08
6- Cys (amarillo) 121 1.71 10.78 8.33 5.02 6.51
7- Pro (fucsia) 115 1.99 10.60 - 6.30 6.64
8- OhPro (turquesa) 131 1.92 9.73 - 5.83 6.75
9- His (rojo) 155 1.82 9.17 6.0 7.58 6.79
10- Tyr (verde) 181 2.20 9.11 10.07 6.65 6.91
11- Phe (azul) 165 1.83 9.13 - 5.48 6.75

(a) Corresponde a la disociacion del grupo carboxilo terminal.
(b) Corresponde a la disociacién del grupo amino terminal.
(c) Corresponde a la disociacion del grupo lateral.
3.2.3 Simulacion del electroferograma y predicciones con el modelo béasico
Si se ingresan al programa computacional del modelo béasico los tiempos de

migracion t,,; experimentales correspondientes a cada aminoacido es posible predecir el

electroferograma resultante (ver Figura 3.2.1) al aplicar el protocolo de la CZE
mencionado arriba. Luego, en esta etapa del trabajo, se desea estudiar como influyen las

perturbaciones del pH y la fuerza idnica en la separacién de la mezcla, considerando aqui,

para simplificar, que la variacion del radio hidrodindmico de cada analito con la carga es
casi constante para la perturbacion introducida. De esta manera se perturba el sistema con

una variacion de pH y/o fuerza ionica pequefia. Se observan los resultados en los

electroferogramas que se simulan en las Figuras 3.2.2, 3.2.3 y 3.2.4. Es evidente en estas
figuras, las cuales contienen los electroferogramas perturbados, los corrimientos de picos
gue se producen cuando se introduce una modificacion pequefia del pH y/o de la fuerza
ionica. En efecto, esta perturbacion y simulacién del sistema permite visualizar la

separacion lograda con el protocolo perturbado.

107



Electroferograma

=
o

=
W

Concentracion
o
[N}

=
]

i

4 3 & 7

Tiemwmpo ()

Figura 3.2.1. Simulacién con el modelo basico del electroferograma que involucra la mezcla de 11
aminoacidos usando el protocolo inicial (pH = 9.0 y fuerza iénica | =100 mM)
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Figura 3.2.2. Perturbacion del electroferograma inicial (pH= 9.1y fuerza i6nica | =110 mM)
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Figura 3.2.3. Perturbacion del electroferograma inicial (pH = 8.9 y fuerza iénica | =110 mM)
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Figura 3.2.4. Perturbacion del electroferograma inicial (pH = 8.8 y fuerza iénica | =110 mM)
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3.2.4 Caso simple de estudio: cuantificacion de fenilalanina y tirosina en suero
mediante CZE

La determinacion de fenilalanina (Phe) en suero se emplea para confirmar el
diagndstico de fenilcetonuria (PKU) y para seguir las modificaciones de los niveles séricos
de este aminoacido en pacientes que se encuentran bajo tratamiento. La PKU es una
enfermedad genética en la cual el déficit de la enzima fenilalanina hidroxilasa es la base de
cambios bioguimicos complejos que provocan un aumento de la concentracion sérica de
Phe. Esta situacion juega un rol prominente en el desarrollo del retardo mental que es
tipico de esta enfermedad. En efecto, de acuerdo a la reaccion de hidroxilacion de la Phe
para dar tirosina (Tyr), al existir déficit o ausencia de la enzima involucrada en esta via
metabolica, se produce un aumento de la concentracién sanguinea de Phe vy
consecuentemente una disminucion de los niveles de Tyr. La actividad de esta enzima esta
limitada al higado, por lo tanto el diagndstico se basa en la demostracion de alteraciones en
el metabolismo de la Phe. La PKU no se traduce en sintomas agudos sino mas bien en una
alteracion del metabolismo proteico en el sistema nervioso central, siendo el elemento
clinico més importante el retardo mental irreversible. Es relevante mencionar que el
diagndstico precoz y la posibilidad de controlar el desarrollo de esta patologia con una
dieta baja en Phe enfatizan la importancia de la realizacion del screening neonatal para
PKU vy la determinacion cuantitativa de los niveles séricos de Phe para el seguimiento
ulterior de los nifios tratados con dieta.

La determinacién de Phe en muestras biologicas usualmente se realiza mediante el
ensayo fluorométrico, la cromatografia liquida o la cromatografia gaseosa. Es relevante
indicar la CZE como una técnica alternativa de interés para la cuantificacion de Phe en
suero (ver, Willey et al., 2002). En efecto, la CZE se presenta como una excelente
herramienta para la cuantificacién de aminoacidos en forma rapida, econémica y eficiente
en especial para aminoacidos aromaticos con los cuales es posible la deteccion UV directa
sin necesidad de utilizar un proceso de derivatizacion. En este sentido es evidente la
necesidad de la optimizacion de un protocolo para la deteccion y cuantificacion de Phe y
Tyr en suero. En adicion, el uso del modelo bésico de la CZE que se presenta en esta Tesis,
favorece el alcance de este proposito.
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Estudios realizados con el modelo basico

Primero, la aplicacion del modelo basico de la CZE permite realizar una simulacién

de la curva de titulacién de un aminoacido, es decir determinar la variacién del nimero de

carga neta con el pH. Este tipo de grafico permite seleccionar el rango de pH mas

efectivo para la separacion. En las Figuras 3.2.5 y 3.2.6 se muestran las curvas de titulacion

para Phe y Tyr, respectivamente.

Figura 3.2.5. Curva de titulacién de la Phe (carga versus pH) obtenida con el modelo bésico.

-z

Figura 3.2.6. Curva de titulacién de la Tyr (carga versus pH) obtenida con el modelo basico.

En efecto, los aminoacidos Phe y Tyr en el rango de pH comprendido entre 4 y 6

presentan cargas muy similares y cercanas a cero, lo cual indicaria la imposibilidad de

separarlos en estas condiciones mediante la CZE. Sin embargo, a pH =9 por ejemplo, la
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diferencia de carga entre ellos es mayor y es posible lograr su separacion. Teniendo en
cuenta estas consideraciones previas se propone un protocolo de trabajo para la separacion

de estos dos aminoacidos. Asi, se selecciona como BGE, boratoa pH=10 y | =25 mM;
el voltaje que se aplica es V =15 kV y las dimensiones del capilar de silice son L; =0.47
m, Ly =0.40 my d; =75 pm. Se aplica el modelo basico y el programa computacional

para las condiciones de trabajo establecidas y se obtienen los tiempos de migracion
correspondientes a Phe y Tyr. Los electroferogramas simulados de los aminoacidos
individuales se presentan en las Figuras 3.2.7 y 3.2.8, respectivamente.
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Figura 3.2.7. Electroferograma simulado (concentracion adimensional versus tiempo)
correspondiente a Phe, segun el protocolo que se especifica en el texto.
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Figura 3.2.8. Electroferograma simulado (concentracion adimensional versus tiempo)
correspondiente a Tyr, segun el protocolo que se especifica en el texto.
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La simulacion con el programa computacional de la separacion de una mezcla que

contiene Phe y Tyr se muestra en la Figura 3.2.9.
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Figura 3.2.9. Electroferograma simulado (concentracion adimensional versus tiempo)
correspondiente a la mezcla de Phe (verde) + Tyr (rojo), segun el protocolo que se especifica en el
texto.
Luego, el electroferograma de la Figura 3.2.9 se modifica (variando el pH a 11)
logrando una separacién mayor entre los picos correspondiente a los aminoacidos Phe y

Tyr. El electroferograma simulado que se obtiene se presenta en la Figura 3.2.10.
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Figura 3.2.10. Electroferograma simulado (concentracién adimensional versus tiempo)
correspondiente a la mezcla de Phe (verde) + Tyr (rojo), apH = 11.0 y fuerza i6nica | =25 mM.
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De acuerdo con lo narrado en el parrafo anterior es claro que el uso del modelo
basico y el programa computacional de la CZE permite, antes de realizar la
experimentacion, evaluar las condiciones mas favorables para la separacion, evitando asi
los ensayos tediosos de prueba y error.

Para verificar los resultados de la simulacion que se obtienen con el modelo basico
y el programa computacional se reproducen en la practica las condiciones operacionales
seleccionadas como las mas apropiadas para la separacion de Phe y Tyr mediante la CZE.
Para tal fin se utiliza un equipo de electroforesis capilar Beckman P/ACE 5010 provisto
con un capilar de silice fundida de 75 um de didmetro interno y 47 cm de longitud total (40
cm de longitud al detector). Las condiciones de trabajo son: el BGE es borato 25 mM, pH
=11, la temperatura es 20 °C, el voltaje aplicado es 15 KV, el tiempo de corrida es 7
minutos, la inyeccidén de muestra es 7 segundos y la deteccion es a 200 nm. Es pertinente
mencionar que el tratamiento previo de la muestra es minimo: se desproteinizan 50 ul de
suero agregando 200 ul de acetonitrilo. Luego de la centrifugacion a 3500 rpm, el
sobrenadante se evapora y el residuo se reconstituye con 100 ul de agua destilada,

guedando la muestra en condiciones para ser inyectada directamente en el capilar.

Time: 4,463 Minutez Amp: 0,000457 AU
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Figura 3.2.11. Electroferograma experimental (absorbancia versus tiempo) de una mezcla de Phe y
Tyr (patrones) en suero, segun el protocolo descripto en el texto.

Se presentan en la Figura 3.2.11 el electroferograma experimental de los patrones
de Phe y Tyr que se obtiene luego de la optimizacién previa con el modelo propuesto. Se

observa que los resultados son favorables. En adicién, en la Figuras 3.2.12 se presenta la
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separacion de Phe y Tyr en una muestra de suero normal y en las Figuras 3.2.13 y 3.2.14,
una muestra de suero que contiene 100 pg de Phe y 12.5 ug de Phe, respectivamente. Es
pertinente sefialar que para la cuantificacion de Phe y Tyr se realizan curvas de calibrado y
ensayos de sensibilidad y reproducibilidad que no se muestran aqui por escapar a los fines

de esta Tesis.
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Figura 3.2.12. Electroferograma experimental (absorbancia versus tiempo) de una muestra de suero normal
que contiene 3.3 ug de Phe y 30 pg de Tyr, segln el protocolo descripto en el texto.
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Figura 3.2.13. Electroferograma experimental de una muestra artificial de suero que contiene 25 g de Phe.
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Es claro que la CZE se presenta como una alternativa de interés para la
cuantificacion directa de Phe en suero para confirmar el diagnéstico de PKU y para el
seguimiento de pacientes fenilcetoniricos que se encuentran bajo tratamiento, por ser una
técnica sencilla, con bajo costo operativo, un consumo de reactivos minimo y el empleo de
pequefios volumenes de muestra. En adicion, el uso de un modelo para la optimizacion del

método experimental como el que se presenta en esta Tesis resulta muy ventajoso.

3.2.5 Conclusiones

El uso del modelo basico para optimizar la separacion de aminoécidos mediante la
CZE permite disminuir sustancialmente el tiempo de experimentacion y evita las
aproximaciones de prueba y error. En efecto, este modelo se puede usar en dos etapas:

a) Cuando los tiempos de migracion experimentales de los aminoacidos estan disponibles,
se simula el electroferograma inicial de una mezcla que los contiene.

b) Con los resultados de la etapa previa se perturba la velocidad electroforética de cada
analito (introduciendo variaciones pequefas de pH y fuerza idnica | en el protocolo inicial)
lo cual permite adoptar un protocolo adecuado segun la separacion deseada.

c) En adicion, el analisis que se realiza aqui con el modelo béasico y el programa
computacional tiene, por ejemplo, una aplicacion directa en la optimizacion de la
separacion y cuantificacion de Phe y Tyr en suero, lo cual es de relevancia para el
diagndstico de PKU y el seguimiento de pacientes fenilcetonuricos que deben ser tratados
con una dieta baja en Phe.

Los resultados logrados en este capitulo demuestran que el modelo basico
propuesto en la Parte I, permite caracterizar en forma simple una mezcla de analitos de
bajo peso molecular para posteriormente, mediante la perturbacion de variables
fisicoquimicas relevantes mejorar el protocolo propuesto sin necesidad de realizar

experimentacion adicional.
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Apéndice 3-A

Simbolos de los aminoacidos (Lehninger, 1978).

Aminoacido Simbolos de tres letras  Simbolos de una letra
Alanina Ala A
Arginina Arg R
Asparagina Asn N
Acido aspartico Asp D
Asn + Asp AsX B
Cisteina Cys C
Glutamina Gln Q
Acido glutamico Glu E
Gln+Glu Glx Z
Glicocola Gly G
Histidina His H
Isoleucina Iso |
Leucina Leu L
Lisina Lys K
Metionina Met M
Fenilalanina Phe F
Prolina Pro P
Serina Ser S
Treonina Thr T
Triptofano Trp wW
Tirosina Tyr Y
Valina Val Vv
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Capitulo 4

Proteinas

4.1 Estimacion de la carga neta y el radio hidrodinamico de proteinas

4.1.1 Introduccion

En la actualidad, entre los diferentes analitos que se pueden analizar mediante CZE,
los péptidos y las proteinas son los que mas frecuentemente se encuentran en la literatura,
debido principalmente al desafio ofrecido por el proyecto protedmico. En este contexto es
relevante el estudio asociado especificamente con la formulacién adecuada del BGE para
una corrida particular de la CZE (ver, por ejemplo, Kenndler, 1998a; Gas et al., 2001,
Jaro$ et al., 2002; Berli, et al., 2003). Una de las preguntas basicas en este sentido es de

que manera el pH, la fuerza i6nica | , la temperatura T, la viscosidad del solvente 77, y

la permitividad & se pueden controlar como propiedades relevantes del BGE para lograr
que las proteinas se encuentren en un estado de carga eléctrica apropiado, el cual se define
de acuerdo a diferentes propositos tales como: A) Minimizar el efecto de las interacciones
electrostaticas de los grupos cargados de los residuos de aminoécidos en la proteina, para

evitar variaciones importantes en los pK; (i=12,........ N, indica aqui distintos grupos
cargados en diferentes posiciones en la proteina), conduciendo asi a un electroferograma
mas predecible y a una formulacion mas racional desde el punto de vista tedrico. La

evaluacion y prediccion de los ApK; ha ganado mucha atencién (ver, por ejemplo,

Demchuk y Wade, 1996; Antosiewicz et al., 1996; Beroza y Case, 1996; Beroza y Fredkin,
1996; Beroza et al., 1991; Kuchner et al., 1999; Kao et al., 2000; Lee et al., 2002 a y b;
Fitch et al., 2002) en el sentido de comprender mejor las funciones de las proteinas en los
sistemas biologicos. B) Analizar las teorias electrocinéticas y electrostaticas disponibles
para predecir la movilidad del analito con aplicacion directa en la interpretacion de los
resultados de la CZE, expresado a través del electroferograma. Estos graficos especificos
son ricos en informacion fisicoquimica de los analitos separados, y también muy sensibles
a la formulacién del solvente que se usa en la separacion, es decir, al BGE. Sin embargo, la

informacion extraida a partir del electroferograma se debe manejar con cierto cuidado.
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Es conveniente recordar aqui, que la movilidad x4 de cada analito separado es

proporcional al cociente entre la carga neta eZ y el coeficiente de friccion hidrodindmico

f. Aqui, e es la carga elemental y Z es el nimero de carga neta de la proteina. Los

valores del numerador y el denominador en este cociente son dificiles de separar, a menos
que se lleven a cabo experimentos complementarios, ademas de la CZE. Una alternativa es
introducir un desarrollo tedrico mas riguroso que permita modelar estos términos. En este

ultimo sentido, es claro que el radio hidrodindmico ay es necesario para definir

adecuadamente el coeficiente de friccion en términos de la forma mas elemental de la
particula, es decir, la forma esférica, cuando se invocan las hipdtesis del continuo. En
adicion, puede ser ttil usar otras formas de particulas (Winzor et al., 2004; Winzor, 2004;
Allison et al., 2004), para lo cual es necesario introducir informacion estructural adicional
(ver los Capitulos 5 y 7, correspondientes a péptidos y aminoacidos, respectivamente).
Fuera del contexto de la CZE, la estimacion de la carga neta de proteinas en un
solvente especifico se estudia usando detalles de la estructura que se obtienen a partir de
datos de la cristalografia por rayos X y de la Resonancia Magnética Nuclear (NMR). En la
actualidad, existen modelos computacionales y algoritmos matematicos (ver Antosiewicz
et al., 1996; Beroza y Case, 1996; Beroza y Fredkin, 1996; Beroza et al., 1991 y las
referencias alli citadas) que se basan en principios basicos de la electrostatica,
electrocinética y termodinamica estadistica. En esta Tesis, en general, se refiere a estos
modelos como “modelos detallados”. En este sentido se lograron resultados valiosos, pero
con desarrollos computacionales largos y costosos. Estos modelos son dificiles de aplicar
en situaciones practicas como las que se requieren en la CE. Por ejemplo, se incluy¢d la
flexibilidad de las cadenas laterales para evaluar las interacciones electrostaticas en los
modelos de titulacion de proteinas, mediante la ecuaciéon de Poisson-Boltzmann y el
procedimiento de muestreo de Monte Carlo (Beroza y Case, 1996). Este modelo se designa
aqui como Modelo de Poisson-Bolztmann-Monte Carlo (PBMCM), y requiere el promedio

de las protonaciones de los grupos cargados de todos los estados posibles de la proteina.
Estos estados son del orden de (2N, )Nc , donde N_ es el nimero de sitios cargados y
N, €l nimero de conformaciones alternativas, incluyendo la conformacion basica

correspondiente a la estructura cristalina obtenida por rayos X. Estos ensayos
computacionales requieren la aplicacion de técnicas de diferencias numéricas finitas, con

diferentes grados de refinamiento, y frecuentemente el problema resultante conduce a
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situaciones inviables computacionalmente, cuando se desea encontrar la energia libre
termodindmica minima de la macromolécula para lograr el resultado correcto (ver también,
Beroza y Case, 1996 y You y Bashford, 1995 y las referencias alli incluidas). En otro
sentido, estos modelos brindan resultados muy utiles que permiten asi la formulacion de
los modelos mas simples. Las predicciones del PBMCM se usan para comparar los
resultados obtenidos con los modelos mas simples que guardan una relacion directa con los
datos experimentales de la CZE (Sharma et al., 2003).

Los modelos simples son utiles por presentar una comprension fisica importante de
los célculos complejos llevados a cabo por medio de los modelos detallados cuando se
desea estimar la carga neta de una proteina en un solvente especifico. Por lo tanto, de
acuerdo a lo mencionado anteriormente, es claro que la busqueda de modelos simples,
aunque empiricos en algunos aspectos, también es necesaria, como se expreso
recientemente en la literatura (ver, por ejemplo, Sharma y Carbeck, 2005; Winzor et al.,
2004; Allison et al., 2004; Sharma y Carbeck, 2004; Sharma et al., 2003; Gitlin et al.,
2003; Carbeck y Negin, 2001; Menon y Zydney, 2000; Cottet y Gareil, 2000; Carbeck et
al., 1999; Menom y Zydney, 1998; Rabiller-Baudry et al., 1998; Cérdova et al., 1997; Gao
y Whitesides, 1997; Colton et al., 1997; Chae y Lenhoff, 1995; Gao et al., 1994; Compton,
1991).

Mas especificamente, para la estimacion via CZE de eZ y ay de una proteina en
particular en un BGE con valores definidos de pH, |, T, 77 y &, se debe fijar el nivel de

detalle de la estructura macromolecular en base a la cual se construye el modelo
matematico. En adicion, este modelo puede tener diferentes propdsitos como lo describen
Reijenga y Kenndler (1994a) y como se sefiald en la Seccion 1.2, en el Capitulo 1 de esta
Tesis. En general, los requerimientos de la estructura del analito y del modelo, dependen
del tipo de problema cientifico y su aplicacion. Por ejemplo, los detalles estructurales que
se necesitan para estudiar el problema del plegado (folding) de proteinas, o la evaluacion
de los ApK; de los grupos cargados en la proteina, son diferentes de aquellos que se
requieren en la formulacidon de una separacion eficiente de una mezcla de estos analitos
mediante la CZE (ver Capitulo 3). Con relacion a este aspecto, se presenta en este capitulo
un andlisis de los modelos de la CZE para proteinas cargadas, donde los datos basicos que
se usan (correspondientes a la estructura macromolecular del analito) son: la secuencia de

aminoacidos (AAS) y los valores de las distancias geométricas r;; entre los pares de grupos
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cargados, designados 1 y ] entre los N pares posibles en una proteina. Estos dos tipos de

informacion estan disponibles en la Base de Datos de Proteinas (PDB).

Por consiguiente, en esta seccion se proponen y discuten dos modelos
fisicoquimicos simples (modelos extendidos que se obtienen a partir del modelo bésico de
la CZE presentado en la Parte I de esta Tesis) para estimar cada término del cociente

eZ/ f de proteinas, cuando se dispone de los datos experimentales de las movilidades

electroforéticas para un protocolo de la CZE especifico. Aqui, en adicion se incluye y
modela con cierto detalle el analisis y la evaluacion del fendmeno de regulacion de cargas,
también designado fendémeno de cooperatividad en la unién del protén (ver, por ejemplo,
Linderstrom-Lang, 1924; Menon y Zydney, 2000; Sharma et al., 2003). Se espera que los
resultados obtenidos sean de utilidad para aquellos que realizan CZE en laboratorios de
investigacion y desarrollo, para optimizar y proponer los protocolos apropiados de
separaciones de proteinas y, principalmente para obtener informacion fisicoquimica
adicional que contribuya a la caracterizacion de la proteina en estudio. Esta estrategia se
considera desde diferentes puntos de vista, como se infiere a partir de los trabajos
publicados recientemente (Winzor, 2004 y Sharma y Carbeck, 2004), los cuales presentan
ventajas practicas y dificultades de cdlculo, como asi también estimaciones de radios
hidrodinamicos de proteinas, usualmente supuestos como una constante. Por consiguiente,
estos aspectos se analizan y discuten mas adelante.

Antes de proponer los modelos fisicoquimicos extendidos de la CZE en esta Tesis,
es conveniente realizar un andlisis de los antecedentes del tema en consideracion. Para
comenzar, se debe tener en cuenta que la determinacion de la carga eléctrica de una
proteina en solucion es relevante para estudiar y develar su comportamiento en diferentes
mecanismos biologicos. Las interacciones electrostaticas afectan significativamente la
estabilidad, actividad, conformaciéon y purificacion/aislamiento de muchas proteinas. La
carga neta de una proteina en solucidon estd determinada por la extension en la ionizacion
de los residuos 4cidos y bdsicos, en combinacion con la union especifica de aniones,

cationes y ligandos cargados. Esta carga neta resulta asi una funciéon compleja del pH, la

fuerza ionica y la composicion detallada de la solucidn electrolitica (Menom y Zydney,
1998). En los primeros trabajos relacionados con el tema se planteaba que la determinacion
de la carga de una proteina era dificil o imposible, especialmente si no se conocia bien su

secuencia. Solamente el calculo del punto isoeléctrico (pl) era accesible

experimentalmente. En efecto, la evaluacion de la carga neta a partir de la secuencia de
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aminodcidos es directa si se conocen los valores de los pK; de cada uno de los residuos de
los aminodacidos cargados y el valor de pH del medio que los rodea, aunque en la practica

la estructura terciaria y la composicion de la secuencia pueden modificar los valores
esperados de las constantes de ionizacion. En estudios previos generalmente se evaluaron
la carga de la proteina y la union de iones por titulacion directa, equilibrio de didlisis,
electroforesis libre 0 NMR. En este sentido, tanto la titulacion directa como el equilibrio de
dialisis requieren cantidades relativamente grandes de proteinas y medidas muy exactas.
Por otro lado, las técnicas de NMR, si bien proporcionan informacion detallada de las
propiedades de los sitios especificos de union de iones, son complicadas y demasiado
costosas para ser usadas en la evaluacion de la carga efectiva de una proteina.

En los ultimos afios la combinacion de las escaleras de carga de proteinas y la CE
se convirtieron en una herramienta biofisica que se utiliza para la medicion de propiedades
electrostaticas e interacciones de proteinas. Ejemplos de lo mencionado anteriormente
incluyen estimaciones de la carga neta (Gao et al., 1994), el radio hidrodinamico de
proteinas (Carbeck y Negin, 2001) y el peso molecular (Gao y Whitesides, 1997), los

valores de los pK; de los grupos titulables (Cordova et al., 1997), los efectos de

interacciones entre grupos cargados de la proteina y ligandos de unioén (Caravella et al.,
1999) y la estabilidad de proteinas (Negin y Carbeck, 2002). De acuerdo a lo citado en la
bibliografia, el analisis de las escaleras de carga usando la CZE resulta un método 1util para

determinar Z y ap de proteinas y estudiar las interacciones electrostaticas (las cuales a su

vez, controlan este fendmeno). No obstante, la validez de esta aseveracion se analiza y
discute mas adelante en esta seccion.

Las escaleras de carga son colecciones de derivados de proteinas producidos por la
modificacion quimica parcial de grupos cargados de la proteina (Gao et al., 1994; Colton et
al., 1997; Carbeck et al., 1999). El procedimiento mas comun involucra la acetilacion de
los residuos de lisina (Lys) con anhidrido acético (Gao y Whitesides, 1997) o la conversion
de los residuos de 4cidos glutdmico o aspartico a grupos hidroxdmicos (amidacién) con
hidroxilamina (Carbeck et al., 1999). En la CZE, estas colecciones se separan en picos

4 2

discretos, cada pico o “escalon” de la escalera esta compuesto por una familia de derivados
de la proteina que tienen el mismo numero de modificaciones quimicas y
aproximadamente la misma carga neta. Por consiguiente, el principio bdsico de este

método es producir una serie de derivados quimicos de una proteina bloqueando uno o mas
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de los grupos cargados. Como se menciond se desarrollaron varios procedimientos
quimicos diferentes, siendo el mas simple la acetilacion de las Lys usando anhidrido
acético. Es pertinente indicar que es conveniente modificar la carga de las proteinas
acetilando los grupos £-NH;" de la Lys, debido a que las Lys son generalmente abundantes
en las proteinas (su frecuencia de ocurrencia es 5,9 %, basada en 1021 proteinas de
secuencias conocidas). Ademas, la Lys es reactiva y estd predominantemente distribuida en
la superficie de las proteinas solubles en agua (Creighton, 1993). De esta manera, las Lys
acetiladas no estdn protonadas y la proteina modificada tendra un grupo cargado
positivamente menos que la proteina nativa. Debido a que las proteinas tienen un ntimero
importante de grupos Lys estas reacciones generan una serie de derivados de la proteina
con diferentes cargas, es decir, una “escalera de carga”. La concentracion y movilidad
electroforética de cada elemento de esta escalera se analiza luego mediante CZE. Como la
movilidad electroforética es directamente proporcional a la carga de la proteina, los datos
de las movilidades de los diferentes elementos de la escalera de carga se usan para calcular

la carga neta eZ de la proteina nativa y también un valor constante de ap para los
primeros picos de la escalera de carga de la proteina. Es importante sefialar que este
método presenta desventajas practicas tales como la necesidad de modificar quimicamente
la proteina y la estimacion de ap a partir de la pendiente de la recta definida por la
movilidad electroforética de las primeras fracciones convertidas en funciéon de nAZ . En

esta expresion, N es el nimero de grupos cargados convertidos a neutros, independiente de
las posiciones que ocupan en la proteina y AZ es el cambio de carga a partir de dos
numeros consecutivos de conversiones en la proteina debido a la modificacion quimica en
los grupos cargados. El conocimiento de AZ es esencial para el uso de las escaleras de
carga en la descripcion cuantitativa de las propiedades electrostaticas y las interacciones de
proteinas. En esta Tesis, este modelo se designa Modelo de Regresion Lineal de la escalera
de carga (LRCLM) basado en el uso del analisis de regresion lineal de las movilidades de

la escalera de carga de la proteina. En este modelo usualmente se introduce la

aproximacion |AZ| ~1 (Sharma y Carbeck, 2004). En este sentido, Sharma et al. (2003) y

Allison et al. (2004) sugieren una correccion interesante basada en un trabajo previo (Lee
et al., 2002a) para evitar esta imposicion, teniendo en cuenta que en la mayoria de los

casos estudiados, este cambio no es necesariamente igual a uno.
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Uno de los primeros trabajos que presentd un procedimiento para estimar la carga
neta de una proteina en solucion a valores arbitrarios de pH , usando la CZE y la escalera
de cargas corresponde a Gao et al. (1994). Estos autores compararon la movilidad
electroforética de la anhidrasa carbdnica bovina con una serie de derivados de la proteina
obtenidos por acetilaciéon de la misma, los cuales diferian en una unidad de carga en la
carga efectiva. Luego, suponiendo que la diferencia en los coeficientes de friccion f es
pequeiia se eliminaba la ambigiiedad que hace imposible interpretar la movilidad
electroforética de proteinas directamente en términos de sus cargas. En efecto, este tipo de
analisis permitia la estimaciéon de la carga neta de una proteina sin conocer su
composicion, estructura, o secuencia de aminoacidos. No obstante, considerar que f no
varia, o sea adoptar un radio hidrodindmico constante para todas las fracciones de la
escalera puede generar imprecisiones en ciertos casos, como quedard evidenciado y
probado en esta Tesis. Este es uno de los objetivos de esta seccion, ademds de estimar la
carga neta de una proteina.

La base del anélisis que utilizaron estos autores es una expresion aproximada para

la movilidad electroforética de una proteina 1 =C,, e—za (Gao et al. , 1994), donde la
M

movilidad es proporcional (a traves de la constante de proporcionalidad C) a su carga

neta eZ , y estd inversamente relacionada con su coeficiente de friccion, el cual a su vez

depende del radio hidrodinamico ay y éste de la masa molar M de la proteina a través de

la funcion M * (tipicamente « = 2/3 para proteinas globulares). No obstante, la relacion
entre la estructura y el coeficiente de friccion y el valor de la constante de proporcionalidad
dependen de la forma, la carga y la distribucion de cargas que no se conocen a priori. Esta
dependencia hace imposible relacionar analiticamente la movilidad electroforética de una
proteina con su carga, aun cuando sea conocida su secuencia de aminodcidos y otros
detalles de su estructura. Es decir, la relacion carga/friccion de la proteina en la CZE se
debe separar en el sentido que se necesita conocer al menos uno de los componentes del

cociente. Si la carga de la proteina se modifica de Z, a Z, (correspondiendo Z, a la

carga de la proteina nativay Z a la carga de la proteina acetilada en n escalones) de tal

forma que se supone que el coeficiente de friccion no cambia significativamente,

consecuentemente el cociente de movilidades de la proteina nativa o no modificada z y
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la proteina modificada u, es ug/u, =Z,/Z,. En esta ecuacion también se supone que
las dos constantes desconocidas C; y « no varian significativamente. Esta ecuacion

aproximada es el punto de partida de los andlisis que estos autores y otros (ver también,
Colton et al., 1997; Gao y Whitesides, 1997; Cordova et al., 1997; Menon y Zydney, 1998;
Carbeck et al., 1999; Caravella et al., 1999) utilizaron para determinar la carga neta de
diferentes proteinas haciendo uso de las escaleras de carga y la CZE. No obstante, una
limitacion significativa de estos resultados es que todos suponen AZ =—1 para el caso de
las Lys acetiladas, y se impone un valor de radio teérico que se obtiene de una experiencia
adicional (sedimentacion, difusion, etc.) o se calcula a partir del dato del peso molecular,
suponiendo una particula esférica.

En el ano 2000, Menom y Zydney sefialaron que se debe tener en cuenta el
fenomeno de regulacion de carga que produce alteraciones en la extension de la ionizacion

de los aminodacidos, asociado al hecho de las diferencias que existen entre el pH cercano a

la molécula y el que corresponde a la solucion. Este modelo, originalmente desarrollado
por Linderstrem-Lang en 1924, describe el rol de la cooperatividad en la unién del proton
en las curvas de titulacion, para predecir la contribucion al valor de AZ . El modelo de
Linderstrom-Lang (LLM), al cual Menon y Zydney se refirieron como “modelo con
regulacion de carga”, después de cdlculos similares realizados en particulas coloidales
sintéticas (ver también, Hunter, 1981), se basa en los potenciales electrostaticos que se
calculan a partir de la teoria de Debye-Hiickel. Esta teoria trata a las proteinas como
esferas cargadas con una distribucion uniforme de cargas sobre la superficie. Se supone
que la presencia de potenciales electrostaticos finitos en la superficie de la esfera altera la
unidn del protén afectando la concentracion local de protones. Menon y Zydney (2000)
usaron este modelo para calcular la carga neta de los escalones de la escalera de carga de la
anhidrasa carbonica bovina. Estos autores compararon los resultados de los calculos con
los valores de carga neta estimados a partir de medidas de movilidad electroforética y
concluyeron que la cooperatividad electrostatica tiene un efecto significativo sobre AZ,

cambiando el valor ideal de -1 a -0.86 para pH =8.4.

En consecuencia, un modelo clasico para estimar la carga neta de una proteina es el
LLM (Linderstrom-Lang, 1924), presentado y discutido ademas en Sharma et al. (2003).
Cuando las hipotesis que subyacen, enunciadas en el parrafo anterior, se aceptan, el LLM

tiene la limitacion que ay no se conoce. Una alternativa es usar un valor de radio
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hidrodinamico obtenido a partir de la prediccion del LRCLM, suponiendo que es constante
para los primeros escalones de la escalera de carga de la proteina (Sharma et al., 2003).

Considerando los aspectos practicos de los modelos que se mencionaron antes, un
procedimiento conveniente es resolver el problema matematico completo asociado con las
ecuaciones bdsicas propuestas en estos trabajos, teniendo como dato experimental
solamente el valor de la movilidad electroforética de la proteina nativa, sin necesidad de
realizar, por ejemplo, la CZE de la escalera de carga de la proteina. Este modelo se designa
en esta Tesis como Modelo de Linderstrom-Lang de la Electroforesis Capilar (LLCEM)
basado en el uso del LLM y un tnico dato de la movilidad electroforética experimental de
la CZE (Piaggio et al., 2005a). En general, se observa que cambios de eZ afectan a a,
incluso en la precision requerida y discutida en trabajos previos. Este aspecto se analiza e
ilustra més adelante en la Seccion 4.1.3, siendo un resultado relevante y original de esta
Tesis.

Otra propuesta para resolver el problema central que se estudia aqui, es estimar a
a partir de la determinacion del coeficiente de sedimentacion o del coeficiente de difusion
(Winzor et al., 2004). Este método necesita la evaluacion de la funcion ay (pH, 1,T,n, g),
teniendo en cuenta los valores que pueden tomar las variables independientes consideradas.
En el marco propuesto del modelado del cociente eZ/ f es claro que los métodos clasicos
(ver una revision completa de estos métodos en Winzor, 2004) estiman la carga neta de una
proteina independientemente de un modelo, sin usar la secuencia de aminoacidos (AAS) en
general.

La mayoria de los modelos simples que evalian eZ y eventualmente a, via la
CZE, como se menciond, tienen como punto de referencia el LLM, el cual puede dar solo
una aproximacion de eZ . Por el contrario, el LLCEM, propuesto en esta Tesis provee eZ
y ay a partir de un unico dato experimental de u, en la medida que el problema
matematico se resuelva completamente; ésto significa sin una estimacion de un valor

constante de ay . En efecto, el LLM lleva a cabo una correccion de la carga sin regulacion

eZ" de la proteina, que se calcula directamente a partir del conocimiento de los valores de
los pK{ (i=1,2....N) y el nimero n; de cada tipo de los N grupos cargados en la proteina

al pH cercano a la particula. Esta es otra conclusion interesante de esta Tesis, en el sentido

que el LLLM no ha sido completamente resuelto (esto significa en términos del LLCEM) en
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la mayoria de las circunstancias en que fue aplicado. Este aspecto se analiza con mas
detalles mas abajo.

Por consiguiente, esta seccion esta organizada como sigue. En la Seccion 4.1.2 se
presenta y resuelve numéricamente el LLCEM, el cual se reduce asintdticamente al LLM

cuando el ay se supone constante y se estima a partir de otra fuente. Asimismo en esta

seccion, el LLCEM se reconsidera para incluir las interacciones electrostaticas entre pares
de grupos cargados a través de perturbaciones de carga, definidas como la diferencia entre
las cargas sin regulacion y regulada de cada grupo cargado. Este modelo se designa como
Modelo Perturbado de Linderstrom-Lang de la Electroforesis Capilar (PLLCEM) debido a
las perturbaciones de carga que se introducen (Piaggio et al., 2005a). Para la formulacion
del PLLCEM se consideran varias suposiciones de trabajos previos (Lee et al., 2002a;
Sharma et al., 2003; Allison et al., 2004). Se pone énfasis en la estrategia matematica para
resolver los problemas resultantes bien establecidos, asociados con ambos modelos
(LLCEM y PLLCEM), identificando un niimero igual de ecuaciones e incognitas. También
se describen los pasos bdasicos del algoritmo numérico incluyendo el criterio de
convergencia establecido dentro de cada proceso iterativo. En la Seccion 4.1.3 se presentan
los resultados numéricos para proteinas tipicas estudiadas en la literatura, facilitando asi las
comparaciones de los calculos propios con las predicciones de otros modelos. Finalmente,
en la Seccion 4.1.4 se discuten varias limitaciones asociadas con los modelos para la
estimacion de la carga neta de proteinas y el radio hidrodinamico a partir de la estructura
de la proteina, la ASS y la movilidad electroforética experimental. Estas conclusiones

establecen, ademas, claros requerimientos para futuras investigaciones en este tema.

4.1.2 Modelado de la carga neta y el radio hidrodinamico de proteinas via CZE

Los modelos que se estudian aqui consideran proteinas globulares que tienen al
menos estructura terciaria, la cual, en principio, se supone equivalente a una esfera de radio
hidrodinamico ay con f =67znay . Aunque esta hipdtesis se puede eliminar para incluir
otras formas de particula (Winzor et al., 2004; Allison et al., 2004) se pospone esta
discusion para una presentacion clara y simple de los modelos. En primer lugar se describe
el PLLCEM debido a que éste se reduce al LLCEM cuando no se consideran las

interacciones electrostaticas entre pares de grupos cargados.
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PLLCEM
La proteina tiene una carga neta eZ para un protocolo particular de la CZE, que se

expresa,
N

eZ =Y eZ, 4.1.1)
i=1

donde eZ; es la carga del grupo cargado 1 en la proteina. El valor de Z; se calcula a través

de,

7 4 1 (4.1.2)

' 1+ loi(PKir—pHi)

donde los signos (+) y (-) se definen de acuerdo a las propiedades acidas o basicas de los
grupos cargados. Asimismo, pH; es el pH estimado cerca del grupo cargado 1, generando
esta descripcion una posible aproximacion matematica para describir el fendmeno de
cooperatividad en la union del proton (ver mas adelante la definicidn de ApK;). Las Ecs.

(4.1.1) y (4.1.2) presentan un problema bastante dificil de resolver porque se requieren
cuantificaciones de detalles fisicoquimicos en el entorno de los grupos cargados dentro del
dominio de la proteina. En este sentido, es apropiado visualizar que los modelos detallados
describen el fenomeno de cooperatividad en la unioén del proton a través de cambios de
energia libre asociado con: (a) la solvatacion de los grupos cargados, (b) la interaccion
electrostatica entre los grupos cargados de la proteina y los iones solvatados (usualmente
se usa la ecuacion de Poisson-Bolztmann para un radio atémico de 1.4 A, donde se estima
una permitividad eléctrica diferente a la del BGE), (c) la interaccion electrostatica entre
grupos cargados tanto con otros grupos cargados como con dipolos presentes en la
proteina. Por otro lado, en los modelos simples, se introduce el radio hidrodinamico a
para evaluar el campo promedio del cambio de energia libre asociado con (b), mientras que
aquellos que pertenecen a (a) y (c) son tratados como perturbaciones de los grupos
cargados definido en la Ec. (4.1.5). Estos cambios de energia libre estan asociados con los
potenciales eléctricos, la suma de los cuales determina la distribucion de Boltzmann del
proton cerca del grupo cargado genérico i. De esta manera, el pH; se puede expresar
mediante tres términos cuando se desprecian los efectos de los dipolos, como sigue (ver

también el Apéndice 4-A):
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2 , N AZ. expl-«T:

pH; =pH* +—© AZi [i-l}Z L pl- <) (4.1.3)
In(10)kgT 4rrie\e o 4e G

j#l

donde kg es la constante de Boltzmann y ¢’ es la permitividad dentro del dominio de la

proteina (este aspecto se explica mas adelante). Debido a que la inversa de la longitud de

Debye (Russel et al., 1989) es « =\/2ezl NA10°/£kgT , donde N, es el nimero de

Avogadro, se obtiene ' =x-/¢'/ & . En la Ec. (4.1.3), pH" es el pH cerca de la superficie

de la proteina (supuesta como una particula) y se evalua usando la aproximacion de campo
promedio introducida junto con la inclusion del radio hidrodinamico de la proteina. Por
consiguiente, se supone que la particula proteica tiene un potencial de superficie descripto
por la ecuacion de Poisson-Boltzmann para un solvente con propiedades caracteristicas de

pH, I, T, nn, ¢. Con el fin de generar un problema simple se usa la solucion de Henry
para la movilidad electroforética de la particula, aceptando la aproximacion de Debye-
Hiickel. Sin embargo, esta aproximacion no limita necesariamente el desarrollo del
modelo, como se discute mas adelante. Consecuentemente, se expresa (ver, también
Apéndice 4-A),

e’z

H* = pH
P P 0kaTdreay (+xay)

(4.1.4)

La Ec. (4.1.4) refleja las interacciones electrostaticas e hidrodinamicas entre la
proteina y el BGE, e inevitablemente la introduccion de ap genera una suposicion que no
se encuentra en los modelos detallados. Por lo tanto, aqui se procede con la bien conocida
particula de Henry y sus hipotesis asociadas (ver, por ejemplo, Russel et al., 1989).

El segundo término de lado derecho de la Ec. (4.1.3) estd asociado con la
perturbacion de la energia libre cuando los grupos cargados de los aminoacidos en solucion
(que definen la carga sin regulacion) se transfieren a una cavidad en la proteina (Demchuk
y Wade, 1996); aqui el radio atdmico I;” se evalua mediante la ecuacion de Born (Atkins,
1995). El tercer término involucra el efecto sobre el estado de protonacion del grupo

cargado i causado por las interacciones electrostaticas con cargas perturbadas AZ; de
otros grupos cargados j=12,....(N,—1) en la proteina. Para evaluar este término, se

obtienen datos de las distancias r;; entre pares de grupos cargados del PDB. Asi, de esta

129



fuente se obtienen las coordenadas (posicion genérica del vector I;) de cada atomo

cargado referido a un sistema coordenado. Las distancias entre pares de atomos cargados

se calculan facilmente como r; = \/(ri —r;)-(r; —1;) . Estas distancias corresponden a la

proteina nativa y se obtienen a partir de la cristalografia por rayos X. Cuando existen iones
unidos a la proteina, también se necesita conocer cudles son los grupos cargados

coordinados para estimar las distancias adicionales que involucran estos iones (ver, en la

Seccion 4.1.3, los ejemplos correspondientes al Zn™? en la anhidrasa carbonica humana y
anhidrasa carbonica bovina). Para los objetivos del presente modelo se consideran

solamente cargas puntuales. Por consiguiente, la expresion,

se necesita en la Ec. (4.1.3), donde er es la carga no regulada del sitio j. De esta manera

la interaccidn electrostatica entre pares de grupos cargados se presenta en el modelo como
una perturbacion de la solucion de campo promedio (mean field solution) asociada con una
particula de radio ay .

La otra ecuacion relevante en el modelo es la expresion de la movilidad

electroforetica x de la proteina en el BGE, que se obtiene experimentalmente y se expresa

(para potenciales de particulas altos se requiere la ecuacion de Poisson-Boltzmann con
condiciones limites) como sigue:

eZ

= f 4.1.6
H 67[77aH (1+KaH) (KaH) ( )

donde f(K‘aH ) es la funcion de Henry expresada aqui a través de la ecuacion de ajuste
explicita (Piaggio y Deiber, 2003):
f(kay )= 0,998 +0,509/[1+ (8,416/xay )% (4.1.7)
Las Ecs. (4.1.1) a (4.1.6) componen el PLLCEM de esta Tesis (las Ecs. (4.1.2),
(4.1.3) y (4.1.5) son genéricas para cualquier 1 y proveen 3N ecuaciones), donde el grupo
{aH ,Z,Zi,pH*,pHi,AZi} de 3(N +1) incognitas se obtiene mediante un algoritmo
numérico (que se describe mas adelante) cuando se conoce el valor experimental de u

para un protocolo de la CZE bien definido. Es precisamente en este aspecto donde la

eleccion del pH, |, T, 1 y & es relevante en la caracterizacion de proteinas mediante la

CZE.
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Con relacion al PLLCEM se observa que no es necesario estimar ay a partir de
otra técnica adicional. En efecto, el radio hidrodindmico de la proteina es solucion directa
del modelo. Esta conclusion introduce una diferencia sustancial con los trabajos previos

donde el modelado se lleva a cabo con la estimacion de ay constante. Este parametro, por

supuesto, es inevitable cuando se consideran datos de la CZE.
Después que el modelo se resuelve para una proteina en particular en un solvente

especifico, es de interés estimar los valores de los ApK;, teniendo como estado de
referencia los valores de pK (a veces seleccionados iguales a aquellos de los aminoécidos
libres en solucion, designados pK;), los cuales definen la carga no regulada

eZ" (eventualmente €Z°) de una proteina. Por consiguiente,

eg;
ApK; =pK! —pK;, =—21 4.1.8
PR = PR — PR ln(IO)kBT ( )

donde ¢ es el potencial eléctrico del grupo cargado 1, expresado segin,

¢

i 47Z'6‘aH (1 + Kkdy ) 47Z'<9rio

. N eAZ  expl-«T;
ez + 8AZi (ﬁ—lj-i- - p( U) (4.1.9)

! r .

4rs i

1A
g le
j#i

consistentemente con las Ecs. (4.1.3) y (4.1.4) (ver también el Apéndice 4-A de esta

Seccion). Asimismo, el potencial de la particula es § =eZ /4rsay (1 + Kay )

A partir de las Ecs. (4.1.3) y (4.1.8) se ve que pK{ —pH; =pK, —pH. Ademas,
ApK; = pK{ —pK; = pH; —pH = ApH, . Esta ultima expresion indica que las variaciones
en los ApK; de los grupos cargados de la proteina son una consecuencia directa de las
variaciones en los ApH;, la cual es la diferencia entre el pH cercano al grupo cargado en

la proteina y el pH del solvente, es decir, el BGE.

Un aspecto a considerar antes de describir el modelo designado LLCEM es la
inclusion de la forma de la particula en estos modelos. Este efecto se puede tener en cuenta
simplemente introduciendo informacion estructural adicional de la proteina (Winzor, 2004;
Allison et al., 2004). En consecuencia, la forma de la particula se debe definir a priori
especificando, por ejemplo el cociente entre el eje mayor y el eje menor para esferoides del
tipo prolato u oblato (Yoon y Kim, 1989). Luego una dimension se expresa en funcion de
la otra y la forma basica de la solucion de Henry se retiene (ver mas detalles con relacion a

este aspecto en el Capitulo 5, donde se analiza la CZE de péptidos). También, se puede
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llevar a cabo una simulacion numérica, usando el método de elementos finitos de frontera
(Allison et al., 2004), el cual es un procedimiento significativamente mas complejo
poniendo énfasis principalmente en la friccion hidrodinamica ejercida por el solvente sobre
particulas de forma irregular. Este aspecto hidrodindmico puede ser una estrategia
importante para explorar las formas mas detalladas de las proteinas de acuerdo con su

estado de hidratacion.

LLCEM

El LLCEM se obtiene asintdticamente despreciando los términos que contienen
AZi=2;- er asociado con las perturbaciones de los grupos cargados en el PLLCEM. Por

consiguiente, la Ec. (4.1.2) se reduce a,

Z, =+ h (4.1.10)
1+10i(PKir—PH )

Las ecuaciones (4.1.1), (4.1.4), (4.1.6) y (4.1.10) componen el LLCEM de este
trabajo (la Ec. (4.1.10) es genérica para cualquier i y provee N ecuaciones) donde el
grupo {aH ,Z, Zi,pH*} de (N +3) incdgnitas se obtiene mediante un algoritmo numérico
apropiado (ver su descripcion mas adelante), cuando se dispone del dato experimental de
M para un protocolo de la CZE bien definido.

A partir de la Ec. (4.1.10) es claro que el LLCEM no puede distinguir posiciones de
los grupos cargados en la proteina. En efecto, a partir de las Ecs. (4.1.3) y (4.1.8), se
encuentra que pK; —pH" = pK, —pH y ApK; = pK| —pK, = pH™ — pH = ApH, indicando
que el LLCEM predice el mismo ApK; para cualquier grupo cargado 1,

independientemente de la posicion de este grupo en la secuencia de aminoacidos de la

proteina, debido a que en este modelo el ApH es el mismo para todos los grupos cargados.

A pesar de esta limitacion, es importante observar que los efectos de las interacciones
electrostaticas son pequefios para proteinas con una carga neta baja. Aun mas, se puede

usar en la separacion mediante CZE un solvente con un pH tal que minimice los efectos
de los ApK; sobre los valores de eZ y ay .
Un aspecto relevante con relacion al LLCEM es que los valores de eZ y ay para

una proteina particular en un BGE especifico, se obtienen midiendo solamente la

movilidad electroforética de la proteina . Los resultados asi generados son una buena
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aproximacion de los valores esperados, como se ilustra en la Seccion 4.1.3.

Procedimiento numerico

Se describe solamente el algoritmo del PLLCEM debido a que el correspondiente al
LLCEM es similar y més simple. Las Ecs. (4.1.1) a (4.1.6) se resuelven mediante un
procedimiento numérico escrito en FORTRAN que estd compuesto de los siguientes pasos
principales:

1- Se ingresan las constantes fisicas, los datos de protocolo que incluyen las propiedades

del solvente (pH, |, T 5y &), los valores de referencia de los pK; (ver mas adelante la

discusidon concerniente a este aspecto) y una estimacion de la permitividad eléctrica en el

dominio del solvente-proteina &' (un valor comprendido entre 5¢&, y 80¢,, donde &, es la

permitividad eléctrica del vacio; ver también, mas abajo, la discusion sobre este aspecto
con relacion a la lisozima).

2- Se ingresa la secuencia de aminoacidos de la proteina que se obtiene del PDB donde la
informacion alfanumérica se convierte en dos digitos: uno indicando el tipo de aminoacido
y el otro se refiere a la posicion del mismo en la secuencia para ser usado en la logica del
programa.

3- Se ingresan las propiedades estructurales de la proteina obtenidas a partir del PDB que

incluyen el conjunto {r;} de las distancias entre pares de los N sitios cargados de la

estructura cristalografica obtenida por rayos-X, tomando las posiciones de los
correspondientes &tomos cargados.

4- Se ingresa el dato experimental de la movilidad electroforética de la proteina para el
BGE especifico.

5- Con estos datos de ingreso el algoritmo busca la cantidad de cada tipo de grupo cargado,

N
y se obtiene de esta manera una estimacion de la carga neta no regulada eZ" = Zer de
i=1

la proteina al pH del BGE con el conjunto de {pK. }. Por supuesto, este resultado es
bastante diferente del que se encuentra experimentalmente.
6- Se introduce una estimacion del radio hidrodinamico designado ay; para inicializar el

programa. Este valor se obtiene de la distancia promedio al centro de la proteina de los
aminoacidos externos ubicados en una franja de alrededor de 7 A (aproximadamente la

longitud de dos enlaces peptidicos).
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7- La iteracién comienza con las inicializaciones pH; =pH y Z; = Z{ y las evaluaciones
de las Ecs. (4.1.1) a (4.1.5). Luego, con el valor de eZ a cada iteracion, se resuelve la Ec.
(4.1.6) para encontrar la raiz ay mediante el método de Newton-Raphson. Este
procedimiento requiere satisfacer el valor experimental de 4 con un error relativo de 107.
Luego de resolver a, a cada iteracion K, se impone un criterio de convergencia adicional,

de tal manera que se debe satisfacer la siguiente ecuacion para detener el proceso de

iteracion,
‘ <107° (4.1.11)

8- Una vez que se obtiene el valor de ap, el cual es solucion rigurosa del problema

matematico establecido por el modelo, se procede con los otros célculos usando las Ecs.
(4.1.8) y (4.1.9) y los datos de ingreso basicos. En este trabajo, los resultados numéricos se
informan con un error de 1/100 y se usa la unidad A para el radio hidrodindmico como la
mas apropiada para la discusion de los resultados.

Antes de terminar esta seccion, es relevante indicar que la evaluacion de ay , en

cada iteracion en el algoritmo numérico descripto, requiere un error relativo muy bajo
debido a la forma de f(xay) cuando xa, toma valores intermedios. Esta situacion es

comun para las proteinas que se usan en este estudio.

Finalmente, en este contexto de andlisis, los limites de validez cuando se aplica la
aproximacion de Debye-Hiickel y la solucion de Henry en los modelos mencionados, se
exploran con la ayuda de las soluciones numéricas del problema de Poisson-Boltzmann

presentado en O’Brien y White (1978). Por consiguiente, se evalia la ordenada

ec

Y :é Sl , la abscisa X = —— y el pardmetro P =xay con { y ay obtenidos a

partir del PLLCEM y el LLCEM, el dato experimental de u y aquellos valores

correspondientes al protocolo de la CZE, con el fin de conocer si los puntos calculados
estan proximos a la curva correspondiente en los graficos generalizados de movilidad
presentados ademas por Russel et al., (1989). Es simple concluir, en general, que para
Y ~ X ytanto Y como X menores que 2, los resultados del modelo son compatibles con
las hipdtesis consideradas para P < 3. No obstante, es interesante sefialar que el desarrollo

de estos modelos no tiene limitaciones en este sentido. En efecto, a pesar de que es facil
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visualizar que cuando se invocan las hipdtesis clésicas, el problema matematico es cerrado,
fuera de este rango de validez, se debe incluir la ecuacion de Poisson-Boltzmann con
condiciones de contorno apropiadas. De esta manera los modelos resultantes requeririan

mas tiempo desde el punto de vista computacional pero seria todavia factible resolverlos.

4.1.3 Resultados y discusion

Para ilustrar las predicciones numéricas del LLCEM y el PLLCEM, se usan los
datos experimentales de las movilidades electroforética disponibles en la literatura para
protocolos bien definidos. Estos datos involucran cuatro proteinas: lisozima, anhidrasa

carbonica humana, anhidrasa carbonica bovina y nucleasa estafilocécica.

Lisozima (Hen Egg White Lisozyme, 2LYZ)

La 2LYZ esta constituida por 129 aminoacidos y la secuencia escrita con el c6digo
de una letra (ver Apéndice 3-A en el Capitulo 3) que se obtiene a partir del PDB es la
siguiente:

KVFGRCELAAAMKRHGLDNYRGYSLGNWVCAAKFESNFNTQATNRNTDGSTDYGILQINSRWWC
NDGRTPGSRNLCNIPCSALLSSDITASVNCAKKIVSDGNGMNAWVAWRNRCKGTDVQAWIRGCRL

Para el estudio de la 2LYZ se usaron los datos experimentales reportados en
Sharma et al. (2003), donde el protocolo de la CZE usado fue: buffer Tris 25 mM-Gly 192
mM, | =8 mMy pH=84 y T =25°C. El capilar que se utiliz6 fue de silice de
Li =30cm, Ly =20cm y d; =50um y se aplico un voltaje de 10 kV durante la

separacion. Se extrajeron los datos correspondientes a los tiempos de migracion de la
proteina nativa y las seis acetilaciones a partir del electroferograma experimental y se
calcularon las movilidades electroforéticas, que se presentan en la Tabla 4.1.1. El nimero y

tipo de aminoacidos cargados presentes en la molécula de 2LYZ es: Ny =115 Npg, =73
NGlu =25 Nig =15 NLyg =65 Npy =115 Neye =85 Neoonr =15 Mamye =1y el grupo de

pK{

i que se usan es: pKyp, =12.5; pKiy, =4.0; pKgy, =4.4; pKy =6.3;
pKiys =10.5; pKpy, =9.6; pKeoone =3-8; pKyp, =7.5 (Sharma et al., 2003). Es

interesante destacar que si bien en la secuencia de la molécula de 2LYZ estan presentes 8
Cys, éstas no se contabilizan para el célculo de carga neta debido a que se encuentran
formando cuatro puentes disulfuro de la siguiente manera: Cys 6 con Cys 127; Cys 30 con

Cys 125; Cys 64 con Cys 80 y Cys 76 con Cys 94. Este dato correspondiente a la
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conformacién molecular es importante tenerlo en cuenta al momento de evaluar los
residuos cargados que intervendran en el célculo de la carga neta.

Primero, con el LLCEM, a partir de los datos experimentales de las movilidades
electroforéticas para la proteina nativa y las sucesivas acetilaciones, se estiman el nimero

de carga neta Z, el radio hidrodinamico ay , el potencial de particula ¢ y el pH cercano

a la molécula pH", que se presentan en la Tabla 4.1.1. El numero de Lys que se pueden
acetilar se designan como Lys-n, variando n en este caso de 1 a 6. Esto formalmente indica
que la solucién del LLCEM provee como resultados numéricos tanto la carga neta de la
proteina como el radio hidrodindmico. Asimismo los valores de pH”* calculados son
mayores al pH del BGE indicando que la [H'] es menor cerca de la proteina como se
espera para una proteina con carga neta positiva. También se incluyen en la Tabla 4.1.1 los
valores de la variacion de carga neta AZ entre la molécula de 2LYZ acetilada en un paso y
el paso anterior y los ApK . Este ultimo aspecto se analiza con mas detalles mas abajo. Con
relacion a los valores de AZ calculados es importante sefialar que no son iguales a -1
como suponen algunos autores en sus trabajos. En este caso bajo analisis se obtiene un
valor promedio AZ =-0.91, comprobando también asi la existencia del fenomeno de

regulacion de cargas (Linderstrom-Lang, 1924; Menon y Zydney, 2000).

Tabla 4.1.1. Valores estimados del radio hidrodinamico ay , el nimero de carga neta Z , el potencial de

particula ¢ yel pH" de la2LYZ con el LLCEM.

Proteina w110 Z AZ ay g pH*  ApK =pH*-pH
m*Vv's™h A V)
Nativa 0.167 6.34 - 2222 0.032 8.93 0.53
Lys-1 0.144 547 -087 2221 0.027 8.86 0.46
Lys-2 0.123 457 -090 21.85 0.023 8.79 0.39
Lys-3 0.102 3.65 -092 2128 0.019 8.73 0.33
Lys-4 0.081 273 -092 2034 0.015 8.66 0.26
Lys-5 0.056 1.81 -092 19.69 0.011 8.58 0.16
Lys-6 0.032 0.87 -094 17.35 0.006 8.50 0.10

En adicion, se usa el PLLCEM para estudiar la 2L'YZ considerando el parametro &’

y las interacciones electrostaticas entre los pares de grupos cargados. Las distancias {r; }
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se obtienen a partir del PDB. Debido a que el valor de ¢’ depende de la hidratacion y
compactacion de la proteina con relacion a la formulacion del BGE, su prediccion directa
es bastante dificil. Al presente, la eleccion es usar un valor estimado como se indica mas

abajo comprendido entre 5¢&, y 80¢,, de acuerdo a trabajos anteriores (Demchuck y
Wade, 1996; Fitch et al., 2002). En esta Tesis, se considera un valor de &' =20¢g, en la

mayoria de los céalculos como una aproximacion, basada en la capacidad del modelo
(PLLCEM) para predecir resultados comparables a aquellos reportados con el PBMCM
(ver, mas adelante). Para la 2LYZ se encuentra ay =22.26 A, Z=6.87y £=0.032 V.

Al comparar los resultados que se obtienen con ambos modelos, es importante
sefialar, la diferencia de la carga neta calculada para la 2LYZ nativa con el LLCEM y el
PLLCEM, lo cual pone en evidencia la interaccion entre los grupos cargados y la

importancia de tener en cuenta las distancias {r;} entre dichos grupos al momento de

efectuar el calculo de carga neta. En consecuencia, el efecto de las interacciones
electrostaticas entre los grupos cargados afecta principalmente el calculo de la carga neta
de la proteina, mientras que el potencial de particula no cambia dentro del margen de error

considerado aqui. Los valores de ApK; que se obtienen con el PLLCEM no exceden de

0.63. Este valor corresponde a Asp en la posicion 66. Es claro que la diferencia de carga de
la proteina nativa entre las dos situaciones analizadas aqui es alrededor de 7.7 %.
Asimismo, la evaluacién de coordenadas adimensionales (ver, O’Brian y White, 1978)
conducea Y = X =1.2 y P =0.65, indicando que la aproximacion de Debye-Hiickel y la
solucion de Henry son validas. En lo que sigue, no se comentard nada mas de estas
coordenadas en la medida que se verifican los requerimientos cuantitativos para su validez.

La Tabla 4.1.2 presenta una comparacion de los valores de la carga neta y el radio
hidrodindmico obtenidos para la 2LYZ nativa, con el protocolo de trabajo especificado
arriba, usando el LLCEM y el PLLCEM con los valores estimados con los modelos de
Poisson Bolztmann-Monte Carlo (PBMCM), modelo de Regresion Lineal de Escalera de
Cargas (RLCLM), y modelo de Linderstrom-Lang (LLM) presentados en el trabajo de
Sharma et al. (2003). Se observa en esta tabla que la carga neta que se calcula para la
proteina nativa con el LLCEM es muy proxima a la que se estima con el LLM. Los radios
que se obtienen a partir del PLLCEM, LLCEM y LRCLM son casi los mismos, mientras
que el valor reportado por el LLM es una valor impuesto en los calculos, que resulta de un

promedio de los radios que se miden usando escaleras de carga en soluciones de fuerza
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16nica igual a 8, 33 y 108 mM. Se debe enfatizar que el resultado del radio hidrodindmico
que surge del LLCEM o PLLCEM es solucion rigurosa de las ecuaciones planteadas en los
modelos propuestos, es decir, no se impone un valor de radio constante como lo hace el

LLM o RLCLM. Este tltimo aspecto muestra la necesidad de encontrar a,; como una raiz

del LLM.

Tabla 4.1.2. Predicciones del niimero de carga neta Z y el radio hidrodinamico ay de la 2LYZ nativa con el
LLCEM y el PLLCEM y comparacion con los valores obtenidos con otros modelos.

Modelo LLCEM  PLLCEM PBMCM (a) LRCLM (a) LLM (a)

YA 6.34 6.87 6.90 7.30 6.30
ay (A) 22.22 22.26 (b) 22.35 (c)

(a) Sharma et al., 2003, (b) Valor no requerido, (¢) El valor de radio hidrodinamico impuesto
es de 21 A.

Un estudio crucial consiste en verificar la hipotesis de trabajos previos que
consideran el radio hidrodindmico constante para diferentes escalones de la escalera de
cargas de la 2LYZ. La Figura 4.1.1 muestra que los valores de ay que se calculan con el
PLLCEM y el LLCEM son casi constantes solamente para los tres primeros escalones.
Estos resultados muestran que existe una funcionalidad entre ay y €Z, dentro del marco
teorico de la electrostatica y la electrocinética. Por consiguiente, a medida que la proteina
pierde cargas positivas a lo largo de la escalera de carga de seis acilaciones, cambiando la
carga neta de 6.87 a 0.94, ay decrece como se indica en la Figura 4.1.1 principalmente
debido a la disminucion de las repulsiones electrostaticas (ver, también mas adelante la
discusion concerniente al efecto despreciable sobre el ay del anhidrido acético usado
como agente acetilante). Por consiguiente, utilizar la pendiente de la curva de u versus
NAZ para calcular el radio hidrodindmico de una proteina, suponiendo un valor constante
(Sharma et al., 2003), resulta incorrecto. Esta figura también muestra que los valores de Z
que se obtienen con ambos modelos en funcion de n son proéximos.

Es pertinente mencionar aqui que el radio hidrodinamico de la 2LYZ que se calcula
a partir del dato experimental del coeficiente de difusion a dilucion infinita medido por la
técnica de light scattering (DLS) tiene un valor de 18.6 + 1.0 A (Grigsby et al., 2000). La
estructura cristalina de esta proteina determinada por cristalografia de rayos-X es un

elipsoide de revolucion tipo prolato con un semieje mayor de 22.5 A y un semieje menor
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de 15 A. No obstante, por su naturaleza compacta y rapido giro rotacional en solucion la
2LYZ se puede considerar de forma aproximadamente esférica. El radio equivalente de la
esfera es de 17.2 A. La diferencia del radio hidrodindmico calculado con el radio de la
estructura cristalina de 1.4 A se atribuye posiblemente a la uniéon de iones Mg®" a la
superficie de la proteina y a la estructuracion del agua (hidratacion de la superficie de la
proteina). Otros autores reportan valores del radio hidrodindmico de 18.5 A, 19 Ay 22 A
en diferentes soluciones de distinta fuerza i6nica y pH . Las diferencias en los valores del
radio hidrodinamico de la 2LYZ existentes en la literatura se pueden deber a diferencias en
el tipo y concentracion de sal y técnicas experimentales utilizadas en su determinacion.
Una clara observacion de los diversos estudios por DLS de la 2LYZ en soluciones salinas
indica que la medida del radio hidrodinamico es siempre superior a la del radio encontrado
a partir de la estructura cristalina. Las moléculas de agua estan unidas a la superficie de la
proteina y difunden con la proteina. Aproximadamente 0.3 g de agua se unen por cada
gramo de proteina. En la superficie de la proteina, los iones de la sal se unen debido a
interacciones especificas proteina-sal. La hidratacion de la superficie de la proteina y la
union de iones afectan la difusividad medida. Los efectos de los iones dependen
fuertemente del tipo y concentracion de la sal y en menor grado del pH. En consecuencia,
es relevante destacar la importancia de poder estimar el radio hidrodindmico en las
condiciones especificas de pH y fuerza idnica en las que se realiza la experiencia y esto es
posible mediante el uso del LLCEM y PLLCEM.

Es relevante sefialar aqui que el nimero de sitios de acetilacion posibles en la

proteina N, para un valor particular de n (el nimero de grupos cargados convertidos) es
N ags = Na!/(ny —n)n!, donde n, se refiere al niimero total de conversiones a través del

procedimiento de la escalera de cargas. Por ejemplo, para n =3 de las seis Lys de la 2LYZ

conduce a N, =20. Por lo tanto, se pueden calcular los pardmetros promedios de estas

posibilidades que corresponden a un n particular. Sin embargo, los calculos con los
modelos simples muestran, en general, una dependencia muy pequefia de los resultados

sobre N, -
Como se menciond mas arriba, con el LLCEM, se calcula para la proteina nativa un

valor de pH" =8.93 (para un pH de trabajo igual a 8.4), y en consecuencia resulta

ApK =pH" —pH=0.53 y se demuestra que este ApK es igual a plantear
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ApK; = pK{ —pK; (ver para su deduccion, el Apéndice 4-A). Por consiguiente, a partir de
la estimacion de este valor de ApK es posible obtener los nuevos valores modificados de

los pK; de los residuos cargados, designados pK; que se presentan en la Tabla 4.1.3. En

este caso bajo estudio (proteina cargada positivamente) los valores de los pK corregidos

(pK,) son menores que los pK de referencia (pK|), verificindose en consecuencia las

propuestas que se presentaron en la Seccion 4.1.2.
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Figura 4.1.1. Radio hidrodinamico ay y nimero de carga neta Z de la 2LYZ en funcion del

nimero N de grupos e-amino acetilados de la Lys. Los simbolos () y (0) corresponden a las
predicciones numéricas del PLLCEM y el LLCEM, respectivamente.

Un analisis mas exhaustivo de la 2LYZ indica que mientras el LLCEM y el LLM
proveen valores de ApK; uniformes (esto significa que los ApK; son los mismos para
todos los grupos cargados en la proteina), el PLLCEM hace una clara distincion de los

ApK; porque se incluyen en el modelo los datos de r;; (ver parrafo debajo de la Ec. 4.1.9 y

el Apéndice 4-A, donde se deducen las expresiones matemadticas correspondientes). Por

ejemplo, se encuentra con el PLLCEM, que el amino terminal pKyy,, de la 2LYZ toma
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un valor de 7.47 para la proteina no modificada, casi en la trocha del valor experimental
reportado como 7.5 en Sharma et al. (2003) para una fuerza iénica mas alta (33 mM) que
la que se estudia aqui (8 mM). Se lleva a cabo esta comparacion aproximada, con esta
diferencia en la |, porque la movilidad electroforética de la 2LYZ no estd disponible para
el valor mas alto de fuerza ionica en Sharma et al. (2003) para realizar los calculos exactos.
Para la proteina paracetilada (lo cual significa que todos los residuos de Lys estdn

acetilados) se obtiene pKyy, = 7.74 cuando &'~ 10 para aproximar de nuevo el dato

reportado experimentalmente como 7.8 en Sharma et al. (2003), indicando también un
cambio en el medio solvente-proteina. Este resultado, en adicién, muestra la necesidad de
una buena estimacion de &', independiente de cualquier proceso de ajuste como se
describié previamente, y por lo tanto es una clara limitacién del PLLCEM en el estado
presente de su formulacion. Es relevante sefialar que esta limitacion es intrinseca también
al PBMCM (modelo detallado) donde la especificacion de &' alrededor de los grupos
cargados dentro del dominio de la proteina es una cuestion abierta (Beroza y Case, 1996;
Beroza y Fredkin, 1996; Beroza et al., 1991; Sharma et al., 2003) y se requieren futuras
investigaciones para avanzar en este dificil punto. Por otro lado, cuando se usa el LLCEM

en esta comparacion, pKyy, es alrededor de 6.97 para la proteina no modificada y 7.40

para la proteina paracetilada, las cuales son aproximaciones con ApK; uniformes como se

establecio arriba.

Tabla 4.1.3. Valores de referencia de los residuos cargados pK{ y valores corregidos pK; en la 2LYZ,
obtenidos con el LLCEM.

Residuo cargado pK ! pK;
Asp 4.0 3.47

Glu 4.4 3.87

Tyr 9.6 9.07

Arg 12.5 11.97

Lys 10.5 9.97

His 6.3 5.77
COOHt 3.8 3.27
NH;t 7.5 6.97

Anhidrasa carbonica humana (Human carbonic anhydrase, ICA2)
La secuencia de 259 aminoacidos correspondiente a la 1CA2, extraida del PDB y

que se escribe con el cddigo de una letra es:
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SHHWGY GKHNGPEHWHKDFPIAKGERQSPVDIDTHTAKYDPSLKPLSVSYDQATSLRILNNGHAFN
VEFDDSQDKAVLKGGPLDGTYRLIQFHFHWGSLDGQGSEHTVDKKKYAAELHLVHWNTKYGDFG
KAVQQPDGLAVLGIFLKVGSAKPGLQKVVDVLDSIKTKGKSADFTNFDPRGLLPESLDYWTYPGSL
TTPPLLECVTWIVLKEPISVSSEQVLKFRKLNFNGEGEPEELMVDNWRPAQPLKNRQIKASFK

Los datos del protocolo experimental son (Sharma y Carbeck, 2004): pH =84,
I =10mM, V=15 kV y T =25°C. Las dimensiones de capilar son: d; =50 pm,
Li =47cmy Ly =40cm. El nimero de grupos cargados obtenidos a partir de la secuencia
son: Npg, =195 NG =135 Neyg =15 Ny =125 Ny =23 Nppe =75 Npye =8
Ncoont =1. En adicion, el grupo amino terminal se considera preacetilado y por

consiguiente no reactivo y el i6n Zn™-OH esta coordinado por tres residuos de His, con

r

702 oy = 10 (Caravella et al., 1999). El grupo de pK; que se usa es:

un pK
pPKArg =12.0; pKig, =4.05 pKGy, =445 pKi =6.5; pKiy=10.7; pKeys =9.3;
pKTyr =10.2; pKioom =4.9 (Creighton, 1993). Asimismo, el conjunto de distancias

{rjj} se extrae del PDB. Se calculan los valores de las movilidades electroforéticas de la

proteina nativa y las 20 acetilaciones, a partir de los tiempos de migracion experimentales
que se obtienen del electroferograma de la escalera de carga de la 1CA2, reportado en la
literatura (Sharma y Carbeck, 2004) y se presentan en la Tabla 4.1.4. Es pertinente
mencionar que no se consideran Lys 21, 22 y 23 porque éstos ultimos tres escalones no
estan bien resueltos en el electroferograma.

Los valores de la carga neta, el radio hidrodinamico, el potencial de particula y el

pH", estimados con el LLCEM partiendo de los datos experimentales de las movilidades

electroforéticas se muestran en la Tabla 4.1.4 para la 1CA2 nativa y las acetilaciones
sucesivas. Considerando las 20 acetilaciones es posible obtener una valor promedio de

AZ =-0,94. Nuevamente se verifica, a diferencia de lo presentado por otros autores
(Sharma y Carbeck, 2004), que el valor de AZ es distinto de —1 y que varia ligeramente en
cada escalon de la escalera de cargas (ver Tabla 4.1.4). En efecto, una vez mas se hace
evidente la existencia del fendmeno de regulacion de cargas. Asimismo, en este caso en
estudio, a partir del valor de ApK; =—-0.13 que se estima con el LLCEM para la proteina
nativa, se obtienen los valores de los pK; modificados para los diferentes residuos

cargados. A diferencia del caso anterior, al tratarse de una proteina con carga negativa, los
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valores de los pK; resultan mayores a los valores de referencia. Los valores Z y ay de la

1CA2 nativa que se calculan con el LLCEM y el PLLCEM en general comparan bien con
aquellos encontrados por otros autores (Sharma y Carbeck, 2004), como se reporta en la
Tabla 4.1.5. Sin embargo, se concluye que solamente los calculos para los primeros
escalones de la escalera de carga de la proteina dan resultados proximos a los que se

obtienen directamente con el PLLCEM y el LLCEM.

Tabla 4.1.4. Valores estimados del nimero de carga neta Z , el radio hidrodinamico ay , el potencial de

particula ¢ yel pH" parala 1CA2 con el LLCEM.

Proteina w10 z AZ ay &) ¢ (V) pH®  ApK; = pH" —pH
m2V's™
Nativa -0.041 -2.06 - 26.33  -0.008  8.27 -0.13
Lys-1 -0.058 -3.00 0.94 26.88 -0.011  8.22 -0.18
Lys-2 -0.076 -3.94 0.94 2691 -0.014 8.16 -0.24
Lys-3 -0.096 -4.87 0.93 26.51 -0.018  8.10 -0.3
Lys-4 -0.114 -5.81 0.94 26.58 -0.021  8.04 -0.36
Lys-5 -0.134 -6.73 0.92 26.33  -0.025 798 -0.42
Lys-6 -0.148 -7.68 0.95 2693 -0.028 793 -0.47
Lys-7 -0.168 -8.60 0.92 26.68 -0.031  7.87 -0.53
Lys-8 -0.182 -9.54 0.94 27.12  -0.034 7.82 -0.58
Lys-9 -0.198 -10.47 093 2728 -0.037 7.77 -0.63
Lys-10 -0.210 -11.41  0.94 27.81 -0.039 7.74 -0.66
Lys-11 -0.224 -12.34 093 28.08 -0.042  7.69 -0.71
Lys-12 -0.234 -13.28  0.94 28.67 -0.044  7.66 -0.74
Lys-13 -0.246 -14.22  0.94 29.03 -0.046  7.62 -0.78
Lys-14 -0,258 -15.14  0.92 29.35 -0.048  7.59 -0.81
Lys-15 -0.268 -16.08  0.94 29.80  -0.050  7.56 -0.84
Lys-16 -0.278 -17.02  0.94 30.21  -0.052  7.53 -0.87
Lys-17 -0.288 -17.95  0.93 30.58 -0.054  7.49 -0.91
Lys-18 -0.294 -18.90  0.95 31.25 -0.055  7.48 -0.92
Lys-19 -0.300 -19.86  0.96 31.88 -0.056  7.46 -0.94
Lys-20 -0.312 -20.77 091 31.99 -0.058 7.42 -0.98
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Tabla 4.1.5. Predicciones del nimero de carga neta Z y el radio hidrodindmico ay de la ICA2 que se
obtienen con el LLCEM y el PLLCEM y comparacion con el RLCLM.

Modelos LLCEM PLLCEM  RLCLM [q]
Z 2.06 2.13 -2.30
ay (A) 26.33 26.47 27.00

[a] Sharma y Carbeck (2004).

Asimismo, la Figura 4.1.2 muestra la variacion de ay en funcidén del numero de
acetilaciones Nn. En esta figura, se observa que para las primeras siete acetilaciones el radio
hidrodinamico es aproximadamente constante. Sin embargo, para n > 7 la suposicion de
un ay constante (Sharma y Carbeck, 2004) no es aceptable. Como se observa en esta
figura ap sufre un marcado incremento a medida que crece el nimero de lisinas
acetiladas. Es relevante sefialar aqui que el PLLCEM y el LLCEM proporcionan la carga
neta eZ y el radio hidrodindmico ay , sin la necesidad de utilizar la estrategia de generar
una escalera de cargas, y que los resultados obtenidos comparan bien con aquellos

encontrados con el LRCLM, los cuales son validos uUnicamente para las primeras

acetilaciones.
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Figura 4.1.2. Predicciones del radio hidrodinamico ay y el nimero de carga neta Z de la ICA2 en
funcion del nimero N de los grupos e-amino acetilados de la Lys con el PLLCEM.
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Anhidrasa carbonica bovina (Bovine carbonic anhydrase, 1V9E)
La secuencia de 259 aminoécidos de la 1VIE escrita con el codigo de una letra que

se obtiene del PDB es:

HSFNVEYDDSQDKAVLKDGPLTGTYRLVQFHFHWGSSDDQGSEHTVDRKKYAAELHLVHWNTKY
GDFGTAAQQPDGLAVVGVFLKVGDANPALQKVLDALDSIKTKGKSTDFPNFDPGSLLPNVLSHHW
GYGKHNGPEHWHKDFPIANGERQSPVDIDTKAVVQDPALKPLALVYGEATSRRMVNNGDYWTYP
GSLTTPPLLESVTWIVLKEPISVSSQOMLKFRTLNFNAEGEPELLMLANWRPAQPLKNRQVRGFPK

Los datos experimentales y de protocolo corresponden a Gitlin et al. (2003). Se
usan en la corrida de la CZE las mismas condiciones que aquellas que se usaron para la

1CA2. El nimero de aminoacidos cargados que se obtienen a partir del PDB es: nyg, =19;

NG =115 Ngig =115 Ny =185 Nxe =95 Ny =75 Negone =15 Npae =15

N, +20n =1. En adicidén, el grupo amino terminal se considera preacetilado y el i6n
Zn*?—OH estd coordinado por tres residuos de His, con un pK;nﬂ_ o =70 (Gitlin et

al., 2003). Los pK{ que se usan son: pKj, =12.5; pKj, =3.5; pKg, =4.5;
PK s =6.2; pKy =10.3; pKy, =10.3; pKyy, =05 pKeoom =325 pKS 2y = 7.0
(Gitlin et al., 2003). A partir de los tiempos de migracion correspondientes a la proteina
nativa y a las 18 acetilaciones sucesivas, que se obtienen del electroferograma
experimental de la escalera de carga reportado en la literatura (Gitlin et al., 2003), se
calculan las movilidades electroforéticas que figuran en la Tabla 4.1.6. Con estos datos se
ingresa al programa computacional y se estiman con el LLCEM, los valores de la carga
neta, el radio hidrodinamico, el potencial de particula y el pH" que se presentan en la
Tabla 4.1.6. En adicion, se calculan el AZ y el ApK para la proteina nativa y las sucesivas
acetilaciones. De acuerdo con los resultados obtenidos para la 1VI9E, el radio
hidrodindmico se puede considerar aproximadamente constante hasta la acetilacion nlimero
4, luego aumenta a medida que se incrementa la carga negativa en funcion del nlimero de
acetilaciones. En la Figura 4.1.3 también se visualiza y enfatiza este efecto. En este caso en
estudio, el pH”™ es menor que el pH del BGE, como se espera, debido a que se trata de una
proteina con carga neta negativa, por consiguiente existe una mayor concentracion de
[H"] cerca de la molécula que en el seno de la solucion. En adicion, el conjunto de

distancias {r; } se obtienen a partir del PDB y los valores de ayy y eZ de la 1VIE nativa y
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las sucesivas acetilaciones se recalculan con el PLLCEM. Los valores estimados con el
PLLCEM vy el LLCEM comparan bastante bien con aquellos encontrados por otros autores
como se presentan en la Tabla 4.1.7. Es interesante sefialar aqui que la diferencia en la
prediccion de la carga neta entre el PLLCEM y el LRCLM es aproximadamente 10%, lo
que indicaria una sobreestimacion en la estimacion de la carga calculada con el LRCLM
segun lo reportado en Gitlin et al. (2003). Sin embargo, la comparacion de la prediccion
del radio hidrodinamico muestra una significativa diferencia en este caso, teniendo en
cuenta que Gitlin et al. (2003) usa un valor de 20.5 A, el cual se calculd con un valor
promedio del volumen especifico parcial de proteinas (0.72 mL/g) y se despreciaron los
efectos electrocinéticos al nivel de la particula de Henry. Es evidente entonces que este
radio hidrodindmico no es la raiz que resulta de la aplicacion del LLCEM y el PLLCEM.
Ademas, Gitlin et al. (2003) en su trabajo usa un valor de radio hidrodindmico de 25.0 A
en el LLM y en este caso obtiene un valor de carga neta de -3.0, el cual es mas cercano a

las predicciones de los modelos presentados en esta Tesis.

Tabla 4.1.6. Valores estimados de la carga neta Z , el radio hidrodindmico ay , el potencial de particula &

yel pH® de la 1V9E con el LLCEM.

Proteina U 10° Z AVA ay S H* ot
m> Vs (A) V) b Apky =pH-— el
Nativa -0.62 -3.06 - 2599 -0.012 8.20 -0.20
Lys-1 -0.82 -4.00 0.94 25.80 -0.015 8.14 -0.26
Lys-2 -1.03 -4.95 0.95 25.51 -0.019 8.07 -0.33
Lys-3 -1.235 -5.90 0.95 2540 -0.023 8.01 -0.39
Lys-4 -1.45 -6.84 0.94 25.18 -0.027 7.94 -0.46
Lys-5 -1.65 -7.79 0.95 25.19 -0.031 7.88 -0.52
Lys-6 -1.75 -8.76 0.97 26.26 -0.033  7.85 -0.55
Lys-7 -1.91 -9.71 0.95 26.55 -0.036  7.80 -0.60
Lys-8 -2.08 -10.66  0.95 26.70 -0.039 7.74 -0.66
Lys-9 -2.17 -11.63 097 27.55 -0.041 7.71 -0.69
Lys-10 -2.32 -12.59  0.96 27.78 -0.043  7.67 -0.73
Lys-11 -2.49 -13.53 094 27.81 -0.046 7.61 -0.79
Lys-12 -2.59 -1449  0.96 28.38 -0.048  7.58 -0.82
Lys-13 -2.70 -1545 0.96 28.83  -0.050 7.55 -0.85
Lys-14 -2.81 -16.40  0.95 29.23  -0.052 7.51 -0.89
Lys-15 -2.91 -17.36  0.96 29.67 -0.054 748 -0.92
Lys-16 -3.01 -18.31  0.95 30.08 -0.056 745 -0.95
Lys-17 -3.06 -19.29  0.98 30.83 -0.057 7.44 -0.96
Lys-18 -3.17 -20.24  0.95 31.10 -0.059 7.40 -1.0
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Tabla 4.1.7. Predicciones del niimero de carga neta Z y el radio hidrodinamico ay de la 1V9E nativa, que
se obtiene con el LLCEM y el PLLCEM y comparacion con otros modelos.

Modelos ~ LLCEM  PLLCEM LRCLM () LLM (a) HM (a)

z -3.06 312 -3.40 -3.00 24 (0
ay (A) 25.99 26.17 20.50 () (b)
AZ (d) -0.95 -0.98 ‘1.0 -0.93 -0.76

(a) Gitlin et al.(2003). (b) Se impone un valor de radio hidrodindmico de 20.5 A. (c) Con un radio de 25.0 A
se obtiene un valor de carga neta igual a -3.0. (d) Valor promedio, considerando todas las acetilaciones.
Es importante indicar, que para la 1VI9E, el ay en funcion del nimero de

acetilaciones n es aproximadamente constante para las primeras cinco acetilaciones
solamente, como se muestra en la Figura 4.1.3. Sin embargo, para n > 5 la suposicioén de

un radio hidrodindmico ayp constante no es apropiado. De esta manera, las mismas

conclusiones que se mencionaron antes para la ICA2, se validan aqui.
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Figura 4.1.3. Predicciones del radio hidrodinamico ay y el nimero de carga neta Z de la 1VIE en

funcién del nimero n de los grupos g-amino acetilados de la Lys con el PLLCEM.

Como se visualiza en la Tabla 4.1.6, a partir del LLCEM, se obtiene una estimacion
de los valores de AZ para dos acilaciones consecutivas en la 1V9E. Para los primeros

cinco escalones, el AZ toma valores entre -0.94 y -0.95; en consecuencia para los calculos
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practicos el AZ se puede considerar aproximadamente constante para esta proteina, no

obstante diferente de -1.

Es relevante sefialar aqui que en las Tablas 4.1.4 y 4.1.6 y en las Figuras 4.1.2 y
4.1.3, los valores de ay reportados para la ICA2 y la 1VIE, respectivamente, cubren un
nimero alto de acilaciones (20 y 18, en cada caso). Para un nimero de acilaciones tan alto,
el valor de la coordenada P no excede de 1.06, mientras que Y y X permanecen bajos,
indicando que la aproximacién de la linealizacién de Poisson-Bolztmann es valida aun y
no se observa el efecto paramétrico de P sobre los resultados.

Asimismo, es interesante mencionar que el valor de ApK; calculado con el LLCEM
es -0.20 para la 1V9E nativa. En la Tabla 4.1.8 se presentan los valores de los pK. y de los
pK; modificados, luego de la regulacion. Como se espera, para este caso (proteina con

carga neta negativa), los valores de los pK; son mayores que los valores de referencia

pK{

i-

Tabla 4.1.8. Valores de los pK{ de los residuos cargados y los valores modificados pK;, en la 1V9E,
estimados con el LLCEM.

Residuo cargado pK ! pK;
Asp 3.5 3.7

Glu 4.5 4.7

Tyr 10.3 10.5

Arg 12.5 12.7

Lys 10.3 10.5

His 6.2 6.4
COOH; 32 34
NHy; 7.0 7.2

Antes de considerar una proteina diferente, es apropiado analizar el efecto del peso
molecular del agente acetilante que se usa para producir la escalera de carga dentro del
contexto de los modelos que se presentan en esta Tesis. Con este propoésito, se usan las
movilidades electroforéticas propuestas en Colton et al. (1997) para este tipo de analisis
con el LLCEM y el PLLCEM. En estos calculos se consideran dos agentes acetilantes:
anhidrido acético (bajo peso molecular) y N-hidroxisuccinimidil colato (alto peso
molecular de 389 Da). En coincidencia con estos autores se encuentra que a medida que
crece el numero de acilaciones n en la 1VIE, existe una diferencia mayor en los radios

hidrodinamicos entre los dos tipos de acetilaciones, indicando que el agente de alto peso
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molecular provee un cambio del radio adicional, aparte de aquel que se observa debido a
otros efectos fisicoquimicos asociados con la carga neta de la proteina. Por lo tanto, cuando
se incluyen 5, 10, y 13 acetilaciones, por ejemplo, en la 1VIE, los resultados del LLCEM
indican que las diferencias en los radios hidrodinamicos a cada acetilacion son 1.53, 1.95 y
2.64 A, respectivamente, mientras que la carga neta permanece casi invariable (los
cambios son menores a 0.16). Sin embargo, cuando se consideran 1 a 3 acetilaciones por
ejemplo, no se observan diferencias cuando se usan estos dos agentes acetilantes
diferentes. Asimismo, se encuentran resultados similares con el PLLCEM. En este sentido,
se debe senalar que en este trabajo, se usaron los datos de las movilidades electroforéticas
de las proteinas modificadas con el agente acetilante de bajo peso molecular solamente,
para evitar el efecto de cambio quimico producido en la proteina, sobre las predicciones

del aH .

Nucleasa estafilocdcica (Staphylococcal nuclease, 1STN)

Otro estudio que se realiza en esta Tesis corresponde a la 1STN donde se incluyen
variaciones en los valores de pH y fuerza ionica del BGE de acuerdo a los datos de la
CZE disponibles en la literatura (Kalman et al., 1995a y b) para una T =25°C. La

secuencia de 149 aminoacidos de la 1STN que se obtiene del PDB es:
ATSTKKLHKEPATLIKAIDGDTVKLMYKGQPMTFRLLLVDTPETKHPKKGVEKYGPEASAFTKKMV
ENAKKIEVEFDKGQRTDKYGRGLAYIYADGKMVNEALVRQGLAKVAYVYKPNNTHEQHLRKSEA
QAKKEKLNIWSEDNADSGQ

El grupo de pK; que se usan aqui es {pKj,, =12.0; pKjy, =4.0; pKgy, =4.4;
pKpis =6.5; pKiy =10.75 pKry, =10.25 pKeoone =4.9; pKym, =74} (Creighton,
1993). El numero de grupos cargados que se calculan a partir del PDB es {n,g, =8;
NGy =125 Nigig =45 Ny =235 Npgg =55 Ny =75 Negony =15 Npae =13+ El conjunto
de distancias r;; se obtienen a partir del PDB.

La Tabla 4.1.9 presenta los resultados numéricos que se obtienen con el PLLCEM y
el LLCEM para la 1STN. Es claro que ambos modelos consideran el fenomeno de
regulacion de cargas, no obstante con el PLLCEM se incluyen en el modelo las

interacciones entre los grupos cargados, en consecuencia es necesario la incorporacion en
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el modelo de las distancias entre los grupos cargados {I; }. Esto explica las diferencias que

se observan en los resultados que surgen de los dos modelos.

Tabla 4.1.9. Valores estimados del nimero de carga neta Z , el radio hidrodinamico ay , el potencial de

particula ¢ y el pH" de la 1STN, a distintos valores de | y pH, con el LLCEM y el PLLCEM.

pH [ 1 10° Z Z ay (A) ay A < (V) pH’

M) m*v's") (LLCEM) (PLLCEM) (1 CEM) (PLLCEM) (a)  (b)
28 00055 245 +2930  +31.08 52.57 5444 0.045 3.56
41 0055  2.04 +17.78 +20.60 28.44 3097 0.036 471
57 0036  1.85 +10.69  +11.22 23.62 2428  0.034 627
6.8 00255 181 +8.0 +8.32 20.86 2141 0.033 7.37
89 0014 131 +5.29 +5.66 21.59 2252 0.025 9.32
9.5 00065 0.81 +2.74 +3.78 21.17 2665 0015 9.76

(a) y (b) Se obtienen valores similares de estos parametros con el LLCEM y el PLLCEM.

En la Tabla 4.1.10 se comparan los resultados numéricos que se obtienen con el
PLLCEM con aquellos valores reportados en Winzor et al. (2004) y en Kélman et al.
(1995). Esta tabla muestra que los valores de Z que se obtienen con el PLLCEM son
proximos a aquellos reportados en Winsor et al. (2004), mientras que los valores de a
que se obtienen son bastante diferentes de aquellos reportados en Winzor et al. (2004) y en
Kalman et al. (1995). Es pertinente sefalar que en la primera cita se usa el mismo radio
hidrodindmico para tres pHs diferentes, y las estimaciones de a, y Z que se reportan en
Kalman et al. (1995) se obtuvieron a partir de experiencias de la CZE, que involucran
mutaciones puntuales de la proteina (un procedimiento que se puede considerar como un
escalon de la escalera de cargas). En este sentido, es posible encontrar desviaciones de los
valores esperados porque se necesita para una mejor prediccion una escalera de cargas con
mas escalones. Por consiguiente, las ventajas del PLLCEM y el LLCEM sobre otros
modelos simples son claras, ya que proveen como solucion ambos a, y Z.

Asimismo, hay que sefalar que se presentan mayores diferencias entre los valores
estimados con el LLCEM y el PLLCEM en esta proteina que en las que se analizaron
previamente. En efecto, esto se explica aqui, debido a que el analisis se hace a diferentes

pH y a determinados valores de pH las interacciones entre los grupos cargados pueden

ser muy importantes. A pH =8.9 las diferencias que se observan entre ambos modelos son
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menores, teniendo en cuenta que en este punto, cercano al pl de la proteina, las

interacciones entre los grupos cargados son minimas.

Tabla 4.1.10. Comparacion de los valores del nimero de carga neta Z y el radio hidrodinamico ay de la
ISTN estimados con el PLLCEM con los reportados por otros autores.

pH | z z VA ay (A) ay (A) ay (A
(M) (PLLCEM)  Kdlmén etal.  Winsoretal. - (p [ cEM) Kélmén etal. Winsor et al.
(1995) (2004) (1995) (2004)
2.8 0.0055 +31.08 +33.0 - 54.44 50.1 :
41 0055  +20.60 +20.6 +19.6 30.97 26.8 27 (a)
57 003  +11.22 +14.8 +13.2 24.28 25.2 21 (b)
6.8 0.0255 +832 +12.9 +9.5 21.41 25.1 21 (b)
89 0014  +5.66 +7.49 +5.6 22.52 24.6 21 (b)
9.5 0.0065  +3.78 +5.40 - 26.65 30.5 .

(a) Este valor de radio hidrodindmico se establecié a partir del radio de giracion de 21 A correspondiente al
estado hinchado (swollen) de la proteina. (b) Valor de radio hidrodindmico correspondiente al radio de Stokes
(forma compacta) de la 1STN segtin Winzor et al. (2004).

Para esta proteina en estudio, también se evalia el efecto del pH del solvente sobre

la Z; de algunos grupos cargados con valores de pK. bajo, intermedio y alto. En efecto,
usando las movilidades de la ISTN a diferentes pH se construyen las Figuras 4.1.4 a
4.1.6, las cuales muestran la evolucion del nimero de carga neta de un grupo seleccionado
en la proteina a medida que el pH cambia de 2.8 a 9.5. En estas figuras se presentan, Z{ y

Z; de un grupo cargado 1 particular, estimados con el LLCEM y el PLLCEM. Por

ejemplo, la Fig. 4.1.4 para Asp-40, con un valor de ngsp =4.0, muestra que Z; es casi el

mismo que Z;, excepto para pH =4+2 donde el ApK Asp—40 adquiere importancia en los
calculos. La Fig. 4.1.5 ilustra este aspecto para la His-121 donde las diferencias en las
estimaciones del namero de carga neta estan alrededor de un pH cercano al pKyy;, =6.5.
La Fig. 4.1.6 representa otro caso donde el pH del BGE es bastante alto afectando por
ejemplo a Lys-6 con un pK{yS =10.7. Con estos resultados, se prueba formalmente el
efecto de las interacciones entre grupos cargados y la variacion del pH cercano a la

molécula es principalmente relevante para aquellos grupos que tienen un valor de pKj{

cercano al pH del solvente (Sharma et al., 2003; Colton et al., 1997). Por consiguiente, se
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puede formular un BGE eligiendo el pH con la restriccion de que este valor debe estar

alejado (o cercano) al pK{ de un grupo cargado especifico para evitar (o no) la

dependencia sobre la magnitud del ApK, con el fin de lograr una adecuada separacion en
la CZE.

En adicion, en las Figuras 4.1.4 a 4.1.6, se presentan los célculos realizados con el
LLM. En este modelo, el radio hidrodindmico a,; es una imposicion y un valor fijo, como
se explico antes, y por lo tanto difiere conceptualmente del PLLCEM y el LLCEM. En este

sentido, si se usa como estimacion, por ejemplo, ay =21 A (este valor es apropiado para

pH alrededor de 6.8, ver Tabla 4.1.10), las predicciones de Z,  ,, (Fig. 4.1.4) y

Z yis1o (Fig. 4.1.5) con el LLM proveen valores que se desvian de aquellos obtenidos con
el PLLCEM y el LLCEM. Esta situacion es muy critica para pH = 4.1 y 2.8 con relacion

a Z,, 4 donde la ISTN se desnaturaliza (estado swollen 4cido a pH = 4.1 y random coil

a pH =2.8 ). Por consiguiente, a este pH extremo un radio fijo para el LLM vy distancias
fijas rj para el PLLCEM no son mas apropiadas. En efecto, en estas condiciones

fisicoquimicas extremas, el LLCEM puede dar la mejor respuesta al problema, porque este
modelo no incluye este tipo de imposiciones. Por supuesto, las predicciones no esperadas
del LLM pueden ser consecuencia de la imposicion de un radio constante en las
estimaciones, como se mencion6 arriba en la presentacion de los modelos. Asimismo, es
evidente por este analisis, que el LLM como se us6 en la literatura la mayoria de las veces,
no estd completamente resuelto para predecir el valor de ay a diferentes pH y fuerzas
ionicas.

Es pertinente mencionar que Kalman et al. (1995a y b) para estimar la carga neta de
la 1STN utilizaron mutantes de la proteina nativa (es decir proteinas donde ocurrié una
mutacion puntual al cambiar un aminoéacido por otro, obtenidas por mutagénesis a sitio
dirigido). Estos autores consideraron que la diferencia en el numero de carga neta entre la
proteina nativa o wild type y la mutante se conoce y es igual a +1, -1,+2, -2 0 0, de acuerdo
a la mutacién propuesta. Asimismo, usan los valores de las movilidades electroforéticas

experimentales en la expresion iy — Uy / oyt =1/ Z s (ZWt - Zm), donde u,; y 4, son
las movilidades de la proteina nativa y de la mutante, respectivamente y (Z,x —Z,)

corresponde a la diferencia del nimero de carga neta entre la proteina nativa y la mutante,
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que suponen conocida, en consecuencia, queda como Unica incégnita de la expresion, el

numero de carga neta de la proteina nativa Z,;. Es evidente que en esta ecuacion se

considera que el radio no varia con la mutacion (aHWt =ay_). La validez de esta

suposicion se discute mas abajo. Asimismo, al asignar un nimero entero a la diferencia del

nimero de carga neta implica que no se considera la existencia del fendémeno de regulacion

de cargas. A partir de los célculos realizados con el LLCEM se analizard més adelante en

este capitulo, que para la diferencia (Z,,; — Z,,) se obtiene un numero no entero. Estas dos

consideraciones explicarian las diferencias observadas en los resultados cuando se

comparan con los que se surgen de la aplicacion del LLCEM y el PLLCEM.

Asp-40

0,2 1

-0,4

-0,6 -

-0,8 1

-1,0

0,0

Figura 4.1.4. Namero de caga neta ZAsp—40 de la I1STN en funcion del pH (ver Tabla 4.1.9 para

los valores de | ). La linea llena se refiere a la prediccion de la carga sin considerar el fenomeno de
regulacion de cargas. Los simbolos (e), (0) y (*) indican las predicciones numéricas del PLLCEM,
el LLCEM vy el LLM, respectivamente. La linea punteada vertical estad ubicada al pH igual al

pK,&Sp =4 . El LLM usa un radio hidrodindmico constante de 21 A.

153



1,0 4

YA

His-121
0,84

0,6

0,4

0,2

0,04

Figura 4.1.5. Namero de carga neta Zyj;s_1o; de la ISTN en funcion del pH (ver Tabla 4.1.9 para

los valores de | ). La linea llena se refiere a la prediccion de la carga neta sin considerar el
fenémeno de regulacion de cargas. Los simbolos (@), (0) y (*) indican las predicciones numéricas
del PLLCEM, LLCEM y LLM, respectivamente. La linea de puntos vertical estd ubicada al pH

igual al pK{js =6.5. EI LLM usa un radio hidrodinidmico constante de 21 A.

1,0 - ® @ &

Lys-6

0,9 4 =

0,8

0,7

0,6 +———+—-—r—-r—F—"—"1—"—"F—"—F——F—"——1——

Figura 4.1.6. Numero de carga neta ZLys—6 de la 1STN en funcién del pH (ver la Tabla 4.1.9 para

los valores de | ). La linea llena se refiere a la prediccion de la carga sin considerar el fenomeno de
regulacion de cargas. Los simbolos (®),(0) y (*) indican las predicciones numéricas del PLLCEM,
LLCEM y LLM, respectivamente. La linea de puntos vertical estd ubicada al pH igual al

pK{ys =10.7 . El LLM usa un radio hidrodindmico constante de 21 A.
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Recientemente, Winzor (2004) criticd el uso de mutaciones y escaleras de carga
para estimar la carga neta de una proteina, como asi también la asignacion de un radio
constante para la proteina nativa y su mutante o para las sucesivas acetilaciones segun lo
descripto con anterioridad. Este autor propuso una forma alternativa para obtener la carga
neta a partir del dato de movilidad electroforética y sugiere que se comete menos error si
en lugar de la forma esférica se adopta el modelo de elipsoide del tipo prolato. Con este
proposito us6 la ecuacion tradicional de movilidad electroforética propuesta por Abramson
(1936) e incluy6 un término que corrige por forma (ver para mas detalles Winzor, 2004 y

Winzor et al., 2004). A pesar de que este autor estimo la carga directamente de la ecuacion

de movilidad electroforética (no us6 los pK; de los grupos cargados), debe introducir un
valor de radio hidrodinamico estimado a partir de otra medida experimental, como se
describe en la nota al pie de la Tabla 4.1.10. Este método sugerido por Winzor (2004) se
considera erroneo, debido a que se impone un valor de radio hidrodinamico, asignando el
mismo valor para diferentes condiciones de | y pH, despreciando la interaccion que
existe entre la carga neta y el radio hidrodinamico, en relacién con las condiciones del
medio.

Si se analizan las variaciones de a,, en funcién del pH y si se correlaciona con el
tipo de conformacion caracteristica que puede adoptar la molécula de ISTN en solucion, se
observa en la Tabla 4.1.11 las coincidencias y diferencias entre los valores de a
obtenidos por Kalman et al. (1995) y los estimados con el LLCEM y el PLLCEM. Cabe
mencionar que por cromatografia de filtracion por gel, el radio de la ISTN a pH entre 5.7
y 8.9 es de 21 A y no se encuentran anélisis en la bibliografia que expliquen el incremento
en el radio del 12 % a pH =9.5, observado por Kalman et al. (1995). Estos autores para
explicar este incremento suponen la existencia de otro tipo de conformacién en el cual la
proteina se encontraria hinchada (lo describen como estado swollen basico). Si se aplica el
LLCEM a esta situacion en particular no se observa este comportamiento y el radio
hidrodindmico sigue la trocha de ir disminuyendo a medida que disminuye la carga neta y

la proteina se acerca al valor de pH igual al pI (pI =9.9 parala 1STN). Con el PLLCEM
el valor de ay que se obtiene es mayor y se aproxima al valor estimado por estos autores.

Sin duda, este tema requiere futuras investigaciones, aunque se estima que el fendmeno de
swelling esta relacionado con las interacciones electroestaticas entre grupos cargados y el

agua.
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Tabla 4.1.11. Relacion del radio hidrodinamico ap y el tipo de conformacion que adopta la proteina en
solucion, en funcion del pH. Comparacion de los valores de ap reportados en Kalman et al. (1995) con
aquellos que se obtienen con el PLLCEM y el LLCEM.

ay (A) ay (A) ay (A)
pH  (Kalmén et al., 1995) Tipo de conformacién (*) (LLCEM) (PLLCEM)
2.8 50.1 Cadena erratica (random coil) 52.34 54.44
4.1 26.8 Estado swollen acido 28.28 30.97
5.7 25.2 Estructura terciaria compacta 23.52 24.28
6.8 25.1 Estructura terciaria compacta 20.85 21.41
8.9 24.6 Estructura terciaria compacta 21.48 22.52
9.5 30.5 Estado swollen basico 20.94 26.65

(*) Descriptas por Kalman et al. (1995).

Es también pertinente analizar la consideracion presentada por Kalman et al.
(1995a y b) con relacion a la constancia del radio hidrodindmico al producir una mutacion
puntual (cambio de un aminoéacido por otro) en la molécula de 1STN, o las pequenas
variaciones observadas en el radio a partir de estudios por cristalografia de rayos X y/o
datos de NMR vy su relacion con la exposicion al solvente, que explicarian en ciertos casos
las diferencias de movilidades electroforéticas y consecuentemente la posibilidad de
separarlas mediante la CZE. Con este propodsito, partiendo de las movilidades
electroforéticas experimentales, se estiman con el LLCEM la carga neta y el radio
hidrodindmico de 12 mutantes de la 1ISTN, que se obtuvieron por la técnica de mutagénesis
a sitio dirigido y que se analizaron especificamente en Kalman et al. (1995). El protocolo

de trabajo que se usé en la CZE fue: pH=89 y I =14mM y T =25°C. En la Tabla

4.1.12 se presentan los valores estimados de la carga neta y el radio hidrodindmico que se
obtienen con el LLCEM. Se sefiala en la linea 1 de esta tabla, la proteina nativa (wild type)
y en las lineas sucesivas de 2 a 12 se indican las mutantes bajo estudio, indicando en cada
mutacion puntual el cambio de aminoacido que tiene lugar. Asimismo, se presenta la

diferencia en la carga neta, AZ=Z,,—-Z, y en el radio hidrodindmico
Aay =ay —ay_, entre la proteina nativa y la mutante, respectivamente.

Es interesante mencionar las conclusiones que se extraen a partir del analisis de los

resultados que se presentan en la Tabla 4.1.12: (a) Se puede considerar que al ocurrir una
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Tabla 4.1.12. Valores estimados del nimero de carga neta Z y el radio hidrodindmico ay de mutantes de la
ISTN con el LLCEM y las diferencias de AZ y Aay calculadas entre la proteina wild type y las mutantes.

Proteina u 10° z AZ® ay (A)  Aay (A) Aay (%)
(m2 V-ls—l)

1 Wild type 1.31 +5.29 0.00 21.48 0.00 0

2 Asnll8>Gly 1.28 +5.33 0.04 (0) 21.94 0.46 +2.1
3 Prol17->Thr 1.28 +5.33 0.04 (0) 21.94 0.46 +2.1
4  Proll7>Gly 128  +533  0.04(0) 2194 046  +2.1
5 Prol17->Ala 1.28 +5.33 0.04 (0) 21.94 0.46 +2.1
6 Pro47->Ala 1.31 +5.29 0.00 (0) 21.48 0.00 0

7 His124->Leu 1.31 +5.29 0.00 (0) 21.47 0.01 0.04
8  Lysl16>Gly 1.14 +4.52  0.77(-1) 21.18 0.30 -1.4
9 Lysl16>Ala 1.16 +4.49  0.80(-1) 20.85 0.63 -2.9
10 Lysl16>Met 1.16 +4.49  0.80(-1) 20.85 0.63 -2.9
11 Lysl16>Asp 098  +3.67 1.62(2) 2036  LI2 52
12 Lysl116>Glu 0.96 +3.69 1.60(-2) 20.74 0.74 -3.5

(a) Los valores de AZ que figuran entre paréntesis corresponden a los que usaron Kalman et al. (1995) en
sus calculos.

mutacion puntual el radio hidrodindmico ay varia muy poco. En la mayoria de los casos
en estudio, la variacién del ay es menor a 1 A y en promedio la variacion del ay es
menor al 1.9 %. Se puede demostrar de esta manera, con el analisis de las mutantes de la
ISTN, al aplicar el LLCEM que, en general, la suposicion hecha por Kalman et al. (1995a

y b) es aceptable. Se puede considerar entonces que el radio hidrodindmico ay es

aproximadamente constante o varia muy poco con una mutacion puntual, de la misma
manera que se considerd el ap aproximadamente constante para los primeros escalones de

una escalera de carga. No obstante, se recuerda que a medida que crece el nimero de
acetilaciones esta consideracion pierde validez. (b) Los valores de AZ calculados con el
LLCEM no son numeros enteros sino fracciones de carga. Estos calculos ponen en
evidencia el fendmeno de regulacion de cargas, que no fue considerado en el trabajo de
Kalman et al. (1995a y b). (c) Para el analisis de las mutaciones en Prol17 y Asnl18 se
debe tener en cuenta que las mutaciones cambian ligeramente la conformacion de la
region. Al reemplazar Asnl18 por Gly la pérdida del enlace de hidrogeno desestabiliza la
unioén y la estructura de la proteina se vuelve menos compacta. Esta situacion determina un
aumento pequefio del tamafio molecular de la mutante Asn118->Gly con respecto a la
forma wild type. En la Tabla 4.1.12 para las mutaciones 2 y 3, se calcula una variacion del
radio de 2.1 %. (d) Para los casos 5 y 6 se observa que la misma mutacion (Pro>Ala) pero

en distinto sitio (Prol17 6 Pro47) da como resultado una variacion en la carga muy
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pequefia y una variacion en el radio pequeiia, siendo estos resultados coincidentes con los
reportados en Kalman et al. (1995b). Estos autores suponen la misma estructura
tridimensional para la mutacion Pro47->Ala que para la proteina wild type. La separacion
entre Pro47->Ala y Prol17>Ala se debe a una variacion muy pequefia en el tamafio de
estas dos proteinas lo cual se verifica con los calculos realizados con el LLCEM

(Aay =0.46), es decir, una variacion en el radio hidrodindmico del 2.1 % y en

consecuencia la proteina de mayor tamafio (Proll17->Ala) presenta menor movilidad
electroforética. (e) Los casos de mutaciones en Lysl116 (casos 8, 9 y 10) producen
variantes con una movilidad electroforética menor que la proteina nativa. Este
comportamiento se debe fundamentalmente a la diferencia de carga entre las mutantes y la
wild type (0.77 6 0.80) debido a que las estructuras cristalinas son semejantes. La menor
movilidad electroforética observada en Lysl16>Gly en relacion a Lysl16>Ala y
Lys116>Met se explica en funcion de la diferencia calculada en el radio hidrodindmico,

Aay =0.33. (f) Los casos 11 y 12, que corresponden a las mutaciones Lys116>Asp y

Lys116>Glu presentan menor movilidad que la proteina nativa debido a la diferencia de
carga de —1.62 (-2, segiin Kalman et al., 1995b). La diferencia de movilidad pequefia entre
Lys116>Asp y Lys116>Glu de acuerdo al LLCEM se explica por el radio hidrodinamico
menor de Lysl16>Asp (a igualdad de carga). Este tultimo resultado estaria en
contradiccion con lo expresado en Kalman et al. (1995b), los cuales explican la diferencia
de las movilidades entre las mutantes considerando que en Lys116>Asp existiria un
parcial apantallamiento de la carga negativa del aspartato y a pesar de su mayor tamafio
exhibiria una movilidad mayor que Lys116>Glu donde la carga negativa en la posicion
116 esta completamente expuesta al solvente.

En el contexto de esta seccion es interesante ademas, un estudio de las predicciones

de los modelos propuestos cuando se varia la fuerza ionica | del BGE a un pH fijo. A
partir de las Ecs. (4.1.3) y (4.1.4) se infiere que en la medida que | y por lo tanto x se
mantienen suficientemente altas, se deben esperar valores de los ApK; pequenios. Carbeck
et al. (1999) realizaron un estudio de las movilidades electroforéticas de la 1V9E, a pH
constante e igual a 8.4 pero variando la fuerza idnica. Por consiguiente los datos
experimentales reportados en Carbeck et al. (1999) se usan aqui para analizar la
sensibilidad de la | en las predicciones del LLCEM (este modelo no requiere las

distancias cristalogréficas, y por lo tanto, es mas simple para hacer los célculos). La Tabla
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4.1.13 muestra los resultados que se obtienen cuando se estudia la proteina nativa. Asi, ay

decrece y Z aumenta con los incrementos de | (el segundo pardmetro sin embargo, muy
débilmente). No obstante que estos resultados son en parte consistente con el punto de
vista fisico que se espera de una doble capa eléctrica pequefia alrededor de la particula, es
importante poner énfasis en el hecho que la solucidbn numérica que se obtiene es el
resultado de desentrafiar un problema matematico no-lineal fuertemente acoplado, incluso
en el caso del LLCEM. Asi, el efecto de | se observa principalmente a través del

parametro x situado en el denominador y en la funcion f(KaH ), ambos pertenecientes a

la Ec. (4.1.6); el cual a su vez implica movilidades menores para este estudio en el proceso
numérico iterativo descripto en la Seccion 4.1.2. Asimismo, este efecto también se valida,
cuando se consideran los efectos electrostaticos entre pares de grupos cargados con el
PLLCEM. Otros célculos realizados para diferentes acetilaciones muestran la misma

tendencia con la variacion de | .

Tabla 4.1.13. Predicciones del nimero de carga neta Z y el radio hidrodindmico ay de la 1VIE con el

LLCEM, para el mismo protocolo usado en la Tabla 4.1.6, con diferentes valores de fuerza ionica | (varias
concentraciones de Li,SO, en el BGE).

[Li,SO4] mM Z ay (A) ApK;,
0 -3.06 25.99 -0.20
10 -3.09 24.13 -0.15
30 -3.12 23.19 -0.12
50 -3.13 22.23 -0.11

Asimismo, es importante sefialar que se obtienen efectos diferentes cuando la
permitividad eléctrica del solvente acuoso se modifica agregando, por ejemplo, un solvente

organico al BGE (Porras et al., 2003), a pesar de que en este caso el problema requiere
disponer de un nuevo grupo de pK; referidos a las condiciones termodindmicas de las

disociaciones de los grupos cargados en ese medio (Beckers et al., 2003; Velakova et al.,

2004).

Albamina sérica humana (Human serum albumin, 1A06)

Con el proposito de ilustrar las predicciones de los modelos con una proteina de
peso molecular mayor que las que se analizaron antes, se realiza un estudio experimental y
tedrico con la albimina sérica humana. La secuencia de la 1AO6 es de 585 aminoacidos y

se obtiene del PDB:
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DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQCPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSL
HTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDNE
ETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQR

LKCASLQKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECADDRADLAK
YICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGM
FLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQNLIKQNCELFE
QLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLC

VLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTAL
VELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEGKKLVAASQAALGL

Los datos del protocolo experimental son: pH=9.8, | =110mM, V =10kV y
T =20°C. Las dimensiones de capilar de silice son: d; =50 pm, L =27cm y

Ly =20cm. El ensayo de la CZE conduce a: t,; =4.573 minutos; t,,, =2.547 minutos y

en consecuencia un valor de movilidad electroforética efectiva igual a -1.57 10° m? V' s,

En la Tabla 4.1.15 se presenta el nimero de aminoacidos cargados que se obtienen a partir

de la ASS y los valores de los pK; que se obtienen de dos fuentes diferentes (Nelson y

Cox, 2001 y Creighton, 1993). En este caso se considera que 34 Cys estando formando

puentes disulfuro y se desprecian los iones unidos para esta ilustracion.

Tabla 4.1.14. Ntmero de aminoacidos cargados presentes en la 1A06 y pK{ segin distintas fuentes.

Ar(r;:;;:g;do Cantidad pKI=pK; | pK!
Nelson y Cox (2001)  Creighton (1993)
Cys 35 8.18 9.3
Asp 36 3.65 4.0
Glu 62 4.25 4.4
His 16 6.0 6.5
Lys 59 10.53 10.7
Arg 24 12.48 12.0
Tyr 18 10.07 10.2
NHy; (Asp) 1 9.82 7.4
COOH; (Leu) 1 2.36 4.9

El LLCEM genera los siguientes resultados numéricos: ¢ =-30mV,
ay =30.74A, Z=-2222 y pH" =928, mientras que el PLLCEM con ¢ = 70¢,
proporciona: ¢ =-30mV, ay =31.73A, Z=-24.14 y pH" =9.29. Estos valores de

pH" indican, por supuesto, que existe una concentracion de protones mas alta cercana a la
molécula. También se observa que el nimero de carga neta de esta proteina es
relativamente mas alto con relacion a las proteinas que se analizaron anteriormente.
Asimismo, el valor de la permitividad eléctrica & en el dominio de la proteina es

relativamente alto para una estimacion de la carga que de valores aproximados al estimado
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con el LLCEM. Ademas, para esta proteina Y =1.3, X 1.2 y P =3.44. De esta manera,
a pesar de que las coordenadas X e Y son bastante préximas y aun bajas, se encuentra un
valor de P relativamente alto, y las curvas paramétricas Y versus X comienzan a
separarse una de otra. En consecuencia, a este nivel de numero de cargas y tamafio de la
proteina, las hipdtesis clasicas que se introducen con el PLLCEM comienzan a fallar, y

entonces se hace necesario resolver la ecuacion de Poisson-Boltzmann completa.

Finalmente, es importante sefialar que, en general, los valores de pK; se presentan

en la literatura con una precision experimental de alrededor 1/10 dependiendo de la técnica
usada para sus mediciones. Ademads, estos valores difieren de una fuente a otra (ver, por
ejemplo, valores reportados en la Tabla 4.1.14). La Tabla 4.1.15 ilustra las diferencias que

se obtienen en los parametros a y Z para la 1AO6 estimados con el LLCEM si se usan

los valores de los pK; de distintas fuentes. Este error experimental estd alrededor del
mismo valor que las variaciones de carga neta encontradas en las mutaciones o en un
escalon de la escalera de carga. Por consiguiente este error experimental también afecta los
resultados numéricos provistos por el LLCEM y el PLLCEM. En este sentido, la calidad de
los datos que se ingresan al programa computacional es relevante. En la actualidad, existe
dificultad para encontrar datos de los pK; para diferentes BGE que se puedan usar con
confianza, como lo sefialan Vcelakova et al. (2004). Consecuentemente, en futuras
investigaciones se debera poner énfasis en mejorar las determinaciones experimentales de
los pK{ en diferentes solventes y a fuerzas idnicas bien especificadas (Vceldkova et al.,

2004).

Tabla 4.1.15. Predicciones del nimero carga neta Z , el radio hidrodindmico a , el potencial de particula

¢ yel pH" parala 1AO6 con el LLCEM, si se usan valores de pK; de distintas fuentes.

Fuente de pK/ Z ay A <V) pH*
Nelson y Cox (2001)  -21.89 30.42 -0.030 9.29

Creighton (1993) -22.22 30.74 -0.030 9.28

En adicion, con el propdsito de visualizar como los errores experimentales

asociados con los pK; pueden afectar los calculos provistos por el PLLCEM, se imponen

arbitrariamente errores a los pK; usados con la 2LYZ. De esta manera, se supone que el
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pK{ de un grupo cargado particular contiene un error de +1 y también +0.1. Los resultados
se presentan en la Tabla 4.1.16, en la cual se observa que una precision de 1/10 es
aceptable para las predicciones del modelo, incluso para aquellos grupos cargados que
tiene un pK; proximo al pH del protocolo de trabajo. Por otro lado, un error de +1 es

detrimental para algunas proteinas, como se ilustra en la Tabla 4.1.16 para la 2LYZ. Por lo
tanto, se concluye que los calculos obtenidos a partir del PLLCEM proveen una guia

importante acerca de la manera de seleccionar el pH de un protocolo apropiado para

separar una mezcla de proteinas mediante CZE. Los valores de a'y y Z' reportados

corresponden a los calculos con cada pK; modificado por el error indicado, mientras que
ay y Z son los valores de referencia propuestos en la Tabla 4.1.2. Solamente se reportan
las maximas diferencias.

Tabla 4.1.16. Predicciones del nimero de carga neta Z' y el radio hidrodinamico a'yy de la 2LYZ con el

PLLCEM para el mismo protocolo usado en la Tabla 4.1.2, cuando se introduce un error de +1 y +0.1

unidades de pK; en un grupo cargado en la proteina (uno por vez).

pK ! a'y (A) Z' a'y-ay (A) Z'-Z
PK;\sp 1 22.26 6.872 0.000 0.001
pK &y, +1 22.26 6.872 0.000 0.001
pK i +1 22.33 6.918 0.07 0.047
pKEys +1 18.36 6.863 -3.90 -0.008
pK/I:\rg +1 22.21 6.845 -0.05 -0.026
pK{"yr +1 16.89 6.882 -5.37 0.011

PK;\sp +0.1 22.26 6.871 0.000 0.000
KL £0.1 2226 6.871 0.000 0.000
pK i £0.1 22.26 6.872 0.000 0.001
pKiys +0.1 22.16 6.850 -0.100 -0.021
ngrg +0.1 22.26 6.872 0.000 0.001
pKi, 0.1 2194 6.879 -0.320 0.008

Continuando con la discusion de los resultados, es apropiado sefalar aqui las
limitaciones que se encuentran en los modelos como PLLCEM, LLCEM, LRCLM y LLM

para su aplicacion directa a problemas practicos.
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4.1.4 Limitaciones de los modelos extendidos

Las limitaciones que se encuentran en los modelos extendidos como los que se
presentan en esta Tesis se resumen de la siguiente manera:
(1) Un requerimiento critico en el uso del PLLCEM es la determinacion de &', la cual es
bastante dificil de estimar a priori para una proteina en particular sin tener datos
disponibles, por ejemplo a partir del PBMCM. También una estimacion posible de &' se
obtiene si se logra con el PLLCEM la misma carga que la que se reporta por otros métodos
clasicos. En adicion, el LLCEM proporciona una estimacion en este sentido, ya que no
considera el ambiente interior de la proteina en los calculos. Sin embargo, la fortaleza del
PLLCEM es que provee una estimacion de las interacciones entre grupos cargados en la

proteina y se pueden distinguir los valores de los ApK; entre los grupos cargados, en la

medida que se disponga del valor de &'

(2) Los modelos propuestos presentan la dificultad que se requiere el conjunto de {pK; } y
el error inherente a las evaluaciones experimentales asociadas con las constantes de
disociacién pueden introducir una sensibilidad paramétrica relevante en estos modelos
(principalmente cuando los errores podrian exceder aproximadamente 1/10 unidades de
pK{), originando cambios en los resultados de mismo orden de magnitud que aquellos
predichos por los ApK;. En este sentido, un error no mayor del 1/10 parece aceptable, por
ejemplo, para la 2LYZ.

(3) Los calculos con el PLLCEM y el LLCEM indican que la hipdtesis de ay constante y
‘AZ‘ =1 para evaluar NAZ en el LRCLM es una aproximacion para las primeras fracciones
convertidas en la electroforesis de la escalera de carga de proteinas.

(4) Las predicciones de e€Z a partir del LLM pueden estar proximas a aquellas que se
encuentran con el LLCEM en la medida que el valor de a,; impuesto en el primer modelo
esté también proximo al valor numérico que se obtiene con el tltimo. Ambos modelos, por
supuesto, no tienen en cuenta la diferencia entre pH; y pH" proporcionando el mismo
ApK; para todos los grupos cargados. E1 LLM puede dar predicciones inapropiadas con
relacion a los ApK; como consecuencia de la imposicion de un radio constante en los

calculos, como se mencion6 anteriormente en la presentacion de estos modelos.
(5) Cuando la proteina sufre cambios importantes en su estructura nativa, las distancias

cristalograficas r;; no estan disponibles en general, y el PLLCEM puede no ser 1til en estos
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casos, donde los resultados obtenidos con los r; de la proteina nativa involucran una

aproximacion adicional. En esta situacion, se prefiere usar el LLCEM, donde solamente se

consideran el recuento de los n; y los iones asociados.

(6) Por supuesto, aquellos métodos de naturaleza mas empirica e independientes de un
modelo que estiman la carga neta de una proteina, como los propuestos por Winzor (2004)
y Winzor et al. (2004), se pueden usar como puntos de referencias para superar varias
incertidumbres concernientes a los modelos simples descriptos aqui. Los resultados
obtenidos con el PBMCM son tutiles también en este sentido, pero son escasos y no se
disponen facilmente.

De acuerdo con la discusion anterior es claro que se requiere profundizar la
investigacion en el desarrollo de estos tipos de modelos antes que se puedan usar en
aplicaciones practicas directas. No obstante, es también relevante indicar que la
visualizacioén conceptual de los diferentes fendmenos que participan en la determinacion de
la carga neta y el radio hidrodindmico de una proteina en diferentes solventes se torna
evidente a través de los modelos extendidos (LLCEM y PLLCEM) propuestos en esta
Tesis. En la medida en que se analizan las proteinas nativas y esta disponible una
estimacion de &', se sugiere usar en la practica el PLLCEM, el cual provee resultados
cercanos a los del PBMCM. Por otro lado, cuando la proteina sufre cambios importantes en

su estructura nativa, se prefiere usar el LLCEM donde se consideran el recuento de los n,
y los iones unidos, mientras que se ignoran las distancias cristalograficas r;. Por supuesto,

los métodos de naturaleza bastante independiente de un modelo como los propuestos por
Winzor (2004), se deben usar, principalmente cuando no se conoce bien la estructura de la
proteina y los posibles iones unidos. En general, la precision de cada método es todavia un

tema para debatir en la literatura.

4.1.5 Conclusiones

Con el uso de los modelos extendidos propuestos en esta Tesis (LLCEM vy
PLLCEM) es posible estimar la carga neta Z y el radio hidrodinamico a, de una proteina
a partir de un Unico dato experimental (el tiempo de migraciéon o la movilidad
electroforética). Ambos parametros, Z y ay son resultados rigurosos de las ecuaciones
planteadas, sin tener la necesidad de imponer un valor del radio (obtenido a partir de otras

experiencias adicionales) ni asignar un valor constante a AZ . De acuerdo con el grado de

164



exactitud requerida se puede utilizar el modelo con regulacion local (PLLCEM) que tiene

en cuenta las distancias I entre los grupos cargados e incluye variaciones en los pK; de

los grupos cargados. Asimismo, surge del analisis de los resultados que si se modela el

medio que rodea a la proteina en estudio (variando el pH, la fuerza i6nica y la

permitividad) es posible minimizar los errores en los ApK; y hacer uso del modelo mas
simple (LLCEM).
Con relacion a lo expresado en el parrafo anterior se pueden mencionar las

siguientes consideraciones: (a) Si el pH de trabajo se encuentra alejado de la mayoria de

los pK. de los residuos ionizables (variacion estimada de + 2 unidades de pH), las

variaciones en los pK; son minimas; (b) Si la fuerza idnica se incrementa también es

posible minimizar esta variacion en los pK; ; (c) Si tenemos en cuenta la ubicacion de los
residuos (ocultos o expuestos al solvente) se obtienen mejores resultados con el modelo si
se asigna una permitividad diferente para estos dos tipos de residuos, es decir, si se
considera el interior de la proteina con una permitividad baja.

En consecuencia, se sefialan como conclusiones mas relevantes que surgen del
estudio y el andlisis de las proteinas presentadas en esta Seccion, las siguientes:
¢ Se observan diferencias en los valores de la carga neta de acuerdo a la consideracion o

no del fendomeno de regulacion de cargas. Es evidente la influencia que tiene introducir el
concepto de pH" (que resulta en general diferente al pH del BGE).

¢ Es relevante destacar que con el LLCEM o PLLCEM es posible la estimacion de la
carga neta y el radio hidrodinamico de una proteina a un protocolo especifico a partir del
dato experimental del tiempo de migracion o la movilidad electroforética, sin la necesidad
de recurrir a una modificacion quimica en la molécula, de acuerdo a la propuesta de los
autores que usan la generacion de escaleras de carga, o de introducir una mutacién en la
secuencia de la proteina con el mismo objeto.

¢ Las predicciones numéricas de la carga neta que se obtienen con el PLLCEM vy el
LLCEM comparan bien con los resultados presentados en la literatura, incluso con los
modelos detallados como el PBMCM.

¢ La exactitud en el valor de la carga neta estimada depende en gran medida de la calidad

de los datos impuestos y surge entonces el problema de la variabilidad de los datos de los

pK{ que provienen de distintas fuentes. Esto se puede sefialar como una desventaja de los
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modelos propuestos y que requiere futuras investigaciones con el fin de disponer de datos
mas confiables.

¢ En el uso de las escaleras de carga la asignacién de un radio hidrodindmico constante o
su estimacion grafica resulta de acuerdo a lo documentado aqui erréneo. Se hace evidente,
mediante calculos y figuras, las variaciones que experimenta el radio hidrodindmico a
medida que aumenta el niimero de Lys acetiladas. So6lo seria posible considerar un radio
hidrodinamico aproximadamente constante para los primeros escalones de la escalera de
carga, dependiendo de la proteina en estudio.

¢ Es importante considerar la interaccion entre la carga neta de la proteina y el radio
hidrodindmico con relacion a las propiedades fisicoquimicas del solvente usado en la CZE

como el pH, la fuerza i6nica, la permitividad eléctrica y la viscosidad.

¢ Un aspecto crucial es la estimacion apropiada de la permitividad eléctrica dentro del
dominio proteina-solvente, el cual permanece como un tdpico de futuras investigaciones
tanto para los modelos simples como para los modelos detallados.
¢ Con respecto a los primeros trabajos sobre el tema que consideraron un valor de
AZ constante e igual a -1 entre los sucesivos escalones de una escalera de carga, también
queda demostrado en esta Tesis y en las tltimas publicaciones que resulta incorrecto. Si se
tiene en cuenta el fendémeno de regulacion de cargas es posible estimar un valor de AZ
menor que -1 y con diferencias entre los distintos escalones.
¢ Para el caso de las mutaciones puntuales (sustitucion de un aminodcido por otro) se
puede considerar, como una buena aproximacion, que el radio hidrodindmico no varia 6
varia muy poco a los efectos de poder realizar estimaciones con los modelos, en el caso de
desconocer la mutacion involucrada. Esta ultima conclusion se analizara en la Seccion 4.2,
con relacion al estudio de aloalbtiminas.

En forma general es posible concluir que el PLLCEM y el LLCEM conducen a una
estimacion del radio hidrodindmico y la carga neta de una proteina como resultado de las

soluciones numéricas, cuando se dispone de la movilidad electroforética experimental a un

protocolo particular, el conjunto de los pK; de los aminoacidos cargados y los datos

basicos del PDB (incluyendo los iones unidos). Las predicciones numéricas de la carga
neta obtenidas con estos modelos comparan bien con los resultados previos reportados en
la literatura, incluyendo aquellas de los modelos detallados como el PBMCM. Las

predicciones de los modelos extendidos propuestos en esta Tesis también son buenas
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cuando la carga neta y el radio hidrodindmico que se obtienen se comparan con las
respuestas asintoticas del LRCLM, el cual provee un radio aproximadamente constante
para los primeros escalones de la escalera de carga. A través de los célculos presentados en
este capitulo de la Tesis, se encontr6d que el radio hidrodindmico es sensible a los cambios
en la carga neta de la proteina para la 2LYZ, 1CA2, 1V9E y ISTN que se estudiaron aqui.
En la medida que los modelos simples se necesitan para situaciones practicas de la
CZE, es importante considerar la interaccion entre la carga neta y el radio hidrodinamico

con relacion a las propiedades fisicoquimicas del solvente usado como el pH, la fuerza

16nica, la permitividad eléctrica y la viscosidad. En adicion un aspecto crucial que se debe
sefialar es la estimacion adecuada de la permitividad eléctrica dentro del dominio de la
proteina-solvente, el cual permanece como un topico de futuras investigaciones tanto para
los modelos detallados como simples. En un contexto mas amplio, el PLLCEM vy el
LLCEM son herramientas complementarias de los métodos clasicos independientes de los

modelos, para obtener una estimacion de los ApK; asociados con los grupos cargados en el

ambiente proteina-solvente.

4.1.6 Apéndice 4-A

Siguiendo la distribucion de iones de Boltzmann, la concentraciéon de protones

[H;"] alrededor de los grupos cargados i de la proteina se expresa como,

[H ] =[H+]exp(— %j (A-1)
B

En la Ec. (A-1), [H"] es la concentracion molar de protones en el BGE. Luego, la

Ec. (A-1) se puede rescribir como sigue,

1 ed;
H =pH+ —5i A-2
PHi =P In(10) kgT (A-2)

donde ¢; es el potencial eléctrico del grupo cargado i que se expresa como,
N
S =C+ASP+ Y AL (A-3)
B

Esta ecuacion comprende (a) el potencial de particula (aproximacion de campo

medio) (Russel et al., 1989),
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B eZ
B 472'8aH (1+KaH)

(A-4)

(b) la perturbacion del potencial eléctrostatico del grupo i, A iB , €l cual estd asociado con

la transferencia de un grupo cargado i en solucion a una cavidad en la proteina (Atkins,

1995), se expresa como,

ACB =ﬂ(i_1] (A-5)

y (¢) la perturbacion del potencial electrostatico en el grupo i, Agj; debido a la presencia

de un grupo cargado | a la distancia I se expresa (Allison et al., 2004; Sharma et al.,

2003; Lee et al., 2002; Tanford, 1961) como,
_ EAZJ eXp(— K'I’ij )

y A-6
Y 472'8, I’ij ( )
A partir de las Ecs. (A-1) hasta (A-6) facilmente se obtiene la Ec. (4.1.3).
En adicion, el pH cercano a la particula se deriva a partir a partir de,
[H*]" =[H" Jexp| - °% (A7)
kgT
donde [H" ]* es la concentracion molar de protones cerca de la particula, y por
consiguiente,
pH* :pH+;i (A-8)

In(10) kg T
A partir de las Ecs. (A-4) y (A-8), facilmente se obtiene la Ec. (4.1.4).

Finalmente, dado que K{ =K; exp[— Egi

) donde pK; es la constante efectiva de
B

disociacion del grupo cargado i en el ambiente proteina-solvente, se encuentra también

que,

1 eg;
K'=pK. +——21 A-9
P =P In(10) kgT (A-9)

Esta ecuacion combinada con la Ec. (A-2) conduce a la expresion para el ApK; usada en

los célculos realizados con el PLLCEM.
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4.2 Aplicacion del LLCEM a la deteccibn y caracterizacion de

aloalbuminas

4.2.1 Introduccion

La albimina sérica humana (HSA) es una proteina no glicosilada compuesta por
una unica cadena constituida por 585 aminoacidos. Se sabe que mutaciones inherentes
producen variantes genéticas circulantes, las cuales se denominan aloalbuminas, y en
principio se cree que no estan claramente asociadas con una enfermedad. No obstante, las
variantes genéticas de la HSA son motivo de estudio en varios laboratorios para definir el
defecto molecular y establecer una correlacion con las propiedades funcionales y la
estabilidad de la molécula. Consecuentemente la aloalbuminemia (también designada
bisalbuminemia) es una anomalia rara, en la cual estan presentes en el suero humano dos
tipos de albimina: la normal y la variante. Se propuso (ver por ejemplo, Tarnoky, 1980;
Withana, 1995) que esta situacion ocurre debido a una anormalidad genética en la sintesis
de la molécula de albiimina o a un fendémeno transitorio siguiente a una sobredosis de
ciertas drogas, por ejemplo, penicilina y cefalotina (Tarnoky, 1980; Arvan et al., 1968).
Asimismo, los pacientes con ascitis pancredtica pueden presentar una bisalbuminemia
transitoria, que no se detecta después del tratamiento médico o quirurgico (Kobayashi et
al., 1995). Por medio de estudios inmunoquimicos se demostré que ambas fracciones
presentan pesos moleculares casi idénticos e iguales propiedades antigénicas. Estos
resultados sugieren que la heterogeneidad electroforética se debe principalmente a la
diferencia en la carga eléctrica de los dos componentes (Margni et al., 1970; Thakar et al.,
1997). Por consiguiente, la albumina variante (también designada mutante) puede presentar
una movilidad electroforética mas rapida o mas lenta que la albiimina normal (Margni et
al., 1970).

A pesar de que se cree que la bisalbuminemia no estd asociada con ninguna
enfermedad especifica, como se mencion6 en el parrafo anterior, una busqueda
bibliografica minuciosa sefiald casos de bisalbuminemia que se presentan simultaneamente
con diabetes mellitus (Scheurlen, 1955), desérdenes lipidicos, sindrome nefrotico (Hoang
et al., 1999) y mieloma multiple (Thakar et al., 1997; Pola y Tichy, 1985). Es también
interesante mencionar que algunas variantes de albumina podrian tener una afinidad
alterada por hormonas esteroides, acidos grasos (Nielsen et al., 1997; Minchiotti et al.,

1999), tiroxina (Petersen et al., 1994) y algunas drogas (Hoang et al., 1999; Arvan et al.,
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1968; Kragh-Hansen et al., 1990a y b). En efecto, un nimero elevado de trabajos (Brennan
et al., 1990; Arai, et al., 1990; Madison et al., 1991; Minchiotti, et al., 1992; Galliano et
al., 1993; Madison et al., 1994; Sakamoto et al., 1995; Minchiotti et al., 1997; Galliano et
al., 1998; Brennan, 1998; Chua et al., 1998; Amoresano et al., 1998; Savva et al., 1998;
Galliano et al., 1999) proveen conclusiones relevantes desde el punto de vista clinico y
bioldgico. En estos trabajos se realizaron programas experimentales detallados, donde en
adicion se estudiaron las mutaciones por medio de la determinacion de la secuencia de
aminodcidos y/o nucledtidos. Para los trabajos mencionados arriba es evidente la
importancia de la deteccion rapida y efectiva de las aloalbuminas.

Con relacion a la frecuencia de aparicion de estas aloalbiminas, un numero
creciente de variantes genéticas (Nielsen, et al., 1997) de la HSA y proalbiimina se
encontraron en estudios genéticos de poblacion, mediante electroforesis clinica de rutina y
screening en dadores de sangre (ver, Tabla 4.2.1 en la que se presentan diferentes casos de
aloalbuminemia reportados en la literatura). Es evidente que la posibilidad de encontrar
una variante de HSA depende del método electroforético que se use. Los screening que se
realizaron con las técnicas electroforéticas convencionales en acetato de celulosa (Tarnoky,
1980; Sakamoto, et al., 1995) o agarosa (Carlson et al., 1992) indicaron una frecuencia de
1:1000-1:2500 en Europa y en poblaciones de descendencia europea. Sin embargo, Neel et
al. (1986) examinaron mas de 10000 nifios en Japon, cuyos padres no habian estado
expuestos a las radiaciones de las bombas atomicas en Hiroshima y Nagasaki y reportaron
una frecuencia de 1:300-1:400. Estos autores usaron la técnica mas sensible de

electroforesis vertical en gel de almidon y realizaron corridas a diferentes valores de pH .

Se infiere, que debido a la sensibilidad limitada de los métodos que se aplican usualmente,
la frecuencia mencionada es menor que la real. En efecto, es posible que las variantes de
albumina sean mas frecuentes y podrian tener un impacto bioldgico mayor que el que se
considera hasta el momento.

Por consiguiente, se sugiere la CZE como una técnica de interés para separar las
proteinas séricas humanas (Henskens et al., 1998), en reemplazo de la electroforesis en gel
de agarosa o en acetato de celulosa. La CZE presenta ventajas debido a que ofrece una
rapida separacion de los componentes, con buena resolucion y el uso de una cantidad de
muestra minima (Chen et al., 1991; Dolnik, 1999; Jenkins et al., 1995; Jenkins y Guerin,
1995). Asimismo, no es necesario el uso de técnicas de coloracion y decoloracion y

permite la cuantificacion simultanea sin hacer uso de la densitometria.
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Tabla 4.2.1. Casos de aloalbuminemia resultantes de la revision bibliografica.

Albumina variante

Mutacion

Referencia bibliografica

Besana Brianza

Malmo-95 Asp 63 > Asn Sakamoto et al., 1995
Paris-2 Asp 563 2 Asn Minchiotti et al., 1992
Verona B Asp 563 2> Asn Minchiotti et al., 1992
Dalakarlia Asp 63 2 Asn Carlson et al., 1992
Casebrook Asp 494 2> Asn Peach y Brennan, 1991
Bergamo Asp 341 2 Gly Minchiotti et al., 1997
Niigata Asp 269 2> Gly Sugita et al., 1987
Brest Asp 314 - Val Minchiotti et al., 1999
Milano Slow Asp 375 - His Galliano et al., 1998
Parklands Asp 365 - His Brennan, 1985

Vibo Valentia Glu 82 2 Lys Galliano et al., 1993
Ortonovo Glu 505 = Lys Galliano et al., 1993
Sondrio Glu 333 - Lys Minchiotti et al., 1992
Kashmir Glu 501 = Lys Savva et al., 1990
Torino Glu 60 - Lys Galliano, 1990

Porto Alegre I1 Glu 501 = Lys Arai et al., 1989
Roma Glu 321 = Lys Galliano et al., 1988
Verona Glu 570 = Lys Minchiotti et al., 1987
Fortaleza Glu 501 = Lys Brennan et al., (datos no publicados)
Tregasio Val 122 = Glu Minchiotti et al., 1997
Maddaloni Val 533 2 Met Minchiotti et al., 1997
Trieste Lys 359 = Asn Galliano et al., 1998
Caserta Lys 276 > Asn Madison et al., 1994
Tagliacozzo Lys 313 = Asn Galliano et al., 1990
Tradate-2 Lys 225 2 GIn Madison et al., 1994
Herborn Lys 240 = Glu Minchiotti et al., 1993

Castel di Sangro
Maku

Liprizzi

Asola

Asp 494 2 Asn

Lys 536 2 Glu
Lys 541 = Glu
Arg 410 - Cys
Tyr 140 = Cys

Minchiotti et al., 1997

Minchiotti et al., 1990
Arai et al., 1989
Galliano et al., 1998
Minchioti et al., 1995

Nota: En la primer columna se menciona el caso de aloalbuminemia reportado en la bibliografia, que
generalmente se designa con el nombre de la localidad de origen. En la segunda columna se describe la
mutaciéon que involucra la sustitucion de un aminoacido por otro. En la tercer columna se cita la fuente
bibliografica correspondiente.

4.2.2 Motivacion del estudio

El aspecto central relevante a la deteccion de aloalbuminas mediante CZE, es que
las variantes de albimina se buscaron frecuentemente via electroforesis en acetato de
celulosa o gel de agarosa, las cuales tienen tipicamente un poder resolutivo menor en el
proceso separativo, con una chance importante de que la diferencia de carga efectiva
pequefia entre la albimina normal y la variante no sea suficiente para dar una banda de

separacion visible. Las ventajas de la CZE para la separacion de proteinas séricas se
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sefialaron en varios trabajos publicados en la literatura (Chen, 1991; Chen et al., 1991;
Jenkins y Guerin, 1995; Bossuyt et al., 1998). En adicion, recientemente se reporto a través
de un estudio experimental que la sensibilidad en la deteccion de aloalbuminas se puede
mejorar sustancialmente cuando se usa la CZE (Jaeggi-Groisman, et al., 2000; Kalambokis
et al., 2002). Estos ultimos estudios especificos no son abundantes en la literatura, y atn se
requieren futuras investigaciones para elucidar las condiciones fisicoquimicas mas

apropiadas (principalmente pH y fuerza i6nica del BGE) que conduzcan a una resolucion

aceptable en la separacion entre la albimina normal y la variante, asi como a una adecuada
interpretacion tedrica de los datos obtenidos. Al presente, existe acuerdo en que el uso de
la CZE permitira el descubrimiento de un ntimero mayor de casos de aloalbuminemia,
incrementando asi la frecuencia de deteccion reportada en la literatura (Jaeggi-Groisman et
al., 2000). En efecto, las conclusiones de Nielsen et al. (1997) en este sentido son
relevantes al expresar que sin duda la probabilidad de encontrar una variante de albumina
depende del método electroforético que se use.

A pesar de que el énfasis esta puesto en la necesidad de presentar una técnica rapida
y eficiente para la deteccion de aloalbuminas, en esta Tesis se considera, en adicion, la
incorporacién de un modelo apropiado y simple (LLCEM) que es capaz de interpretar los
resultados que emergen a partir del electroferograma experimental de la CZE, el cual
podria ampliar el objetivo requerido desde el punto de vista experimental.

Por consiguiente, la propuesta de esta secciéon es aplicar el LLCEM al caso
particular de estudio en el cual los analitos son aloalbuminas presentes en el suero humano;
y si se acepta la suposicion que los radios hidrodindmicos de la albimina normal y de la
variante, en el mismo BGE y bajo el mismo protocolo experimental, son aproximadamente
iguales (ver, Kalman et al., 1995 y Seccion 4.1.3 de esta Tesis) es posible estimar
numéricamente, el electroferograma de una mutacién propuesta. Asimismo, es posible
calcular los pardmetros fisicoquimicos que sirven para caracterizar a la albumina normal y

a la variante como la carga eléctrica efectiva, el pH cercano a la molécula, el radio

hidrodindmico y otros pardmetros derivados directamente de éstos. En efecto, primero se
aplica el LLCEM propuesto en esta Tesis a dos casos de aloalbuminemia (Seccion 4.2.5),
detectados en el Hospital de Nifios Dr. Orlando Alassia de Santa Fe, en los cuales las
imagenes de los electroferogramas experimentales de los sueros mostraron un doble pico
de albumina y, en adicion, se observo la ausencia de gamaglobulinas (agamaglobulinemia).

De acuerdo con nuestro conocimiento, esta asociacion no ha sido reportada previamente en
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la literatura. Luego, el sistema teorico y computacional generado se usa para estudiar casos
relevantes de aloalbuminas reportados en la literatura (Secciéon 4.2.6). Esta seccion
mostrard particularmente que la CZE se puede usar como una herramienta importante para
una deteccion rapida y eficiente de aloalbuminas y en adicion, a través del uso de un
modelo es posible estimar parametros fisicoquimicos que permiten caracterizar estas
proteinas. Se espera ademds sugerir una guia aproximada concerniente a las mutaciones
probables. Los datos experimentales que se obtienen a partir de un equipo comercial de CE
se utilizan para los célculos numéricos requeridos en el estudio de los casos de

aloalbuminemia que se consideran en esta seccion de la Tesis.

Tabla 4.2.2. Las mutaciones que se consideran en este trabajo se seflalan con un rectangulo gris. En esta
matriz Mj i la primer columna ( Vi, j=1) indica los aminoacidos que son sustituidos en la secuencia de la

albimina normal, mientras que la primer linea (i=1, V] ) se refiere al aminoacido sustituido que genera la
aloalblimina. Las mutaciones (i,1) = (1, j) se indican con un rectangulo gris localizado a través de (i, j).

Las mutaciones que involucran el cambio de un aminoécido por si mismo (indicados con x) y aquellos
asociados con una sustitucion de un aminoacido neutro por otro neutro se excluyen en el codigo numérico en
un primer analisis, debido a que no se espera un cambio en la movilidad electroforética, en la medida que
ay, =ay,,para cualquier protocolo de la CZE.

Ala |Val |[Leu |Ile |[Pro |Phe |Trp |Met |Gly |[Ser |Thr [Cys |Tyr [Asn |Gln |Asp |Glu |Lys |Arg | His

X
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En primer lugar, se proponen las mutaciones que podrian ocurrir (desde el punto de
vista probabilistico, sin entrar en el andlisis del codigo genético), haciendo uso de un
sistema matricial que involucra a los 20 aminodcidos que se encuentran presentes en la
molécula de HSA (ver Tabla 4.2.2). No se consideran en el estudio aquellas mutaciones
que involucran el cambio de un aminoacido neutro por otro neutro, que en principio no
darian lugar a una diferencia apreciable en la movilidad electroforética. Sin embargo, es
pertinente sefialar que si se considera el fendmeno de regulacion de cargas es posible
observar en la mutacién de un aminoéacido neutro por otro aminoacido neutro distinto, una
diferencia pequefa en las cargas, acoplada a la diferencia en los radios hidrodindmicos y
consecuentemente una diferencia en las movilidades electroforéticas (ver Tabla 4.1.13 y la
discusion relacionada con este aspecto en la Seccion 4.1). Para simplificar el andlisis
tampoco se contempla el uso del PLLCEM que incluiria, por ejemplo, las interacciones
entre los grupos cargados, ademas de las otras hipdtesis que lo componen. En el Apéndice
del Capitulo 3 se present6 una tabla con los simbolos de tres letras y una letra que se usan
habitualmente para referirse a los aminodcidos (Lehninger, 1978) y que sirve para la

lectura de esta seccion (ver Apéndice 3-A).

4.2.3 Consideraciones para la aplicacion del LLCEM a la deteccion de aloalbiminas
Con el proposito de aplicar el LLCEM (descripto en la Seccion 4.1) a la deteccion
de aloalbiminas, se introduce aqui la siguiente convencion con respecto a la designacion
de los analitos. Asi, I toma valores de 0 para un marcador neutro (marcador de EOF), 1
para la albumina normal y 2 para cualquier aloalbumina generada por una mutacion

especifica, es decir, 1=0,1,2 En términos generales, en las determinaciones

electroforéticas sobre soportes como la agarosa o el acetato de celulosa, la velocidad
electroforética de una aloalbumina que involucra una mutacion con un cambio en la carga
efectiva puede ser mas rapida (conferido por una carga neta negativa mayor) o mas lenta
(conferido por una carga negativa menor) que aquella de la albumina normal. Sin embargo,
en la CZE se designan con la propiedad opuesta (debido a la magnitud del EOF), es decir
nos referimos como mas lenta (carga neta negativa mayor) o mas rapida (carga neta
negativa menor) cuando la deteccion se realiza mediante la CZE. En los casos clinicos que

se estudian aqui, las albuminas tienen carga neta negativa a pH alrededor de 9.7 para el

protocolo experimental usado que se describe mas abajo, y la migracion efectiva en el

capilar de silice estd dominada por el EOF hacia el electrodo negativo. Por consiguiente,
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cuanto mayor es el numero de carga neta negativa, mds lenta resulta la migracion
electroforética hacia el electrodo negativo.

Es pertinente describir dos simulaciones (Simulacion I y II) que son necesarias para
estudiar la deteccion de aloalbuminas y que se basan en el LLCEM (modelo extendido
discutido en la Seccion 4.1 y que se obtuvo a partir del modelo basico de la CZE,
presentado en el Capitulo 2). Antes de describir cada una, se mencionan los objetivos que
se desean lograr. Para un protocolo especifico de la CZE, la Simulacién I usa como dato
principal el tiempo de migracion t,; de la fraccion albiimina normal que se obtiene
directamente del pico correspondiente en el electroferograma experimental del suero bajo
estudio (se necesitan corridas previas de sueros normales bajo el mismo protocolo para

poder identificarlo). De esta manera se obtiene como resultado el radio hidrodinamico ay

y la carga efectiva Q; =eZ; de la albimina normal. Es claro que para el calculo de la
carga efectiva, se debe conocer la secuencia de aminoacidos como se analiza mas adelante.
Siguiendo con el procedimiento, se usa el tiempo de migracion experimental tg,
correspondiente a la aloalbumina (albumina variante en la cual se desconoce la mutacion
involucrada), para evaluar la carga efectiva Q, =eZ,, suponiendo que ambas proteinas

tienen un radio hidrodinamico casi idéntico ay = ay, , como una primera aproximacion

en esta seccion (ver también, Kalman et al., 1995). Consecuentemente, con estos
resultados la diferencia de carga entre la albimina variante y la normal AQ =(Z, —Z,)e,
se encuentra facilmente, siendo AQ positiva cuando la aloalbumina es mas rapida que la
albumina normal y negativa para la situacion que se la califica como mas lenta.

La Simulacion II utiliza la informacién que se obtiene en la Simulacion I para
investigar la mutacion probable del aminoacido que dio lugar a la aloalbuminemia en la
muestra de suero bajo estudio. Con este propodsito, se introducen en la secuencia de
aminodcidos conocida de la albimina normal todas las mutaciones posibles que darian
lugar a un cambio en la carga efectiva. Es claro que la magnitud de AQ es indicativo del
tipo de mutacion involucrada. De acuerdo con la Tabla 4.2.2 existen 224 mutaciones
posibles (sefialadas con los rectangulos grises). Por consiguiente, el proceso se lleva a cabo
hasta que AQ y el tiempo de migracién f,,, son lo suficientemente proximos a los valores
que se obtuvieron en la Simulacion 1. El sombrero sobre cualquier simbolo indica que el

valor obtenido con el codigo numérico corresponde a una mutacién particular. En
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consecuencia, a través de estos calculos que se obtienen a partir de un modelo simple
(LLCEM), es posible descartar las mutaciones improbables y sugerir las mutaciones
probables, que por supuesto, se deberdn luego confirmar con el programa experimental
mas complejo que se sefiala en la literatura (Madison et al., 1991; Minchiotti et al., 1999).
Los dos procedimientos numéricos que se mencionaron arriba se describen a continuacion.
Cabe aclarar que para esta aplicacion se usa el LLCEM partiendo de las variables mas
primitivas del electroferograma como son los tiempos de migracidon y teniendo en cuenta
en este caso la presencia del EOF.
Disefio de calculos para la Simulacion |

Para los célculos que se necesitan en esta parte, el grupo ®@ de parametros fijos y

las variables del protocolo que se expresan (ver su descripcion en la Lista de Simbolos),
©={R. Ly Ly, E.Ap.T,7.pH, 1,n°, N o, 2.Kg. &5, K. Cin.Ns . N N i b |
se especifican dentro del contexto del modelo bésico de la CZE, y se definen a través de las
ecuaciones descriptas en el Capitulo 2. En consecuencia el potencial zeta del capilar se
obtiene con la ecuacidon implicita Ec. (2.3.10) usando el método numérico de Newton-
Raphson para encontrar la raiz de {;, que es necesaria para evaluar el EOF (ver Seccion

2.3 en el Capitulo 2 y Berli et al., 2003). Otra alternativa para evaluar el potencial zeta del

capilar es usar directamente la expresion (ver Seccion 2.2, Capitulo 2),

__Eeg 4.2.1)
n

VEO

cuando se dispone del tiempo de migracion de un marcador neutro de EOF (por ejemplo,

DMSO). Otro calculo relevante es la valencia efectiva de la albimina normal Z, en

funcion del pH;y, que se obtiene siguiendo los lineamientos descriptos en la Seccion 4.1 y
con la ecuacion resultante,

% i Nm 3 N
z;(pHy) =— —— t —
m=11+ IO(me_le) n=11+ 10‘(PKn —pH,

1 1

1+ 1()_(pK{\IH3—pHT) B 1+ IO(pKrCOOH_pHT)

n

)-I-
(4.2.2)

donde N, se refiere a los grupos ionizables de los residuos 4cidos (Asp, Glu, Cys y Tyr) y

N, se utiliza para los residuos basicos (His, Arg y Lys). En la Tabla 4.1.14 (ver Seccion

n

4.1) se reportaron el numero de residuos de los aminodcidos ionizables presentes en la

HSA (codigo en el PDB: 1A06) y los valores aproximados de los pK{, que se toman
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iguales a los pK; (Nelson y Cox, 2001) en esta aplicacion. Se observa que el pH cercano

a la molécula (albimina normal) pr, no se conoce y se debe estimar, a partir de la

distribucion de la concentracion de protones de Boltzmann (ver Apéndice 4-A) segun,

ed)

B

pH," = pH +0.43429 (4.2.3)
1

En consecuencia, con la ecuacidén que define el potencial de la particula (aproximacion del

Qi

4rea;(1+xa;)

campo promedio) & = y la Ec. (4.2.2) se encuentra,

é/ — ezl(pHT)
' 4z (1+xay)

(4.2.4)

donde ¢, =2(§ 1E + Gt )/ f (KaHl) y ¢ IE = % es el potencial eléctrico efectivo de
ml

la particula teniendo en cuenta la migracion electroforética (ver Ec. (2.4.5) en la Seccion
2.4 del Capitulo 2) y el EOF (ver también Ec. (4.2.5), mas abajo). Esta iltima expresion se
calcula directamente a partir del dato experimental del t.,;. Aqui, la longitud de deteccion

Ly se corrige por la variacion h que corresponde a la mitad de la longitud total del tapon
de la muestra de suero que se inyecta inicialmente en el capilar.

En efecto, resolviendo el sistema de ecuaciones acopladas compuesto por las Ecs.
(4.2.2), (4.2.3) y (4.2.4) se estima el valor de ay, , como se indico arriba. Asi, en esta etapa
del analisis se obtienen con mas célculos los resultados electrocinéticos para la albiimina
normal: Z,, pH|, ¢, vy Q, =eZ,. En consecuencia, la velocidad electroforética efectiva
v =(lg —h)/t,,; de la albimina normal se encuentra ficilmente a partir de las Ecs. (4.2.1),
(24.5)y4.24),

JE = EZief(kay,)  Eel; Eelf
E o _ -
ornay, (I+xay,) 7 n

(4.2.5)

El procedimiento para la Simulacién I se completa con la estimacion de la carga efectiva

de la aloalbmina Q, =eZ,. Por consiguiente, la velocidad correspondiente a la

. 1 1 .
aloalbimina v, = (Ld - h{———} = VE —Vgo Se€ evalua con el dato experimental t,,

tm2 tI'T1O
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n(Lg —h)

y el tiempo de migracion t,,, =—
E&dy

asociado con el EOF y la ecuacién que

relaciona el potencial de tubo con la velocidad electroosmotica, y con ayuda de las Ecs

(4.2.1),(2.4.5) y (4.2.4), se encuentra,

11 \6mpay, (+xay,)
t eEf (kay, )

Z, =(Lg —h)( (4.2.6)

m2 tmo
bajo la suposicion que ay, =ay, como una primera aproximacion (ver, Kdlman et al.,

1995a y b, para mas detalles que justifican esta suposicion).

Disefio de calculos para la Simulacién 11
Para los céalculos que se necesitan en esta parte se define un grupo de parametros
modificados ®, donde el sombrero sobre los simbolos se usa para indicar aquellas

variables que cambiaron debido a la mutacion. En consecuencia, se expresa,
© = {R,L, Ly, E,Ap, T,/ pH, 1,0%. N o, 2. kg, €., K., Cin: N Ny Nt |

donde N, y N, indican el nimero de grupos residuales de los aminoécidos en una

aloalbimina particular (ver Tabla 4.2.2 en la cual se indican las mutaciones probables que
se analizan aqui y que involucran un cambio en la carga efectiva). El tiempo de migracion
t., de la albumina variante no se incluye en este grupo ® porque se desconoce y se debe
determinar, como se indica mas abajo. Consecuentemente, se tiene nuevamente un sistema

de ecuaciones algebraicas como en la Simulacion I, pero ahora se desconoce el pH

I3 ’ . . . ™ * .
cercano a la molécula (albimina variante), es decir, pH, . En efecto, resolviendo el

A

sistema de Ecs. (4.2.2), (4.2.3) y (4.2.4) con i=2, Ny, N, y 4y =ay,, se obtienc el

A * . . . . , R
valor del pH, . Luego este valor permite estimar los siguientes parametros electrocinéticos
para la aloalbimina: Z,, &,, Q, =eZ,, y V5. En adicion, el f,, que se desconoce se
encuentra facilmente a partir de,

f,-— ta=h 4.2.7)
ZZeE f(KaH2) _gé’tE
67znéH2(1+KéH2) n

que se obtiene con la Ec (4.2.4) y la sustitucion del subindice 2 por 1. La Ec. (4.2.7) es 1til

para estimar el tiempo de migracion de mutaciones particulares. Consecuentemente, para
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sugerir las mutaciones probables compatibles con los resultados de la Simulacion I, se

deben realizar las siguientes comparaciones: AZ =Z, —Z, con AZ=2,—-2; y t,, con

f,,. Cuanto mas proximo es AZ a AZ y t,, a fmz, aumenta la probabilidad que las

mutaciones bajo andlisis correspondan a la aloalbumina detectada en la corrida de la CZE.
Por supuesto, esta aplicacion del LLCEM solo tiene como objeto ilustrar con ciertas
aproximaciones las capacidades del modelo, pero no intenta reemplazar los programas

experimentales que son necesarios para definir una mutacion.

4.2.4 Protocolo experimental
Para la CZE las muestras de suero se diluyen 20 veces en PBS (solucion salina de

fosfatos 0.02 M, NaCl 0.15 M, pH =7.4). Se usa un equipo Beckman P/ACE 5010 con un
capilar de silice fundida (d;= 50 um, L;=27 cmy Ly =20 cm). Las muestras diluidas se

introducen en el capilar por presion (0.5 psi) durante 4 segundos. El BGE que se usa es

borato (pH=9.72 y | =120 mM) y el sistema esta termostatizado a 20 °C. El voltaje que

se aplica es 12 kV durante 6 minutos (se observa una intensidad de corriente de 56 pAmp).
La deteccion se realiza a 200 nm. Las condiciones del ensayo de la CZE que se usan en
este estudio son ligeramente diferentes de aquellas que reportan otros autores (ver, por
ejemplo, Henskens et al., 1998). Entre cada corrida, el capilar se lava y reacondiciona
durante 1 minuto con NaOH 1 M, 1 minuto con agua bidestilada y luego 1 minuto con el
BGE.

Los resultados sefialan que la composicion del BGE es de crucial importancia en la
separacion. La fuerza idnica y el pH del buffer tienen gran influencia en la optimizacion
del electroferograma (Jenkins y Guerin, 1995). En este trabajo estos parametros se
ajustaron con el fin de lograr una optima separacion entre la albimina normal y la variante.
En efecto, no es posible sugerir un BGE estandar que sea capaz de detectar todas las
variantes posibles. En general, dependiendo del tipo de aloalbimina en estudio, el pH y la
I del BGE se deben ajustar apropiadamente dentro del rango de valores reportado aqui

para lograr la mejor resolucion en el electroferograma.

179



4.2.5 Presentacion de dos casos clinicos de aloalbuminemia

Se resefian brevemente los dos casos clinicos evaluados en el Hospital de Nifios Dr.
O. Alassia y que motivaron el presente estudio con relacion a la deteccion de aloalbliminas
en suero mediante la CZE.
Caso clinico 1

Nifio de cinco afos con periddicas admisiones en el hospital por infecciones
recurrentes. Los datos de laboratorio relacionados con el tema en estudio muestran una
concentracion de proteinas totales en suero igual a 5.5 g % y de albumina igual a 4.26 g %.
El proteinograma electroforético realizado por la técnica tradicional en acetato de celulosa
muestra ausencia de la fraccion gamaglobulinas (ver Figura 4.2.1.a). Con el fin de facilitar
la interpretacion del mismo se presenta en la Figura 4.2.1.b una imagen electroforética
normal. El electroferograma de la CZE con el protocolo que se especificd arriba, confirma
la ausencia de gamaglobulinas y sefiala ademas un doble pico de albumina caracteristico de
la aloalbuminemia que se muestra en la Figura 4.2.2.a. El analisis de las areas de picos
establece que la albimina normal y la variante se encuentran presentes en el suero en
cantidades casi equivalentes, como se indica en la Tabla 4.2.3. El perfil normal de las

proteinas del suero que se obtiene en la CZE se presenta en la Figura 4.2.2.b.

Figura 4.2.1.a. Imagen de la separacion de las proteinas del suero (caso clinico 1) en acetato de celulosa en
la que no se evidencia la condicion de aloalbuminemia que se observa en el electroferograma de la CZE.

Figura 4.2.1.b. Imagen electroforética normal correspondiente a la separacion de las proteinas del suero
humano en acetato de celulosa.
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Figura 4.2.2.a. Electroferograma de la CZE que muestra el doble pico de albumina (caso clinico 1)
caracteristico de la condicion de aloalbuminemia y ausencia de la fraccion gamaglobulina. La letra AU en la
ordenada indica absorbancia mientras que el tiempo de migracion se reporta en minutos en la abscisa.
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Figura 4.2.2.b. Electroferograma normal de una muestra de suero humano obtenido mediante CZE. La letra
AU en la ordenada indica absorbancia mientras que el tiempo de migracion se reporta en minutos en la

abscisa.
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Caso clinico 2

Nifio de dos afos, hermano del anterior, que concurre a la consulta para ser
evaluado clinicamente. Los andlisis de laboratorio sefialan una concentracion de proteinas
totales en suero igual a 6.65 g % y albimina igual a 3.82 g %. Las imagenes del
proteinograma electroforético y del electroferograma de la CZE son idénticas a las del caso
clinico 1. En consecuencia, para este caso en estudio también se confirma la presencia de
aloalbuminas en el suero. Es apropiado sefialar que estas aloalbiiminas no se detectaron
usando la técnica convencional en acetato de celulosa. Asimismo, es pertinente mencionar
que la aloalbuminemia se mantuvo en el tiempo. En tres estudios separados en el tiempo
con una diferencia de 3 meses se obtuvieron electroferogramas idénticos. Es importante
sefialar también que los pacientes no estaban bajo tratamiento con antibioticos al realizar
los ensayos, de lo cual se infiere que los casos se corresponden con un defecto genético y
se descarta la posibilidad de una aloalbuminemia transitoria.

Evaluando los resultados presentados arriba, es concluyente que la técnica de rutina
que se usa para evaluar las proteinas del suero (proteinograma por electroforesis en acetato
de celulosa) no reveld la presencia de aloalbiminas cuando se analizaron las muestras
correspondientes a estos dos casos clinicos. Por el contrario, en la imagen obtenida por
CZE es evidente esta condicion. Por consiguiente, se puede decir que la seleccion del
método electroforético es decisiva para el diagndstico de aloalbuminemia. En
consecuencia, se sugiere que el uso regular de la CZE para el analisis de las proteinas
séricas en los laboratorios clinicos permitiria aumentar la frecuencia de deteccion de los

casos de aloalbuminemia.

4.2.6 Evaluacion de los resultados que surgen del LLCEM

A continuacion se aplica la Simulacion I usando el dato experimental t.,; que se

obtiene a partir del electroferograma correspondiente al caso clinico 1 en estudio. Los

resultados se reportan en la Tabla 4.2.3. Se encuentra a través del cddigo numérico que
ay, =31.48 A; £ =-0.027 V; £ =-0.047 V; v =821110* m/s y pH| =9.26. Por
consiguiente, con la Ec. (4.2.4) y el valor experimental t;,, se calcula la diferencia del

nimero de carga neta AZ =7, —Z, =0.87 (la aloalbumina es mas rapida que la albumina

normal), el cual es el valor de referencia que se usa en la Simulacion I1.
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Como primera aproximacion, con la suposicion que ay, =ay |, la simulacion II se

usa para buscar las mutaciones probables y descartar las que no podrian estar presentes en
el caso bajo estudio. Se estudian todas las mutaciones sefialadas con un rectangulo gris en
la Tabla 4.2.2. Aqui, para ilustrar las capacidades del LLCEM se seleccionan 30
mutaciones representativas, que se muestran en la Tabla 4.2.4. Asi, esta tabla presenta en
las posiciones 1 a 8 las mutaciones designadas rapidas (se indican con la letra F) que dan
una diferencia del nimero de carga neta proximo al valor de referencia que se encontr6 en
la Simulacion I (Tabla 4.2.3). Para este proposito especifico se descartan las variantes
lentas (sefialadas con la letra S) y se centra la atencidon Unicamente en las ocho variantes
rapidas referidas arriba teniendo en cuenta que se espera AZ > 0. Consecuentemente, en
principio, las variantes sefialadas en las posiciones 1 a 8 se podrian proponer como las
mutaciones probables en el contexto de estos calculos y con las aproximaciones
mencionadas, para ser confirmadas posteriormente con las técnicas experimentales
convencionales. Sin embargo, las mutaciones indicadas en las posiciones 1, 2, 6 y 7 se
descartan teniendo en cuenta la lectura del codigo genético y la existencia de una mutacion
puntual (por ejemplo, Tyr (UAU) > Lys (AAA)), reduciéndose asi el numero de

mutaciones probables. Para las mutaciones que se reportan en la Tabla 4.2.4, se observa
también que el pH" toma valores entre 9.22 y 9.29 y el que corresponde para la albiimina
normal es 9.26, mientras que el de las variantes mas probables estan alrededor de 9.27.
Estos resultados son consistentes con la Ec. (4.2.2) en el sentido que la diferencia de pH"

entre la albumina normal y la variante es proporcional al valor de AZ .

Tabla 4.2.3. Tiempos de migracion experimentales que se obtienen a partir del electroferograma de la CZE y
resultados que surgen del codigo numérico para la albimina normal y la variante correspondiente al caso
clinico 1 de aloalbuminemia que se estudia en este trabajo.

Analito Tiempo de  Numero de carga Diferencia en el % de cada fraccion
migracion neta numero de carganeta  de albimina en el
toi Z; AN =7,-2, suero
(min)
Albumina 4.02 -21.58 0.0 55
Normal (1)
Albumina 3.90 -20.71 +0.87 45
Variante (2)
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Tabla 4.2.4. Resultados numéricos que se obtienen con el LLCEM y el c6digo numérico que involucra un
grupo seleccionado de mutaciones de la Tabla 4.2.1 y que se discuten en el texto. El radio hidrodinamico de

la albumina normal para el protocolo especificado en la Seccion 4.2.4 es @) =31.48 A. F y S indican si la
aloalbiimina es mas rapida o mas lenta, respectivamente, que la albimina normal en la corrida de la CZE bajo
consideracion. El niimero de carga neta de la albimina normal para el protocolo usado es Z1 = -21.58.

Mutaciones Tiempo de Numero de Diferencia  Potencial ~ Velocidad
bajo analisis migracion carganeta delnimero zetadela efectiva en AH*
fmz 22 de carga partAicula la CZE 2
. neta ~E
(min) Vi 4/2 \:2
V) (10" m/s)

1 Tyr-> Lys(F) 3.902 -20.72 +0.86 -0.026 8.46 9.27
2 Tyr > Arg(F) 3.895 -20.68 +0.90 -0.026 8.48 9.27
3  Asp—>Gly(F) 3.909 -20.78 +0.80 -0.026 8.44 9.27
4  Glu—>Gly (F) 3.909 -20.78 +0.80 -0.026 8.44 9.27
5 Asp = His(F) 3.909 -20.78 +0.80 -0.026 8.44 9.27
6  Glu-> His (F) 3.909 -20.78 +0.80 -0.026 8.44 9.27
7  Val 2> Arg (F) 3.909 -20.78 +0.80 -0.026 8.44 9.27
8  His > Arg (F) 3.909 -20.79 +0.79 -0.026 8.44 9.27
9 His - Val 4.020 -21.58 0.00 -0.027 8.21 9.26
10 Val - His 4.020 -21.58 0.00 -0.027 8.21 9.26
11 Lys > Arg (F) 4.014 -21.54 +0.04 -0.027 8.22 9.26
12 Arg = Lys (S) 4.025 -21.62 -0.04 -0.027 8.19 9.25
13 Cys—=> Asp(S) 4.032 -21.66 -0.08 -0.027 8.19 9.25
14 Asp > Cys (F) 4.008 -21.49 +0.09 -0.027 8.24 9.26
15  Val = Tyr (S) 4.035 -21.68 -0.10 -0.027 8.18 9.25
16 His > Tyr (S) 4.035 -21.68 -0.10 -0.027 8.18 9.25
17 Tyr - Val(F) 4.005 -21.47 +0.11 -0.027 8.24 9.26
18 Tyr - His (F) 4.005 -21.47 +0.11 -0.027 8.24 9.26
19 Asp > Lys (F) 3.811 -20.04 +1.54 -0.025 8.66 9.29
20 Cys > Lys (F) 3.821 -20.12 +1.46 -0.025 8.64 9.29
21  Cys > Val (F) 3.920 -20.87 +0.71 -0.026 8.42 9.27
22 Cys = Tyr (F) 3.935 -20.97 +0.61 -0.026 8.39 9.27
23 Arg > Asp(S) 4.263 -23.17 -1.59 -0.029 7.74 9.22
24  Lys = Cys (S) 4.242 -23.04 -1.46 -0.029 7.78 9.22
25 Lys—=> Tyr(S) 4.147 -22.44 -0.86 -0.028 7.96 9.24
26 Val> Asp(S) 4.137 -22.37 -0.79 -0.028 7.98 9.24
27 Lys > His(S) 4.131 -22.33 -0.75 -0.028 7.99 9.24
28 His 2> Cys (S) 4.124 -22.29 -0.71 -0.028 8.00 9.24
29 Val > Cys (S) 4.124 -22.28 -0.70 -0.028 8.00 9.24
30 Tyr—-> Cys(S) 4.109 -22.18 -0.60 -0.028 8.03 9.24

Asimismo, es interesante el resultado que se surge a partir del andlisis de la Tabla

4.2.4 que indica que las mutaciones que se estudiaron con el modelo y el cédigo numérico
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conducen a un cambio en la carga efectiva que no necesariamente es un nimero entero
(como se reporta en la bibliografia sobre el tema), sino un valor decimal comprendido
entre £1 y £2. Este aspecto es consistente con el hecho que el nimero de carga efectiva de

las proteinas dependen del equilibrio que se alcanza entre los grupos residuales de los

aminodcidos 4cidos y basicos al pH". En la Tabla 4.2.4 las mutaciones indicadas en las

posiciones 19 a 30 ilustran estos aspectos relevantes. En adicion, en la misma tabla, en las
posiciones 9 a 18, se presentan varias mutaciones con el fin de ilustrar la importancia de la
formulaciéon adecuada del BGE en la deteccion de aloalbiminas. En efecto, estas

mutaciones con AZ =7, -7, ~0, indican claramente la necesidad de reformular el
protocolo (redefinir el pH y/o la fuerza idnica) propuestos en la Seccidon 4.2.4, si estas

aloalbuminas deberian ser detectadas por la CZE.

Es relevante sefialar que el electroferograma de la CZE junto con un modelo simple
como el que se aplica en esta seccion permiten la determinacion de los parametros
fisicoquimicos que caracterizan a la albimina normal y a la variante y brinda la posibilidad
de sugerir con cierta aproximacion las mutaciones probables o al menos descartar las
improbables en un caso de alobuminemia especifico bajo estudio. Esta motivacion para
asistir al programa experimental convencional en la deteccién y caracterizacion de
aloalbuminas también fue reportado en la literatura (Amoresano et al., 1998) usando
técnicas de espectrometria de masa, principalmente para aquellos casos que involucran
cambios en el pro-péptido de la molécula de albimina donde los cambios de peso

molecular son evidentes.

4.2.7 Extension de las predicciones del modelo a otros casos de aloalbuminas

El proposito de esta seccion es analizar brevemente las predicciones del LLCEM si
se aplica a varios casos interesantes de aloalbiminas reportados en la literatura. Se espera
encontrar consistencia con las predicciones numéricas del modelo para cada caso, y
también lograr, a través de los resultados numéricos, comprension fisicoquimica adicional
de fendmenos no explicados previamente en la literatura. Con este fin, se prepar6 la Tabla
4.2.5 que incluye seis casos de mutaciones, donde los resultados previos que se obtuvieron

con la técnica de electroforesis en acetato de celulosa (ACE) a pH = 8.6, se comparan con

aquellos que surgen de la aplicacion del LLCEM a pH =9.72 (pH" comprendido entre
9.22y9.29).
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Caso I.

La mutacion His3->Tyr provoca una aloalbumina determinada via ACE
inexplicablemente mas lenta (S) que la albimina normal (Madison et al., 1994). No
obstante, con la aplicacion del LLCEM se encuentra consistencia con el resultado esperado
para esta técnica, en el sentido que la variante resulta mas lenta (S). Se debe recordar que
las migraciones de las aloalbuminas en ACE y CZE tienen la calificacion opuesta con
relacion a S o F, para un caso particular, como se describio arriba. En base a los calculos,

para este caso en estudio, a los pH indicados en la Tabla 4.2.5, no se obtiene una buena
resolucion del electroferograma porque la diferencia de carga efectiva es muy pequeiia, asi
AZ =-0.10. En efecto, se espera que His y Tyr estén casi neutros a los pH de ambos

estudios. Por lo tanto se requiere trabajar a otro pH para evitar los valores de AZ — 0.

Tabla 4.2.5. Casos de aloalbuminemia reportados en la literatura y seleccionados para el estudio con el
LLCEM Yy el codigo numérico presentado en esta Tesis. F y S indican que la aloalbimina es mas rapida o
mas lenta que la albimina normal, respectivamente. ACE se refiere a la electroforesis en acetato de celulosa
apH=86.LaCZEesa pH=9.72.

ACE CZE

Caso Mutacion y Referencia AZ Movilidad AZ  Movilidad pH"

I  Albumina Larino ") S -0.10 S 9.25
His3>Tyr
(Madison et al., 1994)

II  Albimina Tradate-2 -1 F -0.76 S 9.24
Lys225->GlIn
(Madison et al., 1994)

III  Albimina Ortonovo +2 S +1.54 F 9.29
Glu505->Lys
(Galliano et al., 1993)

IV Albimina Milano Fast -2 F -1.56 S 9.22
Lys573->Glu
(Arai et al., 1990)

V  AlbUmina Paris — 2 +1 S +0.79 F 9.27
Asp563—>Asn
(Minchiotti et al., 1992)

VI  Albumina Sondrio +2 S +1.54 F 9.29
Glu333->Lys
(Minchiotti et al., 1992)

(*) Dato no reportado.
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Caso Il.

La ACE y las predicciones de la CZE son consistentes con respecto al
comportamiento F o S, respectivamente, de la aloalbimina generada con la mutacién
Lys225->Gln. Se observa que el coédigo numérico del modelo de la CZE estima un cambio

del nimero de carga efectiva comprendido como se espera entre 0 y -1, pero no es

. , . * .
necesariamente un numero entero, dependiendo este resultado del pH , es decir del

fenomeno de regulacion de cargas que incluye el modelo en su propuesta.
Caso IlI.
La ACE indica que la aloalbimina (mutacion Glu505->Lys) es S, consistente con

el hecho que la variante tiene dos cargas positivas adicionales como maximo a un pH

relativamente alto. Asi en la ACE, esta variante migra hacia el electrodo positivo mas
lentamente que la albimina normal. Este resultado se correlaciona con el obtenido en la
CZE donde la variante es F y AZ =+1.54 (valor comprendido entre +1 y +2 como se
espera), permitiendo que la aloalbumina migre mas rapido hacia el detector ubicado

cercano al electrodo negativo. Asi, una vez mas el cambio del nimero de carga efectiva no

es un numero entero, debido a que depende del pH".

Caso IV.

Este caso es el opuesto al caso IIl. Aqui el cambio del nimero de carga efectiva
estd comprendido entre -2 y -1. En adicion, se encuentra consistencia entre los resultados
de la ACE y la CZE, en relacién al tipo de movilidad (F o S).

Casos Vy VI.
Las aloalbuminas asociadas con los casos V y VI (mutaciones Asp563—>Asn y

Glu333->Lys, respectivamente) exhiben idéntica movilidad electroforética a tres pH

diferentes como se reporta en la literatura para la ACE (Minchiotti et al., 1992), a pesar de
que se esperan cambios del nimero de la carga efectiva de +1 y +2. En este sentido, se
encuentra consistencia con los resultados numéricos provistos mediante la CZE donde los
cambios de carga efectiva que se calculan son +0.79 y +1.54, respectivamente. Para estos
casos Minchiotti et al. (1992) sugieren que existe una mayor exposicion al solvente en el
segmento C-terminal (caso V) en relacion a la otra sustitucion localizada en el dominio
central (caso VI). En consecuencia, en el contexto del modelo desarrollado en esta Tesis es

equivalente, en cierto grado, a sefialar que no todos los grupos que se ionizan en la

r r . * . .
macromolécula estan expuestos al mismo pH . Es evidente entonces que para este tipo de
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situacion la hipétesis de un pH”™ uniforme no es estrictamente valida, y la distribucién de
protones en el interior de la macromolécula requiere estudios posteriores. Para estos casos
seria util el PLLCEM en el sentido que distingue las posiciones de los grupos ionizables,
permitiendo estimar diferentes valores de pH; (distintos pK;). En futuras investigaciones

para estas situaciones particulares este efecto se debera considerar.

Para enfatizar la conclusion sefialada en el parrafo anterior, resultados adicionales
permiten ilustrar este aspecto en el modelado de la deteccion de aloalbuminas a través de la
CZE. En efecto, es el caso reportado por Galliano et al. (1990), relacionado con la misma
mutacion (Glu—>Lys) pero localizada en sitios diferentes de la secuencia (Glu en posicion
82, 321, 60 y 570) que dan como resultado movilidades experimentales distintas. Los
autores consideran que estos resultados podrian deberse a una diferencia en los pKs de los
residuos involucrados, a interacciones electrostaticas con otros aminoacidos cargados y a
cambios conformacionales provocados por las sustituciones. En consecuencia, para esta

situacion particular, la hipotesis que considera ay, =ay,; se debe reconsiderar en el

modelo. En futuras investigaciones se tendran en cuenta estos efectos mas complejos. Por
otro lado, es claro que el complemento de diferentes estudios y técnicas permitird la
elucidacion apropiada de los casos de aloalbuminas que resultan dificiles de explicar en el

presente.

4.2.8 Conclusiones

Esta Secciéon de la Tesis muestra que la CZE tiene un alto potencial como
herramienta rapida y sencilla para detectar casos de aloalbuminemia. El uso regular de la
CZE para el analisis de las proteinas séricas humana en los laboratorios clinicos permitiria
probablemente aumentar la frecuencia de aparicion de esta anomalia. En adicion, el
modelo simple de la CZE propuesto (LLCEM) explica los datos experimentales que
consideran albliminas cargadas y provee predicciones cuantitativas de interés practico para
la interpretacion del electroferograma de las aloalbuminas. También es posible estimar
propiedades fisicoquimicas como el radio hidrodindmico y la carga eléctrica efectiva de la
albamina normal y de la variante. En este sentido, la carga efectiva de la proteina se
determina considerando el fendmeno de regulacion de carga, el cual esta asociado con la

extension de la ionizacion de los aminoacidos debido a la diferencia entre el pH cercano a

la molécula y el que corresponde al seno de la solucion. Asimismo, el modelo permite
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analizar numéricamente en forma aproximada las mutaciones probables asociadas con un
doble pico de albumina presente en el electroferograma. Las mutaciones que se estudiaron
con el modelo conducen a un cambio del numero de carga efectiva que no son nimeros
enteros sino valores decimales comprendidos entre =1 y +2, lo que es consistente con el
hecho que los nimeros de carga neta de las proteinas dependen del equilibrio alcanzado

por los residuos acidos y basicos al pH cercano a la molécula.

4.2.9 Propuestas de futuras investigaciones en el tema especifico

En futuras investigaciones seria de interés considerar la relacion entre la
aloalbuminemia y la agamaglobulinemia presente en los dos casos clinicos en estudio y
que no existe evidencia de su reporte previo en la literatura. Este aspecto merece un
analisis tedrico y experimental més exhaustivo. Por otro lado, seria relevante verificar si
las mutaciones sefialadas como probables por LLCEM, se verifican con las técnicas
utilizadas para tal fin en la actualidad, es decir la secuenciacion de aminoacidos o genes.
Eventualmente seria pertinente y de interés evaluar las variantes estudiadas y confirmadas
por otras metodologias que se reportaron en la literatura con los modelos de la CZE
propuestos en esta Tesis.

En adicidn, seria importante reconsiderar el estudio de las aloalbiminas usando el
PLLCEM que incluye en su formulacion las interacciones entre los grupos cargados vy,
asimismo evaluar con los modelos propuestos aspectos fisicoquimicos adicionales como la
hidratacion y una forma de particula diferente a la esférica, que se describe y aplica en los

Capitulos 5 y 7 a péptidos y aminoacidos, respectivamente.
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Capitulo 5
Péptidos

5.1 Introduccion

Los péptidos representan una clase extensa y muy importante de biomoléculas.
Ellos cumplen una funcion clave en el control y regulacién de muchos procesos vitales en
todos los organismos vivos, actuando, por ejemplo, como hormonas, neurotransmisores,
inmunomoduladores, coenzimas, sustratos o inhibidores enzimaticos, ligandos para
receptores, drogas, toxinas y antibidticos. Ademas, en la era actual de la protedmica, donde
el analisis exhaustivo del proteoma representa el principal acercamiento para comprender
las bases moleculares de los procesos biologicos y para el descubrimiento de nuevas
drogas, la importancia de los péptidos es aun creciente; debido a que la estructura y
funciéon de muchas proteinas se identifican via el estudio de sus fragmentos peptidicos
luego de la digestion quimica o enzimatica.

En los ultimos afios, la separacion, analisis, aislamiento y caracterizacion de
péptidos se transformaron en uno de los campos de aplicacion mas importantes de la CE
(ver, por ejemplo, Messana et al., 1997; Righetti, 2001; Saenz Nebot et al., 2001; Yang et
al., 2003; Kasicka, 1999, 2001 y 2006). En consecuencia, se espera en un futuro cercano,
como resultado de los avances combinados en la investigacion del proteoma y la
biotecnologia, que exista un aumento del desarrollo y disefio de nuevas drogas que tengan
como base a los péptidos. De esta manera, la posibilidad de predecir y analizar las
movilidades de los péptidos y su separacion mediante la CZE, previo a la realizacion de la
corrida experimental, resulta de interés en la investigacion farmacéutica (Righetti, 2001;
Idei et al., 2003).

Como se planted en general para distintas moléculas en la CZE, el mecanismo de
separacion de los péptidos esta basado en las diferentes movilidades electroforéticas de
estos analitos al aplicar un campo eléctrico externo, debido a las diferencias en la relacion
carga/friccion (esta ultima definida usualmente a través del radio equivalente de Stokes). Si

se considera el caracter anfotero de los péptidos, el pH del BGE aparece como uno de los

parametros clave a controlar para obtener una buena separacion (Sanz-Nebot et al., 2002;
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Koval et al., 2003). Asimismo, la fuerza idnica del BGE se puede manipular para obtener
mejoras en el desarrollo de la separacion (Cross y Cao, 1997; Corradini et al., 2003). En
consecuencia, el procedimiento generalmente seguido para obtener una buena separacion

de péptidos, es hacer un estudio sistematico acerca de estos parametros (pH y fuerza
ionica), preparando BGEs de diferentes concentraciones y pH hasta alcanzar las

condiciones en las cuales los péptidos estan convenientemente separados. Sin embargo,
este procedimiento es largo y tedioso. Con el propodsito de superar esta dificultad, al
presente, se encuentran en la literatura varios modelos que predicen la movilidad
electroforética de diferentes tipos de péptidos (ver, por ejemplo, Cifuentes y Poppe, 1994 y
1995; Janini et al., 1999; Sim¢ et al., 2002; Sim6 y Cifuentes, 2003; Simo et al., 2005;
Jalali-Heravi et al., 2005a y b; Benavente et al., 2006; Xin et al., 2006).

Ademas de las conclusiones relevantes que se presentan en la literatura, es claro
que la estimacion de la movilidad electroforética u requiere la evaluacion del ntimero de
carga neta Z y el coeficiente de friccion hidrodindmico f con suficiente exactitud como
para identificar la separacion de los péptidos que resultan, por ejemplo, de la digestion
enzimdtica de una proteina. Este problema basico, con relevantes aplicaciones en la
industria farmacéutica y biotecnoldgica, como se menciond antes, se estudié intensamente,
principalmente desde el trabajo de Offord (1966) hasta el presente con logros importantes,
aunque se observan varios aspectos fisicoquimicos que ain requieren elucidacion para una
mejor comprension en relacion al significado fisico de las movilidades de los péptidos
(Grossman et al., 1989; Rickard et al., 1991; Compton y O’Grady, 1991; Grossman y
Colburn, 1992; Survay et al., 1993; Gaus et al., 1993; Chen et al., 1993; Cifuentes y
Poppe, 1994 y 1995; Basak y Lasdish, 1995; Adamson y Reynolds, 1995; Survay ef al.,
1996; Cross y Wong, 2001; Cross y Garnham, 2001; Kim et al., 2002; Soloniva et al.,
2004). El procedimiento mas frecuente usado en estos trabajos para analizar este dificil
problema se realiza mediante dos pasos basicos: (a) se estima la carga neta del péptido eZ ,
donde e es la carga elemental y Z es el nimero de carga neta del péptido, a partir de

valores promedios de las constantes de disociacion pK; de los grupos cargados que se
suponen como los valores actuales en la cadena cargada (los valores de pK; reportados por
Rickard et al., 1991, son los mas ampliamente usados) o como alternativa se usa la carga
neta del péptido eZ°, calculada a partir de las constantes de disociacion pK; de las

cadenas laterales y grupos terminales de los aminoacidos libres que participan en la AAS
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que compone la molécula del péptido (Grossman et al., 1989a); (b) se considera el
coeficiente de friccion proporcional a la masa molar M del péptido (eventualmente al

numero de residuos de aminoacidos N elevado a una potencia fraccional). En este sentido,
los modelos propuestos en la literatura sugieren una proporcionalidad entre u y eZ/M™

donde m toma los valores de 2/3, 1/3 y 1/2 (ver, por ejemplo, Offord, 1966; Rickard et al.,
1991; Compton y O’ Grady, 1991; Basak y Ladish, 1995; Janini et al., 1999; Cross y
Wong, 2001; Cross y Garnham, 2001; Cross y Wong, 2002a y b; Solinova et al., 2004) en
estudios que involucran diferentes péptidos. Una de las consideraciones fisicas
introducidas por Offord (1966), que fue relevante en la evolucion de este tema al presente,

es que un i6n que se mueve a través de un BGE experimenta una fuerza de retardo que es
proporcional a su area superficial, conduciendo a la expresion pocl/M 213 en
contraposicion a lo que se espera a partir del coeficiente de friccion de Stokes, el cual
genera para una particula esférica simple g ocl/M 13, Compton y O’Grady (1991)

presentan una explicacion de los diferentes valores de m que se obtienen considerando el
movimiento de una particula cargada en el contexto de la teoria de Debye-Hiickel-Henry

donde también se incluye la fuerza id6nica /. Asi, estos autores concluyen que x depende

en forma continua de M entre las asintotas M '3 y M 23 También reportan que las

moléculas pequeias en BGE de fuerzas idnicas bajas se correlacionan mejor con M s

mientras que las moléculas grandes en BGE de fuerzas idnicas altas se correlacionan mejor
con M72/3, Asimismo, las moléculas de tamafio intermedio en BGE de fuerza idnica

media muestran una dependencia con M -2,
Tomando una propuesta diferente a la discutida mas arriba, Grossman et al. (1989a)

consideran al péptido como un polimero lineal clasico con N residuos de aminoécidos y

proponen que s ocIn[l+eZ°)]/N** para la CZE de péptidos. La dependencia
logaritmica de la carga neta se introduce para compensar la supresion electrostatica de
carga, que se vuelve importante para los péptidos altamente cargados. En este sentido,
Cifuentes y Poppe (1994) presentan una modificacion del modelo lineal clasico de
Grossman et al. (1989a), reteniendo la dependencia logaritmica de la movilidad con la
carga pero sustituyendo M por N para mejorar esta correlacion en la prediccion de la

movilidad electroforética de péptidos.
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Al presente, se encuentran importantes trabajos de revision (Cifuentes y Poppe,
1997; Adamson y Reynolds, 1997; Messana ef al., 1997; KaSicka, 1999, 2001 y 2006) con
relacion a la separacion de péptidos via CZE, cada uno enfatizando diferentes aspectos
concernientes a la prediccion de las movilidades de los péptidos en términos de la carga
neta y la masa molar. En consecuencia, es posible concluir que varios fendémenos basicos

como por ejemplo, las variaciones en los pK;, la hidratacion y el radio hidrodinamico,

necesitan ser incluidos en el modelado de la CZE de péptidos.

Es interesante también indicar que Compton y O’Grady (1991) presentaron un

analisis con relacion a la diferencia entre el nimero de carga obtenido por titulacion Z' y

el nimero de carga actual Z de un péptido; los cuales son diferentes del nimero de carga

Z¢ calculado directamente a partir de la ecuacion de Henderson-Hasselbach y las
constantes de disociacion (ver también, Cifuentes y Poppe, 1994; Mosher et al., 1993;
Winzor, 2003, para una discusion sobre este aspecto). El mismo problema basico se
analiz6 previamente para proteinas globulares en el Capitulo 4 y en la literatura (ver
Piaggio et al., 2005a; Allison et al., 2004; Gitlin et al., 2003; Sharma et al., 2003; Menom
y Zydney, 2000 y 1998; Carbeck et al., 1999, donde se presentan referencias adicionales y
apropiadas para los fines de este capitulo) y mas recientemente para péptidos (Xin et al.,
2006) que consideran la variacion ApK; = pK{ —pK; de cualquier grupo cargado i,
evaluado como la diferencia en las constantes de disociacion de los grupos cargados en el
estado de referencia y en el péptido, respectivamente. También se encontrd que este
fenémeno, que se asocia principalmente al estado electrostatico de un analito cargado,
tiene influencia en el valor del radio hidrodindmico de proteinas (Piaggio et al., 2005a).
Cross y Cao (1997) consideraron la ecuacion de Offord e incluyeron el efecto de la
fuerza i6nica. En este sentido, Cross y Wong (2001), Cross y Garnham (2001) y Cross y
Wong (2002a y b), discutieron el efecto de la hidratacion de los péptidos (expresado como

el nimero de moléculas de agua n,, por unidad de carga neta) como uno de los origenes de

las diferencias en las movilidades electroforéticas de los péptidos que se presentan entre
los datos experimentales y los valores calculados con la ecuacién de Offord. A partir del
analisis de la literatura se encuentra que los diferentes tipos de correlaciones, incluyendo
sus comportamientos asintdticos, requieren una imposicion precisa del valor de la carga

neta, ademas de la evaluacion apropiada del coeficiente de friccion.
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Janini et al. (2001) presentaron una serie importante de datos experimentales
concerniente a la evaluacion de las movilidades electroforéticas de 102 péptidos a través de

la CZE con un protocolo determinado a pH =2.5. Estos datos son relevantes para su

aplicaciéon en la wvalidacion de desarrollos tedricos que comprenden separaciones

electroforéticas de péptidos. Anteriormente, Janini et al. (1999), usando 58 péptidos
analizaron la calidad del ajuste basado en M ™, como se indic mas arriba. Estos autores
encontraron que u oc1/M 213 proporcion6 el mejor ajuste de los datos experimentales
cuando la carga neta se calcul6 con los valores promedios de pK; (ver, Rickard ef al., 1991

y el Apéndice 5-A en este capitulo). Es relevante mencionar que un numero tan alto de
péptidos estudiados experimentalmente y disponibles en la literatura, introduce la
posibilidad de llevar adelante procedimientos de simulacion para predecir la movilidad
eletroforética de péptidos, las cuales son propuestas diferentes de aquellas llevadas a acabo
previamente. De esta manera, Janini et al. (2001) correlacionaron la movilidad
electroforética de péptidos con N, M y W (este ultimo pardmetro es la masa promedio de
las cadenas laterales en el péptido). En esta misma direccion, Jalali-Heravi et al. (2005a)
usaron el andlisis de regresion multiple y el modelado por redes neuronales artificiales para
predecir las movilidades electroforéticas de estos 102 péptidos, donde los parametros
independientes relevantes son aquellos que componen la ecuacion de Offord, la constante
de correccion estérica y la refractividad molar, entre el grupo de pardmetros que controlan
el fenomeno basico (ver también, Jalali-Heravi et al., 2005b, donde estos autores analizan
otro grupo importante de 125 péptidos). Recientemente, Xin et al. (2006) propusieron un
modelado detallado dentro del contexto basado en la estructura para predecir la movilidad
de 58 péptidos incluidos en el grupo de los 102 péptidos. En este tipo de modelado de
detalle el radio hidrodindmico y la forma no se necesitan porque el coeficiente de friccion
se obtiene a partir de una cadena erratica de 2N cuentas, donde dos cuentas representan
cada aminoacido. De esta manera, se formularon alrededor de 100 conformaciones
diferentes del péptido para obtener un resultado final representativo de # y Z. En este
sentido, en este capitulo se usan mas adelante, los resultados del trabajo de Xin et al.
(2006), para realizar comparaciones numéricas con relacion a la evaluacion de la carga
neta de los péptidos con los modelos mas simples que se analizan aqui.

No obstante, en la actualidad, a pesar de la gran cantidad de trabajos publicados en

relacion a este tema (Grossman et al., 1989a y b; Rickard et al., 1991; Basak y Ladish,
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1995; Castagnola et al., 1996; Messana et al., 1997; Adamson y Reynolds, 1997; Cross y
Cao, 1997; Hearn et al., 2000; Janini et al., 2001; Sanz-Nebot et al., 2001a y b; Sanz-
Nebot et al., 2002; Winzor, 2003; Solinova et al., 2004), atn no hay acuerdo sobre la
mejor propuesta para la correlacion de la movilidad electroforética de péptidos con los
parametros de carga, tamafio y forma. Existen en los diversos grupos de investigacion
diferentes puntos de vista, a menudo en conflicto.

En consecuencia, el propdsito de este capitulo de la Tesis es precisamente explorar
la validez de los modelos simples de la CZE, para analizar las movilidades electroforéticas
de péptidos. Estos modelos se basan principalmente en teorias fisicoquimicas
fundamentales que utilizan expresiones analiticas que se resuelven con analisis numéricos
relativamente simples. En este sentido, se propone extender el uso del LLCEM y su
version perturbada PLLCEM (presentados y aplicados antes a la CZE de proteinas
globulares en el Capitulo 4; ver también, Piaggio et al., 2005a) para la interpretacion de las
movilidades electroforéticas de péptidos medidas mediante la CZE. Por consiguiente, se
indican aqui varias diferencias sustanciales entre las caracteristicas fisicoquimicas de estos
dos tipos de analitos (proteinas y péptidos) dentro del marco de los modelos usados, y se
incluyen también importantes consideraciones como el tamafio del péptido y la forma

hidrodindmica. Asimismo se presentan los efectos de los ApK; sobre la carga neta eZ del
péptido y la hidratacion o sobre el radio hidrodinamico aj de la esfera equivalente. En

este trabajo la hidratacion del péptido se expresa como el cociente entre la masa de
solvente y la masa del péptido anhidro. Se pone énfasis en el hecho que a pesar de que los
modelos de la CZE son capaces de cuantificar separadamente la carga neta y el coeficiente
de friccion, estos términos estan fisicamente acoplados, en consecuencia una variacion en
la carga neta produce un cambio apreciable en el radio hidrodindmico. En el contexto de la
CZE se espera distinguir los péptidos unos de otros a través de sus formas asociando el
volumen hidrodindmico a las particulas equivalentes esféricas o esferoidales, entre otras
conclusiones. También, se mencionan varias limitaciones concernientes al LLCEM vy el
PLLCEM Yy algunos requerimientos para futuras investigaciones, principalmente aquellas
relacionadas con los célculos de la carga neta y el coeficiente de friccion, este Ultimo
incluyendo la hidratacion y otros fenomenos complejos que afectan el volumen total de la
particula.

Con estas propuestas este Capitulo de la Tesis estd organizado como sigue:

Primero, en la Seccioén 5.2, se considera la importancia del problema de la regulacion de
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cargas (cooperatividad en la union del protoén) en la determinacion de la carga neta del
péptido (ver, por ejemplo, Demchuck y Wade, 1996; Antosiewicz et al., 1996; Beroza y
Case, 1996; Beroza y Fredkin, 1996; Beroza et al., 1991; You y Bashford, 1995, para un
analisis detallado de este fendmeno). Luego, se analiza la estimacion de eZ para una
cadena peptidica en solucion a un pH y fuerza idnica determinados, y se consideran las
distinciones que se deben hacer entre el modelado de la CZE de péptidos y proteinas
globulares. A continuacién, se describe brevemente la reformulacion del LLCEM vy el
PLLCEM para estudiar las movilidades electroforéticas de 102 péptidos reportados en
Janini et al. (1999 y 2001). En la Seccion 5.3 se presenta una discusion sobre la
importancia de incluir el fenomeno de hidratacion en el volumen hidrodinamico del
péptido. En la Seccion 5.4 se introduce un tratamiento aproximado de los péptidos con
forma hidrodindmicas no-esférica dentro del marco de estos modelos. Luego, en la Seccion
5.5, se analizan los resultados y se discuten las interacciones electrostaticas entre pares de
grupos cargados y el efecto de la permitividad eléctrica en el dominio del péptido en un
contexto amplio considerando los aspectos relacionados con los valores de ApK;.
Finalmente, en la Seccion 5.6, se presentan las principales conclusiones de esta parte de la

Tesis.

5.2 Estimaciones de la carga neta, el tamafio y la forma hidrodindmica de péptidos

La evaluacion de la carga neta de un péptido requiere el conocimiento de los
valores actuales de los pK; de los grupos cargados en las cadenas laterales y de los grupos
terminales -COOH y —NH; de los aminoécidos. Esta dificultad conduce a la necesidad de
usar valores promedios de los pK; en la mayoria de los célculos practicos (Cifuentes y

Poppe, 1994; Rickard et al., 1991). Estos valores actuales son principalmente una
consecuencia de los efectos electrostaticos asociados con las interacciones entre los grupos

cargados en la cadena y los iones en el BGE, conduciendo a variaciones (shifts) en los
valores de referencia pK; (a veces seleccionados iguales a aquellos de los aminoacidos
libres), designadas en esta Tesis ApK; (Piaggio ef al., 2005a; Allison et al., 2004; Gitlin et
al., 2003; Sharma et al., 2003; Menom y Zydney 2000; Carbeck et al., 1999). Por

consiguiente, los pK; en la cadena cargada son diferentes (principalmente los de los

grupos carboxilo y amino terminales) de los valores de los pK; de los aminoacidos libres
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correspondientes a la secuencia. Esta diferencia se discute brevemente considerando el pH
del microambiente alrededor del grupo cargado, designado aqui pH; y expresado, como

una primera aproximacion (los dipolos eléctricos y otros efectos menores se desprecian;

Piaggio et al., 2005a),

2 '
Z; Z;

pH; =pH{" + ¢ ! +—1 (8——1)+

In(10)kgT dze'r’ (1+xr7) 4ze'r’ &
N, z, , (5.2.1)
D> ——exp(—«Tr;)}
J#i

para obtener luego la valencia del grupo cargado 1,

1+ 10$(PKir—PHi)
En la Ec. (5.2.1) 5 es la distancia genérica entre los pares i-j de grupos cargados,

mientras que en la Ec. (5.2.2) los signos (+) y (-) se definen de acuerdo a las propiedades
basicas o acidas de los grupos cargados, respectivamente y no se hacen correcciones por
las pequefias desviaciones de la idealidad (ver también, Survay et al., 1996 para una

discusion con relacion a este aspecto). Asimismo, N es el nimero de grupos cargados en

la cadena y el pK; se evalla con la constante de disociacion del grupo cargado i en un

estado de referencia, que se define y analiza mas abajo. Por lo tanto, la carga neta del

péptido que resulta de la Ec. (5.2.2) es,

NC
eZ =) eZ (5.2.3)
i=1

En la Ec. (5.2.1), el pH;" se evalua alejado del grupo cargado i pero aun dentro de su
microambiente. Este valor es claramente diferente del pH del BGE. También, kp es la
constante de Boltzmann, T es la temperatura absoluta y r° es el radio efectivo del grupo

cargado i. En adicién, &,, ¢ y & son las permitividades eléctricas en el vacio, en ¢l BGE

y dentro del dominio del péptido, respectivamente. Debido a que la inversa de la longitud

de Debye es x = \/ 2e*N ,110° / ¢kpT , donde N, es el nimero de Avogadro, se obtiene

K'=x-J&'l¢.
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La Ec. (5.2.1) se asocia con tres cambios diferentes de energia libre: (a) la
interaccion electrostatica entre grupos cargados del péptido y los iones del solvente (se usa
habitualmente la ecuacion de Poisson Boltzmann para un radio atémico de 1.4 A, donde se
estima una permitividad eléctrica &' diferente de aquella del BGE), (b) el cambio de
energia de solvatacion de los grupos cargados a partir de estados de referencia del péptido,
y (c) la interaccion electrostatica de los grupos cargados con otros grupos cargados
presentes en el péptido. Estos cambios de energia libre estdn también asociados con
potenciales eléctricos, la suma de los cuales determina la distribucién de Boltzmann de los
protones cerca del grupo cargado genérico i. A partir de este analisis, es evidente que se
requieren los valores de cada pH; para describir el fendmeno de cooperatividad en la
union del protéon (ver también mds abajo lo concerniente a la definicion del ApK;). No
obstante, las Ecs. (5.2.1) a (5.2.3) presentan un dificil problema a resolver, porque los
detalles fisicoquimicos en las cercanias de cada grupo cargado dentro del dominio del
péptido requieren cuantificaciones (Demchuck y Wade, 1996; Antosiewicz et al., 1996;
Beroza y Case, 1996; Beroza y Fredkin, 1996; Beroza et al., 1991; You y Bashford, 1995).
Una posibilidad para tener una expresion simple de la Ec. (5.2.1) es introducir el radio
hidrodindmico a, para evaluar el campo promedio del cambio de energia libre asociado
con (a), mientras que aquellas pertenecientes a (b) y (c¢) se tratan como perturbaciones de
los grupos cargados (ver, Seccion 4.1 en el Capitulo 4 y Piaggio et al., 2005a). De esta
manera, la interaccion electrostatica entre grupos cargados se presenta en el modelo como
una perturbacion de la solucion de campo promedio asociado con un radio de particula ay
o eventualmente una particula diferente de una esfera (ver Seccion 5.4). Esta propuesta

indica que el pH; se expresa aproximadamente a través de tres términos, como sigue

(Piaggio et al., 2005a):

2 N !
. AZ. c AZ; exp(—k'r:
pH, = pH* +— L E ey L pCH7;) (5.2.4)
ln(l O)kBT 47[7}08 E i=1 472'8 Vij
J#

donde para el proposito de este modelo se requiere AZ;=Z;—Z ©, siendo er la carga de

referencia del sitio j, designado Z J cuando en particular ijr ~ ij’. Asimismo, pH" es
el pH cerca del péptido (supuesto como una particula hidrodinamica) y se evalua usando

la aproximacion de campo promedio introducida junto con la inclusiéon del radio
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hidrodinamico del analito. De esta manera, la particula del analito se supone que tiene un
potencial de superficie provisto por la ecuacion de Poisson-Boltzmann para un solvente
con propiedades de pH, I, T, ¢ y viscosidad 7 definidas (ver, por ejemplo, Beckers y
Bocek, 2003; Bouskova et al., 2004; Beckers et al., 2003). Con el fin de generar un
problema simple, aqui se usa la solucion de Henry para la movilidad electroforética de una
particula esférica, donde se invoca la aproximacion de Debye-Hiickel. Sin embargo, esta
aproximacion no necesariamente limita la aplicacion basica del modelo cuando se incluye
la ecuacion completa de Poisson-Boltzmann (O’ Brien y White, 1978), se expresa (Piaggio

et al.,2005a),

2
pH" = pH + ez (5.2.5)
In(10)kgT4rcay (1+xay)

Es evidente que la Ec. (5.2.4) refleja las interacciones hidrodinamicas y electrostaticas
entre el péptido y el BGE, e inevitablemente la introduccién de a; genera una suposicion
evitando modelos mas detallados. Por consiguiente, se prosigue con la bien conocida
particula de Henry y sus hipotesis asociadas (ver, por ejemplo, Russell ef al., 1989; Saville,
1977).

Es interesante observar que el segundo término del lado derecho de la Ec. (5.2.4) se

relaciona con la perturbacion de la energia libre cuando los grupos cargados en el estado de

referencia son transferidos a una cavidad en el péptido; aqui el radio efectivo #° del grupo
cargado 1 se evalua a través de la ecuacion de Born (Atkins, 1995). El tercer término
considera el efecto del estado de protonacion del grupo cargado i1 causado por las

interacciones electrostaticas con cargas perturbadas AZ; de otros grupos cargados
J=L2... (N, —1) en el péptido. Por lo tanto, para evaluar la Ec. (5.2.4) se estiman los datos

de las distancias promedios #; a partir del PDB para el caso especifico de proteinas

globulares (estas distancias correspondientes a las proteinas nativas se obtienen a partir de
cristalografia por Rayos X y NMR). Sin embargo, no se puede usar esta fuente de datos
para los péptidos, los cuales tienen un gran nimero de conformaciones sujetas a
movimiento browniano localmente importante dentro de la cadena peptidica. Debido a que

el problema de encontrar valores estadisticos promedio de 7; para cadenas cargadas como

los péptidos es bastante dificil al presente estado del arte de este tema especifico (ver, por

ejemplo, Xin et al., 2006), se considera como una estimacion aproximada de la distancia
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promedio entre grupos cargados la expresion r;; ~ sL ‘i - _]‘ (Tanford, 1961; Piaggio et al.,

2006a). Esta ecuacion involucra la distancia promedio entre dos grupos cargados

arbitrarios 1 y j en la cadena estadistica gaussiana basica, la cual, ademads, se corrige en

promedio por un factor s debido a la presencia de fuerzas de atraccion y de repulsion entre
diferentes partes de la cadena. Estas fuerzas se generan por la presencia de cargas positivas
y negativas correspondientes a los residuos de los aminoacidos cargados (ver también
Seccion 5.5). Aqui L ~ 3.8 A para el plano asociado al enlace peptidico (Flory, 1969). De
esta manera, para valores altos de s en un extremo, predominan las fuerzas repulsivas y se
espera una cadena abierta, donde el fenomeno de regulacion de cargas debido a las
interacciones electrostaticas (tltimo término del lado derecho de la Ec. (5.2.4)) es débil

(corresponden valores relativamente altos de r;) y el coeficiente de friccion es

proporcional a la longitud de la cadena completa. Por otro lado, para valores bajos de s,
las fuerzas atractivas son relevantes, acrecentando el fendmeno de regulacion de cargas
debido a las interacciones electrostaticas y el coeficiente de friccion es proporcional a una
dimension fractal de la cadena completa. El hecho es que existe una interaccion compleja
entre el nimero de carga neta, el tamano y la forma de los péptidos, incluyendo la
hidratacion que se ilustra en la Seccion 5.3.

Por esta razon en el contexto de analisis, para aplicar el PLLCEM y el LLCEM a
los valores de las movilidades electroforéticas disponibles en la literatura, la otra ecuacion
relevante es,

B ez
6rnay(1+xay)

u flkay) (52.6)

donde f(xay) es la funcion de Henry que se expresa aqui a través de una ecuacion de

ajuste explicita (ver Ec. (4.1.7) en el Capitulo 4).
Es también claro que el LLCEM no distingue posiciones de los grupos cargados en

el péptido (ver también, Piaggio et al., 2005a) porque se impone la condicion donde
pH, ~pH" en la Ec. (52.4). Asi, a partir de la Ec. (5.2.5), se encuentra que
ApK; =pK —pK; =pH" —pH = ApH indicando esta relacion que se obtiene el mismo
ApK; para los grupos cargados i como una aproximacion, en el contexto de este modelo
simple, independientemente de la posicion de estos grupos en la AAS del péptido. Este

resultado es una consecuencia de que el pH" es el valor de pH de campo medio para el
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BGE que rodea al péptido como asi también dentro del dominio del péptido donde se

encuentran las cadenas cargadas. Por otro lado, para el PLLCEM se obtiene
ApK; = pK{ —pK; =pH; —pH = ApH;, vélido para cada grupo cargado con su
microambiente asociado; asi las variaciones en las constantes de disociacion de los grupos
cargados difieren unas de otras en este modelo. En efecto, el valor de pH; es el pH

estimado para cada grupo cargado 1 debido a las interacciones electrostaticas descriptas

por el Gltimo término en el lado derecho de la Ec. (5.2.4), el cual se tiene perturbando el
valor de pH™. El aspecto relevante concerniente a los dos modelos considerados en esta
Tesis es que los valores de eZ y ay de un péptido determinado en un BGE bien definido
se obtienen midiendo solamente la movilidad electroforética x del péptido. De esta
manera, no hay necesidad de estimar a; a partir de otra fuente experimental. En realidad,

el radio hidrodindmico del péptido es una solucion directa que surge de estos modelos.

Las Ecs. (5.2.2), (5.2.3), (5.2.5) y (5.2.6) componen el LLCEM (la Ec. (5.2.2) es
genérica para cualquier i y provee N ecuaciones) donde el grupo {ay,Z,Z;,,pH"} de
(N, +3) incognitas se obtiene mediante un algoritmo numérico apropiado, descripto,

ademas, cuando se conoce el valor experimental g bajo un protocolo de la CZE bien-

definido. Cuando se usa el PLLCEM se tiene el grupo {ay,Z,pH",Z;,pH;,AZ;} de
3(N,.+1) incégnitas que se obtienen con un algoritmo similar (ver, para mas detalles,
Seccidn 4.1 en el Capitulo 4 y Piaggio et al., 2005a).

Sin embargo, para evaluar eZ y ay a través de estos modelos, se debe, ademas,
considerar cuidadosamente un problema adicional. Se refiere a la eleccion del conjunto de
{pK;}. Para proteinas se encontré apropiado usar {pK;} estimados para los grupos

cargados de las cadenas laterales y valores promedios reportados en la literatura para los
grupos carboxilo y amino terminales, principalmente para que sea posible comparar los

resultados con diferentes autores (Piaggio et al., 2005a). En aquel caso particular el efecto

de la incertidumbre asociado con los valores de los pK; de los grupos terminales era
pequena teniendo en cuenta que las proteinas estudiadas tenian un numero relativamente

mas alto de N_ grupos cargados que aquellos de los péptidos (considerando los 102

estudiados en este capitulo). De esta manera, cualquier pequena diferencia en los valores
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asignados a los pK; se minimizaba sustancialmente por el N_ alto. Esto no es

necesariamente el caso de los péptidos donde los dos pK; terminales pueden tener un
efecto relevante en la carga neta, dependiendo principalmente del pH del BGE. Para el

caso particular del presente trabajo, donde los datos experimentales de las movilidades

electroforéticas que se usan corresponden a Janini et al. (1999 y 2001) a pH = 2.5, es claro

que el pKioop: del carboxilo terminal y los carboxilos de las cadenas laterales de los
aminodcidos Asp y Glu son los unicos grupos cargados afectados por el fendémeno de
regulacion de cargas (Hearn et al., 2000). Asi, a pH = 2.5 los grupos amino en el péptido

son definitivamente positivos por lo que resulta un analito con carga neta positiva para el
analisis en la CZE. Este aspecto es consistente con el hecho que la CZE de péptidos se

realiza en el rango de pH bajo, principalmente para minimizar el efecto de los ApK; en

los célculos de la carga neta. Por consiguiente, mas adelante, se analiza y discute el efecto
del grupo carboxilo terminal (designado en este trabajo pK{oop; ) sobre la carga neta del
péptido. Asimismo, con relacion a este ultimo aspecto, Castagnola et al. (1994, 1996 y

1998) reportaron que los valores promedios de los pK ooy para los carboxilos terminales

son bastante diferentes a aquellos correspondientes a los aminoacidos libres pK oo -

Esto se debe en parte al hecho que el aminoacido terminal en el enlace peptidico ya no
tiene mas la vecindad del -NH;", cambiando esto significativamente el microambiente
cercano al -COOH terminal. Ademas, a parte de este aspecto especifico, se debe tener en

cuenta la interaccion electrostatica, como se indica en las Ecs. (5.1) y (5.4). En este

capitulo de la Tesis se usan para los calculos los valores de los {pKj } reportados en

Antosiewicz et al. (1996) y en Xin et al. (2006) (ver también Tabla 5.1 y Apéndice 5-A de
este Capitulo), los que luego se corrigen con los correspondientes ApK; como se indica
mas arriba. Es apropiado también sefialar aqui que cuando los modelos de movilidades
electroforéticas incluyen, por ejemplo la estimacion cuantitativa del fendomeno de
regulacion de cargas y en consecuencia se considera la correccion de los { pK; } a través de

los valores modificados, el uso de los valores promedios no es apropiado, debido a que
éstos en principio ya contienen estas correcciones en base a un procedimiento bastante
empirico (ver, Rickard ef al., 1991 para una discusion completa de estos ultimos aspectos

fisicos).
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5.3 La hidratacion como parte del tamafio hidrodinamico de los péptidos

El estado de hidratacion de los péptidos y las proteinas ha sido un tema de mucho
interés en la literatura (ver por ejemplo, Fennema, 1977; Edinger et al., 1997; Liu et al.,
2003 y las referencias alli citadas). Para el proposito de este capitulo que estudia la CZE de
péptidos, es interesante sefalar que Liu et al. (2003) analizaron la adicidon secuencial de
moléculas de agua a una serie de pequefios péptidos protonados. Estos autores encontraron
que: (a) la primera capa de moléculas de agua se une al péptido mas fuertemente que las
otras posibles capas; (b) los péptidos pequenos (N=2 o 3) unen las primeras pocas
moléculas de agua mas fuertemente que los péptidos mdas grandes; (c) las primeras
moléculas de agua se unen mas fuertemente a los péptidos con mayor carga neta; (d) las
moléculas de agua se unen menos fuertemente al grupo guanidinio (correspondiente a Arg
contenida en los péptidos) que al grupo amino protonado. Ademads, mediante calculos por
dindmica molecular, también se encontré que las moléculas de agua en los péptidos
pequefios se unen preferentemente a los sitios protonados hasta que se completa la
formacion de la capa de solvatacion. Posteriormente, mas moléculas de agua se agregan a
la primera capa (incluyendo, como una posibilidad, grupos funcionales cargados que estan
inicialmente alejados en el péptido). Para péptidos mas grandes, sin embargo, los sitios
cargados alejados en la cadena compiten con los grupos mas cercanos para unir las
primeras moléculas de agua. Dentro de este analisis mecanistico, es apropiado indicar que
la hidratacion tiene una influencia relevante en las conformaciones de las cadenas y, por
consiguiente, en la carga neta del péptido y biomacromoléculas en general; siendo estos
aspectos importantes para definir sus actividades bioldgicas.

Sin entrar en una revision exhaustiva del fendmeno de hidratacion de las
biomacromoléculas, es evidente a partir del parrafo anterior, que el anélisis de la movilidad
electroforética de un péptido considerando la carga neta eZ y el coeficiente de friccion
(evaluado a través de la masa molar M ) no es suficiente, en principio, para estimar las
hidrataciones de los péptidos (ver también, Cross y Wong, 2001; Cross y Garnham, 2001,
Cross y Wong, 2002a y b, para una discusion concerniente a este aspecto de la CZE de
péptidos), a pesar de que este procedimiento conduce a correlaciones buenas y resultados
relevantes al presente, como se concluye a partir de la literatura y la discusion en la

Seccion 5.5. De esta manera, se expresa que el uso del radio hidrodindmico a; en lugar de

M para evaluar el coeficiente de friccion del péptido es una alternativa que puede ayudar

a interpretar el fendmeno de hidratacion al nivel de informacion que se obtiene a partir de
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experiencias de la CZE. Esta estimacion se logra con el uso del PLLCEM y el LLCEM,
como se describe mas abajo.

Para las propuestas de este capitulo la hidratacion se define aqui como el agua
unida al péptido que migra sin distincion relativa a la naturaleza del tipo de enlace
(estructural, entrapada, etc.; ver por ejemplo, Fennema, 1977). En este sentido, es claro que
la CZE es un problema hidrodinamico acoplado a la interaccion electrostatica particula-

solvente. Estas dos consideraciones permiten definir un volumen hidrodindmico del

péptido Vy =4ra 13{ /3, que se puede descomponer en el volumen compacto del péptido

Ve=Mv, /N, = 47ra§ /3 (a. es el radio de la esfera compacta equivalente y v, es el

volumen especifico del péptido que se supone aproximadamente 0.7 cm’/g) y un volumen

adicional (V5 —V.) debido a la hidratacion indicando que ay >a, (Tanford, 1961). Este

cambio de volumen es por supuesto afectado por el impedimento al empaquetamiento de
las cadenas laterales, y por la repulsidon-atraccion electrostatica debido a zonas hidrofilicas
e hidrofobicas de la cadena. Por consiguiente, los resultados que emergen de los dos
modelos usados aqui deben satisfacer la condiciéon ay > a,.. En adicion, debido a que la

hidratacion es el efecto predominante que aumenta el V, hasta el valor de V' (Tanford,

1961), se obtiene una estimacion de ¢ a partir del conocimiento numérico de ambos ay y

a. através de 0 =[(ay /ac)3 —-1](v, /v,), donde v, es el volumen especifico del BGE,

que se supone igual a 1 cm’/g. De esta manera, se encuentra que 88 de los 102 péptidos
estudiados se pueden describir a través del PLLCEM y el LLCEM como una esfera

equivalente de radio aj, y las hidrataciones estimadas con el andlisis de esta Seccion se

presentan en la Tabla 5.1. Ademas, los valores aproximados de las hidrataciones se pueden

estimar con la siguiente expresion:

Srep+cy 23 (5.3.1)
que ajusta bien los valores reportados en la Tabla 5.1, donde ¢; = 0.154, ¢, = 0.215 y
c3 #1.273 con un coeficiente de correlacion de 0.94. Esta ecuacion conduce a valores de

hidratacion aproximadamente similares a los reportados para los péptidos en Cross y
Garnham (2001) con valores de carga relativamente bajos (Z < 8), que se estiman como

o0 ~18n,,/M , donde n, es una funcion de Z (ver también Seccion 5.5, en relacion a los

coeficientes de difusion reportados en Xin et al., 2006). Por otro lado, los restantes 14
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péptidos de los 102 bajo andlisis (ver Tablas 5.2 y 5.3) conducen a un radio hidrodindmico

no-fisico porque los valores numéricos satisfacen la expresion no esperada a; <a,, o las

hidrataciones que se calculan son diferentes del valor promedio que se obtiene con la Ec.
(5.3.1). Por consiguiente, una posible explicacion de estos resultados es que la forma
hidrodindmica de estos péptidos no se puede suponer esférica. Este aspecto se analiza a
continuacion, en la Seccidén 5.4, mientras que una discusidon posterior se presenta en la

Seccion 5.5.

5.4 CZE de péptidos con formas hidrodinamicas no-esféricas
Ambos modelos, PLLCEM y LLCEM, descriptos previamente se modifican para
incluir la forma no-esférica de los analitos. En efecto, tomando como base trabajos previos

(Xin et al., 2006; Allison et al., 2004; Winzor, 2004; Abramson, 1939), la movilidad

electroforetica 4, de una particula no-esférica se puede expresar en términos de la

movilidad electroforética x de una particula esférica equivalente con un volumen

equivalente 47ra,‘1[3 /3 donde aj; es el radio esférico equivalente. Este procedimiento
implica la expresion simple (ver también Ec. (5.2.6)),

My =Qu (54.1)
donde € se evalua mediante la teoria apropiada que corresponde a la movilidad
electroforética de particulas no-esféricas. Con este fin se usan las soluciones analiticas
aproximadas de la movilidad electroforética de particulas esferoidales del tipo prolato u
oblato provistas por Yoon y Kim (1989). De esta manera, combinando las Ecs. (5.2.6) y
(5.4.1) con estas soluciones simples que se reportan en la literatura citada, y usando las

definiciones de esta Seccion, se obtiene,

Q= %C/ f(xa) (5.4.2)
Y,
E
0 =—2x (5.4.3)
lln I+E,
2 | 1-E,

para esferoide del tipo prolato, y
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x (5.4.4)

para esferoide del tipo oblato, ambos con ejes a > ¢ y excentricidad E, =-/1—(c/ a)2 . En

estas ecuaciones, el coeficiente C se calcula como una funcion de xc y c¢/a a partir de
los graficos reportados en Yoom y Kim (1989). Las ecuaciones aproximadas (5.4.3) y

(5.4.4) se aplican solamente para xaE, <1 debido a la expansion llevada a cabo en las

soluciones exactas que corresponden a funciones armonicas esferoidales. Ademads,

€% 1 es una restriccion (Russell et al., 1989; Saville, 1977) para minimizar la

kgT

conveccion de los iones del BGE alrededor de la particula (esta expresion también implica
que se aplica la hipotesis de Henry). Debido a que los péptidos son particulas pequeiias,
estas restricciones en general se satisfacen, aun para valores de campo eléctrico E
aplicados altos, encontrados en las corridas practicas de la CZE.

En consecuencia, resolviendo la Ec. (5.4.1) para un dato experimental determinado

Up se encuentra aj; y Z para un valor inicial de © mediante el algoritmo numérico
disponible para resolver el LLCEM y el PLLCEM. Este es un proceso iterativo sobre Q y
se considera convergente cuando la hidratacion calculada se aproxima a la prediccion de la
Ec. (5.3.1) como restricciéon de referencia basica. Esta ultima condicion, a parte del
concepto fisico involucrado, permite reducir el numero de particulas esferoidales que

satisfacen la movilidad electroforética determinada por la Ec. (5.4.1). Luego, con los

valores de Q y aj;, se ajusta la forma final de la particula esferoidal considerando
basicamente tres posibilidades: (1) la particula esferoidal migra paralelo a la direccion del
campo eléctrico aplicado tomando C =C" provisto en Yoom y Kim (1989). (2) la
particula esferoidal migra perpendicular a la direccion del campo eléctrico aplicado
tomado C=C™ (este caso se debe excluir para Q >1 requerido en los célculos (ver Tabla
5.2); lo contrario es también cierto); (3) la particula esferoidal migra con un valor

promedio <C> =aC'+C J'(1 —a), donde 0<a <1 indica el grado de colinealidad en la

orientacion de la particula con la direccion del campo eléctrico aplicado (axialmente a lo
largo del tubo capilar). Si se supone que todas las orientaciones de la particula son

igualmente probables (es decir si se desprecia la minimizacion de la energia electrostatica
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asociada con el angulo comprendido entre el eje mayor a y la direccion de E ) se
encuentra que @ =1/3 a través de los angulos de Euler de la particula (ver, por ejemplo,
Happel y Brenner, 1965). Esta situacidon, sin embargo, considera solamente que una
particula no cargada cambia de orientaciones debido al movimiento browniano en el
proceso de sedimentacion. Se muestra mas abajo que este no es el caso para los péptidos
cargados y pequeios con forma esferoidal, como consecuencia del campo eléctrico
aplicado en la corrida de la CZE. En efecto, se considera que el péptido tiene un momento
dipolar global debido a las diferentes posiciones de los centros de carga positivo y
negativo, y que probablemente tiene tendencia a estar alineado con el campo eléctrico
aplicado. Estos resultados se observan en las Tablas 5.2 y 5.3 donde a #1/3 para la
mayoria de los péptidos no-ésféricos.

Un analisis similar se lleva a cabo para los péptidos considerados como particulas
cilindricas. De esta manera, aunque la Ec. (5.4.2) atn se aplica, ahora en lugar de la Ec.

(5.4.3) 0 (5.4.4), se obtiene (ver también, Abramson, 1939; Winzor, 2004),

K,(kc)  (2b/3)"3 (5.4.5)
kcK | (kc) - b(1 + Kc ) o
(2b/3)"3

donde el balance de volumen entre la esfera equivalente y el cilindro indica que
ay :c/(2b/3)1/3 con b=c/a. A parte de C” =1, datos numéricos adicionales de ct

para un cilindro se presentan en Yoom y Kim (1989) y se ajustan aqui con la siguiente

expresion:

-6
CL:eXp{_ (0.707 +9.0310 KC} (546

(1+0.232xc)

Antes de terminar esta Seccidn, es relevante indicar que en tanto se usen las
soluciones analiticas de la movilidad electroforética concerniente a particulas esferoidales
del tipo prolato u oblato como las que se reportan en Yoom y Kim (1989) (ver también
Ecs. (5.4.3) y (5.4.4)) la condicién de volumenes iguales entre la esfera equivalente de

radio aj, y las particulas esferoidales se satisface sistematicamente a través de las Ecs.

(5.4.1) a (5.4.4) con una precision numérica que decrece significativamente para valores

altos de excentricidad, como se demuestra a partir del analisis algebraico simple de las Ecs.

3
(5.4.3) y (5.4.4) junto con el balance de volumen, el cual se expresa aj; = ac? para la

esfera equivalente y el esferoide del tipo prolato. Ademas, para valores relativamente altos
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de xaE, se encuentra que se aplica la aproximacion de cuerpo finito, que indica que la

forma del péptido es cercana a un cilindro y son fttiles entonces las Ecs. (5.4.5) y (5.4.6).
Todos estos aspectos se ilustran numéricamente en las Tablas 5.2 y 5.3 y se discuten en la

Seccion 5.5.

5.5 Resultados y discusién
En la Tabla 5.1 se presentan los resultados numéricos obtenidos con el PLLCEM y
el LLCEM para 88 péptidos (designados aqui Grupo A) que satisfacen la condicion

ay > a.,y se muestran también los valores de hidratacion predichos en promedio por los

modelos que se usan para el ajuste de la Ec. (5.3.1) y que se suponen en principio como
particulas esféricas. En esta tabla las diferencias de predicciones con el LLCEM de ay y
Z se especifican entre paréntesis para visualizar el efecto del segundo término de la Ec.
(5.2.4) que considera los efectos de solvatacion y la interaccion electrostatica entre grupos

cargados a través de AZ; y AZ;, respectivamente. En este sentido, se concluye que la

aproximaciéon pH, ~ pH" introducida por el LLCEM es aceptable para aquellos péptidos
que tienen principalmente cadenas laterales positivas o neutras. De esta manera los
residuos de aminoacidos Asp y Glu no deben estar presentes para que esta hipdtesis sea
valida, como se infiere a partir de la AAS y de los valores reportados en la Tabla 5.1.

Ademas, las perturbaciones AZ; y AZ;, son en general mas relevantes en aquellos

péptidos que tienen al menos dos residuos laterales cargados negativos incluyendo Asp o
Glu (ver principalmente los péptidos N°: 1, 2, 22, 23, 25, 30, 32, 33, 48, 52, 66, 67, 69, 79,
85, 86). Para este tipo de péptidos se encuentran excepciones en la Tabla 5.1 (por ejemplo,
los péptidos N° 43, 44, 46 y 47) y probablemente la explicacion se basa en algunos efectos
de hidratacion asociados con los grupos laterales neutros como Leu, Val, Pro, Tyr, Gln y
Thr vecinos a las cargas negativas. Aquellos péptidos que tienen solo un grupo lateral con
carga negativa presentan un efecto minimizado con relacién al fendmeno de regulacion de
cargas asociados con las perturbaciones AZ; y AZ; de la Ec. (5.2.4) (ver, principalmente
los péptidos N°: 13, 14, 17, 18, 26, 27, 29, 31, 34, 35, 45, 47, 50, 73, 74, 76). También, es
interesante indicar que las excepciones de estos péptidos son aquellos que presentan un

grupo lateral con carga negativa situado en el Gltimo C,, introduciendo una perturbacion

mas evidente (Péptidos N°: 71, 72, 84) probablemente debido a un grado de libertad
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conformacional mas alto de esta carga ubicada al final de la cadena peptidica y también a
causa de su interaccion contigua con el grupo carboxilo terminal negativo. Otra excepcion
es el péptido N° 65 que tiene un residuo Asp negativo que interacciona con tres Arg
cercanas, cargadas positivamente.

En general, a partir de los valores de ay; y Z que se obtienen con ambos modelos,

se observa que el fenomeno de regulacion de cargas en la electroforesis de estos péptidos
estd presente principalmente al nivel de la aproximacion de campo promedio
correspondiente al segundo término de la Ec. (5.2.5), teniendo en cuenta que los valores
numeéricos obtenidos con estos modelos son bastante similares. Ademads, se presenta en esta

tabla un aumento del pH cercano a la molécula, como se espera, teniendo en cuenta que a
pH =2.5 los péptidos tienen cargas netas positivas y en consecuencia se calcula una
concentracion de protones mas baja en el ambiente global de los péptidos con ambos

modelos, originando una Z <Z", aqui Z' es el niimero de carga neta de referencia del

NC
péptido calculado a partir de Zer . En adicion, las hidrataciones que se estiman a partir
i=1

de los valores conocidos de ay y a, se usan para generar las constantes requeridas en la
Ec. (5.3.1) aproximada, como se explicd antes.

Asimismo, se obtienen otras conclusiones interesantes a partir de la Tabla 5.1. Para
péptidos con carga baja y tamafio grande, es posible encontrar un gran nimero de
conformaciones de la cadena, minimizando asi la energia total de la cadena a una forma
aproximadamente esférica. En adicion, aquellos péptidos con tamafio grande y que tienen
un namero de cargas positivas alto, presentan valores de hidratacién altos sin entrar en el
régimen de polielectrolitos extendidos, conservando asi una forma casi esférica (por
ejemplo, los péptidos N°: 62, 63, 64). Estos tltimos péptidos no tienen ain un nimero
suficiente de cargas para conseguir una transicion a conformaciones mas complejas en el
sentido de lo reportado en la literatura (ver, por ejemplo, Dobrynin, 2004). En efecto, es
posible encontrar diferentes conformaciones de polianfolitos en solucion, las cuales
dependen en principio, de la diferencia (equivalente en forma aproximada a la carga neta)
y de la suma de cargas positivas y negativas presentes en la cadena. También, se encuentra
en la Tabla 5.1 que para péptidos pequefios (no aplica aqui la estadistica aleatoria de la
cadena) los valores de carga neta relativamente altos determinan una hidratacion

significativa de los péptidos para conformar las correspondientes cadenas de las unidades
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hidrodinamicas de forma casi esférica, como por ejemplo, los péptidos N°: 57, 59, 61. Esta
situacion se revierte para la mayoria de los péptidos pequefios con carga neta baja, que se

deben describir como particulas no-esféricas (ver Tablas 5.2 y 5.3).

Tabla 5.1. Predicciones numéricas del radio hidrodindmico a; , el nimero de carga neta Z , el pH cercano

a la molécula pH" y la hidratacion & de 88 péptidos (Grupo A) estudiados con el PLLCM. Los resultados

obtenidos con el LLCEM se presentan entre paréntesis, solamente cuando las predicciones del modelo son
diferentes. Parametros usados: pH=2.5, I =353 mM, T =295K, =0.00097 Pas y s =1. Ademas,

PKEoomt =38, Py =75, PKAeg =120, pKijis = 6.3, pKiy =104, pKig =40, pKy, =44,

pK (r;ys =83, pK{yr =9.6 (Xin et al., 2006). Los datos experimentales de las movilidades electroforéticas y
las AAS de los péptidos corresponden a Janini et al. (1999 y 2001).

) 8 *
N AAS Z,u_llO_] ay VA pH o
(m” V7 s7) (A)
1 DD 1.031 5.08(4.97) 0.78(0.76) 2.86 0.63
2 EE 1.252 4.52(447) 0.82(0.81) 294 0.14
3 FL 1.333 4.50 0.87 297 0.13
4 FF 1.281 4.67 0.88 295 0.12
5 YY 1.210 4.92 0.88 292 0.17
6 WW 1.105 5.35 0.89 2.88 0.29
7 SSS 1.324 4.53 0.87 296 0.14
8 FFF 1.038 5.65 0.90 2.86 0.29
9 YGGFL 0.975 5.97 0.90 2.84 0.27
10 YGGFM 0.953 6.09 0.90 2.83 0.29
11 RPPGF 1.836 6.31 1.82 3.14 0.4l
12 AAGIGILTV 0.651 8.33 0.92 272 1.09
13 YMDGTMSQV 0.602 8.52(8.51) 0.88 271 0.81
14 VLQELNVTV 0.665 8.06 (8.05) 0.90 273 0.60
15 RPPGFSPFR 1.971 8.37(8.36) 2.80(2.81) 3.18 0.72
16 AFLPWHRLF 1.656 9.63 2.84 3.07 1.20
17 VISNDVCAQV 0.583 8.74 (8.73)  0.88 270 091
18 KLVVVGADGV 1.313 8.13(8.10) 1.80(1.79) 295 0.72
19 KLVVVGAAGV 1.410 7.91 1.87 299 0.67
20 NSFCMGGMNRR 1.830 8.89 2.82 3.13  0.69
21 RPKPQQFFGLM 1.698 9.44 2.84 3.08 0.87
22 ACLGRDRRTEE 2.097 9.60(9.48) 3.58(3.52) 322 1.0l
23 DAEKSDICTDEY 0.991 9.519.42 1.67 1.65 2.84 0.87
24 TTIHYNYICNSS 1.059 9.94 1.90 2.86 1.05
25 PHRERCSDSDGL-ace 1.949 10.41 (10.35) 3.71(3.69) 3.17 1.37
26 ACPGTDRRTGGGN 1.508 10.13 (10.11) 2.77(2.76)  3.02 1.38
27 ACPGKDRRTGGGN 1.911 10.53 (10.51) 3.70 (3.69) 3.16 1.58
28 MGGMNWRPILTIT 1.020 10.23 1.90 2.85 098
29 SPALNKMFCELAKT 1.571 9.94(9.93) 281 3.04 0.90
30 HMTEVVRHCPHHER 2.641 12.63 (12.57) 6.57(6.53) 3.40 2.17
31 LAKTCPVRLWVDSTPP 1.512 10.11 (10.09) 2.77(2.76)  3.02 0.76
32 VVRRCPHQRCSDSDGI 2.146 11.26 (11.15) 4.55(4.49) 3.24 1.27
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LGRNSFEVCVCACPGRD 1.366 10.89 (10.84) 2.77 (2.75) 297 1.08

KLVVVGAGDVGKSALTI 1.369 10.93 (10.92) 2.79 297 1.33
TPPPGTRVQQSQHMTEV 1.417 10.79 (10.77) 2.83 299 097
YKLVVVGAAGVGKSALT 1422 10.85 2.87 299 127
YKLVVVGACGVGKSALT 1434 10.78 2.86 299 120
YNYMCNSSGMGGMNRRP 1430 10.80 2.86 299  0.94
YKLVVVGAVGVGKSALT 1,506 10.38 2.86 3.02 1.00
YKLVVVGARGVGKSALT 1780 11.38 3.83 3.1 1.46
PPPGTRVRVMAIYKQSQ 1.820 11.18 3.83 3.2 1.13
DGLAPPQHRIRVEGNLR 1.949 12.24 (12.21) 4.64 (4.63) 3.17 1.70

VPYEPPEVGSVYHHPLQLHV  1.532
FLTPKKLQCVDLHVISNDVCA 1.868

12.55 (12.54) 3.78 3.77) 3.02 147
16.15 (16.13) 6.60 (6.58) 3.13 2.44

53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64

65
66

67
68
69
70
71
72
73

74
75
76
77
78

QVHPQKVTK

HQIINMWQEVGKAMYAPPI 1,753 18.89 (18.88) 7.80(7.79)  3.09 3.09
SGQIRRIHIGPGRAFYTTKN

IITLEDSSNLLGRNSF 1.133 9.02(9.04) 1.80(1.79) 2.89 0.36
GSDCTTIHCNYM 1.241 8.50 (8.49)  1.80 293 0.46
LDDRNTFRRSVVVPYE 1.830 10.62 (10.52) 3.58 (3.54) 3.13 0.84
SSCMGGMNQRPILTIIT 1.066 9.89 1.89 2.87 0.64
YLSGADLNL 0.623 8.29 0.88 272 0.79
AAANLVPMVATV 0.615 8.72 0.92 271 0.75
HMTEVVRRYPHHER 2.642 12.62 (12.57) 6.57(6.53) 3.40 2.05
FIGITEAAANLVPMVATV — 0.473 10.52 0.91 266 0.92
HG 2.704 433 1.69 345 027
RTHCQSHYRRRHCSR 2.896 14.40 8.67 3.48  3.10
RK 3.200 5.38 2.60 3.62  0.60
KKK 3.303 6.78 3.58 3.65 1.26
DRVIEVVQGAYRAIRHIPRRIR 2,083 23.13 (23.11) 12.56 (12.55) 3.19 5.59
KKKK 3.303 8.21 4.59 3.64  1.93
CRHRRRHRRGC 2.968 14.14 8.66 3.51  4.08
KKKKK 3.303 9.53 5.59 3.64  2.62
CRHHRRRHRRGC 2.968 12.26 9.66 3.50 4.81
HRSCRRRKRRSCRHR 3.027 17.13 11.65 3.52  5.49
ETRlégQSHYRRRHCRRRLHRI 2.901 21.51 15.68 346 6.82
ACHGRDRRT 2.654 9.61 (9.55) 4.54(4.50) 341 139
ACPGRNRRTEEENL 1.940 10.37 (10.30) 3.68 (3.65) 3.17 1.0l
ACSGRDRRTEE 2.191 924 (9.11) 3.56(3.49) 326 0.86
ANSK 2.091 5.60 1.79 323 0.36
EPPEVGSDYHHPLQLHV 1.691 11.42 (11.38) 3.66 (3.64) 3.08 122
GIGAVLK 1.550 731 1.85 3.04  0.80
HMTE 1.891 6.04 (6.00) 1.77(1.76) 3.16 0.38
KSSQYIKANSKFIGITE 1.705 11.68 (11.65) 3.80 (3.79) 3.08 1.40
KSSQYIKANSKFIGITEAAANL 1421 13.38 (13.37) 3.83 298 1.8
VPMVATV

LAKTYPVQLWVDS 1.051 9.75(9.73)  1.83 2.86 0.84
LAPPQHLIQVEGNLRY 1.505 10.30 2.82 3.02  0.85
LLGRNSFEMRV 1.702 932(9.31) 2.80(2.79) 3.09 0.85
MLDLQPETT 0.633 8.04 (8.02)  0.85 272 0.55
NHQLLSPAKTGWRIFHP 1.942 12.59 4.81 3.16 1.82
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79 NTFRHSVVEPYEPPEVG 1.355 10.97 (10.95) 2.77 296 1.01

80 PARR 2.765 6.21 2.68 346 051
81 SSQYIK 1.671 6.86 1.84 3.08 042
82 TYSPALNRMFCQLAKT 1.477 10.53 2.86 3.01  0.90
83 VLTTGLPALISWIK 1.050 10.00 1.90 2.86 0.97
84 VVRRYPHHE 2.738 9.54(9.47) 4.64(4.59) 344 1.14
85 YAEGDVHATSK 1.740 8.90 (3.86) 2.69(2.67) 3.10 0.81
86 YAEGDVHATSKPARR 2.138 11.38 (11.33) 4.60 (4.58) 323 1.54
87 YKLVVVGANGVGKSALT 1436 10.77 2.86 299 1.18
88 YSPALNKMCCQLAKT 1.490 10.46 2.86 3.01  1.03

Las Tablas 5.2 y 5.3 presentan los 14 péptidos restantes (designados aqui grupo B)
para los cuales ambos modelos conducen a hidrataciones bajas con relacion al valor

aproximado que provee la Ec. (5.3.1), o a hidrataciones que resultan no fisicas (ay < a,),

cuando se suponen particulas hidrodinamicamente esféricas. Por consiguiente, se espera un
cambio de forma del volumen equivalente de la particula de una esfera a esferoide, y en
este sentido es util la Seccidén 5.4. En efecto, se encuentra que estos péptidos se pueden
representar como esferoides del tipo prolato (Tabla 5.2) o particulas cilindricas (Tabla 5.3),
cuando el valor de la hidratacion debe aproximar la prediccion de la Ec. (5.3.1). La
dimensién aproximada ¢ y el cociente c¢/a también se presentan en estas tablas. Se debe
observar que la dimensién a es irrelevante para cilindros debido a que en este caso se
aplica la hipotesis de la teoria de cuerpo delgado (slender body theory), aparte de la
restriccion impuesta por la Ec. (5.4.5). Existe un aspecto que se debe sefialar con relacion a
los péptidos del grupo B: el grado de orientacion colineal de la particula & es en general
mayor que 1/3 indicando que tanto el esferoide del tipo prolato cargado como el cilindro
estan orientados en promedio preferentemente en la direccion del campo eléctrico aplicado,
y en consecuencia, no todas las orientaciones de la particula son igualmente probables para
la CZE de los péptidos cargados incluidos en el grupo B. En general, a medida que la
hidratacion crece la particula equivalente de los péptidos del grupo B tiende a una forma
esférica acercandose asi a la forma de aquellos péptidos que pertenecen al grupo A. Por el
contrario, a medida que la hidratacion decrece dentro del grupo B, se espera encontrar a
una particula hidrodinamica mas delgada (ver, por ejemplo, los péptidos N° 90, 91, 92, en
la Tabla 5.2).

El andlisis mencionado en el parrafo anterior indica que existe un aspecto fisico
relevante que provee una racionalidad para inferir una forma hidrodinamica de un péptido

en la CZE, diferente de la esférica. En efecto, cuando el radio hidrodindmico de la particula
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esférica es menor que el radio compacto del péptido, esto indica que en los calculos se
pierde no solamente la hidratacion sino también la conservacion de masa del péptido. Este
resultado no-fisico proviene en parte de suponer una forma hidrodindmica inconsistente de
la particula del péptido para el dato de movilidad experimental que se usa. De acuerdo con
los célculos que se muestran en las Tablas 5.2 y 5.3, se observa que cuando la forma
hidrodindmica del péptido se supone un esferoide del tipo prolato o un cilindro delgado, se
conserva tanto la masa del péptido, como asi también los valores de hidratacion del péptido
se vuelven fisicamente aceptables en el contexto de la Ec. (5.3.1). De esta manera, con la
restriccion de que el volumen hidrodinamico del péptido es constante, una forma de
conservar la masa en los péptidos de las Tablas 5.2 y 5.3 es precisamente descartar la

forma esférica.

Tabla 5.2. Predicciones numéricas del PLLCEM para los 14 péptidos (Grupo B) que se representan como
esferoides del tipo prolato. La hidratacion aproximada es ¢ = 0.1 (ver Ec. (5.3.1)). Otros valores de los
parametros son los mismos que en la Tabla 5.1.

N° AAS 100 4z (¢) ¢ cla a C' T
p H A)
(m? V' s (A) (

89 FD 1300 446 081 069 339 05 058 074 063

90 GG 2.170 347 083 085 1.62 0.2 1.00 081 -
91 AA 1.927 370 084 079 218 03 1.000 080 -
92 PG 1.843 379 085 078 223 03 0.89 0.80 0.60
93 VV 1.539 409 08 0.70 373 0.6 0.74 0.72 0.64
94 FG 1.516 413 086 070 340 0.6 0.69 0.72 0.64

95 FA 1.486 422 086 0.69 347 0.6 0.71 0.72  0.64
96 LL 1.455 426 086 068 374 0.7 0.68 0.71  0.65
97 FV 1.390 438 087 068 384 0.7 048 0.71  0.65

98 MM 1.386 446 087 0.69 560 0.7 1.00  0.69 -
99 AAA 1.543 407 08 070 358 0.7 0.81 0.71  0.65
100 AAAA  1.387 458 087 071 402 0.7 1.00 071 -
101 AAAAA 1.233 491 088 068 431 0.7 0.63 0.71 0.63
102 RQQ 2.400 515 1.76 070 452 0.7 0.87 0.71  0.65
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Tabla 5.3 Predicciones numéricas del PLLCEM para los 14 péptidos (Grupo B) representados como
cilindros. La hidratacion aproximada es 6 = 0.1 (ver Ec. (5.3.1)). Otros valores de los parametros son los
mismos que en la Tabla 5.1.

N° AAS pp 10° a4 Z (C) c cla a
m* V'sh  (A) (A)

89 FD 1.300 4.46 0.81 0.69 3.66 0.21 0.49
90 GG 2.170 3.47 0.83 0.85 3.24 0.20 0.60
91 AA 1.927 3.70 0.84 0.79 3.40 0.20 0.58
92 PG 1.843 3.79 0.85 0.78 3.34 0.20 0.55
93 \'AY 1.539 4.09 0.86 0.70 3.55 0.21 0.39
94 FG 1.516 4.13 0.86 0.70 3.50 0.20 0.38
95 FA 1.486 4.22 0.86 0.69 3.58 0.21 0.38
96 LL 1.455 4.26 0.86 0.68 3.73 0.21 0.37
97 FV 1.390 4.38 0.87 0.68 3.65 0.21 0.34
98 MM 1.386 4.46 0.87 0.69 3.58 0.21 0.37
99 AAA 1.543 4.07 0.86 0.70 3.38 0.20 0.39
100 AAAA  1.387 4.58 0.87 0.71 3.37 0.20 0.41
101 AAAAA 1233 4.91 0.88 0.68 3.36 0.20 0.35
102 RQQ 2.400 5.15 1.76 0.70 3.72 0.21 0.40

También es posible visualizar el efecto de & sobre ay, Z,y el pHcoonr ¥
Zcoon: cuando se usa el PLLCEM, como se ilustra en la Figura 5.1, por ejemplo, para el

péptido N° 22, que contiene grupos residuales con cargas negativa y positiva en la AAS.
Primero se observa que las predicciones provistas por el PLLCEM y el LLCEM para este
péptido muestran diferencias apreciables (Tabla 5.1) con relacion a la carga neta y radio
hidrodinamico. Estos resultados son una consecuencia directa que, en la medida que los
grupos residuales son neutros, el fendémeno de regulacion de cargas se lleva a cabo
predominantemente a través de las interacciones electrostaticas entre la carga terminal del
péptido y el BGE (este efecto se describe principalmente mediante la solucion de campo
promedio). Asi, en estas condiciones las predicciones de ambos modelos son practicamente
coincidentes como se indica arriba. No obstante para el péptido N° 22 como un ejemplo
tipico, la Figura 5.1 muestra un acoplamiento bastante complejo entre el tamafio del

péptido y la carga neta, y la carga neta y el pH cercano al COOH-terminal.
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Figura 5.1. Predicciones numéricas (simbolos) del PLLCEM para el péptido N° 22, con diferentes
valores de la permitividad eléctrica en el dominio del péptido. (a) Efecto de &' sobre pHcoon: ¥

Zcoont definiendo el microambiente del grupo carboxilo terminal. (b) Efecto de &' sobre apy y

Z definiendo la solucion de campo promedio de este péptido. Otros valores de los parametros son
los mismos que los reportados en la Tabla 5.1.
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De esta manera pHcoop decrece con la disminucion de los valores de &',
mientras Zcooy; Mmuestra la tendencia opuesta hacia la neutralidad. Este resultado es

consistente con el aumento de la carga neta del péptido Z para valores decrecientes de &' .
A partir de esta figura se concluye que para permitividades eléctricas bajas en el dominio

del péptido, en el rango de 10< &'/ ¢, <40, los efectos de la solvatacién son importantes.
Es notable la tendencia de ay a tomar valores pequefios en este rango bajo de &’
conduciendo a hidrataciones no esperadas. Este andlisis simple sugiere que las
conformaciones de los péptidos estudiados aqui son bastante abiertos y que &'/ &, ~ 80 es
una buena estimacion. Ademds, el enlace peptidico con L ~3.8 A genera valores

relativamente altos de #; indicando que la interaccion electrostatica predominante ocurre a

nivel de campo promedio (las diferencias entre el PLLCEM y el LLCEM son bastante
pequeiias como se reporta en la Tabla 5.1). Para visualizar mejor este aspecto fisico, la
Tabla 5.4 y la Figura 5.2 también ilustran el efecto de s sobre ay y Z para el péptido N°
22; donde se observa que para conformaciones mas compactas (s <1) el nimero de carga
neta de los grupos negativos es menor en valor absoluto (es decir, los valores de pK;

aumentan) y el nimero de carga neta de los grupos positivos no varia de manera
apreciable, generando asi un péptido con un numero de carga neta positivo mas alto. Estos
resultados son consistentes con los efectos de las interacciones electrostaticas en una
representacion fisica donde el campo eléctrico positivo predominante, creado por los
grupos cargados positivos totalmente disociados afectan los grupos cargados negativos
parcialmente disociados. En esta misma direccion y a pesar de que la conformacion del
péptido es mas compacta, se obtienen valores de radio hidrodindmico mas altos,
consistentemente con la hidratacién que aumenta, acompanando el aumento del nimero de
carga neta (Ec. (5.3.1)), que se observa en la Tabla 5.4. La situacién opuesta también se
valida para resultados numéricos de s>1 con la correspondiente disminuciéon de los
valores de hidratacion reportados en esta Tabla.

También es importante indicar que las predicciones de Z con los modelos que se
usan aqui estan en buena concordancia con los valores reportados por Xin et al. (2006)
para la mayoria de los 58 péptidos estudiados por estos autores. La misma concordancia se

encontrd cuando los valores correspondientes de aj reportados en la Tabla 5.1 se

comparan con aquellos valores que se obtienen a partir de los coeficientes de difusion D
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calculados en Xin et al. (2006) cuando se considera que ay = kzT /(67mD). De esta

manera, en general, las diferencias promedios en las predicciones de D y Z a partir de los
modelos y los valores reportados en Xin et al. (2006) no exceden el 5 % (aquellos péptidos
reportados en las Tablas 5.2 y 5.3 que tienen forma no-esférica dentro de los 58 péptidos
estudiados por estos autores no se comparan aqui). Esta ultima comparacion

correspondiente a ay también indica que las predicciones de las hidrataciones de los

péptidos son comparables a aquellas que corresponden a los célculos de Xin et al. (2006).
Sin embargo, en este sentido las principales diferencias se obtienen en las comparaciones
con aquellos péptidos bastante pequefios (principalmente péptidos N°: 1, 6, 91, 96, 98),
para los que se encontrd la necesidad de asignar a algunos de ellos una forma no-esférica

para lograr la hidratacion esperada y, por consiguiente, se incluyeron en el Grupo B.

Tabla 5.4. Predicciones numéricas del radio hidrodindmico ay , la carga neta Z , la hidratacion ¢ y el pK;
del péptido N° 22 (ACLGRDRRTEE), obtenidas con el PLLCEM para diferentes valores de s. Otros
parametros son los mismos que los reportados en la Tabla 5.1. En el pK; se sefiala el numero de residuo de
la AAS.

s=03 s=05 =07 s=10 s=13 s=15 s=1.7
9.78 9.70 9.65 9.60 9.57 9.55 9.54

Ay

Z 3.67 3.63 3.61 3.58 3.57 3.56 3.55

1) 1.11 1.06 1.04 1.01 0.99 0.98 0.98
pKNH;t 6.94 6.88 6.84 6.82 6.80 6.80 6.79

PKeyy 777 770 766 763 761 760  7.60
PKags 1160 1148 1142 1138 1135 1134 1133
PKaps 342 337 334 332 331 330 330
PKag7 1163 1151 1145 1139 1136 1135 1133
PKas 1159 1149 1143 1138 1135 1134 1133
pKowo 400 389 383 378 375 374 373
pKguy 409 3.95 387 381 378 376 375
pKeoom 321 318 315 313 312 311 310
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Figura 5.2. Predicciones numéricas (simbolos) de ay y Z del péptido N° 22 realizadas con el

PLLCEM para diferentes valores del parametro s . Otros valores de los parametros son los mismos
que los reportados en la Tabla 5.1.

Aunque los modelos usados en esta Tesis proporcionan una distincion entre los
péptidos de acuerdo a su tamafio, forma y carga neta, como se ilustra numéricamente en las
Tablas 5.1 a 5.3, es también evidente que varias incertidumbres necesitan ser removidas en

futuros estudios con relacion a este dificil tema. En efecto, entre ellas la mas relevante es la
que se asocia con el valor asignado a pKcoop» es decir la constante de disociacion del

grupo terminal -COOH. De esta manera, se debe sefalar que los valores numéricos

estimados con los dos modelos aplicados a los péptidos supuestos como particulas
esféricas, indican que aumentando el pKiooy; desde 3.2 a 3.8, los cuales son valores

posibles reportados previamente en la literatura (Xin et al., 2006; Rickard et al., 1991;
Castagnola et al., 1994, 1996 y 1998) la hidratacion que se espera a partir de la Ec. (5.3.1)

es también aproximada con la reversion consecuente de la relacion no-fisica ay < a, que

se encuentra en varios péptidos del grupo B. Asi, se concluye que la forma de la particula

no es la tnica consecuencia que emerge de los resultados dando ay < a,. sino también

aquella relacionada con la incertidumbre en el valor de referencia asignado a pK{oopy; -

Esto se ilustra para el péptido N° 9 en la Figura 5.3, donde los valores fisicos aceptados
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para pK oo son aquellos que satisfacen ay > a,. . Estos resultados son relevantes en el

sentido que demuestran que es necesario predecir y cuantificar las hidrataciones de los
péptidos para obtener un modelado consistente de la CZE, principalmente cuando se

consideran estos analitos complejos.
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Figura 5.3. Predicciones numéricas (simbolos) del LLCEM, con relacion al efecto del valor
asignado a pK{oop; sobre el radio hidrodindmico aj; y la carga neta Z del péptido N° 9. El valor
del radio compacto a, del péptido se indica con una linea entera horizontal para mostrar los rangos

superiores agy >a, y pK éOOHt >3.4 donde se obtienen hidrataciones fisicas. Otros valores de

los parametros son los mismos que los reportados en la Tabla 5.1.

Finalmente, es claro que para los grupos terminales la condicion pK; ~ pK; no es
apropiada dentro del marco de los modelos que se usan aqui, donde los valores de ApK;

también se presentan como resultados. En general, el carboxilo terminal en el péptido es un
acido mas débil que el que corresponde al aminoacido libre: pK ooy, cambia de alrededor
de 2.2 a un valor comprendido entre 3.3 a 3.5 para el pK-goy; de la cadena del péptido de
acuerdo a nuestras evaluaciones con los ApKc-qop; (ver también Tabla 5.1). Por el

contrario, el grupo amino terminal se vuelve mas acido como consecuencia del enlace
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o

NHt cambia de un valor de alrededor de
3

peptidico y las interacciones electrostaticas: pK

9.5 a un valor entre 6.8 a 7.3 aproximadamente para el pK en la cadena del péptido de

NH3t
acuerdo con nuestros resultados (Tabla 5.1). En este mismo contexto de andlisis se observa
que los grupos cargados laterales en los péptidos modifican los pK; ligeramente indicando
que este cambio se debe principalmente al fenomeno de regulacion de cargas. Luego, es
claro que a pesar que el andlisis de la movilidad electroforética de los péptidos no es
necesariamente simple a un pH por debajo de los valores promedio del pKqopy, €5 mas
facil que para pH relativamente altos, en el rango, por ejemplo, entre 8 y 9, donde el

pK.. .. provee una carga positiva fraccional, y en consecuencia, los efectos de los otros

NH3}
ApK; no se excluyen debido a la disociacion completa de los grupos amino protonados,
como ocurre a pH bajo. Por lo tanto, en este sentido del fenomeno de regulacion de cargas
y el efecto del enlace peptidico sobre los pK; de los grupos terminales, el andlisis de la
movilidad electroforética de los péptidos se desarrolla mejor a pH alrededor de 2.5. A

pesar de esta clara estrategia usada en trabajos previos, se muestra en la Tabla 5.1 que el

efecto del fendémeno de regulacion de cargas atn esta afectando los calculos de las cargas
netas de los péptidos a pH bajo (se encuentra que Z # Z') y consecuentemente el valor

final del radio hidrodinamico equivalente a; .

5.6 Conclusiones

El aspecto relevante con relacion a los dos modelos (LLCEM y PLLCEM)
considerados en este capitulo es que los valores de la carga neta, el radio hidrodinamico
esférico y la hidratacion de 88 péptidos de los 102 reportados por Janini et al. (2001) y que
se estudian aqui, se estiman usando solamente la movilidad electroforética experimental y
la correspondiente secuencia de aminodcidos. Para los restantes 14 péptidos, que requieren
ser modelados como particulas no-esféricas, se necesita informacion adicional como una
estimacion de la hidratacion y una dimension relacionada con la forma del péptido.

Es importante sefialar que el uso del tamafio hidrodinamico y la forma del péptido
en lugar de su masa molar para evaluar su coeficiente de friccion, es una alternativa de

interés que puede ayudar a interpretar el fendmeno de hidratacion a nivel de la informacion
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factible de lograr a partir de experiencias de la CZE. Esta estimacion se obtiene facilmente
a partir del PLLCEM y el LLCEM propuestos en esta Tesis.

Es importante también sefialar que las predicciones de la carga neta y el radio
hidrodindmico logradas con el PLLCEM y el LLCEM para la mayoria de los 58 péptidos
estudiados por Xin et al. (2006) estan en buena concordancia con los resultados obtenidos
por estos autores, mediante un modelo detallado basado en la estructura. En efecto, las
diferencias promedios que se obtienen no son mayores del 5 %.

Mas especificamente, el LLCEM proporciona buenos resultados para aquellos
péptidos que tienen principalmente cargas positivas y neutras en la cadena lateral a

pH =2.5. Ademas, las perturbaciones (efectos de solvatacion y electrostaticos entre pares

de grupos cargados en la cadena) introducidos por el PLLCEM con una estimacion de la
distancia promedio entre grupos cargados, son mas relevantes en aquellos péptidos que
tienen al menos dos grupos laterales cargados correspondientes a los residuos Asp y Glu.
En general, a partir de los valores del tamafo hidrodinamico, la forma y la carga neta de
los péptidos que se obtienen con ambos modelos, se observa que el fendmeno de
regulacion de cargas en la electroforesis de estos péptidos esta presente principalmente al

nivel de aproximacion del campo promedio, conduciendo a una carga neta eZ menor que

el valor eZ" calculado con los pK| y sin tener en cuenta el fendmeno de regulacion de
cargas,a pH=2.5.
Aunque los modelos usados aqui proveen una distincion clara entre los péptidos de

acuerdo a su tamafo, forma y carga neta como se ilustr6 numéricamente en este capitulo,

también es evidente que varias incertidumbres asociadas con los valores asignados al pK

del grupo carboxilo terminal necesitan ser removidas en futuros estudios concernientes a
este dificil tema.

Finalmente es evidente que un conocimiento profundo tanto del fendémeno de
regulacion de cargas como de la hidratacion de los péptidos, y también una prediccion
adecuada del niimero de carga neta y el tamafio y la forma hidrodindmica, ayudaria al
desarrollo de métodos de separaciones multidimensionales (Kasicka, 2006), los cuales
actualmente reclaman no solamente propuestas experimentales innovativas que ganen en
simplicidad, sino también estudios tedricos para comprender mejor el fenomeno a nivel de

microescala asociado con la electromigracion de los péptidos.
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5.7 Apéndice 5-A

Valores promedios de las constantes de ionizacion de los aminodcidos pK; y aquellos valores que

corresponden a los aminoacidos libres pK; (Rickards et al., 1991).

pK; (valores promedios) pK; (en aminodacidos libres)
Aminoacido  C-terminal N-terminal Cadena  C-terminal  N-terminal Cadena
lateral lateral

Ala (A) 3.20 8.20 2.34 9.87

Arg (R) 3.20 8.20 12.50 1.91 9.02 12.48
Asn (N) 2.75 7.30 2.06 8.82
Asp (D) 2.75 8.60 3.50 2.02 9.85 3.82
Cys (O) 2.75 7.30 10.30 1.93 10.40 8.26
Gln (Q) 3.20 7.70 2.17 9.13

Glu (E) 3.20 8.20 4.50 2.15 9.57 4.18
Gly (G) 3.20 8.20 235 9.78

His (H) 3.20 8.20 6.20 1.79 9.18 6.08

Ile (I) 3.20 8.20 2.34 9.72

Leu (L) 3.20 8.20 2.35 9.67

Lys (K) 3.20 7.70 10.3 2.17 9.06 10.66
Met (M) 3.20 9.20 2.28 9.24

Phe (F) 3.20 7.70 2.37 9.21

Pro (P) 3.20 9.00 1.98 10.62

Ser (S) 3.20 7.30 2.20 9.18

Thr (T) 3.20 8.20 2.09 9.10
Trp (W) 3.20 8.20 2.40 9.42

Tyr (Y) 3.20 7.70 10.3 2.20 9.11 10.11
Val (V) 3.20 8.20 2.30 9.68
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Capitulo 6

Aplicacion de la CZE al estudio de los procesos de

desnaturalizacion de proteinas

6.1 Introduccion

Los procesos de plegamiento/desnaturalizacion (folding/unfolding) de proteinas son
el centro de intensos estudios desde que Anfinsen (1973) demostré que las proteinas se
pliegan espontdneamente a sus conformaciones nativas funcionales. Desde ese tiempo,
importantes esfuerzos en las investigaciones se dirigieron hacia la determinacion de las
fuerzas que estabilizan la estructura nativa de una proteina, asi como al estudio de las vias
a través de las cuales transcurre el plegamiento de las proteinas. En adicion, la
caracterizacion del proceso de plegamiento desde una perspectiva termodinamica, necesita
el conocimiento de los estados intermedios y los cambios de energias de las transiciones
que gobiernan el proceso.

Sin embargo, la elucidacion del mecanismo de plegamiento de proteinas permanece
alin como un area principal no resuelta en varios aspectos de la biologia estructural y la
bioquimica fisica. Existe evidencia que el plegamiento de la cadena polipeptidica de una
proteina globular relativamente grande transcurre via intermediarios que restringen asi el
numero de caminos y conducen a un estado final plegado en un tiempo razonablemente
corto, lo que se conoce como “paradoja de Levinthal” (Levinthal, 1968). Este proceso se
representa esquematicamente en la Figura 6.1. Sin embargo, la caracterizacion estructural
de estos intermediarios es dificil por su naturaleza transiente y en consecuencia es
necesario el uso de métodos de reaccion rapidos o estimaciones indirectas (ver, por
ejemplo Rochu y Masson, 2002).

El conocimiento de los mecanismos de folding, unfolding, refolding vy
(posiblemente) misfolding es de gran interés en el uso de proteinas desde el punto de vista
médico, farmacéutico e industrial. También, se sabe que la expresion de proteinas
recombinantes a menudo resulta en un plegamiento inadecuado y/o microheterogeneidad.
Asimismo, la alteracion del plegamiento de proteinas parece ser la causa molecular de una

lista creciente de enfermedades (Heegaard et al., 2000; Chiti et al., 2001; De Lorenzi et al.,
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2002; Sabella et al., 2004). La asociacion de los intermediarios del proceso en cuerpos de
inclusion, a menudo compite con el plegado productivo para llegar al estado nativo. La
generacion de misfolding y generalmente la formacion de cadenas agregadas resulta un
problema practico tanto para la industria biotecnoldgica como para la investigacion
médica. Se sabe, que muchas proteinas pueden plegarse completamente in Vitro hasta el
estado nativo, indicando de esta manera que la cadena polipeptidica, en un medio acuoso,
contiene toda la informacion necesaria para el plegamiento (Strege y Lagu, 1993a). Sin
embargo, no se comprenden bien las reglas que gobiernan los mecanismos por los cuales la

secuencia polipeptidica dicta la conformacion tridimensional.

Figura 6.1. Representacion esquematica del proceso de plegamiento de una proteina.

La desnaturalizacion de proteinas se logra de varias maneras, por ejemplo mediante
el uso de: (a) agentes caotropicos, tales como urea (ver, Bennion y Daggett, 2003; Liepinsh
y Otting, 1994) o hidrocloruro de guanidinio (Hagihara et al., 1994) (estos agentes son
efectivos a altas concentraciones, es decir 4 a 8 M); (b) detergentes, por ejemplo, dodecil
sulfato de sodio (Santos et al., 2003), cominmente usado en la electroforesis en gel de
poliacrilamida; (c) calor (Rush et al., 1991; Jensen et al., 1998); (d) reactivos que rompen
puentes disulfuro, por ejemplo, ditiotreitol; (e) acidos o bases que rompen puentes salinos
(Kim y Baum, 1998; Fitch et al., 2006).

Las técnicas modernas para monitorear el proceso de folding/unfolding de proteinas
se basan en mediciones Opticas, tales como el dicroismo circular y la espectroscopia de
infrarrojo y de Raman (Panick et al., 1998; Elcock, 1999; Segel et al., 1999). Otras
técnicas de monitoreo incluyen la espectroscopia de fluorescencia y los cambios quimicos

medidos por resonancia magnética nuclear. Entre los métodos electroforéticos que se usan
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para estudiar estos problemas, la electroforesis en gel de poliacrilamida en gradiente
transverso en presencia de urea se adoptd desde los afios 1980 y su uso continlia vigente
(ver, por ejemplo, Jergensen, et al., 2003).

Actualmente, la CZE ofrece todas las ventajas de la electroforesis en gel y ain maés,
si se considera el uso de una cantidad de muestra minima, la alta resolucion, la velocidad
de andlisis, y la alta sensibilidad. Asimismo, la CZE puede proveer informacion sobre los
estados moleculares intermedios, debido a que la separacion en la CZE es una funcién de
las propiedades moleculares intrinsecas como el tamafio y la carga de las macromoléculas.
Sin embargo, los informes sobre su aplicacion para monitorear las transiciones del
folding/unfolding de proteinas, al presente, no son muchos (ver, por ejemplo, Hilser et al.,
1993; Strege y Lagu, 1993a; Hilser y Freire, 1995; Fan et al., 1997; Jensen et al., 1998;
Rochu et al., 1999a y b; Stellwagen et al., 1999; Verzola et al., 2000 y 2001; Rochu et al.,
2001; Negin y Carbeck, 2002; Stellwagen et al., 2002; Rochu et al., 2002; Verzola et al.,
2003; Sharma y Carbeck, 2004; Gudiksen et al., 2006; Rochu et al., 2006).

Desde otra perspectiva, al presente, el estudio de la estabilidad conformacional de
proteinas genera un area intensiva de investigacion. Estos trabajos estan motivados
principalmente por los problemas desafiantes situados en el contexto de temas biologicos
claves, como por ejemplo, el analisis cuantitativo del folding, unfolding y misfolding de
proteinas (ver por ejemplo, Hilser y Freire, 1997; Chiti et al., 1998; Whitten y Garcia
Moreno, 2000; Whitten et al., 2005; Hilser et al., 2006; Fitch et al., 2006; Qiao et al.,
2006; Latypov et al., 20006).

Como se describié en la literatura (Levinthal, 1968; Anfinsen, 1973; Richards,
1992; Privalov, 1992; Karplus, 1992; Creighton, 1993) el plegado de proteinas se visualiza
frecuentemente a través de dos suposiciones basicas: (a) la secuencia de aminoacidos de la
cadena polipeptidica desplegada contiene toda la informacion requerida para plegarse en
una estructura tridimensional tnica, designada proteina nativa, y (b) el proceso de plegado
conduce a la cadena polipeptidica a su conformaciéon nativa con un minimo de energia
libre, indicando asi que las consideraciones termodindmicas son relevantes en el analisis
del fenémeno completo. En este capitulo, para estudiar la estabilidad de proteinas desde un
punto de vista amplio nos referiremos a los estados plegado y desplegado. En este sentido,
las conformaciones plegadas de las proteinas pueden ser desorganizadas por un cambio en

el medio en el que se encuentran inmersas (Creighton, 1993).
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En algunos casos, las transiciones del proceso de desnaturalizacion se estudian en
presencia del agente desnaturalizante clasico de proteinas, urea, hasta concentraciones 8
M; y en otros casos se emplean gradientes de temperatura, que permiten, en adicion, la

determinacion de la temperatura de transicion T, y el céalculo de los pardmetros

termodinamicos aparentes como la variacion de entalpia, AH y la variacion de entropia,
AS asociados con la transicion (Hilser et al., 1993; Rochu et al., 1999a y b).

Es apropiado sefialar aqui que pocas técnicas son capaces de medir directamente los
cambios de energia asociados con la transicion del plegado-desplegado de proteinas bajo
diferentes condiciones fisicoquimicas (ver la discusion sobre este aspecto en Rochu y
Masson, 2002). En este sentido, la CZE es una técnica util que reune dos factores
importantes necesarios para un estudio efectivo de la desnaturalizacion de proteinas en

presencia de cantidades variables del agente desnaturalizante, como temperatura T, pH,

fuerza i6nica |, urea, hidrocloruro de guanidinio, etc. En efecto, en la CZE se usan
pequefias cantidades de muestra y los cambios energéticos termodindmicos se evaliian a
través de una metodologia cuantitativa apropiada descripta en la literatura (ver, por
ejemplo, Hilser y Freire, 1995). Dentro del estado presente del analisis tedrico y
experimental de la estabilidad de las proteinas via CZE, en este Capitulo se propone incluir
cuantificaciones adicionales como el numero de carga neta, el radio hidrodindmico y la
hidratacion de las proteinas, los cuales son pardmetros relevantes que caracterizan los
estados conformacionales de las proteinas. Estas consideraciones también permiten evaluar
y estudiar el significado del cambio de energia libre electrostatica asociado con el proceso
de desnaturalizacion (Tanford, 1961, Tanford, 1970). En efecto, en trabajos previos sobre
la estabilidad conformacional de proteinas, la movilidad electroforética de una proteina se
encontrd que es diferente para los distintos estados que predominan durante el proceso de
desnaturalizacion. A pesar de que en general este aspecto no se cuantifica, estas
variaciones en las movilidades se deben en parte a los cambios en el nimero de carga neta,
el tamafio, la forma y la hidratacion en los diferentes estados de la proteina. En
consecuencia, a través de la estimacion de estos parametros conformacionales, se espera
proveer informacion relevante asociada con el proceso de desnaturalizacion, aparte del
hecho que los perfiles electroforéticos reflejan la cantidad relativa de las especies plegadas
(F) y desplegadas (U) (o especies intermedias (I)) bajo la accioén especifica de un agente

desnaturalizante.
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6.2 Antecedentes bibliograficos

Sobre la base de los fundamentos de la separacion en la CZE, Rush et al. (1991)
observaron un cambio conformacional en la a-lactalbumina a medida que se incrementaba
la temperatura del capilar. El pico agudo inicial se volvié mas ancho y asimétrico cuando
se aplicaron temperaturas mas altas, indicando la presencia de especies plegadas y
conformacionalmente alteradas. La desnaturalizacion dependiente de la temperatura de la

lisozima a pH bajo y el proceso de desnaturalizacion de la transferrina sérica humana en

urea fue estudiado por Hilser et al. (1993) y Kilar y Hjertén (1993), respectivamente.
Asimismo, uno de los primeros trabajos que consideraba a la CE como una herramienta
para el analisis del plegamiento de proteinas fue presentado por Strege y Lagu (1993a).
Estos autores estudiaron el tripsindgeno bovino como proteina modelo para analizar la
formacion de los puentes disulfuro hasta llegar a la conformacion correspondiente a la
proteina nativa y sugirieron que la CE es una técnica efectiva de utilidad para el analisis
del refolding de proteinas.

Hilser y Freire (1995) presentaron una revision importante sobre el tema en la cual
demuestran la utilidad de la CZE para un andlisis cuantitativo del proceso de
folding/unfolding de proteinas, a través de la informacion que contiene el electroferograma,
y que provee asimismo informacidon cinética y termodinamica del proceso de
folding/unfolding. Estos autores concluyeron tedricamente que el efecto de la velocidad de
interconversion del estado plegado al desplegado tiene un impacto relevante en la
resolucion del electroferograma correspondiente a la desnaturalizacion de la proteina. Por
consiguiente, es posible extraer informacion a partir del perfil electroforético para el
régimen lento, intermedio y rapido de la isomerizacion de la proteina, el cual muestra picos
completamente resueltos, parcialmente resueltos o picos Unicos promedios,
respectivamente (ver también, Rochu et al., 1999a y b; Righetti y Verzola, 2001). A partir
del régimen lento (slow-time regime), la cuantificacion de las areas de los picos
individuales provee la evaluacion de los pardmetros termodindmicos verdaderos y es tal
vez la aplicacion mas clara de la CZE al analisis de la desnaturalizacion de proteinas de los
tres tipos de regimenes. El régimen rapido (fast-time regime) esta restringido al caso que
involucra dos estados (plegado y desplegado) reversibles y los valores energéticos que se
obtienen a partir de la descomposicion de la movilidad de la mezcla en las dos movilidades
asintoticas F y U, correspondientes a cada concentracién de desnaturalizante, representan

parametros termodinamicos aparentes (Hilser et al., 1995). Es precisamente en este
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régimen donde se espera que la estimacion de las propiedades conformacionales
adicionales de los dos estados de la proteina facilite la interpretacion de los
electroferogramas de la CZE en la desnaturalizacion de proteinas. Este aspecto
caracteristico del régimen rapido es el principal interés del presente capitulo.

Asimismo, es relevante mencionar los trabajos de Stellwagen et al. (1999) y
Verzola et al. (2000 y 2001) que estudiaron los procesos de folding/unfolding con
aplicaciones a proteinas particulares como citocromo c y acilfosfatasa de musculo.

Posteriormente, Negin y Carbeck, (2002) y mas recientemente, Sharma y Carbeck
(2004), usaron las escaleras de carga para inferir, en adicion, los valores de la carga neta y
el radio hidrodinamico de la proteina nativa y desnaturalizada con un procedimiento
similar al descripto en la Seccion 4.1 del Capitulo 4, con relacion a la estimacion de la
carga neta de proteinas mediante el uso de CZE y la escalera de cargas.

Mas ampliamente, es posible concluir que los trabajos previos, que estudian la
transicion del folding/unfolding de proteinas bajo la accion de agentes desnaturalizantes,
realizan el analisis de los datos experimentales ‘“crudos” (es decir, movilidad
electroforética en funcién de la intensidad del agente desnaturalizante) para obtener las
principales conclusiones con relacion a la estabilidad de proteinas. Por consiguiente, el
proposito de este capitulo es primero presentar los conceptos tedricos basicos que permiten
el andlisis de las movilidades electroforéticas experimentales usando el modelo simple de
la CZE (LLCEM), el cual es capaz de proveer informacion adicional de los estados
conformacionales (ver, Capitulo 4 y ademas, Piaggio et al., 2005a y 2006a). Debido a que
este modelo es capaz de estimar los valores del radio hidrodinamico, el nimero de carga
neta y la hidratacion, aqui el cambio de energia libre efectiva se redefine teniendo en
cuenta también el cambio energético asociado con los estados electrostaticos plegado y
desplegado de la proteina. El uso de este modelo comprende, primero la evaluacion de los
parametros relevantes de los microestados de la proteina como la energia libre
electrostatica ademas de la energia libre conformacional clasica (Tanford, 1970) y segundo
la expresion de los datos experimentales “crudos” concernientes a la transicion
folding/unfolding en parametros conformacionales mas especificos como el radio
hidrodinamico, el numero de carga neta y la hidratacion, eliminado asi los efectos espurios
que son intrinsecos a la evaluacion experimental de las movilidades de los estados de la
proteina. Estos datos espurios estan asociados con la viscosidad del BGE, las variaciones

del pH y la fuerza i6nica que acompafan los cambios de intensidad del agente que se
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introduce para inducir la desnaturalizacion de proteinas (por ejemplo, barridos en
temperatura o en concentracion de urea). Con relacion a este ultimo aspecto, es importante
visualizar las siguientes situaciones tipicas: (1) el proceso de desnaturalizacién que se
realiza con un barrido de temperatura causa cambios principalmente en la viscosidad del

BGE, también cambios menores, como por ejemplo en los valores de los pK de los grupos
cargados de la proteina y de las especies disociantes del buffer, que pueden afectar el pH .

(2) el proceso de desnaturalizacion que se realiza a través de un barrido en la concentracion

de urea provoca cambios en el pH y la fuerza idnica para concentraciones de urea que

pueden ser tan altas como 7 M. Para estas situaciones, se considera necesario en este

trabajo corregir la viscosidad, el pH y la fuerza idnica, en situaciones especificas, como se

indica mas abajo en la Seccion 6.4.

Con el fin de ilustrar los propdsitos de este capitulo con relacidon al analisis de los
procesos de desnaturalizacion de proteinas a través de la CZE incluyendo la estimacion de
varios parametros conformacionales, se consideran en la Seccion 6.4 dos casos de estudio,
para los cuales se encuentran en la literatura datos experimentales de las movilidades
electroforéticas de las proteinas. El primero se refiere a la desnaturalizacion térmica y con
urea de la citocromo ¢ (Horse Heart Ferricytochrome c, codificada en el PDB como 1HRC
y usualmente designada cyt c), la cual tiene funciones especificas de transporte de
electrones en los sistemas biologicos. Esta proteina que tiene un tamafio relativamente
pequeno y una buena estabilidad ha sido tema de estudio reiterado en estructura y plegado
de proteinas. Una caracteristica distintiva de la 1HRC, es el grupo hemo asociado con
cuatro aminoacidos (Cys14, Cysl17, His18 y Met80) junto con una extensa ordenacion de
contactos laterales de la cadena no-covalentes (Atlas y Farber, 1955; Fisher et al., 1972;
Das et al., 1998; Sinibaldi et al., 2001). El segundo caso de estudio involucra la
desnaturalizacion térmica de la lisozima (Hen Egg-White Lysozyme, codificada 2LYZ en el
PDB), la cual es una enzima que destruye las paredes celulares de las bacterias
hidrolizando los componentes polisacaridos. Esta proteina incluye en su secuencia 8 Cys
que no se consideran en los célculos de la carga neta de la proteina porque ellas se
encuentran formando cuatro puentes disulfuro, los cuales permanecen intactos en el
proceso (Williams et al., 1997; Segel et al., 1999).

Consecuentemente, este capitulo esta organizado como sigue. La Secciéon 6.3
presenta las consideraciones teodricas termodindmicas relevantes de la transicion

folding/unfolding, donde la energia libre electrostatica se incluye explicitamente en la
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energia libre efectiva. También el modelo de Linderstrom-Lang de la Electroforesis
Capilar (LLCEM) que se presentd previamente en el Capitulo 4 y en la literatura (ver,
Piaggio et al., 2005a y 2006a) se extiende aqui para evaluar las propiedades
conformacionales de la mezcla formada por la proteina en los estados plegado y
desplegado, los cuales son detectados en el régimen rapido (fast-time regime) de una
corrida de la CZE. La Seccion 6.4 presenta los resultados que se obtienen a partir de los
dos casos de estudio de la desnaturalizacién de proteinas en el régimen rapido de la
deteccion de la CZE para ilustrar el propdsito del contexto tedrico propuesto en esta Tesis.

Aqui se consideran las correcciones de la viscosidad, el pH y la fuerza idnica y se estima

la hidratacion de la proteina. En esta Seccidon también se sefialan algunas limitaciones que
se encuentran para comprender mejor los datos experimentales provistos por la CZE en el
régimen rapido, el cual atn requiere futuras investigaciones. Finalmente en la Seccion 6.5
se presentan las conclusiones y sugerencias con relacion a la importancia de la CZE como
una técnica experimental relevante para caracterizar los procesos de desnaturalizacion y la

estabilidad conformacional de proteinas.

6.3 Consideraciones teoricas

Como se mencion6 antes, la desnaturalizacion de una proteina se puede inducir a
través de un agente desnaturalizante, como temperatura T, concentracién de urea C,
fuerza io6nica |, concentraciones de acido o alcali medidos a través del pH, etc. Aqui se
hard referencia a dos procesos de desnaturalizacién, uno involucra un barrido en
temperatura y el otro se realiza con un barrido en concentraciones de urea.

Para la desnaturalizacion de las dos proteinas que se estudian aqui (1IHRC y 2LYZ),
los estados plegado (F) y desplegado (U) se supone que estan en equilibrio a cada valor del
agente desnaturalizante (T o C en este trabajo). En consecuencia, el proceso de
isomerizacion de la proteina se formula como sigue,

FoU (6.3.1)
para el cual se definen las constantes cinéticas en un sentido y otro kg y Ky,
respectivamente, que satisfacen la constante de equilibrio K =kg /Ky . A partir de este
contexto termodindmico, el potencial quimico total G, de cada especie a=F,U, que se

consideran como polianfolitos cargados eléctricamente, se expresa (Tanford, 1970) como

la suma de las contribuciones quimicas conformacionales que se producen en un BGE
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particular, y la contribucién electrostatica debida a las interacciones entre los grupos
cargados de la proteina y los iones del BGE, que son responsables del fenomeno de
regulacion de cargas descripto en la literatura (Linderstrom-Lang, 1924; Menon y Zydney,
2000; Gitlin et al., 2003; Sharma et al., 2003; Allison et al., 2004; Piaggio et al., 2005a y
2006b; Gitlin et al., 2006) y también analizado en el Capitulo 4 de esta Tesis. En efecto,
los valores de pH que censa la proteina en sus dos estados no son necesariamente iguales
al valor que corresponde a la formulacion del BGE. Es también claro que en los dos
estados conformacionales promedios, la proteina estd rodeada por potenciales eléctricos
variables, que son una consecuencia de las interacciones electrostaticas entre los grupos
cargados de la proteina y los iones del BGE. Por consiguiente, se expresa el potencial

quimico de las especies cargadas a=F,U en el BGE a través de las fracciones molares

X, como sigue (Castellan, 1983; Levine, 1991),
G, :G;+RT InX, +eNpZ,¢, /2 (6.3.2)

4 * . ’ . o
donde N, es el nimero de Avogadro, G, es el potencial quimico conformacional de

referencia del estado o, que en general depende de la temperatura T , del pH cercano a la

molécula designado aqui pHZ (ver también, Ec. (6.3.12) mas abajo) y de la concentracion

del agente desnaturalizante, cuando se aplica este aspecto). También, e es la carga
elemental y &, es el potencial eléctrico de campo promedio en el dominio de la proteina
en el estado o, que se aproxima al potencial zeta de la particula (Piaggio et al., 2005a y
2006a). Se observa, también, que desde la superficie de la particula hacia el seno del BGE,
se desarrolla una doble capa eléctrica y en consecuencia la particula estd rodeada por un
potencial eléctrico no uniforme. Por consiguiente, a pesar de que se supone que estas
particulas estan dentro del valor promedio &, es claro que el factor 1/2 en el tercer
término del lado derecho de la Ec. (6.3.2) es el resultado de la integracion que se requiere
para evaluar el trabajo de traer una carga pequefia al dominio de la proteina (Tanford,
1961). En consecuencia para una desnaturalizacion particular del estado plegado de la

proteina, el equilibrio que se alcanza como se indica con la Ec. (6.3.1) comprende el

cambio de energia libre efectivo AG eff (ver por ejemplo, Privalov, 1992; Tanford, 1970)
que implica,

AG™T = AG™ +eN\(ZyCy —Zplr)/2 (6.3.3)
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* * * . . , . . .
donde AG =Gy — Gy es el cambio de potencial quimico de referencia asociado con los

siguientes cambios conformacionales: (a) orden-desorden global, (b) interacciones de
corto-alcance dentro de las regiones desordenadas, (c) interacciones de corto-alcance
dentro de las regiones ordenadas, (d) interacciones de corto-alcance con el solvente

(Tanford, 1970). En adicion,

X eff
Xy _ o AC

K =
X g RT

) (6.3.4)

donde X y Xp son las fracciones molares de la proteina plegada y desplegada con la
imposicion Xy + Xg =1. Es claro que las interacciones de largo-alcance del cambio de

energia libre electrostatica asociada con el equilibrio de plegado-desplegado de la proteina

indicado por la Ec. (6.3.1) se expresa,
AG® = eN\(Zyly —Zplr) /2 (6.3.5)
También, se encuentra la condiciéon en la que AGT =0, que se invoca mas abajo en el

analisis de las dos proteinas que se estudian aqui. Asi, este punto ocurre para

Xp=Xy=1/2, T=T, (desnaturalizacion por barrido de temperatura) o C=C,
(desnaturalizacion con un barrido en concentraciones de urea). Ademads, para valores muy
altos de T o C son evidentes los limites Xp —0 y AG*™ -5 — a partir de la Ec.
(6.3.4). Por otro lado para T — Ty (aqui Ty es la temperatura del estado plegado que se
toma como referencia en un proceso de desnaturalizacion especifico en un barrido de
temperatura) o para C — 0, se obtiene X; >0 y AG off 5 o0,

En particular, con relacion al régimen rapido de la deteccion de la CZE, se aplican
las siguientes ecuaciones en el entorno de T,, (Hilser y Freire, 1995; Rochu et al., 1999):

AG" =AH" -TAS" (6.3.6)
para la desnaturalizacion con un barrido en temperatura, donde se usan los cambios en la

entalpia AH ’ y en la entropia AS”, mientras que para la desnaturalizacion con un barrido
en la concentracion de urea (Verzola et al., 2001; Creighton, 1993) se usa,
AG™ = AG, -mC (6.3.7)
Las Ecs. (6.3.1) a (6.3.7) se aplican dentro del programa experimental de la CZE

que considera las medidas de las movilidades electroforéticas de las especies F y U en el

equilibrio termodindmico para las diferentes condiciones de desnaturalizacion, cuando se
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considera el régimen rapido de la deteccion de la CZE. Con este proposito, la movilidad

electroforética p, de cada analito a=F,U, se combina en un valor de movilidad

promedio para el régimen rapido, que se define como,

<p>=pupXg+ug Xy (6.3.8)
A partir de las Ecs. (6.3.4) y (6.3.8), facilmente se obtiene,

Xy =HEZSEZ g SSEEHY g MRS A (6.39)

Hp — Hy Hp — Hy <H>—Hy

Por consiguiente, para los diferentes estados de desnaturalizacion, con los valores
medidos de < > y los valores calculados de up y py; a partir de las lineas asintdticas
que se asemejan a los limites de la proteina plegada y desplegada que se obtienen en el
régimen rapido (ver, por ejemplo, Hilser y Freire, 1995; Righetti y Verzola, 2001), se
evalua la constante de equilibrio K y el cambio de energia libre efectivo AG eff para el

barrido en temperatura o en concentracion de urea, en el proceso de desnaturalizacion de

una proteina. Asi, a pesar de que es posible calcular las variables termodindmicas
relevantes K y AG®T | es también claro que para aplicar las Ecs. (6.3.6) y (6.3.7), que

permiten estimar AG® y sus parametros asociados AH” y AS" o AG; y m, se deben

conocer primero los valores del cambio de energia libre AGH que provienen de las
interacciones electrostaticas, a cada condicion de desnaturalizacion. Estos valores se
estiman a través del LLCEM en base a los datos numéricos correspondientes a las

movilidades up y g, que se discuten mas arriba. Asi, se obtienen el niimero de carga

neta Z

«» ¢l potencial zeta &, y el radio hidrodindmico a, de los estados plegado y

desplegado de una proteina para evaluar el AG ¢l como se describe en el siguiente parrafo.

El proximo paso en este estudio tedrico de la desnaturalizacién de una proteina se
centra brevemente en el LLCEM, el cual se describio en el Capitulo 4 y 5 de esta Tesis y
en la literatura (Piaggio et al., 2005a y b, 2006a y 2007a). Asi recordando, este modelo
considera proteinas globulares que tienen una estructura definida, que en principio se

suponen equivalentes a una esfera de radio hidrodindmico a, con un coeficiente de
friccion f, = 67zna,, donde 7 es la viscosidad del BGE. Se debe notar que esta hipotesis

se puede eliminar para incluir otras formas de las particulas (Yoon y Kim, 1989; Allison et

al., 2004; Piaggio et al., 2006a).
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La proteina en cualquier estado o tiene una carga neta eZ, para un protocolo de la

CZE particular que proviene de sus N tipos de grupos cargados, que se expresa,

N
eZ, =Y eZ (6.3.10)
i=1
donde Z,; es el nimero de carga de los grupos cargados 1 en los estados a=F,U. El

valor de Z; se calcula a través de,

n;
1+1()i(pKf—pH:;) (6.3.11)

Z(li :i

donde los signos (+) y (-) se definen de acuerdo a las propiedades acidas o basicas de los

grupos cargados, N; son los numeros de cada tipo de grupos cargados en la secuencia de

aminoéacidos de la proteina con un valor de pK; de referencia. Aqui, pHZ es el pH

cercano a la proteina supuesta como una particula y se evaltia usando la aproximacion de
campo promedio que se introduce junto con la inclusion del radio hidrodindmico de la
proteina (ver las suposiciones basicas en el Capitulo 4 y en Piaggio et al., 2005a). En
efecto, la particula proteica se supone que tiene un potencial de superficie provisto por la

ecuacion de Poisson-Boltzmann para un solvente que tiene propiedades de pH, |, T, 7,

¢ particulares (& se refiere a la permitividad eléctrica del BGE). Con el fin de generar un
problema sencillo, se usa la solucion de Henry para la movilidad electroforética de la
particula, donde se invoca la aproximacion de Debye-Hiickel. Consecuentemente, se

expresa,

+ <z, (6.3.12)
In(10)kgT 4z ca,(1+xa,) o

pH, =pH

La Ec. (6.3.12) refleja las interacciones electrostaticas e hidrodinamicas entre la

proteina y el BGE, e inevitablemente la introduccion de a, situa el problema dentro de la

aproximacion de campo promedio que se menciond arriba. En consecuencia, aqui se
procede con la conocida particula de Henry y sus hipotesis asociadas (Russell et al., 1989).

La otra ecuacion relevante en el LLCEM es la expresion de la movilidad
electroforética de la proteina en un estado particular a, que se obtiene experimentalmente
y se expresa como sigue (para potenciales de particulas altos, se requiere la ecuacion de

Poisson-Bolztmann con condiciones de contorno):
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" ez, ) f(ca,) (6.3.13)

B 6rna, (l +Kxa,
donde f(xa,) es la funcion de Henry que se expresa a través de una ecuacion de ajuste
explicita (Piaggio y Deiber, 2003).

Considerando este modelo, se observa que el radio hidrodinamico de la proteina es
una solucion directa del LLCEM, y a partir del valor de este parametro es posible estimar
el numero de carga neta y el potencial electrostatico. Esta conclusion introduce una
diferencia sustancial con algunos trabajos previos donde el modelado de la movilidad de la
proteina no es sensible a los cambios conformacionales, como lo discuten claramente
Hilser y Freire (1995). En efecto, algunos modelos usan la secuencia de la proteina y los
pesos moleculares como parametros de ingreso y en consecuencia la movilidad estimada es
la misma, tanto para el estado plegado como desplegado, porque el peso molecular
permanece sin cambio para esta transicion de la proteina.

Las Ecs. (6.3.10) a (6.3.13) componen la version simple del LLCEM, representado
un problema bien establecido que se resuelve para el grupo {aa,Za,Zai,pHZ} de (N+3)

incognitas para cada estado o, que se obtiene a través de un algoritmo numérico apropiado

descripto previamente en el Capitulo 4 de esta Tesis, cuando se dispone de los valores

experimentales para un protocolo definido de la CZE y condiciones de desnaturalizacion.
En adicién, a través de definiciones bésicas se obtiene a partir del LLCEM una

estimacion de las variaciones en los pK (pK-shifs) que sufren los grupos cargados de las

proteinas en cualquier estado, porque se cumple la siguiente relacion
ApK ,; =pK{ —pK; = pH:; —-pH=ApH,. No obstante que esta estimaciéon es una
aproximacion de los pK-shifts en la proteina, se espera visualizar como el proceso de
isomerizacion puede afectar las interacciones electrostaticas entre los grupos cargados,
como se discute mas abajo. En este sentido, se observa que para las proteinas en el estado
nativo los pK-shifts se calculan mas precisamente con el PLLCEM, usando las distancias
relativas entre los pares de grupos cargados que se obtienen a partir de la cristalografia por
Rayos X, como se presenta en el Capitulo 4 y se reporta en la literatura (Sharma et al.,
2003; Allison et al., 2004; Piaggio et al., 2005a) las cuales no estan disponibles para el
estado desplegado (ver también, Capitulo 5 de esta Tesis y Piaggio et al., 2006a). El

aspecto relevante concerniente al LLCEM es que los valores Z, y a, de los estados de la

proteina en un BGE bien definido se obtienen a partir de las movilidades electroforéticas
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U, y la secuencia de aminoécidos, los cuales son los datos de ingreso en el codigo
numérico del programa computacional.

La desnaturalizacion reversible de una proteina globular estd acompaniada por un
cambio sustancial en su volumen hidrodinamico (Foygel et al., 1995); este cambio mide la
transicion conformacional global que es el evento central en el desplegado de una proteina.
Por consiguiente, el estado de hidratacion de las proteinas durante el proceso de
desnaturalizacion es también de interés y requiere ser estimado a partir de las movilidades
de los estados de la proteina en la CZE. Para el propdsito de este capitulo se expresa aqui
que el uso del radio hidrodindmico en lugar de la masa molar M para evaluar el
coeficiente de friccion de la proteina es una alternativa que puede ayudar para interpretar el
fenomeno de hidratacion al nivel de informacion disponible a partir de experimentos de
CZE (Piaggio et al., 2006a). La hidratacion J, que se expresa como gramos de
agua/gramo de proteina anhidra, se define como el agua unida a la proteina que migra, sin
distincion concerniente a la naturaleza del tipo de unidn (estructural, atrapada, etc.; ver
Fennema, 1977). Por consiguiente, es claro que la CZE es un problema hidrodinamico

acoplado con la electrostatica de la particula-solvente. Estas dos consideraciones permiten

definir un volumen hidrodindmico V, = 47za3 /3 de la proteina en el estado o, el cual se

descompone en el volumen compacto de la proteina V, =MV, /N, = 477&3 /3 (a, esel
radio equivalente de una esfera compacta, v, es el volumen especifico de la proteina
supuesto alrededor de 0.73 cm’/g) y un volumen adicional (V,—V,) debido a la

hidratacion indicando que a, >a. (Tanford, 1961). Este cambio de volumen es por

supuesto afectado por el impedimento estérico de las cadenas laterales y la repulsion-
atraccion electrostatica debido a las zonas de la cadena cargada hidrofilicas e hidrofobicas.
Por consiguiente, los resultados que emergen del LLCEM que se usa aqui, deben satisfacer

la condicion a, >a.. En adicion, debido a que la hidratacion es el efecto predominante
que incrementa V, al valor de V,, una estimacion de o, se obtiene a partir del
conocimiento numérico de a, y a., a través de,
3
0o @y /a,)” —11(v, /vy) (6.3.14)
donde v, es el volumen especifico del BGE que se supone alrededor de 1 cm’/g. Ademas

se encontro (ver Capitulo 5 y Piaggio et al., 2006a) que el céalculo de un radio
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hidrodindmico no fisico que satisface la expresion no esperada a, <a,, indica que la

forma hidrodindmica del analito bajo examen no se puede suponer esférica.
Es importante sefialar que los limites de validez para aplicar la aproximacién de
Debye-Hiickel y la solucién de Henry en el modelo propuesto se exploran con la ayuda de

las soluciones numéricas del problema no-lineal completo de Poisson-Boltzmann llevado a

cabo en O’ Brien y White (1978). En efecto, se evalua la ordenada Y = ;ef“_?, la abscisa
&Kg
X = Ec_i‘f y el pardmetro P =xa, con £, y a, que se obtienen a partir del LLCEM, el
B

dato experimental g, y aquellos valores que corresponden al protocolo de la CZE, para

conocer si el punto calculado (X, Y) estd suficientemente cercano a los gréaficos
generalizados de la curva de movilidad correspondiente, reportados en Russel et al. (1989).
En general, es simple concluir que para Y ~ X y ambos Y y X menores a 2, los
resultados del modelo son compatibles con la hipotesis bajo consideracion en la medida
que P <3 (ver Capitulo 4 y Piaggio et al., 2005a). Asi, se encuentra que todos los
resultados numéricos que se presentan y discuten en la Seccién 6.4 mas abajo, satisfacen
las restricciones mencionadas arriba, validando la hipdtesis que se lleva a cabo, como una
primera aproximacion.

Finalmente, antes de terminar esta Seccion, es interesante observar dentro del

contexto teoérico descripto arriba, el rol importante del pH en la Ec. (6.3.5). En efecto, se
evaltia el pH cercano a las proteinas plegada y desplegada a través de la Ec. (6.3.12) y se

reemplaza el resultado en la Ec. (6.3.3) para obtener una expresion equivalente para el

cambio de energia libre efectivo,
AGT = AG" + In(10)RT {(pHZy —pHyZy) + (Zy — Zp)pH} /2 (6.3.15)
Asi, la Ec. (6.3.15) indica que en el equilibrio del folding/unfolding de la proteina,

la relacion entre las cargas netas y el pH cercano a los dos estados de la proteina estan

definiendo el cambio de energia libre electrostatica en el proceso de desnaturalizacion.

Asimismo, es también evidente que cuando se desprecia el fendmeno de regulacion de
cargas (pHp ~ pHy, = pH) la Ec. (6.3.15) se reduce a AGT ~ AG™ con AG® %0, y en

consecuencia se encuentra facilmente (Tanford, 1970) que,
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eff *
ang N aAf{ ~In(10)RT(Z; - Zp) (6.3.16)

Esta expresion se usa frecuentemente para estudiar el efecto del pH del BGE sobre

la desnaturalizacion de la proteina, como una primera aproximacion (ver, por ejemplo,

Fitch et al., 2006; Whitten y Garcia Moreno, 2000; Elcock, 1999; Yang y Honig, 1994 y
1993). Més generalmente, se debe observar que AG®™ mantiene una relacién bastante
compleja con el pHZ y el pH en la medida que el AG °l es relevante, como se encuentra y

expresa a continuacion, en la Seccién 6.4.

6.4 Resultados y discusion

Esta Seccion se refiere a la descripcion y el andlisis de los resultados numéricos que
se obtienen en el contexto tedrico presentado en la Seccion 6.3 para los dos casos de
estudio de la desnaturalizacion de proteinas que se indican en la Seccidon 6.2 y se

desarrollan a continuacion.

Citocromo ¢ (Horse Heart Ferricytochrome c, 1HRC)

Primero, la 1HRC se estudia usando los datos de las movilidades electroforéticas
experimentales reportados en la literatura (Stellwagen et al., 1999; Verzola et al, 2001),
donde el protocolo de la CZE incluye el uso como BGE de buffers isoeléctricos (acido
glutdmico, acido aspartico y acido iminodiacético) en solucidon acuosa (ver, Righetti y
Nembri, 1997 y Righetti et al., 1999, para una discusion detallada sobre las ventajas del
uso de estas soluciones como BGE).

La secuencia de 104 aminoacidos correspondiente a la 1HRC que se obtiene del

PDB es:

GDVEKGKKIFVQKCAQCHTVEKGGKHKTGPNLHGLFGRKTGQAPGFTYTDANKNKGITWKEETL
MEYLENPKKYIPGTKMIFAGIKKKTEREDLIAYLKKATNE

El numero de grupos cargados que se calculan a partir del PDB es {n,,, =2;
NAsp =3; Neys =25 NG =9; Ny =3 Npys =19; Nryr =4; Ncoone =1} También se
considera en la proteina la presencia del grupo hemo con Fe™ y dos ~COOH adicionales, y

Neys =0y Nygry =0, teniendo en cuenta que el grupo amino terminal esta acetilado. Esta

proteina tiene un peso molecular de 12317.46 g/mol y un radio hidrodindmico compacto
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a. =15.11 A. Los valores de los pK; que se usan son: {pKj,, =12.0; pKjy, =4.0;
PG =44: pKiyis =6.3; pKpys =10.4; pKry, =9.6; pKeoon: =3-8; pKypa =7.5}

(Antosiewicz, 1996).
Debido a que las concentraciones de urea que se usan en las experiencias son tan

altas como 7 M, la viscosidad del BGE se corrige con la ecuacion reportada en Kawahara y
Tanford (1966), la cual se expresa, 7=1,(T)(1+0.0375C +0.00315C? +0.00031C?),
donde la viscosidad del agua como wuna funcion de la temperatura es
7w (T)=0.001{0.25+1.53exp[(T —273)/29.32]}. En adicidn, el pH y la fuerza idnica se
corrigen por la presencia de urea resolviendo simultdneamente el sistema acoplado de
ecuaciones que incluye las constantes de disociacion, siendo una de ellas el valor del pK

de la urea, que se fija en alrededor de 0.1 (como se reporta en Lide, 1991; pero, ver
también Hagihara et al., 1994) y las demas que corresponden a los siguientes buffers: (a)
acido glutdmico con valores de pK 4cidos 2.19, 4.25 y 9.25 (Cheftel, 1977) y (b) acido

iminodiacético con valores de pK acidos 1.8, 2.6 y 9.3 (Martell, et al., 1996). Para otros
buffers que se usan en este trabajo las correcciones de pH y fuerza idnica no son
necesarias, como se explica mas abajo.

Los resultados numéricos de las variables conformacionales que se obtienen en el
contexto de la Seccidon 6.3 se reportan en la Tabla 6.1, para la desnaturalizacion con urea
de la proteina a un pH nominal igual a 2.2. En efecto, a partir de la Tabla 6.1 se infiere
que la 1THRC est4d completamente desnaturalizada a pH 2y fuerza idnica baja, de acuerdo
con lo que sugieren autores previos (Verzola et al., 2001). En este sentido, es claro que esta
conclusion no se obtiene facilmente a partir del analisis directo de los datos experimentales
reportados, como movilidad de la proteina en funcién de la concentracion de urea. Sin
embargo, es un resultado que se infiere a partir de la Tabla 6.1 donde se observa que los
pardmetros conformacionales promedios <a >, <Z > < pH* >y < ¢ > para la movilidad
de la mezcla < > (ver también la Ec. (6.3.9)) no cambian apreciablemente en todo el
rango de variacion de la concentracion de urea C . Los cambios pequeiios en los valores se
atribuyen a las variaciones de pH y fuerza idnica debido al agregado de urea en la
solucion buffer (ver Tabla 6.1), combinado con la precision en la convergencia del

problema matematico no-lineal que se debe resolver. Este ejemplo especifico es, en
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consecuencia, una validacion clara de la importancia del analisis de la estabilidad de
proteinas a partir de las propiedades conformacionales, como por ejemplo el radio
hidrodindmico y el nimero de carga neta, los cuales estan directamente acoplados a través
del modelo fisicoquimico no-lineal sefialado en la Seccion 6.3. En efecto, se sabe que
cambios pequeiios en el numero de carga neta afectan la friccion molecular de la particula
que migra en la CZE como consecuencia del cambio en las interacciones electrostaticas

(ver Capitulos 4 y 5 y también Piaggio et al., 2005a y 2006a).

Tabla 6.1. Valores promedio de los radios hidrodinamicos < a >, los nimeros de carga neta < Z >, los pH

cercanos a la molécula <pH* > ¢ hidrataciones < 8 > para la 1HRC en solucién buffer de acido

iminodiacético 50 mM a diferentes concentraciones de urea (diferentes pH y fuerzas idnicas). Los datos de
las movilidades electroforéticas corresponden a Verzola et al. (2001) a T = 25 °C y pH nominal 2.2. El radio

compacto de la proteina es @, =15.11 A.

Urea C pH I u 10° <a> <Z> <pH*> <>
M) M) (m*V's™h A)
0 2.29  0.0138 32.0 33.93 25.15 3.29 7.3
1 2.38 0.0163 30.0 33.33 24.93 3.35 6.9
2 245 0.0183 27.5 33.47 24.84 3.37 7.0
3 2.50  0.0200 25.0 33.83 24.79 3.38 7.2
4 2.55  0.0214 23.5 33.31 24.61 3.43 6.9
5 2.59  0.0227 22.0 32.79 24.43 3.46 6.5
6 2.62  0.0238 19.0 34.18 24.57 343 7.5

Otro ejemplo relevante en esta direccion del analisis de la estabilidad de proteinas
es el caso que considera la desnaturalizacion de la 1HRC en una solucion buffer de acido
glutamico (pH nominal 3.2) a diferentes concentraciones de urea. Los resultados
numéricos que se obtienen al aplicar el LLCEM se ilustran en la Figura 6.2, donde los

radios hidrodindmicos <a>, ap y @y, los nimeros de carganeta <Z >, Zp y Zy y las
hidrataciones <o >, O y Oy, correspondientes a los estados de mezcla, plegado y

desplegado, respectivamente, se grafican en funcion de la concentracion de urea C. Estos
pardmetros conformacionales indican, en una manera clara, la transicion sigmoidea de F a
U de esta proteina, libre de otras variaciones espurias de los parametros, como aquellas que

corresponden a la viscosidad del BGE, el pH vy la fuerza i6nica, debido a la urea que se
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agrega en la mezcla. En este procedimiento experimental las variaciones que sufren la

viscosidad, el pH y la fuerza i6nica correspondientes a cada concentracion de urea

agregada al BGE, se muestran en la Tabla 6.2.
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Figura 6.2. Radios hidrodinamicos (a), numeros de carga neta (b) e hidrataciones (¢) de los estados
plegado, desplegado y promedio de la 1THRC en solucion buffer de acido glutamico, a diferentes
concentraciones de urea (diferentes pH y fuerzas ionicas). Los datos experimentales de las
movilidades electroforéticas que se usan en los calculos corresponden a Verzola et al. (2001) a 25
°C. Los simbolos () se refieren a los calculos numéricos que corresponden a las movilidades del
estado plegado. Los simbolos (*) se refieren a los calculos numéricos que corresponden a las
movilidades de la mezcla. Los simbolos (L)) se refieren a los calculos numéricos que corresponden a

las movilidades del estado desplegado.

Tabla 6.2. Variaciones del pH, la fuerza ionica | y la viscosidad relativa para las distintas concentraciones

de urea agregadas al BGE.

Urea (M) pH I M) Viscosidad
relativa

0 3.251 0.00422 1

0.5 3.268 0.00439 1.019
3.285 0.00456 1.041

1.5 3.300 0.00471 1.064

2 3.314 0.00486 1.090

2.5 3.327 0.00501 1.118

3 3.340 0.00515 1.149

3.5 3.352 0.00529 1.183

4 3.363 0.00542 1.220

4.5 3.374 0.00555 1.261

5 3.384 0.00567 1.305

5.5 3.394 0.00580 1.353

6 3.404 0.00592 1.405

6.5 3.413 0.00603 1.462
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Asimismo la Figura 6.3 muestra los calculos termodindmicos asociados con la
IHRC al pH nominal 3.2 que involucra la relacion entre el cambio de energia libre
efectiva AG®™ | el cambio de energia libre electrostatica AG el y también el cambio de
energia libre conformacional AG”, para diferentes concentraciones de urea. En este

sentido se observa que el AG °ff e estima a partir de los valores de K, los cuales son a su
vez determinados a partir de los datos de las movilidades electroforéticas (ver también Ec.

(6.3.9)) siguiendo el mismo procedimiento llevado a cabo en Verzola et al. (2001). Asi se
infiere que AG” decrece con la concentracion de urea con una pendiente m =1050
cal/(mol M) comenzando con un AG; =5418 cal/mol a C =0. Ademas, la misma trocha
sigue el AG®, tomando sin embargo, valores negativos. En efecto, el cambio de energia

libre efectiva asociado con la transicion F <>U consigue la minimizaciéon a través de

efectos cooperativos importantes (Creighton, 1993) descriptos por los cambios de energia
libre electrostatica AG®! que varia desde —2200 cal/mol a C =0 hasta —3200 cal/mol a

C=6.5 M (ver Figura 6.3). Para el punto experimental a C=2.5 M, cercano a la

inflexioén de la transicion sigmoidea, se obtiene un AG® =249 cal/mol, que indica la

relevancia de la magnitud de las interacciones electrostaticas en la desnaturalizacion de
proteinas, teniendo en cuenta que en el mismo punto el AG" es alrededor de 2831 cal/mol.

Asi, para el AG®™ =0, se encuentra numéricamente que el cambio de energia libre
asociado con las interacciones electrostaticas en la proteina en los estados F y U compensa
exactamente el valor que proviene de AG" =2583 cal/mol a C,=27M.

Con relacion a la desnaturalizacion de la THRC con urea, es relevante indicar que
las respuestas asintoticas lineales que se suponen para las movilidades de los estados F y U
no son necesariamente la consecuencia de la variacioén de la viscosidad del BGE, porque
como se muestra en la Figura 6.2 a través de estas dos asintotas los pardmetros
conformacionales {aa,Za,Zai,pHZ} para a=F,U varian con C, a pesar de que se
realizaron las correcciones de viscosidad, pH y fuerza ionica. En efecto, a cada
concentracion del desnaturalizante se espera una conformacién diferente de la proteina en
los estados F y U. Consistentemente, se observa que AG" no solamente depende de T

como se espera a partir de la expresion termodinamica clasica, sino también de C en un

barrido en la concentracion de urea.

243



AG™ (cal/mol)
(o]

-4000 - (a)

C (M)

-2250

-2300

-2350

-2400

*

AG  (cal/mol)
AG® (cal/mol)

-2450

-2500

1 O < -2550

1 - -2600

T -2650

C (M)

Figure 6.3. Cambios de energia libre efectiva (a), conformacional (b) y electrostatica (b) de la
1HRC en solucién buffer de acido glutamico, a diferentes concentraciones de urea (diferentes pH y
fuerzas ionicas). Los datos de las movilidades experimentales que se usan en los calculos
corresponden a Verzola et al. (2001) a 25 °C. Los simbolos (0) se refieren a los calculos numéricos

del AG eff. Los simbolos () se refieren a los calculos numéricos del AG*. Los simbolos ([) se
refieren a los célculos numéricos del AG® . La linea entera indica el ajuste del AG" versus C con

la Ec. (6.3.7) en el entorno de C,,, =2.7 M, dando AG; =5418 cal/mol y m =1050 cal/(mol M).
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La Tabla 6.3 muestra los valores de <a>, <Z >,< pH* >y <0 > para la IHRC
a pH nominal 4.5, donde se usa como BGE una solucion buffer de acetato 40 mM
(Verzola et al., 2001). Para esta solucion, el pH y la fuerza idénica no cambian

apreciablemente en todo el rango de variacion de la concentracion de urea C.
Consecuentemente, a partir de las Tablas 6.1 y 6.3 y la Figura 6.2, es claro que si se
aumenta el pH desde 2.2 a 3.2 y luego 4.5, hay una progresiva disminuciéon en la
hidratacion de la proteina, la cual se observa significativamente a baja concentraciones de
urea. Por ejemplo, para C = 0 el contenido de solvente de la proteina no excede el 1 % a

pH 4.5, mientras que el valor correspondiente a pH 2.2 es tan alto como 7.3 gramos de
agua/gramo de proteina anhidra. Cuando se agrega urea para conseguir C =4 M a pH 4.5
el valor de hidratacion que se calcula no es més fisicamente admisible (<a><a_) como

se observa en la Tabla 6.3. Estos tipos de situaciones se encontraron y analizaron
previamente con relacion a diferentes péptidos en solucion (ver Capitulo 5 y Piaggio et al.,
2006a). En efecto, se encuentra que valores de hidrataciones no fisicos se interpretan y
corrigen eliminando la hipotesis de la forma de la particula aproximadamente esférica. Asi
la hidratacion que se calcula a partir del dato de movilidad bajo estas situaciones
especificas se vuelve mas real, en la medida que se consideran formas diferentes a la
esférica. Por consiguiente, a partir de los valores numéricos de la Tabla 6.3, es claro que
para C =4, la proteina puede estar perdiendo estabilidad en promedio cambiando su
estructura casi esférica. Ademas, también se observa en la Tabla 6.3 que los valores de
hidratacion promedios para la IHRC a pH 4.5 permanecen bastante bajos, aun a valores
relativamente altos de concentracion de urea, indicando probablemente que si el contenido
de agua de la proteina fuera mas alto, se deberian esperar formas no esféricas a altas
concentraciones de urea a este nivel de pH, mas que cambios importantes en el tamafo.
En este aspecto, es relevante sefalar el rol importante que juegan las interacciones
electrostaticas en los sistemas proteicos (aqui estimadas solamente por un modelado
simple, es decir, a través de la aproximacion de campo promedio del LLCEM). En efecto,

cuando se disminuye el pH en el proceso de desnaturalizacion de la IHRC, esta proteina

se vuelve en promedio altamente hidratada (ver Figura 6.2) y el efecto del AG el sobre la

e ., . , . . ff . oy
minimizacion del cambio de energia libre efectiva AG®" que favorece la desnaturalizacion

de la proteina es significativamente marcado a pH nominal 3.2.
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Tabla 6.3. Valores promedio del radio hidrodinamico < a >, numero de carga neta < Z >, pH cercano a la

molécula < pH* > e hidratacion < ¢ > para la IHRC en buffer acetato 40 mM a diferentes concentraciones

de urea. Los datos de las movilidades electroforéticas corresponden a Verzola et al. (2001) a T =25 °Cy pH
nominal 4.5. El radio compacto de la proteina es a, = 15.11 A.

Urea u 10’ <a> <Z> <pH" > <d>
CM™M  mv'sh (A)

0 38.7 15.12 11.88 5.72 0.002

4 335 14.42 11.71 5.79 -0.09

6 253 16.26 12.11 5.61 0.17

6.5 215 17.95 12.43 5.49 0.48

7 19.5 19.48 12.70 5.39 0.81

Antes de considerar el segundo caso de estudio de la desnaturalizacion de proteinas
en el régimen rapido de la deteccion de la CZE, es apropiado sefialar aqui que solamente
de los tres pHs nominales considerados mas arriba en la desnaturalizacion de la 1HRC,

solamente a pH 3.2 se pueden analizar completamente los datos experimentales,

incluyendo el grupo de movilidades aparentes que pertenecen a las fracciones F y U, que se
obtienen extrapolando las lineas en el entorno de los valores de C bajos y altos (ver, mas
detalles en Hilser y Freire, 1995; Verzola et al., 2001 para este tipo de calculos). En efecto,

para pH 4.5 los valores asintdticos de las movilidades disponibles a C altos no son

suficientes para definir sin ambigiiedad la asintota de la movilidad desplegada. Sin
embargo, esta situacion no es un impedimento, en principio, para visualizar que la
evaluacion del radio hidrodindmico promedio de la mezcla de F y U es atin un indicador
claro de la transicion sigmoidea. Por otro lado, es también evidente que la
desnaturalizacion de las proteinas en el régimen lento de la deteccion de la CZE, es una
situacion ideal en la que se puede usar sin limitaciones todo el potencial del contexto
teorico presentado en la Seccion 6.3.

Asimismo, es evidente que las interacciones de la urea y la proteina dependen
significativamente del pH nominal que se usa en la solucion buffer, conduciendo asi a
mecanismos bastante complicados de la desnaturalizacion de proteinas, donde se esperan
cambios drasticos en la forma e hidratacion. Por consiguiente, para tener otro punto de
vista de la estabilidad de la 1HRC, se estudia su desnaturalizacion térmica a través de los

datos experimentales publicados en Stellwagen et al. (1999). Para esta situacion, la
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proteina esta en solucion buffer de acido aspartico con pH nominal 3.02y | =4.63 mM, y

la temperatura se varia entre 15 y 65 °C; en consecuencia, ahora la temperatura actiia como
agente desnaturalizante. Los resultados numéricos que se obtienen para este estudio

particular se ilustran en la Figura 6.4, donde los radios hidrodindmicos <a >, ap y ay,
los nimeros de carga neta <Z >, Zgp y Zy, y las hidrataciones <o >, g y Jy, se

grafican en funcion de la temperatura. Una vez mas estos parametros conformacionales
indican la transicion sigmoidea de F a U de esta proteina, libre de las variaciones espurias
de parametros como la viscosidad del BGE, la cual cambia en un factor de 3 en todo el

rango de temperatura. En particular para este caso se observa que a este nivel de pH, las

constantes de disociacion relevantes (aquellas que conciernen a los grupos ~COOH) no son
bastante sensibles a los cambios de temperatura y en consecuencia no se introducen
correcciones por temperatura, como una primera aproximacion. A partir de la Figura 6.4,
es remarcable la evolucion del radio hidrodinamico de la 1 HRC que comienza en un valor
de 28.80 A a 15 °C y termina con un valor de 52.64 A para 65 °C. Estos resultados son por
supuesto compatibles con un valor de hidratacion alto que también se reporta en esta

figura.

55

E m]
m]
~ 50 =
o
~ | [m]
m]
-~ m]
<
m}
b3
~ 407 ° [ ] i
m]
Y ] °
Vv o [ ]
35 X
m} [ ]
L | ]
m] [ ]
30 ®
[ J
(a)
4+—T—""TF"—T"TT T T T T T

100 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70

T (0

247



23,5
4 o ]
23,0 - =
i u]
_ O
215_ o %
D 22,0 o
N _ % .
N 21,5 4 o e °
. * °
T 21,0 1 O °
/\ £
N E x [}
V20,5 o °
20,0 L
- D .
IQSi °
19,0
1 (b)
85s4+——vV—+—r—+—r——1"—"—T—"""T"T""T""T"—"T"
10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70
T(OC)
30 H
O
1 ]
o P ®
; i O
e 20 -
- u]
é; E x
O
Vo154
] . X o °®
O o °
10 X
°
B X e
- °
o ]
5 4 o )
°
] (c)
0 L | L | L | L | L | L | L | L | L | L | L | L

0 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70

T(C)

Figura 6.4. Radios hidrodindmicos promedio, plegado y desplegado (a), nimeros de carga neta (b)
¢ hidrataciones () de la IHRC en solucién buffer de acido aspartico 40 mM (pH nominal 3.02) para
diferentes temperaturas. Los datos experimentales de las movilidades electroforéticas corresponden
a Stellwagen et al. (1999). Los simbolos (e) se refieren a los calculos numéricos que corresponden a
las movilidades de estado plegado. Los simbolos (*) se refieren a los céalculos numéricos que
involucran la movilidad mezcla de la proteina. Los simbolos () se refieren a los célculos numéricos
que corresponden a las movilidades del estado desplegado.
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Los calculos termodinamicos que involucran las Ecs. (6.3.3) a (6.3.6), para el

barrido en temperatura de la 1HRC también presenta aspectos fisicos relevantes
relacionados con la estabilidad de la proteina. En efecto, la relacion entre AG eff , AG el y

AG” para diferentes temperaturas indican que entre 15 y 40 °C el estado plegado es
redominante con una fraccidon molar Xy cerca de uno. Para temperaturas mas altas que
p F p q

40 °C, la Tabla 6.4 demuestra que el proceso de desplegado se favorece observando que

AG®™  decrece hacia el punto de inflexion donde los valores de AG® y AG" se

compensan uno a otro. Para esta situacion particular, se encuentra T, =44 °C,

AH" =31135 cal/mol y AS" =903 cal/(mol K) como se calcula a partir de la Ec. (6.3.6)

en el entorno del punto donde AG °ff — (. Estos resultados estan en el orden de aquellos
reportados en Viglasky et al. (2000), donde se usan métodos experimentales y BGEs

diferentes.

Tabla 6.4. Cambios de la energia libre efectiva AG eff , conformacional AG” y electrostatica AG el de Ia

IHRC en solucion buffer de acido aspartico, a diferentes temperaturas. Los datos de las movilidades
experimentales que se usan en los calculos corresponden a Stellwagen et al. (1999) a pH 3.02. El ajuste de

AG” versus T con la Ec. (6.3.6) en el entorno de T,, =44 °C, proporciona AH ™ =31135 cal/mol y
AS™ =90.3 cal/ (mol K).

T AGET AG® AG
(°C) (cal/mol) (cal/mol) (cal/mol)
35 1289 -2150 3439
40 531 -2208 2740
45 -52 -2509 2456
50 -660 -2552 1892
55 -1502 -3108 1606

Lisozima (Hen Egg White Lysozyme, 2LYZ)
El segundo caso de estudio de la desnaturalizacion de una proteina corresponde a la

2LYZ en solucion buffer de citrato de sodio 20 mM con un pH nominal 2.07. La

temperatura se varia entre 37 y 67 °C, y se usan los datos de las movilidades

electroforéticas reportados en Hilser et al. (1993). El numero y tipo de aminoacidos
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cargados presentes en la molécula de 2LYZ que se obtiene del PDB es {ny,, =11;
Nasp =75 Ngla =25 Nig =15 Ny =65 Ny =35 Neyg =85 Negone =15 Nwp,e =15 Los

valores de los pK{ que se usan son los mismos que se reportaron para la 1HRC

(Antosiewicz, 1996). Asimismo, la 2LYZ tiene una masa molar de 14303.03 g/mol y un

radio compacto a, =15.89 A.

Los resultados numéricos que se obtienen para este estudio particular se ilustran en

la Figura 6.5, donde los radios hidrodindmicos <a >, ap y ay, los nimeros de carga neta
<Z>, Zgp y Zy, y las hidrataciones <o >, O y Jy, se grafican en funcion de la

temperatura. Una vez mas estos parametros conformacionales indican de un modo claro la
transicion sigmoidea de F a U de esta proteina, similarmente a los resultados que se
presentan en la Figura 6.4. Ademas, a partir de la Figura 6.5 es remarcable la evolucion del
radio hidrodindmico de la 2LYZ que comienza en un valor de 34.50 A a 37 °C y termina
con un valor de 40 A a 67 °C. Estos resultados son compatibles con los valores altos de
hidratacion de 10.5 gramos de agua/gramo de proteina anhidra, que también se reportan es

esta figura.
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Figura 6.5. Radios hidrodinamicos promedio, plegado y desplegado (a), nlimeros de carga neta (b)
e hidrataciones () de la 2LYZ en buffer de citrato de sodio 20 mM (pH nominal 2.07) para
diferentes temperaturas. Los datos de las movilidades experimentales que se usan en los calculos
pertenecen a Hilser et al. (1993). Los simbolos (e) se refieren a los céalculos numéricos que
corresponden a las movilidades del estado plegado. Los simbolos (*) se refieren a los célculos
numéricos que involucran las movilidades de la mezcla. Los simbolos (L)) se refieren a los calculos
numéricos que corresponden a las movilidades del estado desplegado.
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Los calculos termodinamicos que involucran las Ecs. (6.3.3) a (6.3.6), para el

barrido en temperatura de la 2LYZ presentan aspectos fisicos relevantes relacionados con

la estabilidad de la proteina. En efecto, la relacion entre AGT | AGH y AG® para
diferentes temperaturas indican que entre 37 y 49 °C el estado plegado es predominante

con una fraccion molar Xy cerca de uno. Para temperaturas mas altas que 50 °C, la Tabla

6.5 demuestra que el proceso de desplegado se favorece observando que AG®T decrece
hacia el punto de inflexion donde los valores de AGY y AG" se compensan uno a otro.

Para esta situacion particular, se encuentra numéricamente T,, =57.5 °C, AH * 2100739

cal/mol y AS” =301 cal/(mol K) como se calcula a partir de la Ec. (6.3.6) en el entorno

del punto donde AG °ff = 0. Estos valores son aproximadamente los mismos que aquellos

reportados en Hilser et al (1993) para la 2LYZ.

Tabla 6.5. Cambios de energia libre efectiva AG eff, conformacional AG” y electrostatica AG °l de la
2LYZ en solucion buffer de citrato de sodio 20 mM (pH nominal 2.07), a diferentes temperaturas. Los datos
de las movilidades experimentales que se usan en los calculos corresponden a Hilser et al. (1993). El ajuste

de AG* versus T con la Ec. (6.3.6) en el entorno de T, =57.5 °C, proporciona AH o 100739 cal /mol y
AS™ =301 cal/(mol K).

T AG®TT AG®! AG”
O (cal/mol)  (cal/mol)  (cal/mol)
51 2129 -1259 3388
53 1342 -1227 2569
55 730 -1198 1928
57 192 -1170 1362
59 -327 -1145 818
61 -835 -1121 286
63 -1384 -1099 -285
65 -2092 -1079 -1014

Se observa aqui que ambas proteinas, IHRC y 2LYZ, muestran respuestas disimiles

a la desnaturalizacion térmica con relacion al rol que juega el cambio de la energia libre
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electrostatica. En efecto, el valor absoluto ‘AG el

para la IHRC aumenta significativamente

con T desde 2150 a 3108 cal/mol, mientras ‘AG cl para la 2LYZ decrece ligeramente con

T desde 1259 a 1079 cal/mol. Por lo tanto el cambio de energia libre electrostatica con T
promueve la desnaturalizacion de la proteina 1HRC en contraposicion a lo que ocurre con
la 2LYZ. Mas generalmente, es claro que el AG °l tanto en el barrido en temperatura como
con urea muestra una tendencia a promover la desnaturalizaciéon de la 1HRC estudiada
aqui. En efecto, a pesar que toma valores negativos en todo el rango de la concentracion de
urea, aumenta en valor absoluto para incrementos en C. Asi el AG °l evoluciona a favor de
la minimizaciéon del AG®™ necesario para lograr una desnaturalizacion importante en C,,

y T, . Este estado se logra cooperativamente a partir de la evolucién de ambos cambios de

energias libre, conformacional y electrostatico. Sin embargo, para la 2LYZ el AG < en el
barrido en temperatura muestra una tendencia a oponerse a la desnaturalizacion, como se

explico arriba. En efecto, a pesar que toma valores negativos en todo el rango del barrido
de temperatura, también decrece en valores absolutos para incrementos de T . Asi, el AG el

cambia en contra de la minimizacion del AG®T requerido para lograr una desnaturalizacion

importante de la proteina a T, . Asimismo este estado se logra como consecuencia de una

disminucioén importante del AG" con la temperatura, el cual tiene el efecto opuesto a las
interacciones electrostaticas.

Un andlisis adicional interesante se realiza comparando la desnaturalizacién con un
barrido en concentracion de urea de la 1HRC con aquellos llevados a cabo a través de
barridos de temperatura de la IHRC y 2LYZ. Asi, a partir de las Figuras 6.2, 6.4 y 6.5 se

observa que ap, ay, O y oy decrecen con C a pesar que <a> y <0 > presentan el
incremento sigmoideo esperado de la transicion de la proteina. Por el contrario, ap, ay,
O, Oy,<a> y <o> aumentan con T, consistentemente con el hecho que las dos

proteinas incrementan sus volumenes a medida que la temperatura se vuelve mas alta. Asi,
se puede concluir aqui, que el proceso de desnaturalizacion térmica es bastante diferente de
aquel que se basa en la adicién de urea como agente desnaturalizante. La evolucion
caracteristica de los pardmetros conformacionales con la concentracion de urea descripto

arriba se explica en parte considerando que la urea tiene dos efectos sobre los estados de la
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proteina (Creighton, 1993): (1) las moléculas de urea se sittian en la capa de solvatacion de
la proteina en una concentracion mas grande que el seno del solvente (efecto de union
preferencial), afectando asi la cantidad de agua estructural importante alrededor de la
proteina, la cual es parte de la hidratacion de la proteina cuando no estd presente este
desnaturalizante; este mecanismo aplicaria a ambos estados plegado y desplegado
separadamente explicando la disminucién del radio hidrodinamico y la hidrataciéon con C
como lo ilustra la Figura 6.2; (2) las moléculas de urea disminuyen la magnitud de las
interacciones hidrofobicas significativamente introduciéndose en el dominio de la proteina
a través de areas superficiales accesibles. Este mecanismo aplicaria a la transicion de
plegado-desplegado que se observa por un incremento pronunciado del radio promedio y la
hidratacion de la mezcla compuesta por los dos estados de la proteina en proporciones
importantes. (ver, Figura 6.2).

Otra manera de visualizar la magnitud de las interacciones electrostaticas en el
dominio de la proteina y en el BGE que la rodea es el analisis de los pK-shifts. Asi, a partir
de las evaluaciones numéricas de la Ec. (6.3.12) se encuentra que los valores de

ApH, = ApK; cambian desde 1.23 a 0.66 para el barrido térmico de la IHRC en el rango

de 15 a 65 °C (dentro de la transicion estos pK-shifts se deben interpretar como valores
promedios). Esta variacion en los pK-shifts es significativamente mas baja para el barrido

térmico de la 2LYZ en el rango de 37 a 67 °C, donde se encuentra 0.65 <ApH, <0.62.

Los célculos son consistentes con los cambios grandes de radio hidrodindmico y carga neta
que se observa en la 1HRC, principalmente cuando estos pardmetros se comparan con
aquellos que se encuentran para la 2LYZ (ver Figuras 6.4 y 6.5). Estos resultados se
obtienen, por supuesto, fenomenologicamente a partir de los datos experimentales de las
movilidades electroforéticas usados. En consecuencia, para inferir conclusiones futuras
concernientes a los pK-shifts estimados aqui, se requiere el analisis detallado de las
distancias entre grupos cargados y sus evoluciones con los cambios del agente
desnaturalizante. Por consiguiente, un aspecto adicional que se debe mejorar en las
propuestas de este trabajo es aquel relacionado con el LLCEM, el cual tiene limitaciones
ya mencionadas en los Capitulos 4 y 5 y en la literatura (Piaggio et al., 2005a y 2006a). En
efecto, una de las principales dificultades que se encuentran al presente con este modelo es
que las distancias entre los grupos cargados en la proteina estan disponibles en el PDB

solamente para el estado nativo. En consecuencia para péptidos, fracciones de proteinas y
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proteinas desnaturalizadas la estimacién de estas distancias requiere la introduccion de
hipdtesis adicionales (ver con relacion a este aspecto el Capitulo 5 y Piaggio et al., 2006a).

Finalmente, es importante sefialar aqui que aunque la estimacion de los parametros
conformacionales de la transicion del folding de la proteina a través del LLCEM, provee
informacion util para interpretar los datos de las movilidades de la CZE en el proceso de
desnaturalizacion, también se observa que varios aspectos fisicos relevantes alin merecen
investigaciones futuras. En este sentido, la deteccion del proceso de desnaturalizacion en el
régimen rapido de la CZE, requiere una descomposicion de la superposicion de picos
(deconvolution) del electroferograma que involucra las movilidades de los estados plegado

y desplegado (ver Ec. (6.3.8)). Es claro que aparte de los valores de movilidades up y uy

asociados con las lineas rectas asintoticas que se obtienen a partir de los datos de las
movilidades experimentales para la accion del agente desnaturalizante en forma nula y casi
completa, existen otros pares de valores de movilidades, para cada condicion de
desnaturalizacion, los cuales proveen el mismo valor de la constante de equilibrio K (ver
Ec. (6.3.9)). En efecto, se deberia encontrar un par de valores de movilidades que
descompone exactamente el pico de absorbancia a partir del cual se evaltia la movilidad de
la mezcla. Cabe sefialar que se agregan los efectos dispersivos en los electroferogramas
resultantes (ver, Kenndler, 1998a; Piaggio y Deiber, 2003). Para esta situacion especifica
se pueden calcular los cambios de energia termodindmica verdadera en lugar de los valores
aparentes (ver también, Hilser y Freire, 1995), donde se realiza un andlisis estocastico para
estudiar este efecto). Por supuesto este proposito introduciria un trabajo computacional
adicional y mas complejo al realizado.

A modo de ejemplo se muestra en la Figura 6.6, los electroferogramas simulados
superpuestos realizados con el programa computacional para la desnaturalizacion de la
1HRC a diferentes concentraciones de urea y a pH nominal 3.2. Cada pico corresponde a
la mezcla de los estados plegado y desplegado a una concentracion de urea particular. En
adicion, en la Figura 6.7 se presenta el electroferograma simulado correspondiente a la
superposicion de picos de los estados plegado y desplegado en la transicion del proceso de
desnaturalizacion, que surgen de encontrar un par de valores de movilidades que

descompone correctamente el pico de la mezcla para un valor de C =3.0 M.
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Figura 6.6. Simulacién del proceso de desnaturalizacion de la 1THRC en presencia de distintas
concentraciones de urea a pH nominal 3.2, en el régimen rapido de deteccion de la CZE. Los picos
representados son picos promedios que se calculan a partir de las movilidades electroforéticas
experimentales.
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Figura 6.7. Simulacién de la transicion en el proceso de desnaturalizacion de la 1HRC para
C =3.0 M. La fraccion de la proteina plegada es Xg = 0.36 (pico color azul) y la fraccion de la

proteina en el estado desplegado es Xy = 0.64 (pico color turquesa). El pico tnico es el promedio

(pico color negro) que corresponde a la mezcla de los dos estados plegado y desplegado.
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6.5 Conclusiones

Los dos casos de estudio que se presentan en este capitulo muestran que el uso de
los parametros conformacionales como el radio hidrodinamico, el numero de carga neta y
la hidratacién son ttiles para estudiar los procesos de desnaturalizacion de proteinas bajo la
accion de diferentes agentes desnaturalizantes, a partir de mediciones simples de la
movilidad electroforética que se obtienen mediante la CZE.

Desde un punto de vista mas general es claro que el uso del LLCEM (o
eventualmente un modelo mejorado con capacidades similares) para estudiar la
desnaturalizacién de proteinas via CZE puede ser tutil primero para analizar los datos
experimentales eliminando los efectos espurios que introducen variaciones en la viscosidad

del BGE y cambios en el pH y la fuerza i6nica como consecuencia del agregado del

agente desnaturalizante, y segundo, para separar el efecto de la energia libre
conformacional y electrostatica en el proceso de desnaturalizacion. Asi, se encuentra que el
cambio de energia libre electrostatica puede ser relevante en determinar la estabilidad
conformacional de proteinas.

Sin embargo, se deben dedicar investigaciones adicionales a los tipos de regimenes
donde se lleva a cabo la deteccion de la movilidad electroforética. En este sentido el
régimen rapido es por supuesto mas delicado para analizar porque requiere la
descomposicion de la movilidad de la mezcla en las movilidades de F y U de los estados de
la proteina que componen la mezcla y necesita un anélisis numérico mas elaborado. En
efecto, se deben equiparar los efectos dispersivos que se encuentran en la deteccion de la

CZE concerniente al pico de la mezcla correspondiente < ¢ > con aquellos que pertenecen
a los picos de los estados de la proteina relacionados con g y ;. Asi seria posible

estimar las propiedades termodindmicas verdaderas con céalculos bastante mas laboriosos.
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Capitulo 7

Aminoacidos

7.1. Introduccion

Los aminodacidos, como unidades elementales que constituyen péptidos y proteinas
para funciones complejas en los sistemas vivos, se estudiaron desde diferentes puntos de
vista fisicoquimicos, a partir de una variedad de técnicas y metodologias, para establecer
sus caracteristicas mas relevantes, como estructuras configuracionales y conformacionales
y propiedades termodinamicas en soluciones acuosas. En los ultimos afios, la CZE se
aplico a estas moléculas zwitterionicas, relativamente pequefas (masa molar desde 75 a

204 g/mol) para determinar principalmente su estado de carga a diferentes valores de pH ,
a través de los valores de los pK de los grupos ionizantes de la cadena lateral y de los

grupos o-amino y a-carboxilo, que se obtienen de las curvas de titulacion. En este contexto
de motivacion que involucra la migracion electroforética de particulas subnanométricas
como los aminodcidos, al presente uno de los estudios importantes es aquel
especificamente asociado con la formulacion apropiada del BGE para una corrida
particular de la CZE para lograr la informacion esperada a partir del electroferograma
resultante (ver, por ejemplo, Kenndler, 1998a; Gas, et al., 2001; Jaros, et al., 2002). Dentro
de este marco relativamente amplio, uno de los requerimientos basicos es conocer como la

formulacion de la solucion, el pH, la fuerza i6nica 7, la temperatura 7', la viscosidad 7 y

la permitividad eléctrica ¢ se pueden controlar, como propiedades relevantes del BGE,
para conseguir la separacion de los aminoacidos a partir de la digestion de péptidos y
proteinas. En este capitulo especificamente se refiere al pH -microambiente del solvente en
el entorno de las moléculas de aminodcidos teniendo en cuenta que el fendmeno de
regulacion de cargas siempre estd presente alrededor de las particulas que migran
electroforéticamente (ver por ejemplo, Menon y Zydney, 2000; Gitlin et al., 2003; Allison
et al., 2004; Piaggio et al., 2005a y 2006a; Gitlin ef al., 2006). En consecuencia, de un pH
a otro, se espera encontrar desviaciones en los valores que toman las constantes de
disociaciéon de los grupos ionizantes en aminoacidos, péptidos y proteinas, y en

consecuencia se requiere la estimacion de las variaciones de los pK (pK-shifts) (ver por
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ejemplo, Beroza et al., 1991; Antosiewicz et al., 1994; You y Bashford., 1995;
Antosiewicz et al., 1996; Beroza y Fredkin, 1996; Schaefer ef al., 1997).

En particular, la evaluacion y la prediccion de los pK-shifts de los grupos ionizantes
de los residuos de aminoacidos en péptidos y proteinas ha ganado mucha atencion para
comprender mejor los sistemas biologicos complejos. Sin embargo, esta conclusion no
necesariamente aplica al caso de los aminoécidos libres, a pesar de su importancia como
parte constitutiva de los primeros. A partir de este aspecto especifico de las
macromoléculas bioldgicas, como péptidos y proteinas, es claro que se requiere el estudio
de los aminoacidos como entidades individuales incluyendo la evaluacion del fenomeno de
regulacion de cargas y la estimacion de la hidratacion. Al presente, el calculo de esta
ultima propiedad es un problema dificil que involucra programas computacionales largos y
complejos a través de modelos de dindmica molecular y mecénica estadistica, asi como
también programas experimentales sofisticados (ver por ejemplo, Kuntz, 1971a y b;
Hopfinger, 1977; Fennema, 1977; Tschapeck y Wasowski, 1979; Réjou-Michel et al.,
1985; Warwicker, 1997; Durchschlag y Zipper, 2002; Liu et al., 2003; Beck et al., 2003;
Parsons y Koga, 2005; Shirts y Pande, 2005; Hess y van der Vegt, 2006). Los progresos en
esta direccion estan aumentando como se infiere a partir de la literatura donde se describen
calculos complejos en detalle. En este sentido, las teorias electrocinéticas y electrostaticas
disponibles concernientes a las movilidades electroforéticas de los analitos combinadas con
datos experimentales de la CZE, pueden proveer informacion adicional y relevante para
caracterizar los aminoécidos a través de la determinacion de la carga neta eZ (e es la
carga elemental y Z es el nimero de carga neta) y la forma y tamafio hidrodindmico (se
necesita el coeficiente de friccion hidrodinamico f') a diferentes pH . En adicion, a partir
de estas propiedades se pueden estimar otras cantidades relevantes como el numero de
hidratacion H (moles de agua por mol de analito) y el pK actual o efectivo de los grupos
ionizantes, como primera aproximacion, antes de realizar céalculos mas elaborados. Sin
embargo, esta informacion se debe extraer cuidadosamente a partir de los experimentos de

la CZE porque la movilidad electroforetica efectiva 4, de cada analito separado es

proporcional al cociente eZ/f . Los valores del numerador y el denominador en este

cociente son dificiles de separar a menos que se lleven a cabo experimentos
complementarios aparte de la CZE. Una buena alternativa para esta situacion es introducir

desarrollos teodricos adicionales para modelar estos términos como se describio en los
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Capitulos 4 y 5 de esta Tesis y en Piaggio ef al., (2005a, 2006a y 2007b). En esta ultima
direccion, es claro que al menos son necesarios el radio hidrodindmico equivalente aj,,

también designado radio de Stokes (ver, por ejemplo, Castagnola ef al., 1997) y la forma
de la particula que migra para definir adecuadamente el coeficiente de friccion, cuando se
invocan las hipdtesis del continuo. En estos términos se pueden usar las formas de las
particulas como esferoides del tipo prolato u oblato para evitar perder informaciéon
estructural, como por ejemplo, la hidratacion (Piaggio et al., 2006a y 2007b). Esta
propuesta se explora mas abajo, y se desarrollan y discuten los conceptos teodricos del
problema de regulacion de cargas asociado con formas esféricas y esferoides.

Por consiguiente, es este capitulo se aplican los modelos fisicoquimicos de la CZE
propuestos previamente en esta Tesis (ver Capitulo 4 y 5 y ademas Piaggio ef al., 2005a,
2006a y 2007b), donde ahora, en adicioén, las concentraciones se corrigen con los
coeficientes de actividad termodinamicos de cada grupo ionizante debido al efecto de la

fuerza idnica del BGE, para estimar asi cada término del cociente eZ/f, cuando se

dispone de los valores experimentales de las movilidades electroforéticas efectivas para un

protocolo particular de la CZE, a diferentes valores de pH . Estos datos se obtienen a partir

de programas experimentales rigurosos recientemente publicados en la literatura (Coufal et
al., 2003; Vceldkova et al., 2004) donde se incluyen los protocolos y los datos
experimentales se reportan a través de correlaciones apropiadas. El andlisis y la evaluacion
del fenémeno de regulacion de carga, también designado cooperatividad en la union del
protén (Menon y Zydney, 2000; Gitlin et al., 2003; Sharma et al., 2003; Allison et al.,
2004; Piaggio et al., 2005a y 2006a) se incluye y modela con detalles. Es también claro

que este fenomeno describe el pH del microambiente que rodea a un analito indicando que

el pH cercano a la molécula, designado pH”, es diferente de aquel del seno de la solucion
que se obtiene a partir de la formulacion del BGE. En adicidn, esta diferencia en el pH

esta directamente asociada con la magnitud del pK-shift.

Considerando los aspectos practicos de los modelos mencionados arriba, un
procedimiento conveniente para analizar las movilidades experimentales de los
aminoacidos que se obtienen a partir de la CZE es resolver el problema matematico
asociado con las ecuaciones basicas propuestas en los Capitulos 4 y 5 de esta Tesis y en
Piaggio et al. (2005a, 2006a y 2007b), teniendo como dato experimental solamente el valor

de la movilidad electroforética efectiva de cada aminoédcido bajo estudio con el

260



correspondiente protocolo. Por simplicidad, aqui estos modelos una vez mas se designan
LLCEM y PLLCEM. Por consiguiente, el proposito de este capitulo es precisamente usar
los modelos de la CZE propuestos en esta Tesis para analizar las movilidades
electroforéticas de aminoacidos. En este contexto de la CZE, parte de los resultados
consisten en calcular los tamafios hidrodinamicos y las formas de los aminoacidos a cada

pH estudiado asociando el volumen del analito (se incluye la hidratacion) con el volumen

hidrodindmico equivalente a una particula esferoidal. Se establece la relacion entre la carga
neta, el tamafio y la forma de los aminoacidos.
El presente capitulo esta organizado como sigue. En la Seccion 7.2 se discuten

conceptos relevantes como los pK de referencia y la hidratacion de los analitos para ser

usados luego apropiadamente en el desarrollo del marco tedrico. En la Seccion 7.3 se
presentan el LLCEM y el PLLCEM para particulas esferoidales que involucran analitos
como aminodacidos, péptidos y proteinas, incluyendo ahora correcciones de las constantes
de disociacion a través de los coeficientes de actividad formulados para soluciones
electroliticas no-ideales. Estos modelos se resuelven numéricamente considerando los
casos-estudio de 20 aminoacidos. En adicion, en la Seccion 7.3, el LLCEM y el PLLCEM
se reconsideran para incluir consistentemente el nimero de hidratacion estimado a partir de
procedimientos disponibles en la literatura. En efecto, se usan valores aproximados de los
nimeros de hidratacion de los grupos residuales de los aminoéacidos que son provistos, por
ejemplo, en Kuntz (1971a) y en Hopfinger (1977). Los numeros de hidratacion reportados
en Kuntz (1971a) fueron obtenidos a partir de experimentos de resonancia magnética
nuclear de polipéptidos (Kuntz, 1971b); mientras que los sugeridos en Hopfinger (1977)
fueron determinados a partir de calculos numéricos. A pesar de que estos grupos de valores
de nameros de hidratacidon no son idénticos, son bastante similares y permiten la prediccion
de la hidratacion de proteinas en buena concordancia con los experimentos (Durchschlag y
Zipper, 2002). Asimismo, el énfasis se basa en la estrategia matematica para resolver los
problemas resultantes bien establecidos asociados con ambos modelos (LLCEM vy

PLLCEM), identificando el nimero de hidratacion estimado a un pH particular y la forma

de particula asociada en un procedimiento computacional consistente y convergente. Por
consiguiente, en la Seccidon 7.4 se describen brevemente los pasos basicos adicionales del
algoritmo numérico de estos modelos, incluyendo el criterio de convergencia establecido
dentro el proceso iterativo. La Seccion 7.5 presenta los trabajos publicados a partir de los

cuales se extrajeron los datos de las movilidades electroforéticas experimentales de los
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aminoacidos para aplicar los algoritmos de los modelos propuestos aqui. La Seccion 7.6
analiza y discute los resultados numéricos correspondientes a los aminoéacidos que
representan cada grupo, clasificados de acuerdo a las caracteristicas de la cadena lateral:
ionizante y polar (aminoacidos acidos y basicos), polar y no polar. Asi, se encuentra

numéricamente, por ejemplo, un aumento importante en la hidratacion de los aminoacidos,

* . . , . .
para valores de pH que se aproximan al punto isoeléctrico p/ de los mismos, (ver

también Durchschlag y Zipper, 2004); con la caida esperada de los valores de carga neta y
el aumento de la carga total, consecuentemente con el aumento en el tamafio debido a las
moléculas de agua inmovilizadas, como se explica mas abajo. Finalmente, en la Seccion
7.7 se establecen las principales conclusiones concernientes al andlisis de la CZE de

aminoacidos, en el rango de pH bajo, a través del PLLCEM y el LLCEM; y también se

sefialan las limitaciones asociadas con estos modelos. Estas consideraciones indican

requerimientos desafiantes para investigaciones futuras sobre este tema.

7.2 Conceptos relevantes asociados con el pH-microambiente en el entorno de los
analitos cargados

Para la interpretacion y el modelado la movilidad electroforética de analitos como
aminoacidos, péptidos y proteinas, es apropiado analizar brevemente algunos resultados
previos mencionados en capitulos anteriores (ver Capitulos 4 y 5 y también Piaggio et al.,
2005a y 2006a) para identificar aspectos conceptuales que aun necesitan elucidacion

posterior, como por ejemplo las definiciones de los diferentes pK de los grupos ionizantes

y la hidratacion que contribuye al volumen hidrodindmico efectivo. En este sentido, es
también de interés visualizar otros propuestas que parcialmente triunfaron en sus
predicciones de las movilidades electroforéticas debido probablemente a la exclusion de la
hidratacion de los analitos, que contribuye al tamafio efectivo de la molécula que migra. En
efecto, como se menciond en el Capitulo 5 se debe observar que varias investigaciones
previas se basaron principalmente en los trabajos de Offord (1966) y Grossman et al.,
(1989), los cuales usaron la masa molar y el nimero de mondémeros para definir el tamafio
de los analitos, respectivamente. Por ejemplo, una propuesta frecuente usada en estos
trabajos para analizar este problema fue considerar que el coeficiente de friccion es
proporcional a la masa molar del analito M elevado a una potencia fraccional. En este

sentido, muchos modelos propuestos en la literatura sugirieron una proporcionalidad entre
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la movilidad electroforética y eZ / M™ con m <1 (ver, por ejemplo, Offord, 1966; Rickard
et al., 1991; Compton y O’Grady, 1991; Basak y Ladish, 1995; Janini et al., 1999)

principalmente en estudios que consideraron diferentes péptidos (ver también, Cifuentes y
Poppe, 1997; Adamson y Reynolds, 1997; Kasicka, 1999; Solinova et al., 2004; Kasicka,
2006 para revisiones importantes concernientes a la separacion de péptidos via CZE). Asi
se concluye que la descripcion de varios fenomenos, como por ejemplo, los pK-shifis y las
hidrataciones, se requieren en el modelado de la CZE de analitos en general. Ademas, es
relevante senalar que estos fendémenos no se incluyeron previamente con relacion a la
interpretacion de la movilidad electroforética de los aminoéacidos libres como particulas
individuales. Por consiguiente, el objetivo de este capitulo es precisamente investigar estas
moléculas especificas a través de la CZE en el rango de pH bajo. Para este propdsito, aqui
los subindices i=1, 2, 3 se usan para indicar los grupos a-carboxilo, a-amino y los grupos
ionizantes de la cadena lateral de los aminoacidos, respectivamente. Mas generalmente,

cuando se refiere a péptidos y proteinas i=1, ... N_, donde N_ es el nimero total de

grupos ionizantes en estos analitos. Luego, es claro que aqui, la palabra analito se refiere
indistintamente a aminodcidos, péptidos y proteinas, no obstante que los primeros son el
tema principal bajo consideracion en el presente capitulo.

Otra consideracion relevante en la CZE es la carga neta del analito como se discutid
en la Seccion 2.4 del Capitulo 2 y en el Capitulo 4. Una estimacion de la carga neta se
obtiene frecuentemente a partir de valores promedios de las constantes de disociacion de
los grupos ionizantes que se suponen como los valores actuales en el analito cargado (ver

Apéndice 5-A en el Capitulo 5 y Rickard et al., 1991) o como alternativa, el uso de la

carga neta de titulacion eZ", calculada con las constantes de disociacion de titulacién pKit

de los grupos ionizantes de la cadena lateral y grupos terminales que participan en la
configuracién quimica de la molécula (Grossman et al., 1989a). Sin embargo, para

visualizar el fendmeno de regulacion de cargas, es relevante establecer las diferencias entre

el namero de carga de titulacion Z' y el nimero de carga actual Z de una analito (ver
Compton y O‘Grady, 1991; Cifuentes y Poppe, 1997; Mosher et al., 1993; Cifuentes y

Poppe, 1994 para una discusion sobre este aspecto, donde se presentan otras referencias
apropiadas). El hecho es que se requiere la variacion ApK; =pK; —pK; de cada grupo

ionizante i, la cual se evallla como una diferencia entre el pK de los grupos ionizantes en
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una estado de referencia (pK{ ) y en el analito bajo estudio (pK;), respectivamente (ver

también, Seccidon 7.4). Asimismo se encuentra que este fendmeno, el cual estd asociado
principalmente con el estado electrostatico del analito cargado, tiene influencia en el valor
de su coeficiente hidrodinamico de friccion (cambios en las interacciones electrostaticas
modifican el tamafio hidrodindmico y la forma de los analitos) principalmente para analitos
como péptidos y proteinas (ver Capitulos 4 y 5 y Piaggio et al., 2005a y 2006a). Siguiendo
estos conceptos, es relevante expresar brevemente el significado de los diferentes valores

de pK que se usan en los modelos tedricos que estudian las movilidades electroforéticas de
analitos en general, y aqui, en particular de aminoacidos. Asi, se define el pK' de

titulacion, el de referencia (o intrinseco) pK{ y el actual (o efectivo) pK;, para diferenciar
su uso en distintos tipos de modelos que predicen la carga neta de analitos.
Consecuentemente, siguiendo principalmente el trabajo de Schaefer et al. (1997) (ver
también, Antosiewicz et al., 1994 y 1996; Nozaki y Tanford, 1967) el pK; de un grupo

ionizante en un analito particular se refiere al valor hipotético de pK de este grupo
suponiendo que todos los otros sitios titulables en el analito estan fijos en su estado

eléctricamente neutro. En particular un analito con un tnico grupo ionizante tiene el pK;

actual igual al pK[. El pK; de titulacién es, sin embargo, aquel valor usualmente

reportado en la literatura para un rango de pH que comprende su valor. En estos términos,

aqui el pK; se refiere a un valor de pK fijo que se obtiene a partir del ajuste de una curva

que involucra medidas experimentales apropiadas que dependen de los grupos ionizantes

correspondientes en funcién del pH. El pK; resultante no depende del pH, es decir,

aplica dentro de todo el rango de pH . Al presente, el pKit es el pK mas frecuentemente
reportado en la literatura para los grupos ionizantes de los aminoéacidos. Finalmente el pK;
actual o efectivo es el valor correspondiente a un grupo ionizante i cuando se consideran
las interacciones electrostaticas con otros grupos ionizantes del analito como asi también
con los iones del BGE, incluyendo también los efectos de solvatacion. Estos valores de pK
se necesitan para aplicaciones biologicas mas detalladas como la actividad catalitica
enzimdtica, la estabilidad de proteinas, la unién de proteinas-ligando, etc., y sus

evaluaciones estan bajo investigacion al presente. En este sentido, se necesita conocer el

ApK; = pK| —pK;, el cual se calcula a través de las diferencias de pH entre los valores en
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el microambiente del grupo ionizante i y aquel del seno del BGE. Esta diferencia es
causada por el fenomeno de regulacion de cargas como se cuantifica mas abajo en la
Seccion 7.3.

A pesar de que es claro que el problema de regulacion de cargas se debe formular
usando un estado de referencia asociado con la configuracion del analito (estructura

quimica primaria), en las condiciones fisicoquimicas explicadas arriba, una vez mas, un

aspecto adicional atin requiere anélisis. Esto concierne al conjunto de valores {pK; } que

se asignan a los grupos ionizantes de referencia. Para los residuos de aminoacidos en las

proteinas globulares se encontrd apropiado usar valores cercanos a los pK{ de los grupos

ionizantes de las cadenas laterales. Por otro lado, se usaron valores promedios reportados
en la literatura para los grupos carboxilo y amino terminal (Antosiewicz et al., 1994 y

1996). En aquellos casos particulares el efecto sobre los resultados numéricos de alguna

incertidumbre asociada con los valores de los pKj de los grupos ionizantes terminales fue

pequeiio, teniendo en cuenta que las proteinas estudiadas tenian un nimero relativamente
alto de residuos de aminoacidos. Sin embargo, el efecto sobre los célculos concerniente a
esta incertidumbre fue mas importante para los 102 péptidos estudiados en el Capitulo 5 a

pH relativamente bajo, principalmente observado para los péptidos pequefios (ver también

Piaggio et al., 2006a). En adicion, es claro que la variacion de los resultados numéricos de

acuerdo a los valores que se asignan a los pK; terminales se minimiz6 sustancialmente

para analitos con nimero de residuos de aminodcidos alto. Para el caso particular de la
CZE de los aminoécidos libres realizada a pH relativamente bajo, es claro que los grupos
o —carboxilo en general y los grupos ionizantes de la cadena lateral del Asp o Glu son
significativamente afectados por el fendmeno de regulacion de cargas inducido por cargas
positivas de los grupos basicos totalmente ionizados. Se debe observar que para las
movilidades electroforéticas experimentales usadas en este trabajo en el rango de
1.99<pH <3.2 (Vceldkova et al., 2004) los aminoacidos tienen una carga neta positiva en
las corridas de la CZE. Por consiguiente, en el rango de pH bajo, el efecto del ApK; sobre
los calculos de la carga neta de aminoacidos pertenecientes al o — NH, en general y los

grupos ionizantes de las cadenas laterales de Lys, Arg e His no son relevantes (a pH bajo

Z; =1 para estos grupos). Consecuentemente en la Seccion 7.6, se analiza y discute el
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efecto del pK| de referencia de los grupos « — carboxilos sobre la carga neta de los

aminoacidos en el rango de pH bajo, en estudio.

En esta direccion es relevante indicar que a pesar de que el valor pK| ~3.8 para
proteinas y péptidos grandes, es una buena aproximacién en los calculos practicos
(Antosiewicz et al., 1994 y 1996), para péptidos pequefios el valor esperado de pK| podria
variar dentro de un rango notable como se discutié y demostré numéricamente en trabajos
previos (ver, Kasic¢ka y Prusik, 1991; Rauen, 1964) y en la Figura 5.5 del Capitulo 5 de
esta Tesis que considera los valores de hidratacion que toman estos analitos.

Consecuentemente, de acuerdo a los datos de las movilidades -electroforéticas

experimentales y los valores numéricos de los nimeros de hidratacion de aminoécidos, se

mostrara el efecto de la variacion del pK| entre 3.2 y 3.8 en la Seccion 7.5. Una discusion

similar concerniente al fendmeno de regulacion de cargas asociado con Lys, Arg, His y el
grupo o — NH; para el rango de pH alto se puede extender facilmente a partir del andlisis
arriba mencionado. Es también claro que para esta situacidon se requeriria una buena
estimacion de pK5 (para péptidos y proteinas pKj ~7.5; ver Antosiewicz et al., 1994 y
1996). Asi a pH relativamente alto el fenomeno de regulacion de cargas estd controlado
principalmente por el ApK; de los grupos basicos ionizantes de los analitos.

Para finalizar con la descripcion de los aspectos conceptuales, asociados con el
fenomeno de regulacion de cargas de analitos, como aminoacidos, péptidos y proteinas, se
debe considerar una variable adicional de las particulas que migran electroforéticamente.
Esta variable es la hidratacion ¢, o equivalentemente el nimero de hidratacion H , ambos
definidos arriba, los cuales estan relacionados uno con otro a través de H =Mo/18. El
principal asunto con cualquiera de estos parametros es que la cuantificacion del coeficiente
de friccion hidrodinamico del analito incluyendo los efectos de hidratacién es
extremadamente relevante para estimar la carga efectiva de analitos a través de la CZE
(Piaggio et al., 2006a; Cross y Garnham, 2001; Cross y Wong, 2001, 2002a y b, 2003a y
b). Se observa que no considerar la hidratacion del analito en la ecuacion de Offord es una
de las razones que explican las diferencias frecuentemente encontradas en la literatura
entre las predicciones numéricas y el valor experimental correspondiente de la movilidad
electroforética del analito. En efecto, el uso de la masa molar M del analito para modelar el

coeficiente de friccion, como una primera aproximacion, no estd teniendo en cuenta el
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volumen hidrodindmico asociado con el agua unida. Se debe observar aqui que este

aspecto fue sefialado y descripto en algunas referencias indicadas mas arriba.

7.3 Estimacion de la carga neta, el radio hidrodinamico y la forma de aminoacidos a
través las movilidades efectivas experimentales
La evaluacion de la carga neta de un analito (aminoéacidos, péptidos y proteinas)

requiere el conocimiento de los valores actuales de los pK; de los grupos ionizantes (en
general de las cadenas laterales y grupos terminales —-COOH y —NH,). Esta dificultad
conduce a la necesidad de usar bastante frecuentemente los valores de titulacion pK;, en
lugar de los pK; actuales, en la mayoria de los calculos practicos. Como ya se explico
arriba, los valores de pK; son principalmente el resultado de las interacciones
electrostaticas entre grupos ionizantes del analito e iones en el BGE, conduciendo a una
variacion en los pK; de referencia, designada ApK,. Esta diferencia particular es una
consecuencia del pH del microambiente en el entorno del grupo ionizante 1 en el analito,
aqui designado pH; y expresado, como una primera aproximacion (ver Capitulo 4 y

Piaggio et al., 2005a),

2 . Ne AZ. exp(-x'r;
pH; =pH" +—% AZ; S+ pCA7y) (7.3.1)
In(10)kgT | 47 e &' j:147zg' i
J#l

donde para los objetivos de este modelo se requiere AZ; =Z;-Z 7, siendo er el nimero

de carga neta de referencia del sitio j calculado con pK:, y r° es el radio efectivo del

grupo ionizante i. Recordando, también,

2
pH" =pH + x (73.2)
In(10)kgT47 caf(1+ Kk afy)

donde pH* es el pH cercano a la molécula de analito supuesto como una particula

hidrodindmica, y se evalia usando la aproximacion de campo promedio, la cual se

introduce cuando se consideran la forma del analito y el radio hidrodinamico equivalente

ayy . Asi la particula del analito se supone que tiene un potencial de superficie provisto por

la ecuacion de Poisson Bolztmann para un solvente que tiene propiedades de pH, 7, T,
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¢ y n especificadas. Como ya se expresO, para generar un problema simple se usan, la

solucion de Henry (Henry, 1931) para la movilidad electroforética de una particula esférica
y las soluciones de Yoon y Kim (Yoon y Kim, 1989) para la electroforesis de particulas
esferoidales, donde se invoca la aproximacioén de Debye-Hiickel (ver también abajo).

Asimismo en la Ec. (7.3.1), kg es la constante de Boltzmann y &' es la

permitividad eléctrica en el dominio del analito. Debido a que la inversa de la longitud de

screening es K = \/ 2¢°N A1l 03/ gkgT , donde N, es la constante de Avogadro, se obtiene

k'=xk+ &'/ & . También 1 es la distancia genérica entre pares i-j de grupos ionizantes y

N. es el nimero de grupos ionizantes en el analito (asi, N_.=3 para aminoacidos con
cadenas laterales polares e ionizantes y N_ =2 para aminoacidos con cadenas laterales
polares o no polares). Los datos de las distancias promedio 7; se pueden estimar a partir

del PDB para el caso especifico de proteinas globulares. Al presente, esta posibilidad no
existe para péptidos, los cuales tienen un nimero alto de conformaciones sujetas a
movimiento browniano localmente importante dentro de la cadena del péptido. El

problema de encontrar valores promedios estadisticos de 7; para analitos cargados como
los péptidos, es bastante complejo. En este sentido se propuso en el Capitulo 5 una

estimacion de r; mediante la expresion 7 ~ sL ‘i - J‘ (ver también Piaggio et al., 2006;

Tanford, 1961). Para el caso particular de aminoacidos se puede estimar una distancia
promedio 7, entre los grupos ionizantes «—amino y o« —carboxilo a partir de la
informacion estructural basica disponible en la literatura (alrededor de 2.45 A). También,
las distancias promedios de la cadena lateral ionizante a estos grupos ionizantes & —, en un
aminoacido particular, se puede estimar aproximadamente usando el radio de giracion
promedio de la cadena lateral del aminoacido reportado en Levitt (1976).

Para obtener el numero de carga neta de un grupo ionizante i, se aplica la siguiente
ecuacion,

1

Zi == —
1+10+(PKir—pHiip7i)

(7.3.3)

donde los signos + y - se definen de acuerdo a las propiedades basicas o acidas de los
grupos ionizantes, respectivamente. Aqui, en la Ec. (7.3.3), se hacen correcciones a través

del coeficiente de actividad p; para considerar las pequefias desviaciones del
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comportamiento termodinamico ideal de las soluciones electroliticas (ver también
Vcelakova et al., 2004 y Survay et al., 1996, para una discusién concerniente a este

aspecto). Asi, el factor py; =—logy; se define con una ecuacion matematica similar a la

que se usa para la introduccion clasica del pH y el pK, como sigue,

0508221

P it Wl 7.3.4
DYi oI ( )

donde el pardmetro € depende de la distancia media de méxima aproximacion de los iones
involucrados (ver, por ejemplo Li et al., 1999; Koval et al., 2005). Esta ecuacion considera
cada grupo ionizante como un acido o base débil dentro del ambiente del BGE, donde la
expresion de Debye-Hiickel es adecuada para el célculo de los coeficientes de actividad
(Tanford, 1961). Es claro que la Ec. (7.3.4) establece una complejidad numérica adicional

dentro de los modelos, anteriormente presentados en la Tesis, porque los valores de Z; no

se conocen a priori como consecuencia del fenomeno de regulacion de cargas. Se
encuentra numéricamente que los efectos no ideales son bastante pequefios para los
sistemas estudiados en este capitulo, donde la fuerza idnica es relativamente baja para
todas las corridas electroforéticas consideradas. Asi, debido a la / baja, el efecto del
parametro € sobre los resultados numéricos que se obtiene aqui es despreciable cuando
0.5<6<1.5, correspondiente a las distancias media de maxima aproximacion de iones entre
2 a5 A aproximadamente. Consecuentemente, a partir de las Ecs. (7.3.1) y (7.3.4) la carga
neta del analito, que resulta de la Ec. (7.3.3) y del proceso numérico iterativo que involucra

ecuaciones adicionales que se describen abajo, se calcula a través de,
Nc
eZ=>) eZ, (7.3.5)
i=1

Es interesante recordar que la Ec. (7.3.1) est4 asociada con tres cambios de energia
libre diferentes descriptos con detalles en el Capitulo 4 (ver también Piaggio et al., 2005a 'y
2006a). Por consiguiente, en este contexto de analisis, para aplicar el PLLCEM y LLCEM

a valores de movilidades efectivas de analitos g, disponibles en la literatura, las otras

ecuaciones relevantes son,
Uy =8Qu (7.3.6)

Y,
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e/
= f(caf)) (7.3.7)
6rnap(l+xag)

donde f(xaj;) es la funciéon de Henry expresada a través de una ecuacion de ajuste

explicita (Piaggio y Deiber, 2003) y £ (designado aqui factor de forma) debe ser evaluado
a través de la teoria apropiada correspondiente a la movilidad electroforética de particulas

esferoidales. En efecto, la movilidad efectiva x, de una particula no-esférica se puede
expresar en términos de la movilidad electroforética x de una particula esférica

. . 3 . , .
equivalente con un volumen equivalente 4rzap /3, donde af; es el radio esférico

equivalente.
Si se usan las soluciones analiticas reportadas en Yoon y Kim (1989), se muestra

que (ver Capitulo 5 y Piaggio et al., 2006a),

Q= %C/ f(ka) (7.3.8)

donde aj =2aE, /In[(1+Ey)/(1-E,)] para esferoide del tipo prolato, y

N
agp =ak, /Cot_l(E—X)

X

para esferoide del tipo oblato, ambos con ejes a>c y

excentricidad E, = l—(c/a)2 cuando xuFE, <1 y también Ze—i<l (ver Capitulo 5y
B

Saville, 1977; Russell et al., 1989). Debido a que los analitos que se consideran aqui son
particulas pequenas, estas restricciones se satisfacen en general, aun para valores altos de
campo eléctrico aplicado £ encontrado en las corridas practicas de la CZE.

El procedimiento del PLLCEM y su version simplificada el LLCEM que
comprende aqui las Ecs. (7.3.1) a (7.3.8) requiere la introduccién del niimero de
hidratacion H del analito que migra, como una propiedad relevante asociada con el
coeficiente de friccion y la forma de la particula. Al presente, la cuantificacion precisa de
H es un problema dificil que comprende a las macromoléculas en solucién, como se
concluye a partir de la revision de la literatura asociada. Mas especificamente, con relacion
al modelado del coeficiente de difusién y la viscosidad intrinseca correspondiente a las
macromoléculas en soluciones, se observa que el uso de los radios de van der Waals de
atomos individuales o grupos no es suficiente para considerar el volumen efectivo del

analito en los célculos. En efecto, el volumen actual del analito es mayor que el que se
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predice a partir de los radios de van der Waals (ver, por ejemplo, Garcia de la torre et al.,
2000 y la literatura alli citada). Esta diferencia puede causar resultados inesperados en
algunos modelos de electroforesis y coeficientes de sedimentacion, principalmente cuando
el radio hidrodinamico de la particula en movimiento es un parametro de ingreso en lugar
de ser un resultado de la solucion del modelo. Es claro que el tamafio de la capa dinamica
de hidratacion es dificil de estimar principalmente porque depende del tipo de técnica
experimental que se usa en su medicion, la cual puede diferir del valor que se obtiene bajo
condiciones de equilibrio (Fennema, 1977). En general, el modelado y la evaluacion
experimental del estado de hidratacion de aminoacidos, péptidos y proteinas ha sido un
tema de importancia en la literatura como se mencion6 en la Seccion 7.1 y en el Capitulo 5
de esta Tesis.

Es claro a partir de las consideraciones fisicas presentadas arriba que el analisis de

la movilidad electroforética considerando el nimero de carga neta de titulacién Z' y el
coeficiente de friccion evaluado a través de la masa molar M no es suficiente, en
principio, para estimar las hidrataciones de los analitos (ver también Capitulo 5 y Piaggio
et al., 2006; Cross y Garnham, 2001; Cross y Wong, 2001; 2002a y b y 2003a y b, para una
discusion concerniente a este aspecto de la CZE de péptidos), a pesar de que este

procedimiento dio correlaciones buenas y resultados relevantes al presente. En esta Tesis
se puede expresar que el uso de radio hidrodinamico equivalente aj; en lugar de la masa

molar M para evaluar el coeficiente de friccion del analito es una alternativa que puede
ayudar a interpretar el fenomeno de hidratacion al nivel de informacion posible de lograr a
partir de experimentos de la CZE. Se mostr6 antes que este aspecto es relevante también
para el procedimiento del PLLCEM y el LLCEM propuestos en la seccidon previa, y como
se describe en el parrafo siguiente.

Para los fines de esta Tesis, la hidratacion del analito 6 (o el nimero de hidratacion
H ) se usa aqui para referirse al nimero de moléculas de agua que en promedio migran con
el analito sin distincion con relacion a la naturaleza del tipo de enlace (ver, por ejemplo,

Fennema, 1977 para un andlisis detallado sobre estos aspectos). Estas consideraciones
permiten definir un volumen hidrodindmico del analito Vi =4zap /3, el cual se
descompone en el volumen compacto del analito V, = Mv, /N, = 47za§ /3 (a, es el radio

de la esfera compacta equivalente, v, es el volumen especifico del analito y se reportan en
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la Tabla 7.1 para cada aminoacido) y un volumen adicional (Vy —V,) debido a la

hidratacion indicando que aj; >a, (ver Capitulo 5 y Tanford, 1961). Este cambio de

volumen es por supuesto afectado por el impedimento estérico de las cadenas laterales, la
atraccion-repulsion electrostatica debido a los grupos hidrofilicos cargados, y las

interacciones de las zonas hidrofébicas de la cadena. Por consiguiente, los resultados que
surgen de los dos modelos (PLLCEM y LLCEM) deben satisfacer la condicion aj; > a, .
En adicion, debido a que la hidratacion es el efecto predominante que incrementa V, al

valor de Vy; (Tanford, 1961), una estimacion de o se obtiene a partir del conocimiento
numérico de ambos af; y a, a través de & ~[(ap /ac)3 —1](v, /vy,) una vez que los

modelos se resuelven, donde v, es el volumen especifico del BGE supuesto alrededor de

1 cm’/g. Los resultados previos (ver Capitulo 5 y Piaggio et al., 2006a) mostraron que a

pH constante alrededor de 2.5, las hidrataciones de los péptidos correlacionaron con la

carga neta en funciéon de la configuracion del péptido (tipo y nimero de residuos de
aminoacidos). Ademads, se encontr6 que las proteinas globulares y los péptidos
relativamente grandes pueden adoptar la forma esférica, como primera aproximacion,
dando al PLLCEM vy al LLCEM la capacidad de predecir directamente una estimacion de
la hidratacion del analito. De este modo no fue necesario un ajuste para la hidratacion en
estos modelos. Las dificultades aparecen, sin embargo, para los péptidos pequefios, los

cuales requieren diferentes formas para conseguir una hidratacion numérica consistente
con la fisica; es decir, se debe evitar la relacion no fisica aj; < a,. Una posible razon para

explicar estos resultados fue que la forma hidrodindmica de estos péptidos pequetios no se
podia suponer esférica (ver Capitulo 5). Ahora, se puede anticipar aqui que esta situacion
es también cierta para los aminoacidos (este aspecto se analiza en la Seccion 7.6 con
discusiones adicionales). De acuerdo con los resultados previos y con aquellos que se
reportan mas abajo, se encuentra que la importancia de la forma del analito en la CZE que
afecta el coeficiente de friccion, aumenta significativamente en la medida que el analito
tiene un tamano similar a aquellos de los aminodcidos. Estas conclusiones prohiben
imponer arbitrariamente una forma del analito, como la forma esférica (ver, por ejemplo,
Jouyban y Kenndler, 2006). Asi la forma del analito debe ser consistente con la
informacion provista asignando un valor al nimero de hidratacion H . A pesar de que esta

informacion no esta disponible en una forma precisa en la literatura debido a las razones ya
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descriptas arriba, se pueden usar los datos aproximados reportados, por ejemplo, en Kuntz
(1971a) y en Hopfinger (1977) donde se estima el numero de hidratacion /#; de los
residuos de los aminoacidos. Por consiguiente, como una primera aproximacion para los

calculos que se realizan en este capitulo, las estimaciones del nimero de hidratacion de los

aminoécidos (designado aqui H°) se obtienen sumando los nameros de hidratacion de los

grupos ionizantes, polares y no polares como sigue,

HE = hy|Z)|+ ho|Z|+ by |Zs|+ b (1= |Z,|) + BY (1| Z,]) + 1Y (1= |Z5)) + 3P (7.3.9)
donde 7, y h,, pertenecientes a los grupos polares e ionizantes « - COOH y a —NH; se
aproximan a los valores de 6 y 4.5, respectivamente. También los nlimeros de hidratacion

de los grupos terminales polares hlp y hg se toman alrededor de 2, mientras que /5, h%’ y

Iy son los niimeros de hidratacién de los grupos ionizantes y polares, polares y no

polares, respectivamente. Para la mayoria de los célculos realizados aqui se usan los

valores reportados en Kuntz (1971a): hyg, =6, hgyy =7.5, hyys =4.5, hpre =3, hyis =4,

hg}ly =1, hger =2, h"llzhr =2, thys =1, thyr =3, hgsn =2, hg}ln =2, hzll)a =15, h\n/zl =1,

n n n n n n . ey .y
R =1, by =1, hph =3, hph, =0, hTf,’p =2, Iy, =1. En adicion, en la Seccion 7.6, se

comparan las predicciones numéricas de H con el LLCEM usando los numeros de
hidratacion provistos en Kuntz (1971) y en Hopfinger (1977) a pH 1.99. Para este

proposito los nimeros de hidratacion de los residuos de aminoacidos reportados en

Hopfinger (1977) son: hag, =6.5, hgyy =6.2, hpys =5.3, harg =2.3, hyig =2.8, hey =11,

— — — — — — — np _
BBy =17, Wby =15, Rl =01, A% =21, AR =22, Kb =21, W} =1, A =09,
h%, =08, h =0.8, hph =0.9, hP =14, hP =19, i =0.7.

La expresion para H® es relevante para los modelos que se estudian aqui en el
sentido que para analitos pequefios, la forma hidrodinamica y el tamafio de los mismos, son

una consecuencia directa de valor tedrico o experimental estimado de la hidratacion del

analito. Es interesante sefialar que dependiendo del valor de H° se obtienen formas

esferoidales mas pronunciadas (2 bastante diferente de uno) a medida que el pH se

mueve hacia el valor del punto isoeléctrico, como se describe mas abajo.
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Antes de terminar esta seccion es claro que el procedimiento del PLLCEM vy el
LLCEM para analitos pequefios debe ser consistente con el valor del numero de
hidratacion estimado a través de la Ec. (7.3.9) como se describe en la siguiente seccion,
donde se presentan detalles adicionales con relacion al algoritmo numérico y al criterio de
convergencia. Es también claro a partir de los capitulos anteriores 4 y 5 de esta Tesis y los
trabajos publicados (Piaggio et al., 2005a y 2006a) que las Ecs. (7.3.1) a (7.3.8)
representan aqui el PLLCEM para analitos con formas esferoidales (incluyendo también la
particula esférica para €2=1) en una version mejorada donde ahora se considera la

respuesta no-ideal de soluciones electroliticas.

7.4 Calculos numericos

Los algoritmos numéricos del PLLCEM y el LLCEM para obtener la carga neta y
la forma y el tamafio hidrodindmico para un analito particular a partir de su movilidad
electroforética a un protocolo bien definido ha sido explicado con detalles en los Capitulos
4 y 5 y reportado en la literatura (Piaggio et al., 2005a y 2006a). Para los objetivos del
presente capitulo, estos algoritmos numéricos incluyen dos /loops de iteraciones
adicionales: (a) un loop de iteracion interior (aparte de aquel concerniente a la evaluacion
del radio hidrodindmico equivalente) que permite la convergencia de Z; a través de la Ec.
(7.3.4), el cual involucra la evaluacion de los coeficientes de actividad de los grupos
ionizantes; (b) un loop de iteracion externo para obtener € dentro de los valores

permitidos (desde 0.5 a 1.5; ver Ec. (7.3.8) y Yoon y Kim, 1989) donde la forma
hidrodindmica del analito es compatible con el nimero de hidrataciéon H° estimado con la
Ec. (7.3.9). De este modo, resolviendo cualquiera de los dos modelos para un dato
experimental u,, se encuentra ayy y Z para un valor inicial de ©=1. Luego los procesos
de iteracion interno y externo, descriptos arriba, continian hasta que un valor de £ es bien
definido porque, primero el Z; calculado toma valores estables después de un ntimero
determinado de iteraciones, y segundo, el nimero de hidratacion H = Mo /18 calculado

con el modelo converge al valor del nimero de hidratacion H® a través del siguiente

criterio de convergencia,

(A ST DT (C/{( S AC3) DPSE R,
Tz | HE ()
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donde k se refiere al numero de iteraciones. Esta ultima condicidn, aparte de su significado
fisico, permite eliminar particulas esferoidales que satisfacen la movilidad efectiva

establecida por la Ec. (7.3.6) dando un niimero de hidratacion arbitrario. Luego, con los

valores de Q y ayy, la forma hidrodindmica resultante se fija considerando que la particula
esferoidal migra con un valor promedio < C >=aC Tyt (1-a) (los coeficientes C” y

Ct son provistos en Yoon y Kim, 1989), donde 0<a <1 indica el grado de colinealidad
en la orientacion de la particula con la direccidén del campo eléctrico aplicado (axialmente a
lo largo del tubo) como se describe en el Capitulo 5. Suponiendo que todas las
orientaciones de las particulas son igualmente probables se encuentra a=1/3 (ver, por
ejemplo, Happel y Brenner, 1965). Asimismo, se encuentra para analitos pequefios
cargados con forma esferoidal (ver Capitulo 5), que como consecuencia del campo
eléctrico aplicado en la corrida de la CZE, se puede considerar que el analito tiene un
momento dipolar global, debido a la distancia entre las posiciones de los centros de carga
positivo y negativo; los cuales deberian tener asi una tendencia a estar alineados con el
campo eléctrico aplicado. Estos resultados se verificaron en Piaggio et al. (2006a) donde
a#1/3 para la mayoria de los péptidos no-esféricos estudiados. Para valores

relativamente altos xuE, se encuentra que aplica la aproximacion de cuerpo delgado,

indicando asi que la forma del analito es cercana a un cilindro o a un disco. Ademas,
calculos adicionales concernientes a las dimensiones aproximadas a y c¢ del esferoide
resultante se pueden realizar como se indica en el Capitulo 5, a pesar de que ellas no se

requieren aqui para la discusion de los resultados en la Seccion 7.6 porque la particula

hidrodindmica esferoidal se determina completamente a través de los pardametros af; y Q.

Finalmente para los fines de los calculos de este capitulo, las siguientes expresiones
son aun vélidas (ver Capitulo 4 y Piaggio et al, 2005), pK;j —pH;=pK;-pH y
ApK; =pK; —pK; =pH; —pH = ApH;,. Esta tltima expresion indica que los ApK; de los
grupos ionizantes de los analitos son una consecuencia directa de las variaciones de pH,
designadas aqui ApH;, la cual es la diferencia entre el pH cercano al grupo ionizante en el
analito y el pH del seno de la solucion, es decir, del BGE. En adicion, es directo obtener el
LLCEM en su correspondiente forma mejorada considerando AZ; = Z; —Z} =0 en las

Ecs. (7.3.1) a (7.3.8) descriptas arriba. Este modelo mas simple no distingue posiciones de
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los grupos cargados en el analito porque la condiciéon pH, ~pH" se impone en la Ec.

(7.3.2). De este modo, a partir de la Ec. (7.3.5), se encuentra que
ApK; =pK! —pK; =pH" —pH = ApH indicando esta relaciéon que se obtienen los mismos
ApK; para los grupos ionizantes i como una primera aproximacion, en el contexto de este

modelo simple, independientemente de la posicion de estos grupos en el analito. Este

resultado es una consecuencia de que el pH™ es el valor de pH del campo promedio para
el BGE que rodea al analito como asi también en el dominio del analito. Por otro lado, a
través del PLLCEM la estimacién del pH del microambiente de cada grupo ionizante
permite obtener las variaciones en sus constantes de disociacion, y en consecuencia ellas
difieren una de otra, principalmente en péptidos y proteinas (ver Capitulos 4 y 5 y Piaggio

et al., 2005a y 2006a). En efecto, el valor del pH; es el pH estimado para cada grupo

ionizante 1 debido a las interacciones electrostaticas descriptas por el tltimo término en el

lado derecho de la Ec. (7.3.1), el cual es una perturbacion del valor del pH". El aspecto

relevante concerniente a los dos modelos considerados en esta Tesis es que eZ y ajj para

una analito particular en un BGE bien definido se estiman midiendo solamente la
movilidad efectiva s, en la CZE. Por consiguiente, no hay necesidad de obtener ag a

partir de una fuente experimental adicional. En efecto, el radio hidrodinamico del analito
es una solucién directa que surge del uso de estos modelos. En aplicaciones practicas de
estos modelos (ver Capitulo 6 y Piaggio et al., 2007a), algunas veces se prefiere el LLCEM
porque el PLLCEM introduce cierta incertidumbre sobre el conocimiento del valor
verdadero de la permitividad eléctrica dentro del dominio del analito (ver también al final
de la Seccidn 7.6), como ya se discutid extensamente en la literatura con relacion atn a los

modelos mas complejos (Antosiewicz et al., 1994 y 1996; Fitch et al., 2002).

7.5 Datos experimentales de las movilidades efectivas de aminoacidos y los protocolos
usados que se obtienen a partir de la literatura
Al presente, se encuentran en la literatura correlaciones consistentes que proveen

las movilidades efectivas x4, de diferentes aminoacidos en funcion del pH y a una fuerza

i6nica bien definida (Coufal et al., 2003; Vceldkova et al., 2004). Entre las conclusiones

relevantes reportadas en estos trabajos, es claro que el calculo de x, a partir de estas
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correlaciones requiere los valores de titulacion pK it que son constantes en el rango de

variacion de pH, donde se realizan usualmente los experimentos de la CZE.

Por consiguiente, en esta Seccion, se usan los datos experimentales de las

movilidades efectivas reportados en Vcelakova et al. (2004) para el rango de pH écido,

donde los valores numéricos se obtienen a partir de las correlaciones de ajuste disponibles

en este trabajo (ver Tablas 7.1 a 7.3).

Tabla 7.1. Movilidades efectivas My, de la CZE de aminoécidos que tienen cadenas laterales polares e
ionizantes obtenidas a partir de Véelakova et al. (2004) para 1.99<pH<3.2 y fuerza idnica nominal /=10 mM.
Debajo de la designacion de cada aminoéacido con el codigo de tres letras se reportan el volumen especifico
parcial Vp (cm’ g y el radio compacto ag (A).
Uy 10° (m* V' s
Arg Asp Cys Glu His Lys Tyr
pH vp=0756 v,=0.573 v,=0.630 v,=0.605 v,=0.659 v,=0.775 v,=0.703

a.=3.74 ac=3.12 a.=3.12 a.=3.28 ac=3.44 ac=3.55 a.=3.70
1.99 33.68 15.81 12.80 14.85 3251 3542 14.05
205 3293 15.08 11.91 1404 32.10 34.53 13.36
2.10 3231 14.45 11.17 13.34 31.75 33.80 12.77
220 31.13 13.12 9.74 11.93 31.05 3243 11.54

240 2903 1034 7.13 9.11 29.72 30.07 9.07
260 2736 7.59 5.01 649 2855 2825 6.78
280  26.13 5.08 340 423 2761 2693 4.84
3.03 2517 255 212 207 26.82 2591 3.14
320 2468 0.88 1.47 0.68 2641 2541 222

Tabla 7.2. Movilidades efectivas £, de la CZE de aminodcidos que tienen cadenas laterales polares

obtenidas a partir de V¢elakova ef al. (2004) para 1.99<pH<3.2 y fuerza iénica nominal /=10 mM. Debajo de
la designacion de cada aminoacido con el codigo de tres letras se reportan el volumen especifico parcial Vp

(em® g") y el radio compacto ac (A).

Hy 10 (m* v's™h

Asn GIn Gly Ser Thr
pH Vp =0.610 Vp =0.667 Vp =0.610 Vp =0.596 Vp =0.676
a.=3.17 a.=3.38 a.=2.63 a.=2.92 a.=3.17
1.99 1629 1527 2524 17.91 16.13
205 1537 1444 24.16 1696 15.25
2.10 14.59 13.74 2323 16.16 14.51
220 13.02 12.31 21.28 14.52 13.00
240 997 9.50 17.17 1126 10.03
2.60 727 6.97 13.15 8.31 7.37
2.80 5.09 491 9.59 5.87 5.18
3.03 324 3.14 6.34 3.77 332
320 228 222 455 2.66 234
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Tabla 7.3. Movilidades efectivas M, de la CZE de aminodcidos que tienen cadenas laterales no polares

obtenidas a partir de Véelakova et al. (2004) para 1.99<pH<3.2 y fuerza idnica nominal /=10 mM. Debajo de
la designacion de cada aminoacido con el codigo de tres letras se reportan el volumen especifico parcial Vp

(em® g y el radio compacto ag (A).

#, 107 (m* V7's™

Ala Ile Leu Met Phe Pro Trp Val
pH Vp =0.732  v,=0.876 v,=0.876 v,=0.739 v,=0.766 v,=0.748 v,=0.728 v ,=0.831
a.=29  a.=357 a.=357 a.=352 a.=3.69 a.=324 a.=3.89 a.=3.38
1.99 2167 1735 1699 1523 14.41 14.06 15.21 17.65
205 20.76 16.59 16.25 14.42 13.66 13.10 14.57 16.83

2.10 1997 15.93 15.62 1374 13.02 12.31 14.00 16.13
220 1832 14.56 1429 1234 11.71 10.75 12.83 14.66

240 14.82 11.68 11.50 957 9.11 792 10.35 11.64
2.60 1138 8.90 878 7.06 6.74 558 7.93 878
2.80 832 6.46 6.39 4.99 477 3.80 5.78 6.32
3.03 5.51 426 422 3.21 3.07 237 382 4.13
320 3.96 3.04 3.02 227 2.17 1.65 2.74 294

7.6 Resultados y discusion

Siguiendo las propuestas de la seccidn previa, se estudian aqui los 20 aminoacidos
en el rango acido 1.99<pH <3.2 para una fuerza iénica nominal /=10 mM, a 25 °C
(Vcelakova et al., 2004). Los resultados que se obtienen con el LLCEM para este conjunto
de datos experimentales cuando el pH=2.10 se compararon con aquellos que resultan de
usar los datos experimentales reportados en Coufal et al., (2003) a /=7 mM. La
consistencia fisica entre estos dos grupos de datos de movilidades efectivas, que se observa
a través de los valores numéricos que se obtienen para el radio hidrodindmico y la carga
neta de aminodcidos (no reportados aqui), fue remarcable, validando a través de este

chequeo cruzado ambos grupos de datos experimentales y también los cddigos numéricos

del modelo usado.

Varios resultados interesantes se encuentran con relacion a los valores numéricos

de af; y Q dentro del rango experimental de pH . Asi a medida que el pH aumenta todos

los aminoacidos adquieren valores mas altos del nimero de hidratacion H =Mo /18, o

equivalentemente de hidratacion 6 como se ilustra en la Figura 7.1 para los 20

aminoacidos.
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Figura 7.1. Valores numéricos del nimero de hidratacion H para los 20 aminoacidos, a diferentes
valores de pH (/= 10 mM), calculados con el LLCEM. () Lys, (V) His, (¢) Arg, (#) Asp, (0) Glu,
(V) Pro, Tyry Ser, (©) Asn, Gln, Thr y Trp, (m) Ala, (A) Gly, (*) Cys, lle, Leu, Met y Val, (o) Phe.
Se usan en los calculos numéricos los niimeros de hidratacion de los residuos de aminodcidos
reportados en Kuntz (1971a).

Este resultado es una consecuencia del hecho que la carga total Zt =7 +|Z_| de

cada aminoacido también aumenta con el pH. Aqui, Z, y Z_ son los numeros de carga

neta positivo y negativo, respectivamente. La Figura 7.2 ilustra la relacion entre H y Zt
en funcion del pH, en particular para algunos aminodcidos con cadenas laterales

ionizantes y polares (Lys, Arg, Glu), polares (Gln, Ser) y no polares (Leu). El incremento
que se observa en el nimero de hidratacion es consistente con el aumento monotdnico del
radio hidrodindmico que se observa en la Figura 7.3 para los mismos aminodcidos de la
Figura 7.2, el cual considera tanto el analito como las moléculas de agua inmovilizadas que
definen la unidad cinematica electroforética.

Por otro lado, se encuentran comportamientos mas complejos con relacion a la
forma de estos analitos como se muestra en la Figura 7.3. En efecto, los valores numéricos

de Q pueden aumentar o disminuir a medida que el pH cambia desde valores bajos a

valores altos dentro del rango experimental, indicando claramente que la forma del
aminodcido no es necesariamente esférica y también que hay un relacion compleja entre

H vy la forma hidrodindmica evaluada a través de €, la cual también depende de la

279



microestructura del aminoacido y de la carga total. En este sentido, se encuentra que Arg,
His y Lys requieren £2>1 (ver Tabla 7.4, en la cual se reportan en forma completa los
calculos numéricos realizados con el LLCEM) indicando que la forma esférica no seria
compatible con sus movilidades electroforéticas efectivas y con los nimeros de hidratacion

estimados.
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H T (a) .{rg. | z,
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11,5 =——u" n

11,0 — g?./ 22

7 q240
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Figura 7.2. Numero de hidratacion H y carga neta total Z1 del analito, a diferentes valores de pH
(/=10 mM), calculados con el LLCEM. Los simbolos (m) y (©) se refieren a los valores numéricos

que se obtienen para H y Z , respectivamente. (a) Lys y Arg, (b) Gln y Glu, (c) Leu y Ser. Se

usan en los calculos numéricos los numeros de hidratacion de los residuos de aminoacidos
reportados en Kuntz (1971a).

Es también relevante observar que para estos aminoacidos € toma un valor

minimo (1.025 a pH 2.6; 1.048 a pH 2.4y 1.066 a pH 2.6, respectivamente) bastante

cercano al limite esférico 2 =1 (ver Figura 7.3 (a) para Lys y Arg). No obstante, dentro del

rango de variacion del pH, los valores de £ no exceden 1.184, indicando que estos
analitos son cercanos a la forma hidrodindmica esférica principalmente a pH alrededor de

2.4 a 2.6. Es posible que el valor minimo de £ se asocie con efectos estéricos (ver
también Liu et al., 2003) entre las capas de hidratacion de dos cargas positivas presentes en

el pH bajo y la hidratacién creciente debido a la carga titulante negativa del & —COOH, a
medida que el pH aumenta. Esta situacion es posible solamente para los tres aminoacidos
bajo consideracion considerando que ellos estan relativamente muy cargados a pH 1.99

(casi dos cargas netas positivas). Este aspecto se ilustra en la Figura 7.3, donde se

confronta con aquellos resultados que corresponden a los aminoacidos que a pH bajo

tienen solamente una carga positiva (como, por ejemplo, Glu, Gln, Ser y Leu presentados
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en esta figura) con espacio suficiente para la hidratacion posterior de los grupos ionizantes

negativos a un pH mas alto.
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Figura 7.3. Factor de forma £ y radio hidrodinamico equivalente ale{ , a diferentes valores de pH
(/=10 mM), calculados con el LLCEM. Los simbolos (m) y (©) se refieren a los valores numéricos

obtenidos para Q y a% , respectivamente. (a) Lys y Arg, (b) Gln y Glu, (c) Leu y Ser (la linea de

puntos indica la forma esférica). Se usan en los calculos numéricos los niimeros de hidratacion de
los residuos de aminoacidos reportados en Kuntz (1971a).

En la Tabla 7.4 también se observa que el pH* es bastante diferente del pH del
BGE principalmente en el rango de valores bajo, donde los ApK; mas altos se calculan

como consecuencia del fenomeno de regulacion de cargas (los analitos altamente positivos
tienen concentraciones deficientes de protones en su BGE-microambiente). Este fenomeno

indica claramente que el pK; actual aumenta con el pH en un rango de valores por encima

del pKlt constante (alrededor de 1.8 a 2.4 para diferentes aminoacidos y distintas fuentes
bibliograficas). Se encuentra que esta relacion aplica para los 20 aminodcidos que se
estudian aqui cuando el 1.99<pH <3.2 y la /=10 mM (ver, por ejemplo, los valores de
pK; de Arg, His y Lys en la Tabla 7.4; Asp, Ser y Leu en la Tabla 7.5 y Glu y Gln en la

Figura 7.4) y se puede explicar termodindmicamente considerando que los analitos tienen

un potencial de superficie positivo en la medida que el pH < p/. Asi, la concentracion de

protones que interviene en las constantes de disociacion depende principalmente de la
variacion del potencial eléctrico positivo, alrededor de estos analitos a través de la

distribucion de Bolztmann de las concentraciones ionicas, la cual es dependiente del pH .

En este sentido, se debe observar que la constante de disociacion actual de @ — COOH se
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define K| =a /acoon » donde a dcoon Y @y+ son las actividades de las

coo~ 4+ oo™’

especies quimicas —COO,—~COOH y H', respectivamente. Luego es claro que a se

H+
relaciona con el pH" (ver también Ec. (7.3.2)) indicando la diferencia entre pK; y pK.

Tabla 7.4. Resultados numéricos para Arg, His y Lys, a diferentes valores de pH y fuerza idnica constante
1=10 mM, obtenidos con el LLCEM. Los valores de las movilidades efectivas, volumen especifico parcial y

radio compacto se reportan en la Tabla 7.1. Las convergencias de a}e{ (A), Z; y H se logran en el
programa numérico iterativo.

pH 1.99 205 2.10 220 240 2.60 280 3.03 320
Q 1113 1.098 1086 1065 1035 1025 1036 1074 1115
H 10.0 101 10.1 10.2 105 108 11.1 115 11.8
pK, 2.80 281 2.82 2.84 2.88 292 297 303 307
pH" 298 3.04 308 316 332 348 363 3.80 393
Arg ApK 099 0.99 098 096 092 0.88 0.83 0.77 0.73
as 499 4.99 500 501 503 5.06 509 513 515
Z 1.87 185 184 181 1.75 1.67 159 149 142
Z 013 015 016 019 025 032 041 051 2058
Q 1062 1058 1055 1050 1048 1059 1085 1135 L4
H 110 111 112 113 115 118 12.1 125 128
Pk, 279 2.80 2.81 2.83 2.87 291 296 302 307
pH" 3.00 305 3.09 317 333 349 3.64 381 393
His — Apx 101 1.00 099 097 093 0.89 0.84 0.78 0.73
afy 493 493 494 495 497 500 503 507 510
Z 1.86 185 184 1.81 1.74 167 159 148 141
Z 014 015 016 019 025 033 041 051 058
0 1181 1161 1146 1118 1080 1066 1075 1113 1156
H 115 116 11.6 117 120 123 126 13.0 13.3
pK, 281 2.82 2.83 285 2.88 293 298 303 308
pH" 298 3.03 307 315 331 347 362 379 392
Lys  Apk 09 098 097 095 091 087 082 0.76 0.72
af 503 503 504 505 507 510 513 517 519
Z 187 185 1.84 181 1.75 168 1.60 1.50 142
Z 013 014 016 018 025 032 040 050 058
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Tabla 7.5. Resultados numéricos para Asp, Leu y Ser, a diferentes valores de pH y fuerza idnica constante
I=10 mM, obtenidos con el LLCEM. Los valores de movilidad efectiva, volumen especifico parcial y radio

compacto se reportan en las Tablas 7.1 a 7.3 Las convergencias de afl (A), Z; y H se logran en el
programa numérico iterativo.

pH 1.99 2,05 2.10 220 240 2.60
Q 0981 0947 0918 0855 0721  0.580
H 98 98 99 99 101 10.4
pK, 327 328 328 330 333 3.37
pH" 2.52 257 262 270 287 3.03
Asp ApK 053 052 0.528 050 047 0.43
as, 465 465 465 466 4,69 4.71
Z 092 091 0.90 0.88 082 0.76
Z, 005 006 006 007 011 -0.15
7, 003 004 004 0,05 007 -0.10
Q 1022 0.985 0954 0.887 0.745 0603
H 7.7 77 78 7.8 79 8.1
K, 325 326 326 327 329 332
- pH" 2.54 259 2.64 273 291 308
ApK 0.55 054 0.54 0.53 051 048
as, 4,65 4,65 4,66 466 468 470
Z 095 094 093 092 0.89 0.84
Z, 005 006 006 008 011 0.16
Q 1.025 0978 0940 0.859 0697 0.547
H 8.7 87 8.8 8.8 90 92
K, 32 323 323 324 327 330
. pH" 256 262 267 276 293 3.10
ApK 057 057 057 056 053 0.50
as, 443 443 444 445 447 449
Z 094 094 093 092 0.88 083
Z, 005 006 007 008 012 017

Siguiendo con este andlisis, es importante mencionar que como una consecuencia

del fenémeno de regulacion de cargas, la aplicacion del LLCEM a Glu y Asp, a los valores
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de pH mas altos del rango experimental, es bastante dificil. De este modo, teniendo en

cuenta que pH”™ se aproxima al p/ antes que el pH, y también considerando los valores
de pl bajos de estos dos aminodcidos, se espera que se alcancen las hidrataciones
maximas de estos aminoacidos a los valores de pH mas altos, que corresponde
aproximadamente a la Z; maxima (Durchschlag y Zipper, 2004). Asi se encontrd que
cambiando el pH hacia este punto, la forma hidrodindmica que se requiere puede ser

diferente de las particulas esferoidales simples (el factor de forma toma valores fuera del
rango permitido) y en consecuencia se deben formular algoritmos numéricos mas robustos
con relacion a la descripcion de otras formas de los analitos. Es también claro que el
analisis realizado arriba para los aminoacidos basicos (Arg, His, Lys) se puede extender a
los aminoacidos acidos (Asp, Glu). Para estos dos analitos particulares, sin embargo, se
encontrd que Q2 <I, disminuyendo monoténicamente desde valores cercanos a uno (forma

cercana a la esférica a pH 1.99) a medida que el pH aumenta (ver por ejemplo Asp en la

Tabla 7.5). La velocidad de variacion de Q es mds pronunciada para estos dos
aminodcidos que para los tres basicos; este resultado es consistente con el hecho que para
los aminoacidos acidos hay dos grupos ionizantes —COOH titulando dentro del rango

experimental de pH. Como consecuencia de este efecto particular, a pH relativamente
alto (es decir, pH >2.6) se observa que para la mayoria de los aminoacidos ionizantes y

polares, polares y no polares los valores de £ pueden estar afuera del rango permitido
(0.5<Q<1.5) para que sea posible aplicar las soluciones disponibles de la movilidad
electroforética correspondiente a particulas esferoidales (Yoon y Kim, 1979) (ver también,
por ejemplo, Ser (polar) y Leu (no polar) en la Tabla 7.5). Como se indicé arriba, una vez
mas la consideracion de la forma hidrodinamica en los aminoacidos, péptidos pequefios
(Piaggio et al., 2006a) y analitos en general, parece ser mas importante que en aquellos
casos concernientes a péptidos grandes y proteinas globulares. No obstante, basados en la
experiencia previa sobre el tema y después de estas conclusiones, se encontrd que el
modelado de la movilidad electroforética de analitos en general puede requerir la
consideracion cuidadosa de la forma hidrodindmica. Mas atn, imponiendo el valor de un
radio hidrodindmico esférico en los algoritmos numéricos, calculados a partir de los radios
de van der Waals, puede conducir a algunas inconsistencias con los valores fisicos de los
numeros de hidratacion y tal vez a una sobre simplificacion de la forma hidrodinamica de

los analitos. Otro grupo interesante de aminoéacidos para ser analizados aqui estd formado
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por los aminoacidos polares Asn, Gln, Cys, Tyr y Thr y también los no polares Pro, Phe,
Trp y Met, los cuales presentan formas hidrodindmicas diferentes de la esférica,

comenzando con <1 a pH 1.99 y disminuyendo monotdnicamente con los valores mas
altos de pH . Estos aminoécidos claramente excluyen la forma esférica (ver también abajo

la discusion concerniente a la forma de los analitos en general).
El grupo final de aminoacidos que se consideran aqui es aquel compuesto por los
aminodcidos polares Ser y Gly y los no polares Ala, Leu, Ile y Val, todos ellos

comenzando con Q>1 (es posible la forma esferoidal del tipo prolato) a pH 1.99.
Aumentando los valores de pH las formas hidrodinamicas correspondientes se vuelven

esféricas (2 =1 ) para finalizar con valores de £ <I (es posible la forma esferoidal del tipo
oblato). Por supuesto, con relacion a la asignacion de las formas prolato u oblato para estos

aminoacidos a medida que el pH aumenta, merece explicaciones adicionales. En efecto,

para Q>1 es posible elegir ya sea las formas hidrodinamicas del tipo prolato u oblato para
una analito particular, pero es también evidente a partir de las soluciones reportadas en
Yoon y Kim (1989) que para estos valores de 2, la orientacion predominante de la
constante promedio <C> es en la direccion paralela al campo eléctrico aplicado para el
esferoide del tipo prolato y perpendicular para el esferoide del tipo oblato, correspondiente
a los mas altos y mas bajos valores de o, respectivamente. Como se discutio previamente
en el Capitulo 5 (ver también, Piaggio et al., 2006a) se considera que en la medida que el
eje principal mayor a de los esferoides se toma como la linea que une los centros de carga
neta positivo y negativo, este eje tiende a estar alineado, en promedio de todas las posibles
orientaciones, con la direccion del campo eléctrico aplicado, como consecuencia de la

presencia de un momento dipolar efectivo bajo formacion en el analito para pH en

aumento (en el p/ este momento dipolar tiene las cargas positiva y negativa balanceadas y
en consecuencia se vuelve bien definido). En este sentido se concluye que para Q>1 se
deberia asignar la forma del tipo prolato al analito que migra electroforéticamente. La
situacion contraria es también verdadera, y se puede facilmente inferir a partir de la previa;
asi para Q<1 el analito deberia tener forma del tipo oblato. Estos dos ultimos resultados se
aplican en la medida que las particulas esferoidales son descriptores buenos de la forma
hidrodindmica del analito, es decir, para 0.5<Q<1.5. Es también claro a partir de la
discusion mencionada arriba que las predicciones a partir de los modelos electroforéticos

continuos, como el LLCEM y el PLLCEM (ver mas abajo), dependen significativamente
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de los parametros microestructurales que se ingresan en el correspondiente algoritmo
numérico. Para visualizar este aspecto mejor, en la Tabla 7.6 se presenta H calculado con
el LLCEM cuando se usan los niimeros de hidratacion de los aminoacidos residuales
reportados en Kuntz (1971a) y en Hopfinger (1977) (ver Ecs. (7.3.9) y (7.4.1) para
visualizar la incidencia de estos datos sobre las convergencias del algoritmo). A pesar de
que los resultados obtenidos y presentados en esta tabla son bastante similares y aceptables
teniendo en cuenta el conocimiento presente con relacion a la hidratacion de la
microestructura, se observa que algunos datos sugeridos en la literatura son bastante
diferentes; por ejemplo, el nimero de hidratacion del residuo Cys puede ser 0.1 o 1,
aquellos para la Phe 0 o 1.4, mientras para el residuo de Pro estos nimeros son 0.9 o 3;
todos los otros valores son bastante proximos. Asi, los resultados presentados en este
capitulo para la interpretacion de la movilidad electroforética de aminoacidos (calculos a
través de modelos continuos) son aproximaciones cuantitativas porque los datos de la
microestructura disponibles con respecto a la hidratacion podrian mejorarse en un futuro
cercano a través de simulaciones por dindmica molecular mas eficientes. No obstante, se
espera mientras tanto que estas conclusiones cuantitativas ayuden a elucidar y comprender

mejor este dificil tema.
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Figura 7.4. pK| y carga neta Z , a diferentes valores de pH (/=10 mM), calculados con el LLCEM.
Los simbolos (m) y (o) se refieren a los valores numéricos que se obtienen para pK| y Z,

respectivamente. (a) Lys y Arg, (b) Gln y Glu, (c) Leu y Ser. Se usan en los calculos numéricos los
numeros de hidratacion de los residuos de aminoacidos reportados en Kuntz (1971a).
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Tabla 7.6. Valores numéricos del nimero de hidratacion H para los 20 aminoacidos, a pH 1.99 (/=10 mM),
calculados con el LLCEM. Las columnas (A) y (B) son los valores de H cuando se usan los niimeros de
hidratacion de los residuos de aminoacidos reportados en Kuntz (1971a) y en Hopfinger (1977),
respectivamente, en la Ec. (7.3.9) y el criterio de convergencia (Ec. (7.4.1)). Los aminoacidos estan
ordenados de acuerdo a la disminucion de los nimeros de hidratacion presentados en la columna A.

H
Aminodcidos A B
Lys 11.5 12.3
His 11.0 9.9
Arg 10.0 9.3
Asp 9.8 9.8
Glu 9.8 9.7
Pro 9.7 7.6
Tyr 9.7 8.8
Ser 8.7 8.4
Thr 8.7 8.2
Asn 8.7 8.9
Gln 8.7 8.8
Trp 8.7 8.6
Ala 8.2 7.7
Gly 7.7 7.8
Cys 7.7 6.8
Val 7.7 7.6
Met 7.7 7.4
Leu 7.7 7.5
Ile 7.7 7.5
Phe 6.7 8.1

Es también interesante, en esta etapa del estudio concerniente a la interpretacion de
las movilidades electroforéticas de aminoacidos, realizar dos tipos de corridas numéricas
con el LLCEM, por ejemplo, correspondiente a Asp e His (con cadenas laterales polares
ionizantes, dcida y basica, respectivamente). Una corrida consiste en variar el pK; del

valor sugerido 3.8 a uno mas bajo, por ejemplo 3.2, para visualizar los efectos numéricos

sobre el nimero de hidratacion H. La otra corrida se lleva a cabo imponiendo una forma
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hidrodinamica esférica fija para cualquier pH del programa experimental bajo analisis. La

Figura 7.5 ilustra los resultados correspondientes.
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Figura 7.5. Namero de hidratacion H, a diferentes valores de pH (/=10 mM), calculados con el
LLCEM. La linea entera se refiere a Q #1 (ver valores de © en las Tablas 7.4 y 7.5, donde se usan
en los calculos numéricos los numeros de hidratacion de los residuos de aminoacidos reportados en
Kuntz (1971a) y la linea de puntos se refiere a 2 =1 (no se impone la convergencia de hidratacion

H). Los simbolos (0) y (m) indican los valores numéricos para pKlr =38 y pKlr =32,
respectivamente. (a) Asp, (b) His.
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Asi los célculos para el Asp muestran en la Figura 7.5 (a) que la hidratacion
resultante no es significativamente afectada por cambios en el pK;|, mientras que esta
propiedad toma valores no esperados a medida que el pH aumenta cuando se impone una
forma esférica fija. De esta manera a través de la Figura 7.5 (a) se observa una vez mas la
importancia de la forma hidrodinamica del analito sobre la hidratacion. También, a pesar
de que los cambios del pK| introducen variaciones en los resultados numéricos en general,
ellos no son importantes para cambiar el significado fisico, el cual se preserva para el

rango de diferentes pK| bajo analisis. La Figura 7.5 (b) presenta las dos corridas

numéricas propuestas arriba para la His. Una vez mas se visualiza el efecto del pK| y se

obtiene una conclusion similar a la del Asp con relacion a este tema especifico. En adicion,

es interesante observar que fijando la forma hidrodindmica de la His en una esfera, con un

radio equivalente af; y Q =1, se obtiene una evolucion decreciente no fisica de H con el
pH para pK;=3.2, indicando probablemente que este valor es demasiado bajo para ser la

referencia apropiada. Para pK[=3.8 y Q=1, también se visualiza que H comienza
aumentando con el pH y luego de alcanzar un valor méximo decrece para valores de pH

mas altos. A pesar de que esta Ultima curva se puede interpretar considerando efectos
estéricos (un argumento ya usado para Lys y Arg en la Figura 7.3 (a)), sin embargo, no se

espera que se encuentren valores tan bajos para el H de la His, a medida que el pH

aumenta. Este resultado indica que la forma hidrodindmica del analito cambia

significativamente con el pH, como ya se concluyd con los resultados previos arriba,

eliminando la condicion Q =1.

Finalmente también se aplica el PLLCEM a la mayoria de los aminoéacidos
estudiados arriba (resultados no reportados aqui). Estos resultados indican para estos
analitos relativamente pequenos, comparandolos con péptidos grandes y proteinas
globulares, que las perturbaciones asociadas con las interacciones electrostaticas entre
grupos ionizantes son insignificantes, como se observa numéricamente cambiando la
permitividad eléctrica en el dominio de los aminoacidos (para estas particulas pequenas se
sugiere &'~80) y también, las distancias promedios posibles entre pares de cargas
interactuantes. Se supone que estos resultados son una consecuencia de que el niimero

maximo de grupos ionizantes que intervienen en el fendmeno de regulacion de cargas de
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aminoacidos no es mayor de tres. No obstante, se observa que este fendmeno esta aun
presente para estos analitos al nivel de campo promedio de las interacciones electrostaticas

correspondiente a las Ecs. (7.3.2) a (7.3.8).

7.7 Conclusiones
Los aminoacidos que se estudian en este capitulo de la Tesis se modelan
hidrodindmicamente como esferoides del tipo prolato y oblato y en unos pocos casos como

esferas, en el rango de pH bajo, principalmente para 1.99<pH <2.6, cuando la fuerza

i6nica es alrededor de 10 mM. Las formas hidrodinamicas de los aminoacidos y en
consecuencia sus radios equivalentes son muy sensibles a la hidratacion del analito. Asi, se
encuentra que se obtiene una forma bien definida para cada aminoacido solamente cuando
se introduce un criterio de convergencia adicional en el algoritmo numérico de los modelos
fisicoquimicos (LLCEM y PLLCEM) que se usan para interpretar las movilidades
electroforéticas; los cuales involucran el numero de hidratacion del analito, estimado a
través de la suma de las hidrataciones individuales de las zonas del analito,
correspondiendo principalmente a las cargas totales y parciales de los grupos ionizantes y
dipolos moleculares. Por consiguiente, bajo estas condiciones, el LLCEM y el PLLCEM
son capaces de proveer estimaciones de cantidades acopladas como: el factor de forma
hidrodindmica, el radio hidrodinamico equivalente (tamafio), la carga neta, el pK; actual
de los grupos ionizantes dentro del rango de pH de los experimentos, las cargas parciales
de los grupos ionizantes, un nimero de hidratacion consistente H, el pH cercano a la

molécula del analito (pH -microambiente del BGE) y otros célculos adicionales a partir de

estos.
Para hidrataciones de los aminoacidos mas drésticas, se requiere la consideracion
de otras formas hidrodinamicas diferentes de los esferoides, en la medida que los valores

de los pH se aproximan al punto isoeléctrico del aminoacido. Sin embargo, estas formas
hidrodindmicas deberian ser compatibles con los ejes geométricos conteniendo el dipolo
efectivo del analito que se forma en la medida que el pH se aproxima al punto
isoeléctrico. En competicion con el movimiento browniano, se espera que este eje tienda a
estar alineado, o predominantemente paralelo, al campo eléctrico aplicado en las corridas

de la CZE como una consecuencia del momento dipolar efectivo asi generado.
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A partir de los estudios de la CZE de aminoacidos en el rango de pH bajo se

encuentran comportamientos hidrodindmicos distintivos correspondientes a diferentes

grupos de ellos. Asi en el rango 1.99<pH <2.6, los aminoacidos con cadenas laterales

polares acidas e ionizantes, y algunas polares se representan por esferoides del tipo oblato,
mientras que los aminodcidos no polares pueden ser esferoides del tipo prolato u oblato.
Los aminoacidos con cadenas laterales polares bésicas e ionizantes permanecen prolato en
todo el rango, y también muestran probables efectos estéricos entre las capas de
hidratacion de los grupos ionizantes.

Las propuestas para futuras investigaciones deben estar dirigidas a algoritmos
numéricos mas robustos para predecir formas hidrodindmicas diferentes de los esferoides,
asi como la expresion y datos experimentales mas reales concernientes a los numeros de

hidratacion de las zonas ionizantes, polares y no polares de los analitos en general.
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Conclusiones Generales

Resultados principales de la Tesis

¢ Se presenta un modelo fisicoquimico-matematico que describe fenGmenos y procesos
relevantes de la separacién de analitos mediante CZE. EIl sistema de ecuaciones
resultantes se traduce a un esquema computacional que se programa y ejecuta en
lenguaje FORTRAN y en la plantilla MATHEMATICA. Este modelo basico de la CZE
(no-ideal y lineal) que involucra moléculas cargadas pequefias se valida con datos
experimentales propios y de la bibliografia.

¢ El modelo esta construido a partir de las ecuaciones fundamentales que describen los
balances de materia, carga eléctrica, cantidad de movimiento, energia y especies
i6nicas (electrolitos y analitos) incluyendo ecuaciones constitutivas apropiadas. Se
evita de esta manera suposiciones muy restrictivas inherentes a otros modelos o
simulaciones presentadas en la literatura donde se usan preferentemente parametros y
correlaciones empiricas.

¢ Este modelo provee predicciones cualitativas y cuantitativas de interés practico para la
interpretacion del electroferograma de un analito o de una mezcla de analitos.

¢ EIl esquema computacional es capaz de simular los electroferogramas de la CZE y
permite el calculo simultdneo de propiedades fisicoquimicas relevantes tales como
carga neta, radio hidrodindmico, potencial de particula, forma hidrodindmica de
particula, coeficiente de difusion y otras también relevantes para la interpretacion
funcional de analitos en sistemas biolégicamente complejos.

¢ La simulacion puede facilitar también el desarrollo y optimizacion de nuevas técnicas
separativas con aplicacion clinica y biotecnoldgica.

¢ La variacion de los pardmetros de separacion a través del modelo, principalmente en lo
que concierne a la composicion del BGE, permite encontrar una propuesta de protocolo
favorable para un problema separativo especifico. El estudio del sistema real mediante
la experimentacidn, lo cual es la rutina préctica que generalmente involucra “prueba y
error”, se puede reemplazar por una simulacion computacional preliminar

(relativamente rapida) con la aplicacion de modelos del tipo propuesto en esta Tesis.
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El modelo bésico en sus versiones expandidas origina los modelos extendidos (LLCEM
y PLLCEM), los cuales incluyen el inevitable fendbmeno de regulacion de cargas
asociado a las interacciones entre grupos cargados, y de estos con el BGE. Los modelos
extendidos tienen aplicacion directa en el andlisis de la CZE de analitos mas complejos
como peptidos y proteinas y pueden ser extendidos a otros analitos de interés
biotecnoldgico.

Partiendo del dato experimental de la movilidad electroforética del analito, los
modelos extendidos proporcionan resultados rigurosos (propiedades fisicoquimicas
verdaderas) provistos por el algoritmo numérico y las subrutinas iterativas que incluye.
Asi se obtienen estimaciones de propiedades que matematicamente estan acopladas en
los modelos, tales como: radio hidrodinamico, carga neta, potencial zeta, variaciones en

los pK de los grupos cargados en el BGE especifico, etc.

La incorporacion en los modelos del calculo simultaneo (es decir, en forma acoplada)
de la hidratacion y la forma de los analitos permite estimar correctamente el tamafio
efectivo de estas particulas que en general son diferentes a la forma esférica desde el
punto de vista hidrodinamico y en el contexto de la CZE.

La aplicacion de modelos como los propuestos en esta Tesis permite la caracterizacion
de diferentes analitos (proteinas, péptidos, aminoacidos, drogas) a través del
conocimiento de parametros fisicoquimicos relevantes en las condiciones especificas
del medio (BGE), los cuales no son facilmente accesibles por otras técnicas
experimentales sencillas como la CZE.

El uso de los parametros conformacionales como el radio hidrodindmico, la carga neta
y la hidratacion son utiles para estudiar el proceso de desnaturalizacion de proteinas
bajo la accion de diferentes agentes desnaturalizantes. En efecto, a partir de medidas de
la movilidad electroforética via CZE vy la aplicacion del modelo LLCEM se obtienen
resultados relevantes que describen el estado termodindmico (como por ejemplo,
conformacién y energia libre electrostatica) de la proteina a diferentes niveles de
desnaturalizacion.

Las formas hidrodinamicas de los analitos y en consecuencia sus radios equivalentes
son muy sensibles a la hidratacion. En general, se obtiene un tamafio hidrodindmico de
“esfera equivalente” bien definido para cada analito; de donde se puede a su vez
estimar una forma hidrodindmica que es compatible solamente cuando se introduce un

criterio de convergencia que involucra el radio hidrodinamico, la hidratacion y la carga
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en el algoritmo numérico de los modelos fisicoquimicos (LLCEM y PLLCEM)
propuestos en esta Tesis que se usan para interpretar las movilidades electroforéticas.

¢ El agua asociada a los analitos se describe a través del numero de hidratacion, el cual se
calcula iterativamente en el cédigo numérico sumando las hidrataciones individuales de

los grupos ionizantes del analito en sus diferentes estados de disociacional pH, | y T

del BGE.

En consecuencia, los modelos propuestos en esta Tesis se pueden usar en dos
formas diferentes: A) Cuando el electroferograma experimental esta disponible (es decir, el
tiempo de migracién o la movilidad electroforética del analito se conoce) es posible
estimar propiedades fisicoquimicas tales como: radio hidrodindmico, difusividad

molecular, carga efectiva, potencial de superficie, hidratacion, forma hidrodinamica 'y pK

efectivos de los grupos ionizantes de cada analito, entre otros calculos adicionales y
relevantes para diversos objetivos. B) Con los resultados de una corrida inicial de la CZE
es posible perturbar la prediccion de la velocidad electroforética de cada analito (variando,

por ejemplo, el pHy/o la fuerza ionica) para adoptar asi el protocolo de trabajo méas

conveniente segun las necesidades separativas que se desea lograr.

Por consiguiente, el uso combinado de experiencias practicas y modelos
fisicoquimicos de la CZE, como los que se presentan aqui, ayudan a ampliar la
informacidn que es capaz de brindar esta técnica separativa aplicable a diferentes tipos de

analitos en un espectro amplio de formulaciones del BGE.

Conclusiones més destacadas de esta Tesis

Por lo expuesto en esta Tesis se sugiere enfaticamente que la CZE, ademas de ser
una herramienta analitica ampliamente usada en la practica, tiene, ademas, aplicacién para
la estimacion de propiedades fisicoquimicas relevantes; cuando el electroferograma se
modela e interpreta a través de las ecuaciones de los fendmenos de transporte acopladas a
los efectos electrocinéticos.

Como aportes destacados de esta Tesis se puede mencionar que los modelos
extendidos de la CZE incluyen el fendmeno de regulacion de cargas generalmente no
considerado en los modelos reportados en la literatura al presente. Es posible asi

determinar el pH cercano a la molécula que resulta ser diferente de aquel del seno de la

solucion correspondiente a la formulacion del BGE. Este aspecto es muy relevante en el

analisis del comportamiento bioquimico de analitos en general.
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También es importante la consideracion, a través de los modelos propuestos, de las
formas hidrodinamicas de particulas diferentes a la esférica y las estimaciones del radio
hidrodinamico equivalente y de la carga neta, que surgen como resultados del algoritmo
numeérico propuesto. Esta alternativa supera la propuesta de estudios previos presentados
en la literatura, los cuales utilizan la masa molar del analito solamente (la hidratacion no se
tiene en cuenta, introduciendo asi un error significativo en la masa de la unidad
cinematica) con correlaciones empiricas para predecir las movilidades electroforéticas de
analitos en la CZE. Ciertamente, el caracter de prediccion de esos modelos es muy
aproximado y también pueden generar inconsistencias fisicas principalmente asociadas con
el estado de hidratacion de los analitos.

Finalmente es evidente que la evaluacion cuantitativa del fendmeno de regulacién
de carga, de la hidratacion, la carga neta, la forma hidrodindmica y el tamafio de los
analitos, ayudaria al desarrollo de métodos de separacion multidimensionales; los cuales al
presente demandan no sélo propuestas experimentales innovativas, sino también estudios
teoricos para comprender mejor el fendmeno de micro-escala asociado con la

electromigracion.

Propuestas para futuras investigaciones

¢ Considerar la asignacién del valor adecuado de la permitividad eléctrica en el interior
de la proteina, y su importancia en los célculos que surgen del PLLCEM.

¢ Realizar estudios acerca de la incidencia de los ApK; en las estimaciones de los

parametros fisicoquimicos (radio hidrodinamico y carga efectiva) y su directa relacion
con el comportamiento bioguimico de proteinas y péptidos.

¢ Proponer algoritmos numéricos mas robustos para predecir formas hidrodindmicas
diferentes de los esferoides, asi como generar datos experimentales mas precisos con
relacion a los numeros de hidratacion de los grupos ionizantes, polares y no polares de
los analitos en general.

¢ Reconsiderar la evaluacion del estado de hidratacién de péptidos y proteinas, a partir de
datos de movilidades electroforéticas de la CZE, incluyendo en los modelos los
numeros de hidratacion de los aminoacidos residuales y grupos terminales y la
convergencia con el pardmetro de forma, el cual permite describir el comportamiento

hidrodindmico de particulas no esféricas.
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LISTA DE ABREVIATURAS *

ACE Electroforesis en acetato de celulosa
ANNSs Redes neuronales artificiales

1A06 Albumina sérica humana

ASS Secuencia de aminoacidos

BEM Método de Elementos finitos de Frontera
BGE Solucion electrolitica o buffer

1CA2 Anhidrasa carbonica humana

CCC Cromatografia capilar quiral

CE Electroforesis capilar

CEC Electrocromatografia capilar

CGE Electroforesis capilar en gel

CIEF Isoelectroenfoque capilar

CITP Isotacoforesis capilar

CTAB bromuro de cetiltrimetilamonio

CZE Electroforesis capilar por zona

DMSO Dimetilsulfoxido

DLS Técnica de light scattering

EDL Doble capa eléctrica

EOF Flujo electroosmotico

F Especies plegadas en el proceso de folding/unfolding
HPLC Cromatografia liquida de alta resolucion
HM Modelo de Huickel

1HRC Citocromo ¢

HSA Albumina sérica humana

I Especies intermedias en el proceso de folding/unfolding
LLM Modelo de Linderstrgm Lang

LLCEM Modelo de Linderstrgm Lang de la Electroforesis Capilar
LRCLM Modelo de Regresion Lineal de la escalera de carga
2LYZ Lisozima

MECC Cromatografia capilar electrocinética micelar
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NMR Resonancia Magnética Nuclear

PBMCM Modelo de Poisson-Boltzmann- Montecarlo

PDB Base de Datos de Proteinas
PE Polietileno

PFC Polifluorocarbono

pl Punto Isoeléctrico

PKU Fenilcetonuria

PLLCEM  Modelo de Linderstram Lang de la Electroforesis Capilar Perturbado

PVC Polivinilcloruro

RLM Modelo de Regresion Lineal
RSD Desviacion estandar relativa
SDS Dodecil sulfato de sodio
1STN Nucleasa estafilococica

SDS-PAGE Electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS

TLC Cromatografia en capa delgada

U Especies desplegadas en el proceso de folding/unfolding
uv Ultravioleta

1V9E Anhidrasa carbonica bovina

* Abreviaturas traducidas del inglés
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LISTA DE SIMBOLOS

Se emplean unidades SI, excepto que se indique lo contrario. En general, se sigue la
terminologia recomendada para las técnicas analiticas por electromigracion en capilares de

acuerdo a [IUPAC-2003 (Riekkola et al., 2004).

a eje mayor de la particular esferoidal

a, radio de la esfera compacta equivalente

ay radio hidrodinamico

a; radio del analito i

aq radio hidrodinamico de la proteina en el estado « =F,U

a$; radio hidrodinamico equivalente o radio de Stokes

4, apertura del detector UV

b radio ¢/ a parauna particula cilindrica

c eje menor de la particular esferoidal

C concentracion de urea genérica

Cn concentracion de urea en el punto medio de la curva de transicion F <> U

c’ movilidad de la particula paralela a la direccion del campo eléctrico aplicado
normalizada con la movilidad asint6tica de Smoluchowski

1 oqe ’ . . Iy r .

C movilidad de la particula perpendicular a la direccion del campo eléctrico
aplicado normalizada con la movilidad asint6tica de Smoluchowski

<C> movilidad promedio de la particula normalizada con la movilidad asintdtica de
Smoluchowski

c, concentracion molar del BGE

Ceo parametro empirico de sobrecarga de muestra (concentration overload)

C; concentracion molar del analito i

C;, capacitancia eléctrica de la capa compacta

<C; > concentracion radial promedio

C, capacidad calorifica del BGE
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espesor de la capa compacta

didmetro interno del tubo capilar

coeficiente de difusion de Stokes-Einstein

coeficiente de difusion efectiva de Taylor-Aris

coeficiente de dispersion efectiva total

carga elemental

vector intensidad de campo eléctrico

intensidad de campo eléctrico aplicado en la direccion axial del tubo
excentricidad de la particula esferoidal

coeficiente de friccion hidrodinamico

coeficiente de friccion de Stokes en el estado @ =F, U

funcion de Henry

vector gravedad

aceleracion gravitacional

potencial quimico total de la proteina en el estado @ =F, U

potencial quimico de referencia de la proteina en el estado @ =F,U

media distancia del piston de muestra introducido inicialmente en la entrada del

capilar

numero de hidratacion de los residuos de aminoacidos. El subindice 1 indica el

tipo de aminodcido

nimero de hidratacion de los residuos polares de aminoacidos. El subindice i

indica el tipo de aminoacido

numero de hidratacion de los residuos no polares de aminoacidos. El subindice 1

indica el tipo de aminoacido
numero de hidratacion del analito

numero de hidratacion estimado del analito

altura del plato tedrico

fuerza i6nica

Corriente eléctrica

vector corriente eléctrica
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flujo difusivo del i6n i

conductividad térmica del BGE

constante de Boltzmann

constante de velocidad de desorcion
conductividad eléctrica

constante cinética en el proceso de isomerizacion U — F de la proteina
constante cinética en el proceso de isomerizacion F — U de la proteina
constante de equilibrio termodindmica del proceso de folding/unfolding
coeficiente de distribucion de adsorcion en la pared

constante de equilibrio de disociacion de los grupos silanoles

funcién de Bessel de segundo orden modificada para n=0, 1
espesor de la doble capa eléctrica (longitud de Debye)
longitud del enlace peptidico

distancia de deteccion

longitud total del tubo capilar

pendiente de la recta de disminucion de la energia libre de referencia, con la
concentracion de urea

cantidad de muestra introducida inicialmente en la entrada del capilar
masa de la particula

masa molar

vector unitario

concentracion numérica del i6n

nimero de cada tipo de grupos cargados en la secuencia de aminoéacidos de la
proteina

numero de grupos silanoles acidos por unidad de area

numero de moléculas de agua por unidad de carga

nimero de especies o nimero de residuos de aminoacidos en el péptido o en la

proteina (segiin corresponda)
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r
NHjt

pK
qi
q:

9;

numero de grupos cargados en el analito
numero de conformaciones alternativas

constante de Avogadro
numero de Grashof

presion

numero de Peclet de especies 1

pH del BGE
pH cercano al grupo cargado i en el dominio del analito

pH alejado del grupo cargado i pero aun en el dominio del analito
pH cercano a la molécula
pH cercano a la molécula de proteina en el estado  =F,U

valor de pK actual del grupo cargado i
valor de pK actual del grupo cargado i en el estado @ =F,U
valor de pK de los grupos cargados laterales y terminales de la cadena como

aminoacidos libres
valor de pK de los grupos cargados laterales y terminales de la cadena en un

estado de referencia

valor del pK del grupo COOH-terminal en un estado de referencia
valor del pK del grupo NH3 -terminal en un estado de referencia

carga especifica de la particula i
carga especifica de la superficie del capilar
carga neta o efectiva del analito i

coordenada radial (en coordenadas cilindricas)

radio del helicoide del capilar en el cartucho
distancia genérica promedio entre pares i-j de grupos cargados

radio efectivo de un grupo cargado i

velocidad cinética de asociacion-disociacion del analito
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radio del tubo capilar

nimero de Reynolds

factor de correccion por la atraccidon-repulsion en la cadena Gaussiana basica

tiempo

tiempo efectivo de inyeccion

tiempo de migracion del analito i

tiempo de migracion del marcador de EOF

temperatura absoluta

temperatura en el punto medio de la curva de transicion F <> U

temperatura en el estado plegado de referencia en un proceso de

desnaturalizacion térmica

velocidad de difusion

vector velocidad de mezcla

velocidad hidrodindmica promedio debido a la aplicacion de una diferencia de

presion

velocidad del flujo electroosmotico
velocidad del i6n

vector velocidad electroforética del i16n

velocidad electroforética del 16n en la direccidn axial del tubo

volumen especifico del analito

volumen especifico del BGE

voltaje aplicado

volumen hidrodinamico del analito
volumen compacto del analito

volumen de muestra introducido en la entrada del capilar

volumen hidrodinamico de la proteina en el estado o =F,U
fraccion molar de la proteina en el estado @ =F,U

valencia del i6n

numero de carga neta (o efectiva) de un analito
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Z; numero de carga neta del grupo cargado i en el analito
A numero de carga neta del analito calculada con los pK’
7¢ numero de carga neta del analito calculada partir de la ecuacion de Henderson-
Hasselbach sin considerar el fenomeno de regulacion de cargas
A nimero de carga de referencia del sitio i
1
A nimero de carga neta de referencia del analito
7t numero de carga neta del analito obtenida por titulacién
Zy numero de carga total del aminoacido
Z. nimero de carga positiva del aminodcido
Z. namero de carga negativa del aminoacido
zs (r) perfil del frente de muestra introducida en la entrada del capilar
Z, numero de carga neta de la proteina en el estado « =F,U
Zy numero de carga neta del grupo cargado i en la proteina en el estado @ =F,U
Ah diferencia de altura
Ap caida de presion (Ap =0,5 psiy 1 psi = 6894,76 Pa)
AGeTt cambio de energia libre efectiva
AGE! cambio de energia libre electrostatica
AG” cambio de potencial quimico de referencia
AG:; cambio de energia libre de referencia para concentracion de urea nula
AH" cambio de entalpia de referencia
ApH diferencia entre pH y pH”
ApH; diferencia entre pH; y pH
a diferencia entre pH y pH, en el estado F o U
ApK; diferencia entre pK{ de referencia y pK; actual, evaluado con el PLLCEM o
LLCEM
ApK g diferencia entre pK; de referenciay pK,; actual en el estado F o U
AS” cambio de entropia de referencia
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AZ; diferencia entre el numero de carga Z; y el numero de carga de referencia er

a grado de colinealidad en la orientacion de la particula
a(+) fraccion de carga positiva
a(—) fraccion de carga negativa
p coeficiente de expansion térmica
o pardmetro de hidratacion del analito
Oy parametro de hidratacion de la proteina en el estado  =F,U
& permitividad eléctrica del BGE
&, permitividad eléctrica en el vacio
&' permitividad eléctrica dentro del dominio del analito
K inversa de la longitud de Debye (x =1/1p)
K’ inversa de la longitud de Debye dentro del dominio del analito
P densidad de mezcla del BGE
o distribucion de carga eléctrica por unidad de volumen
ol densidad de la especie i
Py densidad de la particula
y tensor-velocidad de deformacion
n viscosidad del BGE
Ny viscosidad del agua en funcion de la temperatura
. parametro de dispersion del analito
4 potencial eléctrico en el BGE
Yo potencial de superficie
Vg potencial en la capa externa de Helmholtz (y,; = ;)
o; movilidad hidrodindmica del i6n i
H movilidad electroforética de una particula esférica
Hap movilidad aparente del analito
o movilidad electroforética del i6n i
oy movilidad del flujo electroosmético
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Hp movilidad electroforética efectiva de una particula no-esférica

Hy movilidad electroforética de la proteina en el estado @ =F,U

Q cociente entre las movilidades de la particula no-esférica y la particula esférica

equivalente (factor de forma)

o conductividad eléctrica del BGE

oy densidad de carga por unidad de area

oy densidad de carga total en la capa difusa de iones
0 constante de ajuste en la Ec. (7.3.4)

parametro de difusion efectiva de Taylor-Aris

$; potencial eléctrico de la particula
<y potencial eléctrico de la proteina en el estado @ =F,U
¢, potencial eléctrico del tubo capilar

&=r/R radio adimensional

<> indica valores promedio

Subindices:

i =1...N indica especies del analito

w indica evaluacion en la pared del capilar

a igual a F y U para los estados plegado y desplegado de la proteina
Supraindice:

o indica alejado de la pared del tubo
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“Vivir no es solo existir, sino existir y crear, saber gozar y sufrir y
no dormir sin sofar. Descansar, es empezar a morir.....”

Gregorio Marafion (1887-1960)



