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Segunda posicién

Primera posicion

Tercera posicion

(terminacion 5") A G (terminacion 3")
Phe Ser Tyr Cys U
U Phe Ser Tyr Cys C
Leu Ser Paro Paro A
Leu Ser Paro Trp G
Leu Pro His Arg U
C Leu Pro His Arg C
Leu Pro Gln Arg A
Leu Pro Gln Arg G
Ile Thr Asn Ser U
A Ile Thr Asn Ser C
Ile Thr Lys Arg A
Met Thr Lys Arg G
Val Ala Asp Gly U
G Val Ala Asp Gly C
Val Ala Glu Gly A
Val Ala Glu Gly G

Abreviaturas para aminoacidos

A Ala Alanina

B Asx Asparagina o aspartato
C Cys Cisteina

D Asp Aspartato

E Glu Glutamato
F Phe Fenilalanina
G Gly Glicina

H His Histidina

I Ile Isoleucina
K Lys Lisina

L Leu Leucina

M Met Metionina
N Asn Asparagina
P Pro Prolina

Q Gln Glutamina
R Arg Arginina

S Ser Serina

T Thr Treonina

\Y Val Valina

w Trp Triptofano
Y Tyr Tirosina

Z Glx Glutamato o glutamina




booksmedicos. org
Principios de
Bioquimica

CUARTA EDICION

H. Robert Horton

North Carolina State University

Laurence A. Moran

University of Toronto

K. Gray Scrimgeour

University of Toronto

Marc D. Perry

University of Toronto

J. David Rawn

Towson State University

TRADUCCION REVISION TECNICA
Virgilo Gonzalez y Pozo Dra. Leticia Bucio Ortiz
Traductor profesional Departamento Ciencias de la Salud

Universidad Autonoma Metropolitana
Unidad Iztapalapa

Dra. Veroénica Souza Arroyo
Departamento Ciencias de la Salud
Universidad Autonoma Metropolitana
Unidad Iztapalapa

Dr. Luis Enrique Gémez Quiroz
Departamento Ciencias de la Salud
Universidad Autonoma Metropolitana
Unidad Iztapalapa

PEARSON
—

Educacion

®

Meéxico * Argentina  Brasil « Colombia ¢ Costa Rica ¢ Chile * Ecuador
Espana » Guatemala * Panamai ¢ Perti « Puerto Rico * Uruguay * Venezuela



/ Datos de catalogacion bibliogréfica

HORTON, H. ROBERT; MORAN, LAURENCE A.;
SCRIMGEOUR, K. GRAY; PERRY, MARK D.;
RAWN, J. DAVID

Principios de Bioquimica. Cuarta edicion

PEARSON EDUCACION, México, 2008

ISBN: 978-970-26-1025-0
Area: Universitarios

Formato: 21 x 27 cm Pdginas: 976

Authorized translation from the English language edition, entitled Principles of biochemistry 4" ed., by H. Robert Horton, Laurence A. Moran, K. Gray
Scrimgeour, Marc D. Perry and J. David Rawn published by Pearson Education, Inc., publishing as Prentice Hall, Copyright, 2006. All rights reserved.

ISBN 0-13-145306-8

Traduccién autorizada de la edicién en idioma inglés, titulada Principles of biochemistry 4* ed., por H. Robert Horton, Laurence A. Moran, K. Gray
Scrimgeour, Marc D. Perry y J. David Rawn publicada por Pearson Education, Inc., publicada como Prentice Hall, Copyright, 2006. Todos los derechos

reservados.
Esta edicion en espafiol es la tnica autorizada.

Edicién en espaiiol
Editor: Rubén Fuerte Rivera
e-mail: ruben.fuerte @pearsoned.com
Editora de desarrollo: Claudia Celia Martinez Amigén
Supervisor de produccién: Rodrigo Romero Villalobos

Edicion en inglés

Executive Editor: Gary Carlson

Executive Managing Editor: Kathleen Schiaparelli

Marketing Manager: Andrew Gilfillan

Production Supervision/Composition: Marty Sopher/CMyK Associates
Managing Editor, Audio Visual Assets and Production: Patricia Burns
Art Editors: Jay McElroy, Connie Long

Art Studio: Artworks/Jonathan Parrish

Senior Media Editor: Patrick Shriner

Managing Editor, Science Media: Nicole Bush

Assistant Managing Editor, Science Supplements: Becca Richter
Development Editor: John Murdzek

Project Manager: Crissy Dudonis

Director of Creative Services: Paul Belfanti

CUARTA EDICION, 2008

D.R. © 2008 por Pearson Educacién de México, S.A. de C.V.
Atlacomulco No. 500, 5° piso
Col. Industrial Atoto
53519 Naucalpan de Judrez, Edo. de México
E-mail: editorial.universidades @pearsoned.com

Cdmara Nacional de la Industria Editorial Mexicana. Reg. Ntim. 1031

Art Director: Kenny Beck

Cover and Interior Design: Koala Bear Design
Cover Illustrator: Jonathan C. Parrish
Manufacturing Manager: Alexis Heydt-Long
Manufacturing Buyer: Alan Fischer

Photo Researcher: Diane Austin

Director, Image Resource Center: Melinda Reo
Manager, Rights and Permissions: Zina Arabia
Interior Image Specialist: Beth Boyd-Brenzel
Cover Image Specialist: Karen Sanatar

Image Permission Coordinator: Robert Farrell
Editorial Assistants: Nancy Bauer, Jennifer Hart

Acerca de la portada: Complejo IIT (ubiquinol: citocromo ¢ oxidorreduc-
tasa). Este complejo de uniéon a membrana tiene una funcion esencial en
el transporte electrénico asociado a las membranas y la generacion del
gradiente de protones que por ultimo dara origen a nuevas moléculas de
ATP. El complejo III cataliza la reaccion del ciclo-Q: una de las rutas mds
importantes en bioquimica. (Ver pagina 427.)

Prentice Hall es una marca registrada de Pearson Educacién de México, S.A. de C.V.

Reservados todos los derechos. Ni la totalidad ni parte de esta publicacién pueden reproducirse, registrarse o transmitirse, por un sistema de recuperacion de
informacién, en ninguna forma ni por ningtin medio, sea electrénico, mecéanico, fotoquimico, magnético o electro6ptico, por fotocopia, grabacién o cualquier

otro, sin permiso previo por escrito del editor.

El préstamo, alquiler o cualquier otra forma de cesion de uso de este ejemplar requerird también la autorizacion del editor o de sus representantes.

ISBN 10: 970-26-1025-7
ISBN 13: 978-970-26-1025-0

Impreso en México. Printed in Mexico.

PEARSON

| 1234567890-1009 08 07

Educacion




La ciencia debe ser lo mas
sencilla posible, pero no
mas simple.

—Albert Einstein
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Prefacio

Al estudiante

iBienvenido a la bioquimica!, el estudio de la vida a nivel molecular. A medida que
se adentre en esta disciplina excitante y dinamica descubrird muchas cosas nuevas
y maravillosas. Aprenderd como algunas enzimas pueden catalizar reacciones qui-
micas a velocidades cercanas a limites tedricos: —reacciones que, de otra manera,
ocurrirfan sélo a velocidades imperceptiblemente bajas. Conocerd las fuerzas que
mantienen la estructura molecular y cémo incluso algunas de esas fuerzas mas
débiles hacen posible la vida. También aprendera que la bioquimica tiene miles de
aplicaciones en la vida cotidiana: en la medicina, disefio de fairmacos, nutricion,
ciencia forense, agricultura y manufactura. En resumen, comenzard un viaje de
descubrimiento acerca de como la bioquimica mejora y hace posible la vida.
Antes de comenzar, nos gustaria ofrecerle algunos consejos:

No memorice los datos; en vez de ello, comprenda los principios

En este libro, se ha tratado de identificar los principios mas importantes de la bioqui-
mica. Cada afio se publican millones de investigaciones, la mitad de ellas describen
los resultados de hallazgos efectuados en alguna drea de la bioquimica. Como la
base de conocimientos bioquimicos se estd expandiendo continuamente, es necesa-
rio entender los temas bdsicos de esta ciencia con el fin de comprenderla cabalmen-
te. Este libro de texto estd disefiado para ampliar las bases que ha adquirido en los
cursos de quimica y biologia y proporcionarle un marco de conocimientos bioqui-
micos que le permitird entender nuevos fenémenos cuando se encuentre ante ellos.
A medida que progrese en sus estudios, encontrard muchos ejemplos que dan sen-
tido al marco que se describe. Estos datos individuales son ttiles para esclarecer los
principios bésicos.

Esté preparado para aprender un nuevo vocabulario

La comprensién de los datos bioquimicos requiere el aprendizaje de un vocabulario
bioquimico. Este vocabulario incluye las estructuras quimicas de varias moléculas
clave. Estas moléculas estdn agrupadas en familias basadas en sus estructuras y
funciones. También aprenderd a distinguir entre los miembros de cada familia y de
qué forma las pequefias moléculas se combinan para formar macromoléculas como
las proteinas y los dcidos nucleicos. Igual que con cualquier nueva disciplina que
estudie, cuanto mds familiarizado se encuentre con el vocabulario mas facil apren-
dera a valorar la literatura cientifica.

Ponga a prueba sus conocimientos

El verdadero dominio de la bioquimica se basa en aprender a aplicar su conoci-
miento y a resolver problemas. Cada capitulo concluye con un conjunto de pro-
blemas cuidadosamente diseflados que pondran a prueba su comprension de los
principios basicos. Muchos de estos problemas son pequefios estudios de caso que
presentan el problema en el contexto de un verdadero acertijo bioquimico.
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Prefacio

A fin de practicar mds, aparte de solucionar los ejercicios de repaso tradiciona-
les en bioquimica, también hallara problemas adicionales en el sitio Principles of
Biochesmistry Companion Website (http://www.pearsoneducacion.net/horton).

Aprenda a visualizar en 3-D

Los elementos bioquimicos son objetos tridimensionales. Comprender lo que suce-
de en una reaccién bioquimica a nivel molecular requiere capacidad de “ver” lo
que ocurre en tres dimensiones. En este libro se representan estructuras moleculares
simples de diferentes formas con el fin de ilustrar su conformacién tridimensional.
Las estructuras de proteinas y los complejos proteinicos también se representan
como objetos y dimensiones. A través de este libro encontrard muchos dibujos
excelentes elaborados por un equipo experimentado de artistas. Ademas, en el sitio
Web www.pearsoneducacion.net/horton encontrard numerosas animaciones y mo-
delos moleculares interactivos que podrda manipular en tiempo real en una compu-
tadora. Se sugiere de manera especial que vea esas peliculas y realice los ejercicios
que las acompaiian, y que participe en los tutoriales de visualizacién molecular.

Retroalimentacion

Por dltimo, le agradeceremos que nos haga saber los errores y omisiones que
encuentre cuando utilice este texto. Diganos qué le gustaria ver en la siguiente
edicién. Muchos de los cambios en esta cuarta edicion se han originado de suge-
rencias y criticas por parte de estudiantes como usted. Con su ayuda, continuare-
mos haciendo evolucionar este trabajo para convertirlo en una herramienta mas
util. Nuestros correos electrénicos se encuentran al final de este prefacio. jBuena
suerte y disfritelo!

Al profesor

Sean bienvenidos todos nuestros leales usuarios y aquellos profesores que, por pri-
mera vez, se encuentran impartiendo cursos de bioquimica. Este libro de texto estd
disefiado para estudiantes de cursos de un semestre, pero se vuelve cada vez mas
popular en los cursos de dos semestres. Esperamos que encuentre este libro ideal
para su curso. Si tuviera cualquier comentario o duda, por favor péngase en contac-
to mediante nuestro correo electrénico.

El libro se disefi6 especialmente para el estudiante principiante que toma un
primer curso en este floreciente tema. Las partes 1 y 2 establecen una base sélida
para el conocimiento quimico que ayudard a los alumnos a entender, y no sélo
a memorizar, la dindmica de los procesos metabdlicos y genéticos. En estas sec-
ciones se asume que los estudiantes han tomado cursos previos en quimica gene-
ral y orgdnica, y que han adquirido un conocimiento rudimentario de la quimica
organica de los dcidos carboxilicos, aminas, alcoholes y aldehidos. Aun asi, los
principales grupos funcionales y las propiedades quimicas de cada tipo de bio-
molécula se explican detalladamente conforme se van presentando sus estructu-
ras y funciones.

Enfoque en los principios

En esencia, existen dos clases de libros de texto de bioquimica: los de consulta y
los que se utilizan para la ensefianza. Es dificil que un libro cubra ambas funciones,
ya que ese cimulo de detalles que el profesional busca es lo que entrampa al novi-
cio que con trabajo se abre camino en este viaje. Este texto es, sin disculpa alguna,
para la enseflanza. Fue disefiado para promover el entendimiento en el estudiante y



no es una enciclopedia de bioquimica. Este libro se enfoca firmemente en la ense-
flanza de los principios bésicos, y cada principio estd apoyado por ejemplos cuida-
dosamente seleccionados.

Enfoque en la quimica con biologia rigurosa

Cuando escribimos este texto por primera vez, decidimos tomarnos el tiempo para
explicar, en términos quimicos, los principios que abordamos. Con ese fin, ofrece-
mos explicaciones quimicas detalladas de la mayor parte de la quimica contenida
en este texto, incluyendo sus mecanismos (los cuales le dicen a los estudiantes
como y por qué suceden las cosas).

Aunque la quimica ha sido muy importante, también le hemos dado ese nivel de
importancia a la parte bio en la biogquimica. Puntualizamos que los sistemas bioquimi-
cos evolucionan y que las reacciones que ocurren en algunas especies son variaciones
de un tema mds general. En esta edicién, ponemos mas énfasis en las similitudes de
los sistemas procariotas y eucariotas, aunque evitamos realizar generalizaciones acer-
ca de todos los organismos con base en reacciones que ocurren en unos pocos.

Estamos orgullosos de que éste es el libro de bioquimica mas preciso desde el
punto de vista cientifico. Nos hemos esforzado en asegurar que nuestros datos sean
correctos y que las explicaciones de los conceptos bdsicos reflejen el consenso mo-
derno entre investigadores activos. El éxito se debe, en gran parte, a la dedicacion
de muchos de nuestros revisores y editores.

Un enfoque en lo visual

La bioquimica es una ciencia tridimensional. La inclusiéon de imagenes de vanguar-
dia generadas por computadora tiene la intencidn de esclarecer la forma y la fun-
cién de las moléculas, y permitir que los estudiantes aprecien la relacién entre la
estructura y la funcién. La mayor parte de las imdgenes de proteinas en esta edicién
son nuevas; fueron preparadas diestramente por Jonathan Parrish de la University
of Alberta.

Para los estudiantes que tengan acceso a una computadora, ofrecemos muchas
otras oportunidades. Hemos incluido los nimeros de referencia del Banco de Datos
de Proteinas (PDB, por sus siglas en inglés) para las coordenadas de las cuales se de-
rivan todas las imdgenes de las proteinas. Esto permite explorar por cuenta propia
las estructuras con mds profundidad. Ademads, tenemos una galerfa de archivos PDB
que los estudiantes pueden ver utilizando Chime o cualquier otro visor molecular; se
publican en el sitio Web Companion (http://www.pearsoneducacion.net/horton)
como animaciones de los procesos dinamicos clave, asi como tutoriales de visuali-
zacién que utilizan Chime.

Organizacion

Nos hemos esforzado en presentar la historia de la bioquimica en forma clara, co-
herente y bien integrada, y en construir cada etapa del conocimiento necesaria para
la siguiente etapa. Este libro estd distribuido en cuatro partes, y cada una se basa
en la que se presentd con anterioridad.

La parte uno constituye una introduccion para todo lo siguiente. En el capitulo
1 se agregaron secciones acerca de termodindmica y cinética de reaccién como res-
puesta a las sugerencias de sus colegas. Estas breves descripciones ayudaran a los
estudiantes que necesitan repasar los principios quimicos bésicos. El capitulo 1
también incluye una breve resefa de la estructura celular y de las cuatro clases de
macromoléculas: proteinas, carbohidratos, lipidos y dcidos nucleicos. En este capi-
tulo, y través del libro, conservamos un patrén coherente de presentacion, desde la
quimica bdsica hasta la funcién bioquimica. En primer lugar se muestra la quimica
de las unidades monoméricas y después se exploran las propiedades y funciones de
los biopolimeros y agregados formados a partir de esos mondmeros: aminodcidos
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en proteinas, monosacdridos en polisacdridos y glicoconjugados, lipidos en mem-
branas, nucleétidos en dcidos nucleicos.

La parte dos incluye tres capitulos acerca de las propiedades de las enzimas,
mecanismos enzimaticos y coenzimas (capitulos 5, 6, 7). Lo animamos a que ad-
quiera una firme comprensioén de estos temas criticos, dado que son necesarios
para una apreciacion posterior de la funcién de las enzimas y las coenzimas en las
rutas metabodlicas. El capitulo 8 cubre el tema de los carbohidratos y sus derivados.
Se ha agregado nueva informacidén acerca de los grupos sanguineos ABO en la sec-
cién de glucoproteinas. Los lipidos y las membranas se describen en el capitulo 9,
y aqui se presenta a los estudiantes el emocionante campo de la transduccién de
sefial. Se mejord la descripcion del transporte de membrana y los potenciales
de membrana con el fin de preparar a los estudiantes para los capitulos acerca del
transporte de electrones y de gradientes proténicos.

La parte tres presenta nueve capitulos que se enfocan en las rutas metabdlicas.
En el capitulo 10 se presentan las intrincadas sinfonfas moleculares del metabolis-
mo mediante la consideracién de cémo se energizan, interrelacionan y regulan las
rutas. En esta edicion se agregaron nuevos materiales acerca de cémo evolucionan
las rutas metabdlicas —un tema al que regresaremos en los capitulos subsiguientes.
El capitulo 11 describe la glicdlisis con todo detalle. En esta etapa se estableci6 un
formato que aparece en los capitulos metabdlicos siguientes: primero se describe la
ruta bésica en términos quimicos y enzimaticos, después se demuestran los reque-
rimientos energéticos y las fuentes de energia, y se concluye con un recuento de los
mecanismos reguladores. Obsérvese que la primera introduccién a la transduccién
de sefial (capitulo 9) permite la integracion de la regulacion a cada capitulo del me-
tabolismo y el andlisis de flujo a través de las rutas reciprocas.

El capitulo 12 se ha reorganizado por completo. Ahora se pone mayor énfasis
en la gluconeogénesis y se explica como se relacionan las rutas de la glicdlisis y la
gluconeogénesis. La mayoria de los profesores de bioquimica estdn dedicando mas
tiempo a la gluconeogénesis, dado que es la ruta fundamental en la mayoria de las
especies. En los siguientes capitulos acerca del metabolismo de lipidos (capitulo
16), el metabolismo de aminoécidos (capitulo 17) y el metabolismo de los nucle6-
tidos (capitulo 18) describimos las rutas de la biosintesis antes de mostrar las rutas
de degradacién. Una vez mds, esto es congruente con nuestro enfoque sobre los
principios basicos de bioquimica que aplican a la mayoria de las especies y refleja
una nueva tendencia en la enseflanza de la bioquimica. Siempre que ha sido posi-
ble, explicamos dénde difieren las rutas de la bioquimica humana de las que se
pueden ver en otras especies.

Esperamos que disfrute el nuevo contenido del capitulo 13 (EI ciclo del 4cido
citrico) y del capitulo 14 (Transporte de electrones y sintesis de ATP). Se ha pues-
to mayor énfasis en la evolucion de estas rutas y en la relacion entre las versiones
procariota y eucariota. También se han incorporado nuevas estructuras de comple-
jos de membrana como parte de una estrategia para relacionar la estructura y la fun-
cién de una forma mads significativa de lo que era posible en ediciones previas. La
parte tres también incluye un capitulo completamente revisado acerca de la fotosin-
tesis (capitulo 15). Se ha aprovechado la tremenda cantidad de nueva informacién
acerca de la fotosintesis para describir de qué manera los sistemas bacterianos sim-
ples han evolucionado en los sistemas de plantas mas complejos. También se ha
puesto mayor atencion en la integracion de los principios de la fotosintesis y el ma-
terial sobre la teorfa quimiosmotica que se presenta en el capitulo precedente acer-
ca del transporte de electrones.

La parte cuatro concluye el libro con cinco capitulos acerca del flujo de infor-
macion bioldgica. Nuestro principal énfasis a través de esta serie de capitulos se
encuentra en los procesos bdsicos que rigen las rutas de los flujos de informacién.
Nos hemos esforzado en incorporar en nuestra historia de los genes y de la expre-
sion genética los principios de bioquimica que se ensefiaron en los capitulos prece-
dentes. El capitulo final (23) es una presentacién sustancial y contempordnea de las
técnicas que se utilizan en la tecnologia del ADN recombinante.



Nuevas caracteristicas en esta edicion

Estamos agradecidos por toda la informacidn recibida relacionada con las primeras
tres ediciones de este texto. Ademds de los cambios que se observaron, en esta
cuarta edicidn podrd percatarse de las siguientes mejoras:

* descripciones ampliadas de las reacciones de oxidorreduccién en varios capitu-
los, incluyendo una mayor explicacién de doénde provienen los electrones.

» problemas adicionales al final de cada capitulo, con soluciones detalladas para
todos los problemas en un apéndice al final del libro.

* mds soluciones muestra a los problemas.

* mayor cantidad de referencias cruzadas al margen para mejorar la conexion
entre los conceptos y la integracién del material, a fin de permitir a los profe-
sores cubrir el material en un orden diferente, y mejorar la eficiencia del estu-
dio de sus alumnos.

* adicién de un tema especial, aplicacion clinica, e insertos de estudio mas pro-
fundo en la mayor parte de los capitulos.

* insertos adicionales acerca de los origenes de los nombres bioquimicos con el
fin de hacer del vocabulario algo mds sencillo e interesante.

» ampliacién del glosario de términos bioquimicos al final del libro.

e actualizacién de lecturas seleccionadas al final de cada capitulo.

Desde la publicacién de la tercera edicion se realizaron avances importantes en
varias dreas. Para esta edicion, cada seccion del texto fue modificada para reflejar
esos avances. Por ejemplo, se agregaron muchas estructuras proteinicas nuevas, ca-
da una con referencias al Banco de Datos de Proteinas; se ampli6 el andlisis de las
estructuras de las proteinas (con mds ejemplos); se profundizaron los comentarios
acerca de las enzimas multifuncionales conocidas; se enfatizé mas el tema de la
evolucion molecular; se mejord el analisis del mecanismo de conservacién de ener-
gia como ATP; se incorporaron los resultados de varias iniciativas del genoma, y se
agregd nueva informacién acerca de la transcripcién y traduccidn, incluyendo in-
formacion sobre las estructuras del ribosoma y la RNA polimerasa.

Se cre6 un paquete de aprendizaje para el estudiante (disponible en inglés) que
incluye lo siguiente:

* The Biochemistry Student Companion

* Sitio Web Companion
Los paquetes para el profesor (también en inglés) consisten en:

» Centro de recursos para el instructor en CD/DVD

» Curso precargado en nuestra plataforma educactiva en linea (CourseCompass).
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Guia sobre las caracteristicas
de este texto

La mayoria de los estudiantes que adquieran este libro tiene la meta de dominar el material. También desea ob-
tener una buena calificacién en el curso. He aqui algunos consejos que lo ayudardn a alcanzar esa finalidad:

e Asista a sus clases y tome notas.

* Manténgase al corriente en todas sus tareas.
 Lea este libro de texto segin lo sefiale su profesor.
L]

Practique sus habilidades resolviendo problemas: muchos son parecidos a los que vendran en sus examenes.

348  CAPITULO 11 = Glicdlisis
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Figura 11.16 A
Interconversion de f-D-fructosa 6-fosfato y
B-o-fructosa 2,6-bifosfato.

La ruta de sefializacién con adenilil ciclasa
se describi6 en la seccién 9.12B.

como se describié en la seccién 10.6, se presentan cambios importantes en las concen-
traciones de ADP y AMP, porque esas moléculas existen en las células en concentracio-
nes mucho menores que la de ATP, y pequefios cambios en la concentracién de ATP
causan cambios proporcionalmente mayores en las concentraciones de ADP y AMP. En
las concentraciones de estado estable de estos compuestos pueden con-
trolar el flujo a través de la PFK-1.

El citrato, un intermedio en el ciclo del 4cido citrico, es un inhibidor de importan-
cia fisiologica para la PFK-1. Una concentraci6n elevada de citrato indica que el ciclo
del 4cido citrico estd bloqueado, y que no tendria objeto producir mds piruvato. El efec-
to regulador del citrato sobre la PFK-1 es un ejemplo de inhibicién por retroalimenta-
cion, que regula el abasto de piruvato al ciclo del 4cido citrico.

La actividad de la PFK-1 estd regulada por el pH intracelular. Por ejemplo, duran-
te el ejercicio pesado, la glicélisis anaerébica produce dcido lctico en las células mus-
culares. Si el dcido lictico no es eliminado con la rapidez suficiente por la sangre, baja
el pH y se inhibe la PFK-1 por el exceso de iones hidrégeno.

La fructosa 2,6-bisfosfato (figura 11.16) es un activador potente de PFK-1, eficaz
en los dominios micromolares. Este compuesto existe en los mamiferos, hongos y
plantas, pero no en los procariotas.

La fructosa 2,6-bisfosfato se forma a partir de fructosa 6-fosfato, por accién de
la enzima fosfofructocinasa-2 (PFK-2, o fructosa 6-fosfato, cinasa 2). La PFK-2 es
estimulada por fosfato inorgdnico e inhibida por citrato. En forma sorprendente, en el
higado de los mamiferos, un sitio activo diferente en la misma proteina es el que catali-
za la desfosforilacién hidrolitica de fructosa 2,6-bifosfato para volver a formar fructosa
6-fosfato. Esta actividad de la enzima se llama fructosa 2,6-bifosfatasa. Las actividades
paralelas de la PFK-2 controlan la concentracion de fructosa 2,6-bifosfato en estado
estable.

En el higado, la actividad de la PFK-2 se vincula con la acci6n del glucagén, hor-
mona producida en el pancreas como respuesta a concentraciones bajas de glucosa en la
sangre. Una elevacion en la concentracion de glucagon en la sangre dispara la ruta de
sefializacion de adenilil ciclasa en las células hepiticas, lo que culmina en la fosforila-
ci6n de un residuo de serina en la PFK-2 (figura 11.17). La fosforilacién desactiva la
actividad de la cinasa, de la enzima bifuncional, y activa su actividad de fosfatasa. Bajo
estas condiciones baja la concentracion de fructosa 2,6-bifosfato, la PFK-1 se vuelve
menos activa y disminuye la glic Bajo las condiciones en las que la glucosa se
metaboliza rapidamente, la concentracién de glucagén baja, la concentracién de fructo-
sa 6-fosfato aumenta y se forma més fructosa 2,6-bifosfato, ya que la fructosa 6-fosfato
es un sustrato de PFK-2 y a la vez es un inhibidor potente de la fructosa 2,6-bifosfatasa.
Una fosfoproteina fosfatasa cataliza la desfosforilacién de PFK-2. Asi, en las células
hepiticas se logra controlar la glicélisis mediante el glucagén, y la glucosa mediante el
control de la enzima bifuncional cuya actividad establece la concentracién de fructosa
2,6-bifosfato en estado estable.

consecuenci:

D. Regulacién de piruvato cinasa

El tercer sitio de regulaci6n alostérica de la glicdlisis es la reaccién catalizada por la pi-
ruvato cinasa. Hay presentes cuatro isozimas diferentes de piruvato cinasa en los tejidos
de mamiferos. Las isozimas que se encuentran en higado, rifién y glébulos rojos producen
una curva sigmoidal cuando se grafica la velocidad inicial en funcién de la concentra-
cion de fosfoenolpiruvato (figura 11.18a). Estas enzimas estdn activadas alostéricamen-
te por la fructosa 1,6-bifosfato (figura 11.19, pdgina 350) y son inhibidas por ATP. En
ausencia de fructosa 1,6-bifosfato, las i fisi icas de ATP inhiben casi
por completo a la enzima aislada. La presencia de fructosa 1,6-bifosfato, que proba-
blemente sea el modulador mds importante in vivo, hace desplazar la curva hacia la
izquierda. Cuando hay suficiente fructosa 1,6-bifosfato, la curva se vuelve hiperbdlica.
La figura 11.18a muestra que la actividad enzimdtica es mayor en presencia del activa-
dor alostérico para diversas i de sustrato. é que el fructosa 1,
6-bifosfato es el producto de la reaccion catalizada por la PFK-1. Su concentracién au-
menta cuando se eleva la actividad de la PFK-1. Como la fructosa 1,6-bifosfato activa a

A Explicaciones integrales de quimica

Existen miles de reacciones metabdlicas en los humanos. Tal vez intente memorizarlas todas, pero en algin
momento este recurso se agotard; sin embargo, lo mas importante es que la memorizacién no le serd de
ayuda si se encuentra con algo que no haya visto antes.

En este libro se muestran algunos de los mecanismos basicos de las reacciones catalizadas por enzimas:
una extension de lo que aprendié en quimica orgdnica. Si entiende el mecanismo, también entenderd la
quimica. Tendrd que memorizar menos, y retendrd la informacién de manera més efectiva.



Recuadros p
interesantes

La bioquimica es el
fundamento de numerosas
ciencias aplicadas, como
medicina, ciencia forense,
biotecnologia y bioinge-
nieria. Existen muchas
historias interesantes que
contar, y se encuentran en
recuadros aparte del texto
principal a fin de no dis-
traerse del tema que se esté
estudiando. Estos recuadros
le aportardn una compren-

RECUADRO 9.5 Lo picante de los chiles

Hoy se sabe por qué el sabor de los “picantes” es asi y causa un
dolor quemante. El factor activo en los pimientos capsicum es
un compuesto vainilloide lipofilico llamado capsaicina.

[0}
H,;CO N =
H
HO
Capsaicina

Se ha identificado y caracterizado una proteina receptora
de células nerviosas que responde a la capsaicina. Es un canal de
iones, y su secuencia de aminodcidos parece indicar que tiene
tres dominios transmembranales. La activacién del receptor por
capsaicina hace que el canal se abra, para que puedan pasar los
iones de calcio y sodio a la célula nerviosa, y mandar un im-
pulso al cerebro. El receptor no sélo se activa por especies vai-
nilloides, sino también por rdpidos aumentos de temperatura. De
hecho, el papel in vivo probable del receptor es la deteccién de
calor. Aunque la accién de los opioides suprime el dolor, la de los
vainilloides produce dolor. El control del receptor de capsaicina

sién de las aplicaciones
comerciales, practicas y
médicas de la bioquimica.

puede ser valioso en el alivio del dolor crénico, en condiciones
como la artritis.

El mecanismo de reaccion para la piruvato
carboxilasa se describi6 en la seccion 7.9.

360 CAPITULO 12 = Gluconeogénesis, la ruta de la pentosa fosfato y el metabolismo del glucdgeno

la piruvato carboxilasa cataliza la conversién de piruvato en oxalacetato. La reaccién se
acopla a la hidrélisis de una molécula de ATP.

coo® coo®
o Piruvato carboxilasa ‘
c‘zo +  HCOS T":o + HO
i 12.2
CH, Bicarbonato Lot b, sz ( )
Piruvato C00®

Oxalacetato

La piruvato carboxilasa es una enzima compleja grande, formada por dos subunidades
idénticas. Cada subunidad tiene un grupo prostético de biotina unido en forma covalente
aun residuo de lisina. Se requiere la biotina para la adicién de bicarbonato al piruvato. La
piruvato carboxilasa cataliza una reaccién metabélicamente irreversible, y puede activar-
se de manera alostérica por la acetil-CoA. Es el tinico mecanismo regulador conocido pa-
ra la enzima. La acumulacién de acetil-CoA indica que no se estd metabolizando en
forma eficiente mediante el ciclo del dcido nitrico. La piruvato carboxilasa se estimula pa-
ra dirigir al piruvato hacia el oxalacetato, y no la acetil-CoA. El oxalacetato puede entrar
al ciclo del dcido citrico o servir como precursor en la biosintesis de la glucosa.

El bicarbonato es uno de los sustratos en la reaccién 12.2. Se forma cuando se disuel-
ve el dioxido de carbono en agua y a veces la reaccion se escribe como si el CO, fuera el
sustrato. La reaccién de piruvato carboxilasa tiene una funcién importante en la fijacion
de dioxido de carbono en bacterias y algunos eucariotas. Esta funcién puede no ser tan
obvia al examinar la gluconeogénesis, ya que el diéxido de carbono se libera en la reac-
ci6n inmediata. Sin embargo, mucho del oxalacetato que se produce no se usa en la glu-
coneogénesis. Mds bien reabastece la reserva de intermedios en el ciclo del 4cido citrico
que sirven como p en la bi sis de aminodcidos y lipidos (seccién 13.7).

B. Fosfoenolpiruvato carboxicinasa

La fosfoenolpiruvato carboxicinasa (PEPCK, phosphoenolpyruvate carboxykinase) ca-
taliza la conversién de oxalacetato en fosfoenolpiruvato.

(ATP)  (ADP)
coo® GTP  GDP c00®
c=o0 c—oro®
‘ Fosfoenolj H
?Hl ’ i, 12.3)
© ) Fosfoenolpiruvato
00 g
Oxalacetato

Hay dos versiones distintas de PEPCK. La enzima que contiene bacterias, protistas, hon-
gos y plantas usa ATP como donador de grupo fosforilo en la reaccién de descarboxila-
cion. La version de animales usa GTP. En la mayor parte de las especies, la enzima no
tiene propiedades cinéticas alostéricas ni moduladores fisioldgicos conocidos. Su activi-
dad se modifica con mayor frecuencia mediante controles a nivel de transcripcion de su
gen. El nivel de actividad de PEPCK en las células influye sobre la velocidad de gluco-
neogénesis. Esto vale en especial en los f donde la énesis sucede
principalmente en las células del higado, rifiones e intestino delgado. Durante el ayuno en
los animales, la liberacién prolongada de glucagén en el pancreas lleva a una elevacion de
cAMP intracelular, que da lugar a una mayor transcripcién del gen PEPCK en el higado,
y mayor sintesis de PEPCK. Esta activacién de expresion de gen por una hormona se Ila-
ma induccién hormonal. Después de varias horas, aumenta la cantidad de PEPCK y la
rapidez de la gl is. La insulina, abund en el estado saciado, actia en opo-
sicion al glucagén a nivel del gen, reduciendo la rapidez de sintesis de PEPCK.

<« Notas al margen
En bioquimica existe una abundancia
de detalles, sin embargo deseamos
que usted sea capaz de ver tanto el
bosque como los drboles. Cuando
necesite correlacionar algo que ya fue
analizado en el texto, o algtin tema
que se abordard mds adelante, lo en-
contrard en el margen. Las referencias
a cuestiones anteriores le ofrecerdn
un repaso de conceptos que quiza ya
haya olvidado. Las referencias a te-
mas futuros le ayudardn a tener una
percepcién mas general del tema.
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Problemas de final p
de capitulo

1. Identifique cada uno de los siguientes: interacciones en superficies celulares de las células normales
1 { a) Dos aldosas cuya configuracién en los carbonos 3,4y 5 cancerosas. Conteste lo siguiente, acerca de la estructura
partir del capitulo 2, se han y2 config y y e
coincida con la D-fructosa. del dcido sidlico:
incluido varios acertijos bioquimicos o) El enantiémero de a p-galactosa. @) ¢Es una forma anomrica a o 67
¢) Un epimero de la D-galactosa que también sea epimero b) (Tendrd el dcido sidlico mutarrotacion entre las formas
de la D-manosa. anoméricas a y 37
que s€ pueden reS01ver con base en la d) Una cetosa que no]lenga centros quirales.l ¢) ¢Esun “desoxi” azdcar?
1 14 1 { ¢)  Una cetosa que s6lo tenga un centro quiral. d) ;Formari la cadena abierta del dcido sidlico un aldehido
lnfOrInaclon COntenlda €n el Capltl'ﬂo' f) Residuos de monosaciérido de celulosa, amilosa y glucé- i; una cetona?
L T t d n en ntr 1 geno. e) (Cudntos carbonos quirales hay en el anillo de azdcar?
as espues as se pue €n enco ar a g) Residuos monosacdridos de quitina.
ﬁnal del hbro . 2. Trace proyecciones de Fischer para: a) L-manosa, b) L-fucosa CH; (DZHQOH

(6-desoxi-L-galactosa), ¢) D-xilitol y d) p-iduronato. o | |

3. Describa las propiedades estr les de los gli-
cosaminoglicanos.
4. La miel es una emulsién de p-fructosa microcristalina y p-

glucosa. Aunque la D-fructosa en polisacdridos existe princi-
palmente en la forma de furanosa, la p-fructosa en solucién o Acido sidlico
cristalina (como en la miel) es una mezcla de varias formas,
donde predomina la B-p-fructopiranosa (67%) y la B-p-fruc-

tofuranosa (25%). Trace la proyeccion de Fischer para la - 6. ;Cuintos estereoisomeros son posibles para la glucopirano-
fructosa e indique c6mo puede ciclarse y formar los dos sa y la fructofuranosa? ;Cudntos son azticares D en cada ca-
ciclos anteriores. 50, y cudntos son azicares L?
5. El 4cido sidlico (acldo N- Acelll -a-D-neuraminico) se en- 7. Trace la estructura de cada una de las moléculas siguientes, e
cuentra con en aridos N- que indique con un asterisco los carbonos quirales.
intervienen en interacciones entre células. Las células cance- a) Fosfato de a-p-glucosa.
rosas sintetizan cantidades mucho mayores de dcido sidlico b)  5-Fosfato de 2-desoxi-B-D-ribosa.
que las células normales, y se han propuesto derivados del ) 3-Fosfato de p-gliceraldehido.
dcido sidlico como agentes anticancerosos para bloquear las d) r-Glucuronato.
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A Figuras

La bioquimica es una ciencia tridimensional y hemos puesto gran énfasis en
ayudarlo a visualizar conceptos abstractos y moléculas extremadamente pe-
quefias. Se han aprovechado las nuevas tecnologias de interpretacion para
elaborar figuras ilustrativas, tanto bellas como informativas. Para ilustracio-
nes adicionales de moléculas en tercera dimension dirijase al sitio Web
www.pearsoneducacion.net/horton y vea los diferentes archivos PDB.

XXXiV



Sitio Web para el alumno (en inglés)

La nueva edicién del libro de texto ofrece un sitio Web para el alumno en www.pearsoneducacion.
net/horton. Este sitio estd enfocado a la visualizacién de la bioquimica e incluye cientos de modelos
tridimensionales de las biomoléculas, entre las que se encuentran casi todas las que aparecen en el texto.
La posibilidad de ver estas ilustraciones es una forma maravillosa de asegurarse de que se comprenden las
caracteristicas clave de la arquitectura macromolecular.

El sitio Web también incluye los MedialLab, que le ayudaran a utilizar Internet a fin de practicar y aplicar lo
que ha aprendido. Con cada laboratorio serd capaz de investigar los antecedentes de un tema importante
relacionado con el capitulo que acaba de leer, y después respondera las preguntas que ponen a prueba su
comprension del tema. Los temas MediaLab han sido cuidadosamente seleccionados para centrarse en la
informacidn oportuna y relevante en su vida cotidiana. Estas investigaciones estdn disefiadas para convertirse
en una actividad dindmica de descubrimiento en la cual pueda participar y elaborar informes de manera indi-
vidual o en grupo.

Recursos para el profesor (en inglés)

Banco de examenes por William Coleman, University of Hartford y Donna
Gosnell, Valdosta State University.
Ofrece una seleccion de mds de 1,500 preguntas relacionadas con el texto.

Banco de examenes en formato TestGen

Ademéds del banco de exdmenes impresos, también se ofrecen las preguntas de
examenes como parte del software de pruebas TestGen, un programa que permite
a los profesores ver y editar las preguntas, exportar los examenes, e imprimirlos
en una variedad de formatos o incluso publicarlas en Web.

Ademéds se ofrece al profesor las ilustraciones del libro, tanto en el formato JPG
como en PowerPoint, lo cual facilita la preparacién de las presentaciones para el
salon de clase.

Todos estos recursos estan disponibles para ser descargados desde Internet. Para
mayor informacion, visite www.pearsoneducacion.net/horton

CourseCompass
Este libro cuenta con un curso precargado en nuestra exclusiva plataforma educa-
tiva en linea, CourseCompass.

CourseCompass esta basado en la plataforma Blackboard. Cada curso de Course-
Compass estd complementado con una serie de recursos que le permiten al profesor
tener un curso funcionando en cuestion de minutos. El curso de este libro incluye
cuestionarios de autoevaluacion, animaciones, moléculas en tercera dimension y
vinculos hacia los MediaLabs. Por si fuera poco, CourseCompass permite a los
profesores tener un seguimiento de las calificaciones de los alumnos y tener un
sinndmero de opciones de comunicacidn, entre las que se encuentran los foros de
discusion, salones de conversacidn, envio de mensajes a varios usuarios y hasta un
salon de clases virtual. Para mayor informacién sobre CourseCompass, pregunte a
su representante de ventas o escribanos a editorialmx@pearsoneducacion.net.
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capitulo
uno

Introduccion
a la bioquimica

a bioquimica es el estudio de las moléculas y las reacciones quimicas de la vida.

Es la disciplina que emplea los principios y el lenguaje de la quimica a fin de

explicar la biologia a nivel molecular. Los bioquimicos descubrieron que los
compuestos quimicos y los procesos metabdlicos centrales son los mismos que se en-
cuentran en organismos tan distantes como las bacterias, plantas y humanos. Se sabe
que los principios basicos de la bioquimica son comunes a todos los organismos vivos.
Aunque en la prictica los cientificos concentran sus esfuerzos de investigacién en orga-
nismos particulares, sus resultados se pueden extrapolar a muchas otras especies.

Este libro se ha titulado Principios de bioquimica debido a que se enfoca en los
conceptos mds importantes y fundamentales de la bioquimica: aquellos que son comu-
nes a la mayoria de las especies, incluidas bacterias, plantas y mamiferos como el hom-
bre. Cuando sea conveniente, se indicardn las caracteristicas que distinguen a grupos
particulares de organismos.

Muchos estudiantes e investigadores estdn cada vez mds interesados en la bioquimica
humana. Las causas de la enfermedad y la importancia de la nutricién apropiada, por ejem-
plo, son temas bioquimicos fascinantes. Los autores comparten ese interés, y es por ello
que incluyeron numerosas referencias a la bioquimica humana en este libro de texto. No
obstante, también tratardn de interesar al lector en el drea de la bioquimica de otras espe-
cies. Con frecuencia es mds facil comprender los principios basicos de la bioquimica
mediante el estudio de muchas especies diferentes para identificar temas y patrones co-
munes. Un conocimiento y apreciacion de otras especies son de gran utilidad en el apren-
dizaje de la bioquimica. También ayudan a reconocer la naturaleza fundamental de la vida
anivel molecular y la forma en que las especies estan relacionadas como consecuencia de
la evolucién de un ancestro comun. Quiza las ediciones futuras de este libro incluiran ca-
pitulos referentes a la bioquimica de la vida en otros planetas. Hasta entonces, habrd que
conformarse con aprender acerca de la diversidad de la vida en este planeta.

Este capitulo de introduccién dard inicio con algunos puntos de interés en la histo-
ria de la bioquimica, seguidos por algunas breves descripciones de los grupos quimicos
y moléculas que se encontraran en el transcurso de este libro. La segunda mitad del ca-

Arriba: Adenovirus. Los virus estan compuestos por una molécula de acido nucleico rodeada por una capa de proteinas.




2 CAPITULO T = Introduccién a la bioquimica

A Friedrich Wohler (1800-1882). Al sintetizar
la urea, Wholer demostré que los compues-
tos que se encuentran en los organismos
vivos se pueden producir en el laboratorio a
partir de sustancias inorganicas.

A Eduard Buchner (1860-1917). Buchner
descubri6 la fermentacion en ausencia de
células.

pitulo es un repaso general de la estructura celular, cuyo fin es preparar al lector para el
estudio de la bioquimica.

1.1 La bioquimica es una ciencia moderna

La bioquimica surgié como ciencia dindmica tan s6lo desde hace 100 aflos. No obstan-
te, las bases para el campo de trabajo que dieron pie al surgimiento de la bioquimica co-
mo ciencia moderna fueron sentadas desde hace muchos siglos. El periodo anterior al
siglo XX fue testigo de rdpidos avances en la comprension de los principios quimicos
basicos como la cinética de reaccién y la composicion atomica de las moléculas. Para
fines del siglo XIX se habian identificado numerosas sustancias quimicas producidas
por los organismos vivos. Desde entonces, la bioquimica se ha convertido en una disci-
plina organizada y los bioquimicos dilucidaron muchos de los procesos quimicos de la
vida. El crecimiento de la bioquimica y su influencia en otras disciplinas seguird su
marcha durante el siglo XXI.

En 1828, Friedrich Wohler sintetizé el compuesto orgdnico urea al calentar el
compuesto inorgdnico cianato de amonio.

o

I 1.1
NH,(OCN) 445 H,N—C—NH,

Este experimento mostrd por primera vez que a partir de sustancias inorganicas comunes
era posible sintetizar los compuestos que se encuentran exclusivamente en los organismos
vivos. Ahora se sabe que la sintesis y degradacion de las sustancias biolégicas obedecen a
las mismas leyes quimicas y fisicas aplicables a procesos independientes de la biologfa.
No se requieren procesos especiales o “vitalistas” para explicar la vida a nivel molecular.
Muchos cientificos ubican los principios de la bioquimica con la sintesis de la urea que
realiz6 Friedrich Wohler; sin embargo, tuvieron que transcurrir otros 75 afios antes de
que los primeros departamentos de bioquimica se establecieran en las universidades.

Los dos descubrimientos mds importantes en la historia de la bioquimica son espe-
cialmente notables: el descubrimiento de la funcién catalitica de las enzimas y la fun-
cién de los dcidos nucleicos como moléculas transportadoras de informacién. El gran
tamaiio de las proteinas y los dcidos nucleicos dificulté su caracterizacién inicial debi-
do a las técnicas disponibles en la primera parte del siglo XX. Con el desarrollo de la
tecnologia moderna, ahora se tiene acceso a una gran cantidad de informacion acerca
del modo como se relacionan las estructuras de las proteinas y los dcidos nucleicos con
sus funciones bioldgicas.

El primer descubrimiento —la identificacion de las enzimas como catalizadores de
reacciones bioldgicas— fue en parte resultado de la investigacion de Eduard Buchner. En
1897, Eduard Buchner demostré que los extractos de levaduras libres de células podian
catalizar la fermentacion de la glucosa para convertirla en alcohol y diéxido de carbo-
no. Antes de esto, los cientificos crefan que sélo las células vivas podian catalizar tales
reacciones bioldgicas complejas.

El estudio de la naturaleza de los catalizadores bioldgicos fue investigada por Emil
Fischer, un contempordneo de Eduard Buchner. Fischer estudi6 el efecto catalitico de
las enzimas de la levadura en una reaccion simple, la hidrdlisis (ruptura por agua) de la
sacarosa (azuicar de mesa). Fischer propuso que durante la catalisis una enzima y su
reactante, o sustrato, se combinaban para formar un compuesto intermedio. También
propuso que s6lo una molécula con una estructura adecuada podia servir como sustrato
de una determinada enzima. Fischer describi6 las enzimas como moldes rigidos, o ce-
rraduras, y a los sustratos como sus llaves correspondientes. Pronto los investigadores
comprendieron que casi todas las reacciones de la vida eran catalizadas por enzimas;
por ende, la teoria modificada de la llave y su cerradura de la accién enzimadtica sigue
siendo el principio central de la bioquimica moderna.

Como se verd en el capitulo 5, la catdlisis enzimdtica permite rendimientos muy
altos con muy pocos subproductos, en el caso de haberlos. En contraste, muchas reac-
ciones catalizadas en la quimica orgdnica se consideran aceptables si obtienen rendi-
mientos de 50 a 60%. Las reacciones bioquimicas deben ser eficientes dado que los



subproductos pueden ser txicos para las células y su formacion desperdiciaria energia
preciosa. Por supuesto, la otra propiedad clave de la catdlisis enzimatica es que las reac-
ciones bioldgicas ocurren con mucha mayor rapidez que sin un catalizador.

La ultima mitad del siglo XX presenci6 tremendos avances en el drea de la biologia
estructural, en especial en lo referente a la estructura de las proteinas. En las décadas de
1950 y 1960, cientificos de la Universidad de Cambridge (Reino Unido) dirigidos por
John C. Kendrew y Max Perutz explicaron las primeras estructuras de las proteinas.
Desde entonces, se han determinado las estructuras tridimensionales de mas de 1,000
proteinas diferentes y la comprension de la compleja bioquimica de las proteinas se ha
incrementado de manera significativa. Estos rapidos avances fueron posibles gracias al
acceso a computadoras mds grandes y rdpidas, y a nuevos programas de computacién
capaces de realizar los numerosos cédlculos que antes se acostumbraba efectuar a mano
o por medio de calculadoras sencillas. Gran parte de la bioquimica moderna depende de
las computadoras, por lo que se ha creado una nueva subdisciplina denominada bioinfor-
madtica.

El segundo gran descubrimiento en la historia de la bioquimica —Ila identificacién de
los dcidos nucleicos como moléculas de informacion— se suscité medio siglo después
de los experimentos de Fischer y Buchner. En 1944, Oswald Avery, Colin MacLeod y
Maclyn McCarty extrajeron dcido desoxirribonucleico (ADN) de una cepa téxica de la
bacteria Streptococcus pneumoniae y lo mezclaron con una cepa no téxica del mismo mi-
croorganismo. Como resultado, la cepa no téxica se transformé de manera permanente en
una cepa toxica. Este experimento proporciond la primera evidencia concluyente de que
el ADN es el material genético. En 1953, James D. Watson y Francis H. C. Crick deduje-
ron la estructura tridimensional del ADN. La estructura del ADN sugirié de inmediato a
Watson y Crick un método por el que el ADN pudiera reproducirse por si mismo, o auto-
rreplicarse, y por lo tanto transmitir informacion bioldgica a sus sucesivas generaciones.
Las investigaciones posteriores demostraron que la informacién codificada en el ADN se
transcribia al dcido ribonucleico (ARN) y después se traducia en la proteina.

ADN —— ARN —— Proteina (1.2)

El estudio de la genética en el contexto de las moléculas de dcido nucleico es par-
te de la biologia molecular y, a su vez, la biologia molecular es parte de la bioquimica.
Con el fin de entender de qué forma los dcidos nucleicos almacenan y transmiten infor-
macion genética, se debe comprender la estructura de los dcidos nucleicos y su funcién
en la codificacién de las enzimas, las cuales catalizan la sintesis y degradacion de las
biomoléculas, entre las que se encuentran también los dcidos nucleicos . El lector com-
prenderd que gran parte de su estudio de la bioquimica estard dedicado a considerar por
qué las enzimas y los dcidos nucleicos son centrales para la quimica de la vida.

Como predijo Crick en 1958, el flujo normal de informacién del dcido nucleico a la
proteina es irreversible. El se refiri6 a este flujo de informacién unidireccional como el
Dogma Central de la biologia molecular. El término “Dogma Central” muchas veces es
malentendido. En términos estrictos, no se refiere al flujo general de informacién al que
antes se hizo referencia, sino al hecho de que una vez que la informacién en los dcidos nu-
cleicos se transfiere a la proteina ésta no puede fluir de nuevo hacia los dcidos nucleicos.

1.2 Los elementos quimicos de la vida

Existen seis elementos no metédlicos —oxigeno, carbono, hidrégeno, nitrégeno, fésforo y
azufre— que representan mads de 97% del peso de la mayoria de los organismos. Todos
estos elementos pueden formar enlaces covalentes estables. Las cantidades relativas
de estos seis elementos varfan en cada organismo. El agua es el principal componente de
las células y representa un alto porcentaje (en peso) de oxigeno. El carbono es mucho
mas abundante en los organismos vivos que en el resto del universo. Por otro lado, algu-
nos elementos como el silicio, el aluminio y el hierro son muy comunes en la corteza te-
rrestre pero estdn presentes en las células s6lo en trazas. En conjunto, un total de 29
elementos diferentes se encuentran por lo comun en los organismos vivientes (figura
1.1, pagina 4). Estos incluyen a cinco iones esenciales en todas las especies: calcio
(Ca@), potasio (K@), sodio (Na®), magnesio (Mg@), y cloruro (C19). Obsérve-
se que los 24 elementos adicionales representan sélo 3% del peso de los organismos vivos.

1.2 m Los elementos quimicos de la vida

A Emil Fischer (1852-1919). Fischer, quien
realiz6 numerosas contribuciones para la
comprensién de las estructuras y funciones
de las moléculas biolégicas, propuso la
teoria de la cerradura y la llave de la accion
enzimatica. Recibié el premio Nobel de
quimica en 1902 por sus investigaciones
sobre el metabolismo de los azicares y
purinas.

La sintesis del ARN (trascripcion) y de las
proteinas (traduccion) se describe en los
capitulos 21 y 22, respectivamente.
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4 CAPITULO 1 = Introduccién a la bioquimica

1A 0
1 2
H He
1.008 | IIA A IVA VA VIA VIIA | 4.003
3 4 5 6 7 8 9 10
Li Be B C N (0) F Ne
6.941 | 9.012 10.81 | 12.01 | 14.01 | 16.00 | 19.00 | 20.18
11 12 13 14 15 16 17 18
Na | M Al Si P S Cl Ar
2299 | 2431 | 1IIB IVB VB VIB VIIB VIIIB 1B IIB | 26.98 | 28.09 | 30.97 | 32.07 | 35.45 | 39.95
19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36
K Ca Sc Ti A\ Cr Mn Fe Co Ni Cu Zn Ga Ge As Se Br Kr
39.10 | 40.08 | 44.96 | 47.87 | 50.94 | 52.00 | 54.94 | 55.85 | 58.93 | 58.69 | 63.55 | 65.39 | 69.72 | 72.61 | 74.92 | 78.96 | 79.90 | 83.80
37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54
Rb Sr Y Zr Nb | Mo Te Ru Rh Pd | Ag Cd In Sn Sb Te I Xe
85.47 | 87.62 | 88.91 | 91.22 | 92.91 | 9594 | (98) | 101.1 | 102.9 | 106.4 | 107.9 | 1124 | 114.8 | 118.7 | 121.8 | 127.6 | 126.9 | 131.3
55 56 57| 72 73 74 75 76 77 78 79 80 81 82 83 84 85 86
Cs Ba La Hf Ta W Re Os Ir Pt | Au Hg Tl Pb Bi Po At Rn
1329 | 137.3 | 1389 | 178.5 | 180.9 | 183.8 | 186.2 | 190.2 | 192.2 | 195.1 | 197.0 | 200.6 | 204.4 | 207.2 | 209.0 | (209) | (210) | (222)
87 88 89« 104 | 105 | 106 | 107 | 108 | 109 | 110 | 111 | 112 | 113 114 | 115 116 | 117 118
Fr Ra Ac Rf Db Sg Bh Hs Mt
(223) | (226) | (227) | (261) | (262) | (263) | (264) | (265) | (268) | (269) | (272) | (277) (285) (289) (293)
58# | 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71
Ce Pr Nd | Pm | Sm | Eu Gd | Tb Dy | Ho Er Tm | Yb Lu
140.1 | 1409 | 144.2 | (145) | 1504 | 152.0 | 157.3 | 158.9 | 162.5 | 1649 | 167.3 | 168.9 | 173.0 | 175.0
90=x 91 92 93 94 95 96 97 98 99 100 | 101 | 102 | 103
Th Pa U Np Pu | Am | Cm | Bk Cf Es Fm | Md | No Lr
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Figura 1.1A

Tabla periédica de los elementos. Los elementos importantes encontrados en las células vivas se muestran a color. Los elementos en color rosa
(CHNOPS) son los seis elementos mas abundantes. Los cinco iones esenciales estan en violeta. Los elementos traza se muestran en azul oscuro
(mas comunes) y en azul claro (los menos comunes). (Véase esta figura a todo color al final del libro).

La mayor parte del material s6lido de las células estd formado por compuestos que
contienen carbono. El estudio de tales compuestos cae dentro del dominio de la quimica
organica. Existe una coincidencia considerable entre las disciplinas de la quimica orga-
nica y la bioquimica, razén por la que es de gran utilidad un curso de quimica orgénica
para entender la bioquimica. Los quimicos orgdnicos estin mds interesados en las reac-
ciones que tienen lugar en el laboratorio, mientras que los bioquimicos se enfocan en
comprender lo que ocurre en las reacciones dentro de las c€lulas vivas. Los tipos de
compuestos orgdnicos que se encuentran comuinmente en la bioquimica se muestran en
la figura 1.2a.

Las reacciones bioquimicas incluyen uniones quimicas especificas o partes de mo-
léculas denominadas grupos funcionales. Los mds importantes sitios de reactividad se
muestran en la figura 1.2b. La figura 1.2¢ ilustra algunos tipos de enlaces presentes en
los derivados de compuestos que se muestran en la figura 1.2a. Obsérvese que todas es-
tas uniones estdn compuestas por diferentes dtomos y enlaces individuales entre ato-
mos. Se estudiaran estos compuestos, grupos funcionales y uniones a lo largo de este
libro. Los enlaces éster y éter son comunes en los dcidos grasos y los lipidos. Los enla-
ces amida se presentan en las proteinas. Los enlaces éster fosfato y fosfoanhidrido se
presentan en los nucledtidos.

Una cuestién importante para la bioquimica es que las reacciones quimicas que
ocurren dentro de la c€lula son similares a las reacciones que tienen lugar en un labora-
torio quimico. La diferencia mds importante radica en que casi todas las reacciones que
ocurren en las células vivas son catalizadas por enzimas y por lo tanto ocurren a veloci-
dades muy altas. Una de las principales metas de este libro es explicar la forma en que
las enzimas aceleran las reacciones sin infringir los mecanismos de reaccién fundamen-
tales de la quimica orgdnica. La eficiencia catalitica de las enzimas se puede observar
incluso cuando las enzimas y los reactivos se aislan en un tubo de ensayo. Con frecuen-
cia, los investigadores encuentran ttil distinguir entre las reacciones bioquimicas que
tienen lugar en un organismo (in vivo) y aquellas que ocurren bajo condiciones de labo-
ratorio (in vitro).
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a) Compuestos orgdnicos

<«Figura 1.2
Férmulas generales de a) compuestos
organicos, b) grupos funcionales y
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1.3 Muchas macromoléculas importantes son polimeros

Las estructuras quimicas constituyen el vocabulario de la bioquimica. Se presentan al-
gunas de estas estructuras a fin de preparar al lector para los ejemplos que encontrard en
los siguientes capitulos. Gran parte de la bioquimica estudia moléculas muy grandes a
las que se refiere como macromoléculas. Por lo general, las macromoléculas bioldgicas
forman un polimero creado mediante la unién de muchas moléculas orgdnicas mas pe-
quefias, o mondmeros, por medio de condensaciones (la remocion de los elementos del
agua). Cada monémero incorporado a una cadena macromolecular se denomina resi-
duo. En algunos casos, como en ciertos carbohidratos, un solo residuo se repite muchas
veces; en otros casos, como en las proteinas y los 4cidos nucleicos, una variedad de re-
siduos estdn conectados en un orden particular. Cada residuo de un determinado poli-

@
R—NH,;, R—NH,,y R—NH—R,
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a) Ccoo®
I
—C—H
I
R
b) 0
) | o
H3N—(|IH—C —1}1— ClH— Coo
R H R
Figura 1.3A

Estructura de un aminoéacido y un dipéptido.
a) Todos los aminoécidos contienen un grupo
amino (gris claro) y un grupo carboxilato (gris
oscuro). Diferentes aminoacidos contienen
cadenas laterales diferentes (designadas —R).
b) Un dipéptido se produce cuando un grupo
amino de un aminoacido reacciona con el
grupo carboxilato de otro para formar un
enlace peptidico (gris oscuro).

mero, se va agregando mediante la repeticién de la misma reaccion catalizada por una
enzima. Asi, todos los residuos en una macromolécula son alineados en la misma direc-
cion, y los extremos de la macromolécula son quimicamente diferentes.

Las macromoléculas tienen propiedades que son muy diferentes de las de sus mo-
némeros constitutivos. Por ejemplo, el almidén no es soluble en agua y no tiene un sa-
bor dulce, a pesar de ser un polimero de la glucosa. Observaciones como ésta han
llevado a la formulacion del principio general de la organizacion jerdrquica de la vida.
Cada nivel de esta organizacion supone propiedades que no se pueden predecir con ba-
se Unicamente en las del nivel anterior. Los niveles de complejidad, en orden creciente,
son atomos, moléculas, macromoléculas, organelos, células, tejidos, 6rganos y organis-
mos enteros. (Téngase en cuenta que muchas especies carecen de uno o mds de estos ni-
veles de complejidad. Los organismos unicelulares, por ejemplo, carecen de tejidos y
organos). Las siguientes secciones describen de manera sucinta los principales tipos de
macromoléculas y de qué forma las secuencias de sus residuos o formas tridimensiona-
les les confieren sus propiedades unicas.

En el andlisis de las moléculas y las macromoléculas, con frecuencia se hard refe-
rencia al peso molecular de un compuesto. Un término mds preciso de peso molecular
es masa molecular relativa (abreviada como M,). Se trata de la masa de una molécula
relativa a la 1/12 parte de la masa de un 4tomo del is6topo de carbono '>C. (El peso até-
mico exacto de este isétopo se ha definido como de 12 unidades de masa atémica. Ob-
sérvese que el peso atémico del carbono mostrado en la tabla periddica representa el
promedio de varios isétopos diferentes, incluidos *C y '*C). Debido a que M, es una
cantidad relativa es adimensional y no tiene unidades relativas a su valor. Por ejemplo,
la masa molecular relativa de una proteina tipica es 38,000 (M, = 38,000). La masa mo-
lecular absoluta de un compuesto es de la misma magnitud que la del peso molecular
salvo que estd expresada en unidades llamadas daltons (1 dalton = 1 unidad de masa
atémica). La masa molecular también se denomina masa molar debido a que represen-
ta la masa (medida en gramos) de 1 mol, 0 6.023 X 10?* moléculas. La masa molecular
de una proteina tipica es de 38,000 daltons, lo que significa que 1 mol pesa 38 kg. La
principal fuente de confusion es que el término “peso molecular” se ha convertido en un
término muy utilizado en bioquimica aunque se refiera a masa molecular relativa y no a
peso. Es un error comuin dar un peso molecular en daltons cuando deberia ser adimen-
sional. En la mayorfa de los casos no se trata de un error significativo, pero es importan-
te que el lector conozca la terminologia correcta.

A. Proteinas

Son veinte los aminodcidos comunes que forman parte de las proteinas de todas las cé-
lulas. Cada aminoécido contiene un grupo amino y un grupo carboxilato, asi como una
cadena lateral (grupo R) que es unica para cada aminodcido (figura 1.3a). Durante la
sintesis de una proteina, el grupo amino de un aminoécido y el grupo carboxilato de
otro se condensan para formar un enlace amida como se muestra en la figura 1.3b. La
unién entre el 4tomo de carbono de un residuo de aminodcido y el 4tomo de nitrégeno
del siguiente residuo se denomina enlace peptidico. La unién de extremo a extremo de
muchos aminodcidos forma un polipéptido lineal que puede contener cientos de residuos
de aminodcido. Una proteina funcional puede ser un solo polipéptido, o puede estar
compuesta por varias cadenas de polipéptidos diferentes que estdn unidas fuertemente
para formar una estructura mas compleja.

Muchas proteinas funcionan como enzimas; otras son componentes estructurales
de células y organismos. La forma tridimensional de una proteina estd determinada en
gran parte por la secuencia de sus residuos de aminodacidos. Esta informacion de secuencia
se codifica en el gen para la protefna. La funcién de una proteina depende de su estruc-
tura tridimensional, o conformacion. Se han determinado las estructuras de muchas
proteinas y se han esclarecido varios principios que rigen la relacion entre estructura y
funcién. Por ejemplo, muchas enzimas contienen una hendidura, o ranura, que une los
sustratos de una reaccion. Esta cavidad contiene el sitio activo de la enzima —la region
donde tiene lugar la reaccion quimica. La figura 1.4a muestra la estructura de la enzima
lisozima, la cual cataliza la hidrdlisis de polimeros de carbohidratos. Recondzcase el
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a)

Figura 1.4 A

Lisozima de clara de huevo de gallina (Gallus gallus). a) Lisozima libre. Obsérvese la hendi-
dura caracteristica que contiene al sitio activo de la enzima. b) La lisozima unida al sustrato.
[PDB 1LZC]. (Véase esta figura a todo color al final del libro).

surco tan marcado en la molécula. Este surco es el sitio de unién del sustrato y de la ac-
tividad enzimdtica. La figura 1.4b muestra la estructura de la enzima con la unién de
sustrato en la hendidura. Se analizar4 la relacion entre estructura de proteina y funcién
con mds profundidad en los capitulos 4 y 6.

Existen muchas formas de representar las estructuras tridimensionales de los bio-
polimeros como las proteinas. La molécula de proteina en la figura 1.4 se muestra co-
mo un dibujo donde la conformacién de la cadena polipeptidica se representa como una
combinacién de cables, listones helicoidales y flechas amplias. Otros tipos de represen-
taciones en los capitulos siguientes incluyen imdgenes que muestran la posicién de to-
dos los dtomos. Los programas de cémputo que crean estas imagenes son gratuitos en
Internet, y los datos estructurales de las proteinas se pueden obtener en varios sitios de
bases de datos. Con un poco de préctica, cualquier estudiante puede ver estas moléculas
en un monitor de computadora.

B. Polisacaridos

Los carbohidratos, o sacdridos, estin compuestos principalmente por carbono, oxigeno
e hidrégeno. Este grupo de componentes incluye azicares simples (monosacdridos) asi
como sus polimeros (polisacaridos). Todos los monosacaridos y los residuos de los po-
lisacaridos contienen varios grupos hidroxilo y son por tanto polialcoholes. La mayoria
de los monosacdridos comunes contiene ya sea cinco o seis dtomos de carbono.

Las estructuras de los azicares se pueden representar de varias formas. Por ejemplo,
laribosa (el azdcar de cinco carbonos mds comin) se puede mostrar como una molécula li-
neal con un contenido de cuatro grupos hidroxilo y un grupo aldehido (la figura 1.5a,
pagina 8). Esta representacion lineal se domina proyeccion de Fischer. Sin embargo, en
su forma bioquimica mds usual, la estructura de la ribosa es un anillo con un enlace co-
valente entre el carbono del grupo aldehido (C-1) y el oxigeno del grupo hidroxilo C-4,
como se muestra en la figura 1.5b. La forma anular se muestra por lo comin como proyec-
cién de Haworth (figura 1.5¢). Esta proyeccion es una forma mds precisa de representar
la estructura real de la ribosa. La proyeccion de Haworth se gira 90° con respecto a la pro-
yeccion de Fischer y retrata el anillo de carbohidrato como un plano con una esquina
proyectada hacia fuera de la pagina (representada por lineas gruesas). No obstante, en rea-
lidad el anillo no es plano. Puede adoptar numerosas conformaciones en las cuales cier-
tos dtomos anulares estan fuera del plano. En la figura 1.5d, por ejemplo, el dtomo C-2
de la ribosa descansa por encima del plano formado por el resto de los dtomos anulares.

Algunas conformaciones son mds estables que otras, asi que la mayoria de las mo-
léculas de ribosa se pueden representar por medio de una o dos de las diferentes confor-
maciones posibles. Empero, es importante reconocer que la mayoria de las moléculas
bioquimicas existen como un conjunto de estructuras con diferentes conformaciones.
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a) O\\ /H b)
C
HoC—on
H—C—OH
H—4é —OH
,CH,OH

Proyeccién de Fischer
(forma de cadena abierta)

Las conformaciones de los monosacari-
dos se describen con mas detalle en la
seccion 8.3.

Figura 1.6)

Glucosa y celulosa. a) Proyeccion de
Haworth de la glucosa. b) La celulosa, un
polimero lineal de residuos de glucosa. Cada
residuo esta unido al siguiente mediante un
enlace glucosidico (gris).

HO H ) d)
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H—C—OH
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Figura 1.5 A

Representacion de la estructura de la ribosa. a) En la proyeccion de Fischer, la ribosa se
dibuja como una molécula lineal. b) En su forma bioquimica usual, la molécula de ribosa

es un anillo, mostrado aqui como una proyeccién de Fischer. €) En una proyeccion de
Haworth, el anillo se representa como perpendicular a la pagina (como se indica por las
lineas gruesas, las cuales representan los enlaces mas cercanos al observador). d) En reali-
dad el anillo de ribosa no es plano y puede adoptar 20 posibles configuraciones en las cuales
ciertos atomos anulares se ubican fuera del plano. En la conformacién mostrada, C-2 des-
cansa por encima del plano formado por el resto de los atomos anulares.

Por definicidn, el cambio de una conformacion a otra no requiere el rompimiento de al-
glin enlace covalente. En contraste, las dos formas basicas de las estructuras de los car-
bohidratos, las formas lineales y las anulares, requieren el rompimiento y la formacién
de enlaces covalentes.

La glucosa es el azicar de seis carbonos mds abundante (figura 1.6a). Es la unidad
monomérica de la celulosa, un polisacdrido estructural, y del glucégeno y el almidén,
los cuales son polisacdridos de almacenamiento. En estos polisacdridos, cada residuo
de glucosa estd unido en forma covalente al siguiente por un enlace covalente entre C-1 de
una molécula de glucosa y uno de los grupos hidroxilo de la otra. Este enlace se deno-
mina enlace glucosidico. En la celulosa, el C-1 de cada residuo de glucosa estd unido al
grupo hidroxilo C-4 del siguiente residuo (figura 1.6b). Los grupos hidroxilo en las ca-
denas adyacentes de celulosa interactdan de forma no covalente y crean fibras fuertes e
insolubles. La celulosa quiza sea el biopolimero mas abundante sobre la Tierra debido a
que constituye un componente importante de los tallos de las plantas de floracion, in-
cluyendo los troncos de los drboles. Los carbohidratos se analizardn con mayor detalle
en el capitulo 8.

a)

b)
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C. Acidos nucleicos

Los 4cidos nucleicos son grandes macromoléculas compuestas por monémeros llama-
dos nucleétidos. El término polinucledtido constituye una descripcion mds exacta de
una sola molécula de 4cido nucleico, tal como polipéptido es un término mds preciso
que proteina para las moléculas individuales compuestas por residuos de aminoécidos.
El término dcido nucleico se refiere al hecho de que estos polinucledtidos se detectaron
por primera vez como moléculas acidicas en el niicleo de las células eucaridticas. Aho-
ra se sabe que los dcidos nucleicos no estdn confinados a los niicleos eucariéticos y que
son abundantes en el citoplasma y en los procariotas, que no tienen nicleo.

Los nucleétidos estan compuestos por un aztcar de cinco carbonos, una base nitro-
genada heterociclica y al menos un grupo fosfato. En los ribonucleétidos, el aziicar es
la ribosa; en los desoxirribonucledtidos, es la derivada desoxirribosa (figura 1.7). Las
bases nitrogenadas de los nucleétidos corresponden a dos familias conocidas como pu-
rinas y pirimidinas. Las principales purinas son adenina (A) y guanina (G); las principa-
les pirimidinas son citosina (C), timina (T) y uracilo (U). En un nucleétido, la base esta
unida al C-1 del azicar, y el grupo fosfato estd unido a uno de los demds carbonos del
azucar (por lo general, al C-5).

La estructura del nucleétido adenosin trifosfato (ATP) se muestra en la figura 1.8. El
ATP estd compuesto por una parte de adenina unida a la ribosa mediante un enlace glu-
cosidico. Existen tres grupos fosforilo (designados como «, Sy vy) esterificados al grupo
hidroxilo del C-5 de la ribosa. La unién entre ribosa y el grupo a-fosforilo es un enlace
fosfoéster debido a que incluye un dtomo de carbono y uno de fésforo, mientras que los
grupos fosforilo By v en el ATP estdn conectados por enlaces fosfoanhidrido que
no incluyen dtomos de carbono. Todos los fosfoanhidridos poseen considerable energia
quimica potencial y el ATP no es la excepcion. Es el transportador central de la energifa en
las células vivientes. La energia potencial asociada con los enlaces entre los grupos fos-
forilo del ATP se puede utilizar directamente en reacciones bioquimicas o acoplarse a
una reacciéon de una forma menos evidente. En las reacciones de condensacién, por
ejemplo, la transferencia de uno de los grupos fosforilos del ATP da como resultado la
formacién de un intermediario activado, que entonces participa en la reaccion sintética.
Se estudiardn muchas reacciones de condensacion en las que interviene el ATP en el
transcurso de este libro.

En los polinucledtidos, el grupo fosfato de un nucleétido estd unido covalentemente
al atomo de oxigeno C-3 del azicar de otro nucledtido, con lo que se crea un segundo en-
lace fosfoéster. A la unién completa entre los carbonos de nucledtidos adyacentes se le
denomina unién fosfodiéster debido a que contiene dos enlaces fosfoéster (figura 1.9, pa-
gina 10). Los dcidos nucleicos contienen muchos residuos de nucleétido y les caracteriza
un esqueleto que consiste en azicares y fosfatos alternantes. En el ADN, las bases de dos
hebras de polinucledtidos diferentes interactian para formar una estructura helicoidal.

Existen varias formas de representar las estructuras de los dcidos nucleicos segtin
las caracteristicas que se deseen describir. El modelo de barras y esferas mostrado en la
figura 1.10 de la siguiente pagina es ideal para ilustrar los d4tomos individuales y la es-
tructura angular de los aziicares y bases. En este caso las dos hélices se pueden trazar si-
guiendo el esqueleto azicar-fosfato enfatizado por la presencia de dtomos de fésforo
morados rodeados por cuatro dtomos de oxigeno rojos. Los pares de bases individuales
se ven insertos en el interior de la molécula. Se veran muchos otros modelos de ADN en
el capitulo 19.

Figura 1.7 A

Desoxirribosa, el aziicar encontrado en los
desoxirribonucleétidos. La desoxirribosa
carece de un grupo hidroxilo en C-2.

<4 Figura 1.8

Estructura del adenosin trifosfato (ATP). La
base nitrogenada adenina (gris claro) esta
unida a la ribosa (negro). Los tres grupos
fosforilo (gris oscuro) también estan unidos
a la ribosa.
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Figura 1.9 p

Estructura de un dinucleétido. Un residuo de
desoxirribonucleétido contiene la pirimidina
timina (parte superior) y el otro contiene la
purina adenina (parte inferior). Los residuos
estan unidos por un enlace fosfodiéster entre
las dos mitades de desoxirribosa. (Los atomos
de carbono de la desoxirribosa estan numera-
dos con primas para distinguirlos de los ato-
mos de las bases de timina y adenina).

[ ' [ egmey ]
::-'l‘

Figura 1.10A

Segmento corto de una molécula de ADN.
Dos diferentes polinucleétidos se asocian para
formar una doble hélice. Las secuencias de
pares de bases en el interior de la hélice
transportan la informacion genética. (Véase
esta figura a todo color al final del libro).

Las interacciones hidrofébicas se analizan
en el capitulo 2.

Timina (T)

Enlace
fosfodiéster

El ARN contiene ribosa en lugar de desoxirribosa y por lo general es un polinu-
cledtido de una sola hebra. Existen cuatro clases de moléculas de ARN. El ARN men-
sajero (ARNm) estd implicado directamente en la transferencia de informacién del
ADN a la proteina. EI ARN de transferencia (ARNt) es una molécula mds pequeiia re-
querida para la sintesis de proteinas. E1 ARN ribosémico (ARNr) es el principal compo-
nente de los ribosomas. Las células también contienen una clase heterogénea de pequefios
ARN que desempefian una variedad de funciones diferentes. En los capitulos 19 a 22 se
observara cémo difieren estas moléculas de ARN y como sus estructuras reflejan sus
funciones bioldgicas.

D. Lipidos y membranas

El término “lipido” se refiere a una clase diversa de moléculas ricas en carbono e hidré-
geno pero que contienen relativamente pocos dtomos de oxigeno. La mayor parte de los
lipidos no es soluble en agua, pero se pueden disolver en algunos solventes orgdnicos.
Los lipidos mds simples son los dcidos grasos, que son hidrocarburos de cadena larga
con un grupo carboxilato en un extremo. De manera habitual los 4cidos grasos se en-
cuentran formando parte de moléculas mds largas denominadas glicerofosfolipidos, los
cuales contienen glicerol 3-fosfato y dos grupos grasos acilo (figura 1.11). Los glicero-
fosfolipidos son los principales componentes de las membranas bioldgicas.

Otros tipos de lipidos incluyen los esteroides y las ceras. El colesterol es un tipo de
esteroide; se encuentra en las membranas de las células animales. Las ceras son comu-
nes en plantas y animales, pero quizd los ejemplos mds conocidos sean la cera de las
abejas y el cerumen que se forma en los oidos.

Muchas veces los lipidos cuentan con una cabeza polar e hidrofilica (amante del agua)
que puede interactuar con un entorno acuoso, y una cola no polar e hidrofébica (temerosa
del agua) (figura 1.12). En un entorno acuoso, las colas hidrofébicas de tales lipidos se
asocian para producir una hoja denominada bicapa lipidica. Las bicapas lipidicas
forman la base estructural de todas las membranas bioldgicas. Las membranas separan
a las células o compartimientos intracelulares de sus entornos al actuar como barreras
impermeables a casi todos los compuestos solubles en agua. Las membranas son flexibles
debido a que las bicapas lipidicas se estabilizan mediante fuerzas no covalentes.

Las membranas se encuentran entre las estructuras celulares mas largas y complejas.
En términos estrictos, las membranas no son polimeros sino agregados. Sin embargo, la
asociacion de moléculas lipidicas entre si crea estructuras que exhiben propiedades que
no muestran las moléculas componentes individuales. Su insolubilidad en agua y la fle-
xibilidad de los agregados lipidicos confieren a las membranas bioldgicas muchas de
sus caracteristicas.
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Las membranas bioldgicas también contienen proteinas, como se muestra en la figura
1.13. Algunas de estas proteinas de membrana sirven como canales para la entrada de _

nutrientes y la salida de desgchos. Otras proteinas cat.ahzan reacciones que OCUITEN €5~ Eigura 1,12 4

pecificamente en la superficie de las membranas. Existen sitios de muchas reacciones  Modelo de un lipido de membrana. La

bioquimicas importantes. Las membranas lipidicas y bioldgicas se analizan con mayor ~ molécula consiste en una cabeza polar

detalle en el capitulo 9. (superior) y una cola no polar (inferior).

Bicapa
lipidica

Proteinas

Figura 1.13 A

Estructura general de una membrana biol6gica. Las membranas biolégicas estan com-
puestas por una bicapa lipidica con proteinas asociadas. Las colas hidrofébicas de las
moléculas lipidicas individuales se juntan para formar el centro de la membrana. Las cabezas
hidrofilicas estan en contacto con el medio acuoso a cada lado de la membrana. La mayoria
de las proteinas de membrana se extienden por la bicapa lipidica; otras estan unidas a la su-
perficie de diversas formas.

1.4 La energética de la vida

Las actividades de los organismos vivientes no dependen tinicamente de las biomoléculas
descritas en la seccidn anterior sino también de una multitud de moléculas mas peque-
flas y de iones que se encuentran en las células. La vida también requiere la entrada de
energia. Los organismos vivientes transforman constantemente la energia en trabajo util
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Nutrientes inorganicos
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Energia luminosa
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()l'glll]i\lﬂ()S

Desperdicio Macromoléculas
(CO,,H,0)

A Flujo de energia. Los organismos fotosinté-
ticos capturan energia de la luz solar y la utili-
zan para sintetizar compuestos organicos. La
ruptura de estos compuestos tanto en los
organismos fotosintéticos como no fotosinté-
ticos genera la energia necesaria para la sinte-
sis de las macromoléculas y de otros
requerimientos celulares.

para sostenerse a si mismos, para crecer y reproducirse. En ultima instancia, casi toda
esta energia es proporcionada por el sol. La luz del sol es capturada por las plantas, al-
gas y bacterias fotosintéticas y se utiliza para sintetizar compuestos biolégicos. Los or-
ganismos fotosintéticos pueden ingerirse como alimento, y otros organismos como los
protozoarios, hongos, bacterias no fotosintéticas y animales pueden descomponer sus
moléculas constitutivas. Estos organismos no pueden convertir directamente la luz del
sol en energfa bioquimica util. La descomposicién de compuestos orgdnicos tanto en
organismos fotosintéticos como no fotosintéticos libera energia que se puede utilizar
para impulsar la sintesis de nuevas moléculas y macromoléculas.

La fotosintesis es uno de los procesos bioquimicos clave y esenciales para la vida,
a pesar de que muchas especies, incluidos los mamiferos, se beneficien sélo indirecta-
mente. Uno de los subproductos de la fotosintesis es el oxigeno. Es muy probable que
la atmosfera de la Tierra fue transformada por bacterias fotosintéticas productoras de
oxigeno durante los primeros miles de millones de afios de su historia (un ejemplo na-
tural de terraformacién). En el capitulo 15 se analiza el sorprendente conjunto de reac-
ciones que capturan la luz del sol y la utilizan para sintetizar biopolimeros.

El término metabolismo se refiere a la gran cantidad de reacciones en virtud de las
cuales los compuestos orgdnicos se sintetizan y degradan y mediante el que la energia
util se extrae, almacena y utiliza. El estudio de los cambios en la energia durante las
reacciones metabdlicas se denomina bioenergética. La bioenergética es parte del campo de
la termodindmica, una rama de la ciencia fisica que estudia los cambios energéticos.
Los bioquimicos han descubierto que los principios basicos de la termodindmica que se
aplican al flujo de energfa en sistemas no vivos también son aplicables a la quimica de
la vida. La termodindmica es un drea compleja y de alta sofisticacion. No se necesita
dominar todas las complejidades y sutilezas que supone esta materia para entender cémo
puede contribuir a la comprension de la bioquimica. En este libro se evitan algunas de
las complicaciones de la termodindmica a fin de concentrarse en utilizarla para descri-
bir algunos principios bioquimicos (analizados en el capitulo 10).

A. Velocidades de reaccion y equilibrios

La velocidad, o aceleracion, de una reaccién quimica depende de la concentracién de
los reactivos. Considérese una reaccion quimica simple donde la molécula A colisione
con la molécula B y experimente una reaccién que genere los productos C y D.

A+B—C+D (1.3)

La velocidad de esta reaccion estd determinada por las concentraciones de A y B.
A altas concentraciones es probable que estos reactivos colisionen unos con otros, mien-
tras que a bajas concentraciones la reaccién puede tomar un largo tiempo. La concen-
tracion de una molécula en reaccion estard indicada mediante su simbolo encerrado con
corchetes. Asi [A] significard “la concentracién de A”, por lo general expresada en mo-
les por litro (M). La velocidad de la reaccién es directamente proporcional al producto
de las concentraciones de A y B. La velocidad puede describirse mediante una constan-
te de proporcionalidad, k, que se denomina con mds frecuencia constante de velocidad.

velocidad o< [A][B] velocidad = k[A][B] (1.4)

Casi todas las reacciones bioquimicas son reversibles. Esto significa que C y D
pueden colisionar y experimentar una reaccion quimica para generar A y B. La veloci-
dad de la reaccién inversa depende de las concentraciones de C y D y esa velocidad se
puede describir mediante una constante de velocidad diferente. Por convencién, la
constante de velocidad directa es k; y la constante de velocidad inversa es k_;. La reac-
cién 1.5 es una forma mds exacta de representar la reaccion mostrada en la reaccién 1.3.

A+B==C+D (1.5)

ki
k—y

Si se comienza una reaccién en un tubo de ensayo mezclando altas concentracio-
nes de A y B, entonces las concentraciones iniciales de C y D seran cero y la reaccién



so6lo se desarrollard de izquierda a derecha. La velocidad de la reaccion inicial depende-
rd de las concentraciones iniciales de A y B y la constante de velocidad k;. A medida
que la reaccion se desarrolle la cantidad de A y B disminuird y la cantidad de Cy D se
incrementard. La reaccidn inversa comenzard a volverse considerable a medida que
se acumulen los productos. La velocidad de la reaccion inversa dependerd de las con-
centraciones de C y D y de la constante de velocidad k_;.

En algiin momento, las velocidades de las reacciones directa e inversa serdn igua-
les y no habra un cambio adicional en las concentraciones de A, B, C y D. En otras pa-
labras, la reaccidn alcanzard el equilibrio. En el equilibrio,

ki[A][B] = k[C][D] (1.6)

En muchos casos, existe interés por conocer las concentraciones finales de los
reactivos y los productos una vez que la reaccién alcanza el equilibrio. La constante de
equilibrio, K, estd definida por la relacion entre las concentraciones de producto y las
concentraciones de reactivo. La constante de equilibrio es también igual a la relacién
entre constantes de velocidad directa e inversa.

ky _ ICI[D] _
= oy = Keg 1.7)
k-y  [A][B]

Las concentraciones de productos y reactivos pueden ser idénticas una vez que la
reaccion alcanza el equilibrio. En ese caso K4 = 1 y las constantes de velocidad inver-
say directa tienen los mismos valores. En la mayoria de los casos el valor de la constan-
te de equilibrio varfa de 10 a 103, lo cual significa que la velocidad de una de las
reacciones es mucho mds rdpida que la otra. Si Keq = 10° 1a reacci6n se desarrollard pre-
dominantemente hacia la derecha y las concentraciones finales de C y D serdn mucho
mds altas que las concentraciones de A y B. En este caso la constante de velocidad di-
recta (k) serd 1000 veces mayor que la constante de velocidad inversa (k_;). Esto signi-
fica que las colisiones entre C y D tienen mucho menos probabilidad de producir una
reaccién quimica que las colisiones entre A 'y B.

B. Termodinamica

Si se conocen los cambios de energia vinculados a una reaccién o proceso es posible
predecir las concentraciones en equilibrio. También se puede predecir la direccion de la
reaccion siempre que se conozcan las concentraciones iniciales de reactivos y produc-
tos. La cantidad termodindmica que proporciona esta informacioén es la energia libre de
Gibbs (G), llamada asi por J. Willard Gibbs, quien describid por primera vez esta canti-
dad en 1878. Sucedi6 que las moléculas en disolucién tenfan una cierta energia que de-
pendia de la temperatura, la presion, la concentracion y otros estados. El cambio en la
energfa libre de Gibbs (AG) para una reaccion es la diferencia entre la energia libre de
los productos y la energia libre de los reactivos. El cambio global en la energia libre
de Gibbs tiene dos componentes conocidos como cambio de entalpia (AH, el cambio en
el contenido calorifico) y cambio de entropia (AS, el cambio en la aleatoriedad). Un
proceso quimico puede generar calor o absorberlo de sus alrededores. De manera simi-
lar, un proceso puede ocurrir con un incremento o disminucién en el grado de desorden,
o aleatoriedad, de los reactivos.

Existe mayor interés en saber si una determinada reaccioén va a suceder. En otras
palabras, ¢la reaccion serd espontdnea en ciertas condiciones? La espontaneidad de una
reaccién depende del cambio global en la energia libre de Gibbs, que se expresa como

AG = AH — TAS (1.8)

donde T es la temperatura en grados Kelvin. Cuando AG < 0, la reaccion es espontanea
debido a que se libera energia. Cuando AG > 0, la reaccién requiere energia externa pa-
ra desarrollarse y no sucederd de manera espontdnea. Cuando AG = 0, la reaccién esté
en el equilibrio; las velocidades de las reacciones inversa y directa son idénticas, y con-
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centraciones de productos y reactivos ya no cambian. Una serie de procesos vinculados,
como las reacciones de una ruta metabdlica en una célula, por lo general se desarrolla
de manera espontdnea sélo cuando estd asociada con un cambio negativo en la energia
libre de Gibbs. Es mds probable que las reacciones bioquimicas o procesos se presenten
a un grado mayor y con mas rapidez cuando se relacionan con un incremento en la en-
tropfa y una disminucién en la entalpia.

Si se conoce la energia libre de Gibbs de todos los productos y todos los reactivos
es mds sencillo calcular el cambio de la energia libre de Gibbs para una reaccién me-
diante la ecuacién 1.9.

AGreacci(’)n = AGproductos - AGreau:tivos (19)

Por desgracia, con frecuencia las energias libres de Gibbs absolutas para todas las mo-
léculas bioquimicas se desconocen. Lo que se conoce son los parametros termodindmi-
cos asociados con la formacion de estas moléculas a partir de precursores simples. Por
ejemplo, la glucosa se puede formar a partir del agua y del diéxido de carbono. No es
necesario conocer los valores absolutos de la energia libre de Gibbs del agua y del di6-
xido de carbono para calcular la cantidad de entalpia y de entropia que se requiere para
conjuntarlos y obtener glucosa. De hecho, lo que se puede medir es el calor liberado por
la reaccién inversa (descomposicién de glucosa en diéxido de carbono y agua). Esto
arroja el valor del cambio en la entalpia de formacion de la glucosa (AH). El cambio en
la entropia (AS) para esta reaccion también se puede determinar. Es factible utilizar es-
tas cantidades para determinar la energia libre de Gibbs de formacién (A¢ G) para la glu-
cosa. La energia libre de Gibbs de formacion es la diferencia entre la energia libre
absoluta de la glucosa y la del di6éxido de carbono y agua.

Existen tablas que sefialan estos valores de la energia libre de Gibbs para la forma-
cién de la mayoria de las moléculas bioldgicas. Se pueden utilizar para calcular el cam-
bio en la energia libre de Gibbs para una reaccion de la misma forma que se utilizan los
valores absolutos en la ecuacién 1.9.

AGreacci(’)n = Aprr()ductos - AfGreaclivos (110)

En este libro de texto se realizan frecuentes referencias al valor de A; G como la
energfa libre de Gibbs de un compuesto dado que se puede utilizar con facilidad en célcu-
los como si fuera un valor absoluto. Existe una complicacion adicional que no se ha
mencionado. Para cualquier reaccion, incluyendo la hidrélisis de la glucosa, el cambio
en la energfa libre real depende de las concentraciones de reactivos y productos. Considé-
rese la reaccion hipotética de la ecuacion 1.3. Si se comienza con una cierta cantidad
de A y B y ninguno de los productos C y D, entonces es obvio que la reaccion sélo puede
desarrollarse en una direccién, al menos al principio. En términos termodindmicos,
AG eaccion €8 favorable en estas condiciones. Cuanto mayores sean las concentraciones
de A y B, mds probable seré que la reaccién ocurra. Este es un asunto importante al que
se hard constante referencia a medida que se avance en el estudio de la bioquimica —es
decir, que el cambio real en la energia libre de Gibbs en una reaccién depende de las
concentraciones de reactivos y productos.

Lo que se necesita son algunos valores estindar de AG que puedan ajustarse para
la concentracion. Estos valores estdndar son el cambio de energia libre de Gibbs medi-
do en ciertas condiciones. Por convencion, las condiciones estdndar son a 25°C (298°
K), presion estdndar de 1 atm y una concentracién de 1.0 M de todos los productos y
reactivos. En la mayoria de las reacciones quimicas la concentracion de H® es impor-
tante y se indica mediante el pH, como se describird en el siguiente capitulo. La condi-
cién estandar es pH = 7.0, lo cual corresponde a 107" MH® (en lugar de 1.0 M de
otros reactivos y productos). El cambio en la energfa libre de Gibbs en estas condicio-
nes estdndar estd indicado mediante el simbolo AG®’.

La energia libre de Gibbs real de la sustancia A estd relacionada con su energia li-
bre estandar por

AG, = AGY + RT In[A] (1.11)



donde R es la constante de gas universal (8.315 JK ! mol™!) y T es la temperatura en
Kelvin. La energia libre de Gibbs esté expresada en unidades de kJ mol™!. (Una unidad
mds antigua es kcal mol ™!, la cual es igual a 4.184 kJ mol ™). El término RT In[A] es
dado algunas veces como 2.303 RT log [A].

C. Constantes de equilibrio y cambios en la energia libre
estandar de Gibbs

Para una reaccién determinada, como la reaccién 1.3, el cambio real en la energfa libre
de Gibbs estd relacionado con el cambio en la energia libre estandar por

AG eaccion = AGrtaccion + RTln[C]ﬂ (1.12)
reaccion reaccion A] [B] .

Si la reaccién alcanza el equilibrio, la relacién de concentraciones en el tltimo término
de la ecuacion 1.12 es, por definicion, la constante de equilibrio (Keq). Cuando la reac-
cion estd en equilibrio no existe cambio neto en las concentraciones de reactivos y pro-
ductos, asi que el cambio real en energia libre de Gibbs es cero (AGeaccign = 0). Esto
permite escribir una ecuacién en la que se relaciona el cambio estdndar en la energia li-
bre de Gibbs y la constante de equilibrio. Asi, en el equilibrio,

AGrlaccion = —RT In Koqg = —2.303 RT log K (1.13)

Esta importante ecuacion relaciona a la termodindmica con el equilibrio de la reac-
cion. Obsérvese que es la constante de equilibrio la que estd relacionada con el cambio
en la energfa libre de Gibbs y no las constantes de velocidad individual descritas en las
ecuaciones 1.6 y 1.7. Es la relacion de esas constantes de velocidad individuales lo que
importa y no sus valores absolutos. Las velocidades directa e inversa pueden ser muy
lentas o muy répidas y seguir generando la misma relacién.

Las consideraciones termodindmicas informan si una reaccion estd favorecida, pe-
ro no qué tan rapido ocurrird. Por ejemplo, se sabe que el hierro se oxida y que el cobre
se colorea de verde, pero estas reacciones pueden llevar s6lo unos pocos segundos o
muchos afios. La velocidad de una reaccién depende de otros factores como la energia
de activacion (capitulo 6). La mayoria de las reacciones que se llevan a cabo en el inte-
rior de una célula son muy lentas en el tubo de ensayo incluso aunque estén favorecidas
termodindmicamente. En el interior de una célula las velocidades de las reacciones nor-
malmente lentas se aceleran gracias a la accion de las enzimas. Las velocidades de las
reacciones catalizadas por enzimas pueden ser 10°° mayores que las velocidades de
las reacciones correspondientes sin ayuda catalitica. Se invertird mds tiempo para expli-
car cémo funcionan las enzimas; es uno de los temas mds fascinantes de la bioquimica.

1.5 Bioquimica y evolucién

Un famoso genetista, Theodosius Dobzhansky, alguna vez dijo: “Nada en biologia tiene
sentido salvo a la luz de la evolucién”. Esto también se aplica a la bioquimica. Los bioqui-
micos y los bidlogos moleculares han realizado contribuciones muy importantes para la
comprension de la evolucién molecular. La evidencia que han descubierto confirma y ex-
tiende los datos extraidos de la anatomia comparativa, la genética poblacional y la paleon-
tologia. Se lleva recorrido un largo trayecto desde la evidencia original de la evolucién
que Carlos Darwin resumi6 por primera vez a mediados del siglo XIX.

Ahora se cuenta con una descripcion muy confiable de la historia de la vida y de
las relaciones de muchas especies diversas en existencia. Los primeros organismos fue-
ron organismos unicelulares que probablemente ahora se clasificarfan como procario-
tas. Los procariotas, o bacterias, carecen de la membrana que rodea al niicleo. Se han
encontrado fésiles de organismos parecidos a bacterias primitivas en formaciones geo-
16gicas que tienen una antigiiedad de al menos 3 mil millones de afios. Las especies mo-
dernas de bacterias pertenecen a grupos tan diversos como las cianobacterias, las cuales
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son capaces de realizar la fotosintesis, y las arqueobacterias, habitantes de entornos hosti-
les como las fuentes de agua termal.

Los eucariota tienen células que poseen una arquitectura interna compleja, como
un nudcleo prominente. En general, las células eucaridticas son mds complejas y mucho
mds grandes que las células procaridticas. Una célula tisular eucaridtica tipica presenta
un didmetro de aproximadamente 25 wm (25 000 nm), en comparacion con las células
procariéticas que por lo general son 1/10 de ese tamaiio. Sin embargo, la evolucién ha
producido una diversidad tremenda, y son comunes desviaciones extremas a partir de
los tamafios tipicos. Por ejemplo, algunos organismos unicelulares eucaridticos son lo
suficientemente grandes para ser visibles al ojo humano, y algunas células nerviosas en
las médulas espinales de los vertebrados pueden medir varios centimetros de longitud,
aunque sean de dimensiones microscopicas en cortes transversales. También existen mega-
bacterias que son mds grandes que la mayoria de las células eucaridticas.

En apariencia, todas las células de la Tierra (procaridticas y eucaridticas) evolucio-
naron a partir de un ancestro comun que existié hace mas de 3 mil millones de afios. La
evidencia de este ancestro comtn incluye la presencia en todos los organismos vivos de
elementos bioquimicos constitutivos comunes, los mismos patrones generales del meta-
bolismo y un cédigo genético (con variaciones raras y leves). Se observardn muchos
ejemplos de esta evidencia a través de este libro. El plan basico de las células primitivas
ha sido ampliado con base en esta inventiva espectacular a través de miles de millones
de aflos de evolucion.

La importancia de la evolucién para un completo entendimiento de la bioquimica
no se puede subestimar. Se han de encontrar muchas rutas y procesos que s6lo cobran
sentido cuando se tiene en cuenta que han evolucionado a partir de precursores mas pri-
mitivos. En el contexto molecular, la evidencia de esta evolucién estd preservada en las
secuencias de genes y proteinas que se habrdn de estudiar a medida que se aprende bio-
quimica. Con el fin de comprender por completo los principios fundamentales de la
bioquimica se requiere examinar las rutas y procesos en diferentes especies, incluidas
las bacterias y organismos modelos eucariéticos, asi como una variedad de organismos
de modelos eucariéticos como la levadura, las moscas de fruta, las plantas de floracion,
los ratones y los humanos. La importancia de la bioquimica comparada ha sido recono-
cida durante mas de 100 afios, pero su valor se ha incrementado en gran medida en la
dltima década con la publicacion de secuencias gendmicas completas. Ahora existen
condiciones para comparar rutas bioquimicas completas de diversas especies.

1.6 La célula es la unidad basica de la vida

Todos los organismos son unicelulares o estin compuestos por muchas células. Las cé-
lulas existen en una variedad extraordinaria de tamafios y formas, pero todas se pueden
clasificar como eucariéticas o procariéticas. Una sola célula simple puede ser represen-
tada como una gota de agua rodeada por una membrana plasmdtica. La gota de agua
contiene materia disuelta y suspendida, como proteinas, polisacaridos y dcidos nuclei-
cos. El alto contenido lipidico de las membranas las hace flexibles y de cierre automa-
tico. Debido a que las membranas representan barreras impermeables contra moléculas
grandes y especies cargadas, permiten que las concentraciones biomoleculares dentro
de las células sean mucho mads altas que en el medio circundante. Todo el material en-
cerrado por la membrana plasmética de una célula, con excepcién del nicleo, se deno-
mina citoplasma. El citoplasma puede contener grandes estructuras moleculares y
organelos subcelulares circundados por membranas. Se denomina citosol a la porcién
acuosa del citoplasma, que excluye las estructuras subcelulares.

Los virus son particulas subcelulares infecciosas. Estdn compuestos por una molé-
cula de 4cido nucleico rodeada por una capa proteinica. El dcido nucleico virico puede
contener s6lo tres genes o tantos como varios cientos. A pesar de su importancia bioldgica,
los virus no son células verdaderas debido a que no pueden desempefiar reacciones me-
tabdlicas independientes. Se propagan al apoderarse de la maquinaria reproductiva de
una célula anfitriona y desviarla para la formacién de nuevos virus. En cierto sentido,
los virus son pardsitos genéticos.

Existen miles de virus diferentes. Aquellos que infectan a las células procaridticas
por lo general se denominan bacteri6fagos, o fagos. Gran parte de lo que se sabe acerca
de la bioquimica se deriva del estudio de los virus y de los bacteriéfagos y de su interac-
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cién con las células que infectan. Por ejemplo, los intrones se descubrieron por primera
vez en un adenovirus humano como el que se muestra en la pagina 1 de este capitulo, y el
mapa detallado de los genes se realizé por primera vez con bacteriéfagos T4.

En las siguientes dos secciones se habran de explorar las caracteristicas estructura-
les de las células procaridticas y eucaridticas tipicas.

1.7 Células procaridticas: caracteristicas estructurales

Por lo general los procariotas son organismos unicelulares. De todos los organismos vivos
el que mejor se ha estudiado es la bacteria Escherichia coli (figura 1.14). Este organismo
ha servido durante medio siglo como un modelo de sistema biolégico y muchas de las
reacciones bioquimicas que se describen mds adelante en este libro fueron descubiertas
por primera vez en la E. coli. A pesar de que la E. coli es una especie de bacteria muy
tipica, algunas bacterias son tan diferentes de la misma como los humanos lo son de las
flores y los insectos. Gran parte de esta diversidad es aparente sélo a escala molecular.

Los procariotas se han encontrado en casi todos los ambientes concebibles en la Tie-
rra, desde fuentes de agua térmica sulfurosa, por debajo del lecho ocednico y hasta en el
interior de células mds grandes. Representan una cantidad importante de la biomasa de
la Tierra. A pesar de sus diferencias, los procariotas comparten varias caracteristicas.
Carecen de niicleo —su ADN estd compactado en una region citoplasmatica denominada
region nucleoide. Muchas especies bacterianas cuentan s6lo con 1000 genes. Desde una
perspectiva bioquimica, una de las cuestiones mds fascinantes acerca de las bacterias es
que, a pesar de que sus cromosomas contienen un niimero relativamente pequefio de genes,
desempefian la mayor parte de las reacciones bioquimicas fundamentales que se en-
cuentran en cualquier célula, incluidas las humanas. Docenas de genomas bacterianos
se han secuenciado por completo y ahora es posible comenzar a definir el nimero mini-
mo de enzimas relacionadas con la vida.

La mayor parte de las bacterias carece de compartimientos internos definidos por
membranas. Por lo general, la membrana plasmatica estd rodeada por una pared celular
estructurada a base de una rigida red de cadenas peptidicas y carbohidratos enlazados
de modo covalente. La pared celular confiere su forma caracteristica a una especie indi-
vidual de bacteria. A pesar de su resistencia, la pared celular es porosa. Ademads de esta
pared celular, casi todas las bacterias, entre ellas la E. coli, poseen una membrana exte-
rior compuesta por lipidos, proteinas y lipidos unidos a polisacaridos. El espacio entre
la membrana plasmadtica interna y la membrana exterior se denomina espacio periplas-
matico. Se trata del mayor compartimiento circundado por membrana en las bacterias y
desempefia una funcién central en algunos procesos bioquimicos importantes.

Muchas bacterias poseen fibras de proteina llamadas fimbrias en su superficie
externa; sirven como sitios de unién para las interacciones intercelulares. La mayorfa
de las bacterias también dispone de uno o mds flagelos, que son estructuras largas y con
apariencia de latigo que pueden girar como aspas de motor de un barco, y por lo tanto
conducir a la bacteria a través de su ambiente acuoso.

-
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<Figura 1.14

Escherichia coli. Una célula de E. coli es de
aproximadamente 0.5 um de didmetro y
1.5 wm de longitud. Las fibras de proteina
que se denominan flagelos giran para impul-
sar a la célula. Las fimbrias, mas cortas, ayu-
dan en la conjugacién sexual y pueden
contribuir a que E. coli se adhiera a las su-
perficies. El espacio periplasmatico es un
compartimiento acuoso que separa la
membrana plasmatica y la membrana
exterior.
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La pequefia dimensién de los procariotas proporciona una alta relacién entre el
area superficial con respecto al volumen. Por lo tanto, la difusién simple es un medio
adecuado para distribuir nutrientes a través del citoplasma. Una de las estructuras ma-
cromoleculares prominentes en el citoplasma es el ribosoma —un gran complejo de pro-
tefna— ARN que se requiere para la sintesis de proteinas. Todas las células vivientes
tienen ribosomas, pero mds adelante habra ocasién de estudiar que los ribosomas bacte-
rianos difieren de los ribosomas eucariéticos en detalles importantes.

1.8 Células eucarioticas: caracteristicas estructurales

Los eucariotas incluyen plantas, animales, hongos y protistas. Los protistas son en su
mayoria organismos pequefios y unicelulares que no encajan en alguna de las demads
clases. Junto con las bacterias, estos cuatro grupos componen los cinco reinos de la vi-
da de acuerdo con un esquema de clasificacion popular. Otros esquemas conservan los
cuatro reinos eucaridticos pero dividen a las bacterias en eubacterias y arqueobacterias.

Las células eucaridticas estdn rodeadas por una membrana plasmadtica Unica, a di-
ferencia de las bacterias que por lo general disponen de una membrana doble. La mds
obvia de las caracteristicas que distinguen a los eucariotas de los procariotas es el nu-
cleo circundado por membrana en los eucariotas donde se localizan los cromosomas.
Por lo general las células eucaridticas son mds grandes que las células bacterianas, de
manera habitual unas 1000 veces mayores en volumen. En consecuencia, se requieren
estructuras internas y mecanismos complejos para la rapida transportacion y comunica-
cién tanto al interior de la célula como hacia y desde el medio externo. Una malla de fi-
bras protefnicas denominada citoesqueleto se extiende a través de toda la célula y
contribuye a la formacion celular y a la administracion del trafico intracelular.

Casi todas las células eucaridticas contienen compartimientos internos circunscritos
por membranas llamados organelos. Las funciones especificas de los organelos se vinculan
en forma estrecha con las propiedades y estructuras fisicas. No obstante, una cantidad
importante de procesos bioquimicos especificos ocurren en el citosol. De hecho, mas ade-
lante se estudiard en este capitulo que el citosol, al igual que los organelos, probablemente
esté altamente organizado.

La figura 1.15 muestra las células vegetal y animal tipicas. Ambos tipos tienen un
nucleo, mitocondrias y un citoesqueleto. Las células vegetales también contienen cloro-
plastos, vacuolas y muchas veces estdn rodeadas por una pared celular rigida. Los clo-
roplastos también se encuentran en algas y algunos protistas, y representan los sitios de
la fotosintesis. Las paredes celulares vegetales estin compuestas por celulosa, uno de los
polisacdridos descritos en la seccién 1.3B.

El interior de una célula eucaridtica estd subdividido por una red de membrana intra-
celular. El drea superficial de las membranas interiores puede constituir varias veces el drea
de la membrana plasmatica. Los organelos independientes, entre ellos el nicleo, mito-
condria y cloroplastos, existen en medio de un sistema de membrana unificado en cons-
tante cambio que se difunde a través de la célula entera. Los materiales fluyen dentro de las
rutas definidas por las paredes de membrana y los tibulos. El trafico intracelular de mate-
riales entre los compartimientos es rapido, muy selectivo y regulado de forma rigurosa.

En la mayoria de los eucariotas multicelulares, los grupos de células con especializa-
cién similar estdn organizados en tejidos. Dentro de los tejidos, las células estdn conecta-
das o incrustadas en una matriz extracelular que contiene proteinas y polisacaridos. La
matriz provee soporte fisico al tejido y en algunos casos dirige el crecimiento y movi-
miento celular.

A. Nucleo

Por lo general el niicleo es la estructura mas evidente en una célula eucaridtica. La es-
tructura que lo define es una envoltura nuclear, una membrana con dos capas que se
unen en los poros nucleares recubiertos de proteinas. La envoltura nuclear se continda
con el reticulo endopldsmico (véase mds adelante). El niicleo es el centro de control de
la célula y contiene 95% de su ADN, el cual se halla estrechamente comprimido con
proteinas cargadas positivamente 1lamadas histonas y enrolladas en una masa densa lla-
mada cromatina. La replicacion del ADN vy la trascripcién del ADN en ARN ocurren en
el interior del nicleo. Muchos eucariotas presentan una masa densa en el niicleo llama-
da nucleolo. El nucleolo es el sitio principal de la sintesis de ARN y el sitio del ensam-
blado de los ribosomas a partir de sus subunidades.
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Figura 1.15 A

Células eucariéticas. a) Célula animal. Las células animales suelen ser células eucariéticas que
contienen organelos y estructuras que también se encuentran en los protistas, hongos y plan-
tas. b) Célula vegetal. La mayoria de las células vegetales contiene cloroplastos, los sitios de la
fotosintesis en plantas y algas; vacuolas, organelos grandes y llenos de liquido que contienen
solutos y desechos celulares, asi como paredes celulares rigidas compuestas por celulosa.

La mayoria de los eucariotas contiene mucho mas ADN que los procariotas. Mien-
tras que el material genético, o genoma, de los procariotas suele ser una molécula circu-
lar dnica de ADN, el genoma eucaridtico estd organizado como cromosomas lineales
multiples. En los eucariotas, el nuevo ADN y las histonas se sintetizan durante la prepa-
racion para la division celular, en la que el material cromosémico se condensa y separa
en dos conjuntos idénticos de cromosomas. Este proceso se denomina mitosis. La célu-
la entonces se divide en dos para la completa division celular.

B. El reticulo endoplasmico y el aparato de Golgi

Una red de hojas de membrana y tibulos llamada reticulo endopldsmico (RE) se
extiende desde la membrana externa del nicleo. La regién acuosa encerrada dentro del

<« Envoltura nuclear y reticulo endoplasmico
de una célula eucaridtica.
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de Golgi

— Vesiculas

A Aparato de Golgi. Muchas veces asociado
con el reticulo endoplasmico, el aparato

de Golgi es responsable de la modificacién

y clasificacién de algunas biomoléculas. Las
proteinas insertas en el lumen del reticulo
endoplasmico se transportan al aparato

de Golgi para su clasificacion y secrecion.

Las vesiculas transportan material modificado
a destinos internos y externos a la célula.

» Mitocondria. Las mitocondrias son los sitios
principales de la transduccién de energia en
las células eucariéticas. El metabolismo de
carbohidratos, acidos grasos y aminoacidos
se lleva a cabo en este organelo.

reticulo endopldsmico se denomina lumen. En muchas células, parte de la superficie
del reticulo endopldsmico estd cubierta por ribosomas que se encuentran sintetizando
activamente las proteinas. A medida que la sintesis continua, la proteina es desplazada
a través de la membrana hacia el lumen. En caso de las protefnas incrustadas a la mem-
brana, parte de la proteina permanece inserta en la membrana después de ser liberada
del ribosoma. Las proteinas destinadas a la exportacion desde la célula, se expulsan
completamente a través de la membrana del reticulo endopldsmico hacia su lumen,
donde son empacadas en vesiculas membranosas. Estas vesiculas se trasladan a través
de las células, se funden con la membrana plasmadtica y liberan sus contenidos hacia el
espacio extracelular. La sintesis de las proteinas destinadas a permanecer en el citosol
ocurre en los ribosomas que no estdn unidos al reticulo endopldsmico. Muchos sistemas
enzimdticos implicados en el metabolismo de los lipidos estan concentrados en regio-
nes del reticulo endopldsmico que no tienen ribosomas adheridos.

En muchas especies, un complejo de sacos membranosos aplanados y llenos de
liquido denominado aparato de Golgi se encuentra con frecuencia préximo al reticulo
endopldsmico y al niicleo. Las vesiculas provenientes del reticulo endopldsmico se
fusionan con el aparato de Golgi. Los contenidos de las vesiculas pueden ser modifica-
dos quimicamente a medida que atraviesan las capas del aparato de Golgi. Entonces, los
productos modificados se clasifican, se empacan en nuevas vesiculas y se transportan a
diferentes destinos especificos al interior o exterior de la célula.

C. Mitocondrias y cloroplastos

Las mitocondrias y los cloroplastos tienen funciones centrales en la transduccién de
energia. Las mitocondrias son los sitios principales del metabolismo oxidativo de la ener-
gfa. Se encuentran en casi todas las células eucariéticas. Los cloroplastos son los sitios
en los que se realiza la fotosintesis en plantas y algas.

La mitocondria tiene una membrana interna y otra externa. La membrana interna
presenta mdltiples pliegues que dan como resultado un drea superficial de tres a cinco
veces la de la membrana externa. Es impermeable a los iones y a la mayoria de los me-
tabolitos. La fase acuosa encerrada por la membrana interna se denomina matriz mito-
condrial. Muchas de las enzimas que participan en el metabolismo de la energia aerébica
se encuentran en la membrana interna y en la matriz. La funcién mds importante de la
mitocondria consiste en oxidar los dcidos orgdnicos, dcidos grasos y aminodcidos para
convertirlos en diéxido de carbono y agua. Gran parte de la energia liberada se conser-
va en forma de un gradiente de concentracién protdnica a través de la membrana inter-
na mitocondrial. Esta energia almacenada se utiliza para alimentar la conversién del
adenosin difosfato (ADP) y del fosfato inorgdnico (P;) en la molécula rica en energia
ATP mediante un proceso de fosforilacion que se describe con mds detalle en el ca-
pitulo 14. Asi, la célula utiliza el ATP para procesos que requieran energia como la
biosintesis, el transporte de ciertas moléculas y iones en contra de los gradientes de
concentracién y carga, y la generacion de fuerza mecdnica para propdsitos como la
locomocién y contracciéon muscular. La cantidad de mitocondrias encontradas en las
células varia con amplitud. Algunas células eucaridticas s6lo contienen unas pocas mi-
tocondrias, mientras otras poseen miles.

Membrana externa

Membrana
interna

Matriz
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Las células vegetales fotosintéticas contienen cloroplastos asi como mitocondrias.
Ademds de una membrana externa doble, los cloroplastos contienen una tercera mem-
brana interna altamente plegada que forma un sistema de sacos aplanados denominada
membrana tilacoide. La membrana tilacoide, suspendida en el estroma acuoso, contie-
ne clorofila y otros pigmentos que participan en la captura de energia luminosa. En mu-
chas especies, la membrana tilacoide estd organizada en pilas denominadas grana. Los
ribosomas y varias moléculas de ADN circular se hallan también suspendidas en el es-
troma. En los cloroplastos, la energia capturada de la luz se utiliza para la formacién de
carbohidratos a partir del diéxido de carbono y agua.

Las mitocondrias y los cloroplastos derivan de las bacterias que formaron parte
de las relaciones simbidticas internas con las células eucaridticas primitivas hace
mads de 1000 millones de afios. La evidencia del origen endosimbiético (endo-, dentro)
de las mitocondrias y los cloroplastos incluye la presencia dentro de estos organelos de
genomas pequeilos y separados asi como de ribosomas especificos que recuerdan a los
de las bacterias. En afios recientes, las secuencias del ADN y de las proteinas bacte-
rianos se ha comparado con las del ADN vy las proteinas en las mitocondrias y cloro-
plastos. Estos estudios en evolucion molecular han demostrado que las mitocondrias
derivan de miembros primitivos de un grupo particular de bacterias llamadas proteobac-
terias. Los cloroplastos descienden de una clase de bacterias fotosintéticas relativamen-
te distantes llamadas cianobacterias.

D. Vesiculas especializadas

Las células eucaridticas contienen vesiculas digestivas especializadas llamadas lisoso-
mas. Estas vesiculas estdn circundadas por una sola membrana que encierra un interior
muy 4cido. La acidez es mantenida por bombas de protones incrustadas en la membra-
na. Los lisosomas contienen una variedad de enzimas que catalizan la descomposicién
de macromoléculas celulares como proteinas y dcidos nucleicos. También pueden dige-
rir grandes particulas como las mitocondrias excluidas y bacterias ingeridas por la célu-
la. Las enzimas lisosémicas son mucho menos activas al pH casi neutral del citosol en
comparacion con las que estdn bajo las condiciones dcidas del interior del lisosoma.
Esta caracteristica especial de las enzimas lisosomicas las preserva de catalizar de
manera accidental la degradacion de macromoléculas en el citosol.

Los peroxisomas estdn presentes en las células animales y en muchas células vegeta-
les. Al igual que los lisosomas, estdn rodeados por una sola membrana. Los peroxisomas
desempeifian reacciones de oxidacidn, algunas de las cuales producen el compuesto t6-
xico peréxido de hidrégeno, H,O,. Una parte del peréxido de hidrégeno se utiliza para
la oxidacion de otros compuestos. El exceso de H,O, se destruye mediante la accion de la
enzima peroxisdmica catalasa, la cual cataliza la conversion de HO, en agua 'y O,.

Las vacuolas son vesiculas llenas de liquido rodeadas por una sola bicapa lipidica.
Son comunes en células vegetales maduras y en algunos protistas. Estas vesiculas son
sitios de almacenamiento de agua, iones y nutrientes como la glucosa. Algunas vacuo-
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Figura 1.16 A

Micrografias de filamentos de actina y
microtibulos marcados con fluorescencia
en células de mamiferos. (Parte superior)
Filamentos de actina en células musculares
de rata. (Parte inferior) Microtibulos en
células endoteliales humanas. (Véase esta
figura a todo color al final del libro).

las contienen productos de desperdicio metabdlicos, y otras contienen enzimas que
pueden catalizar la degradacién de macromoléculas que la planta ya no necesitara.

E. El citoesqueleto

El citoesqueleto es una especie de andamio de proteinas requerido para el sostén, orga-
nizacién interna e incluso movimiento de la célula. Algunas clases de células animales
contienen un citoesqueleto denso (figura 1.16), pero es mucho menos evidente en la
mayoria de las demds células eucaridticas. El citoesqueleto estd compuesto por tres ti-
pos de filamentos de proteina: filamentos de actina, microtibulos y filamentos interme-
dios. Los tres tipos estan constituidos por moléculas individuales de proteina que se
combinan para formar fibras parecidas a hilos delgados.

Los filamentos de actina (también llamados microfilamentos) son los componentes
mas abundantes del citoesqueleto. Estdn compuestos por una proteina llamada actina
que forma hilos muy delgados parecidos a cuerdas con un didmetro de aproximadamen-
te 7 nm. La actina se ha encontrado en toda las células eucariéticas y con frecuencia re-
presenta la proteina mds abundante en la célula. También es una de las proteinas que
mas se ha conservado en el proceso evolutivo. Evidencia de ello es que todos los fila-
mentos de actina estdn presentes en las células eucaridticas ancestrales a partir de las
cuales descienden todos los eucariotas modernos.

Los microtibulos son fibras fuertes y rigidas que suelen encontrarse comprimidos en
haces. Tienen un didmetro de aproximadamente 22 nm, lo cual los hace mucho més grue-
sos que los filamentos de actina (figura 1.16). Los microttibulos estdn compuestos por una
proteina llamada tubulina, otra proteina altamente conservada (de hecho existen varios ti-
pos diferentes de tubulina). Los microtiibulos sirven como un tipo de esqueleto interno en
el citoplasma, pero también forman el huso mitético durante la mitosis. Ademds, los mi-
crotibulos pueden formar estructuras capaces de producir movimiento dirigido, como los
cilios. Los flagelos de las células espermdticas son un ejemplo de cilios muy largos. El mo-
vimiento ondulante de cilios y flagelos es posible gracias a la energfa proveniente del ATP.

Los filamentos intermedios se encuentran en el citoplasma de la mayoria de las cé-
lulas eucaridticas. Estos filamentos tienen didmetros de aproximadamente 10 nm, lo
cual los hace de tamafio intermedio en comparacion con los filamentos de actina y los
microtibulos. Los filamentos recubren el interior de la envoltura nuclear y se extienden
del nicleo hacia la periferia de la célula. También ayudan a que la célula resista las ten-
siones mecdnicas externas.

1.9 Un retrato de la célula viviente

Se acaban de presentar las principales estructuras que se encuentran dentro de las célu-
las y también de describir sus funciones. Estas estructuras son de tamafio inmenso com-
paradas con las moléculas y los polimeros, que han de constituir el tema central en el
resto del libro. Las células contienen miles de diferentes metabolitos y muchos millones
de moléculas. En el citosol de cada célula existen cientos de diferentes enzimas y cada
una actia de manera especifica sobre uno sélo o quizd en algunos pocos metabolitos. Tal
vez haya 100 000 copias de algunas enzimas por célula, pero sélo algunas pocas copias
de otras enzimas. Cada enzima es bombardeada con sustratos potenciales.

El bidlogo molecular y artista David S. Goodsell ha producido imdgenes cautivan-
tes que muestran los contenidos moleculares de una célula de E. coli magnificada un
millén de veces (figura 1.17). Aproximadamente 600 cubos de este tamafio representan
el volumen de una célula de E. coli. A esta escala, los atomos individuales son de alre-
dedor del tamaifio del punto en la letra i, y los pequefios metabolitos son mds pequefios
que un grano de arroz; las proteinas son del tamafio de un pequefio caramelo.

Un dibujo de una molécula en una célula muestra qué tan comprimido puede estar
el citoplasma, pero no puede dar una idea de su actividad a escala atémica. Las molécu-
las en la célula se encuentran en un movimiento incesante. Los choques entre ellas son
completamente eldsticos —la energfa de una colisién se conserva en la energia del rebote. A
medida que las moléculas rebotan entre si, se trasladan en una ruta sinuosa y frenética
en el espacio llamada caminata aleatoria de difusién. Para una pequefia molécula como
el agua, la distancia media que transcurre entre los choques es menor que las dimensio-
nes de la molécula, y la ruta presenta muchas inversiones de direccion. A pesar de su ru-
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ta intrincada, una molécula de agua se puede difundir a lo largo de una célula de E. co-
li en 1/10 de segundo. Una enzima y una pequefia molécula chocardn un mill6n de ve-
ces por segundo. En estas condiciones, puede alcanzarse una velocidad de catélisis
tipica en muchas enzimas, incluso si s6lo una en aproximadamente 1000 colisiones resul-
ta en una reaccién. A pesar de ello, algunas enzimas catalizan reacciones con una efi-
ciencia mucho mayor que una reaccién por 1000 colisiones. De hecho, pocas enzimas
catalizan reacciones con casi cada molécula de sustrato con la que se encuentren sus Si-
tios activos —un ejemplo de la potencia extraordinaria de la quimica dirigida por enzi-
mas. El estudio de las velocidades de reaccion enzimatica, o la cinética enzimatica, es
uno de los aspectos fundamentales de la bioquimica que se cubrira en el capitulo 6.

Los lipidos en las membranas también se difunden con gran fuerza, aunque sélo
dentro del plano bidimensional de la bicapa lipidica. Las moléculas lipidicas intercam-
bian lugares con las moléculas vecinas en las membranas alrededor de 6 millones de veces
por segundo. Algunas proteinas de membrana también se difunden con rapidez dentro
de la membrana.

Las moléculas grandes se difunden con mds lentitud que las pequefias. En las célu-
las eucaridticas, la difusién de moléculas grandes como las enzimas se retarda atin mds
por la red compleja del citoesqueleto. Las moléculas grandes se difunden a través de
una distancia determinada hasta 10 veces mds lentamente en el citosol que en agua pura.

La amplitud total de la organizacién citosdlica atin no se conoce. Varias proteinas
y enzimas forman grandes complejos que desempefian una serie de reacciones. Se en-
contrardn varios de estos complejos cuando se estudie el metabolismo. Muchas veces se
conocen como maquinas de proteinas. Esta distribucion encierra la ventaja de que los
metabolitos pasan directamente de una enzima a la siguiente sin difundirse en el citosol.
Muchos investigadores simpatizan con la idea de que el citosol no es tan s6lo una mezcla
aleatoria de moléculas solubles sino que presenta una alta organizacion, en contraste
con la impresién que por mucho tiempo se tuvo acerca de que la quimica de la disolucién
simple gobernaba la actividad citosdlica. El concepto de un citosol altamente organizado
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< Figura 1.17

Porcién del citosol de una célula de E. coli.

La parte superior de la ilustracion, en la cual
el contenido estd aumentado un millon de
veces, representa una ventana de 100 X 100
nm. Las proteinas se encuentran sombreadas
en azul y verde. Los acidos nucleicos estan en
rosa. Las estructuras grandes son los riboso-
mas. El agua y los pequefios metabolitos no
se muestran. Los contenidos en el interior
del circulo estan aumentados 10 millones de
veces y muestran agua y otras pequefias mo-
léculas. (Véase esta figura a todo color al
final del libro).
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es una idea relativamente nueva en bioquimica y puede conducir a nuevos descubrimientos
importantes acerca del funcionamiento de las células en el terreno molecular.

1.10 La bioquimica es multidisciplinaria

Una de las metas de los bioquimicos es integrar un gran cuerpo de conocimiento para
conformar una explicacién molecular de la vida. Esto ha sido, y continda siendo, una
tarea desafiante. Sin embargo, los bioquimicos han realizado grandes avances hacia la
definicion de las reacciones bdsicas comunes a todas las células y han entendido cémo
estdn interrelacionadas estas reacciones.

La bioquimica como disciplina no existe en un vacio. Ya se vio como la fisica, la
quimica, la biologia celular y la evolucién contribuyen a una comprensién de la bioqui-
mica. Las disciplinas relacionadas, como la fisiologia y la genética, también son impor-
tantes. De hecho, muchos cientificos ya no se consideran a si mismos simplemente
bidlogos sino que son reconocidos en varios campos relacionados.

Como todos los aspectos de la bioquimica estdn interrelacionados, es dificil pre-
sentar un tema sin referirse a los demas. Por ejemplo, la funcidn estd intimamente liga-
da con la estructura, y la regulacién de las actividades enzimaticas individuales, que se
pueden apreciar sélo en el contexto de una serie de reacciones vinculadas. La interrela-
cién de los temas bioquimicos es un problema tanto para los estudiantes como para los
maestros en un curso de introduccién a la bioquimica. El material se debe presentar de
una forma légica y secuencial. No hay una secuencia universal de los temas que se ade-
cue a todos los cursos, o a cada libro de texto. Por fortuna, existe un acuerdo general
para la creacién de un disefio amplio que ayude a entender los principios bdsicos de la
bioquimica y este libro de texto sigue ese disefio. Se comenzard con dos capitulos de in-
troduccién. Después se pasard a describir las estructuras y funciones de las proteinas y
enzimas, carbohidratos y lipidos. La tercera parte del libro hace uso de la informacién
estructural para describir el metabolismo y su regulacién. Por dltimo, se examinardn los
acidos nucleicos y el almacenamiento y transmision de la informacion bioldgica.

Algunos cursos pueden cubrir el material en un orden ligeramente diferente. Por
ejemplo, las estructuras de los dcidos nucleicos se pueden describir antes de la seccién
del metabolismo. Siempre que ha sido posible, se ha intentado escribir los capitulos de
manera que se puedan cubrir en diferentes 6rdenes dentro de un curso segun las necesi-
dades e intereses particulares de los estudiantes.

La terminologia especial de la bioquimica

La mayoria de las cantidades bioquimicas se especifican mediante las unidades del sistema
internacional (SI). Algunas unidades comunes se enlistan en la tabla 1.1. Muchos bio-
quimicos siguen utilizando las unidades mas tradicionales, aunque éstas desaparezcan
con rapidez de la literatura cientifica. Por ejemplo, los quimicos de proteinas algunas
veces utilizan el angstrom (A) para indicar distancias interatémicas; 1 Aes igual 2 0.1 nm,
la unidad preferida del SI. Las calorias (cal) se utilizan algunas veces en lugar de los
joules (J); 1 cal es igual a 4.184 J.

La unidad estandar del SI de temperatura es el grado kelvin, pero la temperatura se
indica con mds frecuencia en grados Celsius (°C). Un grado Celsius es igual en magni-
tud a uno kelvin, pero la escala Celsius comienza en el punto de congelacién del agua
(0°C) y 100 °C es el punto de ebullicion del agua a 1 atm. Esa escala muchas veces se
denomina como escala centigrada (centi = 1/100). El cero absoluto es —273° C, que es
igual a 0° K. En mamiferos de sangre caliente las reacciones bioquimicas ocurren a la
temperatura corporal (37°C en humanos).




Los valores numéricos muy grandes o muy pequefios para algunas unidades se pue-
den indicar mediante un prefijo apropiado. Los prefijos utilizados mds comtinmente y
sus simbolos se enumeran en la tabla 1.2. Ademads de las unidades estindar empleadas
en todos los campos, la bioquimica tiene su propia terminologia especial; por ejemplo,
los bioquimicos utilizan abreviaturas convenientes para los compuestos bioquimicos
con nombres largos.

Los bioquimicos utilizan numerosas abreviaturas con el fin de evitar repetir los
nombres quimicos largos. Los términos ARN y ADN son buenos ejemplos de esto. Son
versiones acortadas de nombres largos para el dcido ribonucleico y dcido desoxirribonu-
cleico. Las abreviaturas como éstas son muy convenientes, y aprender a asociarlas con
sus correspondientes estructuras quimicas es un paso necesario para dominar la bioqui-
mica. En este libro se describirdn las abreviaturas comunes en cada nueva clase de com-

puestos que se presente.

TABLA 1.1 Unidades del SI que se
utilizan cominmente en la bioquimica

TABLA 1.2 Términos cominmente
utilizados con unidades del SI

Lecturas seleccionadas 25

Cantidad Factor de
fisica Unidad SI  Simbolo Prefijo Simbolo multiplicacién
Longitud metro m giga- G 10°

Masa gramo g mega- M 100
Cantidad mol mol kilo- k 10°
Volumen litro® L deci - d 107!
Energia joule J centi- @ 1072
Potencial eléctrico  voltio \% mili- m 1073
Tiempo segundo S micro- o 1070
Temperatura kelvin® K nano- n 10°°

“1 litro = 1 centimetro cibico pico- . e
273° K = 0°C. femto- f 1071

Lecturas seleccionadas

Quimica

Bruice, P. Y. (2004). Organic Chemistry, 4ta ed.
(Upper Saddle River, Nueva Jersey: Prentice
Hall). Uno de muchos libros de texto excelentes
sobre quimica orgdnica, que cubre los principios
basicos de las reacciones quimicas.

Tinoco, I., Sauer, K., Wang, J.C., y Puglisi, J. D.
(2002). Physical Chemistry: Principles and Ap-
plications in Biological Sciences 4ta ed. (Upper
Saddle River, Nueva Jersey: Prentice Hall). Una
clasica fuente de referencia para obtener informa-
cion de temas sobre termodinamica, velocidades
de reaccién y equilibrio quimico.

van Holde, K. E., Johnson. W. C., y Ho, P.S.
(1998). Principles of Physical Biochemistry
(Upper Saddle River, Nueva Jersey: Prentice
Hall). Este libro presenta una descripcién mds de-

tallada de la termodindmica para estudiantes que
deseen explorar este tema.

Células

Alberts, B., Johnson, A., Lewis, J., Raff, M., Ro-
berts, K., y Waller, J. (2002). Molecular Biology
of the Cell, 4ta ed. (Nueva York: Garland). Una
visién general excelente de la estructura y fun-
cién celulares.

Lodish, H., Berk, A., Matsudaira, P., Kaiser, C.A,
Kreiger, M., Scott, M.P., Zipursky, L., y Darnell,

J. (2003). Molecular Cell Biology. 5ta ed. (Nueva
York. USA: Scientific American Books). Un ma-
gistral libro de texto de introduccién.

Goodsell. D. S. (1993). The Machinery of Life
(Nueva York: Springer-Verlag). Una perspectiva
celular desde el nivel molecular.

Neidhardt, F. C. Ingraham, J. L., y Schaechter, M.
(1990). Physiology of the Bacterial Cell: A Mole-
cular Approach (Sunderland, MA. USA: Si-
nauer). Referencia estdndar.

Evolucién y diversidad de la vida
Margulis, L., y Schwartz, K.V. (1998). Five
Kingdoms, 3ra ed. (Nueva York, USA: W.H.
Freeman). El mejor resumen de reinos y razas.

Graur. D., y Li, W.-H. (2000). Fundamentals of
Molecular Evolution (Sunderland, MA, USA:
Sinauer). Excelente libro de referencia para
aquellos que prefieran ahondar en este tema.
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El agua

a vida en la Tierra se suele describir como un fenémeno basado en el carbono,

pero seria igualmente correcto llamarlo un fenémeno basado en el agua. Es pro-

bable que la vida se haya originado en el agua, hace mds de tres mil millones de
afios, y que todas las células vivientes sigan dependiendo del agua para existir. En la
mayor parte de las células el agua es la molécula mds importante y forma de 60 a 90%
de sumasa , aunque hay pocas excepciones, como las semillas y las esporas, de las cua-
les se expulsa el agua. Las semillas y las esporas pueden permanecer latentes por largos
periodos hasta “revivir” por la reintroduccién de agua.

En el estudio de la bioquimica es importante comprender al agua y sus propieda-
des. Los componentes macromoleculares de las células —proteinas, polisacaridos, 4ci-
dos nucleicos y membranas— asumen sus formas caracteristicas como respuesta al agua.
Algunos tipos de moléculas interaccionan en forma extensa con el agua y en conse-
cuencia son muy solubles. Otras moléculas no se disuelven con facilidad en el agua y
tienden a asociarse entre si para evitar el agua. Gran parte de la maquinaria metabdlica
de las células debe operar en un ambiente acuoso porque el agua es un solvente esencial
y también un sustrato de numerosas reacciones celulares.

Este estudio detallado de la quimica de la vida comenzard examinando las propie-
dades del agua. Sus propiedades fisicas le permiten funcionar como solvente de sustan-
cias idnicas y polares, mientras que sus propiedades quimicas condicionan que forme
enlaces débiles con otros compuestos, incluso otras moléculas de agua. Las propieda-
des quimicas del agua se relacionan también con las funciones de las macromoléculas,
de las células y de los organismos completos. Dichas interacciones son importantes en
la estabilidad estructural de las macromoléculas y de las celulas. Se apreciard cémo
afecta el agua las interacciones de las sustancias que tienen poca solubilidad en ésta. Se
examinard la ionizacion del agua y se describird la quimica de dcidos y bases, temas ba-
sicos para comprender las moléculas y los procesos metabdlicos que integran los capi-
tulos siguientes.

Arriba: La Tierra desde el espacio. La Tierra es un planeta acuatico, y el agua juega un papel central en la quimica de la vida.



2.1 La molécula de agua es polar

La molécula de agua (H,O) tiene forma de V (figura 2.1a) y el dngulo entre los dos en-
laces covalentes O—H es de 104.5°. Algunas propiedades importantes del agua se de-
ben a la forma angulada y a los enlaces intermoleculares que puede formar. Un dtomo
de oxigeno tiene ocho electrones y su nicleo cuenta con ocho protones y ocho neutro-
nes. Hay dos electrones en la capa interna y seis en la capa externa de este dtomo. La ca-
pa externa presenta el potencial de contener cuatro pares de electrones en un orbital s y
tres orbitales p. Sin embargo, la estructura y las propiedades del agua se pueden expli-
car mejor si se supone que los electrones de la capa externa ocupan cuatro orbitales hi-
bridos sp°. Imaginese el lector que esos cuatro orbitales ocupan las cuatro esquinas de
un tetraedro que rodea al &tomo central de oxigeno. Dos de los orbitales hibridos sp3 de
un dtomo de oxigeno contienen electrones aislados, lo cual significa que el oxigeno
puede formar enlaces covalentes con otros dtomos, compartiendo electrones para llenar
dichos orbitales. En el agua, los enlaces covalentes implican a dos dtomos distintos de
hidrégeno, cada uno de los cuales comparte su tnico electrén con el &tomo de oxigeno.
En la figura 2.1b cada par de electrones se representa con dos puntos negros, y se apre-
cia que cada orbital hibrido sp° del dtomo de oxigeno estd ocupado por dos electrones,
incluidos los que comparte con los 4tomos de hidrégeno. La capa interna del dtomo de
hidrégeno también se llena con esos electrones compartidos en el enlace covalente.

El dngulo del enlace H—O—H en el agua es de 104.5°, pero si los orbitales elec-
trénicos apuntaran en realidad a las cuatro esquinas de un tetraedro el dngulo serfa de
109.5°. La explicacién normal de esta diferencia es que existe una fuerte repulsion en-
tre pares de electrones solitarios y esa repulsion trata de unir los enlaces covalentes, con
reduccion del dngulo de 109.5° a 104.5°.

Un nucleo de oxigeno atrae a los electrones mds que el protén unico del nicleo del
hidrégeno; en otras palabras, los dtomos de oxigeno son mds electronegativos que los
de hidrégeno. El resultado es que se suscita una distribucién desigual de cargas dentro
de cada enlace O—H en la molécula de agua, con el oxigeno teniendo una carga nega-
tiva parcial (&9) y el hidrégeno con una carga positiva parcial (69). Esta distribucién
desigual de la carga dentro del enlace se llama dipolo y se dice que el enlace es polar.

La polaridad de una molécula depende tanto de la polaridad de sus enlaces cova-
lentes como de su geometria. La disposicién angulada de los enlaces polares O—H del
agua produce un dipolo permanente para toda la molécula, como muestra la figura 2.2a.
Una molécula de amoniaco también contiene un dipolo permanente (figura 2.2b). Asi,
aun cuando el agua y el amoniaco gaseoso son eléctricamente neutros, ambas molécu-
las son polares. La gran solubilidad de las moléculas polares de amoniaco en el agua se
ve facilitada por fuertes interacciones con las moléculas polares del agua. La solubili-
dad del amoniaco en el agua demuestra el principio de que “lo semejante disuelve a lo
semejante”. No todas las moléculas son polares; por ejemplo, el diéxido de carbono
también contiene enlaces covalentes polares pero estan alineados entre ellos y con
orientacién opuesta, por lo que las polaridades se anulan entre sf (figura 2.2¢). El resul-
tado es que el didxido de carbono carece de dipolo neto y es mucho menos soluble en
agua que el amoniaco.
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Figura 2.1 A

a) Estructura espacial de una molécula de
agua. b) Angulo entre los enlaces covalentes
de una molécula de agua. Dos de los orbitales
hibridos sp> del 4tomo de oxigeno participan
en los enlaces covalentes con los orbitales s
de los atomos de hidrégeno. Los otros dos
orbitales sp> estan ocupados por pares
solitarios de electrones.

<Figura 2.2

Polaridad de moléculas pequefas. a) La
geometria de los enlaces covalentes en el
agua produce un dipolo permanente de ella y
el oxigeno que tiene una carga negativa par-
cial (representada por 269) y cada hidrégeno
que tiene una carga positiva parcial (represen-
tada por 6%. b) La forma piramidal de una
molécula de amoniaco también produce un
dipolo permanente. c) Las polaridades de los
enlaces colineales en el diéxido de carbono
se anulan entre si. Por consiguiente, el CO,
no es polar. (Las flechas que representan
dipolos apuntan hacia la carga negativa y
tienen una cruz en el extremo positivo).



28 CAPITULO 2 = Elagua

Figura 2.3 p

Puentes de hidrégeno entre dos moléculas de
agua. Un atomo de hidrégeno parcialmente
positivo (§%) de una molécula de agua atrae al
atomo de oxigeno parcialmente negativo (6°)
de una segunda molécula de agua y forma un
puente de hidrégeno. Se indican las distancias
entre atomos de las dos moléculas de agua en
el hielo. Los puentes de hidrégeno se repre-
sentan con lineas entrecortadas, como se ve
aqui y en todo el libro.

2.2 Puentes de hidrégeno en el agua

Una de las consecuencias importantes de la polaridad de la molécula de agua es que di-
chas moléculas se atraen entre si. La atraccién entre uno de los dtomos de hidrégeno, li-
geramente positivo, de una molécula de agua y los pares de electrones parcialmente
negativos en uno de los orbitales hibridos sp°, produce un “puente de hidrégeno” (figu-
ra 2.3). En un puente de hidrégeno entre dos moléculas de agua, el dtomo de hidr6-
geno permanece enlazado covalentemente a su dtomo de oxigeno que es el donador de
hidrégeno. Al mismo tiempo, estd unido a otro dtomo de oxigeno, llamado aceptor
de hidrégeno. De hecho, el dtomo de hidrégeno estd compartido (en forma desigual)
entre los dos dtomos de oxigeno. La distancia del dtomo de hidrégeno al dtomo de oxi-
geno aceptor tiene mas o menos una longitud del doble que la del enlace covalente.

El agua no es la tinica molécula capaz de formar puentes de hidrégeno; esas interac-
ciones pueden existir entre cualquier 4tomo electronegativo y un atomo de hidrégeno uni-
do a otro dtomo electronegativo. (Se examinan otros ejemplos de puentes de hidrégeno en
la seccion 2.5B). Los puentes de hidrégeno son mucho mds débiles que los enlaces cova-
lentes tipicos. Es dificil medir directamente la fuerza de los puentes de hidrégeno en el
agua y en las soluciones, pero se estima que es de unos 20 kJ mol ! Este valor equivale a
la entalpia de formacion estdndar. Quiere decir que el cambio de entalpia cuando se for-
man los puentes de hidrégeno es de unos —20 kJ por mol de agua.

H
/
H—O—H + H—0—H == O—H-—--- o\ AH; = —20 kJ mol ™!
H H @.1

En otras palabras, se producen unos 20 kJ mol-' de calor cuando se forman moléculas
de agua con puentes de hidrégeno en agua, bajo condiciones estdndar. (Recuérdese que
las condiciones estandar, o normales, son 1 atm de presion, 25 °C de temperatura y con-
centracion 1 M de reactivos y productos). Esto equivale a decir que se requieren +20 kJ
de energfa térmica para romper los puentes de hidrégeno entre las moléculas de agua —la
inversa de la reaccion 2.1. Este valor depende del tipo de puente de hidrégeno. En
contraste, la energia requerida para romper un enlace covalente O—H en el agua es de
unos 460 kJ mol ™!, y la necesaria para romper un enlace covalente C—H es de unos
410 kJ mol~ L. Por lo anterior, la fuerza de los puentes de hidrégeno es menor al 5% de
la fuerza de los enlaces covalentes tipicos.

En los puentes de hidrégeno, la orientacion es importante. Un puente de hidrégeno
es mds estable cuando el dtomo de hidrégeno y los dos dtomos electronegativos asociados
a él (los dos atomos de oxigeno, en el caso del agua) forman casi una linea recta. Una so-
la molécula de agua puede formar puentes de hidrégeno hasta con otras cuatro moléculas
de agua (figura 2.4). Puede donar cada uno de sus dos dtomos de hidrégeno a otras dos
moléculas de agua y puede aceptar dos atomos de hidrégeno de otras dos moléculas de
agua. Cada dtomo de hidrégeno puede participar s6lo en un puente de hidrégeno.

Es dificil estudiar las interacciones tridimensionales del agua liquida, pero se ha
aprendido mucho al examinar la estructura de los cristales de hielo (figura 2.5). En la
forma comun del hielo, cada molécula de agua participa en cuatro puentes de hidrége-
no, como es de esperarse. Cada uno de los puentes de hidrégeno apunta al dtomo de
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oxigeno de una molécula adyacente de agua. Estos cuatro dtomos de oxigeno unidos
por hidrégenos ocupan los vértices de un tetraedro. Este ordenamiento estd de acuerdo
con la estructura del agua que se ve en la figura 2.1, donde los cuatro orbitales hibridos
sp° apuntan a los cuatro vértices de un tetraedro. Se ha estimado que la energia prome-
dio necesaria para romper cada puente de hidrégeno en el hielo es de unos 23 kJ mol ',
por lo que esos puentes son algo mas fuertes que los que se forman en el agua.

La capacidad que tienen las moléculas de agua en el hielo para formar cuatro puen-
tes de hidrégeno y la fuerza de éstos determinan que el hielo presente un punto de fusién
anormalmente alto. Ello se debe a la gran cantidad de energia que se requiere en forma de
calor para destruir la red cristalina del hielo a base de puentes de hidrégeno. Cuando el
hielo se funde, la mayor parte de los puentes de hidrégeno se conserva en el agua liquida.
Cada molécula de agua liquida puede formar hasta cuatro puentes de hidrégeno con sus
vecinas, pero los puentes se distorsionan en comparacion con los del hielo, y la estructura
del agua liquida es mds irregular. La fluidez del agua liquida en comparacién con la rigi-
dez del hielo es ante todo una consecuencia del patrén irregular de los puentes de hidré-
geno en el agua liquida, que fluctda constantemente cuando esos puentes se rompen y
vuelven a formar. En cualquier momento habrd muchas moléculas de agua que participan
en dos, tres o cuatro puentes de hidrégeno con otras moléculas de agua. También habra
muchas que sélo participen en un puente de hidrégeno o en ninguno. La duracién prome-
dio de un puente de hidrégeno en el agua es mas o menos de 10 picosegundos (10'!s).

La densidad de la mayor parte de las sustancias aumenta al congelarse, cuando se de-
sacelera el movimiento molecular y se forman cristales densamente empacados. La den-
sidad del agua liquida aumenta también a medida que se enfria, hasta que llega a un
méximo de 1.000 g ml ™! a4°C (277 K). (Este valor no es una coincidencia. Se definen los
gramos como el peso de un mililitro de agua a 4°C). Cuando la temperatura baja de 4°C,
el agua se dilata. Esta dilatacion se debe a la formacion del cristal de hielo con més puen-
tes de hidrégeno abiertos, en donde cada molécula de agua estd enlazada rigidamente me-
diante puentes de hidrégeno con otras cuatro. El resultado es que el hielo con su red
abierta es un poco menos denso (0.924 g ml™h que el agua liquida porque las moléculas
se pueden mover lo bastante como para empacarse mds. Como el hielo es menos denso
que el agua flota en ella y el agua se congela desde la superficie hacia la profundidad. Ello
conlleva importantes implicaciones bioldgicas, porque una capa de hielo sobre un estan-
que afsla contra los frios extremos a las criaturas vivas que haya abajo.

Hay otras dos propiedades del agua que se relacionan con sus caracteristicos puen-
tes de hidrégeno: su calor especifico y su calor de evaporacion. El calor especifico de
una sustancia es la cantidad de calor necesario para elevar 1°C la temperatura de 1 gra-
mo de la sustancia. A esta propiedad también se le llama capacidad calorifica o capaci-
dad térmica. Se requiere una cantidad relativamente grande de calor para aumentar la
temperatura del agua porque cada molécula de agua participa en varios puentes de hi-
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Figura 2.4 A

Puentes de hidrégeno en una molécula de
agua. Una molécula de agua puede formar
hasta cuatro puentes de hidrégeno: el atomo
de oxigeno es aceptador de dos puentes
con dos atomos de hidrégeno y cada grupo
O—H sirve como donador de un hidrégeno.

<4 Figura 2.5

Estructura del hielo. En el hielo, las moléculas
de agua forman una red hexagonal abierta
donde cada molécula de agua forma un
puente de hidrégeno con otras cuatro. La
regularidad geométrica de estos puentes
de hidrégeno contribuye a la resistencia del
cristal de hielo. El patron de puentes de
hidrégeno del agua liquida es mas irregular
que el del hielo. No se ha determinado la
estructura absoluta del agua liquida.
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a) Cristal de NaCl

@ Cloro

b) ; doﬁ g—o
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Figura 2.6 A i—o

Disolucion de cloruro de sodio (NaCl) en
agua. a) Los iones del cloruro de sodio
cristalino se mantienen unidos por fuerzas
electrostéticas. b) El agua debilita las inter-
acciones entre los iones positivos y negativos
y el cristal se disuelve. Cada Na® y cada CI©
estan rodeados por una esfera de solvatacion.
Sélo se muestra una capa de moléculas de
solvente. Las interacciones entre iones y
moléculas de agua se representan con lineas
entrecortadas.

drégeno que deben romperse para que aumente la energfa cinética de las moléculas de
agua. La abundancia de agua en las células y tejidos de todos los grandes organismos
multicelulares evidencia que las fluctuaciones de temperatura dentro de las células se
minimizan. Esta propiedad tiene importancia bioldgica critica ya que las velocidades de
la mayor parte de las reacciones bioquimicas son sensibles a la temperatura.

El calor de evaporacidn, o de vaporizacién, del agua también es bastante mayor
que el de varios otros liquidos. Se requiere una gran cantidad de calor para convertir el
agua de liquido a gas porque deben romperse los puentes de hidrégeno para permitir
que se disocien las moléculas de agua, una de otra, para entrar a la fase gaseosa. Ya que
la evaporacion del agua absorbe tanto calor, la sudacion es un mecanismo efectivo para
hacer descender la temperatura corporal.

2.3 El agua es un solvente excelente

Las propiedades fisicas del agua se combinan para hacerla un excelente solvente. Ya se
estudié que las moléculas de agua son polares; esta propiedad ejerce consecuencias im-
portantes, como se verd después. Ademas, el agua posee una viscosidad intrinseca que
no impide mucho el movimiento de las moléculas disueltas en ella. Por dltimo, las mo-
léculas mismas de agua son pequefias en comparacion con las de otros solventes como
el etanol y el benceno. El pequeiio tamaio de las moléculas de agua determina que mu-
chas de ellas puedan asociarse con particulas de soluto y hacerlas mds solubles.

A. Las sustancias idnicas y polares se disuelven en agua

El agua puede interactuar y disolver otros compuestos polares y compuestos que se io-
nizan. La ionizacién se relaciona con la ganancia o pérdida de un electrén, que da lugar
a un 4tomo o a un compuesto que presenta una carga neta. Las moléculas que se pueden
disociar y formar iones se 1laman electrolitos. Las sustancias que se disuelven con faci-
lidad en agua se llaman hidrofilicas o amantes del agua. (Las sustancias hidrofdbicas,
que odian al agua, se describen en la préxima seccion).

(Por qué los electrélitos son solubles en agua? Recuérdese que las moléculas de
agua son polares, lo cual significa que se pueden alinear entre si, en torno a los electr6-
litos, para que los dtomos negativos de oxigeno en las moléculas de agua se orienten ha-
cia los cationes (iones con carga positiva) de los electrolitos, y los atomos positivos de
hidrégeno se orienten hacia los aniones (dtomos con carga negativa). Imaginese lo que
sucede cuando un cristal de cloruro de sodio (NaCl) se disuelve en agua (figura 2.6).
Las moléculas polares de agua son atraidas hacia los iones cargados en el cristal. Las
atracciones hacen que los iones sodio y cloruro, en la superficie del cristal, se disocien
entre si y que el cristal comience a disolverse. Como hay muchas moléculas polares de
agua rodeando a cada ion sodio y cloro disueltos, las interacciones entre las cargas eléc-
tricas opuestas de esos iones son mucho mds débiles que lo que hay en el cristal intac-
to. El resultado de sus interacciones con moléculas de agua es que los iones del cristal
se contintden disociando hasta que la solucién se satura. En este momento, los iones del
electrélito disuelto estdn presentes en concentraciones suficientemente altas para que se
vuelvan a unir al electrdlito sélido, cristalizandose, hasta que se establece el equilibrio
entre disociacidn y cristalizacion.

Cada Na® disuelto atrae a los extremos negativos de varias moléculas de agua,
mientras que cada CI® disuelto atrae a los extremos positivos de varias moléculas de
agua (figura 2.6b). La esfera de moléculas de agua que rodea a cada ion se llama esfera
de solvatacién y suele contener varias capas de moléculas de solvente. Se dice que una
molécula o ion que estd rodeado por moléculas de solvente esta solvatada o solvatado.
Cuando el solvente es agua, se dice que las moléculas o los iones estdn hidratados.

Los electrdlitos no son las tinicas sustancias hidrofilicas que son solubles en agua.
Toda molécula polar también exhibird una tendencia a solvatarse por moléculas de
agua. Ademds, la solubilidad de muchas moléculas organicas aumenta por la formacién
de puentes de hidrégeno con las moléculas de agua. Los compuestos orgdnicos i6nicos,



como los carboxilatos y las aminas protonadas, deben su solubilidad en agua a sus grupos
funcionales polares. Otros grupos que confieren solubilidad en agua incluyen los amino,
hidroxilo y carbonilo. Las moléculas que contienen esos grupos se dispersan entre las mo-
léculas de agua y sus grupos polares forman puentes de hidrégeno con el agua.

La cantidad de grupos polares en una molécula afecta su solubilidad en agua. Tam-
bién la solubilidad depende de la relacién entre grupos polares y no polares en una mo-
Iécula. Por ejemplo, los alcoholes con uno, dos o tres carbonos son miscibles con agua,
pero con cadenas largas hidrocarbonadas, con un solo grupo hidroxilo, son mucho me-
nos solubles en agua (tabla 2.1). En las moléculas mds grandes, las propiedades de la
parte hidrocarbonada no polar de la molécula superan a las del grupo alcohol polar y li-
mitan la solubilidad.

Al aumentar la cantidad de grupos polares en una molécula organica, se incremen-
ta su solubilidad en el agua. Por ejemplo, el carbohidrato glucosa contiene cinco grupos
hidroxilo y un oxigeno en el anillo (figura 2.7) y es muy soluble en agua (83 gramos de
glucosa se pueden disolver en 100 mililitros de agua a 17.5°C). Cada atomo de oxigeno
en la glucosa puede formar puentes de hidrégeno con el agua. En otros capitulos habra
ocasion de ver que la unién de los carbohidratos a algunas moléculas poco solubles co-
mo los liquidos y las bases de nucledsidos, aumenta su solubilidad.

B. Concentraciones celulares y difusion

El interior de una célula puede estar muy apretado, como sugieren los dibujos de Good-
sell (figura 1.17). EI comportamiento de los solutos en el citoplasma es distinto del que
tienen en una sencilla solucién en agua. Una de las diferencias mds importantes es la re-
duccién de la velocidad de difusién dentro de las células.

Hay tres razones por las que los solutos se disuelven con mds lentitud en las células.

1. La viscosidad del citoplasma es mayor que la del agua, lo que se debe a la
presencia de numerosos solutos, como los azicares. De acuerdo con medi-
ciones recientes parece que la viscosidad del citoplasma s6lo es un poco ma-
yor que la del agua, aun en los organelos empacados densamente.

2. Las moléculas con carga se enlazan momentdneamente entre si dentro de las
células y ello restringe su movilidad. Dichas consecuencias de la union ejer-
cen un efecto pequefio, pero apreciable, sobre las tasas de difusion.

3. Los choques con moléculas de agua inhiben la difusién a causa de un efecto
que se denomina hacinamiento molecular. Es la principal razén por la que se
desacelera la difusién en el citoplasma.

Para las moléculas pequefias, la velocidad de difusién dentro de las células es mas o me-
nos la cuarta parte de la que muestran en agua pura. Para las moléculas grandes, como las
de proteinas, la tasa de difusion en el citoplasma disminuye hasta a 5-10% de la velocidad
en agua. Esta desaceleracion se debe en gran parte al hacinamiento molecular.

C. Presion osmoética

Si una membrana permeable al solvente separa a dos soluciones que contienen concen-
traciones distintas de sustancias disueltas, o solutos, las moléculas del solvente se di-
fundirdn desde la solucién menos concentrada hacia la mds concentrada en un proceso
llamado ésmeosis. La presion necesaria para evitar este flujo de solvente se llama pre-
sion osmética. La presién osmética de una solucién depende de la concentracién molar
total del soluto y no de su naturaleza quimica.

En las células vivas, las membranas permeables al agua separan al citosol del medio
externo. Las composiciones de las soluciones intracelulares son bastante distintas de las
de las soluciones extracelulares, y unos compuestos se concentran mas y otros menos
dentro de las células. En general, las concentraciones de los solutos dentro de la célula son
mucho mayores que sus concentraciones en el ambiente acuoso fuera de la célula. Las
moléculas de agua tienden a atravesar la membrana celular para entrar a la célula y diluir
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TABLA 2.1 Solubilidades de
alcoholes de cadena corta en agua
Solubilidad
en agua
(mol/100 g
Hzo a
Alcohol Estructura 20°C)*
Metanol CH;0H 0
Etanol CH;CH,0H 00
Propanol CH;(CH,),0H 00
Butanol CH;(CH,);0H  0.11
Pentanol CH;3(CH,)4OH 0.030
Hexanol CH;3(CH,)sOH 0.0058
Heptanol ~ CH3(CH,)6OH  0.0008

“Infinito () quiere decir que no hay limite a la solubili-
dad del alcohol en el agua.

CH,OH

Figura 2.7 A

Estructura de la glucosa. La glucosa contiene
cinco grupos hidroxilo y un oxigeno en el
anillo; cada uno de ellos puede formar puen-

tes de hidrégeno con el agua.
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Figura 2.8 A
Docecilsulfato de sodio (SDS, de sodium
dodecyl sulfate), detergente sintético.

la solucién en el interior de ésta. Ese movimiento es impedido por la membrana celular,
que resiste el aumento de volumen que causaria ese influjo de agua. En algunos casos, el
tamaio y la forma de la célula se refuerza con una pared celular rigida.

Las células recurren a varias estrategias para evitar que la presion osmotica se
vuelva tan grande que las haga explotar. Una estrategia consiste en condensar muchas
moléculas individuales y formar una macromolécula. Por ejemplo, las células animales
que almacenan glucosa la empacan como polimero, llamado glucégeno, que contiene
unos 50000 residuos de glucosa. Si las moléculas de glucosa no se condensaran y for-
maran una sola molécula de glucégeno, el influjo de agua necesario para disolver cada
molécula de glucosa haria que la célula se hinchara y explotara.

2.4 Las sustancias no polares son insolubles en agua

Los hidrocarburos y otras sustancias no polares presentan una solubilidad muy baja en
agua porque las moléculas de agua tienden a interactuar con otras moléculas de agua y
no con moléculas no polares. El resultado es que las moléculas de agua excluyen a las
sustancias no polares forzdndolas a asociarse entre si. Por ejemplo, las gotas diminutas
de aceite que se dispersan en forma vigorosa en agua tienden a coalescer y formar una
sola gota, con lo cual minimizan la superficie de contacto entre las dos sustancias. Es la
explicacion por la que se separa el aceite en un aderezo para ensalada si se deja en repo-
so durante algiin tiempo antes de agregarlo en la ensalada.

Se dice que las moléculas no polares son hidroféobicas (que “odian” al agua) y a
este efecto de exclusion de sustancias no polares por parte del agua se le llama efecto
hidrofobico. El efecto hidrofdbico es critico para el plegamiento de las proteinas y el
autoensamblaje de las membranas bioldgicas.

Los detergentes, a los que a veces se les llama surfactantes o agentes tensoactivos,
son moléculas que son hidrofilicas e hidrofébicas a la vez; en general cuentan con una
cadena hidrofébica de al menos 12 dtomos de carbono de longitud y un extremo iénico
o polar. Se dice que esas moléculas son anfipaticas. Los jabones, que son sales de me-
tales alcalinos y dcidos grasos de cadena larga, representan una clase de detergente. El
jabon palmitato de sodio (CHj (CH2)14COO®Na®), por ejemplo, contiene un grupo
carboxilato hidrofilico y una cola hidrofébica. Uno de los detergentes sintéticos que se
usa con mas frecuencia en bioquimica es el dodecilsulfato de sodio (SDS, de sodium
dodecyl sulfate), que contiene una cola con 12 carbonos y un grupo sulfato polar (figu-
ra 2.8). La parte de hidrocarburo en un detergente es soluble en sustancias organicas no
polares, mientras que su grupo polar es soluble en agua. Cuando un detergente se espar-
ce con suavidad sobre la superficie del agua se forma una monocapa insoluble, donde
las colas hidrofébicas y no polares de las moléculas del detergente se extienden hacia el
aire, mientras que las cabezas hidrofilicas y idnicas se hidratan y penetran en el agua
(figura 2.9). Cuando una concentracién suficientemente alta del detergente se dispersa
en agua, mas que estratificarse en la superficie, los grupos de moléculas del detergente
se agrupan y forman micelas. En una forma frecuente de micelas, las colas no polares
de las moléculas del detergente se asocian entre si en el centro de la estructura y mini-
mizan el contacto con las moléculas de agua. Como las colas son flexibles, el nicleo de
una micela es hidrocarburo liquido. Las cabezas i6nicas entran en la solucién acuosa y
en consecuencia se hidratan. Las micelas pequefias y compactas pueden contener de
unas 80 a 100 moléculas del detergente.

La accion limpiadora de los jabones y demads detergentes se deriva de su capacidad
de atrapar la grasa y los aceites, insolubles en agua, en los interiores hidrofébicos de las
micelas. E1 SDS y los detergentes sintéticos similares son ingredientes activos comunes
en detergentes para lavanderia. La suspension de compuestos no polares en agua, por su
incorporacién a las micelas, se llama solubilizacién, que no es lo mismo que disolucién.
Varias estructuras que se encontraran después en este libro, como proteinas y membra-
nas bioldgicas, se asemejan a las micelas por exhibir interiores hidrofébicos y superfi-
cies hidrofilicas.

Algunos iones disueltos, como SCN®© (tiocianato) y C104@ (perclorato) se llaman
cadtropos. Dichos iones se solvatan mal en comparacion con iones como NH4®, SO4®



Monocapa

Micela

y H2PO4®. Los caétropos aumentan la solubilidad en agua de compuestos no polares
porque desordenan a las moléculas de agua (no hay acuerdo general sobre la forma en
que lo hacen). Habrd oportunidad de conocer otros ejemplos de agentes caotrépicos,
como el ion guanidinio y el compuesto urea, no iénico, cuando se describa la desnatu-
ralizacion y las estructuras tridimensionales de las protefnas y dcidos nucleicos.

2.5 Interacciones no covalentes

Hasta ahora en este capitulo se presentaron dos clases de interacciones no covalentes:
puentes de hidrégeno e interacciones hidrofébicas. Interacciones débiles como éstas
juegan papeles de extrema importancia en las estructuras y funciones de las macromo-
léculas. Por ejemplo, las fuerzas débiles son las responsables de estabilizar las estructu-
ras de las protefnas y de los dcidos nucleicos. También las fuerzas débiles intervienen
en el reconocimiento de una macromolécula por parte de otra y en la unién de los reac-
tivos a las enzimas. En realidad hay cuatro enlaces o fuerzas no covalentes principales
que intervienen en la estructura y la funcion de las biomoléculas. Ademas de los puen-
tes de hidrégeno y la hidrofobicidad, también hay interacciones entre carga y carga, y
fuerzas de van der Waals. Las interacciones entre carga y carga, los puentes de hidrége-
no y las fuerzas de van der Waals son variaciones de una clase mds general de fuerza y
se llaman interacciones electrostaticas.

A. Interacciones carga-carga

Las interacciones carga-carga (o entre cargas) son interacciones electrostdticas entre
dos particulas cargadas. Esas interacciones son potencialmente las fuerzas no covalentes
mds grandes y se pueden extender a mayores distancias que otras interacciones no cova-
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< Figura 2.9

Cortes de las estructuras que forman los de-
tergentes en agua. Los detergentes pueden
formar monocapas en la interfase aire-agua.
Pueden formar también micelas, que son
agregados de moléculas del detergente en
que las colas del hidrocarburo se asocian

en el interior, sin agua, y los grupos polares en
las cabezas estan hidratados.
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a) Puentes de hidrégeno entre un grupo
—D—H (el donador de hidrégeno) y un
atomo A electronegativo (el aceptor de hi-
drégeno). Un puente de hidrégeno caracte-
ristico tiene unos 0.2 nm de longitud, mas o
menos dos veces la longitud del enlace cova-
lente entre un atomo de hidrégeno y atomos
de nitrégeno, oxigeno o azufre. La distancia
total entre los dos atomos electronegativos
que participan en un puente de hidrégeno
es, entonces, de unos 0.3 nm. b) Ejemplos
de puentes de hidrégeno importantes en
biologia.
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A Los puentes de hidrégeno entre o dentro
de las macromoléculas bioquimicas compiten
con el agua.

lentes. La estabilizacién de los cristales de NaCl por atraccion interiénica es un ejemplo
de una interaccion entre cargas. La fuerza de estas interacciones en solucién depende de
la naturaleza del solvente. Como se hizo notar ya, el agua debilita mucho esas interaccio-
nes. En consecuencia, la estabilidad de los polimeros biolégicos en un ambiente acuoso
no depende tanto de las interacciones carga-carga, pero dichas interacciones si desempe-
flan un papel en el reconocimiento de una molécula por parte de otra. Por ejemplo, la ma-
yor parte de las enzimas presenta sitios aniénicos o catidnicos que se unen a reactivos con
carga opuesta. A veces, a la atraccion entre grupos funcionales de proteinas con carga
opuesta se le llama puentes salinos. Un puente salino sepultado en el interior hidrofébico
de una proteina es mds fuerte que uno que se halla en la superficie (aunque no es tan fuer-
te como uno en un cristal de sal) porque las moléculas de agua no pueden romperlo. El
término mds adecuado para denominar esas interacciones se llama apareamiento de
iones. Las interacciones carga-carga también explican la repulsién mutua de grupos ioni-
cos con carga similar. La repulsion de carga puede afectar las estructuras de biomoléculas
individuales y también sus interacciones con otras moléculas de carga semejante.

B. Puentes de hidrégeno

Los puentes de hidrégeno, que también son una clase de interaccion electrostatica, exis-
ten en muchas macromoléculas y se encuentran entre las fuerzas no covalentes mayores
en los sistemas bioldgicos. Las fuerzas de los puentes de hidrégeno, como los que hay
entre sustratos y enzimas, son las que existen entre las bases de ADN y se estima son de
unos 2 a 7.5 kI mol . Esos puentes de hidrégeno son bastante mds débiles que los del
hielo, que necesitan 23 kJ mol ! para romperse. Los puentes de hidrégeno en las mo-
Iéculas bioquimicas encierran fuerza suficiente para conferir estabilidad estructural, pe-
ro son lo bastante débiles como para romperse con facilidad.

En general, cuando un dtomo de hidrégeno estd unido de forma covalente a un dtomo
fuertemente electronegativo como el de nitrégeno, oxigeno o azufre, se puede formar un
puente de hidrégeno cuando el dtomo de hidrégeno estd a 0.2 nm, aproximadamente, de
otro dtomo fuertemente electronegativo que disponga de un par de electrones sin compar-
tir. Como se describi6 antes en el caso de los puentes de hidrégeno entre moléculas de
agua, el atomo unido en forma covalente (indicado con D en la figura 2.10a) es el donador
de hidrégeno y el dtomo que atrae los protones (designado como A en la figura 2.10a) es
el aceptador de hidrégeno. La distancia total entre los dos dtomos electronegativos que
participan en un puente de hidrégeno suele ser de entre 0.27 nm y 0.30 nm. En la figura
2.10b se ven algunos ejemplos comunes de puentes de hidrégeno.

Un puente de hidrégeno tiene muchas de las caracteristicas de un enlace covalente,
pero es mucho mds débil. El lector puede imaginar que un puente de hidrégeno es una
reparticion parcial de electrones. (Recuérdese que en un enlace covalente verdadero se
comparte un par de electrones entre dos dtomos). Los tres 4tomos que intervienen en un
puente de hidrégeno suelen alinearse para formar una recta, donde el centro de los ato-
mos de hidrégeno queda directamente en una linea trazada entre los dos dtomos electro-
negativos. Se permiten pequefias desviaciones en este alineamiento, pero en ese caso
los puentes de hidrégeno son todavia mas débiles que en su forma normal.

Todos los grupos funcionales que se ven en la figura 2.10 también son capaces de
formar puentes de hidrégeno con moléculas de agua. De hecho, cuando estdn expuestos
al agua, es mucho mas probable que interactien con moléculas de agua, por ser tan
grande la concentracion del agua. Para que se formen puentes de hidrégeno entre o den-
tro de macromoléculas bioquimicas, los grupos donador y aceptor deben estar protegi-
dos contra el agua. En la mayor parte de los casos este blindaje se da porque los grupos
estan sepultados en el interior hidrofébico de la macromolécula, donde no puede pene-
trar el agua. Por ejemplo, en el ADN, los puentes de hidrégeno entre los pares de bases
complementarias estdn en el medio de la doble hélice (figura 2.11).

Bajo ciertas condiciones se pueden romper los puentes intramoleculares de hidré-
geno en una macromolécula y los grupos funcionales formardn puentes de hidrégeno
con el agua. Ello puede modificar en forma importante la estructura de la macromolé-
cula. Se dice que una macromolécula cuya estructura ha sido cambiada en esta forma es
o estd desnaturalizada.
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C. Fuerzas de van der Waals

Otra fuerza débil se debe a las interacciones entre los dipolos permanentes de dos enla-
ces polarizados sin carga, o las interacciones entre un dipolo permanente y un dipolo
transitorio, inducido en una molécula vecina. Esas fuerzas son de corto alcance y su
magnitud es pequefia, de unos 1.3 kJ mol ™! y 0.8 kJ mol !, respectivamente.

Las interacciones electrostaticas transitorias 0 momentdneas causan fuerzas inter-
moleculares débiles entre todos los atomos neutros. Esas fuerzas de van der Waals,
bautizadas en honor de Johannes Diderik van der Waals, fisico holandés, sélo se produ-
cen cuando los dtomos estdn muy cercanos entre si. Las fuerzas de van der Waals son
tanto de atraccion como de repulsion. Las fuerzas de atraccion, que también se llaman
fuerzas de dispersion de London, se originan en el dipolo infinitesimal generado en los
atomos por el movimiento aleatorio de los electrones con carga negativa en torno a los ni-
cleos con carga positiva. Asi, las fuerzas de van der Waals son atracciones dipolares o
electrostdticas entre los nicleos de atomos 0 moléculas y los electrones de otros dtomos
o moléculas. La intensidad de la interaccién entre los dipolos inducidos en forma tran-
sitoria de moléculas no polares como las de metano es de unos 0.4 kJ mol ™! a una se-
paracién internuclear de 0.3 nm. Aunque operan a distancias similares, las fuerzas de
van der Waals son mucho mds débiles que los puentes de hidrégeno.

También hay un componente de repulsién en las fuerzas de van der Waals. Cuando
dos dtomos se aprietan uno contra el otro, los electrones en sus orbitales se repelen en-
tre si. La repulsién aumenta en forma exponencial a medida que los &tomos son compri-
midos uno con otro y se vuelve muy intensa cuando estdn muy cerca uno del otro.

La suma de los componentes de atraccion y repulsion de las fuerzas de van der
Waals da como resultado un perfil de energia como el de la figura 2.12. Obsérvese que
a grandes distancias intermoleculares los dos 4tomos no interaccionan y no hay fuerzas
de atraccidn o repulsién entre ellos. A medida que los dtomos se acercan entre si (avan-
zando hacia la izquierda en el diagrama) aumenta la fuerza de atraccion. Esta fuerza de
atraccion se debe a la deslocalizacion de la nube electrénica que rodea a los dtomos. El
lector puede imaginar que se trata de un desplazamiento de electrones en torno a uno de
los atomos, de tal manera que los electrones tienden a ubicarse en el lado contrario al
del dtomo que se acerca. Este desplazamiento produce un dipolo local, donde un lado del
atomo tiene una pequeiia carga positiva y el otro lado presenta una carga negativa pe-
quefia. El lado que exhibe la pequefia carga positiva atrae al otro d4tomo con carga nega-
tiva. A medida que los dtomos se aproximan mds entre si, disminuye el efecto de este
dipolo y adquiere mds importancia la influencia general de la nube de electrones con
carga negativa. A cortas distancias, los 4tomos se repelen entre si.

La distancia 6ptima de empaquetamiento es el punto en el que son maximas las
fuerzas de atraccion. Esa distancia corresponde a la hondonada de energia en la figura
2.12 y es igual a la suma de los radios de van der Walls de los dos dtomos. Cuando los
atomos estan separados por la suma de sus dos radios de van der Waals se dice que es-
tdn en contacto de van der Waals. En la tabla 2.2 se ven radios de van der Waals tipicos
de diversos 4tomos.

En algunos casos, el desplazamiento de los electrones se ve influido por el acerca-
miento de otro atomo. Eso se llama dipolo inducido. En otros casos, la deslocalizacién
de los electrones es una propiedad permanente de la molécula, como se explic en el
caso del agua (seccion 2.1). También estos dipolos permanentes dan origen a fuerzas de
van der Waals.
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< Figura 2.11

Puentes de hidrégeno entre las bases com-
plementarias guanina y citosina, en el ADN.
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Figura 2.12 A

Efecto de la separacién molecular sobre las
fuerzas de van der Waals. Estas fuerzas son
fuertemente repulsivas a pequefias distancias
internucleares y muy débiles de atraccién a
distancias internucleares grandes. Cuando
dos atomos estén separados por la suma de
sus radios de van der Waals, la atraccion

de van der Waals es maxima.

TABLA 2.2 Radios de van der Waals

de diversos atomos

Atomo Radio (nm)
Hidrégeno 0.12
Oxigeno 0.14
Nitrégeno 0.15
Carbono 0.17
Azufre 0.18
Fosforo 0.19
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Interaccién entre cargas
~40 a 200kJ mol™!
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Puente de hidrégeno
~2 a 20kJ mol™!
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Interaccion de van der Waals
~0.4 a 4kJ mol™!

Interaccion hidrofébica
~3 a 10kJ mol™

Figura 2.13 A

Interacciones no covalentes tipicas en las
moléculas. Las interacciones entre cargas, los
puentes de hidrégeno y las de van der Waals
son electrostaticas. Las interacciones hidrofé-
bicas dependen de la mayor entropia de las
moléculas de agua vecinas, no de la atraccion
directa entre grupos no polares. Para compa-
rar, la energia de disociacion de un enlace co-
valente, como el C—H o el C—C, es de unos
340 a 450 k) mol .

Aunque las fuerzas de van der Waals individuales son débiles, el hacinamiento de
atomos dentro de una proteina, un 4cido nucleico o una membrana bioldgica permite la
formacion de una gran cantidad de esas interacciones débiles. Una vez formadas, di-
chas fuerzas débiles acumulativas juegan papeles importantes en el mantenimiento de
las estructuras de las moléculas. Por ejemplo, las bases heterociclicas de los dcidos nu-
cleicos se apilan una sobre otra en el ADN de doble cadena. Este orden se halla estabi-
lizado por una diversidad de interacciones no covalentes, en especial fuerzas de van der
Waals. A esas fuerzas se les llama, en forma colectiva, interacciones de apilamiento
(véase el capitulo 19).

D. Interacciones hidrofébicas

La asociacién de una molécula o grupo relativamente no polar con otras moléculas no
polares se llama interaccion hidrofébica. Si bien a las interacciones hidrofdbicas a ve-
ces se les llama “enlaces” esta descripcion es incorrecta. Las moléculas o grupos no po-
lares tienden a agregarse en solucién acuosa no por la atraccién mutua sino porque las
moléculas polares de agua atrapadas en torno a los compuestos no polares tienden a aso-
ciarse entre si y no con las moléculas no polares (seccién 2.4). Por ejemplo, las micelas
(figura 2.9) se estabilizan por interacciones hidrofébicas. El patrén de puentes de hidré-
geno en el agua se interrumpe por la presencia de una molécula no polar. Las moléculas
de agua que rodean a una molécula menos polar en solucion tienen mds restringidas sus
interacciones con otras moléculas de agua. Esas moléculas restringidas de agua son rela-
tivamente inmdéviles, u ordenadas, de la misma manera que estdn ordenadas las molécu-
las en la superficie del agua en el fendmeno conocido como tensién superficial. Pese a
ello, las moléculas de agua en el interior de la fase de solvente son mucho mas méviles o
desordenadas. En términos termodindmicos hay una ganancia neta de entropia combina-
da del solvente y del soluto no polar cuando los grupos no polares se agrupan y el agua
se libera de su estado ordenado en torno a los grupos no polares. Las interacciones hidro-
fébicas, al igual que los puentes de hidrégeno, son mucho mas débiles que los enlaces
covalentes. Por ejemplo, la energia necesaria para transferir un grupo —CH,— de un
ambiente hidrofbico a uno acuoso es de unos 3 kJ mol ..

El efecto acumulado de muchas interacciones hidrofébicas puede ser apreciable
sobre la estabilidad de una macromolécula. Por ejemplo, la naturaleza tridimensional
de la mayor parte de las proteinas estd determinada en gran parte por las interacciones
hidrofébicas formadas durante el plegamiento espontdneo de una cadena de polipépti-
do. Las moléculas de agua se unen a la superficie externa de la proteina, pero no pueden
penetrar al interior, donde se halla la mayor parte de los grupos no polares.

Todas las interacciones que se describen aqui son débiles, individualmente, en
comparacion con los enlaces covalentes, pero el efecto combinado de muchas de estas
interacciones débiles puede ser importante. Las interacciones no covalentes mas impor-
tantes en las biomoléculas se ven en la figura 2.13.

2.6 El agua es nucleofilica

Ademas de sus propiedades fisicas, las propiedades quimicas del agua también son im-
portantes en bioquimica, porque las moléculas de agua pueden reaccionar con molécu-
las bioldgicas. El dtomo de oxigeno, rico en electrones, determina gran parte de la
reactividad del agua en las reacciones quimicas. A las sustancias ricas en electrones se
les llama nucledéfilos (“amantes” del nicleo) porque buscan especies con carga positi-
va, o con deficiencia en electrones, llamadas electrofilos (“amantes” del electrén). Los
nucledfilos pueden tener carga negativa o contar con pares no compartidos de electro-
nes. Atacan a los electréfilos durante reacciones de sustitucién o de adicién. Los dtomos
nucledfilos mds comunes en biologia son de oxigeno, nitrégeno, azufre y carbono.

El 4&tomo de oxigeno en el agua tiene dos pares de electrones no compartidos y por
ello es nucleofilico. Aunque el agua es un nucledfilo relativamente débil, su concentra-
cién celular es tan alta que cabe esperar que muchas macromoléculas sean degradadas
facilmente por el ataque nucleofilico del agua. Esa expectativa, de hecho, es correcta.
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Por ejemplo, las proteinas se pueden hidrolizar o degradar por el agua para liberar sus
unidades mondémeras, que son los aminodcidos (figura 2.14). El equilibrio de la hidrdli-
sis completa de una proteina estd muy orientado hacia la direccion de la degradacion;
en otras palabras, en presencia de agua, el destino final de todas las proteinas es jsu des-
truccion por hidrolisis!

Si hay tanta agua en las células ;por qué todos los biopolimeros no se degradan con
rapidez y quedan sus componentes? De igual modo, si el equilibrio estd hacia la descom-
posicién ;jcomo es que hay biosintesis en un medio acuoso? Las células resuelven estos
problemas de diversas maneras. Las uniones entre las unidades monémeras de las macro-
moléculas, como los enlaces amida en las proteinas y las uniones éster en el ADN, son re-
lativamente estables en solucién, al pH y la temperatura celulares. En este caso, la
estabilidad de los enlaces se refiere a su velocidad de hidrdlisis en el agua y no a su esta-
bilidad termodindmica. Las propiedades quimicas del agua, junto con su alta concentra-
cién, determinan que su cambio de energia libre de Gibbs sea negativo para la hidrdlisis
(AG). Ello significa que la reaccion de hidrélisis es favorable termodindmicamente (es de-
cir, espontdnea). Sin embargo, la velocidad de reaccién dentro de la célula es tan lenta que
las macromoléculas no se degradan en forma apreciable por hidrélisis espontdnea duran-
te la vida promedio de una célula. Es importante tener en mente la distincion entre la di-
reccién preferida de una reaccion, indicada por el cambio de energia libre de Gibbs, y la
velocidad de la reaccion, representada por la constante de velocidad (seccién 1.3).

Las células pueden sintetizar macromoléculas en un ambiente acuoso aunque las
reacciones de condensacion —Ilo inverso de la hidrélisis— sean desfavorables termodi-
ndmicamente. Lo hacen usando la energia quimica potencial del ATP (de adenosine tri-
phosphate, trifosfato de adenosina) para superar una barrera termodindmica desfavorable.
Las enzimas que catalizan dichas reacciones excluyen al agua del sitio activo donde
tienen lugar las reacciones de sintesis. Debido a que las reacciones de sintesis deben pro-
ceder contra equilibrios muy desfavorables, siguen rutas quimicas en dos pasos, diferen-
tes de la inversién de la hidrdlisis. La ruta sencilla de condensacién que se observa en la
figura 2.14 no es la que utilizan las células vivas porque la presencia de altas concentra-
ciones de agua hace que la reaccién de condensacion resulte en extremo desfavorable.
En el primer paso de la sintesis, que termodindmicamente es cuesta arriba, la molécula
que se va a transferir reacciona con ATP y forma un intermediario reactivo. En el se-
gundo paso el grupo activado se transfiere con facilidad al nucleéfilo atacante. En el
capitulo 22 se estudiard que el intermediario reactivo en la sintesis de proteina es un ami-
noacilo-ARNt que se forma en una reaccién que requiere ATP. El resultado neto de la
reaccion de biosintesis es acoplar la condensacién a la hidrélisis de ATP.

2.7 lonizacion del agua

Una de las propiedades importantes del agua es su pequefia tendencia a ionizarse. El
agua pura no estd formada sélo por H,O, sino también por una baja concentracion de
iones hidronio (H3O®) y una concentracion igual de iones hidréxido (OHe). Los iones
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<Figura 2.14

Hidrdlisis de un péptido. En presencia de
agua, se hidrolizan los enlaces peptidicos en
las proteinas y los péptidos. La condensacion,
que es la inversa de la hidrdlisis, no se favore-
ce termodindmicamente.
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hidronio e hidréxido se forman por un ataque nucleofilico del oxigeno contra uno de los
protones en una molécula adyacente de agua.

R i
/"o"\ o/p—H «= o + ©0—H
H H H™ @ "H (2.2)

H,0 + H,0 — H,0® + OH®

Las flechas en la reaccién 2.2 indican el movimiento de pares de electrones. Se
usan esas flechas para indicar mecanismos de reaccion, un tipo de diagrama que serd
tan comun como frecuente en este libro. Uno de los pares libres de electrones del oxige-
no contribuye a la formacién de un nuevo enlace covalente O—H entre el &tomo de oxi-
geno del ion hidronio y un protén (H®) extraido de una molécula de agua. En esta
reaccion se rompe un enlace covalente O—H y el par de electrones de ese enlace queda
asociado con el dtomo de oxigeno del ion hidréxido.

Obsérvese que los dtomos del ion hidronio contienen once protones con carga positi-
va (ocho en el 4tomo de oxigeno y tres protones de hidrégeno) y diez electrones con car-
ganegativa (un par de electrones libres asociados al 4tomo de oxigeno y tres pares en cada
uno de los enlaces covalentes). Eso da como resultado una carga neta positiva y es por lo
que se le llama ion. Se acostumbra a representar la carga positiva como si estuviera aso-
ciada al &tomo de oxigeno, pero en realidad también se distribuye de modo parcial entre
los 4tomos de hidrégeno. De forma similar, el ion hidréxido posee una carga neta negati-
va porque contiene diez electrones, mientras que los niicleos de los dtomos de oxigeno e
hidrégeno cuentan sélo con un total de nueve protones con carga positiva.

La reaccién de ionizacién es una reaccion reversible tipica. Las reacciones de pro-
tonacion y desprotonacién son muy rapidas. Los iones hidréxido tienen corta duracién
en el agua, al igual que los iones hidronio. Hasta las mismas moléculas de agua presen-
tan s6lo una existencia transitoria. Se cree que la molécula promedio de agua sélo exis-
te aproximadamente un milisegundo (10> s) antes de perder un protén para convertirse
en ion hidréxido, o ganar un protén para transformarse en un ion hidronio. Obsérvese
que la duracién de una molécula de agua todavia es nueve 6rdenes de magnitud (109
mayor que la duracién de un puente de hidrégeno.

Aunque muchas veces se representa un ion hidronio en la forma H3O®, en realidad
dispone de varias moléculas de agua relacionadas con él. Los iones hidronio son capa-
ces de donar un protén a otro ion. Esos donadores de protones se llaman é4cidos, de
acuerdo con el concepto de dcidos y bases de Brgnsted-Lowry. Con frecuencia el ion hi-
dronio se representa por H® (protén libre, o ion hidrégeno) para reflejar que es una
fuente principal de protones en reacciones quimicas. La ionizacion del agua se puede
representar entonces como una disociacion simple de un protén a partir de una sola mo-
lécula de agua.

H,0 — H® + OH® (2.3)

La reaccion 2.3 es una forma comoda de indicar la ionizacion del agua, pero no refleja
la estructura del donador de protdn, que en realidad es el ion hidronio. La reaccién 2.3
también oculta el hecho de que la ionizacion del agua en realidad es una reaccién bimo-
lecular donde intervienen dos moléculas separadas de agua, como indica la reaccién
2.2. Por fortuna, la disociacion del agua es una aproximacion razonable que no afecta
los célculos ni la comprension de las propiedades del agua. Esta hipdtesis se emplea en
el resto de este libro.

Los iones hidréxido pueden aceptar un protén y convertirse de nuevo en moléculas
de agua. A los aceptores de protones se les llama bases. Como indica la reaccion 2.2, el
agua puede funcionar como un 4cido o como una base.

La ionizacién del agua se puede analizar cuantitativamente. Recuérdese que las
concentraciones de reactivos y productos en una reaccion deben llegar al equilibrio. La
relacion de esas concentraciones define a la constante de equilibrio (K). En el caso de
la ionizacion del agua



H®J[OH®
Keq = % Keq(55.5M) = [HOJ[OH®] (2.4

Se ha determinado la constante de equilibrio para la ionizacién del agua bajo condi-
ciones normales de presion (1 atm) y de temperatura (25°C); su valor es de 1.8 X 10710 M.
Interesa conocer las concentraciones de protones y de iones hidréxido en una solucién
de agua pura ya que dichos iones participan en numerosas reacciones bioquimicas. Esos
valores se pueden calcular a partir de la ecuacién 2.4 si se conoce la concentracion del
agua ([H,O]) en el equilibrio. La masa de un litro de agua es 1000 g y la masa de 1 mol
de agua es 18 g. Entonces, el agua pura tiene una concentracion aproximada de 55.5 M.
Se disocia un porcentaje muy pequefio de moléculas de agua para formar H® y OH®
cuando la reaccién de ionizacion llega al equilibrio. Eso tendrd un efecto muy pequefio
sobre la concentracion final de moléculas de agua en el equilibrio. Se simplifican los
célculos si se supone que la concentracién de agua en la ecuacion 2.4 es 55.5 M. Al sus-
tituir este valor y el de la constante de equilibrio se llega a

(1.8 X 107'°M) (55.5M) = 1.0 X 107 M? = [H®J[OH®]  (2.5)

El producto obtenido de multiplicar las concentraciones de protén y de ion hidréxido
([H®][OH®]) se llama producto ionico del agua. A esta constante se le representa por
K, la constante de producto iénico del agua. A 25°C, el valor de K, es

K,, = [H®J[OH®] = 1.0 x 107'* M? (2.6)

Es coincidencia afortunada que este producto es un niimero entero, y no alguna fraccién
molesta, porque simplifica mucho los cdlculos de concentraciones i6nicas. El agua pu-
ra es eléctricamente neutra y su ionizacion produce cantidades iguales de protones y de
iones hidroxido ([H®] = [OH@]). En el caso del agua pura, se puede escribir entonces
la ecuacion 2.6 como sigue:

Ky = [H®P? = 1.0 x 1074 M? 2.7)
Se extrae la raiz cuadrada de los términos en la ecuacién 2.7 y se obtiene
H®] =1.0x 107'M (2.8)

Ya que [H®] = [OH®)], la ionizacién de agua pura produce 107 M de H® y
10-” M de OH®. Se dice que el agua pura y las soluciones acuosas que contienen con-
centraciones iguales de H® y de OH® son neutras. Cuando se disuelve un écido en
agua aumenta la [H®] y se dice que la solucién es dcida. Nétese que cuando un dcido se
disuelve en agua aumenta la concentracion de protones, mientras disminuye la concen-
tracién de iones hidréxido. Eso se debe a que no varia la constante del producto iénico
del agua (K,,) (es decir, es constante), y el producto de las concentraciones de H® por
OH® siempre serd 1.0 X 10714 M2 (ecuacion 2.5). Si se disuelve una base en agua dis-
minuye [H®] y se incrementa [OH®] por encima de 1 X 10~ 7 M; se produce una solu-
cién basica o alcalina.

2.8 La escala de pH

Existen varios procesos bioquimicos —como el transporte de oxigeno en la sangre, la
catdlisis de reacciones con enzimas y la generacion de energia metabdlica durante
la respiracion o la fotosintesis— que estdn muy influidos por la concentracién de pro-
tones. Aunque la concentracién de H® (o H30®) en las células es pequefia en relacién
con la concentracién del agua, el intervalo de [H®] en soluciones acuosas es enorme,

2.8 m La escala de pH
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TABLA 2.3 Relacién de [H®] y
[OH@] con el pH

por lo que conviene usar una cantidad logaritmica llamada pH como medida de la
concentracién de H®. El pH se define como el logaritmo negativo de la concentracion
de H®:

pH = —log[H®] = log

2.
O (2.9)

En el agua pura, [H®] = [OH@] =1.0 X 1077 M (ecuacién 2.8). Se dice que el agua pu-
ra es “neutra” con respecto a la carga idnica total ya que la concentracién de los iones
hidrégeno con carga positiva y la de los iones hidréxido con carga negativa es igual. Las
soluciones neutras tienen un valor de pH igual a 7.0 porque el valor negativo del
log(10~7) es 7.0. Las soluciones 4cidas tienen un exceso de H® debido a la presencia
de soluto disuelto que suministra iones H®. Por ejemplo, en una soluciéon de HC10.01 M
la concentracién de H® es 0.01 M (1072 M) porque el HCl se disocia por completo en
H® y en CI®. El pH de esa solucién es —10g(1072) = 2.0. Asi, mientras mayor es la
concentracién de H®, el pH de la solucién es menor. Como la escala de pH es logarit-
mica, un cambio de una unidad de pH corresponde a un cambio de 10 veces en la con-

También las soluciones acuosas pueden contener menos iones H® que el agua
pura. Por ejemplo, en una solucién de NaOH 0.01 M la concentracién de OH® es
0.01 M (1072 M) porque el NaOH, como el HCI, se disocia 100% en el agua. Los

pH [H®] [OH®]
M) ™M)

0 1 10714

1 107! 1077

2 1072 107

3 1073 10-11

4 104 10-10

5 1075 107°

6 1070 1078

7 1077 1077

3 1078 10°°

9 1072 1073
10 1071 107 centracién de H®.
11 107! 1073
12 10712 1072
13 10713 107!
14 1014 1

iones H® derivados de la ionizacién del agua se combinardn con los iones hidréxido
del NaOH y volveran a formar moléculas de agua. Esto afecta el equilibrio de la ioni-
zacién del agua (reaccién 2.3). La solucién que resulta es muy bdsica por la baja con-
centracién de protones. Se puede determinar el pH real a partir del producto iénico
del agua, K|, (reaccidén 2.6) sustituyendo la concentracién de iones hidréxido. Ya que
el producto de las concentraciones de OH® por H® es 10~ '* M, entonces la concen-
tracion de H® en una solucién de OH® igual a 1072Mes 10712 M. El pH de la solu-
cién eé 12. La tabla 2.3 muestra esta relacion entre el pH y las concentraciones de H®
y OH™.

RECUADRO 2.1 La pequefia “p” en pH.

Sgren Peter Lauritz Sgrensen usé por primera vez el término
pH cuando era director de los Laboratorios Carlsberg en Dina-
marca. Sgrensen nunca menciond qué significaba la pequeiia
“p” (la “H” es obviamente hidrégeno). Muchos dias después
algunos de los cientificos que escribieron libros de texto co-
menzaron a asociar la pequefia “p” con las palabras “poder” o
“potencial”. Esta asociacion, segun se ha averiguado, se basa en
una conexién muy tenue en algunos de los primeros trabajos de
Sgrensen. Una investigacion reciente de registros histéricos por
parte de Jens G. Ngby parece indicar que la “p” pequeiia fue
una eleccidn arbitraria, basada en el uso de p y g por parte de
Sgrensen, para indicar variables desconocidas, en forma muy
parecida a como usamos hoy x y y.

Sin importar su origen histdrico, es importante recordar
que el simbolo pH representa hoy el logaritmo decimal negati-
vo de la concentracién de iones hidrégeno.

<« Sgren Peter Lauritz
Serensen (1868-1939)




2.9 m Constantes de disociacion de acidos débiles

Las soluciones bdsicas tienen valores de pH mayores que 7.0 y las soluciones 4ci-
das tienen valores de pH menores que 7.0. La figura 2.15 ilustra los valores de pH de di-
versas soluciones. Se toman mediciones exactas de valores de pH en forma rutinaria
usando un medidor de pH, instrumento que tiene un electrodo de vidrio selectivamente
permeable, sensible a la [H®]. A veces la medicién del pH facilita el diagndstico de las
enfermedades. El valor normal de pH en la sangre humana es 7.4, que con frecuencia se
llama pH fisiol6gico. La sangre de pacientes que padecen ciertas enfermedades, como
diabetes, puede tener menor pH, condicién que se llama acidosis. El estado en el que el
pH de la sangre es mayor que 7.4 se llama alcalosis y puede deberse a vomitos persis-
tentes y prolongados (pérdida de acido clorhidrico del estdémago) o a hiperventilacién
(excesiva pérdida de dcido carbdnico en forma de diéxido de carbono).

2.9 Constantes de disociacion de acidos débiles

Los 4cidos y bases que se disocian por completo en agua, como el dcido clorhidrico y el
hidréxido de sodio, se llaman dcidos fuertes y bases fuertes. Hay muchos otros dcidos y
bases, como por ejemplo los aminoacidos que forman las proteinas y las purinas y piri-
midinas del ADN y ARN, que no se disocian por completo en el agua. A dichas sustan-
cias se les conoce como 4cidos débiles y bases débiles.

Para comprender la relacién entre 4cidos y bases conviene observar la disocia-
cién de HCI en agua. Recuérdese, de la seccién 2.7, que un dcido se definié como una
molécula que puede donar un protén, y una base como un aceptador de protones. Los
acidos y las bases siempre existen en pares porque por cada donador de protén debe
haber un aceptador de protén. Ambos lados de la reaccién de disociacion deben con-
tener un 4cido y una base. Asi, la reaccién del equilibrio de la disociaciéon completa
del HCl es

HCI + H,0 — C1© + H;09

dcido base base dcido

(2.10)

El HCI es un 4cido porque puede donar un protén. En este caso el aceptador de protén
es el agua, que es la base en esta reaccion de equilibrio. En el otro lado del equilibrio es-
tn los iones C1© y el hidronio H3O®. El ion cloruro es la base que corresponde al HC1
después que cede su protén. Al CI se le llama la base conjugada del HCI, lo que in-
dica que es una base, es decir, que puede aceptar un protén, y es parte de un par acido-
base (es decir, HCI/CI ). De igual modo, el H3O® es el 4cido en el lado derecho del
equilibrio porque puede donar un protén. H3O® es el acido conjugado del H,O. Toda
base tiene un dcido conjugado correspondiente, y todo 4cido tiene una base conjugada
correspondiente. Asi, el HCI es el 4cido conjugado del CIe, y el H,O es la base conju-
gada del H3O®. (Notese que H,O es el dcido conjugado del OH® cuando se hace refe-
rencia al par 4cido-base HZO/OHe).

En la mayor parte de los casos, en este libro, las reacciones se simplifican como la
2.10, sin tener en cuenta la contribucion del agua, y representando al ion hidronio como
un simple protén.

HCl — H® + CI© 2.11)
Se trata de una convencién normal en bioquimica pero, superficialmente, parece violar
la regla que ambos lados de la reaccion de equilibrio deben contener un donador de pro-
tén y un aceptador de protén. Los alumnos deben tener en mente que en esas reacciones
estan implicitas las contribuciones de moléculas de agua como aceptadores de protones,
y de iones hidronio como los verdaderos donadores de protones. Casi en todos los casos
se puede pasar por alto, con seguridad, la contribucién del agua. Es el mismo principio
que se aplica a la reaccion de disociacion del agua (seccidn 2.7), que fue simplificada al
prescindir de la contribucién de una de las moléculas de agua.

La razo6n por la que el HCl es un 4cido tan fuerte es porque el equilibrio, en la reac-
cién 2.11, estd desplazado tan hacia la derecha que el HCl se disocia por completo en el
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agua. En otras palabras, el HCI tiene una fuerte tendencia a donar un protén cuando se
disuelve en agua. Esto también quiere decir que la base conjugada, CI®, es muy débil
porque casi nunca aceptard un protén. Cuando se trata de dcidos fuertes, los componen-
tes del par dcido-base se llaman 4cido y su base conjugada, aunque seria técnicamente
correcto llamarlos dcido conjugado y base muy débil. Es ficil identificar que el HCI es
un 4cido fuerte, pero cuando se trata de dcidos débiles o bases débiles con frecuencia es
dificil decidir si determinado par de dcido-base debe llamarse acido débil y base conju-
gada o base débil y dcido conjugado.

El 4cido acético es el dcido débil presente en el vinagre. La reaccién de equilibrio
de ionizacién del acido acético es

Kﬂ
CH;COOH —— H® + CH;C00®° (2.12)
Acido acético Anién acetato
(dcido débil) (base conjugada)

Notese que no se incluye la contribucién de las moléculas de agua para simplificar la
reaccion. Segun la reaccion 2.11 se puede ver que el ion acetato es la base conjugada
del 4cido acético. (También se puede decir que el 4cido acético es el 4cido conjugado del
ion acetato).

La constante de equilibrio para la disociaciéon de un protén de un dcido en agua se
llama constante de disociacion del acido, K,. Cuando la reaccién llega al equilibrio, lo
que sucede con mucha rapidez, la constante de disociacién del 4cido es igual a la con-
centracion de los productos dividida entre la concentracién de los reactivos. Para la
reaccion 2.12, la constante de disociacion del dcido es

_ [H®][CH;CO0°]
® " [CH;3COOH]

(2.13)

La K, del 4cido acético a 25°C es de 1.76 X 10> M. Como los valores numéricos de K,
son pequefios e incomodos en los cdlculos, se aconseja manejarlos en escala logaritmi-
ca. Por analogia con el pH, se define al pK, como

1
pK, = —log K, = log? (2.14)

Un valor de pH es una medida de la acidez de una solucién y un valor de pK, es una me-
dida de la fuerza 4cida de determinado compuesto. El pK, del 4cido acético es de 4.8.

Cuando se habla de bases se necesita tener en cuenta sus formas protonadas para
aplicar la ecuacién 2.13. Estos dcidos conjugados son muy débiles. Para simplificar los
calculos y hacer comparaciones féciles, se mide la constante de equilibrio (K,) de la di-
sociacion de un protén del dcido conjugado de una base débil. Por ejemplo, el ion amo-
nio (NH4®) se puede disociar y formar la base amoniaco (NHz) y H®.

NH,©® —— NH; + H® (2.15)

La constante de disociacion de 4cido (K,) para este equilibrio es una medida de la fuer-
za de la base (amoniaco, NH3) en solucién acuosa. Los valores de K, de varias sustan-
cias comunes se muestran en la tabla 2.4.

En la ecuacién 2.13 se ve que la K, del 4cido acético se relaciona con la concentra-
cién de H® y con la relacion de las concentraciones del ion acetato y el dcido acético no
disociado. Si se representa con HA® al 4cido conjugado y con A9 alabase conjugada,
entonces al sacar el logaritmo de esas ecuaciones se obtiene la ecuacién general para
cualquier par de dcido-base:

[HP[AC]

HA =— H® + A©  JogK, =1
og Ky = log ™0

(2.16)
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TABLA 2.4 Valores de constantes de disociacion y de pK, de acidos débiles en
soluciones acuosas a 25°C

Acido K.(M) pK,
HCOOH (Acido férmico) 1.77 X 1074 3.8
CH;COOH (Acido acético) 1.76 X 107° 4.8
CH3;CHOHCOOH (Acido lactico) 137 x 107 3.9
H;PO, (Acido fosférico) 7.52 X 1073 22
H2PO4@ (Ton fosfato de dihidrégeno) 6.23 x 1078 7.2
HPO4® (Ion fosfato de monohidrégeno) 220 x 10713 12.7
H,CO;5 (Acido carbénico) 430 X 1077 6.4
HCO4© (Ion bicarbonato) 5.61 X 10711 10.2
NH,® (Ion amonio) 5.62 X 10710 9.2
CH;NH;® (Ion metilamonio) 2.70 X 10711 10.7

Como log(xy) = log x + log y, la ecuacién 2.16 se puede reformular como sigue:

log K, = log[H®] + lo [A©) (2.17)
g Ky g g [HA] .
Esta ecuacion se reordena como sigue:
A©
—log[H®] = —log K, + log[ ] (2.18)

[HA]

Ya se definieron los logaritmos negativos de la ecuacién 2.18 como pH y pK,, respecti-
vamente (ecuaciones 2.9 y 2.14). Entonces

[AC]
[HA]

pH = pK, + log (2.19)

O sea

q ¥ ) [Aceptador de protones] 2.20
= —+ .
P PRa o8 [Donador de protones] ( )

La ecuacién 2.20 es una version de la ecuacion de Henderson-Hasselbalch, que
define al pH de una solucién en funcién del pK, del 4cido débil en el par dcido-base, y
del logaritmo de la relacion de las concentraciones de la especie disociada (base conju-
gada) entre la especie protonada (acido débil). Nétese que mientras mayor sea la con-
centracion del aceptador de protén (base conjugada) en relacion con la del donador de
protén (4cido débil) el pH serd mayor. Ello coincide con la intuicién, ya que la concen-
tracion de A© es idéntica a la concentracion de H® en reacciones de disociacion sencilla.
Si se disocia méds HA, la concentracién de A© serd mayor y también la concentracién
de H®. Cuando las concentraciones de un dcido débil y de su base conjugada son exac-
tamente iguales, el pH de la solucién es igual al pK, del 4cido (ya que la relacién de las
concentraciones es igual a 1.0, y el logaritmo de 1.0 es igual a cero).

La ecuacién de Henderson-Hasselbalch se usa para calcular el pH final de una so-
lucién de 4cido débil, una vez que la reaccion de disociacion llega al equilibrio, como
se ve en el cdlculo de ejemplo 2.1 para el dcido acético. Esos cédlculos se complican mas
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Titulacion de acido acético (CH3COH) con
una base (OH®) acuosa. Hay un punto de
inflexién (punto de pendiente minima) en

el punto medio de la titulacién cuando se
agrega 0.5 equivalente de la base a la
solucién de acido acético. Es el punto en

el que [CH3COOH] = [CH3;CO0®] y el

pH = pK,. El pK, del acido acético es, entonces,
4.8. En el punto final, todas las moléculas de
acido acético se han titulado y convertido en
la base conjugada acetato.
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Figura 2.17 A
Titulacién del ion imidazolio.

que los que implican 4cidos fuertes, como el HCI. Como se dijo en la seccién 2.8, el pH
de una solucién de HCI se determina con facilidad a partir de la cantidad de HCl que
haya, ya que la concentracion final de H® es igual a la concentracién inicial de HCI
cuando se prepara la solucién. En contraste, los dcidos débiles sdlo se disocian parcial-
mente en agua y cobra sentido entonces que el pH depende de la constante de disocia-
cién del dcido. El pH disminuye (hay mds H®) a medida que se agrega mds dcido débil
al agua, pero el aumento de H® no es lineal respecto a la concentracion de HA inicial.
Eso se debe a que el numerador de la ecuacién 2.16 es el producto de las concentracio-
nes de H® por AC.

La ecuacion de Henderson-Hasselbalch se aplica también a otras combinaciones
de 4cido y base, y no sélo a aquellas donde intervienen dcidos débiles. Cuando se trata de
una base débil, por ejemplo, el numerador y el denominador de la ecuacién 2.20 se
vuelven [base débil] y [4cido conjugado], respectivamente. Lo importante a recordar es
que la ecuacion se refiere a la concentracion del aceptador de protén dividida entre la
concentracién del donador de protdén.

Los valores de pK, de los dcidos débiles se determinan por titulacién. En la figura
2.16 se ve la curva de titulacién del dcido acético. En este ejemplo se titula una solucién
de dcido acético agregando pequeiias alicuotas de una base fuerte de concentracién co-
nocida. Se mide el pH de la solucién y se grafica en funcion de la cantidad de equiva-
lentes molares de base fuerte agregados durante la titulacién. Nétese que, como el dcido
acético s6lo tiene un grupo ionizable (su grupo carboxilo), sélo se necesita un equiva-
lente de una base fuerte para titular por completo el dcido acético y transformarlo en su
base conjugada, el anién acetato. Cuando se ha titulado el dcido con la mitad de un
equivalente de base, la concentracién del 4cido acético no disociado es exactamente
igual a la concentracion del anién acetato. El pH que resulta es 4.8, y por consiguiente
es el pK, del 4cido acético, determinado en forma experimental.

El trazo de una curva ideal de titulacién es un buen ejercicio para reforzar la rela-
cién entre pH y el estado de ionizacién de un 4cido débil. El lector puede aplicar la
ecuacion de Henderson-Hasselbalch para calcular el pH que resulta de agregar cantida-
des crecientes de una base fuerte, como NaOH, a un acido débil, como el ion imidazolio
(pK, = 7.0). Al agregar la base el ion imidazolio se convierte en su base conjugada,
imidazol (figura 2.17). Es facil visualizar la forma de la curva de titulacién si se calcu-
la el pH cuando la relacién de base conjugada entre 4cido es 0.01, 0.1, 1, 10 y 100. El
lector debiera calcular valores de pH a otras relaciones hasta quedar satisfecho de que la
curva sea relativamente plana cerca del punto medio y mds pendiente en los extremos.

Se pueden obtener curvas de titulacién de forma similar para cada uno de los cinco
acidos monopraticos (dcidos que sé6lo tienen un grupo ionizable) de la tabla 2.4. Todos
deberian tener la misma forma general que la de la figura 2.16, pero el punto de infle-
xidn, que representa el punto medio de la titulacién (cuando ya se titul$ la mitad de un
equivalente), caeria mds abajo en la escala de pH cuando el dcido fuera mds fuerte (co-
mo el acido férmico o el 4cido lactico) y serfa mayor con un dcido mas débil (como el
ion amonio o el ion metilamonio).

Las curvas de titulacién de dcidos débiles ilustran una segunda aplicacién impor-
tante de la ecuacion de Henderson-Hasselbalch. En este caso, el pH final es el resultado
de mezclar el 4cido débil (HA) y una base fuerte (OH—). La base se combina con los
iones H® para formar moléculas de agua (H,0); ello reduce la concentracion de HO® y
eleva el pH. Al continuar con la titulacién del dcido débil, se disocia para restaurar su
equilibrio con OH® y H,0. El resultado neto es que la concentracion final de AC es
mucho mayor, y la concentraciéon de HA es mucho menor que las que se manejan en el
caso sencillo en el que se determina el pH sé6lo por la disociacion del dcido débil en
agua (es decir, la solucién de HA en H,O).

El 4cido fosférico (H3;POy) es un 4cido poliprético. Contiene tres dtomos distintos
de hidrégeno que se pueden disociar y formar iones HO® y bases conjugadas correspon-
dientes con una, dos o tres cargas negativas. La disociacién del primer protén sucede
con facilidad y se asocia con una constante de disociacién dcida grande de 7.53 X 107> M
y un pK, de 2.2 en solucién acuosa. Las disociaciones del segundo y tercer protén son
progresivamente menos féciles porque deben disociarse de una molécula que ya tiene
carga negativa.
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EJEMPLO DE CALCULO 2.1 Calculo del pH de soluciones de acido débil

P: ;Cudl es el pH de una solucién de dcido acético 0.1 M?

R: La constante de disociacién del dcido acético es 1.76 X 107> M. El 4cido
acético se disocia en agua para formar acetato y H®. Necesitamos determinar la
[H®] cuando la reaccién llega al equilibrio.

Representemos la concentracién final de H® con la cantidad desconocida x. En
el equilibrio, la concentracién del ion acetato también serd x, y la concentracion
final del 4cido acético sera [0.1 M — x]. Entonces

[HPJ[CH;C00°] &2

1.76 X 107 =
[CH;COOH] 0.1 — x)

Se reordena como sigue:
1.76 X 107 — 1.76 X 1075x = x?
x>+ 176 X 107 x — 1.76 X 10 =0

Esta ecuacion es una ecuacién cuadratica tipica de la forma ax® + bx + ¢, don-
dea=1,b=176X 1077 yc=—-176 X 107, Despejaremos a x con la

férmula acostumbrada:
_ —b = V(b — dac)

2a

X

L 176 X 1070 £ V/((1.76 X 107°)% — 4(1.76 X 10°°))
B 2

x=0.00132 o —0.00132 (se rechaza el resultado negativo)

La concentracién de iones hidrégeno es 0.00132 M, y el pH es
pH = —log[H®] = —log(0.00132) = —(—2.88) = 2.9

Observe que la aportacién de los iones hidrégeno producidos por la disociacién
del agua (10~7) es varios 6rdenes de magnitud menor que la de los iones hidré-
geno producidos por el 4cido acético. Se acostumbra ignorar la ionizacién del
agua en la mayor parte de los cdlculos, siempre que la concentracion inicial
del 4cido débil sea mayor que 0.001 M.

La cantidad de 4cido acético que se disocia para formar H® y CH3COO@ es
0.0013 M cuando la concentracién inicial es 0.1 M. Ello significa que sélo se
disocia el 1.3% de las moléculas de dcido acético y que la concentracion final
de acido acético ([CH3COOH]) es 98.7% de la concentracion inicial. En gene-
ral, el porcentaje de disociacion de soluciones diluidas de dcidos débiles es
menor que 10% y es una aproximacién razonable suponer que la concentracion
final de la forma dcida es igual que su concentracidn inicial. Esta aproxima-
cién tiene muy poco efecto sobre el pH calculado y encierra la ventaja de evitar
ecuaciones cuadraticas.

Suponiendo que la concentracién del CH3;COOH en el equilibrio es 0.1 M, y
que la concentracién de H® s X,

x2

K,=176 X107 = op KT 13X 1073

pH = —log(1.33 X 1073) = 2.88 = 2.9

45
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Figura 2.18 >
Curva de titulacion del acido fosférico

(H3POy). Los tres puntos de inflexion (a 0.5,

1.5y 2.5 equivalentes de la base fuerte
agregada) corresponden a los tres valores
de pK, del acido fosférico (2.2, 7.2y 12.7).
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El 4cido fosférico requiere tres equivalentes de base fuerte para su titulacién com-
pleta y en su curva de titulacién (figura 2.18) son evidentes tres valores de pK,. Estos
tres valores de pK, reflejan las tres constantes de equilibrio y por tanto la existencia de
cuatro especies idnicas posibles (dcidos y bases conjugados) de fosfato inorgdnico. Al
pH fisiolégico (7.4), las especies predominantes de fosfato inorgdnico son H2PO4@
y HPO4® - A pH 7.2, estas dos especies existen en concentraciones iguales. Las con-
centraciones de H3PO,4 y de PO4® son tan bajas cuando el pH es 7.4 que se pueden pa-
sar por alto. Es el caso general de una especie secundaria, cuando el pH estd alejado
mads de dos unidades de su pK,.

O oK oK (0] oK O
I 2.0 || [S) 75O Il [S) 27 O I S}
HO—I|>—OH pr— HO—I|>—O pa— O—I|>—o pr— 0—I|>—o
OH OH OH o°
+ + +
H® H® H®
(2.21)

Muchos 4cidos y bases de importancia bioldgica, como los aminodcidos que se
describen en el capitulo 3, tienen dos o mds grupos ionizables. La cantidad de valores de
pK, para esas sustancias es igual a la cantidad de sus grupos ionizables, que se puede de-
terminar en forma experimental por titulacién.

2.10 Soluciones amortiguadoras para resistir cambios de pH

Si el pH de una solucién permanece casi constante cuando se agregan pequefias cantida-
des de acido o base fuerte, se dice que la solucion estd regulada o amortiguada. La capa-
cidad de una solucién para resistir cambios de pH se llama capacidad de amortiguacion.
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Al repasar las curvas de titulacién del dcido acético (figura 2.16) y del acido fosférico
(figura 2.18) se ve que la regulacion mas efectiva, representada por la regién de pendien-
te minima en la curva, se presenta cuando las concentraciones de un dcido débil y su ba-
se conjugada son iguales; en otras palabras, cuando el pH es igual al pK,. El intervalo
efectivo de amortiguacion por una mezcla de acido débil y su base conjugada se suele
considerar desde una unidad de pH abajo hasta una unidad de pH arriba del pK,.

La mayor parte de los experimentos bioquimicos in vitro con moléculas purifica-
das, extractos celulares o células intactas se hace en presencia de un amortiguador
(también se le llama buffer) adecuado que asegure un pH estable. Para preparar solu-
ciones amortiguadoras se utilizan varios compuestos sintéticos, con una diversidad
de valores de pK,. Por ejemplo, se pueden usar mezclas de dcido acético y acetato de
sodio (pK, = 4.8) para el intervalo de pH de 4 a 6 y mezclas de KH,PO, y K,HPO,
(pK, = 7.2) para el intervalo de 6 a 8. Con frecuencia se usa el aminodcido glicina
(pK, = 9.8) en el intervalo de 9 a 11. En el ejemplo de cédlculo 2.2 se ilustra una forma
de preparar una solucién amortiguadora.

Un ejemplo excelente de la capacidad amortiguadora se encuentra en el plasma
sanguineo de los mamiferos, que tiene un pH notablemente constante. A continuacién
se revisan los resultados de un experimento donde se compara la adicion de una alicuo-
ta de dcido fuerte a un volumen de plasma sanguineo con una adicion similar de 4dcido
fuerte a suero fisioldgico (NaCl 0.15 M) o agua. Cuando se agrega un mililitro de HCI
(4cido clorhidrico) 10 M a 1 litro de suero fisioldgico o de agua cuyo pH inicial es de
7.0 el pH baja a 2.0 (en otras palabras, la [H®] del HCI se diluye a 10”2 M). Sin embar-
go, cuando se agrega 1 mililitro de HCI 10 M a 1 litro de plasma sanguineo humano a
pH de 7.4 el pH s6lo baja a 7.2 —es una impresionante prueba de la eficacia de la regu-
lacion fisioldgica.

EJEMPLO DE CALCULO 2.2 Preparacién de una solucién amortiguadora

P: El 4cido acético tiene pK, = 4.8. ;Cudntos mililitros de 4cido acético 0.1 M
y de acetato de sodio 0.1 M se requieren para preparar 1 litro de una solucién
amortiguadora cuyo pH sea de 5.8?

A: Se sustituyen los valores de pK, y del pH que se desea en la ecuacion de
Henderson-Hasselbalch (ecuacién 2.17):

[Acetato]
5.8 =48 + log

[Acido acético]
Se despeja la relacion de acetato entre dcido acético:
[Acetato]
log————=58-48=1.0
[Acido acético]
[Acetato] = 10 [Acido acético]

Por cada volumen de acido acético se deben agregar 10 volimenes de acetato
(haciendo un total de 11 volimenes de las dos especies idnicas). Se multiplica la
proporcién de cada componente por el volumen que se desea:

p 1
Acido acético necesario: H X 1000 ml = 91 ml
. 10
Acetato necesario: Tl X 1000 ml = 909 ml

Obsérvese que cuando la relacién de [base conjugada] entre [4cido conjugado]
es 10:1, el pH estd exactamente una unidad arriba del pK,. Si la relacién hubiera
sido de 1:10, el pH estaria una unidad mds abajo del pK,.
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Figura 2.19 )

Porcentajes de acido carbdnico y sus bases
conjugadas en funcién del pH. En una solu-
ci6én acuosa a pH 7.4 (el pH de la sangre), las
concentraciones de acido carbénico (H,COs)
y de bicarbonato (HCO5®) son apreciables,

pero la concentracién de carbonato (C03,®)
es despreciable.

HCOO
H® e H®
\/ Fase acuosa de
glébulos
H2C03 sanguineos;
pasa por los
H,O0 é/ /\ H,0 capilares
pulmonares
CO,
(acuoso)
(S J
- N
Espacio
( CO, ) de aire en
£aseoso el pulmé
pulmén
\- /
Figura 2.20 A

Regulacion del pH en la sangre de los mami-
feros. El pH de la sangre esta controlado por
la relacién de [HCO5®] entre pCO,, en los
espacios aéreos de los pulmones. Cuando el
pH de la sangre disminuye por exceso de
HM, pCO, aumenta en los pulmones y res-
taura el equilibrio. Cuando aumenta la con-
centracién de HCO3® porque aumenta el pH
de la sangre, el CO, (gaseoso) se disuelve en
la sangre y se restaura de nuevo el equilibrio.

CO,(acuosos) =

H,CO,

100

totales

Gnico

50

do carb

Porcentaje de especies de

aci
(e

El pH de la sangre se regula principalmente por el sistema amortiguador de dioxi-
do de carbono-dcido carbénico-bicarbonato. En la figura 2.19 se ve una grafica de los
porcentajes de dcido carbénico (H,CO3) y de cada una de sus bases conjugadas en fun-
cién del pH. Nétese que las formas principales del dcido carbonico a pH 7.4 son dcido
carbdnico y el anién bicarbonato (HCO3®).

La capacidad amortiguadora de la sangre depende de los equilibrios entre el didxi-
do de carbono gaseoso (presente en los alveolos pulmonares), el diéxido de carbono
acuoso (se produce en los tejidos que respiran y se disuelve en la sangre), el acido car-
bdnico y el bicarbonato. Como se ve en la figura 2.19, el equilibrio entre bicarbonato y
carbonato (CO3®) no aporta mucho a la capacidad amortiguadora de la sangre porque
el pK, del bicarbonato es de 10.2, demasiado alejado del pH fisiol6gico para ejercer al-
gtin efecto sobre la amortiguacion de la sangre.

El primero de los tres equilibrios importantes en el sistema amortiguador de di6-
xido de carbono-dcido carbénico-bicarbonato es la disociacion del dcido carbénico a
bicarbonato:

H,CO; — H® + HCO;® (2.22)

Este equilibrio se ve influido por un segundo equilibrio, en el que el diéxido de carbo-

no disuelto, CO,(acuoso), estd en equilibrio con su forma hidratada, el dcido carbénico:

CO;,(acuoso) + H,O ——= H,CO; (2.23)

Estas dos reacciones se pueden combinar en un solo equilibrio de reaccién donde el 4ci-
do se representa como CO, disuelto en agua:

CO,(acuoso) + H,0O =— H® + HCO;® (2.24)
El pK, del 4cido es de 6.4.
Por ultimo, el CO,(gaseoso) estd en equilibrio con el CO,(acuoso):
CO,(gaseoso) —— CO,(acuoso) (2.25)

La regulacion del pH en la sangre que producen estos tres equilibrios se ve en forma es-
quematica en la figura 2.20. Cuando el pH de la sangre baja debido a un proceso meta-
bdlico que produce exceso de H®, la concentracién de H,COj3 aumenta en forma
momentédnea, pero el H,CO;5 pierde rdpidamente agua para formar CO, (acuoso) di-
suelto, que entra a la fase gaseosa en los pulmones y se espira como CO, (gaseoso). Un
aumento en la presién parcial de CO, (pCO,) en el aire espirado por los pulmones com-
pensa asi el aumento de iones hidrégeno. Al revés, cuando aumenta el pH de la sangre,
aumenta en forma transitoria la concentracién de HCO3®© en forma momenténea, pero
el pH se recupera con celeridad cuando la frecuencia respiratoria cambia y el CO,(ga-
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seoso0) en los pulmones se convierte en CO,(acuoso) y después en H,COj3 en los capila-
res pulmonares. De nuevo, el equilibrio del sistema amortiguador sanguineo se restaura

con rapidez al cambiar la presion parcial del CO, en los pulmones.

Dentro de las células, tanto las proteinas como los fosfatos inorgdnicos contribu-
yen al amortiguamiento intracelular. La hemoglobina es el amortiguador més fuerte en
la sangre, aparte del amortiguador de diéxido de carbono-dcido carbénico-carbonato.
Como se dijo antes, las especies principales de fosfato inorgdnico presentes a pH fi-
siolégico son el H2PO4@ yel HPO4®, que reflejan el valor del segundo pK, (pK>) del
acido fosforico, 7.2.

Resumen

1.

Debido a la distribucién heterogénea de las cargas en los en-
laces O—H y a su disposicién angulada, la molécula de agua
tiene un dipolo permanente.

. Las moléculas de agua pueden formar puentes de hidrége-

b

no entre si. Los puentes de hidrégeno determinan que el ca-
lor especifico y el calor de vaporizacién del agua sean
altos.

Debido a que es polar, el agua puede disolver electrélitos
cristalinos. Las moléculas de agua forman una esfera de sol-
vatacién en torno a cada ion disuelto. Las moléculas organi-
cas pueden ser solubles en agua si contienen grupos
funcionales i6nicos o polares que puedan formar puentes de
hidrégeno con moléculas de agua.

El efecto hidrofébico es la exclusién de sustancias no pola-
res por parte de moléculas de agua. Los detergentes, que
contienen partes hidrofébicas e hidrofilicas, forman micelas
cuando estdn suspendidos en agua; estas micelas pueden
aprisionar sustancias insolubles en un interior hidrofébico.
Los cadtropos aumentan la solubilidad de compuestos no
polares en agua.

. Las principales interacciones no covalentes que determinan

la estructura y la funcién de las biomoléculas son las interac-
ciones electrostdticas y las hidrofdbicas. Las interacciones

10.

electrostdticas incluyen las interacciones carga-carga, los
puentes de hidrégeno y las fuerzas de van der Waals.

. Bajo condiciones celulares, las macromoléculas no se hidro-

lizan espontdneamente, a pesar de la presencia de altas con-
centraciones de agua. Enzimas especificas catalizan su
hidrdlisis y otras enzimas catalizan su sintesis utilizando
energia.

. A 25°C, el valor de [HP][OH®O] es 1.0 X 107* M2, una

constante que se representa por Ky, (la constante de producto
i6nico para el agua). El agua pura se ioniza produciendo
107" M de H® y 1077 M de OH®.

. La acidez o basicidad de una solucién acuosa depende de la

concentracién de H®, y se describe con un valor de pH.

. La fuerza de un dcido débil se indica por el valor del pK,. La

ecuacion de Henderson-Hasselbalch define el pH de una so-
lucién de dcido débil en términos del pK, y de las concentra-
ciones del dcido débil y de su base conjugada.

Las soluciones amortiguadoras resisten los cambios de pH.
En la sangre humana el sistema amortiguador de diéxido de
carbono-dcido carbénico-bicarbonato mantiene un pH cons-
tante de 7.4.

1. Las cadenas laterales de algunos aminodcidos poseen grupos

funcionales que forman puentes de hidrégeno en soluciones
acuosas con facilidad. Dibuje los puentes de hidrégeno que
probablemente se formen entre el agua y las siguientes cade-
nas laterales de aminoécido:

a) —CH,OH
b) —CH,C(O)NH,

Ny
¢ _CHZ_Q\/N—H

Indique si cada uno de los compuestos siguientes es polar, si
es anfipatico y si se disuelve facilmente en el agua.

a) HO—CH,— CH— CH,— OH
I

OH
Glicerol
Cem ©
b) CH3(CH,);4— CH,—OPO;
Fosfato de hexadecanilo

¢) CH;— (CH,);p—CO0®

Laurato

& o
d) HyN —CH,—COO0

Glicina
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3.

5.

7.

CAPITULO 2 = El agua

La lisis osmética es un método benigno para romper y abrir
células animales con el fin de liberar las proteinas intracelu-
lares. En esta técnica las células se suspenden en una solu-
cién cuya concentracién molar total de solutos es mucho
menor que la que hay en el interior de las células. Explique
por qué esta técnica harfa estallar a las células.

. Cada una de las moléculas siguientes se disuelve en solucio-

nes amortiguadoras de: a) pH = 2y b) pH = 11. Para cada
molécula, indique la solucién en la que predomine la especie
cargada. (Suponga que las moléculas agregadas no cambian
apreciablemente el pH de la solucién).

a) dcido fenillactico, pK, = 4

QCHQCH(OH)COOH

b) Imidazol, pK, = 7
N
2
He

¢) O-metil-y-aminobutirato, pK, = 9.5
(0]

CH,0CCH,CH,CH, —NH

d) Salicilato de fenilo, pK, = 9.6

OH ﬁ
C—OC,H;

Use la figura 2.15 para determinar la concentracion iénica de
H® y OH® en:

a) Jugo de tomate

b) plasma sanguineo humano , y

¢) amoniaco 1 M

. Se puede mediar la interaccién entre dos (o mds) moléculas

en solucién mediante interacciones especificas de puente de
hidrégeno. Los ésteres de forbol pueden ser promotores de tu-
mor al unirse a ciertos aminodcidos que sean parte de la enzi-
ma proteina cinasa C (PKC, de protein kinase C). Trace los
puentes de hidrégeno que cabe esperar se formen en el com-
plejo entre el forbol, promotor de tumores, y la parte de gli-
cina de la PKC, —NHCH,C(O)—

H
R’
O

O H
Forbol

(Cuadl es la concentracién de una solucién amortiguadora de
acido léctico (pK, = 3.9) que contiene CH;CH(OH)COOH

9.

10.

11.

025My CH3CH(OH)COO@ 0.15 M? ;Cuél es el pH de es-
ta soluciéon amortiguadora?

. Se le indica a usted que prepare 100 ml de una solucién amor-

tiguadora de fosfato, pH = 7.2, mezclando 50 ml de la solu-
cién A (Na,HPO,4 0.02 M) y 50 ml de solucién B (NaH,POy4
0.02 M). Vea la tabla 2.4 para explicar por qué con este pro-
cedimiento se prepara bien ese amortiguador a pH y concen-
tracién deseados.

a) ;Cudles son los intervalos de amortiguamiento mds efec-
tivos del MOPS (de (3-(N-morpholino)propanesulfonic
acid, 4cido 3-(N-morfolino)propanosulfénico) y del SHS
(de sodium hydrogen succinato, succinato de sodio e hi-
drégeno)?

S S
O  N— CH,— CH,— CH,— SO
__/
MOPS

HOOC — CH,— CH,— CO0® Na®
SHS

El dtomo de nitrégeno del MOPS se puede protonar
(pK, = 7.2). El grupo carboxilo del SHS se puede ioni-
zar (pK, = 5.5). Calcule la relacién de especies 4dcidas
para cada amortiguador a pH = 6.5.

b) (Cudl amortiguador, MOPS o SHS, mantendria con mds
eficacia el pH si se agregara dcido a una solucién con
pH = 6.5? ;Cual amortiguador serfa més eficaz si se le
agregara ion hidréxido?

Muchos azicares fosforilados (ésteres de fosfato de azica-
res) son intermediarios metabdlicos. Los dos grupos —OH
ionizables del grupo fosfato, en el éster monofosfato de ribo-
sa (5-fosfato de ribosa) tienen valores de pK, igual a 1.2 y
6.6. La forma totalmente protonada del 5-fosfato de a-D-ri-
bosa tiene la siguiente estructura:

(0}

l 5
HO—P—O0—CH, H
| O

OH

OH
a-D-Ribosa 5-fosfato

a) Dibuje, en orden, las especies idnicas que se forman al ti-
tular este azicar fosforilado desde pH 0.0 hasta pH 10.0.
b) Trace la curva de titulacién del 5-fosfato de ribosa.

En el caso normal, el CO, gaseoso es espirado con eficiencia
por los pulmones. Bajo ciertas condiciones, como la enfer-
medad obstructiva pulmonar, o enfisema, la espiracién se al-
tera. El exceso de CO, que se produce en el organismo
puede causar acidosis respiratoria, estado en que se acumula
el exceso de 4cido en los liquidos corporales. ;Como es que
causa acidosis respiratoria el exceso de CO,?



12. Los compuestos orgdnicos en las dietas de los animales son
fuente de iones basicos y pueden ayudar a combatir los tipos
no respiratorios de acidosis. Muchas frutas y verduras con-
tienen sales de 4cidos orgédnicos que se pueden metabolizar
como se muestra abajo en el caso del lactato de sodio. Expli-
que cémo pueden ayudar las sales de dcidos en la dieta a ali-
viar la acidosis metabdlica.

OH

|
CH,— CH—COOPNL + 30, — >

Na® + 200, + HCOL + 2H,0

13. La absorcion de los alimentos en el estémago y los intestinos
depende de la capacidad de las moléculas para penetrar las
membranas celulares y pasar al torrente sanguineo. Como es
mas probable que sean absorbidas las moléculas hidrofébi-
cas que las moléculas hidrofilicas o cargadas, la absorcién
de las medicinas por administracion oral puede depender de
sus valores de pK, y del pH de los érganos digestivos. La
aspirina (4cido acetilsalicilico) tiene un grupo carboxilo
ionizable (pK, = 3.5). Calcule el porcentaje de la forma pro-
tonada de aspirina, disponible para su absorcion en el estd-
mago (pH = 2.0) y en el intestino (pH = 5.0).

O

C—OH

O—C—CH;
O

Aspirina

14. ;Qué porcentaje de glicinamida, ®H3NCH2CONH2 (pK, =
8.20) no estd protonado a a) pH = 7.5, b) pH = 8.2 y ¢)
pH =9.0?

Lecturas seleccionadas
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15. Vea la siguiente tabla y la curva de titulacién para determi-
nar a cudl compuesto de la tabla corresponde la curva de ti-

tulacion.

Compuesto PK; pPK; pK;
Acido fosférico 2.15 7.20 12.15
Acido acético 476
Acido succinico 421 5.64
Acido bérico 9.24 12.74
Glicina 2.40 9.80

14
12 1
10 A S
= 87
o 6 -
4
2 -
O Ll Ll Ll
0 0.5 1 1.5 2

Equivalentes de OH®

16. Indique cudl(es) de la(s) sustancia(s) siguientes es (0 son)
soluble(s) en agua.

CH,0H
HO—CH . e ch,  CHs CH;
NN X
H Yo OH
HO OH

CH;

a) Vitamina C b) Vitamina A

¢) B-caroteno

Agua

Chaplin, M. F. (2001) Water, its importance to
life. Biochemistry and Molecular Biology Edu-
cation 29:54-59. Este articulo resume algunas
de las importantes propiedades bioldgicas del
agua y avanza bastante respecto a la descripcién
que contienen muchos libros de texto.

Stillinger, F. H. (1980). Water revisited. Science
209:451-457. Resumen y evolucién de experi-
mentos cuyo objeto es determinar la estructura
del agua liquida.

Verkman, A. S. (2001). Solute and macromolecu-
lar diffusion in cellular aqueous compartments.
Trends Biochem. Sci. 27:27-33. Breve repaso de
experimentos recientes para medir velocidades
de difusion en el interior de una célula.

Interacciones no covalentes

Frest, A. R. (1987). The hydrogen bond in mole-
cular recognition. Trends Biochem. Sci. 12:301-
304. Descripcion de la fuerza de las
interacciones de enlazamiento a través de puen-
tes de hidrégeno en los complejos enzima-sus-
trato y en ADN.

Frieden, E. (1975). Non-covalent interactions. J.
Chem. Educ. 52:754-761. Repaso de las clases
de interacciones no covalentes que hay en siste-
mas bioldgicos, con diversos ejemplos.

Tanford, C. (1980). The Hydorphobic Effect:
Formation of Micelles and Biological Membra-
nes. 2" Ed. (Nueva York: John Wiley & Sons).
Descripcién completa de micelas e interacciones
hidrofébicas.

Calculos bioquimicos

Montgomery, R. y Swenson, C. A. (1976).
Quantitative Problems in Biochemical Sciences,
2" Ed. (San Francisco: W. H. Freeman).

Segel, I. H. (1976). Biochemical Calculations:
How to solve Mathematical Problems in Gene-
ral Biochemistry, 24 Ed. (Nueva York: John
Wiley & Sons).

Soluciones amortiguadoras

Stoll, V. S., y Blanchard, J. S. (1990). Buffers:
principles and practice. Methods Enzymol.
182:24-38. Una guia préctica para seleccionar y
preparar soluciones amortiguadoras.
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capitulo
tres

Los aminoacidos y
la estructura primaria
de las proteinas

1 estudio de las proteinas ha ocupado a los bioquimicos durante mds de un siglo.

Comprender las composiciones, formas tridimensionales y actividades quimicas

de estas biomoléculas puede ser la clave para acometer algunos de los desafios
cientificos mas apremiantes. Por ejemplo, el proceso de la fotosintesis es una de las ru-
tas bioquimicas mds importantes, por su papel en la captacion de la energia solar. Un
examen estructural detallado de las numerosas proteinas que efectdan la fotosintesis es-
ta permitiendo comprender este proceso fundamental. Otra drea activa de investigacién
es el estudio de las proteinas de bacterias termdfilas. Esas bacterias prosperan a altas
temperaturas, en algunos casos mayores que 100°C, pero llevan a cabo las mismas cla-
ses de reacciones bioquimicas comunes que todas las células. ;Qué tienen de diferente
las proteinas de las bacterias termdfilas que les permite desarrollar actividad a tempera-
turas que destruirian a la mayoria de las demas bacterias?

Muchos problemas relacionados con la medicina requieren comprender las pro-
teinas y su forma de trabajar. Uno de estos casos es el virus de la inmunodeficiencia
humana 1 (VIH-1), vinculado con el SIDA (sindrome de inmunodeficiencia adquirida).
Como la mayor parte de los retrovirus, éste muta con mucha frecuencia y produce ce-
pas nuevas que son resistentes a los tratamientos normales. Hoy se sabe que la enzima
decisiva de la alta frecuencia de mutaciones es la transcriptasa reversa y se han estu-
diado con detalle su estructura y funciones. También son conocidas las estructuras de
las proteinas de la cubierta virica, cuyos genes mutan en las cepas nuevas. Los investi-
gadores estan descubriendo la forma en que esas mutaciones permiten a los virus supe-
rar las mejores defensas que puede crear la ciencia médica. Es de esperarse que esta
informacién conduzca a mejores tratamientos del SIDA y otras enfermedades causadas
por retrovirus.

Hay muchas clases distintas de proteinas. La lista que sigue, aunque incompleta,
contiene la mayor parte de las funciones bioldgicas importantes de las protefnas.

Arriba: L-Arginina, uno de los 20 aminoacidos comunes.
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1. Muchas proteinas actian como enzimas, los catalizadores bioquimicos. Las enzi-
mas catalizan casi todas las reacciones que suceden en los organismos vivos.

2. Algunas proteinas se unen con otras moléculas para su almacenamiento y trans-
porte. Por ejemplo, la mioglobina se enlaza con el oxigeno en las células de los
musculos esquelético y cardiaco, mientras que la hemoglobina se une y transpor-
ta al O, y al CO, en los glébulos rojos.

3. Algunas proteinas, como la tubulina, actina y coldgena, proporcionan soporte y
forma a las células, y en consecuencia a los tejidos y los organismos.

4. Los conjuntos de proteinas pueden efectuar trabajo mecdnico, como el movi-
miento de flagelos, la separacién de cromosomas en la mitosis y la contraccion
de los musculos.

5. Muchas proteinas desempefian un papel en la descodificacién de la informacion
celular. Algunas intervienen en la traduccion, mientras que otras juegan un papel
en la regulacién de la expresion genética al unirse a los dcidos nucleicos.

6. Algunas protefnas son hormonas que regulan las actividades bioquimicas en las
células o los tejidos blancos; otras proteinas sirven como receptores de las hormonas.

7. Algunas proteinas desarrollan funciones muy especializadas. Por ejemplo, los
anticuerpos defienden a los vertebrados contra infecciones bacterianas y viricas,
y las toxinas, que producen algunas bacterias, matan organismos mayores.

Se dard inicio al estudio de las proteinas —que también se llaman polipéptidos—
explorando las estructuras y propiedades quimicas de sus aminodcidos componentes. En
este capitulo también se describe la purificacion, analisis y secuenciacion de polipéptidos.
En el capitulo 4 se presentard la estructura tridimensional de las cadenas plegadas de
polipéptidos. Los capitulos 5 y 6 describen las propiedades de las enzimas.

3.1 Estructura general de los aminoacidos

Todos los organismos emplean los mismos 20 aminoacidos como bloques constructivos
para armar las moléculas de proteina. A estos 20 aminodcidos se les llama aminodcidos
comunes, estdndar o normales. A pesar de la poca cantidad de los aminodcidos, se pue-
de obtener una variedad enorme de distintos polipéptidos al unir los 20 aminodcidos co-
munes para formar distintas combinaciones.

Los aminodcidos se llaman asi porque son derivados aminados de 4cidos carboxi-
licos. En los 20 aminodcidos comunes, los grupos amino y carboxilo estdn unidos al
mismo atomo de carbono: el atomo de carbono «. Asi, todos los aminodacidos estandar
que contienen las proteinas son a-aminodcidos. Al carbono « se unen otros dos sustitu-
yentes: un dtomo de hidrégeno y una cadena lateral (R) que es tnica para cada aminoa-
cido. En los nombres quimicos de los aminoacidos, los dtomos de carbono se
identifican con niimeros que comienzan en el dtomo de carbono del grupo carboxilo.
[El nombre quimico correcto, o nombre sistemdtico, se apega a reglas establecidas por
la Unién Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC, de International Union
of Pure and Applied Chemistry) y la Unidén Internacional de Bioquimica y Biologia
Molecular (IUBMB, de International Union of Biochemistry and Molecular Bio-
logy))]. Si el grupo R es —CHj3, el nombre sistemadtico de ese aminodcido serfa dcido
2-aminopropanoico. (El 4cido propanoico es CH;—CH,—COOH). El nombre trivial
de CH3;—CH(NH;,)—COOH es alanina. Hay una nomenclatura alternativa que usa le-
tras griegas para identificar al carbono « y los dtomos de carbono de la cadena lateral.
La nomenclatura alternativa identifica al 4tomo de carbono en relacién con el grupo
carboxilo, por lo que no se especifica al 4&tomo de carbono del grupo carboxilo, a dife-
rencia de la nomenclatura sistematica, donde ese carbono tiene el nimero 1. Los bio-
quimicos han usado, por tradicion, la nomenclatura alternativa.

Dentro de una célula, bajo condiciones fisioldgicas normales, el grupo amino esta
protonado (—NH3®) porque el pKa de este grupo es cercano a 9. El grupo carboxilo

R

)
H,N— CH— COOH
o

R

@ |
H,N— CH—COOH

A Convenciones de numeracién para amino-
acidos. En los nombres tradicionales, los
atomos de carbono adyacentes al grupo
carboxilo se identifican por las letras griegas
«, B, v, etc. En la nomenclatura oficial de
IUPAC/IUBMB para nombres quimicos, o
nombres sistematicos, el &tomo de carbono
del grupo carbonilo tiene el nimero 1, y los
carbonos adyacentes se numeran en forma
secuencial. Entonces, el carbono « en los
nombres tradicionales es el atomo de carbono
2 en los nombres sistematicos.
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Figura 3.1»

Dos representaciones de un L-aminoéacido a
pH neutro. a) Estructura general. Un amino-
acido tiene un grupo carboxilato (donde el
atomo de carbono es el C-1), un grupo
amino, un atomo de hidrégeno y una cadena
lateral (o grupo R), todos unidos al C-2 (el
carbono «). Las cufias llenas indican los enlaces
arriba del plano del papel, las cufias entrecor-
tadas indican enlaces atras del plano del papel.
Los extremos grandes de las cufias estan mas
cerca del espectador que los extremos pun-
tiagudos. b) Modelo de bolas y palillos de la
serina (cuyo grupo R es —CH,OH). Obsér-
vense los sistemas alternativos de numeracion
y letras para los &tomos de carbono. (Véase
esta figura a todo color al final del libro).

esté ionizado (—COO®) porque el pK, de ese grupo es menor que 3, como se estudid
en la seccién 2.9. Asi, en el intervalo fisiolégico de pH, que es de 6.8 a 7.4, los aminoa-
cidos son zwitteriones, o iones dipolares, aunque su carga neta pueda ser cero. Habra
ocasion de ver, en la seccién 3.4, que algunas de las cadenas laterales se pueden ionizar
también. Los investigadores representan siempre las estructuras de los aminodcidos en
formas que tengan importancia bioldgica, y es la razén por la cual el lector verd zwitte-
riones en las figuras siguientes.

La figura 3.1a muestra la estructura general de un aminodcido en perspectiva. La
figura 3.1b presenta un modelo de bolas y palillos para un aminoécido representativo, la
serina, cuya cadena lateral es —CH,OH. Los dtomos de carbono de una cadena lateral
se identifican en sucesion como 3, vy, 8 y &, que indican los carbonos 3, 4, 5 y 6, respec-
tivamente. El nombre sistemadtico de la serina es dcido 2-amino-3-hidroxipropanoico.

En 19 de los 20 aminodcidos que se usan en la biosintesis de proteinas, el &tomo de
carbono « es quiral, o asimétrico, porque tiene cuatro grupos diferentes unidos a él. La
excepcion es la glicina, cuyo grupo R sélo es un dtomo de hidrégeno (Ia molécula no es
quiral, porque el atomo de carbono « estd unida a dos dtomos idénticos de hidrégeno).
Los 19 amino4cidos quirales pueden, en consecuencia, existir como estereoisémeros. Los
estereoisomeros son compuestos que tienen la misma férmula molecular pero difieren
en el orden o configuracion de sus 4tomos en el espacio. Los dos estereoisémeros son
moléculas distintas que no se pueden interconvertir con facilidad entre si ya que un
cambio de configuracién requiere romper uno o mas enlaces. Los estereoisdmeros de
aminodcidos no son imdgenes especulares (es decir, imdgenes en espejo) superponi-
bles; a dichos estereoisémeros se les llama enantiomeros. Dos de los 19 aminodcidos
quirales, la isoleucina y la treonina, presentan dos dtomos quirales de carbono cada uno.
Laisoleucina y la treonina pueden formar, cada una, cuatro estereoisomeros diferentes.

Por convencidn, los pares de imdgenes especulares de aminodcidos se indican como
D (por dextro, de dexter, derecho en latin) y L (por levo, de laevus, izquierdo en latin).
La configuracién del aminodcido de la figura 3.1a es L; la de su imagen especular es D.
Para asignar la identificacién estereoquimica se traza la férmula del aminodcido en di-
reccidn vertical, con su grupo a-carboxilato en la parte superior y su cadena lateral en
la parte inferior, ambas alejandose del espectador. En esta orientacion, el grupo a-amino
del isémero L estd a la izquierda del carbono « y el del isémero D estd a la derecha,
como se ve en la figura 3.2. (Los cuatro d4tomos unidos al carbono «a ocupan las cuatro
esquinas de un tetraedro, en forma muy parecida a como los dtomos de hidrégeno se
unen al oxigeno en el agua, seglin se representa en la figura 2.4).

Los 19 aminodcidos quirales con los que se ensamblan las proteinas presentan la
configuracién L, aunque en la naturaleza se encuentran unos pocos D-aminodcidos. Por
convencidn, se supone que los aminodcidos tienen la configuracion L, a menos que se

b)
Grupo a-carboxilato
l—l—|
R S
m ﬁ(x—carbono
Grupo
Ol-amino

5 -
4P
B—carbonoJ 9

Cadena lateral

@ Nitrégeno
@ Oxigeno

‘ o-carbono
‘ Carbono
O Hidrégeno
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indique especificamente que son D. Con frecuencia se aconseja dibujar las estructuras
de los L-aminodcidos en una forma no comprometida estereoquimicamente, en especial
cuando no es critica para determinada descripcion una representacion estereoquimica
correcta.

El hecho de que todos los organismos vivos empleen los mismos aminodcidos es-
tdndar en la sintesis de sus proteinas es prueba de que todas las especies en la Tierra
descienden de un ancestro comun. Al igual que los organismos modernos, el dltimo
ancestro comun (LCA, de last common ancestor) debe haber usado aminodcidos L y no D.
Mezclas de L- y b-aminoécidos se forman bajo condiciones que semejan las que impe-
raban cuando apareci6 por primera vez la vida en la Tierra, hace 4000 millones de afios,
y ambos enantidmeros se encuentran en meteoritos y en la cercania de las estrellas. No
se sabe como o por qué las formas primitivas de vida seleccionaron los aminodcidos L
en la mezcla hipotética de enantiomeros presente cuando aparecié por primera vez la
vida. Es probable que las primeras proteinas estuvieran formadas por una pequefia can-
tidad de aminodcidos simples, y la seleccién de aminodcidos L frente a aminoédcidos D
fuera un evento aleatorio. Los organismos vivos modernos no seleccionan aminodcidos
L de una mezcla ya que sélo sintetizan aminodcidos L en cantidades suficientes. Asi, el
predominio de aminodcidos L en las especies modernas se debe a la evolucién de las ru-
tas metabodlicas que producen aminodcidos L y no aminodcidos D (capitulo 17).

3.2 Estructuras de los 20 aminoacidos comunes

Las estructuras de los 20 aminoécidos que suelen encontrarse en las proteinas se mues-
tran en las figuras siguientes, como proyecciones de Fischer. En las proyecciones de
Fischer, los enlaces horizontales en un centro quiral se extienden hacia el espectador y
los verticales se alejan (como en las figuras 3.1 y 3.2). El examen de las estructuras
revela que hay considerable variacién en las cadenas laterales de los 20 amino4cidos.
Algunas cadenas laterales son no polares, y en consecuencia hidrofébicas, mientras que
otras son polares o ionizadas a pH neutro y en consecuencia son hidrofilicas. Las pro-
piedades de las cadenas laterales tienen gran influencia sobre la forma tridimensional
general, o conformacién, de una proteina. Por ejemplo, la mayor parte de las cadenas
laterales hidrofébicas de una proteina hidrosoluble se pliegan hacia el interior y le pro-
porcionan a la proteina una forma compacta y globular.

< Figura 3.2

Pares de imagenes especulares de amino-
acidos. a) Modelos de bolas y palillos de

L-serina y D-serina. Obsérvese que las dos
moléculas no son idénticas; no se pueden
sobreponer. b) L-Serina y p-serina. (Véase
esta figura a todo color al final del libro).

En la seccion 3.3 se describen algunos
aminoacidos no estandar.
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RECUADRO 3.1 Una nomenclatura alternativa

El sistema RS de nomenclatura de configuraciéon también se con doble enlace con el oxigeno, tiene mayor prioridad
usa a veces para describir los centros quirales en los aminoa- que el —CH,OH. El orden de prioridades de los grupos
cidos. Este sistema RS se basa en asignar una secuencia de mds comunes, de menor a mayor, es —H, —CHj, —
prioridades a los cuatro grupos unidos a un dtomo de carbono C¢Hs, —CH,0OH, —CHO, —COOH, —COOR, —NH,,
quiral. Una vez asignadas, las prioridades de grupo se usan —NHR, —OH, —OR y —SH.

para establecer la configuracién de la molécula. Las priorida-
des se numeran del 1 al 4 y se asignan a grupos, de acuerdo
con las reglas siguientes:

Con estas reglas en mente, imaginese el lector que la mo-
lécula es el volante de un automovil, con el grupo de prioridad
minima (ndimero 4) alejandose de usted (como la columna de la
direccidn) y los otros tres grupos en torno a la orilla del volan-
te. Siga la orilla del volante, moviéndose desde el grupo de ma-
xima prioridad hacia el grupo de minima prioridad (1, 2, 3). Si
el movimiento es en el sentido de las manecillas del reloj, la
configuracién es R (de rectus, derecho en latin). Si el movi-
miento es contrario al de las manecillas del reloj, la configura-
cién es S (de sinister, izquierdo en latin). La figura demuestra la
asignacidn de la configuracion S a la L-serina de acuerdo con el
sistema RS. La L-cisteina tiene la configuracién opuesta, R.
Como no todos los aminodcidos que hay en las proteinas tienen
3. Si un dtomo estd unido con un enlace doble o triple, se ~ la misma designacion RS, en bioquimica se usa con mads fre-

cuenta una vez por cada enlace formal. Asi, el —CHO,  cuencia el sistema DL.

1. Para dtomos unidos directamente al carbono quiral, al
que tenga la masa atdmica menor se le asigna la prioridad
minima (nimero 4).

2. Si hay dos 4tomos idénticos unidos al carbono quiral, se
decide la prioridad por la masa atémica de los siguientes
atomos unidos. Por ejemplo, un grupo —CHj tiene me-
nor prioridad que un grupo —CH,Br porque el hidrége-
no tiene menor masa atémica que el bromo.

b) < Asignacién de configuraciéon de acuerdo
con el sistema RS. a) Cada grupo unido a un
carbono quiral recibe una prioridad con base
en su masa atémica; la prioridad minima es 4.
b) Orientando la molécula con el grupo de
prioridad 4 alejandose (atréas del carbono qui-
ral) y siguiendo la trayectoria desde el grupo
de maxima prioridad al de minima prioridad,
se puede establecer la configuracion absoluta.
Si la secuencia 1, 2, 3 tiene el sentido de las
Configuracién S manecillas del reloj, la configuracién es R. Si
la secuencia 1, 2, 3 tiene sentido contrario al
de las manecillas del reloj, su configuracién
es S. La L-serina tiene la configuracion S.

En las figuras se usan las abreviaturas de tres y de una letra para indicar cada ami-
nodcido. La abreviatura de tres letras es evidente (en inglés), pero la abreviatura simple
de una letra es menos obvia. Varios aminodcidos comienzan con la misma letra, de mo-
do que se deben usar otras letras del alfabeto para tener una designacién adecuada; por
ejemplo, treonina = T, tirosina = Y y triptéfano = W. Estos identificadores se deben
memorizar.

Es importante aprenderse las estructuras de los aminodcidos estdndar porque se
mencionardn con frecuencia en los capitulos sobre estructura de proteinas, enzimas y
sintesis de proteinas. En las secciones que siguen los aminodcidos estdndar se agrupa-
ron por sus propiedades generales y las estructuras quimicas de sus cadenas laterales.
Las cadenas laterales pertenecen a las siguientes clases quimicas: alifdtica, aromatica,
sulfurada, alcohol, base, 4dcido y amida. De los 20 aminoécidos, cinco se subdividen en
muy (o altamente) hidrofébicos (en gris claro) y siete se clasifican como muy hidrofili-
cos (en negro). Comprender la clasificacién de los grupos R simplificard la memoriza-
cién de las estructuras y los nombres.
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A. Grupos R alifaticos

La glicina (Gly, G) es el aminodcido mas pequefio porque su grupo R no es mds que un 4to-
mo de hidrégeno; en consecuencia, el carbono « de la glicina no es quiral. Los dos dtomos
de hidrégeno del carbono « de la glicina imparten poco cardcter hidrofébico a la molécula.
Después habra oportunidad de comprobar que la glicina desempefia un papel tnico en la
estructura de muchas protefnas porque su cadena lateral es lo bastante pequefia como para
tener cabida en nichos en los que a otros aminodcidos les resultaria imposible hacerlo.

O O O O
COO COO COO@ COO COO
® | ® ® | ® | @ |
H;N—C—H H;N—C—H H;N—C—H H;N—C—H H;N—C—H
H CH; CH CH, H;C—C—H
H C/ \CH | |
3 3 /CS CH,
|
H,C CH; CH,
Glicina [G] Alanina [A] Valina [V] Leucina [L] Isoleucina [I]

(Gly) (Ala) (Val) (Leu) (Ile)

Hay cuatro aminodcidos: alanina (Ala, A), valina (Val, V), leucina (Leu, L) y el
isémero estructural de la leucina, isoleucina (Ile, I), que tienen cadenas laterales alifati-
cas saturadas. La cadena lateral de la alanina es un grupo metilo, mientras que la valina
presenta una cadena lateral ramificada con tres carbonos, y la leucina y la isoleucina
contienen una cadena lateral ramificada de cuatro carbonos cada una. Los dtomos de
carbono a y 3 de la isoleucina son asimétricos. Ya que la isoleucina tiene dos centros
quirales, posee cuatro estereoisomeros posibles. El estereoisomero que presentan las
proteinas se denomina L-isoleucina, y el aminodcido que difiere en el carbono « se lla-
ma L-aloisoleucina (figura 3.3, en la pagina siguiente). Los otros dos estereoisémeros
son la D-isoleucina y la D-aloisoleucina.
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RECUADRO 3.2 Nombres comunes de aminoacidos

Alanina probablemente de aldehido + “an” (por como- ~ Metionina  la cadena lateral es un dtomo de azufre
didad) + amina (1849) (theion, azufre en griego) con un grupo metilo
Arginina cristaliza como sal de plata; de argentum, plata, (1928)
en latin (1886) Fenilalanina alanina con un grupo fenilo (1883)
Asparagina  se aisl6 en los espdrragos, por primera vez (1813)  Prolina forma corrompida de “pirrolidina” porque forma
Aspartato  similar a la asparagina (1836) un anillo de pirrolidina (1904)
Glutamato ~ se identificé por primera vez en el gluten de Serina de sericum, seda en latin; la serina es comuin en
proteina vegetal (1866) la seda (1865)
Glutamina  similar al glutamato (1866) Treonina ?fa;e;%i)do al azidcar treosa, con cuatro carbonos
Glicina de glykys (dulce en griego). Sabor dulce (1848) L . o o )
L . . . . ) Triptéfano  aislado de un digerido triptico de proteina +
Cisteina de kystis, vejiga en griego; se descubrid en cilcu- phanein (aparecer, en griego) (1890)
los de la vejiga (1882) o ) )
- s . Tirosina estd en el queso, de fryros, queso en griego
Histidina se aislé por primera vez en el esperma de estu- (1890)
rién. El nombre viene de histidin, tejido en griego . . . . )
Valina derivado del dcido valérico, de la planta del gé-
(1896) )
. . . nero Valeriana (1906)
Isoleucina  isémero de la leucina
Leucina de leukos, blanco en griego. Forma cristales
blancos (1820) Fuentes: Oxford English Dictionary, 2* Ed. y Leung, S. H. (2000)
Lisina producto de hidrdlisis de proteinas; de lysis,  “Amino Acids, Aromatic Compounds, and Carboxylic Acids. How Did
aflojamiento en griego (1891) They Get Their Common Names?”. J. Chem. Educ. 77:48-49.
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Figura 3.3 >
Estereoisdmeros de la isoleucina.
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La alanina, valina, leucina e isoleucina desempefian un papel importante en el es-
tablecimiento y mantenimiento de las estructuras tridimensionales de las protefnas por
su tendencia a agruparse lejos del agua. La valina, leucina e isoleucina se conocen como
aminodcidos de cadena ramificada porque sus cadenas laterales de dtomos de carbono
contienen ramificaciones. Los tres aminodcidos son muy hidrofébicos.

La prolina (Pro, P) difiere de los 19 aminoacidos porque su cadena lateral de tres
carbonos estd unida al nitrégeno de su grupo a-amino y también al carbono « forman-
do una molécula ciclica. El resultado es que la prolina contiene un grupo amino secun-
dario y no uno primario. El anillo heterociclico de pirrolidina en la prolina restringe la
geometria de los polipéptidos, en los que introduce a veces cambios abruptos en la di-
reccion de la cadena del péptido. La estructura ciclica de la prolina la vuelve mucho
menos hidrofébica que valina, leucina e isoleucina.

B. Grupos R aromaticos

La fenilalanina (Phe, F), tirosina (Tyr, Y) y el triptéfano (Trp, W) presentan cadenas la-
terales con grupos aromadticos. En el caso de la fenilalanina es una cadena hidrofébica
bencilica. La tirosina se parece estructuralmente a la fenilalanina; en la tirosina, un gru-
po hidroxilo (— OH) sustituye al hidrégeno para de la fenilalanina lo que la convierte
en un fenol. El grupo hidroxilo de la tirosina es ionizable, pero bajo condiciones fisiol6gi-
cas normales retiene su hidrégeno. La cadena lateral del triptéfano contiene un grupo
indol biciclico. La tirosina y el triptéfano no son tan hidrofébicos como la fenilalanina
porque en sus cadenas laterales hay grupos polares.

Los tres aminodcidos aromaticos absorben luz ultravioleta (UV) porque, a diferen-
cia de los aminoacidos alifaticos, los aromaticos contienen electrones 7r deslocalizados.
A pH neutro tanto el triptéfano como la tirosina absorben luz a una longitud de onda de
280 nm, mientras que la fenilalanina es casi transparente a 280 nm y absorbe débilmen-
te luz a 260 nm. Dado que la mayor parte de las proteinas contienen triptéfano y tirosi-
na éstas absorben luz a 280 nm. La absorbencia a 280 nm se usa en forma rutinaria para
estimar la concentracion de proteinas en las soluciones.

C. Grupos R sulfurados

La metionina (Met, M) y la cisteina (Cys, C) son los dos aminoacidos azufrados. La
metionina contiene un grupo tioéter metilo, no polar, en su cadena lateral, lo que la con-
vierte en uno de los aminodcidos mds hidrofébicos. La metionina desempefia un papel
especial en la sintesis de proteinas porque casi siempre representa el primer aminodci-
do en una cadena de polipéptido. La estructura de la cisteina se parece a la de la alani-
na, con un dtomo de hidrégeno reemplazado por un grupo sulfhidrilo (— SH).

Aunque la cadena lateral de la cisteina es algo hidrofébica, también es muy reacti-
va. Debido a que el 4tomo de azufre es polarizable, el grupo sulthidrilo de la cisteina
puede formar puentes de hidrégeno débiles con el oxigeno y el nitrégeno. Ademds, el
grupo sulfhidrilo de la cisteina es un dcido débil, lo cual le permite perder un protén y
transformarse en un ion tiolato con carga negativa.
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Un compuesto llamado cistina se puede aislar cuando se hidrolizan algunas protei-
nas. La cistina se forma con dos moléculas oxidadas de cisteina unidas por un enlace
disulfuro (figura 3.4). La oxidacién de los grupos sulthidrilo de las moléculas de cistei-
na sucede con mds facilidad a valores de pH ligeramente alcalinos porque los grupos
sulfhidrilo se ionizan a pH alto. Las dos cadenas laterales de cisteina deben ser adya-
centes en la estructura tridimensional espacial para formar un puente de disulfuro, pero
no necesitan estar cercanas entre si en la secuencia de aminodcidos de una cadena poli-
peptidica. Hasta se pueden encontrar en distintas cadenas polipetidicas. Los enlaces o
puentes disulfuro pueden estabilizar las estructuras tridimensionales de algunas protei-
nas por enlaces cruzados entre residuos de cisteina en las cadenas peptidicas. (La mayor
parte de las proteinas carece de puentes de disulfuro porque las condiciones imperantes
en el interior de las células no favorecen la oxidacién. Sin embargo, muchas proteinas
secretadas o extracelulares contienen puentes disulfuro).

D. Cadenas laterales con grupos alcohol

La serina (Ser, S) y la treonina (Thr, T) tienen cadenas laterales polares sin carga que
contienen grupos B-hidroxilo. Estos grupos alcohol dan cardcter hidrofilico a las cade-
nas laterales alifaticas. Ademas de la cadena lateral fendlica mas acida de la tirosina, los
grupos hidroxilo de la serina y la treonina despliegan las propiedades débiles de ioni-
zacion de los alcoholes primarios y secundarios. El grupo hidroximetilo de la serina
(—CH,OH) no se ioniza en forma apreciable en soluciones acuosas; empero, este alco-
hol puede reaccionar dentro de los sitios activos de varias enzimas como si estuviera
ionizado. La treonina, como la isoleucina, cuenta con dos centros quirales, los 4tomos
de carbono a y B. La L-treonina es el inico de los cuatro estereoisémeros que se en-
cuentra con frecuencia en las proteinas. (Los otros estereoisémeros son D-treonina,
L-alotreonina y D-alotreonina).

E. Grupos R basicos

La histidina (His, H), lisina (Lys, K) y arginina (Arg, R) presentan cadenas laterales
hidrofilicas que son bases nitrogenadas y tienen carga positiva a pH 7. La cadena late-
ral de la histidina contiene un sustituyente de anillo de imidazol. La forma protonada de
este anillo se llama ion imidazolio (seccién 3.4). La lisina es un diaminodcido y tiene
grupos amino « y € al mismo tiempo. El grupo g-amino existe como ion alquilamonio
(—CH, —NH3@) a pH neutro y confiere una carga positiva a las protefnas. La arginina
es el mas basico de los 20 aminodcidos porque su cadena lateral de ion guanidinio estd
protonada bajo todas las condiciones que se encuentran de manera habitual dentro
de una célula. Las cadenas laterales de arginina también aportan cargas positivas a
las proteinas.

< Figura 3.4

Formacion de la cistina. Cuando una oxidacion
une los grupos sulfhidrilo de dos moléculas de
cisteina el compuesto que resulta es un disul-

furo llamado cistina.
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TABLA 3.1 Escala de hidropatia para

residuos de aminoacidos F. Grupos R acidos y sus amidas derivadas

Cambio de
energia libre
para transferencia®
Aminoécido (kJ mol™)

El aspartato (Asp, D) y el glutamato (Glu, E) son aminoécidos dicarboxilicos y tienen ca-
denas laterales hidrofilicas con carga negativa a pH 7. Ademads de los grupos carboxilo ¢,
el aspartato posee un grupo carboxilo 8y el glutamato un grupo carboxilo vy. El aspartato
y el glutamato confieren carga negativa a las proteinas porque sus cadenas laterales se en-
Muy hidrofébicos cuentran ionizadas a pH 7. A veces se les llama dcido aspdrtico y dcido glutdmico, respec-
tivamente, pero bajo la mayoria de las condiciones fisioldgicas se encuentran como bases

Isoleucina 3.1 . . . . .

o conjugadas y, al igual que otros carboxilatos, tienen el sufijo ato. Es probable que el glu-
EolEl b o tamato sea conocido bajo la forma de su sal monosddica, el glutamato monosédico (MSG,
Valina 23 de monosodium glutamate), que se usa en alimentos como intensificador de sabores.
Leucina 22 La asparagina (Asn, N) y la glutamina (Gln, Q) son las amidas del 4dcido aspdrtico y
Metionina 11 el écid(? glutdmico, .respectivamente. Aunque l.as ca.denas laterales de la asparagina y la

. glutamina son eléctricamente neutras, estos aminodcidos son muy polares y se encuentran
Menos hidrofébicos . . , . .

' , con frecuencia en las superficies de las proteinas, donde pueden interactuar con molécu-
Triptéfano L5 las de agua. Los grupos amida polares de la asparagina y la glutamina también pueden
Alanina 1.0 formar puentes de hidrégeno con las cadenas laterales de otros aminodcidos polares.
Glicina 0.67
. i coo® coo® coo® coo®
Tirosi 0.08 ® | ® | ® ®

st - H,N—C—H H,N—C—H H.N—C—H H,N—C—H
Prolina ~0.29 | |
CH, CH H H
Treonina —0.75 ‘ - ‘ 2 C‘j 2 ? 2
Serina 11 coo® CH, C CH,
R \ 7N ‘
Muy hidrofilicos co O@ H,N (@) C
Histidina ~17 an” Yo
2
Glutamato —2.6
Asparagina 27 Aspartato [D] Glutamato [E] Asparagina [N] Glutamina [Q]
Glutaming 0 (Asp) (Glu) (Asn) (Gln)
Aspartato -3.0
Lisina _46 G. Hidrofobicidad de las cadenas laterales de aminoacidos
Arginina —75 Las diversas cadenas laterales en los aminodcidos van desde muy hidrofébicas hasta muy
Bl eambiod . . . hidrofilicas pasando por débilmente polares. La hidrofobicidad o hidrofilicidad (o hidro-
¢ i fali t i . . . s . . , . .
un rg;r;uéodeeafﬁirfiidlorgjsi,iﬁ(ﬁfue,fzicil;p: filia) relativas de cada aminodcido se llama hidropatia. Hay varias formas de medir la
lipidica al agua. hidropatia, pero la mayor parte de ellas se basa en calcular la tendencia del desempefio de
ﬁ%: "‘“ll}‘ escalas, el tript6fano tiene menor valor de un aminoécido en un ambiente hidrofébico o uno hidrofilico. Una escala de hidropatia que
1dropatia. N . L, . .
P se usa con frecuencia se muestra en la tabla 3.1. Los aminodcidos con valores de hidropa-
[Adaptado de Eisenberg, D., Weiss, R. M., Terwilli- tia muy positivos se consideran hidrofébicos, mientras que aquellos con los mayores va-

er, T. C., Wilcox, W. (1982). Hydrophobic moments . . . . e e . .
;gn protein structure. F;m da)), Syr}:zp. gh em. Soc. lores negativos se consideran hidrofilicos. Es dificil conocer los valores de hidropatia de

17:109-120]. algunos residuos de aminodcido que estdn cerca del centro de la escala. Por ejemplo, hay
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cierta diferencia acerca de la hidrofilia del grupo indol en el triptéfano y en algunas esca-
las a este aminodcido se le asigna un valor de hidropatia mucho menor.

La hidropatia es un determinante importante del plegamiento de cadenas de protei-
na porque las cadenas laterales hidrofdbicas tienden a estar agrupadas en el interior de
una proteina y los residuos hidrofilicos en general se encuentran en la superficie. A pe-
sar de ello, todavia es imposible asegurar por adelantado en forma precisa si determinado
residuo se ubicard en el interior no acuoso de una proteina o sobre la superficie expuesta
al solvente. Las medidas de hidropatia de los aminodcidos libres como los de la tabla
3.1 se usan para determinar cudles segmentos de proteinas con superficie expuesta pro-
bablemente estén embebidos en una bicapa lipidica hidrofébica (capitulo 9).

3.3 Otros aminoacidos y derivados de aminoacido

En los organismos vivos hay mds de 200 aminodcidos diferentes. Ademads de los nor-
males, que estdn incorporados en las proteinas, todas las especies contienen una diver-
sidad de aminodcidos L que son precursores de los aminodcidos comunes, o bien son
intermediarios en otras rutas bioquimicas. Como ejemplos estdn la homocisteina, ho-
moserina, ornitina y citrulina (véase el capitulo 17). La S-adenosilmetionina (SAM) es
un donador comin de metilo en muchas rutas bioquimicas (seccién 7.2). Varias espe-
cies de bacterias y de hongos sintetizan D-aminodcidos que se usan en las paredes celu-
lares y en antibioticos peptidicos complejos, como la actinomicina D.

Algunos aminodcidos comunes sufren modificaciones quimicas para producir ami-
nas con importancia biolégica. Se sintetizan con reacciones catalizadas por enzimas,
que incluyen descarboxilacién y desaminacion. Por ejemplo, en el cerebro de los mami-
feros, el glutamato se convierte en el neurotransmisor y-aminobutirato (GABA) (figura
3.5a). También los mamiferos pueden sintetizar la histamina (figura 3.5b) a partir de la
histidina. La histamina controla la constriccion de ciertos vasos sanguineos y también la
secrecién de dcido clorhidrico en el estomago. En la médula adrenal, la tirosina se me-
taboliza a epinefrina, que también se conoce como adrenalina (figura 3.5¢). La epinefri-
nay su precursor, la norepinefrina (compuesto cuyo grupo amino carece de sustituyente
metilo), son hormonas que ayudan a regular el metabolismo en los mamiferos. También
la tirosina es precursor de las hormonas tiroideas tiroxina y triyodotironina (figura
3.5d). En la biosintesis de las hormonas tiroideas se requiere yodo. Es comun agregar
pequeiias cantidades de yoduro de sodio a la sal de mesa para evitar el bocio, estado de
hipotiroidismo debido a una falta de yodo en la dieta.

a) b) @
CH,— CH,—NH,
o ©)

00C — CH,— CH,— CH,— NH, =

N N NH
Y-Aminobutirato Histamina
(4} d)
HO OH
I @ o
HO CH— CH,—NH,— CH, HO O CH,—CH—COO
L (D) I
Epinefrina
(adrenalina) Tiroxina/triyodotironina

Figura 3.5 A

Compuestos derivados de aminoacidos comunes. a) y-Aminobutirato, derivado del glutamato.
b) Histamina, derivado de la histidina. ¢) Epinefrina, derivado de la tirosina. d) Tiroxina y
triyodotironina, derivados de la tirosina. La tiroxina contiene un dtomo de yodo mas (entre
paréntesis) que la triyodotironina.
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coo®
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H3N—?—H

CH,

SeH
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coo®
®
H,N—C—H

CH,
i,
i,
-

I
H,C

Pirrolisina

Algunos aminodcidos se modifican quimicamente después de incorporarse a los
polipéptidos. Por ejemplo, algunos residuos de prolina en la proteina coldgena se oxi-
dan y forman residuos de hidroxiprolina (seccién 4.11). Otra modificaciéon comiin es la
adicion de cadenas complejas de carbohidratos, proceso llamado glicosilacién (capitu-
los 8 y 22). Muchas proteinas se fosforilan por adicién de grupos fosforilo a las cadenas
laterales de serina, treonina o tirosina. La oxidacién de pares de residuos de cisteina pa-
ra formar cistina también sucede después que se sintetiza un polipéptido. En las bacte-
rias, el primer aminodcido en una proteina suele ser metionina, que se modifica por
adicién de un grupo formilo para formar N-formilmetionina (capitulo 22).

Un descubrimiento sorprendente fue que un 21° aminodacido, la selenocisteina (que
contiene selenio en lugar del azufre de la cisteina), estd incorporado en unas pocas pro-
tefnas de algunas especies. La selenocisteina se forma a partir de la serina durante la
sintesis de la protefna. El 22° amino4cido es la pirrolisina, que se encuentra en algunas
especies de arqueobacterias. La pirrolisina es una forma modificada de lisina que se
sintetiza antes de agregarse a una cadena creciente de polipéptidos por la maquinaria de
traduccién. La selenocisteina y la pirrolisina tienen sus propios codones y es la razén
por la que se les considera adiciones al repertorio normal de precursores de proteina.
Debido a modificaciones posteriores a la traduccién, muchas proteinas completas con-
tienen mds de los 22 aminodcidos estandar que se emplean en la sintesis de proteinas.

3.4 lonizaciéon de los aminoacidos

Las propiedades fisicas de los aminodcidos reciben influencias de los estados i6nicos
de los grupos a-carboxilo y a-amino y de todos los grupos ionizables que haya en las
cadenas laterales. Cada grupo ionizable guarda relacién con un valor especifico de pK,,
que corresponde al pH al que son iguales las concentraciones de las formas protonada y
no protonada (seccién 2.9). Cuando el pH de la solucién es menor que el pK,, predomi-
na la forma protonada y el aminoécido es entonces un dcido real, capaz de donar un
protén. Cuando el pH de la solucién es mayor que el pK, del grupo ionizable, la forma
no protonada de ese grupo predomina, y el aminodcido existe en forma de base conju-
gada, que es aceptora de protones. Cada aminodacido tiene al menos dos valores de pK,
que corresponden a la ionizacién de los grupos a-carboxilo y a-amino. Ademds, siete
de los aminoécidos comunes tienen cadenas laterales ionizables con valores adicionales
y medibles de pK,. Esos valores difieren entre los aminodcidos. Asi, a determinado pH,
con frecuencia los aminodcidos tienen cargas netas diferentes.

Los estados iénicos de las cadenas laterales de los aminoacidos influyen sobre las
estructuras tridimensionales de las proteinas. Ademds, ya que varios residuos ioniza-
bles de aminodcido intervienen en catdlisis por enzimas, la comprension de las propie-
dades i6nicas de los aminodcidos ayuda a comprender los mecanismos enzimaticos
(capitulo 6).

Los valores de pK, de los aminodcidos se determinan con curvas de titulacién co-
mo las que se estudiaron en el capitulo anterior. En la figura 3.6 se muestra la titulacién
de la alanina. La alanina cuenta con dos grupos ionizables: el carboxilo « y el amino «,
protonado. A medida que se agrega mds base a la solucién del dcido, la curva de titula-
cién presenta dos valores de pK,, a pH 2.4 y pH 9.9. Cada valor de pK, se vincula con
una zona de regulacién donde el pH de la solucion cambia relativamente poco al agre-
gar mds base.

El pK, de un grupo ionizable corresponde a un punto medio en su curva de titulacion.
Es el pH al cual la concentracién de la forma 4cida (donador de protones) es exacta-
mente igual a la concentracién de su base conjugada (aceptor de protones). En el ejem-
plo de la figura 3.6, las concentraciones de la forma con carga positiva de la alanina y la
del zwitterion son iguales cuando el pH es 2.4.

CHj; CHj;

| | 3.1)
®NH;— CH—COOH =—— ®NH;—CH—C00® + H®
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CH;

® |
H;N— CcH— COOH
0 0.5 1.0 1.5 2.0 (cati6n)

Equivalentes de OH ©

A pH 9.9 la concentracién del zwitterion es igual a la concentracién de la forma
con carga negativa.

CHj; CHj
| | (3.2)
®NH;— CH—COOH® =——=NH, —CH—CO0® + H®

Notese que en el par 4cido-base que hay en el primer equilibrio (reaccién 3.1) el
zwitterion es la base conjugada de la forma dcida de la alanina. En el segundo par 4cido-
base (reaccién 3.2) el zwitterion es el donador de protén, o dcido conjugado, de la forma
mads bésica que predomina a mayor pH.

Se puede deducir que la carga neta en las moléculas de alanina a pH 2.4 es +0.5, en
promedio, y que la carga neta a pH 9.9 es —0.5. Entre los dos pH, 2.4 y 9.9, cuando el
pH es 6.15, la carga neta promedio de las moléculas de alanina en solucién es cero. Por
esta razon, se dice que el pH 6.15 es el punto isoeléctrico (pI) o pH isoeléctrico de la
alanina. Si la alanina se colocara dentro de un campo eléctrico a un pH inferior a su pl
tendria una carga neta positiva (en otras palabras, predominaria su forma catiénica) y
entonces migraria hacia el citodo (el electrodo negativo). A un pH mayor que su pl, la
alanina tendria una carga neta negativa y migraria hacia el dnodo (el electrodo positivo).
En su punto isoeléctrico (pH = 6.15), la alanina no migraria en direccién alguna.

La histidina contiene una cadena lateral ionizable. La curva de titulacién para la
histidina contiene un punto mds de inflexion que corresponde al pK, de su cadena lateral
(figura 3.7a, en la pagina siguiente). Como en el caso de la alanina, el primer pK, (1.8)
representa la ionizacion del COOH en posicién «, y el valor mds basico de pK, (9.3) repre-
senta la ionizacion del grupo a-amino. El pK, intermedio (6.0) corresponde a la desproto-
nacion del ion imidazolio en la cadena lateral de la histidina (figura 3.7b). Al pH 7.0, la
relacion del imidazol (base conjugada) con el ion imidazolio (4cido conjugado) es 10:1.
Asf, las formas protonada y neutral de la cadena lateral de la histidina estdn presentes al
mismo tiempo en concentraciones apreciables cerca del pH fisiol6gico. Una cadena la-
teral dada de histidina en una proteina puede estar protonada o no protonada, depen-
diendo de su ambiente inmediato dentro de la proteina. En otras palabras, el valor real
de pK, del grupo en la cadena lateral puede no ser igual que su valor para el aminoéci-
do libre en solucion. Esta propiedad determina que la cadena lateral de la histidina sea
ideal para transferir protones dentro de los sitios cataliticos de las enzimas.

El punto isoeléctrico de un aminodcido que s6lo contiene dos grupos ionizables
(el grupo a-amino y el grupo a-carboxilo) es el promedio aritmético de sus dos va-
lores de pK, (es decir, pl = (pK; + pK;)/2. Sin embargo, para un aminodcido que
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< Figura 3.6

Curva de titulacién de la alanina. El primer
valor de pK, es 2.4; el segundo es 9.9. Plyj,
representa el punto isoeléctrico de la alanina.
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b)
coo® coo®
® | H® ® |
H;N*?*H H;N—C—H
% |
CH, pK, = 6.0 CH,
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N/ H® N/
/
H
Ton imidazolio (forma Imidazol (forma
protonada) en la cadena desprotonada) en la cadena
lateral de la histidina lateral de la histidina

Equivalentes de OHe

Figura 3.7 A

lonizacion de la histidina. @) Curva de titulacion de la histidina. Los tres valores de pK, son
1.8, 6.0 y 9.3. ply;s representa el punto isoeléctrico de la histidina. b) Desprotonacion del
anillo de imidazolio en la cadena lateral de la histidina.

contiene tres grupos ionizables, como la histidina, se debe evaluar la carga neta de
cada especie i6nica. El punto isoeléctrico de la histidina se halla entre los valores de pK,

TABLA 3.2 Valores de pK, de a cada lado de la especie que no tiene carga neta; esto es, a medio camino entre 6.0
componentes acidos y basicos de y 9.3, 0 sea 7.65.
aminoécidos libres, a 25 °C. Como se verifica en la tabla 3.2, los valores de pK, de los grupos a-carboxilo en

los aminodcidos libres van de 1.8 a 2.5. Esos valores son menores que los de los dcidos
carboxilicos tipicos, como el 4cido acético (pK, = 4.8), porque el vecino grupo — NH;®
retira electrones del grupo acido carboxilico, lo cual favorece la pérdida de un protén
del grupo a-carboxilo. Las cadenas laterales, o grupos R, también afectan el valor de
pK, del grupo carboxilo «, y es la causa por la que distintos aminodcidos presentan di-

Aminoacido Valor de pK,

Grupo Grupo Cadena
carboxilo amino lateral

Glicina 2.4 98 ferentes valores de pK,. (Se acaba de ver que los valores de histidina y alanina no son
Alanina 2.4 9.9 iguales). N .. - L.

) El grupo a-COOH de un aminodcido es un dcido débil. Se puede usar la ecuacién
Al o 2 de Henderson-Hasselbalch (seccion 2.9) para calcular la fraccion del grupo que se ioni-
Leucina 2.3 9.7 za a cualquier pH determinado.

Isoleucina 23 9.8
Metioni 21 3 [aceptor de protén]
etionina 9 pH = pK, + log 3.3)
Prolina 2.0 10.6 [donador de protén]
Fenilalanina 22 9.3
Tript6fano 25 0.4 Para un aminodcido tfpico cuyo grupo a-COOH tiene un pK, = 2.0., la relacién.del

. aceptor del protén (anién carboxilato) con el donador del protén (dcido carboxilico)
Serina 22 9.2 . )

a un pH = 7.0 se puede calcular por medio de la ecuaciéon de Henderson-Hassel-
Treonina 2.1 9.1 balch.
Cisteina 1.9 10.7 8.4
Tirosina 22 9.2 10.5 [RCOO@]

7.0 =20+ log————— 3.4

Asparagina 2.1 8.7 [RCOOH]
Glutamina 22 9.1
. . En este caso, la relacion del anidn carboxilato con el dcido carboxilico es de 100 000:1,
Acido aspértico 2.0 9.9 39 R .. . . .
o o lo que denota que bajo las condiciones imperantes de manera normal en el interior de
sy pladonisy - 21 = 2l una célula el anién carboxilato es la especie predominante.
Lisina 22 9.1 10.5 El grupo a-amino de un aminodcido libre puede existir en forma de amina libre,
Arginina 1.8 9.0 12.5 —NH, (aceptor del protén), o como amina protonada, — NH;® (donador del
Histidina 18 93 6.0 protén). Los valores de pK, van de 8.7 a 10.7, como se constata en la tabla 3.2. Para un

aminodcido cuyo grupo amino « tiene un valor de pK, de 10.0, la relacién del aceptor



del protén con el donador del protén es 1:1000, cuando el pH es 7.0. En otras palabras,
bajo condiciones fisioldgicas, el grupo amino « estd casi todo protonado y con carga
positiva. Estos cédlculos comprueban una afirmacién anterior, que los aminodcidos
libres existen principalmente en forma de zwitteriones a pH neutro. También muestran
por qué es inadecuado dibujar la estructura de un aminoacido con los grupos — COOH
y — NH; al mismo tiempo, ya que no hay pH al cual una cantidad apreciable de mo-
1éculas contienen un grupo carboxilo protonado y un grupo amino no protonado. Ob-
sérvese que el grupo amino secundario de la prolina (pK, = 10.6) también se protona a
pH neutro, y la prolina, a pesar de la unién de la cadena lateral al grupo a-amino,
también es zwitterion a pH 7.

Los siete aminodcidos estdndar con grupos facilmente ionizables en sus cadenas
laterales son aspartato, glutamato, histidina, cisteina, tirosina, lisina y arginina. La ioni-
zacién de esos grupos se apega a los mismos principios que la ionizacién de los grupos
a-carboxilo y @-amino, y se puede aplicar la ecuaciéon de Henderson-Hasselbalch a ca-
da ionizaciéon. La ionizacion del grupo y-carbonilo del glutamato (pK, = 4.1) también
se ve en la figura 3.8a. Nétese que el grupo y-carboxilo estd mds alejado de la influen-
cia del ion -amonio y se comporta como un dcido débil con un pK, =4.1. Eso lo hace
parecido en fuerza al 4cido acético (pK, =4.8), mientras que el grupo a-carboxilo es un
acido mas fuerte (pK, = 2.1). La figura 3.8b muestra la desprotonacién del grupo
guanidinio de la cadena lateral en la arginina en una solucién fuertemente bdsica. La
deslocalizacion de carga estabiliza al ion guanidinio y contribuye a su alto valor de pK,,
de 12.5.

a)
coo® coo®
@ H® @ I
H,N-2C—H 2 H3N—$—H
BClH2 pK, = 4.1 ﬁ?H2
PRa=al
Y CH, \ ' CH,
! H !
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0 “oH 0”570
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Acido carboxilico (forma
protonada) en la cadena
lateral del glutamato

b)
coo® coo®
H,N—C—H H,N—C—H
I H® I
e J e
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_
C|IH2 \ $H2
NH H® NH
i) |
O C
N —
H,N” @ NH, HNZ  NH,

Ton guanidinio (forma
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lateral de la arginina

Grupo guanidina (forma
desprotonada) en la cadena
lateral de la arginina
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< Figura 3.8

lonizacion de cadenas laterales en aminoaci-
dos. a) lonizacién del grupo y-carboxilo
protonado en el glutamato. La carga negati-
va del anién carboxilato esta deslocalizada.
b) Desprotonaciéon del grupo guanidinio

en la cadena lateral de la arginina. La carga
positiva esta deslocalizada.
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La estructura de los enlaces peptidicos se
describe en la seccion 4.3.

La sintesis (traduccion) de proteinas se des-
cribe en el capitulo 22.

Figura 3.9

Enlace peptidico entre dos aminoacidos. La
estructura del enlace peptidico se puede con-
siderar como producto de una reaccién de
condensacién donde el grupo a-carboxilo
de un aminoécido se condensa con el grupo
a-amino de otro aminoécido. El resultado es
un dipéptido, en el que los aminoacidos estan
unidos por un enlace peptidico. En este caso
se condensa alanina con serina, para formar
alanilserina.

Como ya se menciond, los valores de pK, de las cadenas laterales ionizables en las
proteinas pueden ser distintos de los aminodcidos libres. Hay dos factores que causan esta
perturbacion de constantes de ionizacion. El primero es que los grupos a-amino y a-carbo-
xilo pierden sus cargas una vez enlazados por uniones peptidicas en las proteinas; en con-
secuencia, ejercen efectos inductivos mas débiles sobre sus cadenas laterales vecinas. El
segundo es que la posicién de una cadena lateral ionizable dentro de la estructura tridimen-
sional de una proteina puede afectar su pK,. Por ejemplo, la enzima ribonucleasa A tiene
cuatro residuos de histidina, pero la cadena lateral de cada residuo tiene un pK, ligeramen-
te distinto como resultado de diferencias en sus entornos o microambientes inmediatos.

3.5 Union de aminoacidos por enlaces peptidicos
en las proteinas

La secuencia lineal de aminoédcidos en una cadena polipeptidica se llama estructura
primaria de una proteina. A los niveles mds altos de estructura se les llaman estructura
secundaria, terciaria y cuaternaria. La estructura de las proteinas se describird con mds
detalle en el siguiente capitulo, pero es importante comprender los enlaces peptidicos y
la estructura primaria antes de describir algunos de los temas restantes en este capitulo.

El enlace que se forma entre los aminodcidos es un enlace de amida y se llama en-
lace peptidico, o enlace de péptido (figura 3.9). Esta union se puede concebir como el
resultado de una condensacién simple del grupo carboxilo o de un aminodcido con el
grupo amino « del otro. Observe que se pierde una molécula de agua de los aminoéacidos
que se condensan en la reaccién. (Recuérdese, de la seccién 2.6, que esas reacciones
sencillas de condensacién son en extremo desfavorables en soluciones acuosas debido
al gigantesco exceso de moléculas de agua. La ruta real de sintesis de proteina implica
intermediarios reactivos que superan esta limitacién). A diferencia de los grupos carbo-
xilo y amino de los aminodacidos libres en solucion, los grupos que intervienen en los
enlaces peptidicos no tienen cargas idnicas.

Las mitades de aminoécido unidas en una cadena polipeptidica se llaman residuos
de aminodcido. Los nombres de los residuos se forman sustituyendo la terminacion -ina
o0 -ato por -ilo (o -il, en nombres compuestos). Por ejemplo, un residuo de glicina en un
polipéptido se llama glicilo y un residuo de glutamato se llama glutamilo. En los casos
de asparagina, glutamina y cisteina, -ilo sustituye la —a final para formar asparaginilo,
glutaminilo y cisteinilo, respectivamente. La terminacién ilo indica que el residuo es
una unidad de acilo (estructura que carece del hidroxilo del grupo carboxilo). El dipép-
tido de la figura 3.9 se llama alanilserina porque la alanina se convierte en una unidad
de acilo, pero el aminodcido serina conserva su grupo carboxilo.

El grupo amino libre y el grupo carboxilo libre en los extremos opuestos de una ca-
dena de péptido se llaman N-terminal (o terminal N, terminal amino) y C-terminal (o
terminal C, terminal carboxilo), respectivamente. Por convencion, los residuos de ami-
nodcido en una cadena peptidica se numeran desde el N-terminal hasta el C-terminal y
se suelen escribir de izquierda a derecha. Esta convencién corresponde a la direccién de
la sintesis de la proteina (seccién 22.6). La sintesis comienza con el aminoédcido N-ter-
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minal —que casi siempre es metionina (seccién 22.5)— y prosigue en secuencia hacia
el C-terminal, agregando uno por uno los residuos.

Para describir la secuencia de residuos de aminodcidos en péptidos y polipéptidos se
usan tanto las abreviaturas normales de tres letras de los aminoécidos (por ejemplo Gly-
Arg-Phe-Ala-Lys) como las abreviaturas de una letra (como GRFAK). Es importante co-
nocer ambos sistemas de abreviatura. Los términos dipéptido, tripéptido, oligopéptido y
polipéptido indican cadenas de dos, tres, varios (hasta unos 20) y muchos (por lo general
mds de 20) residuos de aminodcido, respectivamente. Un dipéptido contiene un enlace pep-
tidico, un tripéptido contiene dos enlaces peptidicos, etc. Por regla general, cada cadena de
péptido, sea cual fuere su longitud, posee un grupo a-amino libre y un grupo a-carboxilo
libre. (Entre las excepciones estdn los residuos terminales modificados covalentemente y
las cadenas circulares de péptido). Nétese que la formacion de un enlace peptidico elimi-
na a los grupos ionizables a-carboxilo y a-amino que hay en los aminodcidos libres.

La mayor parte de las cargas iénicas asociadas a una molécula de proteina se deben
a las cadenas laterales de los aminodcidos componentes. Ello significa que la solubili-
dad y las propiedades idnicas de una proteina estdn determinadas en gran parte por su
composicién de aminodcidos. Ademads, las cadenas laterales de los residuos interaccio-
nan y esas interacciones contribuyen a determinar la forma tridimensional y la estabili-
dad de una molécula de proteina (capitulo 4).

Algunos péptidos son compuestos bioldgicos importantes y la quimica de los pépti-
dos es un campo activo de investigacion. Varias hormonas son péptidos, por ejemplo, las
endorfinas son moléculas naturales que modulan el dolor en los vertebrados. Algunos
péptidos muy simples son ttiles aditivos alimenticios, por ejemplo el aspartame, agen-
te edulcorante, es el éster metilico de la aspartilfenilalanina (figura 3.10). El aspartame
es unas 200 veces mds dulce que el aziicar de mesa y se utiliza en forma extensa en be-
bidas dietéticas. También hay muchos péptidos que son toxinas, como los que forman
parte del veneno de serpientes y de los hongos venenosos.

3.6 Técnicas de purificacién de las proteinas

Para estudiar determinada proteina en el laboratorio, en general se debe separar de todos
los demds componentes celulares, incluyendo a otras proteinas parecidas. Se pueden apli-
car pocas técnicas analiticas en forma directa a las mezclas crudas de proteinas celulares
porque contienen cientos (0 miles) de proteinas diferentes. Los pasos de purificacion
son distintos para cada proteina. Se determinan probando con varias técnicas distintas
hasta que se desarrolla un procedimiento que produce en forma repetida proteina alta-
mente purificada y que conserva su actividad bioldgica. Los pasos de purificacién suelen
aprovechar pequeiias diferencias en las solubilidades, cargas netas, tamafios y especifi-
cidades de unién de las proteinas. En esta seccion se describen algunos de los métodos
comunes de purificacion de proteinas. La mayor parte de las técnicas de purificacion se
lleva a cabo entre 0 y 4°C para minimizar los procesos dependientes de la temperatura,
como la degradacién y la desnaturalizacién (desdoblado) de la proteina.

El primer paso en la purificacién de una proteina es preparar una solucién de protei-
nas. La fuente de una proteina suele ser células enteras donde la proteina deseada constitu-
ye menos del 0.1% del peso total seco. El aislamiento de una proteina intracelular requiere
suspender las células en una solucién amortiguadora y homogeneizarlas o romperlas en
fragmentos de célula. Bajo estas condiciones se disuelve la mayor parte de las proteinas.
(Entre las excepciones principales estdn las proteinas de membrana, que requieren proce-
dimientos especiales de purificacién). Supdngase que la proteina que se pretende purificar
es una entre varias que hay en la solucién amortiguadora en estudio.

El siguiente paso de la purificacién es, con frecuencia, una relativamente separa-
cion cruda, o fraccionamiento, procedimiento que aprovecha las distintas solubilida-
des de las proteinas en soluciones salinas. Con frecuencia se usa sulfato de amonio en
esos fraccionamientos. Se mezcla suficiente sulfato de amonio con la solucién de protei-
nas para precipitar a las impurezas menos solubles, que se eliminan por centrifugacion.
La proteina objetivo, y otras mds, con mayor solubilidad, permanecen en el liquido que se
Ilama fraccion sobrenadante. A continuacién se aflade mas sulfato de amonio a la fraccién
sobrenadante y se precipita la proteina que se desea. La mezcla se centrifuga, se separa el
liquido y el precipitado se disuelve en un volumen minimo de solucién amortiguadora. En
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Figura 3.10 A
Aspartame (éster metilico de aspartilfenilala-
nina).
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Figura 3.11 »

Cromatografia en columna. a) Se agrega
una mezcla de proteinas a una columna que
contiene una matriz sélida; entonces el
solvente pasa por la columna desde un reci-
piente. El solvente lava las distintas proteinas
(representadas por bandas roja y azul), que
recorren la columna a distintas velocidades
dependientes de sus interacciones con la
matriz. El eluato se recolecta en una serie de
fracciones, algunas de las cuales se muestran.
b) Se determina la concentracion de protei-
nas en cada fraccién midiendo la absorben-
cia a 280 nm. Los picos corresponden

a las bandas de elucion de proteina en a).
Entonces se analiza la proteina buscada en las
fracciones. (Véase esta figura a todo color al
final del libro).

el caso tipico, el fraccionamiento con sulfato de amonio obtiene una purificacién del do-
ble al triple (es decir, de la mitad a dos terceras partes de las proteinas no deseadas se
eliminan de la fraccién que resulta, de proteina enriquecida). En este momento, el sol-
vente que contiene sulfato de amonio residual se intercambia por didlisis por una solu-
cién amortiguadora adecuada para cromatografia. En la didlisis, se coloca una solucién
de la proteina en un cilindro de tubo de celofan sellado en un extremo. A continuacién el
tubo se sella en el otro extremo y se suspende dentro de un gran volumen de solucién
amortiguadora. La membrana de celofdn es semipermeable: las proteinas de alto peso
molecular son demasiado grandes para atravesar por los poros de la membrana, de ma-
nera que las proteinas permanecen dentro del tubo, mientras que los solutos de bajo peso
molecular (incluyendo, en este caso, los iones de amonio y sulfato) se difunden y salen
para ser reemplazados por los solutos de la solucion amortiguadora.

A continuacion se puede usar la cromatografia en columna para fraccionar la mez-
cla de protefnas que resta después de la precipitacion con sulfato de amonio y la didli-
sis. Una columna cilindrica se llena con un material insoluble, como fibras de celulosa
sustituida o esferillas de material sintético. La mezcla de proteinas se agrega a la co-
lumna y se lava haciendo pasar por la matriz de material insoluble un solvente. A medi-
da que el solvente fluye por la columna, el eluido (que es el liquido que sale por el
fondo de la columna) se recolecta en muchas fracciones; en la figura 3.11a se muestran
algunas de ellas. La velocidad con la que las proteinas atraviesan la matriz depende de
las interacciones entre matriz y proteina. Para una columna dada, las distintas proteinas
se eluyen a distintas velocidades. La concentracién de proteina en cada fraccion se pue-
de determinar midiendo la absorbencia del eluido a 280 nm de longitud de onda (figura
3.11b). (Recuérdese que en la seccién 3.2B se dijo que, a pH neutro, la tirosina y el trip-
téfano absorben luz UV de 280 nm). Para localizar la proteina deseada, deben analizarse
las fracciones obtenidas para determinar su actividad bioldgica, o alguna otra propiedad
caracteristica. La cromatografia en columna puede ser realizada bajo una presion alta,
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usando columnas pequefias y densamente empacadas, con el flujo del solvente controlado
por una computadora. A esta técnica se le llama cromatografia liquida de alto rendimien-
to o HPLC (de high-performance liquid chromatography).

Las técnicas cromatograficas se clasifican de acuerdo con el tipo de matriz. En la
cromatografia de intercambio iénico la matriz tiene cargas positivas (resinas de inter-
cambio de aniones) o cargas negativas (resinas de intercambio de cationes). Las matri-
ces de intercambio aniénico se unen con proteinas con carga negativa y las retienen
para su posterior elucién. Por el contrario, los materiales de intercambio catiénico se
enlazan con proteinas con carga positiva. Las proteinas enlazadas se pueden eluir en se-
rie si se aumenta la concentracion salina del solvente en forma gradual. A medida que
aumenta la concentracion de la sal, llega a una concentracion en la que sus iones supe-
ran a las proteinas en la unién a la matriz. A esa concentracion la proteina se libera y es
recolectada en el eluido. Las proteinas unidas individualmente se eluyen a distintas
concentraciones de sal, y este fraccionamiento determina que la cromatografia de inter-
cambio i6nico constituya un método poderoso para purificar proteinas.

La cromatografia por filtracion en gel separa a las proteinas con base en su ta-
maiio molecular. El gel es una matriz de esferillas porosas. Las proteinas que son meno-
res que el tamafio promedio del poro penetran en gran parte del volumen interno de las
perlas, y de ese modo se retardan por la matriz cuando la solucién amortiguadora fluye
por la columna. Mientras menor sea la proteina, se eluye con mds retraso de la colum-
na. Hay menos poros accesibles a las moléculas mayores de protefna. En consecuencia,
las proteinas mds grandes rodean a las perlas y se eluyen primero.

La cromatografia de afinidad es el tipo de cromatografia en columna mas selec-
tivo. Se basa en interacciones especificas de unién entre la proteina deseada y alguna
otra molécula enlazada en forma covalente a la matriz de la columna. La molécula uni-
da a la matriz puede ser una sustancia o ligando que se une a una proteina in vivo; un
anticuerpo que reconozca a la proteina deseada u otra proteina de la cual se conozca el
modo de interaccidn con la proteina deseada dentro de la célula. A medida que la mezcla
de proteinas pasa por la columna, sélo la proteina deseada se une en forma especifica a
la matriz. A continuacién la columna se lava varias veces con solucién amortiguadora
para deshacerse de las protefnas adheridas en forma inespecifica. Por dltimo, la protei-
na deseada puede eluirse lavando la columna con un solvente con alta concentracién de
sal, que rompa la interaccién entre la proteina y la matriz de la columna. En algunos ca-
sos se puede extraer la proteina ligada en forma selectiva de la columna de afinidad
agregando un exceso de ligando al amortiguador de elucién. La proteina deseada se une
preferencialmente al ligando en la solucién y no a la menor concentracién de ligando
que estd unido a la matriz insoluble en la columna. Este método es mds efectivo cuando el
ligando es una molécula pequefia. La cromatografia de afinidad puede, por si misma,
purificar en ocasiones una proteina de 1000 a 10,000 veces.

3.7 Técnicas analiticas

La electroforesis separa proteinas de acuerdo con su migracién en un campo eléctrico.
En la electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE, de polyacrylamide gel electropho-
resis) las muestras de proteina se colocan en una matriz de gel de poliacrilamida con
muchos enlaces cruzados y se aplica un campo eléctrico. La acidez de la matriz se regu-
la a un pH moderadamente alcalino, de tal modo que la mayor parte de las proteinas,
que es anidnica, migra hacia el dnodo. En el caso tipico se corren varias muestras al
mismo tiempo junto con una muestra de referencia. La matriz de gel retarda la migracién
de moléculas grandes, al moverse en el campo eléctrico. Por consiguiente, las proteinas
se fraccionan con base tanto en su carga como en su masa.

En una modificacién de la técnica normal de electroforesis se usa el dodecilsulfato
de sodio (SDS, de sodium dodecylsulfate), un detergente con carga negativa, para ocul-
tar la carga natural de las proteinas, y poderlas separar con base sélo en su masa. La
electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE) se usa para evaluar la pureza
y estimar el peso atémico de una proteina. En la SDS-PAGE, el detergente se agrega al
gel de poliacrilamida y también a las muestras de proteina. Se afiade asimismo un agente
reductor para reducir todos los puentes disulfuro que haya. El anién dodecilsulfato, que
tiene una larga cola hidrofébica (CH3(CH,), 10803@, figura 2.8) se une a las cadenas la-
terales hidrofébicas de los residuos de aminodcido en la cadena de polipéptido. E1 SDS se
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Figura 3.12 b

SDS-PAGE. a) Un aparato de elec-
troforesis tiene un gel de SDS-polia-
crilamida entre dos placas de vidrio y
solucién amortiguadora en los depo-
sitos superior e inferior. Las muestras
se cargan en las celdas del gel y se
aplica voltaje. Como las proteinas
acomplejadas con SDS tienen carga
negativa migran hacia el anodo.

b) Después de la electroforesis, la
figura de bandas debida a las protei-
nas se puede visualizar por tincion.
Como las proteinas mas pequefas
migran a mayor velocidad se hallan
en la parte inferior del gel.
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enlaza en una relacion de aproximadamente una molécula por cada dos residuos de pro-
tefna tipica. Como las proteinas mayores se unen con mas SDS, en forma proporcional,
las relaciones de carga a masa de todas las proteinas tratadas son aproximadamente
iguales. Todos los complejos de SDS-proteina presentan mucha carga negativa y se
mueven hacia el dnodo, como se representa en la figura 3.12a. Sin embargo, su veloci-
dad de migracion a través del gel es inversamente proporcional al logaritmo de su masa
—las proteinas mayores encuentran mds resistencia y por consiguiente migran con mas
lentitud que las proteinas menores. Este efecto de criba difiere de la cromatografia de
filtracién en gel porque en ésta las moléculas mayores se excluyen de los poros del gel
y en consecuencia transitan con mas rapidez. En la SDS-PAGE, todas las moléculas pe-
netran en los poros del gel y las proteinas mds grandes se mueven con mds lentitud. Las
bandas de proteina que resultan de esa migracién diferencial (figura 3.13) se pueden vi-
sualizar tifiéndolas. Se pueden estimar los pesos moleculares de las proteinas descono-
cidas comparando su migracién con la de proteinas de referencia en el mismo gel.

Aunque la SDS-PAGE es un método analitico ante todo, se puede adaptar para pu-
rificar protefnas. Las proteinas desnaturalizadas se pueden recuperar de la SDS-PAGE
cortando y separando las bandas de un gel. A continuacion se electroeluye la proteina
aplicando una corriente eléctrica que permite que la proteina migre hacia una solucién
amortiguadora. Después de concentrar y eliminar sales, esas preparaciones de proteina
se pueden usar en andlisis estructural, preparacion de anticuerpos u otras finalidades.

La espectrometria de masas, como indica el nombre, es una técnica que determi-
na la masa de una molécula. El tipo mds sencillo de espectrometro de masas mide el
tiempo que tarda una molécula cargada, en fase gaseosa, para trasladarse desde su pun-
to de inyeccidn hasta un detector sensible. Ese tiempo depende de la carga de una mo-
lécula y de su masa, y el resultado se maneja como relacién de masa/carga. Se ha usado
la técnica en quimica, durante casi cien afios, pero su aplicacion a las proteinas era limi-
tada porque sélo en fecha reciente fue posible dispersar moléculas cargadas de proteina
en una corriente de particulas gaseosas.

El problema fue resuelto a finales de la década de 1980, con el desarrollo de dos
nuevos tipos de espectrémetros de masas. En la espectrometria de masas por electroas-
persion, la solucion de proteina se bombea a través de una aguja metélica, a alto voltaje,
para crear diminutas gotitas. El liquido se evapora con rapidez en un vacio y las protei-
nas cargadas se enfocan hacia un detector mediante un campo magnético. La segunda



de las nuevas técnicas se llama ionizacion por desorcion asistida por matriz (MAL-
DI, de matriz-assisted desorption ionization). En este método la proteina se mezcla con
una matriz quimica y la mezcla se precipita en un sustrato metdlico. La matriz es una
molécula orgdnica pequefia que absorbe luz a determinada longitud de onda. Un impul-
so de luz laser con la longitud de onda de absorcion imparte energia a las moléculas de
proteina, a través de la matriz. En un instante las proteinas se liberan del sustrato y se
dirigen hacia el detector (figura 3.14). Cuando se mide el tiempo de vuelo (TOF, de time
of flight), 1a técnica se llama MALDI-TOF.
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< Figura 3.14

Espectrometria de masas MALDI-TOF. a) Un
destello de luz libera las proteinas de la matriz.
b) Las proteinas con carga eléctrica se diri-
gen hacia el detector mediante un campo
eléctrico. ) El tiempo de llegada al detector
depende de la masa y la carga de la proteina.



72 CAPITULO 3 = Los aminoacidos y la estructura primaria de las proteinas

TABLA 3.3 Composicion en
aminoacidos de las proteinas

Aminoacido Frecuencia en
proteinas (%)
Muy hidrofébico
Ile (I) 52
Val (V) 6.6
Leu (L) 9.0
Phe (F) 3.9
Met (M) 2.4
Menos hidrofébico
Ala (A) 8.3
Gly (G) 7.2
Cys (C) 1.7
Trp (W) 13
Tyr (Y) 32
Pro (P) 5.1
Thr (T) 5.8
Ser (S) 6.9
Muy hidrofilico
Asn (N) 4.4
Gln (Q) 4.0
Acido
Asp (D) 5.3
Glu (E) 6.2
Basico
His (H) 22
Lys (K) 5.7
Arg (R) 5.7

Los datos brutos de un experimento de espectrometria de masas pueden ser bastan-
te simples, como se ve en la figura 3.14. All{ se detecta una sola especie con una carga
positiva, por lo que la relacién de masa/carga indica la masa en forma directa. En otros
casos los espectros pueden ser mds complicados, en especial en la espectrometria de
masas con electroaspersion. Con frecuencia hay varias especies con cargas diferentes y
se debe calcular la masa correcta analizando una coleccién de moléculas con cargas
de +1, +2, +3, etcétera. El espectro puede ser amilanador cuando la fuente es una
mezcla de distintas proteinas. Por fortuna hay programas complicados de computo que
pueden analizar los datos y calcular las masas correctas. La popularidad actual de la es-
pectrometria de masas debe tanto al desarrollo de estos programas como a los nuevos
componentes (“hardware”) y los nuevos métodos de preparacion de muestras.

La espectrometria de masas es muy sensible y muy exacta. Con frecuencia se
puede obtener la masa de una proteina con cantidades del orden de picomoles, que
se afslan de un gel de SDS-PAGE. Se puede detectar la masa correcta con una exactitud
menor que la masa de un solo protén.

3.8 Composicion en aminoacidos de las proteinas

Una vez aislada una proteina, se puede determinar su composicion en aminodcidos.
Primero se rompen los enlaces peptidicos de la proteina por hidrélisis dcida, en el caso
tipico con HCI 6 M (figura 3.15). A continuacion, la mezcla hidrolizada, o hidrolizado,
se somete a un procedimiento cromatogréfico en el que cada uno de los aminoécidos se
separa y se cuantifica en un proceso que se designa analisis de aminoacidos. Un méto-
do de andlisis de aminodacidos consiste en tratar el hidrolizado de proteina con feniliso-
tiocianato (PITC, de phenyl isothiocyanate) a un pH de 9.0 para generar derivados de
feniltiocarbamoilo (PTC)-aminodcido (figura 3.16). La mezcla de PTC-aminoacido se
somete entonces a HPLC en una columna de esferillas de silice a la que se fijan cadenas
cortas de hidrocarburo. Los aminodcidos se separan por las propiedades hidrofébicas de
sus cadenas laterales. Cuando cada derivado de PTC-aminoécido se eluye, su con-
centracién se detecta y determina midiendo la absorbencia del eluato a 254 nm (la
absorbencia pico de la mitad de PTC). En la figura 3.17 se aprecia una grafica de la ab-
sorbencia del eluato en funcién del tiempo. Cada pico corresponde a determinado
PTC-aminoécido que representa un residuo presente en la proteina original. Ya que los
distintos derivados de PTC-aminodcidos se eluyen a velocidades distintas, el tiempo en
el que un derivado de aminodcido se eluye de la columna identifica al aminodcido en re-
lacién con estandares conocidos. La cantidad de cada aminoécido en el hidrolizado es
proporcional al drea bajo su pico. Con este método se puede efectuar un andlisis de ami-
nodcidos en muestras tan pequefias como de 1 picomol (107'? mol) de una proteina que
contenga unos 200 residuos.

A pesar de su utilidad, la hidr6lisis 4cida no puede producir un analisis comple-
to de proteinas. Como las cadenas laterales de la asparagina y la glutamina contie-
nen enlaces de amida, el dcido que se usa para romper los enlaces peptidicos de la
proteina también convierte a la asparagina en acido aspdrtico y a la glutamina en aci-
do glutdmico. Cuando se usa la hidrdlisis dcida, al total de glutamato y glutamina
combinados, se le representa por la abreviatura Glx o Z, y al total de aspartato y as-
paragina se le representa por Asx o B, como en el cromatograma de la figura 3.17.
Otras limitaciones de la hidrdlisis dcida son pequefias pérdidas de serina, treonina y
tirosina. Ademads, la cadena lateral del tript6fano casi se destruye por completo con
la hidrélisis acida.

Se han determinado las composiciones completas en aminoacidos de muchas pro-
tefnas usando diversas técnicas analiticas. Se han encontrado grandes diferencias de
composicién que ilustran el tremendo potencial de diversidad con base en distintas
combinaciones de los 20 aminoécidos. La composicién en aminodcidos (y su secuen-
cia) en las proteinas también se puede determinar a partir de la secuencia de su gen. De
hecho, hoy es mucho mads fécil clonar y secuenciar ADN que purificar y secuenciar una
proteina. La tabla 3.3 muestra la frecuencia promedio de residuos de aminodcidos en
mads de 1000 proteinas diferentes cuyas secuencias estdn depositadas en bases de datos
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Figura 3.15 A
Hidrdlisis de un péptido catalizada por écido. La incubacion con HCl 6 M a 110°C durante
16 a 72 horas libera los aminoacidos componentes de un péptido.
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Figura 3.17 A

Cromatograma obtenido en la separacién de PTC-aminoacidos por cromatografia liquida de
alto rendimiento (HPLC). Los PTC-aminoécidos en el eluato de la columna se detectan por
su absorcion a 254 nm. Los picos se identifican con abreviaturas de una letra. Las letras By Z
indican totales de asparagina + aspartato y de glutamina + glutamato, respectivamente.
[Adaptado de Hunkapiller, M. W., Strickler, |. E., y Wilson, K. J. (1984). Contemporary metho-
dology for protein structure determination. Science 226:304-311].

de proteinas. Los aminodcidos mds comunes son leucina, alanina y glicina, y les siguen
serina, valina y glutamato. El triptéfano, la cisteina y la histidina son los aminodcidos
menos abundantes en las proteinas tipicas.

3.9 Determinacion de la secuencia de los residuos
de aminoacido

El andlisis de aminodcidos produce informacion sobre la composicién de una proteina,
pero no acerca de su estructura primaria (o secuencia de residuos). Pehr Edman desa-
rrolld, en 1950, una técnica que permite extraer e identificar uno por uno los residuos
del N-terminal de una proteina. El procedimiento de degradacién de Edman consiste
en tratar una proteina a pH 9.0 con PITC, que también se conoce como reactivo de
Edman. (Recuérdese que también se puede usar PITC en la medida de los aminodcidos
libres, como se ve en la figura 3.16). E1 PITC reacciona con el N-terminal libre de la
cadena para formar un derivado de feniltiocarbamoilo, o PTC-péptido (figura 3.18, en
la pdgina siguiente). Cuando el derivado de PTC-péptido se trata con un dcido anhidro,
como 4dcido trifluoroacético, el enlace peptidico del residuo N-terminal se rompe en
forma selectiva y libera un derivado de anilinotiazolinona del residuo. Este derivado se
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Figura 3.16 A
Aminoécido tratado con fenilisotiocianato
(PITC). El grupo a-amino de un aminoécido
reacciona con el fenilisotiocianato para
formar feniltiocarbamoil-aminoécido
(PTC-aminoacido).

A Pehr Edman (1916-1977) desarroll6 una
técnica para secuenciar polipéptidos.
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Figura 3.18 »

Procedimiento de degradacion de Edman.

El residuo N-terminal de una cadena polipepti-
dica reacciona con fenilisotiocianato y forma
un feniltiocarbamoil-péptido. Al tratar este de-
rivado con acido trifluoroacético (F;CCOOH)
se libera un derivado de anilinotiazolinona
del residuo de aminoécido N-terminal. La
anilinotiazolinona se extrae y trata con acido
acuoso, con lo que el derivado se reordena
y forma un derivado estable de feniltiohidan-
toina, que entonces se puede identificar por
cromatografia. El resto de la cadena polipep-
tidica, cuyo nuevo residuo N-terminal se en-
contraba en el paso previo en la segunda
posicién, se sujeta al siguiente ciclo de degra-
dacion de Edman.

puede extraer con un solvente orgdnico como el cloruro de butilo y deja el péptido re-
manente en la fase acuosa. El derivado inestable de anilinotiazolinona se trata entonces
con dcido acuoso, que lo convierte en un derivado estable de feniltiohidantoina del ami-
nodcido que constituia el residuo N-terminal (PTH-aminoécido). La cadena peptidica
en fase acuosa, ahora un residuo mas corto (el residuo 2 de la proteina es ahora el N-ter-
minal), se puede ajustar regresando al pH 9.0 y tratdndolo de nuevo con PITC. Todo el
procedimiento se puede repetir en serie, usando un instrumento automatico llamado
secuenciador. Cada ciclo produce un PTH-aminodacido que se puede identificar croma-
tograficamente, por lo general mediante HPLC.
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por cromatografia
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Figura 3.19 A

Rompimiento y bloqueo de enlaces disulfuro. a) Cuando se trata una proteina con 2-mer-
captoetanol (HSCH,C,0H) en exceso, se produce una reaccién de intercambio de disulfuro
donde cada residuo de cistina se reduce a dos residuos de cisteina y el 2-mercaptoetanol se
oxida formando un disulfuro. b) Al tratar la proteina reducida con yodoacetato, un agente
alquilante, todos los residuos sin cisteina se convierten en residuos de S-carboximetilcisteina
estables, evitando asi la reformacion de enlaces de disulfuro en presencia de oxigeno.

Cuando una proteina contiene uno o mas residuos de cistina se deben romper los
puentes disulfuro para permitir la liberacion de los residuos de cisteina como PTH-ami-
nodcidos, durante los ciclos adecuados de la degradacion de Edman. Los compuestos
tioles, como el 2-mercaptoetanol, se usan con frecuencia para escindir los puentes di-
sulfuro. Los tioles reducen los residuos de cistina a pares de residuos de cisteina (figu-
ra 3.19a). Los grupos sulfhidrilo reactivos de los residuos de cisteina se bloquean
entonces, por tratamiento con un agente alquilante como yodoacetato, que convierte los
residuos de cistefna oxidables en residuos estables de S-carboximetilcisteina, y asi se
evita la reformacién de puentes de disulfuro en presencia de oxigeno (figura 3.19b).

El rendimiento del procedimiento de la degradaciéon de Edman bajo condiciones
cuidadosamente controladas se acerca al 100%, y unos pocos picomoles de la proteina
de muestra pueden producir secuencias de 30 residuos o mds antes de que la concentra-
cion creciente de muestra no recuperada en los ciclos anteriores del procedimiento ha-
ga confusa la medicién. Por ejemplo, si el procedimiento de degradaciéon de Edman
tuviera una eficiencia del 98%, el rendimiento acumulado al ciclo nimero 30 seria
0.98%° = (.55. En otras palabras, sélo aproximadamente la mitad de los PTH-aminodci-
dos generados en el 30° ciclo se derivarian del 30° residuo del N-terminal.

3.10 Estrategias de secuenciacion de proteinas

La mayor parte de las proteinas contiene demasiados residuos para poder secuenciarse
por completo con el proceso de degradacién de Edman sélo a partir del N-terminal. Por
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consiguiente, se usan enzimas denominadas proteasas que catalizan selectivamente la
hidrdlisis de los enlaces peptidicos en las proteinas, o ciertos reactivos quimicos para
romper en forma selectiva algunos de los enlaces peptidicos de una proteina. Los péptidos
menores que se forman se afslan y se someten a la secuenciacién por el procedimiento
de degradacion de Edman.

El bromuro de cianégeno (BrCN) es un reactivo quimico que reacciona en forma
especifica con residuos de metionina y produce péptidos con residuos C-terminales de
homoserina lactona y nuevos residuos N-terminales (figura 3.20). Como la mayor parte
de las proteinas contiene relativamente pocos residuos de metionina, el tratamiento con
BrCN suele producir sélo unos pocos fragmentos de péptido. Por ejemplo, la reaccion
de BrCN con una cadena polipeptidica que contenga tres residuos internos de metioni-
na debe generar cuatro péptidos. Cada fragmento se puede secuenciar entonces a partir
de su N-terminal.

Se pueden usar muchas proteasas distintas para generar fragmentos y secuenciar
una proteina. Por ejemplo, la tripsina cataliza en forma especifica la hidrdlisis de enlaces
peptidicos en el lado carbonilico de los residuos de lisina y arginina, y los dos tienen
cadenas laterales con carga positiva (figura 3.21a). La proteasa V8 de Staphylococcus
aureus cataliza la ruptura de enlaces peptidicos en el lado carbonilico de residuos con
carga negativa (glutamato y aspartato), y bajo condiciones adecuadas (bicarbonato de
amonio 50 mM) sélo rompe las uniones glutamilo. La quimotripsina es una proteasa
menos especifica que cataliza de preferencia la hidrélisis de enlaces peptidicos en el
lado carbonilico de residuos sin carga con cadenas laterales aromadticas o hidrofébicas
voluminosas, como fenilalanina, tirosina y triptéfano (figura 3.21b).

Con una aplicacién adecuada de bromuro de ciandgeno, tripsina, proteasa V8 de S.
aureus 'y quimotripsina a muestras individuales de una proteina grande se pueden generar
numerosos fragmentos peptidicos de diversos tamafios. Esos fragmentos pueden sepa-
rarse entonces y secuenciarse por degradacion de Edman. En la etapa final de la deter-
minacion de la secuencia se puede deducir la secuencia de aminodcidos de una cadena
grande de polipéptido alineando las secuencias iguales de fragmentos de péptido que se
traslapen, como se ilustra en la figura 3.21c. Cuando se refiere a un residuo de aminoa-
cido cuya posicién en la secuencia se conoce, se acostumbra adjuntar su nimero en la
secuencia a la abreviatura del residuo. Por ejemplo, el tercer residuo del péptido que
muestra la figura 3.21 se llama Ala-3.

El proceso de generar y secuenciar fragmentos de péptido tiene especial importan-
cia para obtener informacion acerca de las secuencias de proteinas cuyos N-terminales
estan bloqueados. Por ejemplo, el grupo a-amino N-terminal de muchas proteinas bac-
terianas se formila y no reacciona en absoluto cuando se somete al procedimiento de
degradacion de Edman. Los fragmentos peptidicos con N-terminales libres se pueden
obtener por escision selectiva, para entonces separarlos y secuenciarlos de modo que al
menos se pueda obtener algo de la secuencia interna de la proteina.

¢

@
H;N— Gly —Arg — Phe —Ala— Lys — Met — Trp — Val — COO@

BrCN (+ HZO)l

Peptidilhomoserina lactona

H H ®
s—N—C + H,N—Trp—Val—COO® + H,CSCN + H® + B©
U\ _0 3
H,C c=
\
H,C—O
Figura 3.20 A

Escisién de proteina mediante bromuro de cianégeno (BrCN). El bromuro de cianégeno
rompe las cadenas de polipéptido en el lado C-terminal de los residuos de metionina. La
reaccién produce una peptidilhomoserina lactona y genera un nuevo N-terminal.
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Figura 3.21 A

Escision y secuenciacion de un oligopéptido. a) Con tripsina se cataliza el rompimiento de
péptidos en el lado carbonilico de los residuos basicos arginina y lisina. b) Con quimotripsina
se cataliza el rompimiento de péptidos en el lado carbonilico de residuos sin carga, con cade-
nas laterales aromaticas o hidrofébicas voluminosas, como fenilalanina, tirosina y triptéfano.
c) Mediante el procedimiento de degradacion de Edman se determina la secuencia de cada
fragmento (indicado en los cuadros) y entonces alineando las secuencias iguales de fragmen-
tos que se traslapan se puede determinar el orden de los fragmentos y con ello deducir la se-
cuencia de todo el oligopéptido.

Para proteinas que contienen puentes disulfuro, no se resuelve la estructura co-
valente completa sino hasta que se hayan establecido las posiciones de los enlaces
disulfuro. Las posiciones de los enlaces cruzados disulfuro puede determinarse frag-
mentando la proteina intacta, aislando los fragmentos peptidicos y determinando cudles
fragmentos contienen residuos de cistina. La tarea de determinar las posiciones de los
enlaces cruzados se vuelve bastante complicada cuando la proteina contiene varios
puentes de disulfuro.

La deduccién de la secuencia de aminodcidos de determinada proteina a partir de
la secuencia de su gen (figura 3.22 en la siguiente pagina) resuelve algunas de las limi-
taciones de las técnicas analiticas. Por ejemplo, se puede determinar la cantidad de resi-
duos de triptéfano y aspartato y se diferencian los residuos de asparagina ya que son
distintos codones los que los codifican. Sin embargo, la secuenciacion directa de protei-
nas todavia tiene importancia porque es la tinica forma de determinar si hay aminodaci-
dos modificados o si los residuos de aminodcido se han eliminado después de terminar
la sintesis de la proteina.

En 1953, Frederick Sanger determiné por primera vez la secuencia de una proteina
(insulina). Se le otorgé el Premio Nobel 1956 por este trabajo. Veinticuatro afios des-
pués, Sanger gand un segundo Premio Nobel por ser precursor en la secuenciacion de
acidos nucleicos. Hoy se conoce las secuencias de aminodcidos de miles de proteinas
distintas. Estas secuencias revelan no sélo los detalles de la estructura de las proteinas indi-
viduales, sino que también permiten que los investigadores identifiquen las familias de

A Frederick Sanger (1918-) Obtuvo el Premio
Nobel de Quimica en 1956 por sus trabajos

) B o A 3 sobre secuenciacién de proteinas. Recibié un
proteinas relacionadas y anticipen la estructura tridimensional y a veces la funcién de las  segundo Premio Nobel de Quimica en 1980

proteinas recién descubiertas. por desarrollar métodos para secuenciar ADN.
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Figura 3.22 »

Secuencias de ADN y proteina. La secuencia de
aminoacidos en una proteina se puede deducir
por la secuencia de nucleétidos en el gen
correspondiente. Una secuencia de tres nucle6-
tidos especifica un aminoacido. A, C, Gy T
representan los residuos de nucleétidos en el
ADN.

1 1 1 r—1r
ADN A ~~AAGAGTGAACCTGT Crnnr

Proteina Lys — Ser — Glu — Pro — Val

3.11 Relaciones evolutivas a partir de comparaciones
de las estructuras primarias de las proteinas

En muchos casos se ha secuenciado la misma proteina a partir de diversas especies. Los
resultados indican que las especies con relacién cercana contienen proteinas con se-
cuencias muy parecidas de aminodcidos y que las proteinas de especies con relacion le-
jana se parecen mucho menos en su secuencia. Las diferencias reflejan el cambio
evolutivo a partir de una secuencia ancestral comun de proteina.

La proteina citocromo ¢, que consiste en una sola cadena polipeptidica de unos
104 residuos, es un ejemplo excelente de evolucion a nivel molecular. El citocromo ¢ se
encuentra en todos los organismos aerobios y las secuencias de proteina en especies con
relacion lejana como mamiferos y bacterias se parecen lo bastante para llegar a la con-
clusién, con bastante seguridad, de que las proteinas son homélogas. (Se definen como
homdlogas a diferentes proteinas y genes si han descendido de un ancestro comun. La
prueba de homologia se basa en la semejanza de la secuencia).

El primer paso para revelar las relaciones evolutivas es alinear las secuencias de
aminodcidos en proteinas procedentes de varias especies. En la figura 3.23 se muestra
un ejemplo de alineamiento para el citocromo c. El alineamiento revela una notable
conservacion de residuos en ciertas posiciones. Por ejemplo, todas las secuencias con-
tienen una prolina en la posicién 30 y una metionina en la posicién 80. En general, los
residuos conservados contribuyen a la estabilidad estructural de la proteina, o bien son
esenciales para su funcion.

Hay seleccién contra toda sustitucion de aminoédcido en esas posiciones invaria-
bles. En otros sitios se observa una cantidad limitada de sustituciones. En la mayor parte
de los casos, las sustituciones permitidas son residuos de aminodcido con propiedades
parecidas. Por ejemplo, la leucina, isoleucina o valina pueden ocupar la posicién 98; to-
das ellas son residuos hidrofébicos. De manera similar, varios residuos polares diferen-
tes pueden ocupar muchos sitios. Algunas posiciones son muy variables; los residuos
en dichos sitios contribuyen poco a la estructura y funcién de la proteina, y la fijacién
de sustituciones en esas posiciones durante la evolucion se debe a desplazamientos ge-
néticos aleatorios.

Las secuencias de citocromo ¢ de humanos y chimpancés son idénticas. Es un
reflejo de su estrecha relacion evolutiva. Las secuencias del mono y del macaco se
parecen mucho a las de los humanos y los chimpancés, como era de esperar, ya que las
cuatro especies son primates. De igual modo, las secuencias de las moléculas de cito-
cromo c¢ vegetal se parecen mucho entre si, mucho mas que lo que se parecen a cual-
quier otra secuencia.

La figura 3.24 en la pagina 80 ilustra las semejanzas entre las secuencias de ci-
tocromo en distintas especies representdndolas como un drbol cuyas ramas tienen
longitud proporcional a la cantidad de diferencias en las secuencias de aminodcido

Figura 3.23 )

Secuencias de citocromo c. Las secuencias de las proteinas citocromo ¢ de varias especies se
alinearon para mostrar sus semejanzas. En algunos casos se introdujeron huecos (llenos con
guiones) para mejorar el alineamiento. Los huecos representan omisiones e inserciones en los
genes que codifican esas proteinas. Para algunas especies, se omitieron residuos adicionales
en los extremos de la secuencia. Los residuos hidrofébicos estan en azul y los residuos polares
estan en rojo. (Véase esta figura a todo color al final del libro).
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de la proteina. Las especies con relacidn cercana se agrupan en las mismas ramas del
arbol porque sus proteinas son muy parecidas. A grandes distancias evolutivas la
cantidad de diferencias puede ser muy grande. Por ejemplo, las secuencias bacterianas
difieren en forma apreciable de las secuencias eucaridticas y reflejan la divergencia
a partir de un ancestro comun que vivié hace varios miles de millones de afios. El drbol
indica con claridad los tres reinos principales de los eucariotas: hongos, animales y
plantas. (Las secuencias de protistas no se incluyen en este arbol para no complicar-
lo mucho).

Los arboles filogenéticos derivados de datos de secuencia suelen tener bastante
coincidencia con aquellos construidos por bilogos evolutivos que usan datos morfold-
gicos y el registro de fésiles. Los datos evolutivos moleculares a partir de comparacio-
nes de secuencias proporcionan evidencia independiente de descendencia comuin.

Humanos,
Deb Cebra, chimpancé
ebaryomyces
. caballo, Macaco
Candida ~ kloeckeri Mono Pingiiino
krusei Cerdo, vaca, oveja \Conejo /Can- Pollo, pavo
Perro guro Pato
gris Paloma
Ballena gris Tortuga mordedora
Tiburén _Rana toro Caimén Atin
Levadura Carpa
de pan g}usago Mosca arp Bonito
e seda
N Oruga de la fruta Lamprea
eurospora . Mosca del Pacifico
crassa esfinge pardsita
Haba
Mung
. Calabaza
Trigo
Tomate
Girasol

Figura 3.24 A

Arbol filogenético del citocromo c. La longitud de las ramas indica la cantidad de diferencias
entre las secuencias de muchas proteinas de citocromo c. [Adaptado de Schwartz, R-M., y
Dayhoff, M. O. (1978). Origins of prokaryotes, eucaryotes, mitochondria, and chloroplasts.
Science 199:395-403].
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Las proteinas estdan formadas por 20 aminodcidos estandar y
cada uno de ellos contiene un grupo amino, un grupo carbo-
xilo y una cadena lateral, o grupo R. A excepcion de la glici-
na, que no tiene carbono quiral, todos los aminodcidos en las
proteinas tienen la configuracion L.

. Las cadenas laterales de los aminoacidos se pueden clasifi-

car de acuerdo con sus estructuras quimicas en: aliféticas,
aromadticas, sulfuradas, alcoholes, bases, dcidos y amidas.
Algunos de los aminoacidos se clasifican también como
con cadenas laterales muy hidrofébicas o muy hidrofilicas.
Las propiedades de las cadenas laterales de los aminodci-
dos son determinantes en la estructura y las funciones de
la proteina.

. Las células contienen otros aminodcidos que no se usan en

sintesis de proteinas. Algunos aminoécidos se pueden modi-
ficar quimicamente para obtener compuestos que funcionen
como hormonas o como neurotransmisores. Algunos ami-
nodcidos se modifican después de incorporarlos en los po-
lipéptidos.

. A pH 7, el grupo a-carboxilo de un aminoécido tiene carga

negativa (—CO00°) y el grupo a-amino tiene carga positiva
(—NH3®). Las cargas de las cadenas laterales ionizables de-
penden del pH y también de sus valores de pK,.

10.

11.

Los residuos de aminoécidos en las proteinas estdn unidos
por enlaces peptidicos. La secuencia de residuos se llama
estructura primaria de la protefna.

. Las proteinas se purifican con métodos que aprovechan las

diferencias de solubilidad, carga neta, tamaifio y propiedades
de unién de cada proteina individual.

. Las técnicas analiticas, como SDS-PAGE vy la espectrome-

tria de masas, revelan las propiedades de las proteinas, como
el peso molecular.

. Se puede determinar la composicién de aminoédcidos de una

proteina en forma cuantitativa hidrolizando los enlaces pep-
tidicos y analizando el hidrolizado mediante cromatografia.

. La secuencia de una cadena polipeptidica se determina con

el procedimiento de degradacion de Edman, en el que se se-
paran e identifican sucesivamente los residuos N-terminales.

Las secuencias de polipéptidos grandes se pueden determi-
nar por rompimiento selectivo de enlaces peptidicos usando
proteasas o reactivos quimicos, y después la degradacion de
Edman de los fragmentos que resulten.

Una comparacién de secuencias procedentes de distintas es-
pecies revela relaciones evolutivas.

Trace e identifique la estructura estereoquimica de la L-feni-
lalanina. Indique si es R 0 S, de acuerdo con el inserto 3.1 de
la pagina 56.

Demuestre que la proyeccién de Fischer de la forma comiin
de la treonina (pagina 59) corresponde a la (25,3R)-treonina.

El diclorhidrato de histamina se administra a pacientes de
melanoma (cdncer de la piel) en combinacién con medica-
mentos anticancerosos porque hace que las células cancero-
sas sean mas receptivas a los medicamentos. Dibuje la
estructura quimica del diclorhidrato de histamina.

Se ha encontrado que el pescado seco y tratado con sal y ni-
tratos contiene el mutdgeno 4cido 2-cloro-4-metiltiobutanoi-
co (CMBA, de chloro methylthiobutanoic acid). {De cudl
aminodcido se deriva el CMBA?

HC—S Ly~ - o

Cl

o

&

Para cada una de las siguientes cadenas laterales de amino4-
cido modificado, identifique al aminodcido a partir del cual
se derivé y la clase de modificacién quimica que ha habido.

a) —CH20P03®

b) —CH,CH(COO0®),

El glutatién (GSH) (y-Glu-Cys-Gly), un tripéptido, tiene
una funcion protectora en los animales porque destruye los
perdxidos toxicos que se generan durante los procesos meta-
bdlicos aerobios. Dibuje la estructura quimica del glutatién.
Nota: el simbolo vy indica que el enlace peptidico entre Glu y
Cys se forma entre el carboxilo y del Glu y el grupo amino
de la Cys.

. La melitina es un polipéptido de 26 residuos que se encuen-

tra en el veneno de las abejas. En su forma mondmera, se
cree que la melitina se inserta en estructuras de membrana
ricas en lipidos. Explique de qué forma la secuencia de ami-
nodcidos en la melitina encierra esta propiedad.

@ 1
H3N-Gly-Ile-Gly-Ala-Val-Leu-Lys-Val-Leu-Thr-Gly-Leu
Pro—Ala—Leu—Ile-Ser—Trp—Ile—Lys—Arg—Lys—Arg—Gln—C;}Sn—NHz
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Calcule los puntos isoeléctricos de a) arginina y
b) glutamato.

La oxitocina es un nonapéptido (péptido con nueve residuos)
hormonal que interviene en la respuesta productora de leche
en los mamiferos lactantes. Abajo se muestra la secuencia de
una version sintética de la oxitocina. ;{Cudl es la carga neta
de este péptido a a) pH 2.0, b) pH 8.5 y ¢) pH 10.7? Su-
ponga que los grupos ionizables tienen los valores de pK,
mencionados en la tabla 3.2. El enlace disulfuro es estable a
pH 2.0, pH 8.5 y pH 10.7. Observe que el C-terminal estd
amidado.

1
Cys — Phe —Ile — Glu — Asn— Cys — Pro — His — Gly —NH,
l

S—S J

10.

11.

12.

Abajo se ve la curva de titulacion para la histidina. Los va-
lores de pK, son 1.8 (—COOH), 6.0 (cadena lateral) y 9.3
(—NH;9).

12 4

1 1
1.5 2.0 2.5 3.0

1
1.0
Equivalentes de OH ©

a) Trace la estructura de la histidina en cada paso de ioni-
zacion.

b) En la curva de titulacién, identifique los puntos que co-
rrespondan a las cuatro especies iénicas.

c) Identifique los puntos en los que la carga neta promedio
es +2, +0.5,0y —1.

d) Identifique el punto en el que el pH es igual al pK, de la
cadena lateral.

e) Identifique el punto que indique la titulaciéon completa
de la cadena lateral.

f) (Entre qué limites de pH serfa la histidina un buen
amortiguador?

Trace las siguientes estructuras de compuestos que habria
durante el procedimiento de degradacién de Edman: a) PTC-
Leu-Ala, b) PTH-Ser, ¢) PTH-Pro.

Indique qué fragmentos se generardn con el tratamiento del
siguiente péptido con: a) tripsina, b) quimotripsina y c¢) pro-
teasa V8 de S. aureus.

Gly-Ala-Trp-Arg-Asp-Ala-Lys-Glu-Phe-Gly-Gln

13.

14.

15.

16.

Imagine que usted aislé un decapéptido (péptido con 10 resi-

duos) llamado FP que tiene actividad anticancerigena. De-

termine la secuencia del péptido a partir de la informacién
siguiente. (Observe que los aminodcidos se separan con co-
mas, cuando no se conoce su secuencia).

a) Un ciclo de degradacién de Edman del FP produce 2
moles de PTH-aspartato por mol de FP.

b) El tratamiento de una solucién de FP con 2-mercaptoe-
tanol, seguido por adicién de tripsina, produce tres pép-
tidos cuya composicion es (Ala, Cys, Phe), (Arg, Asp) y
(Asp, Cys, Gly, Met, Phe). El péptido (Ala, Cys, Phe)
intacto produce PTH-cisteina en el primer ciclo de de-
gradacién de Edman.

c) Eltratamiento de 1 mol de FP con carboxipeptidasa (que
separa el residuo C-terminal de los péptidos) produce
2 moles de fenilalanina.

d) El tratamiento del pentapéptido intacto (Asp, Cys, Gly,
Met, Phe) con BrCN produce dos péptidos cuya compo-
sicién es (homoserina lactona, Asp) y (Cys, Gly, Phe).
El péptido (Cys, Gly, Phe) produce PTH-glicina en el
primer ciclo de degradacién de Edman.

Una parte de las secuencias de aminodcidos en el citocromo
¢ del caimdn y de la rana toro se ven abajo (tomadas de la fi-
gura 3.23).

Aminoécidos 31-50

COCODRILO
RANA TORO

NLHGLIGRKT
NLYGLIGRKT

GQAPGFSYTE
GQAAGFSYTD

a) Indique un ejemplo de una sustitucién que implique
aminodcidos similares.
b) Describa un ejemplo de una sustitucion mas radical.

Varios aminodcidos comunes se modifican para producir
aminas con importancia bioldgica. La serotonina es un neu-
rotransmisor con importancia bioldgica que se sintetiza en el
cerebro. Se han relacionado las bajas concentraciones de
serotonina en el cerebro con estados como la depresion,
agresion e hiperactividad. ;De qué aminodcido se deriva la
serotonina? Identifique las diferencias de estructura entre el
aminodcido y la serotonina.

i
H3;N +—(lf—H
CH,
X
HO

N
H

Serotonina

En la pagina siguiente se ve la estructura de la hormona
liberadora de tirotropina (TRH, de thyrotropin-releasing
hormone). La TRH es una hormona peptidica que en forma
original se aislé de extractos de hipotdlamo.



a) (Cudntos enlaces peptidicos hay en la TRH?

b) (De qué tripéptido se deriva la TRH?

¢) (Qué resultado producen las modificaciones en las car-
gas de los grupos terminales amino y carboxilo?

HzC/ CH> o

Lecturas seleccionadas 83

17. La quiralidad juega un papel principal en el desarrollo de
medicamentos nuevos. Las personas con mal de Parkinson
tienen poca dopamina en su cerebro. Para tratar de aumentar
la cantidad de dopamina en los pacientes, se les administra el

medicamento L-dopa, que en el cerebro se convierte en do-

CH;

N

\ /7

NH>

0 CHz\
*c\/ CH, O (ﬁ
N—HC——C—NH—CH—C——N—HC—C
H>C
X
Z 7\
el
\ /
N=cCH

Lecturas seleccionadas

pamina. La L-dopa se vende en forma enantioméricamente
pura. a) Indique la designacién RS de L-dopa. b) ;De qué
aminodcido derivan la L-dopa y la dopamina?

HO

+
- NHP €02

HO
Dopamina
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capitulo
cuatro

Proteinas: Estructura
tridimensional
y funcion

n el capitulo anterior se planteé que es posible describir a una proteina como

una cadena de aminodcidos unidos por enlaces peptidicos en una secuencia es-

pecifica. Sin embargo, las cadenas polipeptidicas no sélo son lineales sino que
también estdn dobladas en formas compactas que contienen espirales, regiones en
zigzag, giros y asas. Durante los tltimos 50 afios se han determinado las formas tridi-
mensionales o conformaciones de mas de mil proteinas. Una conformacion es un orde-
namiento espacial de dtomos que depende de la rotacién de uno o varios enlaces. La
conformacion de una molécula, como la de una proteina, puede cambiar sin que los en-
laces covalentes se rompan, mientras que las diversas configuraciones de una molécula
s6lo se pueden cambiar si se rompen y vuelven a unir enlaces covalentes. (Recuérdese
que las formas L y D de los aminodcidos representan configuraciones diferentes). Ya que
cada residuo de aminodcido tiene varias conformaciones posibles y dado que hay nu-
merosos residuos en una proteina, cada proteina ofrece una cantidad astrondmica de
configuraciones potenciales. No obstante, bajo condiciones fisioldgicas, cada proteina
se dobla en una sola forma estable, que se llama su conformacién nativa. Hay varios
factores que restringen la rotacion respecto a los enlaces covalentes en una cadena poli-
peptidica, en su conformacién nativa. Incluyen la presencia de puentes de hidrégeno y
otras interacciones libres entre residuos de aminodcidos. La funcién biolégica de una
proteina depende por completo de su conformacion nativa.

Una proteina puede ser una sola cadena polipeptidica o puede estar formada por
varias de esas cadenas unidas entre si por interacciones débiles. Como regla general, ca-
da cadena polipeptidica es codificada por un solo gen, aunque hay algunas excepciones
interesantes a esta regla. El tamafio de los genes y los polipéptidos que codifican puede
variar en mds de un orden de magnitud. Algunos polipéptidos sélo contienen 100 resi-
duos de aminodcido, con una masa molecular relativa aproximada de 11 000 (M, = 11
000). (La masa molecular relativa de un residuo de aminoécido en una proteina es 110).
Por otra parte, algunas cadenas muy grandes de polipéptido contienen mas de 2000 re-
siduos de aminoécido (M, = 220 000).

Arriba: Borrego cimarrén. Su piel, lana y cuernos estan formados principalmente por proteinas fibrosas.
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En algunas especies se pueden determinar el tamafio y la secuencia de cada poli-
péptido a partir de la secuencia del genoma. Puede haber unos 4000 polipéptidos distin-
tos en la bacteria Escherichia coli con un tamaio promedio de unos 300 residuos de
aminodcidos (Mr = 33 000). La mosca de la fruta Drosophila melanogaster contiene
unos 14 000 polipéptidos diferentes con un tamafio promedio mas o menos igual que en
la bacteria. Los humanos y otros mamiferos tienen unos 30 000 polipéptidos distintos.
El estudio de grandes conjuntos de proteinas, como el de todo el complemento de pro-
tefnas producidas por una célula, es parte de un campo emergente llamado proteémica.

Las proteinas tienen diversas formas. Muchas son macromoléculas aproximada-
mente esféricas, hidrosolubles y compactas cuyas cadenas polipeptidicas estan dobla-
das de manera apretada. Esas proteinas globulares tienen un interior hidrofébico y una
superficie hidrofilica, en forma caracteristica. Poseen penetraciones o fisuras que reco-
nocen en forma especifica a otros compuestos y se unen a ellos en forma transitoria. Al
enlazarse selectivamente con otras moléculas, dichas proteinas sirven como agentes di-
namicos de la accion bioldgica. Varias proteinas globulares son enzimas, los catalizado-
res bioquimicos de las células. Mds o menos 31% de los polipéptidos en la E. coli se
consideran enzimas metabdlicas, como las que se describirdn en los siguientes capitu-
los. Hay otros tipos de proteinas globulares que incluyen diversos factores, proteinas
portadoras y proteinas reguladoras; el 12% de las proteinas conocidas en la E. coli caen
en estas categorias.

También los polipéptidos pueden ser partes de grandes estructuras subcelulares o
extracelulares, como ribosomas, flagelos y cilios, muisculos y cromatina. Las proteinas
fibrosas son una clase particular de proteinas estructurales que proporcionan soporte
mecdnico a las células u organismos. En el caso tipico, las proteinas fibrosas se ensamblan
en grandes cables o hebras. Como ejemplos de proteinas fibrosas estdn la a-queratina,
el componente principal de cabello y ufias, y la coldgena, el componente proteinico
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<« Proteinas de la Escherichia coli. Las proteinas
celulares de la E. coli se han separado por
electroforesis bidimensional en gel. En la
primera dimension, las proteinas se separan
por un gradiente de pH y cada proteina migra
hasta su punto isoeléctrico. La segunda di-
mension separa a las proteinas por su tamafio
en un gel de SDS-poliacrilamida. Cada mancha
corresponde a un solo polipéptido. Hay unas
4000 proteinas diferentes en la E. coli, pero
algunas sélo estan presentes en cantidades
muy pequefias y no se pueden apreciar en
este gel de 2-D. Esta figura se tom6 de la
base de datos Swiss-2D PAGE. Puede usted
visitar este sitio y hacer clic en cualquiera de
las manchas para conocer mas acerca de
determinada proteina.
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Figura 4.1

Niveles estructurales de proteinas. a) La
secuencia lineal de aminoacidos define la
estructura primaria. b) La estructura secun-
daria consiste en regiones de conformaciones
repetitivas periodicas de la cadena de pépti-
dos, como hélices a y laminas . ) La
estructura terciaria describe la forma de la
cadena de polipéptidos totalmente plegada.
El ejemplo que se muestra tiene dos domi-
nios. d) La estructura cuaternaria se refiere

al ordenamiento de dos o mas cadenas de
polipéptido en una molécula de subunidades
muiltiples.

principal de tendones, piel, huesos y dientes. Entre otros ejemplos de protefnas estruc-
turales estdn los componentes proteinicos de virus, bacteri6fagos, esporas y polen.

Muchas proteinas son componentes integrales de membranas o proteinas asociadas
a membranas. Esta categorfa contiene al menos 16% de los polipéptidos conocidos en
la E. coli y un porcentaje mucho mayor en las células eucariéticas.

En este capitulo se describe la arquitectura molecular de las proteinas. Se explora
la conformacién del enlace peptidico y se estudia que hay dos formas simples, la hélice
a 'y laldmina B, que son elementos estructurales comunes en todas las clases de protei-
nas. Se describen niveles mayores en la estructura de las proteinas y también el plegado
y la estabilizacion de las proteinas. Por dltimo, se examina la forma en que la estructu-
ra de la proteina se relaciona con su funcién, y como ejemplo se presenta la coldgena,
hemoglobina y los anticuerpos. Ante todo se habrd de aprender que las protefnas encie-
rran propiedades que trascienden a las de los aminodcidos libres. Los capitulos 5y 6
describen el papel de las proteinas como enzimas. En el capitulo 9 se describen con mas
detalle las estructuras de las proteinas de membrana, y en los capitulos 20 a 23 las pro-
tefnas que se unen a 4cidos nucleicos.

4.1 Hay cuatro niveles de estructura de las proteinas

Las moléculas individuales de proteina se pueden describir mediante hasta cuatro nive-
les de estructura (figura 4.1). Como se hizo notar en el capitulo 3, la estructura primaria
describe la secuencia lineal de residuos de aminoécidos en una proteina. Recuérdese que
las secuencias de aminodcidos siempre se escriben desde el amino terminal (N-terminal)
hasta el carboxilo terminal C- (C-terminal). La estructura tridimensional de una proteina
se describe con tres niveles adicionales: estructura secundaria, estructura terciaria y es-
tructura cuaternaria. Las fuerzas que mantienen, o estabilizan, estos tres niveles son no
covalentes, de manera primordial. La estructura secundaria se refiere a las regularida-
des en las conformaciones locales mantenidas por puentes de hidrégeno entre los hidré-
genos de amida y los oxigenos de carbonilo en la columna vertebral del péptido. Las
estructuras secundarias principales son las hélices a y las hebras § (incluyendo las ldmi-
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¢) Estructura terciaria
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nas «). Se acostumbra representar las regiones helicoidales « con dibujos que muestran
las estructuras de proteinas plegadas; las hebras 3 se representan con flechas anchas
que apuntan desde la direccién N-terminal hacia la C-terminal. La estructura terciaria
describe la cadena polipeptidica totalmente plegada y compactada. Muchos polipéptidos
plegados consisten en varias unidades distintas unidas por un tramo corto de residuos de
aminodcidos, como se ve en la figura 4.1c; a dichas unidades se les conoce como domi-
nios. Las estructuras terciarias se estabilizan por las interacciones de cadenas laterales
de aminodcidos en regiones no vecinas de la cadena polipeptidica. La formacién de la
estructura terciaria acerca partes lejanas de las estructuras primaria y secundaria. Algu-
nas proteinas poseen estructura cuaternaria, que implica la asociacién de dos o mas
cadenas polipeptidica en una multisubunidad, o proteina oligomérica u oligdmera. Las ca-
denas polipeptidicas de una proteina oligdmera pueden ser idénticas o distintas.

4.2 Métodos para determinar la estructura de las proteinas

Como se estudi6 en el capitulo 3, la secuencia de aminodcidos en los polipéptidos (es
decir, la estructura primaria) se puede determinar por métodos quimicos, como la de-
gradacién de Edman, o en forma indirecta, a partir de la secuencia del gen. La técnica
acostumbrada para determinar la conformacién tridimensional de una proteina es la
cristalograffa con rayos X. En esta técnica se apunta un haz de rayos X colimados, o pa-
ralelos, a un cristal de moléculas de proteina. Los electrones en el cristal difractan los
rayos X, que se registran entonces en una pelicula, o mediante un detector electrénico
(figura 4.2). El andlisis matematico de la figura de difraccién produce una imagen de
las nubes de electrones que rodean a los dtomos en el cristal. Este mapa de densidad
electronica revela la forma general de la molécula y las posiciones de cada uno de los
atomos en el espacio tridimensional. Al combinar esos datos con los principios del en-
lazamiento quimico es posible deducir el lugar de todos los enlaces en una molécula y
en consecuencia su estructura general. La técnica de cristalografia con rayos X se ha
desarrollado hasta el punto en que es posible determinar la estructura de una proteina
sin tener un conocimiento preciso de la secuencia de aminodcidos. En la practica ese
conocimiento facilita mucho el ajuste del mapa de densidad electrénica en la etapa en la
que se determinan los enlaces quimicos entre los 4tomos.

a) b)

Fuente de
rayos X

Haz de
rayos X
colimados

Q Monocristal de proteina e

Pelicula

Figura 4.2 A

Cristalografia de rayos X. a) Diagrama de los rayos X difractados por un cristal de proteina.
b) Figura de difraccion de rayos X para un cristal de desoxihemoglobina de humano adulto.
El lugar y la intensidad de las manchas determinan la estructura tridimensional de la proteina.
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A Dorothy Crowfoot Hodgkin (1910-1994)
recibié el Premio Nobel 1964 por determinar
la estructura de la vitamina By,. La estructura
de la insulina fue publicada en 1969.

Visite el sitio Web para conocer informacién
sobre la mejor manera de ver estructuras
tridimensionales y obtener archivos de
datos.

» Max Perutz (1914-2002) (izquierda) y John
C. Kendrew (1917-1997) (derecha). Kendrew
determiné la estructura de la mioglobina, por
lo que recibi6 el Premio Nobel en 1962. A
Perutz se le otorgé también el Premio Nobel
en 1962 por determinar la estructura de la
hemoglobina.

Al principio se usaba la cristalografia con rayos X para estudiar las unidades repe-
titivas simples de las proteinas fibrosas y las estructuras de pequefias moléculas biol6-
gicas. Dorothy Crowfoot Hodgkin fue precursora en la aplicacién de cristalografia de
moléculas bioldgicas con rayos X. Resolvid la estructura de la penicilina en 1947 y
desarroll6 varias de las técnicas que se utilizan para estudiar las proteinas grandes.
Hodgkin recibi6 el Premio Nobel en 1964 por determinar la estructura de la vitamina
B, y después publicé la estructura de la insulina.

El principal impedimento para determinar la estructura tridimensional de una pro-
tefna completa radicaba en la dificultad para calcular las posiciones atémicas a partir de
las posiciones e intensidades de los haces difractados de rayos X. No es de sorprender
que el desarrollo de la cristalograffa de macromoléculas con rayos X sigui6 al desarro-
llo de las computadoras. Para 1962, John C. Kendrew y Max Perutz habian dilucidado
las estructuras de las proteinas mioglobina y hemoglobina, respectivamente. Sus resul-
tados proporcionaron los primeros conocimientos de la naturaleza de las estructuras
terciarias de las proteinas y les valieron un Premio Nobel en 1962. En afios recientes
han habido avances importantes en la tecnologia debido a la disponibilidad de compu-
tadoras de alta velocidad y por las mejoras en la produccién de haces enfocados de ra-
yos X. Hoy, la determinacion de las estructuras de las proteinas se limita sobre todo por
la dificultad en la preparacion de cristales de una calidad adecuada para la difraccién
con rayos X.

Un cristal de proteina contiene una gran cantidad de moléculas de agua y con fre-
cuencia es posible difundir pequefios ligandos, como moléculas de un sustrato o de in-
hibidor en el cristal. En muchos casos, las proteinas en el interior del cristal conservan
su capacidad de unirse a esos ligandos y con frecuencia presentan actividad catalitica.
La actividad catalitica de las enzimas en el estado cristalino demuestra que las proteinas
cristalizan en sus conformaciones nativas in vivo. Asi, las estructuras de protefnas que
se resuelven por cristalografia con rayos X son representaciones reales de las estructu-
ras que existen en el interior de las células.

Una vez determinadas las coordenadas tridimensionales de los 4tomos en una ma-
cromolécula, se depositan en un banco de datos, donde quedan a disposicion de otros
investigadores. Las primeras bases de datos de dominio puiblico para estructuras y se-
cuencias biomoleculares se establecieron a finales de la década de 1970. Muchas de las
imédgenes en este texto se crearon usando archivos de datos del banco Protein Data
Bank (PDB). Primero se mencionard el nombre o nimero de entrada al PDB para cada
estructura de proteina que aparezca en este texto con el propdsito de que el lector pue-
da ver la estructura tridimensional en su propia computadora.
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Hay muchas maneras de exhibir la estructura tridimensional de las protefnas. Los
modelos volumétricos (figura 4.3a) muestran a cada dtomo como una esfera maciza.
Tales imdgenes muestran la naturaleza densa y muy empacada de las cadenas polipepti-
dicas plegadas. Estos modelos de estructuras se usan para ilustrar la forma general de
una proteina y la superficie expuesta a un solvente acuoso. Se puede apreciar con faci-
lidad que el interior de las proteinas plegadas es casi impenetrable hasta para moléculas
pequeiias como las del agua.

También se puede representar la estructura de una proteina en forma de un dibujo
simplificado que exagera la columna vertebral de la cadena polipeptidica (figura 4.3b).
En esos modelos se eliminan las cadenas laterales de aminodcidos para facilitar la apre-
ciacién de la forma en que el polipéptido se dobla y forma una estructura tridimensio-
nal. Esos modelos tienen la ventaja de permitir ver al interior de la proteina y también
revelan elementos de la estructura secundaria, como hélices « y hebras 8. Al comparar
las estructuras de proteinas diferentes es posible reconocer los pliegues y patrones co-
munes que no es posible ver en los modelos volumétricos.

Los modelos mds detallados son los que destacan las estructuras de las cadenas
laterales de aminodcidos y los diversos enlaces covalentes e interacciones débiles
entre los dtomos (figura 4.3c). Esos modelos detallados tienen importancia especial
para comprender la forma en que se une un sustrato en el sitio activo de una enzima.
En la figura 4.3c se muestra la columna vertebral con la misma orientacién que en la
figura 4.3b.

Otra técnica para analizar la estructura macromolecular de las proteinas es la es-
pectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) (o NMR, de nuclear magnetic
resonance). Este método permite estudiar las proteinas en solucién, por lo que no re-
quiere la tediosa preparacion de cristales. En la espectroscopia de RMN se coloca una
muestra de la proteina en un campo magnético. Ciertos nicleos atémicos absorben ra-
diacion electromagnética cuando el campo magnético aplicado se varia. Ya que los ato-
mos vecinos influyen en la absorbancia, se pueden registrar interacciones entre atomos
cercanos entre si. Al combinar estos resultados con la secuencia de aminodcidos y con
restricciones estructurales conocidas es posible calcular una cantidad de estructuras que
satisfagan las interacciones observadas.

La figura 4.4 muestra el conjunto completo de estructuras de la ribonucleasa A bo-
vina, la misma proteina cuya estructura cristalina determinada con rayos X se muestra
en la figura 4.3. Nétese que las estructuras posibles son muy parecidas y que la forma
general de la molécula se aprecia con facilidad. En algunos casos el conjunto de estruc-
turas de RMN puede tener fluctuaciones o “respiraciones” de la proteina en solucion.
La semejanza de las estructuras de RMN y las cristalinas con rayos X indica que las es-
tructuras de proteina encontradas en los cristales representan fielmente la estructura de
la proteina en solucién. En general, los espectros de RMN de pequefias proteinas, como la
ribonucleasa A, se pueden deducir con facilidad, pero el espectro de una molécula gran-
de puede ser en extremo complicado. Por esta razén es muy dificil determinar la estruc-
tura de las proteinas mayores, pero la técnica es muy poderosa para las proteinas mas
pequenas.

b)

Figura 4.3 A

Ribonucleasa A bovina (Bos taurus). La ribonu-
cleasa A es una enzima secretada que hidroliza
al ARN durante la digestion. a) Modelo tridi-
mensional mostrando un sustrato analogo
enlazado en negro. b) Modelo de listén

de la cadena de polipéptido mostrando la
estructura secundaria. €) Vista del sitio de
enlace con el sustrato. El analogo de sustrato
(3-fosfato de 5'-difosfoadenosina) se represen-
ta como modelo tridimensional y las cadenas
laterales de aminoacidos se muestran como
modelos de bolas y palillos. [PDB 1 AFK].
(Véase esta figura a todo color al final

del libro).

< Figura 4.4

Estructura de la ribonucleasa bovina A por
RMN. En la figura se combina un conjunto de
estructuras muy parecidas que satisfacen los
datos de interacciones atémicas. Sélo se
muestra la espina dorsal de la cadena de poli-
péptido. Comparese esta estructura con la de
la figura 4.3b y nétese la presencia de puentes
de disulfuro (en amarillo), que no se muestran
en las imagenes obtenidas por la estructura
cristalina mediante rayos X. [PDB 2AAS].
(Véase esta figura a todo color al final

del libro).
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Figura 4.5 A

Estructura de resonancia del enlace peptidico.

a) En esta forma de resonancia, el enlace
peptidico se muestra como enlace sencillo
C—N. b) En esta forma de resonancia, el en-
lace peptidico se muestra como un doble
enlace. c) La estructura real se representa
mejor como hibrido de una de las dos formas
de resonancia en la que los electrones estan
deslocalizados sobre el oxigeno carbonilico,
el carbono carbonilico y el nitrégeno amidico.
La rotacion en torno al enlace C—N se halla
restringida debido a la naturaleza de enlace
doble de la forma hibrida de resonancia.
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Figura 4.6 A

Grupos peptidicos planos en una cadena de
polipéptido. Un grupo peptidico consiste en
los grupos N—H y C=0 que intervienen
en su formacion, al igual que los carbonos a
a cada lado del enlace peptidico. Los dos
grupos peptidicos estan destacados en gris
en este diagrama.

Figura 4.7 >

Conformaciones trans y cis de un grupo pep-
tidico. Casi todos los grupos peptidicos en las
proteinas tienen la conformacion trans, lo que
minimiza la interferencia estérica entre cade-
nas laterales adyacentes. Las flechas indican
la direccién desde el N-terminal hasta el C.
(Véase esta figura a todo color al final

del libro).

4.3 Conformacion del grupo peptidico

Nuestro estudio detallado de la estructura de las proteinas comienza con la de los enla-
ces peptidicos, o enlaces de péptido, que unen a los aminodcidos en una cadena poli-
peptidica. Los dos dtomos que intervienen en el enlace peptidico, junto con sus cuatro
sustituyentes (el dtomo de oxigeno carbonilico, el 4tomo de hidrégeno de amida y los
dos atomos adyacentes de carbono «) constituyen el grupo peptidico. Los analisis cris-
talogréficos de pequeiios péptidos con rayos X revelan que el enlace entre el carbono
carbonilico y el nitrégeno es mds corto que un enlace sencillo tipico C—N, pero mas
largo que los dobles enlaces C=N tipicos. Ademds, el enlace entre el carbono carbo-
nilico y el oxigeno es un poco mayor que el doble enlace tipico C=—0. Esas mediciones
indican que los enlaces peptidicos tienen ciertas propiedades del enlace doble y se pue-
den representar mejor como un hibrido de resonancia (figura 4.5).

Notese que el grupo peptidico es polar. El oxigeno carbonilico presenta una carga
negativa parcial y puede servir como aceptador de hidrégeno en puentes de hidrégeno.
El nitrégeno cuenta con una carga positiva parcial y el grupo —NH puede servir como
donador de hidrégeno en puentes de hidrégeno. La deslocalizacidn electrénica y el
cardcter parcial de enlace doble del enlace peptidico evitan que haya rotacién libre en
torno al enlace C—N. El resultado es que los dtomos del grupo peptidico estdn en el
mismo plano (figura 4.6). Todavia es posible la rotacion respecto a cada enlace N—C,,
y cada enlace C, en la columna vertebral repetitiva de N—C,—C en las proteinas.
Como se verd, las restricciones a la rotacion libre respecto a estos dos enlaces adiciona-
les determinan en dltimo término la conformacién tridimensional de una proteina.

Debido a la naturaleza del doble enlace en el enlace peptidico, la conformacion del
grupo peptidico se restringe a una de dos conformaciones posibles, que puede ser trans
o cis (figura 4.7). En la conformacidn trans, los dos carbonos « de residuos adyacentes
de aminodcido estdn en lados opuestos del enlace peptidico y en las esquinas opuestas
del rectangulo que forma el grupo peptidico plano. En la conformacion cis, los dos car-
bonos « estdn en el mismo lado del enlace peptidico y estdn mds cerca entre si. Las con-
formaciones cis y trans se producen durante la sintesis de la proteina, cuando el enlace
peptidico se forma uniendo dos aminoécidos a la cadena polipeptidica. Las dos confor-
maciones no se pueden interconvertir por giro respecto al enlace peptidico, una vez for-
mado. La conformacion cis es menos favorable que la conformacién trans, que es
extendida debido a impedimentos estéricos entre las cadenas laterales unidas a los dos
atomos de carbono a. En consecuencia, casi todos los grupos peptidicos en las protei-
nas tienen la conformacion frans. Hay raras excepciones, por lo general en los enlaces
que tienen el nitrégeno de amida de la prolina, para el que la conformacién cis sélo crea
una interferencia estérica un poco mayor que la conformacioén trans.

Existen unas enzimas especificas, llamadas isomerasas de peptidilprolilo cis/trans,
que pueden catalizar la interconversion de conformaciones cis y trans en residuos de
prolina, con desestabilizacion momentdnea de la estructura del hibrido de resonancia
del enlace peptidico y permitiendo la rotacién. La isomerasa de peptidilprolilo cis/trans
es el blanco de la sustancia inmunosupresora ciclosporina A, empleada en los pacientes
con trasplantes para evitar el rechazo del 6rgano donado. (Hoy se conoce que no hay
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relacion entre la actividad isomerasa cis/trans de la enzima y la inmunosupresion. En
vez de ello, la enzima funciona como portadora de la ciclosporina A e interactia con
otras proteinas que son inhibidas por el medicamento). La estructura de la isomerasa
humana de peptidilprolilo cis/trans se ve en la figura 4.23e.

Recuérdese que aun cuando los atomos del grupo peptidico estdn en un plano, es
posible la rotacién en torno a los enlaces N—C, y C,—C en la columna vertebral repe-
titiva de N—C,—C. Esta rotacién se halla restringida por interferencia estérica entre
los 4tomos de la cadena principal y los de la cadena lateral de residuos adyacentes. Una
de las restricciones mds importantes para la rotacion libre es la interferencia estérica en-
tre los oxigenos carbonilicos en residuos adyacentes de aminodcido de la cadena de po-
lipéptido (figura 4.8). La presencia de cadenas laterales voluminosas también restringe
la rotacion libre respecto a los enlaces N—C,, y C,—C. La prolina es un caso especial: la
rotacion estd restringida en torno al enlace N—C,, porque es parte de la estructura del
anillo de pirrolidina en la prolina.

Al dngulo de rotacién respecto al enlace N—C,, de un péptido se le representa por
¢ (fi), y al que hay respecto al enlace C,—C se le designa ¢ (psi). El angulo del enlace
peptidico es w (omega). Debido a que la rotacion en torno a los enlaces peptidicos se
evita por su cardcter de enlace doble, la mayor parte de la conformacién de la columna
vertebral de un polipéptido se puede describir mediante ¢ y ¢y. Cada uno de estos dngu-
los se define por las posiciones relativas de cuatro 4tomos de la columna vertebral. Los
angulos en la direccion de las manecillas del reloj son positivos, y los contrarios a las
manecillas del reloj son negativos, cada uno con un barrido de 180°. Asi, cualquiera de
los dngulos de rotacién puede ir de —180° hasta +180°.

El biofisico G. N. Ramachandran y sus colegas elaboraron modelos tridimensionales
de péptidos e hicieron cédlculos para determinar cudles valores de ¢ y de ¢ estdn permi-
tidos estéricamente en una cadena de polipéptido. Los dngulos permisibles se muestran
como regiones sombreadas en diagramas de Ramachandran, de ¢ en funcién de . La
figura 4.9a en la pagina siguiente muestra los resultados de célculos tedricos —las regio-
nes sombreadas oscuras representan dngulos permisibles para la mayor parte de los re-
siduos, y las dreas mds claras abarcan los valores de ¢ y de ¢ para residuos menores de
aminodcido en que los grupos R no restringen la rotacién. En un diagrama de Rama-
chandran las dreas blancas son dreas no permisibles sobre todo por impedimentos esté-
ricos. Las concentraciones de varios tipos de estructura secundaria ideal caen entre las
areas sombreadas, como era de esperarse.

En la figura 4.9b se ve otra version de un diagrama de Ramachandran. Esta grafica
se basa en los dngulos ¢ y ¢ de cientos de proteinas cuyas estructuras se conocen. Las
regiones internas encerradas representan angulos que se ven con mucha frecuencia y
las regiones cerradas externas representan dngulos menos frecuentes. Se grafican los dngu-
los observados tipicos para hélices «, laminas 3 y otras estructuras de una proteina. La
diferencia mds importante entre los diagramas de Ramachandran tedricos y observa-
dos es la regién en torno a 0° ¢, — 90° ¢. Esta regién no deberia estar permitida, de
acuerdo con los estudios de modelado, pero hay muchos ejemplos de residuos con di-
chos dngulos. Sucede que los choques estéricos se evitan en esas regiones al permitir
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<Figura 4.8

Rotacion respecto a los enlaces N—C, y
C,—C, que unen a los grupos peptidicos

en una cadena de polipéptido. a) Grupos
peptidicos en conformacién extendida.

b) Grupos peptidicos en conformacion
inestable debida a interferencia estérica entre
oxigenos carbonilicos de residuos adyacentes.
Los radios de van der Waals de los atomos de
oxigeno carbonilico se indican con lineas en-
trecortadas. El angulo de rotacion en torno al
enlace N—C, se llama ¢ (fi) y el &ngulo en
torno al enlace C—C, se llama ¢ (psi). Los
sustituyentes de los carbonos a externos se
omitieron para mayor claridad. (Véase esta
figura a todo color al final del libro).
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Figura 4.9 A

Diagrama de Ramachandran. a) Las lineas llenas indican los limites de valores permisibles de ¢ y s, de acuerdo con los modelos moleculares.

Las lineas entrecortadas indican los limites extern

os de un residuo de alanina. Los puntos grandes corresponden a valores de ¢ y de ¢ que

producen conformaciones reconocibles, como la hélice a y las laminas B. Las posiciones que se indican para el giro tipo Il son para el segundo

y tercer residuos. Las partes blancas del diagrama

corresponden a valores de ¢ y de iy que se preveian presentarse rara vez. b) Valores obser-

vados de ¢ y de i en estructuras conocidas. Las cruces indican valores en residuos tipicos en una sola proteina. Los residuos en una hélice a se
muestran en rojo, y los residuos en las hebras g estan en azul y otros mas en verde. (Véase esta figura a todo color al final del libro).

Alinus Pauling (1901-1994), ganador del
Premio Nobel de Quimica en 1954 y del Pre-
mio Nobel de la Paz en 1962.

una pequefia cantidad de rotacion respecto al enlace peptidico. El grupo peptidico no
tiene por qué ser exactamente plano —jse permite un poquito de culebreo!

Algunos residuos voluminosos de aminodcido tienen menores areas permitidas. La
prolina se restringe a valores de ¢ aproximados de —60° a —77°, porque el enlace N—C,,
estd restringido por inclusién en el anillo de pirrolidina de la cadena lateral. En contras-
te, la glicina estd exenta de muchas restricciones estéricas porque carece de carbono .
Ast, los residuos de glicina tienen mayor libertad de conformacién que otros residuos y
presentan valores de ¢ y de iy que con frecuencia salen de las regiones sombreadas del
diagrama de Ramachandran.

4.4 La hélice «

La conformacion helicoidal « fue propuesta por Linus Pauling y Robert Corey en 1950.
Tuvieron en cuenta las dimensiones de los grupos peptidicos, las posibles restricciones
estéricas y las oportunidades de estabilizacion por formacion de puentes de hidrégeno. Su
modelo explicé la principal repeticion observada en la estructura de la i-queratina, una
proteina fibrosa. Sucede que esta repeticion de 0.50 a 0.55 nm es el paso (la distancia
axial por cada vuelta) de la hélice a. Max Perutz agreg6 otros apoyos a la estructura al
observar una unidad repetitiva secundaria de 0.15 nm en la figura de difraccién de rayos
X de la queratina «. Esta repeticién de 0.15 nm corresponde a la elevacién o subida de
la hélice « (1a distancia que cada residuo en la hélice avanza a lo largo de su eje). Perutz
también demostr6 que la hélice « estaba presente en la hemoglobina y con ello confir-
mé que esta conformacion existe en proteinas globulares mas complejas.

En teoria, una hélice « puede ser una rosca izquierda o derecha. Las hélices a que
se encuentran en las proteinas casi siempre son derechas, como se ve en la figura 4.10. En
una hélice « ideal, el paso es de 0.54 nm, la elevacién es de 0.15 nm y la cantidad de resi-
duos de aminodcidos necesaria para una vuelta completa es de 3.6 (es decir, aproximada-
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Hélice a. Se muestra una regién de la estructura secundaria helicoidal a con el N-terminal en la parte inferior y el C-terminal en la parte superior
de la figura. Cada oxigeno carbonilico forma un puente de hidrégeno con el hidrégeno de amida en el cuarto residuo hacia el C-terminal de la
cadena de polipéptido. Los puentes de hidrégeno son aproximadamente paralelos al eje mayor de la hélice. Nétese que los grupos carbonilo
apuntan hacia el C-terminal. En una hélice « ideal, las posiciones equivalentes se repiten cada 0.54 nm (el paso de la hélice), cada residuo de
aminoacido avanza la hélice en 0.15 nm a lo largo de la hélice (el ascenso), y hay 3.6 residuos de aminoacidos por cada vuelta. En una hélice
derecha, la columna vertebral gira en direccién de las manecillas del reloj, vista desde su N-terminal, a lo largo del eje. Si el lector imagina que
la hélice derecha es una escalera de caracol, al bajar por ella estara girando hacia la derecha. (Véase esta figura a todo color al final del libro).

mente 3 2/3 de residuo: un grupo carbonilo, tres unidades N—C,—C y un nitrégeno).
La mayor parte de las hélices « estd ligeramente distorsionada en las proteinas, pero en
general tienen entre 3.5 y 3.7 residuos por vuelta.

Dentro de una hélice «, cada residuo con oxigeno carbonilico (residuo n) de la co-
lumna vertebral del polipéptido estd unido mediante puente de hidrégeno con el hidré-
geno de la amida en la columna vertebral del cuarto residuo siguiendo la direccién
hacia el C-terminal (residuo n + 4). (Los tres grupos amino en un extremo de la hélice
y los tres grupos carbonilo en el otro extremo carecen de receptores de puente de hidré-
geno dentro de la hélice). Cada puente de hidrégeno cierra un asa que contiene 13 ato-
mos —el oxigeno carbonilico, 11 4tomos de columna vertebral y el hidrégeno de amida.
Esta hélice « también puede llamarse hélice 3.6,3, de acuerdo con su paso y el tamafio
del asa unida con puente de hidrégeno. Los puentes de hidrégeno que estabilizan a la
hélice son casi paralelos al eje longitudinal de la hélice.

Los dngulos ¢ y ¢ de cada residuo en una hélice « son similares. Se agrupan en
torno a una regién estable del diagrama de Ramachandran en un valor de ¢» de —=57° y un
valor de ¢y de —47° (figura 4.9). La semejanza de estos valores es lo que confiere una es-
tructura regular y repetitiva a la hélice a. Los puentes de hidrégeno intermoleculares
entre los residuos n 'y n + 4 tienden a “trabar” la rotacion en torno a los enlaces N—Ca
y Ca—C, restringiendo a los dngulos ¢ y ¢ a un intervalo relativamente angosto.
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Figura 4.11 A

Vista de una hélice a derecha. La cinta repre-
senta la forma de la columna vertebral del
polipéptido. Todas las cadenas laterales, re-
presentadas con modelos de bolas y palillos,
se proyectan hacia fuera desde el eje de la
hélice. Este ejemplo es de los residuos lle-355
(abajo) hasta Gly-365 (arriba) de la deshidro-
genasa alcohdlica de higado de caballo. No
se muestran algunos &tomos de hidrégeno.
[PDB 1ADF].

Figura 4.12 p

Hélice en la deshidrogenasa alcohdlica de
higado de caballo. Los residuos muy hidrofé-
bicos estan en azul, los menos hidrofébicos
estan en verde, y los residuos muy hidrofili-
cos estan en rosa. a) Secuencia de amino-
acidos. b) Diagrama de rueda helicoidal.
(Véase esta figura a todo color al final

del libro).

Un solo puente de hidrégeno intrahelicoidal no suministraria estabilidad estructu-
ral apreciable, pero el efecto acumulativo de varios puentes de hidrégeno dentro de una
hélice « estabiliza esta conformacion. Los puentes de hidrégeno entre los residuos de ami-
nodcido tienen estabilidad especial en el interior hidrofébico de una proteina, donde las
moléculas de agua no entran y en consecuencia no pueden competir en la formacién de
puentes. En una hélice «, todos los grupos carbonilo apuntan hacia el C-terminal. Ya que
cada grupo peptidico es polar y todos los puentes de hidrogeno apuntan en la misma direc-
cién, toda la hélice es un dipolo con un N-terminal positivo y un C-terminal negativo.

Las cadenas laterales de los aminodcidos en una hélice « apuntan desde el cilindro de
la hélice hacia afuera (figura 4.11). La estabilidad de una hélice « se ve influida por la
identidad de las cadenas laterales. En conformaciones helicoidales « se encuentran algu-
nos residuos de aminodcido con mds frecuencia que otros. Por ejemplo, la alanina cuenta
con una cadena lateral pequefia y sin carga que presenta correcta cabida en la conforma-
cién helicoidal a. Los residuos de alanina son frecuentes en las hélices a de toda clase de
proteinas. En contraste, la tirosina y la asparagina, con sus cadenas laterales voluminosas,
son menos comunes en las hélices a.. La glicina, cuya cadena lateral es un solo dtomo de
hidrégeno, desestabiliza a las estructuras helicoidales o porque la rotacién en torno a su
carbono « estd muy restringida. La prolina es el residuo menos frecuente en una hélice
por su cadena lateral ciclica rigida, que altera la conformacién helicoidal derecha, porque
ocupa espacio que de otra forma ocuparia un residuo vecino de la hélice. Ademads, como
carece de un dtomo de hidrégeno en su nitrégeno de amida, la prolina no puede participar
totalmente en los puentes de hidrégeno intrahelicoidales. Por estas razones los residuos de
prolina se encuentran con mds frecuencia en los extremos de las hélices a que en el interior.

Las protefnas varfan en su contenido de hélices «. En algunas, la mayor parte de
los residuos se encuentra en hélices a. Otras proteinas contienen muy poca estructura
helicoidal «. El contenido promedio de hélices « en las proteinas que se han examina-
do es 26%. La longitud de una hélice en una proteina puede ir desde unos 4 o 5 residuos
hasta mds de 40, pero el promedio es unos 12.

Muchas hélices & muestran aminodcidos hidrofilicos en una cara del cilindro de la
hélice y aminodcidos hidrofébicos en la cara opuesta. Es facil comprobar la naturaleza
anfipdtica de la hélice cuando se traza la secuencia de aminodcidos como una espiral,
llamada rueda helicoidal. Por ejemplo, la hélice « de la figura 4.11 se puede trazar co-
mo rueda helicoidal que representa a la hélice vista a lo largo de su eje. Como hay 3.6
residuos por vuelta de la hélice, los residuos se grafican cada 100° a lo largo de la espi-
ral (figura 4.12). Nétese que la hélice es una rosca derecha y termina por un residuo de
glicina en el extremo C-terminal. Los residuos hidrofilicos (asparagina, glutamato, as-
partato y arginina) tienden a agruparse en un lado de la rueda helicoidal.

Con frecuencia, las hélices anfipdticas se localizan en la superficie de una proteina
con las cadenas laterales hidrofilicas expuestas hacia afuera (hacia el solvente acuoso)
y las cadenas laterales hidrofébicas invertidas hacia adentro (hacia el interior hidrofobi-
co). Por ejemplo, la hélice de las figuras 4.11 y 4.12 estd en la superficie de la enzima

a)
355 356 357 358 359 360 361 362 363 364 365
b)

N-terminal



hepatica alcohol deshidrogenasa, soluble en agua, con las cadenas laterales de los resi-
duos primero, quinto y octavo (isoleucina, fenilalanina y leucina, respectivamente) se-
pultados en el interior de la proteina (figura 4.13).

Hay muchos ejemplos de dos hélices « anfipdticas que interactdan y producen una
estructura extendida de resorte-resorte donde las dos hélices a se abrazan entre si con
sus caras hidrofébicas en contacto y sus caras hidrofilicas expuestas al solvente. Una
estructura comun en las proteinas enlazantes de ADN se llama cierre (ziper) de leucina
(figura 4.14). El nombre indica que dos hélices « estan “cerradas” entre si por las inte-
racciones hidrofébicas de los residuos de leucina (y otros residuos hidrofébicos) en un
lado de una hélice anfipdtica. En las estructuras de cierre de leucina, las dos hélices «
s6lo muestran una tendencia ligera a enrollarse una en torno a la otra. Los extremos de
las hélices forman la regién de la proteina que enlaza al ADN.

Algunas protefnas contienen unas pocas regiones cortas de una hélice 3;9. Como la
hélice «, la hélice 3 es derecha. El oxigeno carbonilico de una hélice 3, forma un
puente de hidrégeno con el hidrégeno de la amida del residuo n + 3 (en comparacién
con el residuo n + 4 de una hélice a), por lo que la hélice 3 tiene una estructura de
anillo con puentes de hidrégeno mds apretada que la hélice & —10 atomos en vez de 13—
y cuenta con menos residuos por vuelta (3.0) y un paso mayor (0.60 nm). La hélice 3,
es un poco menos estable que la hélice a por impedimentos estéricos y la horrible geo-
metria de sus puentes de hidrégeno. Cuando hay una hélice 3, en general tiene pocos
residuos de longitud y con frecuencia es la dltima vuelta del extremo C-terminal de una
hélice . Debido a su geometria diferente, los angulos ¢ y ¢ de los residuos en una hé-
lice 3y ocupan una regién diferente del diagrama de Ramachandran en comparacién
con los residuos de una hélice « (figura 4.9).

4.5 Hebras By laminas B

La otra estructura secundaria comiin se llama estructura 3, una clase que incluye a he-
bras By ldminas 3. Las hebras 8 son partes de la cadena polipeptidica que se encuen-
tran casi totalmente extendidas. Cada residuo en una hebra 8 ocupa de 0.32 a 0.34 nm
de la longitud total, en contraste con la espiral compacta de una hélice «, donde cada re-
siduo corresponde a 0.15 nm de la longitud general. Cuando se ordenan varias hebras 3
lado a lado forman laminas 3, estructura que propusieron originalmente Pauling y Corey
cuando desarrollaban el modelo teérico de la hélice a.

Las proteinas casi nunca contienen hebras 3 aisladas porque la estructura en si no
es mucho mads estable que otras conformaciones. Sin embargo, las laminas 3 se hallan
estabilizadas por puentes de hidrégeno entre los oxigenos carbonilicos y los hidrégenos
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< Figura 4.13

Deshidrogenasa alcohdlica de higado de ca-
ballo. Se destaca la hélice a anfipatica. Las
cadenas laterales de los residuos muy hidro-
fébicos se representan en azul, los residuos
menos hidrofébicos son verdes, y los residuos
con carga se muestran en rojo. Nétese que
las cadenas laterales de los residuos hidrofé-
bicos se dirigen hacia el interior de la protei-
na, y que las cadenas laterales de los residuos
cargados quedan expuestas en la superficie.
[PDB 1ADF]. (Véase esta figura a todo color
al final del libro).

Figura 4.14 A

Regién de cremallera en leucina de levadura
(Saccharomyces cerevisiae), proteina GCN4
unida al ADN. La GCN4 es una proteina
reguladora de trascripcion que se une con
secuencias especificas de ADN. La region de
unién con ADN consiste en dos hélices «
anfipaticas, una de cada una de las dos subu-
nidades de la proteina. Las cadenas laterales
de los residuos de leucina se muestran en un
azul mas oscuro que la cinta. En esta figura
s6lo se muestra la region de la cremallera en
la proteina. [PDB 1YSA]. (Véase esta figura a
todo color al final del libro).
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Figura 4.16 A

Dos hebras de una lamina B antiparalela de
neuraminidasa del virus A de influenza. Sélo se
muestran las cadenas laterales de la hebra g
delantera. Las cadenas laterales se alternan de
uno a otro lado de la hebra 8. Ambas hebras
tienen un giro derecho. [PDB 1BJl]. (Véase esta
figura a todo color al final del libro).
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Figura 4.15 A

Laminas B. Las flechas indican la direccion desde el N hasta el C-terminales de la cadena del
péptido. a) Lamina B paralela. Los puentes de hidrégeno estan a distancias uniformes, pero
estan inclinados. b) Lamina B antiparalela. Los puentes de hidrégeno son esencialmente
perpendiculares a las cadenas S y el espacio entre los pares unidos por puentes de hidrégeno
es ancho y angosto en forma alternada. (Véase esta figura a todo color al final del libro).

de amida en hebras 8 adyacentes. Asi, en las proteinas, las regiones de estructura 3 casi
siempre se encuentran en ldminas. Las hebras 8 con puentes de hidrégeno pueden estar
en cadenas separadas de polipéptidos o en diferentes segmentos de la misma cadena.
Las hebras 8 en una ldmina pueden ser paralelas (con la misma direccién de N a C-ter-
minal) (figura 4.15a) o antiparalelas (con direcciones opuestas de N a C-terminal) (fi-
gura 4.15b). Cuando las hebras B son antiparalelas, los puentes de hidrégeno son casi
perpendiculares a las cadenas extendidas del polipéptido. Nétese que en la ldmina 3 an-
tiparalela los 4tomos de oxigeno carbonilico y los de hidrégeno de amida de un residuo
forman puentes de hidrégeno con el hidrégeno de amida y el oxigeno carbonilico de un
solo residuo en la otra hebra. En el ordenamiento paralelo, los puentes de hidrégeno no
son perpendiculares a las cadenas extendidas y cada residuo forma puentes de hidrége-
no con los grupos carbonilo y amida de dos residuos diferentes en la cadena adyacente.

Las laminas paralelas son menos estables que las antiparalelas, quizd porque los
puentes de hidrégeno estdn distorsionados en el ordenamiento paralelo. A veces, a la 1a-
mina 3 se le llama lamina 3 plegada ya que los grupos peptidicos planos se encuen-
tran entre si formando dangulos como en el plisado de un acordeodn. El resultado de los
angulos de enlace entre grupos de péptidos es que las cadenas laterales de aminoédcido
apuntan arriba y abajo, alternadamente, del plano de la lamina. Una ldmina S tipica
contiene desde dos hasta 15 hebras § individuales. Cada hebra estd constituida por un
promedio de seis residuos de aminodcido.

Algunas protefnas son ldminas 3 casi en su totalidad, pero la mayor parte de las
proteinas tiene un contenido mucho menor de hebras 8. Como en las hélices «, la cara
de una lamina B que se proyecta hacia el interior de la proteina tiende a ser hidrofébica
y la que lo hace hacia el solvente tiende a ser hidrofilica. Las ldminas 3 paralelas suelen
ser hidrofébicas en ambas caras y estan sepultadas en el interior de una proteina.

En la mayor parte de las proteinas, las hebras 8 que forman las ldmina 3 estdn tor-
cidas y la lamina estd distorsionada y pandeada. La vista tridimensional de la Idmina 8
de la ribonucleasa A (figura 4.3) muestra un aspecto mads realista de ldmina 3 que las
estructuras idealizadas de la figura 4.15. En la figura 4.16 se ven dos hebras de una



ldmina B. Nétese que las cadenas laterales de los residuos de aminoécidos en la hebra
delantera se proyectan hacia la izquierda y la derecha en forma alternada (es decir, arri-
ba y abajo) de la hebra 8, como se describi6 arriba. En forma tipica, las hebras B8 se
tuercen un poco hacia la derecha, esto es, se tuercen en el sentido de las manecillas del
reloj, vistas a lo largo de la hebra.

Los dngulos ¢ y ¢ de los enlaces en una hebra 3 estan restringidos a un intervalo de
valores que ocupa una regioén grande y estable en la esquina superior izquierda del dia-
grama de Ramachandran. Los dngulos tipicos de residuos en hebras paralelas y antipara-
lelas no son idénticos (figura 4.9). Ya que la mayor parte de las hebras S estd torcida, los
angulos ¢ y ¢ tienen un intervalo mayor de valores que los que se ven en la hélice v, mas
regular.

Aunque suele imaginarse que las ldminas 3 son ejemplos de estructura secundaria,
hablando en sentido estricto ello no es correcto. En muchos casos, las hebras 3 indivi-
duales estdn en regiones diferentes de la proteina y sélo se juntan para formar la ldmina
BB cuando la proteina adopta su conformacion terciaria final. En algunos casos, la es-
tructura cuaternaria de una proteina origina una ldmina 3 grande.

En la seccién anterior se explicé que las hélices « anfipdticas tienen cadenas late-
rales hidrofdbicas que se proyectan hacia afuera, en un lado de la hélice. Es el lado que
interactda con el resto de la proteina, formando una serie de interacciones hidrofébicas
que ayudan a estabilizar la estructura terciaria. En el caso de las ldminas 3, las cadenas
laterales se proyectan alternadamente arriba y abajo del plano de las hebras 3. En la su-
perficie pueden consistir en cadenas laterales hidrofébicas que permiten que la ldmina
BB esté arriba de otros residuos hidrofébicos en el interior de la proteina.

Un ejemplo de esas interacciones hidrofébicas entre dos laminas 3 se ve en la
estructura de la proteina de recubrimiento de granos de polen de pasto (figura 4.17a).
Esta proteina es el principal alergeno que afecta a personas alérgicas a los granos de po-
len de pasto. Una superficie de cada ldmina 3 contiene cadenas laterales hidrofébicas y
la superficie opuesta presenta cadenas laterales hidrofilicas. Las dos superficies hidro-
fébicas interactiian y forman el interior hidrofébico de la proteina, mientras que las su-
perficies hidrofilicas quedan expuestas al solvente, como se ve en la figura 4.17b. Es un
ejemplo de un emparedado (o sdndwich) 3, uno de varios ordenamientos de elementos
estructurales secundarios que se describirdn con mds detalle en la seccion acerca de
la estructura terciaria (seccion 4.7).

4.6 Asasy giros

En una hélice a o en una hebra S, los residuos consecutivos tienen una conformacién
similar que se repite en toda la estructura. También, las proteinas presentan tramos de
estructura tridimensional no repetitiva. La mayor parte de esas regiones de estructura
secundaria se puede caracterizar como rizos (0 asas) y giros (o vueltas) porque causan
cambios de direccién en la columna vertebral del polipéptido. Como en las regiones re-
petitivas, las conformaciones de los grupos peptidicos en las regiones no repetitivas es-
tan restringidas. Tienen valores de ¢ y de ¢ que en general estdn bien en el interior de
las regiones permitidas en el diagrama de Ramachandran, y con frecuencia estdn cerca
de los valores de residuos que forman hélices « o hebras .

Las asas y los giros unen a hélices « y hebras 8 y permiten que la cadena de poli-
péptido se doble sobre si misma para producir la forma tridimensional compacta que se
ve en la estructura nativa. Hasta la tercera parte de los residuos de aminodcidos en una
proteina tipica estd formada por esas estructuras no repetitivas. Las asas contienen con
frecuencia residuos hidrofilicos y se suelen encontrar en las superficies de las protefnas,
donde estdn expuestas al solvente y forman puentes de hidrégeno con el agua. Como se
ve en muchos ejemplos de este capitulo, algunas asas consisten en numerosos residuos
de estructura no repetitiva extendida. Mds o menos 10% de los residuos se puede en-
contrar en dichas regiones.

Las asas que s6lo contienen pocos (hasta cinco) residuos se llaman giros si causan
un cambio abrupto en la direccién de una cadena de polipéptidos. Los tipos mas comunes
de giros bruscos se llaman giros inversos o giros 8 porque con frecuencia conectan he-
bras (3 antiparalelas diferentes. (Recuérdese que para crear una ldmina 3 el polipéptido
debe doblarse de tal manera que dos o mas regiones de hebra 8 queden adyacentes en-
tre si, como muestra la figura 4.16).
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a)

Figura 4.17 A

Estructura de PHL P2 de polen de pasto
Timothy (Phleum pratense). a) Las dos cortas
laminas de doble hebra B antiparalelas se
destacan en azul y purpura para mostrar su
orientacion dentro de la proteina. b) Estruc-
tura de emparedado 8 en una orientacién
distinta mostrando residuos hidrofébicos
(azul) y polares (rojo). Varias interacciones
hidrofébicas conectan las dos laminas B.
[PDB 1BMW]. (Véase esta figura a todo color
al final del libro).
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Giros inversos. a) Giro tipo | 8. La estructura se halla estabilizada por un puente de hidrégeno
entre el oxigeno carbonilico del primer residuo N-terminal (Phe) y el hidrégeno de amida del
cuarto residuo (Gly). Obsérvese el residuo de prolina en la posicién n + 1. b) Giro tipo Il B.
También esta estabilizado por un puente de hidrégeno entre el oxigeno carbonilico del primer
residuo N-terminal (Val) y el hidrégeno de amida del cuarto residuo (Asn). Obsérvese que

el residuo de glicina estéa en la posiciéon n + 2 [PDB TAHL (neurotoxina de anémona marina
gigante)]. (Véase esta figura a todo color al final del libro).

Hay dos tipos comunes de giro 8 que se designan tipo I y tipo II. Ambos contienen
cuatro residuos de aminodcidos y los estabilizan puentes de hidrégeno entre el oxigeno
carbonilico del primer residuo y el hidrégeno de amida del cuarto residuo (figura 4.18).
Los dos tipos, el Iy el II, producen un cambio abrupto (en general de unos 180°) en la di-
reccién de la cadena de polipéptido. En los giros tipo 11, el tercer residuo es glicina 60%
de las veces. El segundo residuo en ambos tipos de giros es de prolina, con frecuencia.

En las proteinas se comprueban varias estructuras de giro. Todas disponen de
puentes de hidrégeno internos que estabilizan la estructura y es la causa de que se pue-
dan considerar como una forma de estructura secundaria. En muchas protefnas los giros
forman una parte importante de la estructura. Algunos de los enlaces en los residuos de
giro tienen angulos ¢ y ¢ que exceden las regiones “permitidas” de un diagrama tipico
de Ramachandran (figura 4.9). Esto sucede en especial en los residuos que estdn en la
tercera posicion de los giros tipo II, donde hay un cambio abrupto en la direccion de
la columna vertebral. Ya que con frecuencia este residuo es glicina, los dngulos de en-
lace pueden adoptar valores entre limites mds amplios sin causar choques estéricos
entre los dtomos de la cadena lateral y los dtomos de la columna vertebral. En general,
los diagramas de Ramachandran s6lo muestran las regiones permitidas para todos los
residuos, a excepcion de la glicina, y es la causa de que los dngulos de rotacion de
los giros tipo II parezcan estar en una drea restringida.

4.7 Estructura terciaria de las proteinas

La estructura terciaria se debe al plegamiento de un polipéptido (que puede tener ya al-
gunas regiones de hélice a y de estructura ) para formar una estructura tridimensional
empacada en forma apretada. Una propiedad importante de la estructura terciaria es que
los residuos de aminodcidos alejados en la estructura primaria se acercan entre si y per-
miten interacciones entre sus cadenas laterales. Mientras que la estructura secundaria
estd estabilizada por puentes de hidrégeno entre los hidrégenos de amida y oxigenos
carbonilicos de la columna vertebral del polipéptido, la estructura terciaria se halla estabi-
lizada en especial por interacciones no covalentes (casi siempre el efecto hidrofébico)



entre las cadenas laterales de residuos de aminodcidos. También los puentes disulfuro,
aunque son covalentes, son elementos de la estructura terciaria (no son parte de la
estructura primaria porque sélo se forman después que la proteina se dobla).

A. Estructuras supersecundarias

Las estructuras supersecundarias, o motivos, son combinaciones reconocibles de héli-
ces a, hebras By giros que aparecen en diversas proteinas. A veces los motivos se re-
lacionan con determinada funcién, aunque los motivos de estructura similar pueden
tener funciones distintas en proteinas diferentes. En la figura 4.19 se muestran algunos
motivos comunes.

Uno de los motivos mds sencillos es la hélice-asa-hélice (figura 4.19a). Esta es-
tructura se presenta en varias proteinas que unen calcio. En el asa de esas proteinas los
residuos de glutamato y aspartato forman parte del sitio de unién al calcio. En ciertas
proteinas que se unen al ADN, una version de esta estructura supersecundaria se llama
hélice-giro-hélice porque los residuos que unen a las hélices forman una vuelta inversa.
En esas proteinas, los residuos de las hélices a se unen con ADN.

El motivo rizado-rizo consiste en dos hélices « anfipaticas que interaccionan a tra-
vés de sus orillas hidrofébicas (figura 4.19b), como en el ejemplo de la cremallera de
leucina (figura 4.14). Se pueden asociar varias hélices « para formar un haz de hélices
(figura 4.19¢). En este caso, las hélices « individuales tienen orientaciones opuestas,
mientras que son paralelas en el motivo rizado-rizo.

La unidad Baf consiste en dos hebras (8 paralelas unidas a una hélice « intermedia
por dos asas (figura 4.19d). La hélice une el extremo C-terminal de una hebra 8 con el

a) Hélice-asa-hélice b) Hélice enrollada ¢) Haz de hélice

d) Unidad Bap e) Horquilla f) B-meandro
g) Clave griega h) B-emparedado

ﬁﬂﬂ]ﬂ@
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< Figura 4.19

Motivos comunes. En las proteinas plegadas,

las hélices a y las hebras 3 suelen estar conec-
tadas por asas y giros para formar estructuras
supersecundarias que aqui se muestran como
representaciones bidimensionales. Las flechas
indican la direccion desde el N hasta el C ter-
minales de la cadena de péptido.
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Figura 4.20 A

Cinasa de piruvato del gato (Felis domesticus). La
cadena principal de polipéptido en esta enzima
comdn se pliega en tres dominios distintos,
que se indican con corchetes. [PDB 1PKM].

Figura 4.21p

Citocromo c. a) Citocromo ¢ de atin
(Thunnus alalunga) unido a hemo [PDB 5CYT].
b) Cadena de polipéptido de citocromo c de
atun. ) Citocromo c de arroz (Oryza sativa)
[PDB 1CCR]. d) Citocromo c de levadura
(Saccharomyces cerevisiae) [PDB 1YCC].

e) Citocromo ¢ bacteriano (Rhodopila globi-
formis) [PDB THRO].
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extremo N-terminal de la siguiente y con frecuencia es paralela a las dos hebras. Una
horquilla consiste en dos hebras 3 adyacentes y antiparalelas conectadas por un giro 3
(figura 4.19¢). (En la figura 4.16 se ve un ejemplo de motivo de horquilla).

El motivo B-meandro (figura 4.19f) es una ldmina B antiparalela formada por
hebras B en secuencia unidas por asas o giros. En el meandro 3, el orden de hebras en
la ldmina B es el mismo que su orden en la secuencia de la cadena polipeptidica. La 14-
mina puede contener una o mds horquillas pero, en forma mas tipica, las hebras estan
unidas por asas mds grandes. El motivo de clave griega toma su nombre de un disefio de
la cerdmica griega cldsica. Es un motivo de ldmina 8 que une cuatro hebras 3 antipara-
lelas, de tal modo que las hebras 3 y 4 forman las orillas externas de la ldmina y las he-
bras 1 y 2 estdn a la mitad de la ldmina. El motivo 8 emparedado se forma cuando
hebras o 1dminas 3 se apilan una sobre otra (figura 4.19h). La figura muestra un ejemplo
de un emparedado 3 donde las hebras 3 estdn conectados por asas y giros cortos, pero
también se pueden formar emparedados 3 por interaccion de dos ldminas 3 en distintas
regiones de la cadena polipeptidica, como se ve en la figura 4.17.

B. Dominios

Hay muchas proteinas que estdn formadas por varias unidades compactas, discretas,
plegadas en forma independiente 1lamadas dominios. Los dominios pueden consistir en
combinaciones de motivos. El tamafio de un dominio varfa desde unos 25 a 30 residuos
de aminodcidos hasta mds de 300. En la figura 4.20 se muestra un ejemplo de una pro-
tefna con varios dominios. Obsérvese que cada dominio es una unidad compacta distin-
ta, que consiste en varios elementos con estructura secundaria. En general, los dominios
estan unidos por asas, pero también se unen entre si mediante interacciones débiles for-
madas por las cadenas laterales de aminodcidos en la superficie de cada dominio. En el
caso de la piruvato cinasa, el dominio superior en la figura 4.20 contiene los residuos
116 a 119; el dominio central contiene los residuos 1 a 115 mads el 220 al 388, y el do-
minio inferior contiene los residuos 389 a 530. En general, los dominios consisten en
un tramo contiguo de residuos de aminoécidos, como en los dominios de arriba y de
abajo de la piruvato cinasa, pero en algunos casos un solo dominio puede contener dos
o mas regiones diferentes de la cadena polipetidica, como en el dominio intermedio.
La conservacion evolutiva de la estructura de la proteina es una de las observacio-
nes mds importantes que se ha demostrado al estudiar las proteinas, durante las dltimas
décadas. Esta conservacion se ve con mas facilidad en las proteinas homélogas de un solo
dominio procedentes de especies diferentes. Por ejemplo, en el capitulo 3 se examind la
similitud en las secuencias del citocromo c y se indic6 que las semejanzas en la estructu-
ra primaria se podrian usar para construir un drbol filogenético que mostrara las relacio-
nes evolutivas de las proteinas procedentes de especies diferentes (seccién 3.11). Como
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es de esperarse, las estructuras terciarias de los citocromos ¢ también se conservan mucho
(figura 4.21). El citocromo c es un ejemplo de proteina que contiene un grupo prostéti-
co hemo. La conservacion de la estructura protefnica refleja su interaccion con el hemo
y su funcién conservada de proteina de transporte de electrones en diversas especies.

Algunas estructuras de dominio se presentan en muchas proteinas diferentes, mien-
tras que otras son exclusivas. En general, las proteinas se pueden agrupar en familias de
acuerdo con las semejanzas en estructuras de dominio y en secuencia de aminodcidos.
Todos los miembros de una familia descienden de una proteina ancestral comun. Algu-
nos bioquimicos creen que sélo puede haber unos pocos miles de familias, sugiriendo
que todas las proteinas modernas descienden de sélo unos pocos miles de proteinas que
habia en los organismos mds primitivos que vivieron hace 3 mil millones de afios.

La lactato deshidrogenasa y la malato deshidrogenasa son enzimas diferentes que
pertenecen a la misma familia de proteinas. Sus estructuras son muy parecidas, como se
ve en la figura 4.22. No obstante la similitud obvia en la estructura, s6lo hay 23% de iden-
tidad en las secuencias de esas protefnas. Sin embargo, este grado de semejanza de se-
cuencia tiene la importancia suficiente como para llegar a la conclusién de que las dos
proteinas son homdlogas. Descienden de un gen ancestral comun que se duplicaba hace
miles de millones de afios, antes del ancestro comin de todas las especies actuales de
bacterias. Tanto la lactato deshidrogenasa como la malato deshidrogenasa existen en
la misma especie y es por ello que son miembros de una familia de proteinas relaciona-
das. (Las familias contienen proteinas relacionadas que estén presentes en la misma es-
pecie. Los citocromos c¢ de la figura 4.21 son proteinas homdlogas pero, hablando con
rigor, no son miembros de una familia de proteinas porque sélo hay una de ellas en ca-
da especie. Las familias de protefnas se originan en eventos de duplicacién genética).

Los dominios de proteina pueden clasificarse por sus estructuras. Un esquema de
clasificacién de uso frecuente agrupa esos dominios en cuatro categorias. La categoria
todo « contiene dominios que consisten casi en su totalidad en hélices « y asas. Los do-
minios todo 3 s6lo contienen ldminas 3 y estructuras no repetitivas que unen a hebras
. Las otras dos categorias contienen dominios que son una mezcla de hélices « y he-
bras 8. Los dominios en la clase o/ tienen estructuras supersecundarias, como el mo-
tivo Baf y otros, en los que se alternan las regiones de hélice a y 8 en la cadena de
polipéptido. En la categoria a + 3, los dominios consisten en grupos locales de hélices
a 'y laminas B donde cada tipo de estructura secundaria se origina en regiones contiguas
separadas de la cadena de polipéptido.

Dentro de cada una de las cuatro categorias estructurales principales, los domi-
nios de protefna pueden seguirse agrupando por la presencia de dobleces caracteristicos.
Un doblez o pliegue es una combinacion de estructuras secundarias que forman el nicleo
de un dominio. La figura 4.23 de la padgina 102 muestra varios dobleces comunes de
dominio. Algunos dominios tienen dobleces que se reconocen con facilidad, como el
meandro 3, que contiene hebras 3 antiparalelas unidas por asas de horquilla (figura
4.19f), o por haces de hélices (figura 4.19c). Hay otros dobleces que son mds complejos
(figura 4.24, pagina 104).

b)

En el recuadro 7.1 se comparan las activi-
dades enzimaticas de las deshidrogenasas
de lactato y malato.

<4 Figura 4.22

Semejanza estructural de las deshidrogenasas
de lactato y malato. a) Deshidrogenasa de
lactato de Bacillus stereothermophilus [PDB
1LDN]. b) Deshidrogenasa de malato de
Escherichia coli [PDB 1EMD].
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b) )
Citocromo bsg, de E. coli

Aciltransferasa de UDP N-acetylglucosamine
de E. coli

B YW

Gamma cristalina de vaca

Albtmina de suero humano

Isomerasa humana de
peptidilprolilo cis/trans

Concanavalina A de frijol Jack

Proteina enlazante de retinol del cerdo

Proteina fluorescente verde
de medusa

Figura 4.23 A

Ejemplos de estructuras terciarias de algunas proteinas. a) Albimina de suero humano (Homo sapiens) [PDB 1B)5] (clase: toda «). Esta proteina
tiene varios dominios que consisten en hélices a estratificadas y haces de hélices. b) Citocromo bsg, de Escherichia coli [PDB 1QPU] (clase:
toda «). Es una proteina enlazante de hemo formada por un solo dominio de haz de cuatro hélices. ) Aciltransferasa de UDP N-acetilglucosa-
mina de Escherichia coli [PDB 1LXA] (clase: toda B). La estructura de esta enzima es un ejemplo clasico de un dominio de hélice 8. d) Concana-
valina A de frijol (Canavalia ensiformis) [PDB 1CON] (clase: toda ). Esta proteina enlazante de carbohidrato (lectina) es de dominio tnico y esta
formada por un doblez grande en emparedado 3. €) Isomerasa humana de peptidilprolilo cis/trans (Homo sapiens) [PDB 1VBS] (clase: toda B).
La caracteristica dominante de la estructura es un doblez en emparedado B. f) y-Cristalina de vaca (Bos taurus) [PDB 1A45] (clase: toda ).

Esta proteina contiene dos dominios en barril 8. g) Proteina verde fluorescente de medusa (Aequorea victoria) [PDB 1GFL] (clase: toda B). Es una
estructura de barril B con una hélice B central. Las hebras de la lamina son antiparalelas. h) Proteina enlazante de retinol del cerdo (Sus scrofa)
[PDB 1AQB] (clase: toda B). El retinol se une en el interior de un pliegue de barril 8. i) Enzima amarilla antigua de levadura de cerveza (Saccha-
romyces carlburgensis) (oxidorreductasa de FMN) [PDB 10YA] (clase: a/B). El pliegue central es un barril /B con hebras g paralelas unidas por
hélices a. Hay dos regiones de conexién de hélice a resaltadas en amarillo. j) Enzima de Escherichia coli necesaria en la biosintesis de triptéfano
[PDB 1PI1] (clase: a/B). Esta enzima bifuncional contiene dos dominios distintos. Cada dominio es un ejemplo de barril a/B. El dominio izquierdo
contiene la actividad de la sintetasa de indol-glicerol fosfato y el dominio derecho contiene la actividad de la isomerasa de fosforribosilantranilato.
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Enzima de biosintesis de triptéfano de E. coli

Oxidorreductasa de FMN de levadura

(enzima amarilla antigua)
1) m)
E Tiorredoxina humana

Flavodoxina de E. coli

k)

Cinasa de adenililo de cerdo

Oxidorreductasa de tiol-disulfuro
de E. coli

Proteina enlazante de L-arabinosa
de E. coli

Pilina de Neisseria gonorrhea

k) Cinasa de adenilato de cerdo (Sus scrofa) [PDB 3ADK] (clase: a/B). Esta proteina de un solo dominio consiste en una lamina paralela 8 de
cinco hebras, con capas de hélices « arriba y abajo de ella. El sustrato se une en la marcada ranura que hay entre las hélices a. I) Flavodoxina
de Escherichia coli [PDB TAHN] (clase: «/B). El pliegue es una lamina paralela de cinco hebras torcida y rodeada por hélices «. m) Tiorredoxina
humana (Homo sapiens) [PDB 1ERU] (clase: a/B). La estructura de esta proteina se parece mucho a la de la flavodoxina de E. coli pero la lamina
torcida de cinco hebras en el pliegue de tiorredoxina contiene una sola hebra antiparalela. n) Proteina enlazante a L-arabinosa de Escherichia
coli [PDB 1ABE] (clase: a/B). Es una proteina con dos dominios donde cada dominio se parece a la flavodoxina de E. coli. El azicar L-arabinosa
se une en la cavidad que hay entre los dos dominios. 0) DsbA (oxidorreductasa de tiol-disulfuro-/isomerasa de disulfuro) de Escherichia coli
[PDB 1A23] (clase: a/B). La caracteristica predominante de esta estructura es una lamina g (casi toda) antiparalela emparedada entre dos hélices «.
Se muestran cadenas laterales de cisteina en el extremo de una de las hélices « (los 4&tomos de azufre estan en amarillo). p) Pilina de Neisseria
gonorrhea [PDB 2PIL] (clase: « + B). Este polipéptido es una de las subunidades de las fimbrias en la superficie de la bacteria causante de la go-
norrea. Hay dos regiones distintas de la estructura: una lamina B8 y una hélice « larga. (Véase esta figura a todo color al final del libro).
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Figura 4.24 )
Pliegues con dominio comun.

En el capitulo 21 presentaremos especula-
ciones acerca de la posible relacién entre
dominios de proteina y organizacion de
genes.

a) Lamina torcida paralela b) Barril

/‘

) Barril a/f

C. Estructura y funcién de los dominios

Es compleja la relacion entre estructura y funcién de un dominio. Con frecuencia, un
solo dominio tiene determinada funcién, como por ejemplo unirse a pequefias molécu-
las o catalizar una sola reaccion. En las enzimas multifuncionales, cada actividad cata-
litica puede estar asociada con uno de varios dominios presentes en una sola cadena
polipeptidica (figura 4.24j). Sin embargo, en muchos casos el enlazamiento de molécu-
las pequeiias y la formacién del sitio activo de una enzima se llevan a cabo en la inter-
fase entre dos dominios separados. Estas interfases suelen formar grietas, hendiduras y
bolsas a las que se puede llegar en la superficie de la proteina. El grado de contacto en-
tre dominios varia de una proteina a otra.

Las formas tnicas de las proteinas, con sus penetraciones, interfases entre dominios
y otras grietas les permiten efectuar funciones dindmicas al unirse con otras molécu-
las en forma selectiva y transitoria. Esta propiedad tiene su mejor ejemplo en los enlaces
muy especificos de reactivos (sustratos) a sus sitios correspondientes de enlace, o si-
tios activos, en las enzimas. Ya que hay muchos sitios de unién localizados hacia el
interior de una proteina, se encuentran relativamente sin agua. Cuando se enlazan los
sustratos, ajustan tan bien que algunas de las pocas moléculas restantes de agua en el si-
tio de unién son desplazadas.

4.8 Estructura cuaternaria

Muchas proteinas tienen un nivel adicional de organizacién, llamado estructura cuaterna-
ria. Estructura cuaternaria se refiere a la organizacién y el ordenamiento de subunidades



en una protefna con multiples subunidades. Cada subunidad es una cadena polipeptidi-
ca aparte. Una proteina con varias subunidades, o de multisubunidades, se llama oligé-
mero (las proteinas que sé6lo tienen una cadena polipeptidica son monémeros). Las
subunidades integrantes de cada proteina oligomérica tienen siempre una estequiome-
tria definida y el ordenamiento de las subunidades produce una estructura estable. Las
subunidades de una proteina de multisubunidades pueden ser idénticas o diferentes.
Cuando las subunidades son diferentes, con frecuencia cada tipo desempefia una fun-
cion diferente. Un método taquigrafico comun para describir las proteinas oligoméricas
usa letras griegas para identificar tipos de subunidades y subindices numéricos para in-
dicar cantidades de subunidades. Por ejemplo, una proteina a3y contiene dos subuni-
dades llamadas «, una subunidad 8 y una subunidad 7.

Las subunidades de proteinas oligoméricas se suelen mantener unidas por interaccio-
nes débiles no covalentes. Las interacciones hidrofébicas son las fuerzas principales que
intervienen, aunque puede ser que las fuerzas electrostdticas contribuyan al alineamiento
adecuado de las subunidades. Ya que las fuerzas entre subunidades suelen ser bastante dé-
biles, las subunidades de una proteina oligomérica se pueden separar, con frecuencia, en
el laboratorio. Empero, in vivo suelen permanecer firmemente asociadas. En la figura
4.25, en la pagina 106, se ven ejemplos de varias proteinas de diferentes unidades.

En el caso de la triosa fosfato isomerasa (figura 4.25a) y de la proteasa del VIH (figu-
ra 4.25b), las subunidades idénticas se asocian por interacciones débiles que se suscitan
entre las cadenas laterales que imperan en forma predominante en las regiones de asas.
Interacciones similares son las determinantes de la formacion de la proteina de la capside
MS2, formada por un trimero de subunidades idénticas (figura 4.25d). En este caso, las
unidades del trimero se ensamblan y forman una estructura mas compleja —la particu-
la bacteriéfaga. La enzima HGPRT (figura 4.25¢) es un tetrdmero formado por la aso-
ciacién de dos pares de subunidades diferentes, en donde cada subunidad es un dominio
reconocible.

La proteina del canal de potasio (figura 4.25c¢) es un ejemplo de tetrdmetro de subu-
nidades idénticas, donde éstas interactian y forman una region extendida en la membrana
formada por un haz de ocho hélices. Las subunidades no forman dominios separados den-
tro de la proteina sino que se juntan y forman un solo canal. El fotosistema bacteriano de
la figura 4.25f es un ejemplo complejo de una estructura cuaternaria. Tres de las subuni-
dades contribuyen y forman un haz grande de hélices unido a la membrana, mientras que
una cuarta subunidad (un citocromo) se asienta en la superficie externa de la membrana.

Determinar la composicién en subunidades de una proteina oligomérica es un paso
esencial de la descripcidn fisica de una proteina. En el caso tipico, el peso molecular del
oligémero nativo se estima mediante cromatografia de filtracién en gel y después se de-
termina el peso molecular de cada cadena mediante electroforesis en gel de SDS-polia-
crilamida (seccién 3.6). Para una proteina que sélo tenga un tipo de cadena, la relacién
entre los dos valores proporciona la cantidad de cadenas por oligémero.

El hecho de que una gran proporcion de proteinas consista en subunidades multi-
ples se relaciona, probablemente, con varios factores.

1. Los oligdmeros suelen ser mds estables que sus subunidades disociadas, lo que
parece indicar que la estructura cuaternaria prolonga la duracién in vivo de una
proteina.

2. Los sitios activos de algunas enzimas oligoméricas se forman con residuos pro-
cedentes de cadenas de polipéptido adyacentes.

3. Las estructuras tridimensionales de muchas proteinas oligoméricas cambian cuan-
do éstas se unen con ligandos. Tanto las estructuras terciarias de las subunidades
como las cuaternarias (es decir, los contactos entre subunidades) se pueden alterar.
Algunos cambios son elementos clave en la regulacion de la actividad bioldgica
de ciertas proteinas oligoméricas.

4. Proteinas diferentes pueden compartir las mismas subunidades. Como muchas
subunidades desempefian una funcién definida (por ejemplo, unién con el ligando),
la evolucidn ha favorecido la seleccidn de diferentes combinaciones de subunida-
des para efectuar funciones relacionadas. Dicha eleccién es mas eficiente que la
seleccion de una proteina monomérica totalmente nueva que duplique parte de
la funcién.
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En el capitulo 15 se describen las estructu-
ras y funciones de fotosistemas bacterianos
y vegetales.
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b)

Proteasa aspartica de VIH-1

Isomerasa de triosa fosfato de pollo

d)

Proteina de canal de potasio
de Streptomyces

Proteina de capside MS2 de bacteriéfago

Transferasa humana de hipoxantina-guanina Fotosistema de Rhodopseudomonas
fosforribosilo

Figura 4.25 A
Estructura cuaternaria. a) Isomerasa de triosa fosfato de pollo (Gallus gallus) [PDB 1TIM]. Esta proteina tiene dos subunidades idénticas con

pliegues de barril a/B. b) Proteasa aspartica de VIH-1 [PDB 1DIF]. Esta proteina tiene dos subunidades idénticas todas 8 que se unen en forma
simétrica. La proteasa VIH es el objetivo de muchos medicamentos nuevos para el tratamiento de pacientes con SIDA. c) Proteina del canal de
potasio de Streptomyces lividans [PDB 1BL8]. Esta proteina unida a la membrana tiene cuatro subunidades idénticas, cada una de las cuales con-
tribuye con un haz de ocho hélices, que se esparce por la membrana. d) Proteina de capside MS2 de bacteriéfago [PDB 2MS2]. La unidad ba-
sica de la capside MS2 es un trimero de dos subunidades idénticas con una lamina 8 grande. e) Transferasa humana de hipoxantina-guanina
fosforribosilo (Homo sapiens) (HGPRT) [PDB 1BZY]. La HGPRT es una proteina tetramérica que contiene dos tipos distintos de subunidades. f)
Fotosistema de Rhodopseudomonas viridis [PDB 1PRC]. Esta proteina compleja, unida a la membrana, tiene dos subunidades idénticas (naranja, azul)
y otras dos subunidades (pUrpura, verde) unidas a varias moléculas de pigmentos fotosintéticos. (Véase esta figura a todo color al final del libro).
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4.9 Desnaturalizacion y renaturalizacién de las proteinas

Los cambios en el ambiente o los tratamientos quimicos pueden alterar la conformacién
nativa de una proteina con la pérdida concomitante de su actividad biolégica. Esa altera-
cién se llama desnaturalizacion. La cantidad de energia necesaria para causar la desnatu-
ralizacion es pequefia, con frecuencia, quizd la equivalente a la que se necesita para alterar
tres o cuatro puentes de hidrégeno. Algunas proteinas pueden desdoblarse por completo
cuando estdn desnaturalizadas y forman una hélice aleatoria (una cadena fluctuante que se
considera totalmente desordenada); no obstante, la mayor parte de las proteinas desnatu-
ralizadas conserva una estructura interna considerable. A veces es posible encontrar
condiciones bajo las cuales las proteinas desnaturalizadas pueden renaturalizarse, o
volverse a plegar, en forma espontdnea después de haber estado desnaturalizadas.

Las protefnas se suelen desnaturalizar por calentamiento. Bajo condiciones ade-
cuadas, un aumento modesto de temperatura causa el desdoblamiento y pérdida de las
estructuras secundaria y terciaria. Un ejemplo de la desnaturalizacion térmica se pre-
senta en la figura 4.26. En este experimento una solucién de ribonucleasa bovina A se
calienta con lentitud mientras se vigila la estructura de la proteina mediante diversas
técnicas enfocadas en medir los cambios de conformacién. Cualquiera de esas técnicas
detecta un cambio cuando hay desnaturalizacién. En el caso de la ribonucleasa A bovi-
na, la desnaturalizacién térmica también requiere un agente reductor que altere los
puentes internos de disulfuro permitiendo que se desdoble la proteina. (La estructura de
la ribonucleasa A nativa se aprecia en la figura 4.3).

La desnaturalizacion sucede dentro de limites relativamente estrechos de temperatu-
ra. Ello indica que el desdoblado es un proceso cooperativo: la desestabilizacién de sélo
unas pocas interacciones débiles causa una pérdida casi completa de la conformacion na-
tiva. La mayor parte de las proteinas presenta una temperatura caracteristica de “fusion”
(Tw) que corresponde a la temperatura en el punto medio de la transicion entre las formas
nativa y desnaturalizada. La T}, depende del pH y de la fuerza i6nica de la solucion.

Bajo condiciones fisioldgicas, la mayor parte de las proteinas son estables hasta
temperaturas de 50 a 60°C. Sin embargo, hay algunas especies de bacterias, como las
que habitan en las fuentes térmicas y en la cercania de las ventilas térmicas ocednicas
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< Figura 4.26

Calor de desnaturalizacion de la ribonucleasa
A. Se calenté una solucién de ribonucleasa A
en KC1 0.02 M a pH 2.1. Se vigil6 el desdobla-
do por cambios en absorbencia ultravioleta
(azul), viscosidad (rojo) y rotacién éptica
(verde). [Adaptado de Ginsburg, A. y Carroll,
W. R. (1965). Some specific ion effects on the
conformation and thermal stability of ribonu-
clease. Biochemistry 4:2159-2174]. (Véase
esta figura a todo color al final del libro).



108 CAPITULO 4 m Proteinas: Estructura tridimensional y funcién

”H2 Cle

/C\

H,N NH,
Cloruro de guanidinio

Figura 4.27 A
Urea y cloruro de guanidinio.

Figura 4.28 p

Puentes de disulfuro en ribonucleasa A bovina.
a) Ubicacion de los puentes de disulfuro en la
proteina nativa. b) Vista del puente de disul-
furo entre Cys-26 y Cys-84 [PDB 2A4S]. (Véase
esta figura a todo color al final del libro).

profundas que prosperan a temperaturas muy superiores a las de este intervalo. En estas
especies, las proteinas tienen 7,,, muy alta, como es de esperarse. Los investigadores es-
tudian estas proteinas para determinar como es que resisten a la desnaturalizacion.

Las proteinas también se pueden desnaturalizar con dos tipos de sustancias quimi-
cas: agentes caotropicos y detergentes (seccion 2.4). Altas concentraciones de agentes
caotrépicos, como urea y sales de guanidinio (figura 4.27), desnaturalizan a las protei-
nas porque permiten que las moléculas de agua solvaten a grupos no polares en su inte-
rior. Las moléculas de agua interrumpen las interacciones hidrofébicas que en el caso
normal estabilizan la conformacion nativa. Las colas hidrofébicas de detergentes, como
el dodecilsulfato de sodio (figura 2.8), también desnaturalizan las proteinas al penetrar
a su interior y alterar las interacciones hidrofébicas.

La conformacién nativa de algunas proteinas (como la ribonucleasa A) se estabiliza
debido a puentes disulfuro. En general, estos puentes no se encuentran en las proteinas in-
tracelulares, pero a veces existen en proteinas que segregan las células. La presencia de
puentes de disulfuro determina que las proteinas sean menos susceptibles a desdoblarse y
a su posterior degradacion al abandonar el ambiente intracelular. La formacién de puentes
disulfuro no impulsa el plegado de la proteina; mds bien los enlaces se forman cuando dos
residuos de cisteina se ubican en forma adecuada, una vez que la proteina se ha doblado.
La formacién de un puente de disulfuro requiere la oxidacién de los grupos tioles de los
residuos de cisteina (figura 3.4), probablemente por reacciones de intercambio de disulfu-
ro que impliquen glutatién oxidado, un tripéptido que contiene cisteina.

La figura 4.28a muestra las ubicaciones de los puentes disulfuro en la ribonuclea-
sa A. (Compdrese esta orientacion de la proteina con la que se ve en la figura 4.3). Hay
cuatro puentes disulfuro; pueden unir hebras 3 adyacentes, hebras 8 con hélices « 0 he-
bras 3 con asas. La figura 4.28b es una vista del puente de disulfuro entre un residuo de
cisteina en una hélice a (Cys-26) y un residuo de cisteina en una hebra g (Cys-84).
Obsérvese que el enlace S—S no se alinea con las cadenas laterales de cisteina. Los
puentes de disulfuro se forman siempre que se acercan los dos grupos sulthidrilo de la
cisteina en la conformacién nativa.

La desnaturalizacién completa de las proteinas que contienen puentes de disulfuro
requiere romper esos enlaces, ademds de la alteracion de interacciones hidrofébicas y
de los puentes de hidrégeno. El 2-mercaptoetanol u otros reactivos tioles se pueden
agregar a un medio desnaturalizante para reducir todos los puentes de disulfuro a gru-
pos sulthidrilo (véase la figura 3.19). La reduccién de los puentes de disulfuro en una
proteina se acompaiia de la oxidacién del tiol reactivo.

Christian B. Anfinsen y sus colaboradores estudiaron la ruta de renaturalizacion
para la ribonucleasa A, que habia sido desnaturalizada en presencia de agentes tioles re-
ductores. Como la ribonucleasa A es una proteina relativamente pequefia (124 residuos
de aminodcidos), se vuelve a doblar (se renaturaliza) con rapidez, una vez que regresa a
las condiciones en que la forma nativa es estable (es decir, enfriada a menos de la tem-
peratura de fusion, o separada de una solucién de agentes caotrdpicos). Anfinsen fue de
los primeros en demostrar que las proteinas desnaturalizadas se pueden volver a plegar
en forma espontdnea llegando a su conformacion nativa. Ello indica que la informacién
necesaria para la conformacién tridimensional nativa estd contenida en la secuencia de
aminodcidos de la cadena polipeptidica. En otras palabras, la estructura primaria deter-
mina la estructura terciaria.
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La desnaturalizacidén de la ribonucleasa A con urea 8 M que contenga 2-mercapto-
etanol da como resultado la pérdida completa de la estructura terciaria y de la actividad
enzimatica, y produce una cadena polipeptidica que contiene ocho grupos sulfhidrilo
(figura 4.29). Cuando se elimina el 2-mercaptoetanol y se permite la oxidacién en pre-
sencia de urea, los grupos sulthidrilo se aparean en forma aleatoria, por lo que aproxi-
madamente 1% de la poblacién de proteina forma los cuatro puentes de disulfuro
correctos y recupera su actividad enzimadtica original. (Si los ocho grupos sulthidrilo
se aparean en forma aleatoria, es posible formar 105 estructuras unidas por disulfuro
—7 apareamientos posibles para el primer enlace, 5 para el segundo, 3 para el tercero y
1 para el cuarto: 7 X 5 X 3 X 1 = 105—, pero sélo una de estas estructuras es la co-
rrecta). Pese a ello, cuando urea y 2-mercaptoetanol se eliminan al mismo tiempo y a
continuacion se exponen al aire soluciones diluidas de la proteina reducida, la ribonu-
cleasa A adquiere su conformacién nativa en forma espontdnea, su conjunto correcto de
puentes de disulfuro y su actividad enzimadtica total. Las proteinas inactivas que contie-
nen puentes de disulfuro formados aleatoriamente se pueden renaturalizar si se elimina
la urea, se agrega una cantidad pequefia de 2-mercaptoetanol y la solucién se calienta
con suavidad. Los experimentos de Anfinsen demuestran que los puentes de disulfuro
correctos s6lo pueden formarse después que la proteina se dobla en su conformacién
nativa. Anfinsen llegé a la conclusion de que la renaturalizacion de la ribonucleasa A es
espontdnea y que estd totalmente activada por la energia libre ganada al cambiar a la
conformacion fisioldgica estable. Esta conformacién estd determinada por la estructura
primaria.

Cuando las proteinas se doblan en el interior de una célula, a veces adoptan una
conformacion que no es la nativa y forman puentes de disulfuro incorrectos. Anfinsen
descubri6 una enzima, la isomerasa de disulfuro de proteina (PDI), que cataliza la reduc-
cién de esos enlaces incorrectos. Todas las células vivas desarrollan tal actividad. En la fi-
gura 4.230 se aprecia la estructura de la forma reducida de la isomerasa de disulfuro
(DsbA) de E. coli. La enzima contiene dos residuos de cisteina reducida colocados en el

— urea
+ huellas de 2 ME

Ribonucleasa A nativa

+2ME
+ urea

-2ME
— urea

Ribonucleasa A inactiva con puentes
de disulfuro formados al azar

-2ME
+ urea

Ribonucleasa A desnaturalizada reversiblemente;
se han reducido los puentes de disulfuro
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A Christian B. Anfinsen (1916-1995): se le
otorg6 el Premio Nobel de Quimica en 1972
por sus trabajos sobre replegamiento de
proteinas.

< Figura 4.29

Desnaturalizacion y renaturalizacion de ribo-
nucleasa A. El tratamiento de la ribonucleasa
A (arriba) con urea en presencia de 2-mer-
captoetanol desdobla la proteina y rompe los
puentes de disulfuro para producir ribonu-
cleasa A reducida y desnaturalizada reversi-
blemente (abajo). Cuando la proteina
desnaturalizada se regresa a las condiciones
fisiologicas en ausencia de 2-mercaptoetanol,
se vuelve a plegar y adquiere su conformacion
nativa y se forman los puentes de disulfuro
correctos. Sin embargo, cuando sélo se elimi-
na el 2-mercaptoetanol, la ribonucleasa A se
vuelve a oxidar en presencia de aire, pero los
puentes de disulfuro se forman al azar y pro-
ducen una proteina inactiva (como la que se
ve a la derecha). Cuando la urea se elimina,
se agregan huellas de 2-mercaptoetanol a la
proteina oxidada al azar y la solucién se ca-
lienta suavemente, los puentes de disulfuro se
rompen y se vuelven a formar correctamente,
produciendo la ribonucleasa A nativa. (Véase
esta figura a todo color al final del libro).
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a)

Energia
libre

b)

Figura 4.30 A

Pozo de energia para el plegado de proteina.
Los embudos representan el potencial de
energia libre de plegamiento de proteinas.
a) Embudo simplificado mostrando dos rutas
posibles hacia la proteina nativa, de baja
energia. En la ruta B, el polipéptido entra a
un minimo local de baja energia a medida
que se pliega. b) Version mas realista de las
formas posibles de energia libre para el ple-
gamiento de una proteina, con muchos picos
y valles locales.

sitio activo. Cuando la proteina mal plegada se enlaza, la enzima cataliza una reaccién
de intercambio de disulfuro, donde se reduce el disulfuro en la proteina mal plegada y
se forma un nuevo puente de disulfuro entre los dos residuos de cisteina en la enzima.
Entonces la proteina mal doblada se suelta y se puede volver a plegar hasta alcanzar la
conformacion nativa de alta energia.

4.10 Plegado de proteinas y estabilidad

En la célula se sintetizan nuevos polipéptidos por un complejo de traduccién que incluye
ribosomas, ARNm y varios factores mds (capitulo 21). A medida que el polipéptido re-
cién sintetizado emerge del ribosoma, se pliega en su forma tridimensional caracteristica.
Las proteinas dobladas ocupan un pozo de baja energia que hace que la estructura nativa
sea mucho mds estable que las conformaciones alternativas (figura 4.30). Los experimen-
tos de Anfinsen in vitro y de muchos otros bioquimicos demuestran que muchas proteinas
se pueden plegar en forma espontdnea y llegar a esta conformacion de baja energfa.

Se cree que a medida que una proteina se pliega, el primer par de interacciones inicia
otras interacciones que contribuyen al alineamiento de grupos. Este proceso se llama coo-
peratividad de plegamiento y representa el fenémeno por el que la formacién de una par-
te de una estructura causa la formacién de las partes restantes. Conforme la proteina inicia
su plegamiento adopta energias cada vez menores y comienza a caer en el pozo de ener-
gia de la figura 4.30. La proteina puede quedar atrapada momentaneamente en un pozo de
energia local (que se indica como pequefias bajadas en el diagrama de energia), pero al fi-
nal llega al minimo de energia en el fondo del pozo. En su conformacién estable final, la
proteina nativa es mucho menos sensible a la degradacion que una cadena de polipéptido
extendida y desdoblada. Asf, las proteinas nativas pueden tener vidas medias de muchas
generaciones celulares y algunas moléculas pueden perdurar décadas.

El doblamiento es rdpido en extremo; en la mayor parte de los casos se llega a la
conformacién nativa en menos de un segundo. El plegado y la estabilizacién de las pro-
tefnas dependen de varias fuerzas no covalentes, como el efecto hidrofébico, los puen-
tes de hidrégeno, las interacciones de van der Waals y las interacciones entre cargas.
Aunque las interacciones no covalentes son débiles en lo individual, en lo colectivo de-
terminan la estabilidad de las conformaciones nativas de las proteinas. La debilidad de
cada interaccién no covalente suministra la elasticidad y flexibilidad necesarias para
que las proteinas sufran cambios pequenos de conformacién. (Los puentes de disulfuro
covalentes también contribuyen a la estabilidad de ciertas proteinas).

No se ha descrito todavia una ruta real de plegado de proteina en detalle, pero las
investigaciones actuales se enfocan en intermediarios de las rutas de doblado de varias
proteinas. En la figura 4.31 se ven varias rutas de plegado hipotéticas. Durante el plega-
do de la proteina, el polipéptido se aplasta sobre si mismo debido al efecto hidrofébico
y se comienzan a formar elementos de la estructura secundaria. Este eslab6n intermedio
se llama glébulo fundido. Los pasos posteriores son el reordenamiento de la cadena de
columna vertebral para formar los motivos caracteristicos y, por tltimo, la conforma-
cién nativa estable. Cada dominio en una proteina de multidominio forma dobleces en
forma independiente.

El mecanismo de plegado de proteinas es uno de los problemas mds desafiantes de
la bioquimica. Es espontdneo y debe estar determinado en gran parte por la estructura
primaria (la secuencia) del polipéptido. En consecuencia, debe ser posible indicar la es-
tructura de una protefna conociendo su secuencia de aminodcidos. En afios recientes se
avanz6 mucho al modelar el plegado mediante computadoras rdpidas. En el resto de es-
ta seccidn se examinan las fuerzas que estabilizan la estructura de las proteinas y el papel
de los chaperones en el plegamiento de las proteinas.

A. El efecto hidrofébico

Las proteinas son mds estables en agua cuando sus cadenas laterales hidrofébicas se
agrupan en el interior de la proteina y no quedan expuestas al medio acuoso en la super-
ficie. Como las moléculas de agua interaccionan con mas fuerza entre si que con las ca-
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denas laterales no polares de una proteina, estas cadenas son impulsadas a vincularse
entre si, lo cual determina que la cadena polipeptidica se colapse y forme un glébulo
fundido mds compacto. Durante el plegado, la disminucién de entropia del polipéptido
mas que se contrarresta por el aumento de la entropia del solvente, cuando se liberan
moléculas de agua que estaban unidas a la proteina. (El plegado también altera las jaulas
extendidas de moléculas de agua que rodean a los grupos hidrofébicos). Este aumento
general de entropia constituye la principal fuerza impulsora del plegado. Mientras que
las cadenas laterales no polares son impulsadas hacia el interior de la proteina, la mayor
parte de las cadenas laterales polares quedan en contacto con el agua, en la superficie de
la proteina. Los tramos de la columna vertebral polar que son impulsados al interior
de una proteina neutralizan su polaridad con puentes de hidrégeno mutuos y con fre-
cuencia generan estructuras secundarias. Asi, la naturaleza hidrofébica del interior no
s6lo explica la asociacidn de residuos hidrofébicos sino que también contribuye a la
estabilidad de hélices y ldminas. Los estudios de las rutas de doblado indican que el co-
lapso hidrofébico y la formacién de estructuras secundarias son simultdneos.

Hay ejemplos localizados de este efecto hidrofébico como las interacciones del lado
hidrofébico de una hélice « anfipdtica con el interior de la proteina (seccioén 4.4) y la re-
gi6n hidrofébica entre las ldminas £ en la estructura de emparedado 3 (seccion 4.5). La
mayor parte de los ejemplos que se ven en las figuras 4.24 y 4.25 contiene regiones
yuxtapuestas de estructura secundaria que se hallan estabilizadas por interacciones hi-
drofébicas entre las cadenas laterales de residuos de aminodcido hidrofébicos.

B. Puentes de hidrégeno

Los puentes de hidrégeno contribuyen a la cooperatividad del plegamiento y ayudan a
estabilizar las conformaciones nativas de las proteinas. Los primeros puentes de hidré-
geno son los que se forman en las hélices «, las 1dminas Sy los giros, y forman regio-
nes definidas de la estructura secundaria. La estructura nativa final contiene también
puentes de hidrégeno entre la columna vertebral del polipéptido y el agua, entre aquélla
y las cadenas laterales polares, entre dos cadenas laterales polares y entre éstas y el
agua. La tabla 4.1 muestra algunos de los diversos tipos de puentes de hidrégeno que
caracterizan a las protefnas junto con sus longitudes tipicas de enlace. La mayor par-
te de los puentes de hidrégeno en las proteinas es del tipo N—H—O. La distancia entre
los atomos donador y aceptador varia de 0.26 a 0.34 nm y los puentes pueden desviar-
se de la linealidad hasta en 40°. Recuérdese que los puentes de hidrégeno dentro del in-
terior hidrofébico de una proteina son mucho mds estables que los que se forman cerca

<Figura 4.31

Rutas hipotéticas de plegamiento de proteina.
Las cadenas de polipéptido, extendidas al
principio, forman estructuras secundarias par-
ciales, después estructuras terciarias aproxima-
das, y por ultimo las conformaciones nativas
Gnicas. Las flechas dentro de las estructuras
indican la direccién del N-terminal al C.
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TABLA 4.1 Ejemplos de puentes de hidrégeno en proteinas

Distancia tipica
entre atomo

Tipo de puente donador y
de hidrogeno aceptador (nm)
Hidroxilo-hidroxilo — @) =8 - 0— 0.28
/
H
. . . /
Hidroxilo-carbonilo — QO —H------ (@) =C\ 0.28
. . AN /
Amida-carbonilo N—H------ o=C 0.29
/ AN
. AN
Amida-hidroxilo N o— 0.30
4 /
H
Amida-nitrégeno de imidazol N g 0.31
2 y NG HIE=== N\/NH -

de la superficie porque los puentes de hidrégeno internos no compiten con las molécu-
las de agua.

C. Interacciones de van der Waals e interacciones entre cargas

Los contactos de van der Waals entre cadenas laterales no polares también contribuyen
a la estabilidad de las proteinas. Es dificil determinar el grado de estabilizacién debido
a interacciones optimizadas de van der Waals. Es probable que el efecto acumulado de
varias interacciones de van der Waals represente una contribucion apreciable a la esta-
bilidad porque las cadenas laterales no polares en el interior de una proteina estdn em-
pacadas en forma densa.

Es posible que las interacciones entre cargas (0 interacciones carga-carga), de ca-
denas laterales con carga opuesta signifique una contribucién pequefia a la estabilidad
de las proteinas. La mayor parte de las cadenas laterales idnicas se localiza en las super-
ficies, donde estdn solvatadas y s6lo pueden contribuir en forma minima a la estabiliza-
cién general de la proteina; no obstante, en ocasiones dos iones con carga opuesta
forman un par de iones en el interior de una proteina. Esos pares de iones (o pares i6ni-
cos) son mucho mas fuertes que los que estdn expuestos al agua.

D. Los chaperones moleculares colaboran en el plegamiento
de las proteinas

Los estudios sobre plegado de proteinas han conducido a dos observaciones generales
acerca del doblamiento de cadenas de polipéptido para dar lugar a proteinas con activi-
dad bioldgica. La primera consiste en que el doblamiento de proteinas no implica una
busqueda aleatoria en el espacio tridimensional para llegar a la conformacion nativa. En
lugar de ello, parece que el plegado de proteinas es un proceso cooperativo y secuencial
donde la formacién de los primeros elementos estructurales ayuda al alineamiento de
las caracteristicas estructurales siguientes. [La necesidad de cooperatividad queda ilus-
trada por un cdlculo de Cyrus Levinthal. Imaginese un polipéptido de 100 residuos. Si
cada residuo tuviera tres conformaciones posibles, una bisqueda aleatoria entre todas
las conformaciones para llegar al polipéptido completo jdurarfa 1037 segundos! —mu-
chas veces la edad estimada del Universo, que es de 6 X 107 segundos—]|.

La segunda es que la pauta de doblado y la conformacién final de una proteina de-
penden de su estructura primaria. Como se explicé en el caso de la ribonucleasa A, las
proteinas simples se pueden doblar en forma espontanea y adquirir sus conformaciones
nativas en un tubo de ensayo sin absorber energia ni recibir ayuda. Las proteinas mayores



4.10 = Plegado de proteinas y estabilidad

también se doblan en forma espontdnea y forman una estructura nativa ya que la con-
formacidn final representa la forma con energia libre minima. Sin embargo, es probable
que las proteinas mayores permanezcan atrapadas en forma temporal en un pozo de
energia local como el que ilustra la figura 4.30b. La presencia de estas conformaciones
metaestables e incorrectas, en el mejor de los casos, retarda la velocidad de plegamien-
to de la proteina y en el peor determina que se agreguen intermediarios de plegado y
salgan de la solucién. La tasa de doblamiento correcto de una proteina aumenta debido
a un grupo de proteinas especiales ubicuas llamadas chaperones moleculares.

Los chaperones aumentan la velocidad de plegamiento correcto de algunas protei-
nas al unir polipéptidos recién sintetizados antes que se doblen por completo. Evitan la
formacién de intermediarios mal doblados que puedan atrapar al polipéptido en una for-
ma aberrante. También los chaperones pueden unirse a subunidades de proteina sin en-
samblar para evitar que se agreguen en forma incorrecta y se precipiten antes de ser
ensambladas para formar una proteina completa de multiples subunidades.

Hay muchos chaperones diferentes. En su mayor parte son proteinas de choque por
calor —proteinas que se sintetizan como respuesta a aumentos de temperatura (choque
térmico) u otros cambios que causen desnaturalizacion de la proteina in vivo. El papel
de las protefnas de choque por calor, que hoy se denominan chaperones, es reparar el
dafio causado por aumentos de temperatura al unirse a proteinas desnaturalizadas y
ayudarles a volver a doblarse con rapidez y llegar a su conformacion nativa.

La principal proteina de choque por calor es la HSP70 (de heat shock protein,
M, = 70 000). Esta proteina existe en todas las especies, excepto en algunas de arqueo-
bacterias. En las bacterias también se llama DnaK. El papel normal de la chaperona
HSP70 es unirse a proteinas nacientes mientras se estdn sintetizando para evitar el agru-
pamiento o el atrapamiento en un pozo local de baja energia. La unién y liberacién de
los polipéptidos nacientes se acopla con la hidrélisis de ATP y en general requiere pro-
tefnas accesorias adicionales. Las HSP70/DnaK son unas de las proteinas mds conser-
vadas que se conocen en toda la biologia. Ello indica que el plegamiento de proteina
asistido por chaper6n es un requisito ancestral y esencial para la sintesis eficiente de
proteinas con la estructura tridimensional correcta.

Otra chaperona importante y ubicua se llama chaperonina (en las bacterias también
se llama GroE). También la chaperonina es una proteina de choque por calor (Hsp60)
que juega un papel importante y esencial ayudando al plegamiento normal de las protei-
nas en el interior de la célula.

La chaperonina de E. coli es una proteina compleja de multisubunidades. La es-
tructura interior consiste en dos anillos que contienen siete subunidades GroEL idénti-
cas. Cada subunidad puede unirse a una molécula de ATP (figura 4.32a, pagina 114). En
la figura 4.33 de la pdgina siguiente se muestra una version simplificada del plegamien-
to asistido por chaperonina. Las proteinas desdobladas se unen a la cavidad central hi-
drofébica encerrada por los anillos. Cuando el plegamiento concluye, la proteina es
liberada por hidrdlisis de las moléculas enlazadas de ATP. La ruta real es mds complicada
y requiere un componente adicional que sirve como tapa o tapdn, sellando un extremo de
la cavidad central mientras se efecttia el proceso de plegado. La tapa contiene siete subu-
nidades de GroES que forman un anillo adicional (figura 4.32c). La conformacién del
anillo GroEL se puede alterar durante el plegado para aumentar el tamailo de la cavidad,
y el papel de la tapa es evitar que la proteina desdoblada se libere en forma prematura.

Como se dijo antes, algunas proteinas tienden a agruparse durante el plegamiento
en ausencia de chaperones. Es probable que el agrupamiento se deba a la formacién
temporal de superficies hidrofébicas en los intermediarios de plegado. Los intermedia-
rios se unen entre si y el resultado es que son excluidos de la solucién y ya no pueden
explorar las conformaciones representadas por el embudo de energia de la figura 4.30.
Las chaperoninas afslan las cadenas de polipéptido en la cavidad de doblamiento, con lo
cual evitan que los intermediarios de plegamiento se agrupen. La cavidad de plegamiento
sirve como “jaula de Anfinsen” que permite que la cadena llegue a la conformacién co-
rrecta, de baja energia, sin interferencia por otros intermediarios de doblamiento.

La cavidad central de la chaperonina es suficientemente grande para abarcar una
cadena de polipéptido de unos 630 residuos de aminodcidos (M, ~ 70 000). Asi, el plega-
do de la mayor parte de las proteinas de tamafio pequefio y mediano puede ser asistido
por chaperoninas. Sin embargo, s6lo de 5 a 10% de las proteinas de E. coli (es decir,
unas 300 proteinas diferentes) parece interactuar con la chaperonina durante la sintesis
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Figura 4.33 )

Plegamiento de proteina asistido por chapero-
nina. El polipéptido desdoblado entra en la
cavidad central de la chaperonina, donde

se dobla. Se requiere la hidrélisis de varias
moléculas de ATP para que la chaperonina
funcione.

Figura 4.32 A

Chaperonina de Escherichia coli (GroE). La estructura nuclear consiste en dos anillos idénticos
formados por siete subunidades de GroEL. Las proteinas desdobladas se unen a la cavidad
central. Se pueden identificar las moléculas de ATP enlazadas por sus 4&tomos de oxigeno rojos.
a) Vista lateral. b) Vista superior mostrando la cavidad central. [PDB 1DER]. ) Durante el
plegamiento aumenta el tamafio de la cavidad central de los anillos y el extremo se obtura
con una proteina que contiene siete subunidades de GroES. [PDB TAON]. (Véase esta figura
a todo color al final del libro).

de proteinas. Es mds probable que las proteinas de tamafo mediano y las de la clase es-
tructural a/f3 requieran doblamiento asistido por chaperonina. Las proteinas mds peque-
flas pueden doblarse con rapidez por sf mismas. Varias de las proteinas restantes en la
célula podran necesitar otros chaperones, como la HSP70/DnaK.

Los chaperones parecen inhibir rutas incorrectas de plegamiento y ensamble al for-
mar complejos estables con las superficies de las cadenas de polipéptidos que sélo estdn
expuestas durante la sintesis, plegado y ensamblado. Aun en presencia de chaperones,
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el doblamiento de las proteinas es espontdneo; por esta razén el plegamiento de protei-
nas asistido por chaperones se ha descrito como autoensamble asistido.

4.11 La colagena, una proteina fibrosa

Para terminar el examen de la estructura tridimensional de las proteinas se examinardn
varias de ellas para comprender cémo se relacionan sus estructuras con sus funciones
bioldgicas. Las proteinas seleccionadas para estudiar con mds detalle son la coldgena,
una proteina estructural, la mioglobina y la hemoglobina, proteinas que unen oxigeno
(secciones 4.12 y 4.13) y los anticuerpos (seccion 4.14).

La coldgena es la principal proteina componente del tejido conectivo de los verte-
brados; constituye de 25 a 35% de las proteinas totales en los mamiferos. Las molécu-
las de colagena tienen formas y funciones notablemente distintas. Por ejemplo, en los
tendones forman fibras rigidas, encordadas, de una notable resistencia a la tension; en la
piel, la coldgena adquiere la forma de fibras tejidas de forma holgada que permiten
la expansién en todas direcciones.

La estructura de la coldgena fue estudiada por G. N. Ramachandran (famoso por sus
diagramas de Ramachandran, seccién 4.3). La molécula consiste en tres cadenas helicoi-
dales izquierdas enrolladas entre si para formar una superhélice derecha. Cada hélice iz-
quierda en la coldgena presenta 3.0 residuos de aminodcidos por vuelta, y su paso es de
0.94 nm, que implica un ascenso de 0.31 nm por molécula. En consecuencia, una hélice
de colagena es mas extendida que una hélice «, y la estructura helicoidal de la coldgena
no es igual que el motivo de espiral enrollada descrito en la seccion 4.7. (Varias proteinas
sin relacién con la coldgena forman también superhélices similares de tres cadenas).

La triple hélice de la coldgena se encuentra estabilizada por puentes de hidrégeno in-
tercatenarios. La secuencia de la proteina en la region helicoidal consiste en repeticiones
multiples de la forma —Gly—X-Y—, donde con frecuencia X es prolina y Y es una prolina
modificada llamada 4-hidroxiprolina (figura 4.34). Los residuos de glicina estdn ubicados
alo largo del eje central de la triple hélice, donde el empacamiento apretado de las hebras
de proteina ya no puede dar cabida a otro residuo. Por cada triplete de —Gly—X—Y- se for-
ma un puente de hidrégeno entre el 4tomo de hidrégeno de amida en la glicina en una ca-
dena y el dtomo de oxigeno carbonilico del residuo X en una cadena adyacente (figura
4.35). Los puentes de hidrégeno que forma el grupo hidroxilo de la hidroxiprolina también
pueden estabilizar a la triple hélice de la coldgena. A diferencia de la hélice @ mas comun,
la hélice de la coldgena carece de puentes de hidrégeno intracatenarios (figura 4.36).

Ademis de la hidroxiprolina, la coldgena contiene un residuo adicional de amino4-
cido modificado llamado 5-hidroxilisina (figura 4.37, pdgina 116). Algunos residuos de
hidroxilisina estan unidos en forma covalente con residuos de carbohidrato haciendo de
la colagena una glicoproteina. No se conoce el papel de esta glicosilacion.

Los residuos de hidroxiprolina y de hidroxilisina se forman cuando se hidroxilan re-
siduos especificos de prolina y lisina, después de incorporarse en las cadenas de polipép-
tido de la coldgena. Las reacciones de hidroxilacién son catalizadas por enzimas y
requieren 4cido ascorbico (vitamina C). La hidroxilacion se altera en ausencia de vitami-
na Cy la triple hélice de la coldgena no se ensambla bien. Las personas con carencia de
vitamina C padecen escorbuto, enfermedad cuyos sintomas incluyen lesiones cutdneas,
vasos sanguineos frgiles, dientes flojos y encias sangrantes. Los humanos son mamiferos
excepcionales porque perdieron la capacidad de sintetizar vitamina C. En los humanos,
uno de los genes necesarios para la sintesis de la vitamina C estd mutado, lo que los hace
dependientes de las frutas y otras fuentes exdgenas de esta vitamina clave.

La flexibilidad conformacional limitada de los residuos de prolina e hidroxiprolina
evita la formacién de hélices « en las cadenas de coldgena y también determina que la
coldgena resulte més rigida. (Recuérdese que casi nunca se encuentra prolina en las hé-
lices «r). La presencia de residuos de glicina en cada tercera posicién permite que las ca-
denas de coldgena formen una hélice izquierda, enrollada en forma apretada, donde
tienen cabida los residuos de prolina. (Recuérdese que la flexibilidad de los residuos de
glicina tiende a alterar la hélice v derecha).

Las triples hélices de la coldgena se agrupan en una forma escalonada y forman fi-
bras fuertes e insolubles. La resistencia y rigidez de las fibras de coldgena se deben en
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Figura 4.34 A

Residuo de 4-hidroxiprolina. Estos residuos se
forman por hidroxilacién de residuos de pro-
lina catalizada por enzimas.
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Figura 4.35 A

Puentes de hidrégeno entre cadenas en la co-
lagena. El hidrégeno de amida en un residuo
de glicina, de una cadena, forma puente con
el oxigeno carbonilico de un residuo (que
con frecuencia es de prolina) en una cadena
adyacente.

Figura 4.36 A

Triple hélice de coldgena humana tipo Ill. La
region extendida de colagena contiene tres
subunidades idénticas (parpura, azul claro y
verde). Se enrollan entre si tres hélices izquier-
das de colagena y forman una superhélice
derecha. [PDB 1BKV]. (Véase esta figura a
todo color al final del libro).
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CH—OH

CH,

I
@NH,

Figura 4.37 A

Residuo de 5-hidroxilisina. Estos residuos se
forman por hidroxilacién de residuos de lisina
catalizada por enzimas.
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Figura 4.39 A

Estructura quimica del grupo hemo Fe(ll)-pro-
toporfirina en la mioglobina y la hemoglobina.
El anillo de porfirina aporta cuatro de los seis
ligandos que rodean al atomo de hierro. (Véase
esta figura a todo color al final del libro).
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Figura 4.38 A

Enlaces cruzados covalentes en el coldgeno. a) Un residuo de alisina se condensa con uno de
lisina para formar un enlace cruzado de base de schiff intermolecular. b) Dos residuos de alisi-
na se condensan para formar un enlace cruzado intramolecular.

parte a enlaces cruzados covalentes. Los grupos —CHZNH3® de las cadenas laterales
de algunos residuos de lisina e hidroxilisina se convierten enzimdticamente en grupos
aldehidos (—CHO) y producen residuos de alisina e hidroxialisina. Los residuos de
alisina (y sus derivados hidroxi) reaccionan con las cadenas laterales de los residuos
de lisina e hidroxilisina para formar bases de Schiff, que son complejos entre grupos
carbonilo y aminas (figura 4.38a). Estas bases de Schiff se suelen formar entre molécu-
las de coldgena. Los residuos de alisina reaccionan también con otros residuos de alisi-
na por condensacién aldélica para formar enlaces cruzados que se establecen en general
entre las hebras individuales de la hélice triple (figura 4.38b). Los dos tipos de enlaces
cruzados se convierten en enlaces mds estables durante la maduracién de los tejidos,
pero se desconoce la quimica de tales conversiones.

4.12 Estructuras de la mioglobina y la hemoglobina

Como la mayor parte de las proteinas, la mioglobina (Mb) y la hemoglobina (Hb), una
proteina relacionada, desempefian sus funciones bioldgicas al unirse en forma selectiva
y reversible a otras moléculas —en este caso, al oxigeno molecular (O,). La mioglobi-
na es una proteina monomérica relativamente pequefia que facilita la difusion del oxi-
geno en los vertebrados. Es la responsable de suministrar oxigeno a los tejidos
musculares en los reptiles, aves y mamiferos. La hemoglobina es una proteina tetramé-
rica mayor que transporta el oxigeno en la sangre.

El color rojo asociado con las formas oxigenadas de mioglobina y hemoglobina (es
decir, el color rojo de la sangre oxigenada) se debe a un grupo prostético hemo (figura
4.39). (Un grupo prostético es una molécula organica unida a una proteina que resulta
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esencial para la actividad de ésta). Un hemo consiste en un sistema anular de tetrapirrol
Ilamado protoporfirina IX acomplejado con hierro. Los cuatro anillos pirrélicos de este
sistema estdn unidos por puentes de meteno (—CH==), por lo que la porfirina insatu-
rada es muy conjugada y plana. El hierro unido estd en el estado de oxidacién ferroso,
o Fe(Il); forma un complejo con seis ligandos, cuatro de los cuales son los dtomos de
nitrégeno de la protoporfirina IX. (Hay otras proteinas, como el citocromo a y el cito-
cromo ¢, que contienen distintos grupos porfirina/hemo).

El componente polipeptidico en la mioglobina es miembro de una familia de pro-
tefnas llamadas globinas. La estructura terciaria de la mioglobina del esperma de balle-
na muestra que la proteina consiste en un haz de ocho hélices « (figura 4.40). Es un
miembro de la categoria estructural toda «, o « total. El pliegue de globina tiene varios
grupos de hélices o que forman una estructura estratificada. Las hélices adyacentes en
cada capa estdn inclinadas y forman un dngulo que permite que las cadenas laterales de
los residuos de aminoécidos se interdigiten.

El interior de la mioglobina estd formado en forma casi exclusiva por residuos hi-
drofébicos de aminodcidos, en especial los que son muy hidrofébicos como valina, leu-
cina, isoleucina, fenilalanina y metionina. La superficie de la proteina contiene residuos
tanto hidrofilicos como hidrofébicos. Como en el caso de la mayor parte de las protei-
nas, la estructura terciaria de la mioglobina se halla estabilizada por interacciones hi-
drofébicas con el interior. El plegado de la cadena de polipéptido estd impulsado por la
minimizacién de energia causada por la formacién de este interior hidrofébico.

El grupo prostético hemo de la mioglobina ocupa una hendidura hidrofébica que for-
man tres hélices a y dos asas. La union de la mitad de la porfirina con el polipéptido se de-
be a varias interacciones débiles, incluidos las interacciones hidrofébicas, los contactos de
van der Waals y los puentes de hidrégeno. No existen enlaces covalentes entre la porfiri-
nay las cadenas laterales de aminodcidos en la mioglobina. El 4tomo de hierro del hemo es
el sitio de unién de oxigeno, como se muestra en la figura 4.40. Dos residuos de histidina
interaccionan con el dtomo de hierro y el oxigeno enlazado. La accesibilidad del grupo
hemo al oxigeno molecular depende de un movimiento pequefio de las cadenas laterales
de aminodcidos cercanos. Después se explicard que las hendiduras hidrofébicas de la
mioglobina y la hemoglobina son esenciales para la unién reversible con el oxigeno.

En los vertebrados el O, se une a moléculas de hemoglobina para su transporte en
los glébulos rojos o eritrocitos. Visto al microscopio, un eritrocito humano maduro es
un disco bicéncavo que carece de nicleo o de otros compartimientos internos encerra-
dos en una membrana (figura 4.41). Un eritrocito humano tipico esta lleno con unas
3 X 10® moléculas de hemoglobina.

La hemoglobina es mds compleja que la mioglobina porque se trata de una proteina
con varias subunidades. En los mamiferos adultos contiene dos subunidades distintas de
globina llamadas a-globina y 8-globina. La hemoglobina es un tetrdmero a,f3, lo que in-
dica que contiene dos cadenas de a-globina y dos cadenas de B-globina. Cada una de esas
subunidades de globina tiene estructura y secuencia parecidas a las de mioglobina, lo que
refleja su evolucion a partir de un gen ancestral de globina en los cordados primitivos.

Cada una de las cuatro cadenas de globina contiene un grupo prostético hemo
idéntico al que posee la mioglobina. Las cadenas « y 3 estdn frente a frente a través de
una cavidad central (figura 4.42). La estructura terciaria de cada una de las cuatro cade-

a) b)
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Figura 4.40 A

Oximioglobina de esperma de ballena (Physe-
ter catodon). La mioglobina consiste en ocho
hélices «. El grupo prostético hemo se une
con oxigeno (rojo). La His-64 (verde) forma
un puente de hidrégeno con el oxigeno, y la
His-93 (verde) se acompleja con el atomo de
hierro del hemo. [PDB 1A6M]. (Véase esta
figura a todo color al final del libro).

Figura 4.41 A

Micrografia electronica de barrido de eritroci-
tos de mamifero. Cada célula contiene unos
300 millones de moléculas de hemoglobina.

<« Figura 4.42

Oxihemoglobina humana (Homo sapiens).

a) Estructura de la oxihemoglobina humana
donde se ven dos unidades « y dos . Los
grupos hemo se muestran como modelos
de palillos. [PDB THND]. b) Esquema del
tetrdmero de hemoglobina. Los grupos hemo
estan en rojo. (Véase esta figura a todo color
al final del libro).
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Figura 4.43 A

Estructura terciaria de la mioglobina, a-globina
y B-globina. Las orientaciones de las subunida-
des individuales de a-globina y B-globina se
han desplazado para exponer las semejanzas
en la estructura terciaria. Se han eliminado
los grupos hemo y se han sobrepuesto las
tres estructuras. Todas las estructuras son de
las formas oxigenadas en las figuras 4.40 y
4.42. Clave de colores: a-globina: azul,
B-globina: pirpura y mioglobina: verde.
(Véase esta figura a todo color al final

del libro).
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Figura 4.44 A

Sitio de unién de oxigeno en la oximioglobina
de esperma de ballena. El grupo prostético
hemo se representa por un paralelogramo con
un atomo de nitrégeno en cada vértice. Las
lineas entrecortadas azules ilustran la geome-
tria octaédrica del complejo de coordinacion.
(Véase esta figura a todo color al final

del libro).
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nas es casi idéntica a la de la mioglobina (figura 4.43). La cadena « tiene siete hélices
a 'y la cadena B tiene ocho. (Dos hélices « cortas en la B-globina y en la mioglobina es-
tdn fundidas y forman una mayor en la a-globina). Sin embargo, la hemoglobina no s6-
lo es un tetrdmero de moléculas de mioglobina. Cada cadena « interactia en forma
extensa con una cadena 3, por lo que en realidad la hemoglobina es un dimero de subu-
nidades af3. En la siguiente seccion se estudiard que la presencia de varias subunidades
sustenta las propiedades de unién con el oxigeno, que no son posibles en la mioglobina,
de cadena sencilla.

4.13 Enlazamiento del oxigeno con la mioglobina
y la hemoglobina

Las actividades de enlazamiento de la mioglobina y la hemoglobina con oxigeno son un
ejemplo excelente de la forma en que la estructura de la proteina se relaciona con su
funcion fisioldgica. Esas proteinas son de las mds estudiadas en bioquimica. Fueron las
primeras proteinas complejas cuya estructura se determiné por cristalografia de rayos X
(seccién 4.2). Varios de los principios que aqui se describen para las proteinas enlazan-
tes con oxigeno también son vdlidos para las enzimas que se han de estudiar en los ca-
pitulos 5 y 6. En esta seccién se examina la quimica de la unién de oxigeno al hemo, la
fisiologia del enlazamiento de oxigeno a la mioglobina y hemoglobina, y las propieda-
des reguladoras de la hemoglobina.

A. Uniodn reversible del oxigeno al hemo

Se recurrird al uso de la mioglobina como ejemplo de enlazamiento de oxigeno al gru-
po prostético hemo. Los mismos principios se aplican a la hemoglobina. La unién re-
versible del oxigeno se llama oxigenacién. La mioglobina sin oxigeno se llama
desoximioglobina, y la molécula con oxigeno se llama oximioglobina. (Las dos formas
de hemoglobina se llaman desoxihemoglobina y oxihemoglobina).

Algunos sustituyentes del grupo prostético hemo son hidrofébicos; esta propiedad
permite que el grupo prostético esté sepultado parcialmente en el interior hidrofébico
de la molécula de mioglobina. Recuérdese que, en la figura 4.40, hay dos residuos po-
lares, His-64 y His-93, situados cerca del grupo hemo. En la oximioglobina se coordi-
nan seis ligandos al hierro ferroso y los ligandos tienen geometria octaédrica en torno al
catién metdlico (figuras 4.44 y 4.45). Cuatro de los ligandos son los d4tomos de nitrége-
no del sistema anular de tetrapirrol; el quinto ligando es un nitrégeno de imidazol de
His-93 (llamado histidina proximal) y el sexto ligando es oxigeno molecular unido en-
tre el hierro y la cadena lateral de imidazol, del His-64 (Ilamado histidina distal). En la
desoximioglobina el hierro s6lo se coordina con cinco ligandos porque no hay oxigeno.
Las cadenas laterales no polares de Val-68 y Phe-43, que se ven en la figura 4.45, con-
tribuyen a la hidrofobicidad de la bolsa de enlace con el oxigeno y ayudan a mantener
en su lugar al grupo hemo. Varias cadenas laterales bloquean la entrada a la bolsa que
contiene al hemo, tanto en la oximioglobina como en la desoximioglobina. En esta re-
gion la estructura de la proteina debe vibrar, o respirar, con rapidez para permitir que el
oxigeno se enlace y se disocie.

La hendidura hidrofébica del polipéptido globina es la clave de la capacidad que
presentan la mioglobina y la hemoglobina para unirse y liberar oxigeno en forma ade-
cuada. En soluciones acuosas, el hemo libre no se une en forma reversible con el oxige-
no; en su lugar, el Fe(Il) del hemo se oxida casi instantdneamente a Fe(III). (Oxidacién
equivale a la pérdida de un electrén, como se describird en la seccién 6.1C. La reduc-
cién es la ganancia de un electrén. Oxidacién y reduccion se refieren a la transferencia
de electrones y no a la presencia o ausencia de moléculas de oxigeno).

La estructura de la mioglobina y la hemoglobina evita la transferencia permanente
de un electrdn, u oxidacion irreversible, asegurando asi la unién reversible de oxigeno
molecular para su transporte. En la hemoglobina el dtomo de hierro ferroso se oxida
parcialmente cuando se enlaza O,. Un electrén se transfiere en forma temporal hacia
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el d4tomo de oxigeno unido al hierro, por lo que la molécula de dioxigeno se reduce

parcialmente. Si el electron se transfiriera por completo al oxigeno, el complejo seria =“Phe 43

Fe —02@ (anién superdxido unido al hierro férrico). La hendidura de la globina T‘
evita la transferencia completa del electrén y fuerza el retorno del electrén al &tomo }" f
™,

de hierro cuando el O, se disocia.

A
B. Curvas de union de mioglobina y hemoglobina con el oxigeno His 93
El oxigeno se une en forma reversible a la mioglobina y a la hemoglobina. El grado de .
enlace en el equilibrio depende de la concentracion de la proteina y del oxigeno. Esta L_‘r_'
relacion se ilustra en las curvas de unién con oxigeno (figura 4.46). En esas figuras, la
saturaci6n fraccionaria (¥) de una cantidad fija de proteina se grafica en funcién de  figura 4.45 o
la concentracion del oxigeno (expresada como presidn parcial de oxigeno gaseoso, pO,). Sitio de enlace con oxigeno en la mioglobina
La saturacion fraccionaria de mioglobina o hemoglobina es la fraccién de la cantidad de esperma de ballena. El Fe(ll) (naranja) esta
total de moléculas que se oxigenan. en el plano del grupo hemo. El oxigeno
(verde) se une al atomo de hierro, y la cade-
[MbO,] na lateral de aminoécido de His-64, Val-68 y
= (4,1) Phe-43 aportan al ambiente hidrofébico del
[MbO,] + [Mb] sitio enlazante con oxigeno. [PDB TAGM].
. . . . . o (Véase esta figura a todo color al final
La curva de uni6n de la mioglobina es hiperb6lica (figura 4.46), lo que indica que  gej jjpro).
hay una sola constante de equilibrio para el enlace de O, a la macromolécula. En con-
traste, la curva que describe la relacion entre la concentracion de oxigeno y el enlace a
la hemoglobina es sigmoidea. Las curvas sigmoideas (en forma de S) de unién indican
a) b)
4 Tejidos Pulmones Y Tejidos Pulmones
10d----—-- o mm oo oo o oo 10 d----—-- o mmm oo oo o oo
R
7] Hemoglobina 7] Hemoglobina
- Mio- _ (observado)
globina
05 +H------ 0.5
| |
i | -
Ps,=28 [ P5,=26
1 ¥s50 50
. :/ :/ .
| |
! : . T
| |
|y ! -
| |
| I
T | p— T T T T T T T T T T T T T T T T T
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
PO, (torr) pO, (torr)
Figura 4.46 A

Curvas de enlazamiento de oxigeno de mioglobina y hemoglobina. a) Comparacion entre mioglobina y hemoglobina. La saturacion fraccionaria
(Y) de cada proteina se grafica contra la presion parcial del oxigeno (pO5,). La curva de enlace de la mioglobina con oxigeno es hiperbdlica, y la
mitad de la saturacién (Y = 0.5) se alcanza a una presion de oxigeno de 2.8 torr. La curva de enlace de la hemoglobina con oxigeno en la san-
gre entera es sigmoidea, y la mitad de la saturacion sucede a una presion parcial de oxigeno de 26 torr. La mioglobina tiene mayor afinidad
por el oxigeno que la hemoglobina a todas las presiones de oxigeno. En los pulmones, donde la presion parcial de oxigeno es alta, la hemoglo-
bina casi esta saturada con oxigeno. En los tejidos, donde la presién parcial de oxigeno es baja, la hemoglobina oxigenada libera oxigeno y se
transfiere a la mioglobina. b) Enlazamiento de distintos estados de hemoglobina con oxigeno. El estado oxi (R, o de alta afinidad) tiene una
curva hiperbélica de enlazamiento. El estado desoxi (T, o de baja afinidad) también tendria una curva de unién hiperbélica, pero con mucha
mayor concentracién para conseguir la mitad de la saturacién. Las soluciones de hemoglobina que contienen mezclas de baja y alta afinidad
producen curvas sigmoideas de enlazamiento, con diversas afinidades intermedias para el oxigeno.
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Figura 4.47 p»

Cambios de conformacién en una cadena de
hemoglobina inducidos por oxigenacién.
Cuando se oxigena el hierro hemo de una sub-
unidad de hemoglobina (gris oscuro), el residuo
proximal de histidina se recoge hacia el anillo
de porfirina. La hélice que contiene a la histidina
también desplaza su posicién, interrumpiendo
los pares de iones que forman enlaces cruzados
entre las subunidades de desoxihemoglobina
(gris claro).

que hay mds de una molécula de ligando que se une a cada proteina. En este caso, hasta
cuatro moléculas de O, se unen con la hemoglobina, una por grupo hemo de la proteina
tetramérica. La forma de la curva indica que los sitios de unién con oxigeno en la hemoglo-
bina interaccionan de tal modo que el enlace de una molécula de oxigeno a un grupo hemo
facilita la unién de moléculas sucesivas de oxigeno a los otros hemo. La afinidad de la
hemoglobina hacia el oxigeno aumenta a medida que se le une cada molécula de oxigeno.
Este fendmeno de enlace interactivo se llama cooperatividad positiva del enlace.

La presion parcial a media saturacion (Psg) es una medida de la afinidad de la pro-
tefna hacia el O,. Una Ps baja indica una gran afinidad al oxigeno porque la proteina
estd medio saturada con oxigeno a baja concentracion del mismo; en forma similar, una
P5 alta indica que la afinidad es baja. Las moléculas de mioglobina estdn medio satu-
radas a una pO, de 2.8 torr (1 atmésfera = 760 torr). La Ps de la hemoglobina es mu-
cho mayor (26 torr) y refleja su menor afinidad hacia el oxigeno. Los grupos prostéticos
hemo de la mioglobina y la hemoglobina son idénticos, pero las afinidades de tales gru-
pos con el oxigeno son distintas porque los microambientes que permiten las proteinas
son un poco distintos. La afinidad con oxigeno es una propiedad intrinseca de la protei-
na. Es parecida a las constantes de equilibrio de combinacién/disociacién que se usan
con frecuencia para describir el enlace de ligandos a otras protefnas y enzimas.

Como la figura 4.46 muestra, a la alta pO, que hay en los pulmones, de unos
100 torr, tanto la mioglobina como la hemoglobina estdn casi saturadas. No obstante, a
valores de pO, inferiores a unos 50 torr la mioglobina todavia estd casi saturada, mien-
tras que la saturacién de la hemoglobina sélo es parcial. Dentro de los capilares tisula-
res, donde la pO, es baja (de 20 a 40 torr), se libera gran parte del oxigeno transportado
por la hemoglobina de los eritrocitos. En el tejido muscular, la mioglobina se une al
oxigeno liberado por la hemoglobina. Las distintas afinidades de la mioglobina y la he-
moglobina hacia el oxigeno producen un sistema eficiente de suministro del oxigeno,
desde los pulmones hasta los musculos.

El enlazamiento cooperativo del oxigeno por parte de la hemoglobina se rela-
ciona con cambios de conformacion de la proteina, que suceden en la oxigenacion. La
desoxihemoglobina se estabiliza por varios pares de iones dentro y entre subunidades.
Cuando el oxigeno se une a una de las subunidades, causa un movimiento que altera
esos pares de iones y favorece una conformacién un poco diferente. El movimiento se
activa por la reactividad del 4tomo de hierro en el hemo (figura 4.47). En la desoxihe-
moglobina, el 4tomo de hierro sélo estd unido a cinco ligandos (como en la mioglobi-
na). Su cavidad es un poco mayor que la que existe en el interior del anillo de porfirina
y estd abajo del plano de ese anillo. Cuando el O, —que es el sexto ligando— se enlaza
con el dtomo de hierro, cambia la estructura electrénica del hierro, disminuye su didme-
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tro y entra al plano del anillo de porfirina, tirando de la hélice que contiene la histidina
proximal. El cambio de estructura terciaria da como resultado un pequefio cambio de
estructura cuaternaria, que permite que las subunidades restantes se combinen con mas
facilidad con el oxigeno. Todo el tetrdmero parece desplazarse desde la conformacién
desoxi a la oxi, s6lo después que al menos una molécula de oxigeno se enlaza a cada di-
mero «f3. (Véase la seccion 5.10C, con mds detalles de este aspecto).

El cambio de conformacién de la hemoglobina es el causante de la cooperatividad
positiva del enlazamiento que se observa en la curva de unién (figura 4.46a). La forma
de la curva se debe al efecto combinado de las dos conformaciones (figura 4.46b). La
forma totalmente desoxigenada de la hemoglobina presenta poca afinidad hacia el oxi-
geno, por lo que produce una curva de unién hiperbdlica con una concentracién muy al-
ta en la media saturacién. Sélo se satura una cantidad pequefia de hemoglobina a bajas
concentraciones de oxigeno. Al aumentar la concentracién de oxigeno, algunas de las
moléculas de hemoglobina se combinan con una molécula de oxigeno, lo cual aumenta
su afinidad para el oxigeno, y es mas probable que se unan a un oxigeno adicional. Es-
to produce la curva sigmoidea y también un aumento brusco en el enlazamiento. Hay
mas moléculas de hemoglobina en la conformacién oxi. Si todas las moléculas de he-
moglobina tuvieran la conformacién oxi, su solucién produciria una curva de unién hi-
perbdlica. La liberacién de las moléculas de oxigeno permite que la molécula de
hemoglobina vuelva a formar los pares de iones y recupere la conformacion desoxi.

Las dos conformaciones de la hemoglobina se llaman estados T (tenso) y R (relajado),
usando la terminologia normal para dichos cambios de conformacién. En la hemoglobina,
la conformacién desoxi, que se resiste al enlazamiento con oxigeno, se considera que es
el estado inactivo (T), y a la conformacién oxi, que facilita la unién con oxigeno, se le
considera estado activo (R). Los estados R y T estdn en equilibrio dinamico.

C. Hemoglobina como proteina alostérica

La unién y liberacién del oxigeno y la hemoglobina se regulan con interacciones alos-
téricas (de allos, otro en griego). A este respecto, la hemoglobina, que es una proteina
portadora y no una enzima, se parece a ciertas enzimas reguladoras (seccién 5.9). Las
interacciones alostéricas se presentan cuando una molécula pequefia especifica, llama-
da modulador alostérico o efector alostérico, se une a una proteina (que por lo gene-
ral es una enzima) y modifica su actividad. El modulador alostérico se enlaza en forma
reversible en un sitio separado del sitio de enlace funcional de la protefna. Una molécu-
la efectora puede ser activadora o inhibidora. Una proteina cuya actividad es modulada
por efectores alostéricos se llama proteina alostérica.

La modulacién alostérica se logra mediante cambios pequefios, pero importantes,
en las conformaciones de las proteinas alostéricas. Consiste en cooperatividad de enla-
ce regulada por la unién del efector alostérico a un sitio diferente, que no se traslape con
el sitio normal de enlace de un sustrato, producto o molécula transportada, como la de
oxigeno. Una proteina alostérica se encuentra en un equilibrio en el que su forma activa
(estado R) y su forma inactiva (estado T) estdn en interconversion rapida. Un sustrato,
que se une obviamente al sitio activo (al hemo en la hemoglobina), se une con mas avi-
dez cuando la protefna se halla en el estado R. Un inhibidor alostérico, que se une en un
sitio alostérico o regulador, lo hace con mas avidez con el estado T. El enlace de un in-
hibidor alostérico con su sitio propio determina que la proteina alostérica cambie con
rapidez del estado R al T. El enlace de un sustrato con el sitio activo (o de un activador
alostérico al sitio alostérico) causa el cambio inverso. El cambio de conformacién de una
proteina alostérica causado por la unién o la liberacion de un efector se extiende desde
el sitio alostérico hasta el sitio funcional de enlace (el sitio activo). El grado de activi-
dad de una proteina alostérica depende de las proporciones de las moléculas que hay en
las formas R y T, las cuales a su vez dependen de las concentraciones relativas de sus-
tratos y moduladores que se unen a cada forma.

En la figura 4.48 se muestra la molécula de 2,3-bisfosfo-p-glicerato (2,3BPG), que
es un efector alostérico de la hemoglobina de mamiferos. La presencia de 2,3BPG en
los eritrocitos eleva la Psy de enlace de oxigeno a la hemoglobina de adulto hasta aproxi-
madamente 26 torr —mucho mayor que la P5q de unién de oxigeno a hemoglobina
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Figura 4.48 A
2,3-Bisfosfo-D-glicerato (2,3BPG).
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En el recuadro 11.3 se describe la sintesis
del 2,3BPG.

Figura 4.49 )

Unién de 2,3BPG con desoxihemoglobina. La
cavidad central de la desoxihemoglobina se
alinea con grupos de carga positiva, comple-
mentarios de los grupos carboxilato y fosfato
del 2,3BPG. Tanto el 2,3BPG como los pares
de iones que se muestran ayudan a estabilizar
la conformacién desoxi. Las subunidades a se
muestran en gris claro, las subunidades g en
gris oscuro, y los grupos prostéticos hemo en
negro.
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purificada en solucién acuosa (unos 12 torr). En otras palabras, el 2,3BPG en los eritro-
citos reduce en forma apreciable la afinidad de la desoxihemoglobina hacia el oxigeno.
Las concentraciones de 2,3BPG y de hemoglobina en el interior de los eritrocitos son
casi iguales (Aprox. 4.7 mM).

En la cavidad central de la hemoglobina, entre las dos subunidades 3, hay seis
cadenas laterales con carga positiva y el grupo a-amino N-terminal de cada cadena 3.
Estos forman un sitio catiénico de unién (figura 4.49). En la desoxihemoglobina tales
grupos con carga positiva pueden interactuar en forma electrostatica con las cinco car-
gas negativas del 2,3BPG. Cuando se enlaza el 2,3BPG, la conformacién desoxi se es-
tabiliza (el estado T, que muestra poca afinidad hacia O,), y se inhibe la conversién en
la conformacién oxi (el estado R, o de gran afinidad). En la oxihemoglobina, las cade-
nas 3 estdn mds cerca entre si, y el sitio alostérico de unién es demasiado pequefio para
que quepa el 2,3BPG. Los ligandos O, y 2,3BPG, unidos reversiblemente ejercen efectos
opuestos sobre el equilibrio R == T. La unién con oxigeno aumenta la proporcién
de moléculas de hemoglobina en la conformacién oxi (R), y el 2,3BPG aumenta la pro-
porcién de moléculas de hemoglobina en la conformacién desoxi (T). Como el oxigeno
y el 2,3BPG tienen sitios de unién diferentes, el 2,3BPG es un efector alostérico.

En ausencia de 2,3BPG, la hemoglobina estd casi saturada a una presion aproximada
de oxigeno de 20 torr. Asi, a la baja presion parcial de oxigeno que impera en los tejidos
(de 20 a 40 torr), la hemoglobina sin 2,3BPG no descargaria su oxigeno. Por ello, en
presencia de 2,3BPG equimolar, la hemoglobina sélo estd saturada la tercera parte,
aproximadamente, a 20 torr. El efecto alostérico del 2,3BPG determina que la hemoglo-
bina libere oxigeno a las bajas presiones parciales de oxigeno que imperan en los tejidos.
En los musculos, la mioglobina puede unirse a algo del oxigeno que se libera.

Hay una regulacion adicional del enlazamiento de oxigeno a la hemoglobina
donde intervienen diéxido de carbono y protones, ambos productos del metabolismo
aerébico. E1 CO, hace disminuir la afinidad de la hemoglobina hacia el O, al hacer des-
cender el pH en el interior de los gldbulos rojos. La hidratacién del CO, catalizada por
enzimas en los eritrocitos forma dcido carbonico, H,COs3, que se disocia y forma bicar-
bonato y un protén, con lo cual desciende el pH.

CO, + H,0 = H,CO; — H® + HCO;®

4.2)
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El pH menor causa la protonacién de varios grupos en la hemoglobina; entonces,
esos grupos forman pares de iones que ayudan a estabilizar la conformacién desoxi. El
aumento en la concentraciéon de CO, y la disminucién concomitante de pH elevan la
Ps( de 1la hemoglobina (figura 4.50). Este fendmeno se llama efecto Bohr y aumenta
la eficiencia del sistema de suministro de oxigeno. Al inhalar los pulmones, cuando la
concentracion del CO, es baja, la hemoglobina toma con facilidad el O,; en los tejidos
metabolizantes, donde la concentracién de CO, es relativamente alta y el pH es relati-
vamente bajo, la oxihemoglobina descarga con facilidad el O,.

El diéxido de carbono es transportado desde los tejidos hasta los pulmones en dos
maneras. La mayor parte del CO, producido por el metabolismo se transporta en forma
de iones bicarbonato disueltos. Empero, algo de diéxido de carbono es transportado por
la hemoglobina misma en forma de aductos de carbamato (figura 4.51). Al pH de los
glébulos rojos (7.2) y a altas concentraciones de CO,, los grupos amino no protonados
de los cuatro residuos N-terminales de la desoxihemoglobina (valores de pK, entre 7 y
8) pueden reaccionar en forma reversible con el CO, y formar aductos de carbamato.
Los carbamatos de oxihemoglobina son menos estables que los de la desoxihemoglobi-
na. Cuando la hemoglobina llega a los pulmones, donde la presién parcial del CO, es
baja y la presion parcial del O, es alta, la hemoglobina se convierte en su estado oxige-
nado y se libera el CO, que estaba unido a ella.

4.14 Los anticuerpos se unen a antigenos especificos

Los vertebrados poseen un sistema inmunitario complicado que elimina sustancias ex-
trafias como bacterias y virus infecciosos. Como parte de este sistema de defensa, los
vertebrados sintetizan las proteinas llamadas anticuerpos (llamadas también inmuno-
globulinas), que reconocen y se unen en forma especifica con antigenos. Muchos tipos
diferentes de compuestos extraflos pueden ser antigenos, que producen una respuesta
inmune o inmunitaria. Los anticuerpos son sintetizados por los glébulos blancos, llamados
también linfocitos; cada linfocito y sus descendientes sintetizan el mismo anticuerpo.
Como los animales estdn expuestos a muchas sustancias extrafias durante sus vidas, de-
sarrollan un conjunto gigantesco de linfocitos productores de anticuerpos, que persisten
durante muchos afios a bajas concentraciones, y después pueden responder al antige-
no durante una reinfeccién. La memoria del sistema inmunitario es la razén por la que no
se repiten ciertas infecciones en un individuo, a pesar de su exposicién repetida. Las va-
cunas (agentes patdgenos inactivados o andlogos de toxinas) administradas a los nifios
son eficaces porque la inmunidad adquirida en la nifiez perdura toda la adultez.

Cuando un antigeno —sea nuevo o ya encontrado— se une a la superficie de los
linfocitos, que son estimulados para proliferar y producir anticuerpos solubles que se
secretan hacia el torrente sanguineo. Los anticuerpos solubles se unen al microorganismo
o sustancia extrafios y forman complejos antigeno-anticuerpo que precipitan y marcan
el antigeno para su destruccion mediante una serie de proteasas que interactian, o por los
linfocitos que engullen al antigeno y lo digieren en su interior.

Los anticuerpos mds abundantes en el torrente sanguineo son de la clase de la in-
munoglobulina G (IgG). Son oligémeros en forma de Y formados por dos cadenas lige-
ras idénticas y dos cadenas pesadas idénticas unidas por puentes de disulfuro (figura
4.52, pagina 124). Las inmunoglobulinas son glicoproteinas; contienen carbohidratos
unidos en forma covalente a las cadenas pesadas. Los pares de N-terminales de las cade-
nas ligeras y pesadas estdn cercanos entre si. Las cadenas ligeras contienen dos domi-
nios y las cadenas pesadas cuatro. Todos los dominios consisten en aproximadamente
110 residuos ensamblados en un motivo comtin llamado plegamiento de inmunoglobu-
linas. La propiedad caracteristica del plegamiento de inmunoglobulinas es un empare-
dado formado por dos ldminas (3 antiparalelas (figura 4.53, pagina 124). Esta estructura
de dominio se encuentra en muchas otras proteinas del sistema inmune.

Los dominios N-terminales de los anticuerpos, llamados dominios variables debi-
do a su diversidad de secuencias, determinan la especificidad de unién con antigenos.
Con estudios de cristalografia de rayos X se ha demostrado que el sitio de unién con el
antigeno de un dominio variable consiste en tres asas llamadas regiones hipervariables,
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Efecto Bohr. Al descender el pH disminuye la
afinidad de la hemoglobina hacia el oxigeno.

©0—C—N—R

Figura 4.51 A

Aducto de carbamato. El diéxido de carbono

producido en los tejidos metabolizantes puede
reaccionar en forma reversible con los residuos
N-terminales de las cadenas de globina en la

hemoglobina y los convierte en aductos de

carbamato.
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a)
Figura 4.52 >
Estructura de un anticuerpo hu-
mano. a) Estructura. b) Diagra-
ma. Dos cadenas pesadas (azul) y
dos ligeras (rojo) de anticuerpos,
de la clase inmunoglobulina G, se
unen por puentes de disulfuro
(amarillos). Los dominios variables
de las cadenas ligera y pesada
(donde se une el antigeno) tienen
colores mas oscuros. (Véase esta
figura a todo color al final
del libro).

Figura 4.53 A

El plegamiento de inmunoglobulina. El do-
minio consiste en un emparedado de dos
laminas B antiparalelas. [PDB TREI].

Figura 4.54

Enlazamiento de tres anticuerpos distintos
con un antigeno (la proteina lisozima). Las
estructuras de los tres complejos antigeno-
anticuerpo se han determinado con cristalo-
grafia de rayos X. Esta vista compuesta,
donde se han separado el antigeno y los anti-
cuerpos, muestra las superficies que interac-
tdan del antigeno y anticuerpos. Sélo se
muestran partes de los tres anticuerpos.

b)
Sitio de unién Sitio de unién
con antigeno con antigeno
@ @
® | ™™ Dominios LN 5
H;N ¥ variables NH;
' S s
72 S

| |
©o0oc  coo®

que difieren mucho en tamafio y secuencia. Las asas forman una cadena ligera, y en una
cadena pesada se combinan para formar un barril cuya superficie superior es comple-
mentaria a la forma y polaridad de un antigeno especifico. La coincidencia entre el an-
tigeno y el anticuerpo es tanta que no hay espacio para moléculas de agua entre los dos.
Las fuerzas que estabilizan la interaccidn del antigeno y el anticuerpo son puentes de
hidrégeno, de manera especial, asi como interacciones electrostéticas. En la figura 4.54
se presenta un ejemplo de la interaccion de anticuerpos con una proteina antigénica.

Debido a su notable especificidad de combinacién con antigeno, los anticuerpos se
usan en el laboratorio para detectar pequeiias cantidades de diversas sustancias. En un
inmunoensayo comun, un liquido con una cantidad desconocida de antigeno se mezcla
con una solucién de anticuerpo marcado y se mide la cantidad de complejo antigeno-
anticuerpo que se forma. La sensibilidad de dichos andlisis se puede aumentar de diver-
sas maneras, para adecuarlos a pruebas de diagndstico.




Resumen

1.

a

1.

Problemas 125

Las proteinas globulares son solubles en agua, aproxima-
damente esféricas y en pliegues apretados. En general, las
proteinas fibrosas son insolubles en agua y dan soporte me-
cénico a las células y los tejidos. Las proteinas de membrana
son componentes integrales de las membranas o estdn aso-
ciadas a ellas.

Hay cuatro niveles de estructura en las proteinas: primario
(secuencia de residuos de aminoacido), secundario (conforma-
cién local regular estabilizada por puentes de hidrégeno), ter-
ciario (forma compactada de toda la cadena de polipéptido)
y cuaternario (ensamble de dos o mas cadenas de polipéptido
para formar una proteina con varias subunidades).

Las estructuras tridimensionales de biopolimeros como las
proteinas pueden determinarse por cristalografia de rayos X
y espectroscopia de RMN.

El grupo peptidico es polar y plano. La rotacién respecto a
los enlaces N—Ca y Ca—C se describe mediante ¢ y .

La hélice «, una estructura secundaria comun, es una espiral
que contiene unos 3.6 residuos de aminodcido por vuelta.
Los puentes de hidrégeno entre los hidrégenos de amida y
los oxigenos carbonilicos son aproximadamente paralelos al
eje de la hélice.

El otro tipo frecuente de estructura secundaria es la estructu-
ra 3, que suele consistir en hebras 3 paralelas o antiparalelas
que estdn unidas entre si por puentes de hidrogeno formando
laminas .

. La mayor parte de las proteinas tiene tramos de confor-

macion no repetitiva, incluyendo giros y asas que conectan

hélices « y hebras B. Las combinaciones reconocibles de
elementos estructurales secundarios se llaman motivos.

. La estructura terciaria de las protefnas consiste en uno o mas

dominios que pueden ser estructuras reconocibles y pueden
estar asociadas con determinadas funciones.

. En las protefnas que poseen estructura cuaternaria, las subu-

10.

11.

12.

13.

14

nidades se mantienen unidas en general por interacciones no
covalentes.

La conformacién nativa de una proteina puede alterarse por
adicion de agentes desnaturalizantes. Es posible la renatura-
lizacién bajo ciertas condiciones.

El plegamiento de una proteina para ir a su estado bioldgica-
mente activo es un proceso secuencial y cooperativo al que
impulsa sobre todo el efecto hidrofébico. El plegamiento
puede estar asistido por chaperones.

La coldgena es la principal proteina fibrosa de los tejidos
conectivos. Las tres cadenas helicoidales izquierdas de la co-
ldgena forman una superhélice derecha.

Las estructuras compactas y dobladas de las proteinas les
permiten unirse en forma selectiva a otras moléculas. Las
proteinas mioglobina y hemoglobina, que contienen hemos,
se unen y liberan el oxigeno. El enlazamiento de oxigeno
con hemoglobina se caracteriza por la cooperatividad positi-
va 'y la regulacion alostérica.

Los anticuerpos son proteinas de multidominio que se unen
con sustancias extraflas o antigenos marcdndolas para su
destruccién. Los dominios variables en los extremos de las
cadenas pesadas y ligeras interactian con el antigeno.

Examine el siguiente tripéptido:

H R, H o}
B4 I |

C N C
-~ \C/ ~N 7 \O@
»
H

@ I
HN._  _C._
c
Y | I
R, H H (6]

@)

“uy,

R;
a)

Marque los d4tomos de carbono « y trace cuadros en tor-
no a cada grupo peptidico.

(Que representan los grupos R?

(Por qué hay rotacién limitada en torno a los enlaces de
C=0 de carbonilo con N de amida?

Suponiendo que la estructura quimica represente la con-
formacidn correcta del enlace peptidico, los grupos pep-
tidicos ;estdn en la conformacion cis o trans?

(Cudles enlaces permiten la rotacién de grupos peptidi-
cos entre si?

b)
)

d)

Caracterice la pauta de puentes de hidrégeno de: 1) una
hélice « y 2) una triple hélice de coldgena.

b) Explique cdmo se ordenan las cadenas laterales de ami-
nodcidos en cada una de esas hélices.

Explique por qué los residuos de 1) glicina y 2) de prolina no
se encuentran con frecuencia en las hélices a.

. Se disefié un polipéptido de 20 aminoécidos llamado betano-

va, la cual es una molécula pequena y soluble que en teoria
forma estructuras estables de 1dmina 3 en ausencia de puentes
de disulfuro. Una RMN de betanova en solucién indica que
de hecho si forma una ldmina (3 antiparalela de tres hebras.
Si la secuencia de la betanova es la que se muestra abajo:

a) Trace un diagrama de cinta de la betanova que indique
los residuos probables para que se forme cada giro de

horquilla entre las hebras (.
b) Muestre las interacciones que cabe esperar estabilicen

esta estructura de ldmina 3.

Betanova RGWSVQNGKYTNNGKTTEGR
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Cada miembro de una importante familia de 250 proteinas
enlazantes con ADN estd formado por un dimero con un mo-
tivo comun de protefna. Este motivo permite que cada pro-
teina enlazante con ADN reconozca y se una con secuencias
especificas de ADN. ;Cuadl es el motivo comun de proteina
en la estructura que sigue?

(Véase esta figura a todo
color al final del libro).

Para contestar lo siguiente, vea la figura 4.20.

a) (A cudl de las cuatro categorias principales de dominio
pertenece el dominio medio de la cinasa de piruvato
(PK) (toda a, toda B, a/Bo o + 3)?

Describa todo “pliegue” de dominio caracteristico que
sea prominente en este dominio medio de la PK.
Identifique otras dos proteinas que tengan el mismo
pliegue que el dominio medio de la cinasa de piruvato.

b)

)

La proteina isomerasa de disulfuro (PDI) aumenta en forma
marcada la rapidez de plegamiento correcto de la forma inac-
tiva de la ribonucleasa con puentes de disulfuro aleatorios
(figura 4.29). Indique el mecanismo de reordenamiento de una
proteina no nativa (inactiva) con puentes de disulfuro inco-
rrectos para formar la proteina nativa (activa) con puentes de
disulfuro correctos, catalizado por PDI.

SH ! I
+ é I
SH D

Ribonucleasa inactiva

|

SH

+

SH

Ribonucleasa activa

8. La mioglobina contiene ocho hélices « y una de ellas tiene la

10.

11.

12.

13

siguiente secuencia:

—GIn-Gly—-Ala—Met—Asn-Lys—Ala-Leu—Glu—
His—Phe—Arg-Lys—Asp-Ile-Ala—Ala—

(Qué cadenas laterales estdn probablemente en el lado de la
hélice que se dirige hacia el interior de la proteina? ;Cudles
son mds probables de dirigirse hacia el solvente acuoso?
Tenga en cuenta la distancia de los residuos que miran hacia
el interior.

La homocisteina es un a-aminodcido que contiene un grupo
metileno mds en su cadena lateral que la cisteina (cadena la-
teral = —CH,CH,SH). La homocisteinuria es una enferme-
dad genética caracterizada por concentraciones elevadas de
homocisteina en el plasma y en la orina, y también por defor-
midades esqueléticas debidas a defectos en la estructura de
la coldgena. La homocisteina reacciona con facilidad con la
alisina bajo condiciones fisioldgicas. Escriba esta reaccién y
sugiera como podria causar enlazamientos cruzados defec-
tuosos en la coldgena.

La forma larvaria del parasito Schistosoma mansoni infecta
a los humanos penetrando por la piel. La larva segrega enzi-
mas que catalizan la ruptura de los enlaces peptidicos entre
los residuos X y Y en la secuencia -Gly—Pro-X-Y- (Xy Y
pueden ser cualquiera de los aminodcidos). ;Por qué es im-
portante esta actividad enzimdtica para el pardsito?

a) (De qué forma la reaccién del didxido de carbono con el
agua ayuda a explicar el efecto Bohr? Escriba la ecua-
cién de la formacion del ion bicarbonato a partir de CO,
y agua, y explique los efectos del H® y del CO; en la
oxigenacién de la hemoglobina.

b) Explique la base fisioldgica de la administracion intra-
venosa de bicarbonato a las victimas de choque.

La hemoglobina fetal (Hb F) contiene serina en lugar de la
histidina catidnica en la posicién 143 de las cadenas 3 en
la hemoglobina de adulto (Hb A). El residuo 143 ve hacia la
cavidad central, entre las cadenas .

a) (Por qué el 2,3BPG se une con mds fuerza a la desoxi
Hb A que a la desoxi Hb F?

(Como afecta la menor afinidad de la Hb F hacia el
2,3BPG a la afinidad de la Hb F hacia el O,?

La P5y de Hb F es 18 torr y la P5y de 1a Hb A es 26 torr.
(Coémo explican estos valores la transferencia eficiente
del oxigeno de la sangre materna al feto?

b)

)

Las sustituciones de aminodcidos en las interfases de las su-
bunidades a8 en la hemoglobina pueden interferir con los
cambios estructurales cuaternarios R == T que suceden
al enlazarse el oxigeno. En la variante de hemoglobina Hby,_
kima» 12 forma R se halla estabilizada en relacién con la forma
Ty Pso = 12 torr. Explique por qué la hemoglobina mutante
es menos eficiente que la normal (Psy = 26 torr) para sumi-
nistrar oxigeno al musculo en accién, donde la pO, puede
bajar hasta 10 a 20 torr.
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14. La selenoproteina P es una rara proteina extracelular que

contiene de 8 a 10 residuos de selenocisteina y dispone de
alto contenido de residuos de cistefna e histidina. La seleno-
proteina P se encuentra como proteina plasmadtica y también
como proteina fuertemente asociada con la superficie de las
células. Se propone una asociacién de la selenoproteina P
con las células por interaccion de la misma con carbohidra-
tos de alto peso molecular clasificados como glicosamino-
glucanas. Uno de esos compuestos es la heparina (véase la
estructura siguiente). Se hicieron estudios de enlazamiento
de selenoproteina P con heparina a distintas condiciones de
pH. Los resultados se ven en la gréifica de abajo.
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a) (En qué forma depende el enlazamiento de la selenopro-
teina P del pH?

b) Describa algunas posibles razones estructurales de la de-
pendencia de unién. (Sugerencia: use la informacion
acerca de cudles aminodcidos son abundantes en la sele-
noproteina P).

[Adaptado de Arteel, G. E., Franken, S., Kappler, J., y Sies, H.
(2000) Biol. Chem. 381:265-268].
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El veneno de la tardntula Rose chilena (Grammostola spatu-
lata) contiene una toxina que es una proteina con 34 aminoa-
cidos. Se cree que es una proteina globular que se parte en la
membrana lipidica para ejercer su efecto. La secuencia de la
proteina es:

ECGKFMWKCKNSNDCCKDLVCSSRWKWCVLASPF

a) Identifique los aminodcidos hidrofébicos y los muy hi-
drofilicos que haya en la proteina.

b) Se cree que la proteina tiene una cara hidrofébica que
interactia con la membrana de lipido. ;Cémo pueden
interactuar los aminodcidos hidrofébicos muy alejados
en la secuencia y formar una cara hidrofébica?

[Adaptado de Lee, S. y MacKinnon, R. (2004) Nature
430:232-235].

La Hb Helsinki (HbH) es una hemoglobina mutante en la
que se ha sustituido la lisina en la posicién 82 por metionina.
La mutacién se encuentra en la cadena beta y el residuo 82
en la cavidad central de la hemoglobina. Las curvas de enla-
zamiento con oxigeno para la hemoglobina de adulto normal
(HbA, @) y de HbH (M) a pH 7.4 en presencia de una con-
centracion fisiolégica de 2,3-BPG se ven en la grifica si-
guiente. Explique por qué la curva de HbH esta desplazada
respecto a la de HbA. Esta mutacién ;estabiliza el estado R o
el T? ;Qué resultado tiene esta mutacion sobre la afinidad
hacia el oxigeno?

1
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[Adaptado de Ikkala, E., Koskela, J., Pikkarainen, P., Raiha-
la, E.L., El-Hazmi, M.A., Nagai, K., Lang, A., y Lehmann,
H. Acta Haematol. (1976) 56:257-75].
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Propiedades
de las enzimas

e ha tenido la ocasién de comprobar de qué manera las formas tridimensionales de

las proteinas les permiten desempefiar papeles estructurales y de transporte. Ahora

se describirdn sus funciones como enzimas. Las enzimas son catalizadores biol6gi-
cos selectivos de una eficiencia extraordinaria. Toda célula viva dispone de cientos de en-
zimas distintas que catalizan las reacciones esenciales para la vida. Aun los organismos
vivos mds simples contienen miiltiples copias de cientos de enzimas diferentes. En los or-
ganismos multicelulares, el complemento de las enzimas varfa de un tipo celular a otro.
La mayor parte de las enzimas que se describen en este libro pertenecen a las mas comu-
nes que son virtualmente encontradas en todas las células. Estas enzimas catalizan las
reacciones de las rutas metabdlicas centrales, necesarias para mantener la vida.

La mayor parte de las reacciones catalizadas por enzimas no procederfan a veloci-
dades apreciables bajo condiciones fisioldgicas en ausencia de las enzimas. El papel
principal de las enzimas es aumentar las velocidades de tales reacciones. En forma tipi-
ca, las reacciones catalizadas por las enzimas son de 10° a 10?° veces mds rdpidas que
las mismas sin catalizar.

Un catalizador es una sustancia que acelera la llegada a un equilibrio. Un cataliza-
dor puede cambiar en forma temporal durante la reaccion, pero no cambia en el proce-
so general, porque se recicla para participar en varias reacciones. Los reactivos se unen
a un catalizador y los productos se disocian de €l. Un catalizador no cambia la posicién
del equilibrio de la reaccién (es decir, no hace que una reaccion no favorable sea favo-
rable). Mds bien reduce la cantidad de energia necesaria para que se efectue la reaccion.
Los catalizadores aceleran las reacciones tanto hacia adelante como hacia atrés al con-
vertir un proceso de uno o dos pasos en varios pasos menores, cada uno con menor
necesidad de energia que la reaccién no catalizada. El capitulo siguiente describe los
detalles de la forma en que las enzimas actiian como catalizadores.

Las enzimas son muy especificas para los reactivos o sustratos sobre los que actdan,
y varfa el grado de especificidad hacia el sustrato. Algunas enzimas actian sobre un gru-

Arriba: La enzima acetilcolinesterasa, con el inhibidor reversible clorhidrato de donepecilo (Aricept, se muestra en rojo) ocu-
pando el sitio activo. Se usa Aricept para mejorar las funciones mentales en pacientes con enfermedad de Alzheimer. Se cree
que acta inhibiendo la descomposicion del neurotransmisor acetilcolina en el cerebro, prolongando asi los efectos del neuro-
transmisor. (Sin embargo, no afecta el curso de la enfermedad). [PDB 1EVE]. (Véase esta figura a todo color al final del libro).
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Las moléculas de ARN catalitico se descri-
ben en los capitulos 21 y 22.

po de sustratos relacionados y otras s6lo sobre un simple compuesto. Muchas enzimas po-
seen estereoespecificidad ya que sélo actian sobre un estereoisdmero del sustrato. Quiza
el aspecto mas importante de la especificidad de una enzima es la especificidad de reac-
cion, esto es, la falta de formacién de subproductos como desperdicios. La especificidad
de reaccion se refleja en la pureza excepcional del producto (100% en esencia) —mucho
mayor que la pureza de productos de reacciones tipicas catalizadas en quimica orgédnica.
La especificidad de las enzimas no sélo ahorra energia a las células sino que también evi-
ta la formacion de productos metabdlicos potencialmente téxicos.

Las enzimas pueden hacer mas que s6lo aumentar la velocidad de una sola reac-
cién muy especifica. Algunas también pueden combinar, o acoplar, dos reacciones que
normalmente serian separadas. Esta propiedad permite que la energia ganada en una
reaccion se use en una segunda reaccion. Las reacciones acopladas son una propiedad
comtn de muchas enzimas; por ejemplo, la hidrélisis del ATP se acopla con frecuencia
a reacciones metabdlicas menos favorables.

Algunas reacciones enzimaticas funcionan como puntos de control en el metabo-
lismo. Como se podra apreciar, el metabolismo se regula en una variedad de formas,
que incluyen alteraciones en las concentraciones de enzimas, sustratos e inhibidores de
enzima, asi como la modulacion de los niveles de actividad de ciertas enzimas. Las en-
zimas cuya actividad es regulada, tienen en general, una estructura mas compleja que
las enzimas no reguladas. Con pocas excepciones, las enzimas reguladas son moléculas
oligoméricas que tienen sitios de enlace separados para sustratos y moduladores, com-
puestos que actian como sefiales de regulacion. El hecho de que la actividad enzimati-
ca pueda ser regulada es una propiedad importante que distingue a los catalizadores
bioldgicos de los que se encuentran en un laboratorio de quimica.

El nombre enzima deriva de una palabra griega que significa “en la levadura”. In-
dica que dichos catalizadores estdn presentes en el interior de las células. A finales del
siglo XIX se estudio la fermentacion de los azicares por accion de células de levadura.
Los vitalistas (que sostenfan que los compuestos organicos s6lo podian ser formados
por células vivas) afirmaban que se necesitaban células intactas para la fermentacion.
Los mecanicistas decfan que las enzimas en las células de levadura eran las que catali-
zaban las reacciones de fermentacion. Esta dltima conclusion fue respaldada por la ob-
servacion de que los extractos de levadura, sin contenido de células, pueden catalizar la
fermentacion. A este hallazgo pronto sigui6 la identificacién de las reacciones indivi-
duales y de las enzimas que las catalizan.

Una generacion después, James B. Summer cristalizd, en 1926, la primera enzima
(ureasa) y demostr6é que era una proteina. En la siguiente década se purificaron cinco
enzimas mds y se encontré que también eran proteinas: pepsina, tripsina, quimotripsina,
carboxipeptidasa y la enzima Old Yellow (una flavoproteina NADPH oxidasa). Desde
entonces se ha demostrado que casi todas las enzimas son proteinas, o proteinas mas
cofactores. Algunas moléculas de ARN también presentan actividad catalitica, pero
usualmente no se les llama enzimas.

En este capitulo se describe a las enzimas y sus propiedades, comenzando con su cla-
sificacién y nomenclatura. Después se tratard el andlisis cinético (mediciones de veloci-
dades de reaccion) destacando la forma en que los experimentos cinéticos pueden revelar
las propiedades de una enzima y la naturaleza de los complejos que forma con los sustratos
y los inhibidores. Por tltimo, se describen los principios de inhibicién y activacién de enzi-
mas reguladoras. En el capitulo 6 se explica la forma en que trabajan las enzimas a nivel
quimico y para ilustrar la relacion entre la estructura de la protefna y la funcién enzimadtica
el uso de serina proteasas. El capitulo 7 se dedica a la bioquimica de las coenzimas, mo-
léculas organicas que ayudan a algunas enzimas en su papel catalitico al proporcionar gru-
pos reactivos que no se encuentran en las cadenas laterales de aminodcidos. En los capitulos
restantes se presentan muchos otros ejemplos de las cuatro propiedades principales de las
enzimas: 1) pueden desempefiarse como catalizadores, 2) catalizan reacciones muy especi-
ficas, 3) pueden acoplar reacciones y 4) su actividad puede ser regulada.

5.1 Las seis clases de enzimas

Los nombres en la mayor parte de las enzimas metabdlicas se forman agregando el su-
fijo —asa al nombre de sus sustratos, o a un término descriptivo de la reaccién que ca-
talizan. Por ejemplo, la ureasa tiene a la urea como sustrato. La alcohol deshidrogenasa
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cataliza la remocidn de hidrégeno de los alcoholes (es decir, la oxidacion de alcoholes).
Unas pocas enzimas, como la tripsina y la amilasa, se conocen por sus nombres histéri-
cos. Muchas enzimas recién descubiertas reciben su nombre de acuerdo con sus genes
o de alguna caracteristica no descriptiva. Por ejemplo, el nombre de Rec A se debe al
gen recA y el de HSP70 es de una proteina de choque producida por calor; ambas enzi-
mas catalizan la hidrdlisis del ATP.

Un comité de la Unién Internacional de Bioquimica y Biologia Molecular IUBMB,
de International Union of Biochemistry and Molecular Biology) mantiene un esquema de
clasificacion que asigna categorias a las enzimas de acuerdo con la clase general de reac-
cién quimica orgdnica que es catalizada. Las seis categorias son: oxidorreductasas, trans-
ferasas, hidrolasas, liasas, isomerasas y ligasas; se definirdn més adelante con un ejemplo
para cada una. El esquema de clasificacién de la IUBMB asigna un niimero unico, lla-
mado nimero de clasificacién de la enzima, o nimero EC (de enzyme classification)
para cada enzima. La [UBMB también asigna un nombre sistematico a cada enzima. El
nombre sistemdtico puede ser distinto del nombre comiin de la enzima. En este libro,
usualmente se referira a las enzimas por sus nombres comunes. La base de datos de la
clasificacion completa, se puede ver en www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/.

1. Las oxidorreductasas catalizan las reacciones de oxidacién-reduccién. La ma-
yor parte de esas enzimas se llaman, en general, deshidrogenasas. También hay
otras enzimas en esta clase que se llaman oxidasas, peroxidasas, oxigenasas o re-
ductasas. En bioquimica hay cada vez mds la tendencia a citar esas enzimas por
su nombre formal, oxidorreductasas, y no por los nombres mas comunes en las
publicaciones no muy recientes de bioquimica. Un ejemplo de una oxidorreduc-
tasa es la lactato deshidrogenasa (EC 1.1.1.27), llamada también lactato:NAD
oxidorreductasa. Esta enzima cataliza la conversion reversible de L-lactato en pi-
ruvato. La oxidacién de L-lactato se acopla a la reduccion de la coenzima nicoti-
namida adenina dinucleétido (NAD®).

coo® . coo®
actato
| ) deshidrogenasa ®
HO—C—H + NAD ———> C=0 + NADH + H
| [ (5.1)
CH3 CH3
L-Lactato Piruvato

2. Las transferasas catalizan las reacciones de transferencia de un grupo y pueden

necesitar la presencia de coenzimas. En las reacciones de transferencia de grupo, A Distribucién de todas las enzimas conoci-
una parte de la molécula del sustrato se suele enlazar en forma covalente con la das por nimero de clasificacién EC. 1: oxi-
enzima o con su coenzima. Este grupo incluye las cinasas, enzimas que catalizan dorreductasas, 2: transferasas, 3: hidrolasas,
la transferencia de un grupo fosforilo del ATP. La alanina transaminasa, cuyo 4: liasas, 5: isomerasas, 6: ligasas.

nombre sistemadtico es L-alanina:2-oxiglutarato aminotransferasa (EC 2.6.1.2), es
un ejemplo tipico de esta clase.

co0®  coo® coo® coo®

Alanina transaminasa

® | ®
H3N—(|:—H + ?=O P — (|3=O + H3N—C—H

CH,  (CH, CH, (CHy, 6-2)
L-Alanina | Piruvato |
coo® Ccoo®
a-Cetoglutarato L-Glutamato

3. Las hidrolasas catalizan hidrdlisis. Son una clase especial de transferasas donde
el agua sirve como aceptor del grupo transferido. La pirofosfatasa es un ejemplo
sencillo de una hidrolasa. El nombre sistemético de esta enzima es difosfato fos-
fohidrolasa (EC 3.6.1.1).

O
l Il ; Il
0@ + H,0 Pirofosfatasa 2 HO— Il) o O@ (5 3)
o o® o

Pirofosfato Fosfato
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4.

Las liasas catalizan la lisis de un sustrato, al generar un enlace doble; son reac-
ciones de eliminacién, no hidroliticas y no oxidantes. En direccién inversa, las
liasas catalizan la adicién de un sustrato a un doble enlace de un segundo sustra-
to. Una liasa que cataliza una reaccion de adicién en las células es frecuentemen-
te llamada sintasa. La piruvato descarboxilasa pertenece a esta clase de enzimas
ya que descompone al piruvato en acetaldehido y diéxido de carbono. El nombre
sistemdtico de la piruvato descarboxilasa, 2-oxo-dcido carboxi-liasa (EC 4.1.1.1.)
casi nunca se emplea.

S
(0] O
\\C/
Piruvato H O

(|:=O . H@ descarboxilasa \C// + 0=C=0 (54)

| | Diéxido de
CH, CH; carbono
Piruvato Acetaldehido

Las Isomerasas catalizan cambios estructurales dentro de una misma molécula
(reacciones de isomerizacién). Como estas reacciones sélo tienen un sustrato y
un producto son de las reacciones enzimaticas mds simples. La alanina racemasa
(EC 5.1.1.1) es una isomerasa que cataliza la interconversién de L-alanina y
D-alanina. El nombre comun es igual al nombre sistematico.

coo® coo®

| Alanina
® racemasa
HN—C—H ——

CH, CH,

H—C —%)H
| } (5.5)

L-Alanina D-Alanina

Las ligasas catalizan la ligadura o unién de dos sustratos. Estas reacciones nece-
sitan un suministro de energfa potencial quimica de un nucleésido trifosfato, co-
mo el ATP. Las ligasas son usualmente llamadas sintetasas. La glutamina
sintetasa, o L-glutamato:amoniaco ligasa (formadora de ADP) (EC 6.3.12) usa la
energia de la hidrdlisis del ATP para unir glutamato y amoniaco para producir
glutamina.

Cco0® coo®
I @ |

@ .
H;N—C—H Glutamina H;N—C—H

L-Glutamato

sintetasa I
—_—

| + ATP + NH® + ADP + P
((|3Hz)z (THz)z (5.6)
C C
7\ 7\
o 0o° o NH,
L-Glutamina

De los ejemplos anteriores, es posible ver que la mayor parte de las enzimas tienen

mads de un sustrato, aunque el segundo sustrato pueda ser s6lo una molécula de agua.
Nétese también que, aunque las enzimas catalizan las reacciones tanto directas como
inversas, se usan flechas de una direccién cuando el equilibrio favorece un gran exceso
de producto frente al sustrato. En el equilibrio, una enzima cataliza las reacciones direc-
ta e inversa con la misma velocidad.

5.2 Experimentos cinéticos revelan propiedades
de las enzimas

El estudio de las propiedades de las enzimas se iniciard examinando las velocidades de
reacciones catalizadas por las mismas. Tales estudios pertenecen a la categoria de cinéti-
ca enzimdtica (del griego kinhtikoj = en movimiento). Este es el lugar adecuado para co-
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menzar con la propiedad mds importante de las enzimas que es la de actuar como catali-
zadores, que aceleran las velocidades de las reacciones. La cinética enzimdtica proporcio-
na una informacién indirecta acerca de especificidades y mecanismos cataliticos de las
enzimas. Los experimentos cinéticos también revelan si una enzima esta regulada.
Durante la primera mitad del siglo XX, la mayor parte de la investigacién en enzimas
se limitaba a experimentos cinéticos. Dichas investigaciones revelaron la forma en que las
variaciones en las condiciones experimentales o los cambios en la concentracion de enzi-
ma o sustrato afectan las velocidades de las reacciones. Antes de describir en detalle la ci-
nética enzimadtica, se repasardn los principios de la cinética de sistemas quimicos no
enzimaticos. Estos principios se aplicardn entonces a las reacciones enzimadticas.

A. Cinética quimica

En los experimentos cinéticos se examina la relacién entre la cantidad de producto (P)
que se forma en una unidad de tiempo (A[P)/Ar) y las condiciones experimentales bajo
las que se efectia la reaccién. La base de la mayor parte de las mediciones cinéticas es la
observacion de la rapidez, o velocidad (v), de una reaccidn, la cual varia en forma direc-
ta con la concentracién de cada reactante (seccion 1.4). Esta observacion se expresa en
una ecuacion de velocidad. Por ejemplo, la ecuacion de velocidad para la conversién no
enzimadtica del sustrato (S) en el producto (P) en una reaccién de isomerizacién, es

A[P]

A~ U kIS (5.7)

La ecuacién de velocidad refleja que la velocidad de una reaccién depende de la con-
centracion del sustrato ([S]). El simbolo k es la constante de velocidad e indica la veloci-
dad o la eficiencia de una reaccién. Cada reaccién tiene una constante de velocidad
diferente. Las unidades de la constante de velocidad para una reaccién simple son s~ !.

Al avanzar una reaccion, la cantidad de producto ([P]) aumenta y la cantidad de
sustrato ([S]) disminuye. En la figura 5.1a se ve un ejemplo del avance de varias reac-
ciones. La velocidad es la pendiente de la curva durante determinado intervalo de tiem-
po. La forma de las curvas indica que la velocidad decrece respecto al tiempo, lo cual
era de esperarse.

En este ejemplo hipotético, la velocidad de la reaccion llega a ser cero al final,
cuando se consume el sustrato. Eso explicaria por qué la curva se aplana cuando los
tiempos son grandes. (Véase mds adelante otra explicacion). Es interesante conocer la
relacion entre la concentracion del sustrato y la velocidad de una reaccién ya que si se
conocen estos dos valores serd posible aplicar la ecuacion 5.7 para calcular la constan-
te de velocidad. La unica concentracion exacta de sustrato es la que se prepara al comen-
zar el experimento. Esta concentracién cambia durante el experimento. La velocidad de
la reaccidn en el inicio preciso de la reaccién es el valor que se desea conocer. Este va-
lor representa la velocidad de la reaccion a una concentracién conocida del sustrato an-
tes de que cambie.

La velocidad inicial (vy) se puede determinar a partir de la pendiente del progreso
de las curvas (figura 5.1a) o de las derivadas de esas curvas. En la figura 5.1b se ve una
gréfica de velocidad inicial en funcién de la concentracién de sustrato que es una linea
recta. La pendiente de la curva en la figura 5.1b es la constante de velocidad.

Una mejor descripcion de esta reaccion sencilla serfa

S = p (5.8)
k-

El experimento que muestra la figura 5.1 sélo determina la constante de velocidad di-
recta (en direccion de avance) ya que se reunieron los datos bajo condiciones en las que
no habia reaccién inversa. Esta es otra razén importante para calcular la velocidad ini-
cial (vg) y no la velocidad en algiin momento posterior. En una reaccién reversible, el
aplanamiento del progreso de las curvas no representa la velocidad cero. Sélo indica
que no hay aumento neto del producto al paso del tiempo porque la reaccién ha llegado
al equilibrio.

Recuerde que las concentraciones se re-
presentan con corchetes: [P] representa la
concentracién de producto, [E] la concen-
tracion de enzima y [S] la concentracion
del sustrato.

a)
02M
0.1 M
[P]
0.05 M
Tiempo —
b)
. Av,
Pendiente = k = !
A[S] |
|
|
Vo I
|
| |
| |
| |
| | |
I I I
| | |
1 1 L
0.05M 0.1M 02M
[S]
Figura 5.1 A

Velocidad de una reaccion quimica simple.

a) Se grafica la cantidad de producto elabo-
rado durante cierto tiempo para diversas
concentraciones iniciales de sustrato. La velo-
cidad inicial, v, es la pendiente del progreso
de la curva al iniciar la reaccién. b) La veloci-
dad inicial en funcién de la concentracion ini-
cial del sustrato. La pendiente de la curva es
la constante de velocidad.
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[E]

Figura 5.2 A

Efecto de la concentracion de enzima ([E])
sobre la velocidad inicial (vp) de una reaccién
catalizada por enzima a una [S] fija de satura-
cion. La velocidad de reaccion esta influida
por la concentracion de la enzima, pero

no por la concentracién de otro reactante, S.

En una reaccién mas complicada que de un sélo paso, como la reaccion S| + S, —
Py + Py, la velocidad es determinada por las concentraciones de ambos sustratos. Si es-
tdn presentes ambos sustratos a concentraciones similares, la ecuacion de velocidad es

v = k[S{][S2] (5.9

La constante de velocidad para reacciones donde intervienen dos sustratos tiene las uni-
dades M~ 's™!. Estas constantes de velocidad se pueden determinar estableciendo con-
diciones en las que la concentracién de un sustrato es muy alta y la otra se hace variar.
La velocidad de la reaccion sélo depende, en este caso, de la concentracién del sustrato
limitante de la velocidad.

B. Cinética enzimatica

Uno de los primeros y grandes avances en bioquimica, fue el descubrimiento de que las
enzimas se unen en forma transitoria a los sustratos, resultado de la investigacién de la
cinética enzimatica. Emil Fischer, en 1894, propuso que una enzima presenta una plan-
tilla rigida, o cerradura, y que el sustrato es la llave que le corresponde. Sé6lo los sustra-
tos especificos se pueden ajustar a determinada enzima. Los primeros estudios de
cinética enzimdtica confirmaron que una enzima (E) se une a un sustrato para formar un
complejo enzima-sustrato (ES). Los complejos ES se forman cuando los ligandos se
unen de manera no covalente a sus lugares adecuados en el sitio activo. El sustrato reac-
ciona en forma transitoria con la proteina catalizadora (y con otros sustratos, en una
reaccion multisustratos) para formar el producto de la reaccion.

Imaginese ahora una reaccién enzimdtica simple, la conversion de un sustrato en
un producto catalizada por una enzima. Aunque la mayor parte de las reacciones enzi-
madticas tiene dos o mds sustratos, se pueden describir los principios generales de la ci-
nética enzimdtica suponiendo el caso sencillo en que hay un sustrato y un producto.

E+S—ES——>E+P (5.10)

Esta reaccion se efectda en dos pasos distintos: la formacién del complejo enzima-
sustrato y la reaccion quimica actual, acompanada por la disociacién del producto. Ca-
da paso transcurre con una velocidad caracteristica. La velocidad total de una reaccién
enzimdtica depende de las concentraciones tanto del sustrato como del catalizador (la en-
zima). Cuando la cantidad de enzima es mucho menor que la cantidad de sustrato, la
reaccion depende de la cantidad de enzima.

La linea recta de la figura 5.2 ilustra el efecto de la concentracién de la enzima sobre
la velocidad de reaccién, en una reaccién de seudoprimer orden. Estas condiciones se
usan en cuantificaciones de enzima donde se determinan concentraciones de éstas. La
concentracion de una enzima en una muestra se puede determinar con facilidad compa-
rando su actividad con una curva de referencia parecida a la curva modelo de la figura
5.2. Bajo estas condiciones experimentales hay cantidades suficientes de moléculas de
sustrato para que cada molécula de enzima se una a una molécula de sustrato y forme un
complejo ES; a esta condicion se le llama saturacion de la E con el S. Los andlisis de en-
zima miden la cantidad de producto formado en determinado tiempo. En algunos métodos
de andlisis se puede usar un espectrofotometro para registrar y obtener continuamente los
datos; en otros métodos las muestras se extraen y analizan a intervalos. La cuantificacién
se hace a pH y temperatura constantes, que se suelen escoger para obtener una actividad
enzimadtica 6ptima, o para aproximarse a las condiciones fisioldgicas.

Si se comienza una reaccion catalizada por una enzima mezclando sustrato y enzi-
ma, no hay producto presente durante las primeras etapas de la reacciéon. Bajo estas
condiciones se puede ignorar la reaccion inversa, donde P se combina con E y se con-
vierte en S. Entonces, la reaccion se puede describir con

ky kz
E+Sk:ES—>E+P (5.11)
-1

Las constantes de velocidad k y k_ en la reaccién 5.11 gobiernan las velocidades de
asociacion de S con E y de disociacién de S a partir de ES, respectivamente. Este primer



paso es un equilibrio de interaccién de enlace parecido a la unién del oxigeno con la he-
moglobina. La constante de velocidad para el segundo paso es k», la velocidad de for-
macién del producto a partir de ES. Nétese que la conversion del complejo ES en
enzima libre y producto se indica con una flecha de una direccion porque la velocidad
de lareaccion inversa (E + P — EP) es insignificante. La velocidad, medida durante es-
te corto periodo es la velocidad inicial (v ), que fue descrita en la seccion anterior. La
formacidén y disociacién de los complejos ES son reacciones que suelen ser muy rapi-
das ya que sélo se forman y se rompen enlaces no covalentes. En contraste, la conver-
sién de sustrato en producto suele ser la velocidad limitante. Es durante este paso
cuando se produce la alteracién quimica del sustrato.

La cinética enzimdtica se diferencia de la cinética quimica simple porque las veloci-
dades de reacciones catalizadas por enzimas dependen de la concentracion de la enzima 'y
ésta nunca es un producto ni un sustrato de la reaccion. Las velocidades también difieren
porque el sustrato debe unirse a la enzima para poder convertirse en el producto.

En una reaccion catalizada por enzima, las velocidades iniciales se obtienen del
progreso de las curvas, igual que en las reacciones quimicas. La figura 5.3 muestra el pro-
greso de las curvas a dos concentraciones distintas de la enzima en presencia de una alta
concentracion inicial de sustrato ([S] >> [E]). En este caso, la velocidad de formacion
del producto depende de la concentracién de la enzima y no de la concentracion del sus-
trato. Los datos de experimentos como los de la figura 5.3 se pueden usar para graficar
la curva de la figura 5.2.

5.3 Ecuacion de Michaelis-Menten

Las reacciones catalizadas por enzimas, como cualquier reaccion quimica, se pueden
describir en forma matematica como ecuaciones de velocidad. En ellas, varias constan-
tes indican la eficiencia y especificidad de una enzima y en consecuencia son ttiles para
comparar las actividades de varias enzimas o para evaluar la importancia fisioldgica de una
determinada enzima. Las primeras ecuaciones de velocidad fueron deducidas a princi-
pios de 1900 examinando los efectos de variaciones en la concentracion de sustrato. La
figura 5.4a en la pagina siguiente muestra un resultado tipico, donde la velocidad inicial
(v() de una reaccién es graficada en funcién de la concentracion de sustrato ([S]).

Los datos se pueden explicar con la reaccién presentada en la ecuacién 5.11. El
primer paso es una interaccién bimolecular entre la enzima y el sustrato para formar un
complejo ES. A altas concentraciones de sustrato (parte derecha de la curva de la figu-
ra 5.4) la velocidad inicial no cambia mucho cuando se agrega mds S. Ello indica que la
cantidad de enzima ha llegado a ser limitante de la velocidad de esta reaccion. La con-
centracion de la enzima es una parte importante de la reaccién general, como es de es-
perarse para la formacién de un complejo ES. A bajas concentraciones de sustrato
(parte izquierda de la curva de la figura 5.4), la velocidad inicial es muy sensible a cam-
bios de concentracion de sustrato. Bajo esas condiciones, la mayor parte de las moléculas
de enzima todavia no se han unido al sustrato y la formacién del complejo ES depende de
la concentracion de sustrato.

La pendiente de la curva de v en funcién de [S] es la de una hipérbola rectangular.
Las curvas hiperbdlicas son indicativas de procesos donde hay una disociacién simple,
como se pudo apreciar en la disociacién del oxigeno desde la oximioglobina (seccién
4.13B). Esta es una evidencia mas de que la reaccién sencilla que se estudi6 es bimo-
lecular, implicando la asociacién de E y S para formar un complejo ES.

La ecuacién de una hipérbola rectangular es

_ax
b+ x

y (5.12)
donde a es la asintota de la curva (el valor de y a un valor de x infinito) y b es el punto
del eje x que corresponde a un valor igual a a/2. En los experimentos de cinética enzi-
matica, y = vy y x = [S]. El valor asintético (a) se llama V4. Es la velocidad maxima
de la reaccion a concentraciones de sustrato infinitamente grandes. Con frecuencia se in-
dica el valor de V4, en las graficas de v contra [S], pero no es obvio por qué se escogid
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Figura 5.3 A

Curva de avance de una reaccién catalizada
por enzima. [P] es la concentracién de pro-
ducto y aumenta a medida que avanza la
reaccion. La velocidad inicial de la reaccién,
Vo, €s la pendiente de la parte lineal inicial de
la curva. Nétese que la velocidad de reaccion
se incrementa al doble cuando 