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AMINOACIDOS

Un aminoacido (a veces abreviado como AA), es una molécula organica con
un grupo amino (-NHz) en uno de los extremos de la molécula y un grupo
carboxilo (-COOH) en el otro extremo. Son la base de las proteinas, sin embargo
tanto estos como sus derivados participan en funciones celulares tan diversas
como la transmisién nerviosa y la biosintesis de porfirinas, purinas, pirimidinas y
urea. Los aminoacidos juegan un papel clave en casi todos los procesos

bioldgicos.

Dos aminoacidos se combinan en una reaccién de condensacion entre el grupo
amino de uno y el carboxilo del otro, liberandose una molécula
de agua (deshidratacion) y formando un enlace amida que se denomina enlace
peptidico; estos dos "residuos" de aminoacido forman un dipéptido, si se une un
tercer aminoacido se forma un tripéptido y asi, sucesivamente, hasta formar
un polipéptido. Esta reaccion tiene lugar de manera natural dentro de las células,
en los ribosomas. En el codigo genético estan codificados los veinte distintos
aminodacidos, también llamados residuos, que constituyen los eslabones que
conforman péptidos, que cuando forman cadenas polipeptidicas y alcanzan pesos

moleculares se denominan proteinas.

La union de varios aminoacidos da lugar a cadenas llamadas péptidos o
polipéptidos, que se denominan proteinas cuando la cadena polipeptidica supera
una cierta longitud (entre 50 y 100 residuos aminoacidos, dependiendo de los
autores) o la masa molecular total supera las 5000 UMA y, especialmente, cuando

tienen una estructura tridimensional estable definida.

ESTRUCTURA

-Proteicos: a y L-aminoacidos Forman parte de las proteinas, son una fuente de

carbono, nitrégeno y energia. Son precursores de neurotransmisores y hormonas.
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-Aminoacidos comunes (20): al menos cada uno tiene un triplete de bases

codificador definido por el codigo genético.

-No comunes: vienen de modificaciones postraduccionales.

-No proteicos: a, b, L-, D-. Poseen estructuras y funciones muy distintas. Se

pueden encontrar en las paredes bacterianas, componentes de antibiéticos,

intermediarios en las rutas metabdlicas, etc. Y por sus caracteristicas, tienen

funciones muy heterogéneas.

Como bioquimico, no solo es conveniente, sino una necesidad saber las

propiedades de cada aminoacido y sus cAdigos de tres y una letra.

AMINOACIDO CODIGO DE TRES LETRAS | CODIGO DE UNA LETRA
-Alanina -Ala -A
-Cisteina -Cys -C
-Acido aspartico | -Asp -D
-Acido glutamico | -Glu -E
-Fenilalanina -Phe -F
-Glicocola 0 glicina | -Gly -G
-Histidina -His -H
-Isoleucina -lle -l
-Lisina -Lys -K
-Leucina -Leu -L
-Metionina -Met -M
-Asparagina -Asn -N
-Prolina -Pro -P
-Glutamina -GlIn -Q
-Arginina -Arg -R
-Serina -Ser -S
-Treonina -Thr -T
-Valina -Val -V
-Triptéfano -Trp -W
-Tirosina -Tyr -Y




ESTUDIO DE LA CADENA LATERAL R DE LOS AMINOACIDOS:

Los aminoéacidos pueden clasificarse en funcién de las propiedades de sus

cadenas laterales.

No polares

-Alifaticos: Alanina, Valina, Leucina, Isoleucina.
-Aromaticos: Fenilalanina, Triptofano.

-Ciclico: Prolina, (también errébneamente conocida como iminoécido). Los
carbonos se unen al nitrégeno del N terminal.
-Azufre: Metionina.

Polares sin carga

-Grupos —OH: Serina, Treonina

-Grupo fenol: Tirosina

-Tiol —=SH: Cisteina

-Grupo amida: Asparagina, Glutamina

Polares con carga

-Acidos: Acido aspartico, Acido glutamico
-Basicos: Lisina, Arginina, Histidina

HISTIDINA

Es fundamental para el mantenimiento de la vida celular. El pKa de su grupo
imidazol esta proximo al pH fisiolégico y su mejor capacidad tamponadora ronda

ese pH, es por ello que abunda en la hemoglobina.



INTERACCIONES R-R (ENTRE LAS CADENAS LATERALES)

No covalentes
-Van der Waals: por los aminoacidos apolares

-Puentes de hidrégeno: carbonilos del Asp, Glu, grupo OH, fenol y amida, incluso

también Lys, Arg e His.

-Interacciones idnicas: un aminoacido con carga neta positiva establece la
interaccion con uno de carga neta negativa. Interacciones entre aminoéacidos

acidos y basicos (Lys + Asp).

Covalentes

Cadenas laterales de Cys: enlaces disulfuro o S-S.

Propiedades estereoquimicas: Todos los proteicos son de configuracion L, pero
pueden ser dextro o levo debido a que todos, por lo menos tienen un atomo de

carbono asimétrico (excepto la Gly).

Propiedades espectroscopicas: Los tres aminoacidos aromaticos Phe, Tyry Trp
absorben a una longitud de onda A de 280nm.
En un péptido con 10 aminoacidos es posible que no se encuentren residuos
aromaticos y la determinaciébn de la concentracion en disolucién por
espectroscopia UV sea mas complicada, pero en las proteinas se podria aventurar
a decir que todas pueden llegar a tener residuos aromaticos.
Para determinar la concentracion de la proteina o péptido en disolucion, hay que
medir la absorbancia a 280nm, esto nos da unos valores densidad Optica en

funcidén con la cantidad de aminoacidos aromaticos presentes.



A partir de la ecuacion de Lambert-Beer, se obtiene la siguiente razon: A = €-C-|
donde A es la absorbancia, € es el coeficiente de extincion (caracteristico y
definido para cada proteina), C es la concentracién y | es el paso Optico en cm de

la cubeta empleada para hacer la medicion.

Reaccién con la ninhidrina: La ninhidrina es un reactivo que da color al
interaccionar con los aminoacidos. Para que la reaccién se lleve a cabo, hacen
falta los grupos amino y carboxilo libres.
Esta sustancia que se disuelve en etanol o metanol y cuando reacciona con un
aminoacido a 100°C, el aminoacido se descarboxila (se libera un CO,), el C-a se
oxida; de esta forma se crea una molécula con dobles enlaces conjugados de

color violeta.

La intensidad del color nos puede dar una idea sobre la concentracién de
aminodacidos presentes durante la prueba.
Hay que recordar que la Prolina es un aminoacido ciclico (el grupo amino no es

terminal) y es por ello que no reacciona con la ninhidrina.

AMINOACIDOS PROTEICOS MODIFICADOS

Durante el proceso de maduracion o modificacion de las proteinas, algunos
residuos sufren modificacion. Es lo que se llama modificacién postraduccionales.
Algunos ejemplos de ellos son la fosfoserina, donde el grupo —OH de la Ser se ha

reemplazado por un fosfato.

Hidroxilisina: un grupo -OH se incorpora en el carbono 3.
Hidroxiprolina: en el carbono ciclico, se une un OH.

CLASIFICACION

Existen muchas formas de clasificar los aminoacidos; las dos que se presentan a

continuacién son las mas comunes.



Segun las propiedades de su cadena

arcomaticos

alifaticos ﬂ/??f‘
s—s"\ﬁ
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pequehos

hidr&fobos cargados

aromaticos positivos

Otra forma de clasificar los aminoacidos de acuerdo a su cadena lateral.

Los aminoacidos se clasifican habitualmente segun las propiedades de su cadena

lateral:

-Neutros polares, polareso hidrofilos: Serina (Ser, S), Treonina (Thr, T),

cisteina (Cys, C), glutamina (GlIn, Q), Asparagina (Asn, N), tirosina (Tyr, Y).

-Neutros no polares, apolares o hidréfobos: Alanina (Ala, A), Valina (Val, V),
leucina (Leu, L), isoleucina (lle, 1), metionina (Met, M), Prolina (Pro, P), fenilalanina
(Phe, F), triptéfano (Trp, W) y glicina (Gly, G).

-Con carga negativa o acidos: acido aspartico (Asp, D) y acido glutamico (Glu,
E).

-Con carga positiva o basicos: lisina (Lys, K), arginina (Arg, R) e histidina (His,
H). Fenilalanina (Phe, F), tirosina (Tyr, Y) y triptofano (Trp, W) (ya incluidos en los

grupos neutros polares y neutros no polares).



SEGUN SU OBTENCION

A los aminoacidos que deben ser captados como parte de los alimentos se los
llama esenciales; la carencia de estos aminoacidos en la dieta limita el desarrollo
del organismo, ya que no es posible reponer las células de los tejidos que mueren
0 crear tejidos nuevos, en el caso del crecimiento. Para el ser humano, los

aminoacidos esenciales son:

- Valina (Val, V)

- Leucina (Leu, L)

- Treonina (Thr, T)

- Lisina (Lys, K)

- Tript6fano (Trp, W)

- Histidina (His, H) *

- Fenilalanina (Phe, F)
- Isoleucina (lle, 1)

- Arginina (Arg, R) *

- Metionina (Met, M)

A los aminoacidos que pueden sintetizarse en el propio organismo se los conoce

Ccomo no esenciales y son:

- Alanina (Ala, A)

- Prolina (Pro, P)

- Glicina (Gly, G)

- Serina (Ser, S)

- Cisteina (Cys, C) **

- Asparagina (Asn, N)

- Glutamina (GIn, Q)

- Tirosina (Tyr, Y) **

- Acido aspartico (Asp, D)



- Acido glutamico (Glu, E)

Estas clasificaciones varian segun la especie e incluso, para algunos aminoacidos,
segun los autores. Se han aislado cepas de bacterias con requerimientos

diferenciales de cada tipo de aminoacido.

SEGUN LA UBICACION DEL GRUPO AMINO

- Alfa-aminoacidos: El grupo amino esta ubicado en el carbono n. ° 2 de la
cadena, es decir el primer carbono a continuacion del grupo carboxilo
(histéricamente este carbono se denomina carbono alfa). La mayoria de las
proteinas estan compuestas por residuos de alfa-aminoacidos enlazados mediante

enlaces amida (enlaces peptidicos).

- Beta-aminoacidos: El grupo amino estd ubicado en el carbono n. °© 3 de la

cadena, es decir en el segundo carbono a continuacion del grupo carboxilo.

- Gamma-aminoéacidos: El grupo amino esta ubicado en el carbono n. © 4 de la

cadena, es decir en el tercer carbono a continuacion del grupo carboxilo.

AMINOACIDOS CODIFICADOS EN EL GENOMA

Los aminoacidos proteicos, candnicos o naturales son aquellos que estan
codificados en el genoma; para la mayoria de los seres vivos son 20: alanina,
arginina, asparagina, aspartato, cisteina, fenilalanina, glicina, glutamato,
glutamina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, prolina, serina, tirosina,

treonina, triptofano y valina.



AMINOACIDOS MODIFICADOS

Las modificaciones postraduccionales de los 20 aminoacidos codificados
genéticamente conducen a la formacion de 100 o mas derivados de los
aminoacidos. Las modificaciones de los aminoacidos juegan con frecuencia un

papel de gran importancia en la correcta funcionalidad de una proteina.

Existen muchos aminoacidos no proteicos que juegan papeles distintos en la
naturaleza y pueden o no provenir de aminoacidos. Ejemplos de estos

aminoacidos no proteinicos son:

- Sarcosina

- Etilglicina o acido a-aminobutirico (AABA)
- Acido de jencdlico
- Hipoglicinas Ay B
- Mimosina

- Aliina

- Canalina

- Canavanina

- Ornitina

- Homometionina

- Homoserina

- Homoarginina

- Homofenilalanina
- Homocisteina

- Homoleucina

- Cistationina

- Norvalina

- Norleucina

- Ciclopentenilglicina



- B-Alanina

- Acido gamma-aminobutirico

- Acido iboténico

- Acido pipecdlico

- Acido guanidinacético

- Taurina

- Acido trans-2-amino-5-cloro-4-hexenoico

- Acido trans-2-amino-5-cloro-6-hidroxi-4-hexenoico
- Acido 2-amino-4-cloro-4-pentenoico

- Acido diaminopimélico

- Semialdehido aspértico

- Semialdehido glutamico

- Citrulina

- DOPA

- Quinurenina

- Nicotianina

- Acido 2-azetidincarboxilico

- B-(4-hidroxibenzotiazol-6-il) alanina

- B-(2-metil-4-hidroxibenzotiazol-6-il)-alanina

- Indospicina

- Ne-(indol-3-acetil) lisina

- (p-hidroximetil) fenilalanina

- 0-etil-L-homoserina, aislada de Corynebacterium ethanolaminophilum
- 5-Hidroxitriptofano

- Acido licopérdico, aislado de Lycoperdon perlatum
- Acido lentinico

- Acido estizolobinico

- Acido estizolobico

- Tiroxina

- Azoxibacilina
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ESTEREOISOMERIA

Un esterecisdmero es un isémero que tiene la misma férmula moleculary
cuadricula, también la misma secuencia de atomos enlazados, con los
mismos enlaces entre sus atomos, pero difieren en la orientacion tridimensional de
sus atomos en el espacio. Se diferencian, por tanto, de los isomeros estructurales,
en los cuales los atomos estan enlazados en un orden diferente dentro de

la molécula.

CLASIFICACION

- Isbmeros conformacionales, conférmeros o rotameros, facilmente

interconvertibles entre si por la rotaciéon en torno a enlaces.
- Se puede presentar en compuestos con cadenas abiertas, y en anillos.

- Isémeros configuracionales, solo interconvertibles entre si mediante ruptura de

enlaces.

ESTOS, A SU VEZ, SE PUEDEN CLASIFICAR EN:

- Estereoisémeros quirales: No son superponibles con su imagen en el espejo.

Pueden ser enantiomeros y diastereoisémeros.

*Enantiomeros, que son imagenes especulares no superponibles entre si. Si una
molécula tiene un isémero especular no superponible se dice que es una

molécula quiral, que posee quiralidad o que es épticamente activa.

*Diastereoisomeros o disterdmeros, que son los demas estereoisomeros, los que

no son enantidmeros, o sea, No son imagenes especulares entre si.
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Un compuesto puede tener como maximo un enantiomeros pero puede tener

varios diastereoisbmeros.

- Estereoisomeros no quirales: Son superponibles con su imagen en el espejo.
Difieren en su mayor parte en la ordenacién de los &tomos en el plano. Pueden ser
formas meso, isomeros cis-trans, isémeros sin-anti, isomeros E-Z, isbmeros en do-

exo, e isémeros in-out.

Los isémeros configuracionales son aislables, ya que es necesaria una gran
cantidad de energia para interconvertibles (energia necesaria para la ruptura de
enlaces), mientras que los isébmeros conformacionales generalmente no son
aislables, debido a Ila facilidad de interconversibn a una temperaturas
relativamente bajas. La rama de la estereoquimica que estudia los isémeros
conformacionales que son aislables (la mayoria derivados del bifenilo) se

llama atropoisomeria.
PROPIEDADES OPTICAS DE LOS AMINOACIDOS

Los aminoacidos son compuestos solidos, cristalinos, incoloros, algunos con sabor
dulce, de elevado punto de fusién, solubles en agua (por el grupo aminoy el

grupo carboxilo), y otras propiedades importantes.
ESTEREOISOMERIA O ISOMERIA ESPACIAL

Todos los aminoacidos, excepto laglicina, tienen un carbono asimétrico, el
carbono a, enlazado a cuatro radicales diferentes: un grupo amino, un
grupo carboxilo, un radical R y unhidrogeno. Como consecuencia,

los aminoacidos presentan isomeria.
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Cada aminoacido puede tener dos estereoisomeros:

- Con configuracién D si al disponerlo en el espacio, de forma que el grupo

carboxilo quede arriba, el grupo —NH2 queda situado a la derecha.
- Con configuracion L, si el grupo —NH2 se encuentra a la izquierda.

Ambos estereoisomeros son imagenes especulares y no superponibles entre si,

por lo que son enantibmeros.
Todos los aminoacidos proteicos tienen configuracion L.
ISOMERIA OPTICA

Los aminoéacidos presentan actividad 6ptica por la existencia del carbono
asimétrico, siendo capaces de desviar el plano de luz polarizada que atraviesa una

disolucién de aminoacidos.

Segun hacia dénde desvia el plano de luz polarizada pueden ser:

- Dextrégiro o (+), si el aminoacido desvia el plano de luz polarizada hacia la

derecha.

- Levagiro o (-), si lo desvia hacia la izquierda.

La configuracion L o D es independiente de la actividad Optica, por lo que un L-

aminoacido puede ser levigiro o dextrdgiro, igual que otro con configuracion D.
COMPORTAMIENTO ANFOTERO

Los amino&cidos disueltos en agua presentan un comportamiento anfotero, es
decir, pueden ionizarse, comportandose como acido o como base, dependiendo
del pH. Esta caracteristica se debe a la existencia del grupo carboxilo y del grupo

amino:
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- Se comporta como acido: Los grupos -COOH liberan protones, quedando
como -COOQO'.

- Se comporta como base: Los grupos -NH; captan protones, quedando como -
NHs".

Debido a su comportamiento anfétero, los aminoacidos tienden a neutralizar las
variaciones de pH del medio, ya que pueden comportarse como un acido o una

base, liberando o retirando protones del medio.

Si el medio es acido, el aminoacido se comporta como una base. El grupo -COO"

capta un proton y pierde su carga negativa.

Si el medio es bésico, el aminoacido se comporta como un &cido. El grupo como -

NH;" libera un protén y pierde su carga positiva.

Cada aminoacido tiene un pH en el que tiende a adoptar una forma dipolar neutra
(o zwitteridn), con tantas cargas positivas como negativas, que se denomina punto

isoeléctrico.
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PROPIEDADES QUIMICAS DE LOS AMINOACIDOS

PROPIEDADES DE LOS AMINOACIDOS

- Sus pesos moleculares estan entre los 57 y los 186 (un peso molecular promedio
es 110 daltones).

- los aminoacidos como cristales tienen puntos de fusion (= 250°C).

- bastante solubles en agua.

- insolubles e solventes no polares.

- pueden tener carga eléctrica (dependiendo del PH) algunos (triptofano,

fenilalanina y tirosina) pueden absorber fuertemente la luz ultra violeta (280 nm).

Pueden protonarse o desprotonarse, por lo que pueden actuar como donadores o
aceptores de H +, 0 sea pueden actuar como acido o como bases y se comportan

como iones dipolares o zwitteriones en solucion acuosa.

PROPIEDADES ACIDO-BASICAS DE LOS AMINOACIDOS

Las propiedades acido-basicas de los aminoacidos son importantes, porque:
- Determinan muchas propiedades de las proteinas.

- ayudan a separarlos, identificarlos y cuantificar.

15



METODOS DE SEPARACION DE AMINOACIDOS

SEPARACION DE MOLECULAS POR CROMATOGRAFIA

El estudio y caracterizacion de las distintas biomoléculas (azucares, lipidos,
proteinas, acidos nucleicos, etc.) requiere en numerosos casos su aislamiento y
purificacion a partir de mezclas complejas como son los preparados de cualquier
material biol6gico. Una de las técnicas bioquimicas mas clasicas y utilizadas para
dicho fin es la cromatografia. La cromatografia incluye una amplia gama de
técnicas, que se pueden clasificar atendiendo al fundamento fisico-quimico en el
gue se basa la separacion (cromatografia de adsorcion, de reparto, de cambio
iénico, de filtraciébn molecular, hidrofobica y de afinidad), o al material sobre el que

se lleva a cabo (cromatografia en papel, capa fina, en columna y de gases).

Todas las técnicas intentan explotar las diferencias fisicas, quimicas y bioldgicas
de las distintas biomoléculas para llevar a cabo su separacién y aislamiento. Entre

dichas propiedades podriamos citar:

- Diferencias en solubilidad en diferentes solventes, tanto organicos como

acuosos.
- Diferencias en tamafio y forma.

- Diferencias en carga.

- Diferencias en afinidad por otras biomoléculas.

Todas estas propiedades y, por tanto, la separacion de diferentes compuestos
estan influenciadas por las condiciones del medio de separacién, pH, temperatura,

fuerza idnica e hidrofobicidad.
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De forma general, en las técnicas cromatografias existe una distribucion de las
moléculas entre dos fases, la fase estacionaria o parte del sistema separador que
permanece fija en el espacio, y la fase moévil que circula sobre la fase estacionaria

en intimo contacto con ésta.
CROMATOGRAFIA DE REPARTO

En la presente practica llevaremos a cabo una cromatografia de reparto, en capa
fina, para la separacion de aminoacidos. En la cromatografia de reparto los
componentes de una mezcla se separan en base a una distribucién diferente entre

la fase movil y la fase estacionaria.

El movimiento relativo de las moléculas a lo largo del sistema cromatografico es el
resultado de un equilibrio entre las fuerzas de transmisién o arrastre ejercido por la
fase mdvil en su desplazamiento sobre la fase estacionaria y las fuerzas que
tienden a frenar dicho desplazamiento. Las fuerzas de frenado pueden ser tanto

de reparto (basado en criterios de solubilidad) como de adsorcion.

La teoria de la cromatografia de reparto se basa en que, en general, si dos fases
inmiscibles se encuentran en contacto una con otra y si una de las dos fases
contiene un soluto, éste se distribuira entre ambas de acuerdo con sus
solubilidades relativas. Dicho fendmeno se denomina reparto y viene determinado
por el coeficiente de reparto, que es la relacion entre las concentraciones del
soluto, en el equilibrio, en las dos fases. En la cromatografia de reparto tenemos
un soporte inerte al que estd unida la fase estacionaria liquida. La mezcla a
separar junto con la fase mévil se hace avanzar a lo largo de la fase estacionaria

por capilaridad.
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CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

En la cromatografia en capa fina, CCF o TLC ("thin-layer chromatography, en la
terminologia inglesa) se puede utilizar como soporte cualquier sustancia que
pueda dividirse en particulas finas y distribuirse uniformemente en forma de
laminas. Esto incluye sustancias inorganicas (gel de silice, 6xido de aluminio,
tierra de diatomeas, silicato de magnesio, etc) y organicas (celulosa, poliamida,

polietileno, etc).

La CCF presenta una serie de ventajas respecto a cromatografias alternativas,

como es la de papel, tales como las siguientes:

- Una mayor resolucion, obteniéndose por lo general manchas mas pequenas.
- Una mayor velocidad de separacion.

- Pueden utilizarse un gran numero de materiales como soportes y disolventes.

- Los compuestos pueden ser detectados con facilidad y su recuperacién es muy

simple.

La mayor resoluciéon obtenida por CCF se debe a que pueden formarse particulas
muy finas del soporte, por lo que la relacion superficie/volumen es muy elevada,
proporcionando una gran area superficial por unidad de longitud. Esto se traduce
en que la cantidad de muestra que se puede aplicar es mayor y la difusion es

mucho menor.

La ventaja respecto a la cromatografia en papel es que éste tiene una estructura
fibrosa y la capilaridad asociada a las fibras tiende a aumentar la difusion de las

moléculas.
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REACCIONES COLOREADAS DE AMINOACIDOS

Los métodos colorimétricos de determinacion de aminocidos se basan en la
reaccion especifica de éstos con determinados compuestos, dando derivados
coloreados. La formacion de color se toma como resultado positivo e indica su
presencia, mientras que el no desarrollo de color es indicativo de que no esta
presente. Para cada prueba se utilizara un control negativo, también denominado
blanco de la reaccion, en el que el reactivo se afadira a agua destilada (o solvente

adecuado).

Hay métodos de determinacion de aminoacidos con el grupo amino libre (método
de la ninhidrina), de aminoacidos con nucleos aromaticos (reaccidén xantoproteica),
de los que poseen un grupo inddlico (triptéfano; reaccién con el acido glioxilico),
un anillo fendlico (tirosina; reaccion de Millon), de aminoacidos azufrados (cisteina;
reaccion con nitroprusiato sodico). En todos los métodos, el aminoacido reacciona
con otro compuesto formando derivados coloreados que se pueden determinar

cuantitativamente por espectroscopia visible.

La técnica es muy sensible, por lo que es ideal para detectar concentraciones
bajas de aminoacidos, utilizandose para revelar su presencia en cromatogramas y
fracciones procedentes de otras técnicas de separacidn. La presencia de
aldehidos resultantes de la degradacién de la ninhidrina por reaccién con los
amino&cidos modifica, bajo ciertas condiciones, el color formado, lo que sirve para

identificar el tipo de aminoacido.

OBJETIVOS

- Separacion de aminoéacidos por cromatografia en capa fina sobre gel de silice.
- Revelado de los aminoacidos mediante la reaccion coloreada con la ninhidrina.

- Calculo del valor de Rf para cada uno de los aminoacidos. Justificacion de las

diferencias en Rf de los distintos aminoacidos.
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- ldentificacion de la naturaleza de aminoacidos desconocidos.

LISTADO DEL MATERIAL NECESARIO

- Equipamiento

- Secador de pelo.

- Placa de silicagel para cromatografia en capa fina.
- Agitador de tubos.

- Tanque cromatogréfico.

- Material

- Gradillas con tubos de ensayo.

- Juego de pipetas (0,5, 1,0, 2,0, 5,0, 10,0 y 25,0 ml).
- Propipetas. Probetas (100 y 250 ml).

- Vasos de precipitado (100 y 500 ml).

- Frasco lavador con agua destilada.

- Recipientes de muestras biolégicas de 50 ml.
- Papel de filtro.

- Capilares para aplicar muestras.

- Papel de parafilm.

- Rotulador de vidrio.

- Pipetas Pasteur de plastico.

- Guantes de latex.

- Frascos pulverizadores. Tijeras.

- Reactivos

- Glutamato.

- Glicina. Lisina.
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- Prolina.

- Leucina.

- Solucién problema de aminoacidos.
- Etanol.

- Hidroxido amonico.

- Ninhidrina.

PROTOCOLO A REALIZAR
Paso primero

Sobre una placa de silicagel de 20 x 20 cm se traza con un lapiz una recta
paralela a uno de los bordes y a una distancia de éste de 2 cm. Sobre esta linea

se pone 6 puntos equidistantes entre si y sobre los bordes.

Advertencias: No hay que tocar la parte del silica gel de la placa con las manos,
ya que la contaminariamos con aminoacidos procedentes de nuestras manos. No

utilizar nunca boligrafo ni rotulador. No horadar la placa cuando la marquéis.
Paso segundo

En cada punto (identificados con el nombre de cada uno de los aminoacidos) se
aplicaran tres gotas de la solucion de aminoacidos y solucién problema (un
aminoacido en cada punto y en el Ultimo la solucién problema). Se utiliza un
capilar para aplicar la muestra gota a gota (hacerlo con mucho cuidado). Se seca
con un secador de pelo después de haber aplicado cada gota. Se marca con lapiz,
y en el extremo opuesto de la placa, algun indicativo del grupo que realiza la

cromatografia.
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Paso tercero

Se afiade al tanque cromatografico eluyente hasta una altura aproximada de 1 cm
y sin que éste alcance la zona de aplicacion de las muestras. Se mete la placa en
el tanque, se tapa y se deja desarrollar la cromatografia hasta que el eluyente

alcance el borde superior, sin llegar a sobrepasarlo (2-3 h aproximadamente).

Advertencia: Se opera en la campana extractora de gases, ya que el eluyente es

toxico.
Paso cuarto

Terminada la cromatografia se saca la placa, se marca la distancia recorrida por
el eluyente, se seca dentro de la campana de gases con la ayuda de un secador
de aire y se rocia con un pulverizador que contiene la solucion reveladora (en la
campana de gases). La placa se secara haciéndole llegar aire caliente con el

secador.

Advertencia: Esta operacion debe de hacerse en la campana extractora de

gases.

22



PEPTIDOS

Los péptidos son moléculas compuestas a partir de los vinculos que entablan
ciertos aminoacidos (que, a su vez, son ciertas clases de moléculas de caracter
organico). La relacién entre los aminoacidos quedaba establecida a través de lo

gue se conoce como un enlace peptidico.

Es importante destacar que las proteinas también se forman mediante las uniones
de los aminoacidos. Por lo general, cuando se involucran mas de un centenar de
aminoacidos, se habla de proteinas, mientras que las moléculas que presenta una
cantidad inferior ingresan en el grupo de los péptidos. Los péptidos, por lo tanto,

tienen menor masa.

FUNCIONES

En los animales superiores llama la atencion el hecho de como unos pocos
aminoacidos que no presentan actividad algunas en forma aislada son capaces de
desencadenar respuestas bioldgicas tan intensas. Los péptidos se producen
generalmente mediante la hidrolisis de proteinas precursoras, aunque en hongos y
bacterias existen sistemas de sintesis peptidicas no ribosémica. En los cuales los

aminoacidos son activados a través de una vida diferente.

Entre las funciones biolégicas mas importantes que utilizan los péptidos podemos

destacar las siguientes:
Agentes vasoactivos

El agente hipertenso mas potente que se conoce es la angiotensina I, un
octapeptido que se origina mediante la hidrolisis de una proteina precursora que

se llama angiotensinogeno, y que no tiene actividades vasopresora.

Otros péptidos son agentes hipotensores (tienen actividad vasodilatadora). Uno de
los mejores conocidos es la bradiquinina, un nonapeptido que se origina mediante

la hidrolisis de una proteina precursora que se llama quininogeno.
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Hormonas

Son sefales quimicas que ejercen su accion sobre organos y tejidos situados lejos
del hogar donde se ha sintetizado. Muchas hormonas tienen estructura peptidica,

como por ejemplo:

- oxitocica: nonapeptido (CYIQNCPLG) segregado por | hipdfisis. Provoca la
contraccion uterina y la secrecion de la leche por las glandulas mamarias.

Facilitando el parto y la alimentacién del recién nacido.

- vasopresina: nonapeptido (CYFQNCPRG) que induce la reabsorcién de agua

en el rindn (también se llama hormonas antidiuréticas).

- somatostatina: tetradecapéptido que inhibe la liberacién de las hormonas del

crecimiento.

- insulina: hormona compuesta por 51 aminoacidos sintetizada en el pancreas.
Estimula la absorcion de glucosa por parte de las células. Su ausencia es causa
de diabetes, fue el primer péptido que se secuencio por métodos quimicos. Esta
formada por 2 cadenas polipeptidicas unidas entre si mediante 3 puentes

disulfuro.

- glucagon: hormonas compuestas por 29 aminoacidos liberadas por el pancreas
cuando los niveles de azlcar en sangre son altos. Hace que en higado, el
glucogeno se hidrolice para generar glucosa. Sus efectos son los contrarios a los

de la insulina.
Neurotransmisiones

Son seflales quimicas producidas en un terminal nervioso presinaptico, y que a
traveés de un receptor especifico ejercen su accion sobre la neurona post-sinaptica.
Son neurotransmisores peptidicos las encefalinas (pentapéptidos), la B-endorfina

(de 31 aminoacidos) y la sustancia P (undecapéptido).
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Antibidticos

La valinomicina y la gramicidina S son 2 péptidos ciclicos con acciones
antibidticas. Los 2 contienen aminoacidos de la serie D, ademas de otros

aminoacidos no proteicos.

La valinomicina es un ionoforo es capaz de transportar iones potasio a través de

las membranas bioldgicas.
Antioxidantes

El glutation (H-y-Cys-Cly-OH) es un tripéptido que actiia como antioxidante celular.
Reduce las especies reactivas del oxigeno (como el peroxido de H) gracias a la
enzima glutation peroxidasa, la cual cataliza la siguiente reaccion H202 +
2GSH > GSSG + 2H20.

REACCIONES

Reacciones quimicas de los péptidos

Son las mismas que las de los aminoacidos, es decir, las que den respectivamente
sus grupos amino, carboxilo y R. Estas reacciones (sobre todo las de los grupos

amino y carboxilo) se han empleado para secuenciar péptidos.

Reacciones del grupo amino

En cuanto a las reacciones del grupo amino, es muy interesante la reaccién con
el reactivo de Sanger para secuenciar, ya que si tenemos el 2,4-dinitrofenil-péptido
y lo hidrolizamos por hidrdlisis acida, se hidrolizaran todos los enlaces peptidicos y
obtendremos el dinitrofenil del primer aminoacido de la secuencia, el -

NH; terminal, mas el resto de los aminoacidos disgregados en el medio.

En esta reaccion, el nucleo coloreado de dinitrobenceno se une al atomo de
nitrégeno del aminoacido para producir un derivado amarillo, el derivado 2,4-

dinitrofenil o DNP-aminoécido.
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El compuesto DNFB reaccionara con el grupo amino libre del extremo amino de un
polipéptido, asi como también con los grupos amino de los aminoacidos libres. El
enlace C-N que se forma es por lo general mucho mas estable que un enlace
peptidico. De esta forma, haciendo reaccionar una proteina nativa o un polipéptido
intacto con el DNFB, hidrolizando la proteina en acido y aislando los DNP-
aminoacidos coloreados, puede identificarse el grupo amino terminal del
aminoacido en una cadena polipeptidica. ElI grupo amino terminal de la lisina y
algunos otros grupos funcionales de las cadenas laterales también reaccionaran
con el DNFB.

Se separan ambos compuestos y por cromatografia se detecta. Con el resto del

péptido se sigue con el mismo procedimiento hasta tener la secuencia completa.

Este método se conoce como degradacién de Edman, y es la reaccion que usan
los secuenciadores automéaticos de proteinas. Pero estos secuenciadores solo
pueden secuenciar los 20 o 30 primeros aminoacidos, por lo que tendremos que
hidrolizar y seguir después. Esto es porque el rendimiento no es del 100% vy
perdemos péptido poco a poco, y al final no nos queda. Solo las enzimas

consiguen un rendimiento al 100%.

Reacciones del grupo carboxilo

También podemos secuenciar empezando por el extremo carboxilo-terminal, para
lo que se usan enzimas como la carboxipeptidasa. Es una proteasa que hidroliza
los enlaces peptidicos. Esta en concreto es una exoproteasa (ataca a la proteina

por un extremo) que ataca al extremo carboxilo terminal.

Se emplean 2 tipos, la carboxipeptidasa A y B. Catalizan la misma reaccion, pero
tienen especificidad distinta. La A solo rompe el enlace peptidico si el aminoacido

carboxilo-terminal es hidrofébico. La B lo rompe si es basico.

Hay que controlar muy bien el tiempo de reaccion, ya que cuando se libera un

carboxilo terminal el siguiente aminoacido se convierte en el carboxilo terminal.
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Reacciones de los grupos R

Respecto a las reacciones de los grupos R, existen muchos reactivos que
reaccionan de forma especifica con determinados grupos R (OH de
la serina, tiol de la cisteina...). Esto se usa para ver qué aminoacido es esencial

para el funcionamiento de la proteina.

Dentro de las reacciones de los grupos R, una interesante desde el punto de vista
de aislamiento y purificacion de proteinas es la del grupo tidlico (-SH) de la
cisteina, que es fuertemente reductor. En presencia de O, tiene mucha tendencia
a oxidarse. Si hay dos moléculas de cisteina, en presencia de oxigeno, se oxidan

para originar una molécula de cistina.

Cuando aislamos una proteina de su entorno natural, ponemos a la proteina en
presencia de oxigeno, con lo que esos grupos tidlicos se pueden oxidar, y la

proteina perder su funcionalidad.

Para evitar esto, en los medios de aislamiento y purificacibn de proteinas
afadimos B-mercapto-etanol, cuyo grupo tiodlico es mas reductor que el de la

propia cisteina; tiene mas tendencia a oxidarse.

Cuando queremos estudiar la composicion de aminoacidos de una proteina
tenemos que hidrolizarla completamente, con lo que tenemos una mezcla de todo

el conjunto de aminoacidos libres que constituyen dicha proteina.

PROTEINAS

Las proteinas son moléculas formadas por aminoécidos que estan unidos por un tipo
de enlaces conocidos como enlaces peptidicos. El orden y la disposicion de los
aminoacidos dependen del cdédigo genético de cada persona. Todas las proteinas

estan compuestas por:

- Carbono
- Hidrégeno
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- Oxigeno

- Nitrégeno

Y la mayoria contiene ademas azufre y fésforo.

Las proteinas suponen aproximadamente la mitad del peso de los tejidos del
organismo, y estan presentes en todas las células del cuerpo, ademas de participar en

practicamente todos los procesos bioldgicos que se producen.

TIPOS
Segun su origen
Segun su origen pueden ser proteinas animales y proteinas vegetales:

- Proteinas animales: Son aquellas que proceden de los animales (carnes,

pescados, huevos, lacteos, etc).

- Proteinas vegetales: Son aquellas que proceden de los vegetales como las

legumbres, las semillas, los frutos secos, etc.
Segun su funcion

Segun su funcioén las proteinas pueden clasificarse en:

- Hormonales: Estas proteinas son transportadas a través de la sangre y emiten

informacion de una célula a otra.

- Enzimaticas: son aquellas que aceleran los procesos metabdlicos en las células

(la digestidn, funciones del higado, etc).

- Estructurales: son necesarias para nuestro cuerpo como el colageno, la

gqueratina y la elastina.
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- Defensivas: Estas proteinas tienen una funcién inmunitaria para protegernos de

las bacterias.

- De almacenamiento: Son aquellas que guardan minerales como el potasio o el

hierro.

- Transportadoras: las proteinas transportan minerales a las células, como es el

caso de la hemoglobina.
- Receptores: son usadas en la comunicacion entre las células.

- Motoras: son las que regulan la fuerza, la velocidad del corazén y las

contracciones musculares.

Segun su composicién

Los tipos de proteinas pueden ser:

- Simples: aminoacidos.

- Conjugadas: contienen un componente no aminoacido (dentro de las cuales
estan las glucoproteinas, lipoproteinas, nucleoproteinas,

metaloproteina, hemoproteina).

FUNCIONES

Las proteinas desempefian un papel importante en muchos procesos biologicos y
funciones cruciales. Son muy versatiles y tienen muchas diversas funciones en la

carroceria, segun lo enlistado abajo:

- Actlle como catalizadores.
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- Transporte otras moléculas.
- Salve otras moléculas.

- Proporcione el apoyo mecanico.

- Ofrezca la proteccién inmune.
- Genere el movimiento.
- Transmita los impulsos de nervio.

- Controle el incremento y la diferenciacién de la célula.

El fragmento al cual la estructura de proteinas tiene un impacto en su funcion es
mostrado por el efecto de cambios en la estructura de una proteina. Cualquier
cambio a una proteina en cualquier nivel estructural, incluyendo cambios ligeros

en el plegamiento y la forma de la proteina, puede hacerla no funcional.

PROPIEDADES

Solubilidad

Las proteinas son solubles en agua cuando adoptan una conformacién globular.
La solubilidad es debida a los radicales (-R) libres de los aminoacidos que, al
ionizarse, establecen enlaces débiles (puentes de hidrégeno) con las moléculas de
agua. Asi, cuando una proteina se solubiliza queda recubierta de una capa de
moléculas de agua (capa de solvatacidén) que impide que se pueda unir a otras
proteinas lo cual provocaria su precipitacion (insolubilizacion). Esta propiedad es
la que hace posible la hidratacion de los tejidos de los seres vivos.

Capacidad amortiguadora
Las proteinas tienen un comportamiento anfotero y esto las hace capaces de
neutralizar las variaciones de pH del medio, ya que pueden comportarse como un

4cido o una base y por tanto liberar o retirar protones (H") del medio donde se
encuentran.
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Desnaturalizacion y renaturalizacion

La desnaturalizacion de una proteina se refiere a la ruptura de los enlaces que
mantenian sus estructuras cuaternaria, terciaria y secundaria, conservandose
solamente la primaria. En estos casos las proteinas se transforman en filamentos
lineales y delgados que se entrelazan hasta formar compuestos fibrosos e
insolubles en agua.

Los agentes que pueden desnaturalizar a una proteina pueden ser: calor excesivo;
sustancias que modifican el pH; alteraciones en la concentracion; alta salinidad;
agitacion molecular; etc... El efecto mas visible de éste fendmeno es que las
proteinas se hacen menos solubles o insolubles y que pierden su actividad
biolégica.

La mayor parte de las proteinas experimentan desnaturalizaciones cuando se
calientan entre 50 y 60 °C; otras se desnaturalizan también cuando se enfrian por

debajo de los 10 a 15 °C.

Algunas veces, se produce la renaturalizacion, cuando al volver a las condiciones

normales, la proteina recupera la conformacion primitiva.

La desnaturalizacion puede ser:

- Irreversible. Si la proteina desnaturalizada no puede recuperar su conformacion

nativa ni su funcionalidad. Renaturalizacion

- Reversible. Se produce renaturalizacion, recuperando la proteina su

conformacién nativa y funcionalidad.
Especificidad

Es una de las propiedades mas caracteristicas y se refiere a que cada una de las
especies de seres vivos es capaz de fabricar sus propias proteinas (diferentes de
las de otras especies) y, aun, dentro de una misma especie hay diferencias
proteicas entre los distintos individuos. Esto no ocurre con los glucidos y lipidos,

gue son comunes a todos los seres Vvivos.
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Se distinguen dos tipos de especificidad:

- Especificidad de funcion: Cada proteina estd especializada en una
determinada funcion. La secuencia de aminoacidos condiciona la estructura
cuaternaria de la proteina, que es la responsable, en Ultima instancia, de su
funcién caracteristica. Una pequefia variacion en la secuencia de aminoacidos

puede provocar la pérdida de funcionalidad de la proteina.

- Especificidad de especie: Cada especie tiene proteinas exclusivas, pero las
proteinas que desempefian la misma funcién en diferentes especies suelen tener
una composicion y estructura similares. A estas proteinas se les llama proteinas
homologas, como la insulina, exclusiva de vertebrados, pero cuya cadena A es

idéntica en la especie humana, el cerdo, el perro, el conejo y el cachalote.

La enorme diversidad proteica interespecifica e intraespecifica es la consecuencia
de las multiples combinaciones entre los aminoacidos, lo cual estd determinado

por el ADN de cada individuo.

La especificidad de las proteinas explica algunos fenébmenos bioldégicos como: la
compatibilidad o no de trasplantes de o&rganos; injertos biolégicos; sueros

sanguineos; etc... O los procesos alérgicos e incluso algunas infecciones.

CLASIFICACION

Su Clasificacién se detiene segun el tipo de estructura terciaria:

-Proteinas globulares: adquieren formas mas o menos esféricas o redondeadas;

generalmente son solubles en agua o en disoluciones diluidas.

- Proteinas fibrilares: adquieren formas alargadas; generalmente son insolubles
en agua y las responsables de la mayor parte de las estructuras fijas de los

organismos.
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Clasificacion segun las funciones que desempeiian en los organismos

-Proteinas estructurales: contribuyen a fijar la forma o dar rigidez o flexibilidad a
las diversas partes de los organismos, desde los organulos celulares a los
miembros de los pluricelulares. Pertenecen a este grupo la mayor parte de las
proteinas fibrilares, como el coldgeno de los tendones, la queratina de pelos y

ufias, la fibroina de la seda.

-Proteinas de reserva: constituyen un almacén de aminoéacidos que el organismo
utilizard4 en el crecimiento o reparacion de sus estructuras y en su desarrollo.

Ejemplos son la albumina de las semillas, leche y huevos.

-Proteinas activas: que desempefian mdltiples funciones activas en el
funcionamiento del organismo; todas tienen en comun que para desempefiar su
funcién han de interaccionar especificamente con otra sustancia llamada ligando.

A su vez podemos subdividir esta clase de proteinas en las siguientes:

Enzimas: se unen a un ligando que se denomina sustrato y catalizan su

transformacion quimica en otra sustancia diferente.

Proteinas transportadoras: se unen reversiblemente a un ligando y lo
transportan de un lugar a otro del organismo. Actidan asi la hemoglobina y la
mioglobina, citadas como proteinas conjugadas transportadoras de oxigeno, la
primera en la sangre y la segunda en el interior de la célula. Existen proteinas con
forma de canal que sirven para la entrada y salida de otras moléculas a través de

la membrana celular, como los canales de potasio.

Proteinas reguladoras: interaccionan con el ligando y ponen en marcha
determinados procesos celulares. Por ejemplo, los receptores hormonales, al
unirse a una hormona, el ligando, desencadenan un proceso 0 conjunto de

reacciones en la célula.
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ALIMENTOS RICOS EN PROTEINAS

Los alimentos mas ricos en proteinas son los de origen animal como la carne, el
pescado, huevo, leche, queso y yogur. Ademas de estar presentes en grandes
cantidades, las proteinas de estos alimentos son de alto valor biolégico, es decir,

también son de mejor calidad siendo utilizadas por el organismo mas facilmente.

Sin embargo, legumbres como los guisantes, los granos y la soya también poseen
buenas cantidades de proteina y pueden ser utilizados en una dieta equilibrada
para mantener un buen funcionamiento del organismo, formando parte de los

alimentos incluidos en las dietas vegetarianas.

Las proteinas son esenciales para el funcionamiento del organismo, debido a que
estan relacionadas con el proceso de crecimiento, reparacion y mantenimiento de
los musculos, tejidos y 6rganos, ademas de la produccion de hormonas. Vea con

mas detalles las funciones de las proteinas.

Alimentos ricos en proteina animal

En la tabla a continuacién se indica la cantidad de proteinas por cada 100 gramos

de alimento:
ALIMENTOS PROTEINA ANIMAL | ENERGIA POR 100
POR 100 GRAMOS GRAMOS
Carne de pollo 32,8 gramos 148 kcals
Carne de vaca 26,4 gramos 163 kcals
Carne de puerco (lomo) 22,2 gramos 131 kcals
Carne de pato 19,3 gramos 133 kcals
Carne de codorniz 22,1 gramos 119 kcals
Carne de conejo 20,3 gramos 117 kcals
Quesos en general 26 gramos 316 kcals
Salmon sin piel, frescoy | 19,3 gramos 170 kcals
crudo
Atun fresco y crudo 25, 7 gramos 118 kcals
Bacalao salado crudo 29 gramos 136 kcals
Pescados en general 19,2 gramos 109 kcals
Huevo 13 gramos 149 kcals
Yogur 4,1 gramos 54 kcals
Leche 3,3 gramos 47 calorias
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Kéfir
Camarones
Cangrejo cocido
Mejillones
Jamon

5,5 gramos
17,6 gramos
18,5 gramos
24 gramos
25 gramos

44 calorias
77 kcals
83 kcals
172 kcals
215 kcals

Alimentos ricos en proteina vegetal

Los alimentos ricos en proteina vegetal son importantes principalmente en las
dietas vegetarianas, proporcionando las cantidades adecuadas de aminoacidos

para mantener la formacion de musculos, células y hormonas en el organismo.

En la tabla a continuacion se muestra los principales alimentos de origen vegetal

que son ricos en proteinas:

ALIMENTOS PROTEINA  VEGETAL | ENERGIA POR 100
POR 100 GRAMOS GRAMOS
Soya 12,5 gramos 140 kcals
Quinoa 12,0 gramos 335 kcals
Trigo sarraceno 11,0 gramos 366 kcals
Semilla de mijo 11,8 gramos 360 kcals
Lentejas 9,1 gramos 108 kcals
Tofu 8,5 gramos 76 kcals
Frijoles 6,6 gramos 91 kcals
Guisantes 6,2 gramos 63 kcals
Arroz cocido 2,5 gramos 127 kcals
Semilla de linaza 14,1 gramos 495 kcals
Semilla de ajonjoli 21,2 gramos 584 kcals
Garbanzo 21,2 gramos 355 kcals
Cacahuate omani 25,4 gramos 589 kcals
Nueces 16,7 gramos 699 kcals
Avellanas 14 gramos 689 kcals
Almendras 21,6 gramos 643 kcals
Nueces de Brasil 14,5 gramos 643 kcals
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Cémo combinar las proteinas vegetales para aumentar su calidad

En el caso de las personas vegetarianas y veganas, lo ideal para proporcionarle al
organismo proteinas de alta calidad es combinar algunos alimentos que se

complementan entre si, algunos ejemplos son:

- Arroz y frijoles de cualquier tipo.
- Guisantes y semillas de mijo.

- Lentejas y trigo sarraceno.

- Quinoa y maiz.

- Arroz integral y frijoles rojos.

La combinacion de estos alimentos y la variedad en la dieta son importantes para
mantener el crecimiento y el buen funcionamiento del organismo en personas que
no ingieren proteinas animales. En el caso de individuos ovolactovegetarianos,
también pueden incluir en la dieta proteinas provenientes del huevo, de la leche y

de sus derivados.
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PEPTIDOS BIOACTIVOS

Los péptidos bioactivos o péptidos con actividad biologica son los fragmentos
cortos de la proteina (aminoacidos 2-20 de largo) que pueden influenciar una

multitud de funciones corporales.

Los péptidos bioactivos difieren de las proteinas cuando se trata de largo
(mientras que las proteinas consisten en generalmente series mas largas de mas
de 200 aminoacidos). También contienen residuos mas hidrofébicos que la
proteina media y se han mostrado para ser resistentes a las peptidasas de la

digestion.
FUENTES DE BIOPEPTIDES

Fuentes de la instalacion: Los granos de cereal tales como trigo, cebada, arroz,
centeno, avena, mijo, zahina, y maiz, son una fuente rica de péptidos bioactivos.
El trigo y la avena tienen los péptidos de ACE, el inhibidor de la peptidasa del
dipeptidyl, y péptidos inhibitorios con actividades antitrombdéticas, antioxidantes,

hipotensas, y del opiaceo.

El trigo y el arroz tienen series del péptido que muestren actividad anticancer.
Entre los cereales, el trigo y la cebada mostraron la abundancia méas alta de

péptidos con actividad biolégica potencial.

Fuentes animales: La leche bovina, el queso, y los productos lacteos tienen altas
cantidades de proteinas y de péptidos bioactivos. Esto podria ofrecer una razon
posible por la que la leche es esencial para la nutricion en nifios durante los meses
tempranos después del nacimiento. La leche es una fuente rica de los péptidos

biolégicamente activos que se liberan durante la digestion.
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El consumo de leche fermentada que contenga los péptidos bioactivos puede
tension arterial baja en pacientes hipertensos. Los huevos son otra fuente rica de

péptidos bioldégicamente activos.

Los estudios muestran que la yema de huevo fresca tiene actividad antioxidante
mas alta que la clara de huevo fresca y los huevos enteros. El hidrolizado hervido
de la clara de huevo mostré que la actividad bioactivos més alta del péptido y un
total de 63 determinaron los péptidos. La carne y los pescados derivaron los
péptidos también muestran los péptidos con las actividades del antihypertensive,

del antioxidante, antimicrobianas y antiproliferativas in vitro.

PROPIEDADES FARMACOLOGICAS DE PEPTIDOS BIOACTIVOS

Para que un péptido sea considerado bioactivos, debe tener un efecto fisioldgico
de una manera positiva. Esta actividad de un péptido depende de su composicion
de aminoacido, aminoacido de N y de la C-terminal, largo de la cadena del
péptido, carga de los aminoacidos, y la naturaleza hidrofilica hidrofébica del
aminoacido. Algunas de las propiedades farmacoldgicas de péptidos bioactivos se

discuten abajo.

Propiedades antioxidantes de péptidos biactive: La oxidacién es uno de los
factores enfermedad-que causan del comandante en seres humanos. Los
péptidos derivados de las proteinas de leche muestran propiedades antioxidantes
y previenen la peroxidacion de acidos grasos esenciales. La digestion de la
caseina también produce los péptidos phosphorylated con actividad antioxidante
hidrofilica y lipofilica. Los péptidos de la soja muestran diversos grados de

hidrolisis y de actividades antioxidantes.
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Propiedades antimicrobianas: Los péptidos antimicrobianos (amperios) inhiben
incremento de la célula y estan implicados en microorganismos de la matanza,
tales como bacterias y hongos. Los amperios se dividen a tres familias basadas en
sus caracteristicas estructurales: péptidos lineales espirales del a-; péptidos
ciclicos e indefinido disulfuro-puenteados; y péptidos con un alto contenido de los
residuos especificos del aminoacido (ricos ego de la prolina, de la glicocola o de la
histidina).

La mayoria de los amperios tienen propiedades catidnicas e hidrofébica que lleven
a la accién reciproca facil con la pared celular o la membrana bacteriana anidnica.
Los amperios derivados de la caseina muestran efecto inhibitorio contra
los gingivalis de Streptococcus Mutans, del estreptococo sanguis, de
Porphyromonas, el estreptococo sobrinus, Sthaphylococcus aurifero, Escherichia

Coali, y las salmonelas typhimurium.

Propiedades inmunomoduladores: Las proteinas y los péptidos de fuentes tales
como huevo, leche, soja, y fuentes de la instalacion muestran propiedades
antiinflamatorias. La ovotransferrina, una proteina de la clara de huevo, inhibe la
proliferacion de los linfocitos del bazo del raton. Los péptidos de los hidrolizados
de las proteinas del arroz y de la soja pueden estimular el ROS y accionar

sistemas de defensa inmunes no especificos.

Propiedades de Cytomodulatory: Los estudios muestran que las composiciones
citotoxicas qué especificamente ceélula mala del objetivo puede tener efectos
anticancer. Se ha propuesto que los péptidos bioactivos pueden poseer tales

efectos protectores del cancer.
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Efectos metabodlicos: Los cambios en metabolismo pueden llevar a varias
condiciones, tales como diabetes, obesidad centripeta, hipertensién, y
dyslipidemia (triglicéridos elevados, lipoproteinas de baja densidad densas, y
lipoproteinas de alta densidad inferiores). Varios péptidos bioactivos estan

implicados en su regla.

La Alfa-glucosidasa y la peptidasa IV (DPP-IV) del dipeptidyl estan implicadas
intimo en el revelado del tipo - diabetes 2 (T2D). Uno de los péptidos extraidos de
la demostracion de la clara de huevo antidiabéticos y de propiedades inhibitorias

de la a-glucosidasa.

USOS DE PEPTIDOS BIOACTIVOS

Nutraceuticals es substancias del natural-origen extraidas de las frutas, de las
plantas, de biomasa lignocelulésica, y de las algas que tienen subsidios por
enfermedad importantes cuando estan incorporadas en la comida o las

formulaciones farmacéuticas.

Nutraceuticals esta recibiendo la gran atencién debido a su efecto sobre salud
humana y enfermedades. Por ejemplo, los péptidos bioactivos se han agregado a
las férmulas suaves infantiles, al queso, y al yogur. Las plantas medicinales se
estan utilizando cada vez mas en la fabricacion de la comida debido a la presencia

de antioxidantes naturales que ofrece propiedades alimenticias y terapéuticas.

40



OXITOCINA

La oxitécica (del griego 0fUc oxys "rapido" y TéKoG tokos "nacimiento") es
una hormona producida por los nucleos supradptico y paraventricular
del hipotalamo que es liberada a la circulaciéon a través de la neurohipdfisis. Ejerce
funciones como neuromodulador en el sistema nervioso central modulando
comportamientos sociales, sentimentales, patrones sexuales y la conducta

parental.

En las mujeres, la oxitocina es igualmente liberada en grandes cantidades tras la
distension del cérvix uterino y la vagina durante el parto, asi como en la eyeccion
de la leche materna en respuesta a la estimulacion del pezon por la succion del
bebé, facilitando por tanto el parto y la lactancia y luego del orgasmo por lo que se

asocia con el placer sexual y la formacién de vinculos emocionales.

En el cerebro parece estar involucrada en el reconocimiento y establecimiento de
relaciones sociales y podria estar involucrada en la formacion de relaciones
de confianza y generosidad entre personas. Ejemplo de ello es que
investigaciones han descubierto que la ausencia de la hormona oxitocina podria
desempenfiar un papel relevante en la aparicion del autismo. También se piensa

que su funcion esta asociada con el contacto y el orgasmo.

FUNCIONES

Vinculada al amor

Se dice frecuentemente que la oxitocina es la sustancia responsable de que exista
el amor. Esto no deja de ser una conclusion reduccionista y algo aventurado,
teniendo en cuenta que no existe una sola concepcion sobre lo que es el amor vy,
en todo caso, en la experiencia subjetiva relacionada con el afecto y el

enamoramiento intervienen muchas otras sustancias.
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La oxitocina, como pasa con todos los neurotransmisores, nunca trabajas sola:
siempre esta encajada en un puzzle bioguimico que da forma a nuestra mente y

nuestros actos.

Sin embargo, es verdad que hay algunos patrones en los que puede verse la
relacion que hay entre la oxitocina y todo ese conjunto de experiencias y procesos

gue tienen que ver con el amor y el afecto.

Por ejemplo, los niveles de oxitocina aumentan cuando hay que reconocer caras
familiares. También aumentan al mirarse a los ojos con seres queridos, tiene un
papel a la hora de recordar a miembros del propio grupo y, en general, es
segregado en cantidades relativamente grandes en situaciones relacionadas con
el amor y el apego. Cuando experimentamos la sensaciébn de compartir una
relacion intima con otra persona y cuando sentimos que estamos en un ambiente
de confianza, se segrega mas oxitocina, tal y como se explica en el articulo

sobre la quimica del amor.

De hecho, se ha visto que en las personas con depresion cronica a las que se les
da una dosis extra de oxitocina, estas tienden a prestar mayor atencion a las caras

felices que a las tristes.

Reguladora de los partos y la maternidad

La oxitocina interviene en otros procesos mas variados. Etimoldégicamente, la
palabra “oxitocina” significa “nacimiento rapido” en griego. Esto es asi porque,
como hormona, la oxitocina tiene un papel muy importante en los partos y, por
extension, en la lactancia, dos procesos fundamentales en la maternidad, tal y

como comprobo el fisilogo Henry Dale, quien le puso nombre a esta sustancia.

En concreto, la oxitocina hace que ciertas fibras musculares del utero se
mantengan contraidas durante el parto, y ademas es la responsable de que se
den las contracciones antes del nacimiento. Ademas, la oxitocina tiene ciertos

efectos mecanicos sobre las mamas, haciendo que estas eyecten leche materna.
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El papel de esta hormona en la sexualidad

Durante el acto sexual, los niveles de oxitocina en sangre acostumbran a ser
significativamente mas altos de lo normal. Esto refuerza la hipétesis de que esta
hormona tiene un importante papel en los procesos quimicos y mecanicos que

intervienen en la sexualidad.

Se ha comprobado, por ejemplo, que la oxitocina interviene en la aparicion de
contracciones vaginales que hacen mas facil que el esperma llegue al 6vulo. En el
caso de los hombres, produce contracciones en la prostata y las vesiculas
seminales. Ademas, tanto en hombres como en mujeres los niveles de oxitocina

en sangre alcanzan su maximo durante el orgasmo.

Creando vinculos sociales
Como hemos visto, la oxitocina esta fuertemente asociada con la generacion de

lazos afectivos, y no solo los relativos a la maternidad.

Esto no es casual. El hecho de poder contar con la ayuda y el apoyo de otras
personas es una de las grandes ventajas evolutivas que ha tenido nuestra
especie, y es por eso que se puede decir que la oxitocina forma parte de ese
pegamento social que tanto nos ha beneficiado. Si el hecho de entrar en contacto
con una persona nos hace segregar mas oxitocina, a la larga se entra en una
dinamica quimica y relacional en la que los lazos personales son muy fuertes. De

este modo, el vinculo se hace muy resistente y permanece a lo largo del tiempo.

ESTADOS DE RESPUESTA DEL CUERPO

El cuerpo humano tiene dos patrones esenciales de respuesta y cada uno de ellos
estd regido por hormonas y transmisores bioquimicos que los define y los
distinguen. Ambos mecanismos de respuesta son importantes para la

supervivencia y la vida, y lo que los diferencia es el tiempo que nos ocupan.
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Listo para la accion: Uno de ellos se produce cuando el cerebro percibe un
peligro o amenaza y pone en marcha lo que se denomina la reaccion de “lucha o

huida” (atacar o escapar).

Eso desencadena una funcién de alarma que produce distintas reacciones
corporales, como elaumento de la tensién arterial, la intensificacion del
metabolismo celular o un flujo mayor de sangre hacia los musculos de las

extremidades que capacitan para la accion.

Esta reaccion en cadena esta mediada por el sistema nervioso vegetativo
simpatico y las hormonas de la corteza suprarrenal: adrenalina, noradrenalina,
cortisol. Se trata de un estado de contraccion. La energia se focaliza en el atague
o la huida, con lo que el organismo permanece en alerta maxima. Es una reaccion

circunstancial ante un estimulo real acotado en el tiempo.

Estado de placidez: El otro mecanismo de respuesta es el de la calma, la
relajacion y los estados de placidez. En este caso esta mediada por diferentes
hormonas (oxitocina, endorfinas, dopamina, serotonina) y se modula a través del
sistema nervioso vegetativo parasimpatico. Deberia constituir la base, la forma de

estar y sentir en la vida cotidiana.

Este estado, que se podria llamar de respuesta biologica positiva, se puede inducir
y potenciar mediante la respiracion consciente, mensajes desde la corteza

cerebral, etc.

Estas respuestas se pueden identificar observando el estado de la saliva.

- El estado de alarma, se acompafia de boca seca y saliva espesay amarga.

- El estado de placidez, por la boca himeda y una saliva transparente.
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No es casual, por tanto, que el estrés extremo se asocie a sequedad de garganta,
mientras que la expresion “caerse la baba® se asocie a estados de

gran admiracion y relajacion.

Empatia y emociones: Una parte importante en este tipo de reacciones es la
funcién que desempefian la relacion y los afectos. La oxitocina tiene la capacidad
de producir empatia, nos da la oportunidad de reconocer las emociones de los

otros y responder afectivamente.

Se segrega simplemente por el contacto ocular entre dos personas. Es de vital
importancia en el momento del parto, pues ademas de producir las contracciones
gue dilatan el cuello del atero y hacen progresar al bebé para su nacimiento, pone

en marcha la creacion del vinculo o impronta entre la madre y el bebé.

La oxitocina es el mediador quimico que produce y sostiene el comportamiento

maternal en la mujer y paternal en el hombre.

Liberacion espontanea: Hay tres circunstancias de la vida sexual de la mujer que
cursan con una liberacion de oxitocina de niveles similares: el orgasmo, el parto y

la lactancia.

Esta hormona es segregada por el cuerpo de cada mujer a su medida, por eso la
oxitocina sintética con sus dosis mayores produce en algunos casos contracciones

violentas del Gtero (espasmos) e intenso dolor.

Es importante saber que la oxitocina se segrega también por la estimulacién del

pezdn, estrategia que se puede usar cuando el parto se ralentiza o bloquea.

En mi experiencia asistiendo partos en casa durante afios he tenido la oportunidad
de contemplar como una dilatacion blogueada se reanudaba al ponerse la

hermanita a mamar.
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La oxitocina en la lactancia: La oxitocina es imprescindible para la lactancia. Se

libera tanto en la madre como en el bebé cuando se da de mamar.

En este acto se produce un "cuelgue de amor" mediado por la oxitocina y las
endorfinas, que pasan desde el torrente circulatorio de la madre a la leche
materna, y desde esta al bebé. Todo ello provoca en el bebé la liberacion de estas

mismas hormonas.

El médico surafricano Nills Bergman, entusiasta de la investigacion sobre el
nacimiento, recalc6 en Madrid el papel de la oxitocina en la produccion y
mantenimiento  del vinculo materno-infantil. Tiene que ver, pues,
con el aprendizaje de la capacidad de amar. Aprendemos a amar a través del

modelo del amor materno.
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GLUTATION

El glutatién (también glutationa) (GSH)? es un tripéptido no proteinico constituido
por tres aminoacidos: glutamato, cisteina y glicina. Contiene un enlace
peptidico inusual entre el grupo amino de la cisteinay el grupo carboxilo de la
cadena lateral del glutamato.
Se trata del principal antioxidante de las células, es ubicuo y ayuda a protegerlas

de las especies reactivas del oxigeno, como los radicales libres y los peroxidos.

Es nucleofilico en azufre y ataca los aceptores conjugados electrofilicos
venenosos. Los grupostiolse mantienen en un estadoreducidoa una
concentracion de aproximadamente ~ 5 mm en células animales. En efecto, el
glutation reduce cualquier enlace disulfuro formado dentro
de proteinas citoplasméticas de cisteinas, al actuar como un donante
de electrones. En el proceso, el glutation se convierte en su forma oxidada,
llamada disulfuro de glutation (GSSG). En las células, el glutation se encuentra
principalmente en su estado reducido (GSH) y, en mucha menor proporcién, en su
estado oxidado (GSSG).

Ello es asi ya que la enzima que "reduce" el tripéptido a partir de su forma
oxidada, la glutation reductasa, es constitutivamente activa e inducible en
situaciones de estrés oxidativo. De hecho, la proporcion GSH/GSSG dentro de las
células se utiliza a menudo como "indicador" del estado oxidativo de la célula y de

la toxicidad celular.
FUNCIONES

- Es el mayor antioxidante enddgeno producido por las células, participando
directamente en la neutralizacion de radicales libres y especies reactivas de
oxigeno (ROS), asi como el mantenimiento de los antioxidantes exdgenos, como

las vitaminas C y E en sus formas reducidas (activas).
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- A través de la conjugacion directa, participa en la desintoxicacion compuestos

extrafios (xenobidticos) y agentes carcindgenos.

- En las plantas es esencial en la regulaciéon del desarrollo y en las respuestas al
medio ambiente (defensa frente a estreses bidticos y abioticos). En animales es
esencial para el correcto funcionamiento del sistema inmunoldgico, participando
por ejemplo, en la modulacién de la presentacién de antigenos a los linfocitos, en
la proliferacion de los linfocitos, y en la regulacion de los procesos de apoptosis 0

muerte celular programada.

- Desempefia un papel fundamental en numerosas reacciones metabdlicas y
bioguimicas como: sintesis y reparacion del ADN, sintesis de proteinas, transporte

de aminodcidos, reacciones enzimaticas, metabolismo del azufre, etc.

PROBLEMAS DE LA SUPLEMENTACION

Si bien los especialistas vienen empleando el glutation bajo forma inyectable, es
frecuente ver en el mercado complementos nutricionales de glutation en
cépsulas. Por su composicion el glutation es muy sensible a la degradacion en el
estébmago y su eficacia por via oral es muy baja. Muy poco de este llega al higado,
su principal érgano diana. Los estudios clinicos han demostrado claramente este
problema, hasta el punto de que cientificos cubanos desarrollaron un método

basado en la inhalacion y el empleo en la interfaz pulmonar.

Para aumentar la tasa de glutation reducido, se pueden emplear complementos a
base de los aminoacidos precursores como la cisteina, la n-acetil cisteina, glicina
o el acido glutdmico aunque este Ultimo no suele encontrarse en el mercado

europeo. No se recomienda un exceso de ingesta de |- cisteina.
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Otros productos que favorecen la tasa de glutation, o su accion hepéatica, son el
acido lipoico, el cardo mariano (silimarina), la melatonina, la vitamina D, la SAME

(s-adenosil metionina) o la carcuma.

GLUTATION ORAL LIPOSOMAL

El glutation liposomal se prepara en el laboratorio, recubriendo la molécula con
lecitinas naturales de soja o girasol, ricas en fosfolipidos. Las moléculas de
glutation quedan asi protegidas de la degradacién y pueden disponer de una
biodisponibilidad superior. El precio del producto es superior pero puede evitar los
inconvenientes de las formas inyectables. ElI producto disponible de glutation

liposomal es de la marca Curessuport. Se presenta en cajas de 30 sobres.

FACTOR LIBERADOR DE LAS GONADOTROPINAS

La hormona liberadora de gonadotropina (GnRH), también conocida como
hormona liberadora de hormona luteinizante (LHRH), es una hormona peptidica
responsable de la liberacion de hormona estimulante del foliculo (FSH) y de
hormona luteinizante (LH) de la pituitaria anterior. La GnRH es sintetizada y
liberada en las neuronas del hipotdlamo. Se considera una neurohormona, es
decir, una hormona producida en una célula neuronal y liberada en sus terminales

neuronales.

Un area clave para la produccion de GnRH es la zona preoptica del hipotalamo,
gue contiene la mayoria de las neuronas secretoras de GnRH. La GnRH es
secretada en el torrente sanguineo portal hipofisario, en la eminencia media. La
sangre portal lleva la GnRH a la glandula pituitaria, que contiene células

gonadotropas donde la GnRH activa su propio receptor.
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El receptor de la GnRH (GNRHR) es un receptor con siete dominios
transmembrana acoplados a proteina-G, que estimula la isoforma beta de la
fosfolipasa C fosfoinositida (la cual moviliza el calcio y la proteina quinasa C). Esto
resulta en la activacion de proteinas implicadas en la sintesis y secrecion de las
gonadotropinas LH y FSH. La GnRH es degradada por protedlisis en pocos

minutos.

La GnRH se encuentra también en organos fuera del hipotalamo y la hipdfisis, y su
papel en otros procesos vitales es dificil de entender.

ESTRUCTURA Y GENETICA

El gen GNRHL1, precursor de la GnRH, se encuentra en el cromosoma 8. En los
mamiferos, el decapéptido lineal que es producto final se sintetiza a partir de una

prehormona de 92 aminoacidos en el hipotalamo anterior preoptica.

La identidad de la GnRH fue descubierta por los Premios Nobel de 1977 Roger
Guillemin y Andrew V. Schally:
FUNCIONES

En la hipdfisis, la GNRH estimula la sintesis y secrecion de las gonadotropinas:

- hormona foliculo-estimulante (FSH).
- hormona luteinizante (LH).

Estos procesos son controlados por el tamafo y frecuencia de los pulsos de
GnRH, asi como por la retroalimentacion de andrégenos y estrogenos. La baja
frecuencia de pulsos de GnRH conduce a la liberacion de FSH, mientras que la

alta frecuencia de pulsos de GnRH estimula la liberacion de LH.
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Existen diferencias en la secrecion de GnRH entre mujeres y hombres. En los
hombres, la GNRH se secreta en pulsos a una frecuencia constante, mientras que
en las mujeres la frecuencia de los pulsos varia durante el ciclo menstrual y hay

una gran oleada de GnRH antes de la ovulacion.

La secrecion de GnRH es pulséatil en todos los vertebrados, y es necesaria para
una correcta funcién reproductora. Por lo tanto, una sola hormona, GNRH1,
controla un proceso complejo de crecimiento folicular, la ovulacién y el
mantenimiento del cuerpo lateo en la hembra, asi como la espermatogénesis en el

varon.

ACTIVIDAD

- La actividad de la GnRH es muy baja durante la infancia, y se activa en la

pubertad.

Durante los afios reproductivos, el pulso de actividad es fundamental para el éxito
de la funcién reproductora en el control de los bucles de retroalimentacién. Sin
embargo, una vez que el embarazo esta establecido, la actividad de la GnRH no

es necesaria.

- La actividad pulséatil puede ser alterada por la enfermedad hipotalamica-pituitaria,
ya sea por disfuncion (es decir, supresién hipotalamica) o por lesiones organicas
(traumatismos, tumores). Los niveles de prolactina elevados disminuyen la
actividad de la GnRH. En cambio, la hiperinsulinemia aumenta el pulso de
actividad que conduce a una actividad desordenada de la LH y la FSH, como
sucede en el sindrome de ovario poliquistico. La formacion de GnRH esta ausente

de forma congénita en el sindrome de Kallmann.
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- Las neuronas de GnRH estan reguladas por muchas neuronas aferentes
distintas, utilizando varios transmisores (incluyendo norepinefrina, GABA,

glutamato).

La dopamina puede inhibir la liberacion de LH en mujeres ovarioctomizadas. La
kisspeptina parece ser un importante regulador de la liberacion de GnRH. La
liberacion de GnRH también puede ser regulada por los estrogenos. Se ha
informado de que hay neuronas productoras de kisspeptina que también expresan

receptor de estrogeno alfa.

USOS MEDICOS
La GnRH esta disponible como clorhidrato de gonadorelina (Factrel) para uso
inyectable. Se utiliza a través de un sistema de bomba de perfusion para inducir la

ovulacion en pacientes con hipogonadismo hipotaldmico.

Un analogo de la GnRH, la leuprolida, se utiliza por infusion continua para tratar el
carcinoma de mama, la endometriosis, el carcinoma de prostata y la pubertad

precoz.
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NIVELES ESTRUCTURALES DE LAS PROTEINAS

La rigidez del enlace peptidico posibilita que las proteinas adopten formas
tridimensionales bien definidas. La libertad de rotacion de los dos lados de la
unidad peptidica es igualmente importante porque permite a las proteinas doblarse
de formas muy diferentes. Las proteinas se disponen en el espacio formando una
estructura tridimensional definida, que puede tener hasta cuatro niveles de

organizacion: estructura primaria, secundaria, terciaria y cuaternaria.

Estructura primaria: Es lasecuencia lineal de aminoacidos que integran
una proteina, es decir, indica la cantidad y el tipo de los aminoacidos que la

forman y el orden en que se encuentran unidos.

La estructura primaria de las proteinas esta determinada en la informacion
genéticay los enlaces que mantienen su estabilidad son enlaces peptidicos. La
comparacion de secuencias de distintas proteinas permite establecer relaciones

evolutivas entre especies.

La estructura primaria de las proteinas es lineal, y se convierte en tridimensional al

plegarse.

Estructura secundaria: Es laorganizacion regular y periodica en el

espacio de las cadenas polipeptidicas en una direccion.

El plegamiento caracteristico de este tipo de organizacion esta determinado por la
secuencia de aminoéacidos y la rigidez del enlace peptidico, que soélo posibilita
giros en torno a los enlaces sencillos. La estabilidad de esta estructura es posible
gracias a los puentes de hidrogeno que se establecen entre los grupos amino y

carboxilo.
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Estructura helicoidal o heélice a: Es la estructura secundaria mas
corriente. En ella, la cadena polipeptidica se va enrollando en espiral sobre si
misma debido a los giros que se producen en torno al carbono a de cada

aminoacido.

Caracteristicas:
- Se establecen puentes de hidrégeno intracatenarios, entre el grupo —CO de un

aminoacido y el grupo —NH del aminoéacido situado cuatro residuos después.

- Hay 3’6 aminoacidos por vuelta de hélice, cada aminoacido gira 100° respecto al

anterior.

- Se produce un avance por residuo de 1’5 A, por lo que el paso de rosca de 54 A.

- El giro en las hélices a que se encuentran en las proteinas es dextrogiro (sentido

de las agujas del reloj).

- Todos los grupos carboxilo quedan orientados en la misma direccion, mientras
gue los amino se orientan en la direccion contraria. Los radicales de los

aminoacidos quedan dirigidos hacia el exterior de la a—hélice.

- Los residuos de prolina e hidroxiprolina desestabilizan la a—hélice, ya que estos

aminoécidos impiden la formacion de enlaces de hidrogeno.

Estructura de hoja plegada o B-laminar: En este tipo de estructura
secundaria la cadena polipeptidica se pliega de manera que los planos de los
enlaces peptidicos se disponen en forma de zig-zag. La interaccion con otros
fragmentos de la cadena conduce a la formacién de laminas u hojas, en vez de

estar estrechamente enrollada como en el caso de la hélice a. En ella:
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- Se establecen puentes de hidrégeno intercatenarios, entre grupos -NH y —CO de
filamentos polipeptidicos diferentes.

- Las cadenas laterales se sitian alternativamente por encima y por debajo del

plano de la lamina.

- Cada resto de aminoéacido ocupa 3’5 A.

- Las cadenas adyacentes en una hoja plegada B pueden orientarse en la misma
direccién (hojas B paralelas) o en direcciones opuestas (hojas B antiparalelas). En
ambos casos, los radicales de los aminoacidos se orientan hacia ambos lados de
la hoja, de forma alterna. La disposicion antiparalela es un poco mas compacta

gue la paralela, y aparece con mayor frecuencia en las proteinas.

Como se puede observar es necesario introducir giros o codos en las cadenas
polipeptidicas que también se estabilizan por puentes de hidrégeno. Dependiendo
de la secuencia de aminoacidos se favorecerd una u otra estructura, y pueden

aparecer combinadas en una misma proteina.

Estructura terciaria: La estructura terciaria define laforma
tridimensional que adquiere una cadena polipeptidica, es decir, al modo en que

una proteina se encuentra plegada en el espacio.

La estructura tridimensional condiciona la funcion de la proteina. En ella se
pueden identificar agrupaciones de menor tamafo que denominamos dominios. El
concepto de dominio es muy util al explicar la relacién entre estructura y funcién
en las proteinas pues dominios particulares tienen funciones propias en mas de

una proteina.
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En la conformacion espacial de una proteina influye la tendencia de las cadenas
laterales hidréfobas de los aminoacidos a mantenerse en el interior de la proteina;
adoptando la forma termodinAmicamente mas estable en ese medio. La
proteina puede sufrir cambios conformacionales en el desempefio de su funciony

en la regulacion de su actividad.

La estructura terciaria se estabiliza mediante enlaces que se establecen entre

determinados grupos de las cadenas laterales:

- Enlaces o puentes de hidrogeno: entre las cadenas laterales de aminoacidos

polares sin carga. Son de vital importancia debido a su abundancia.

- Atracciones electrostaticas o interacciones ionicas, entre grupos carboxilo y

amino de aminoéacidos acidos y basicos.

- Atracciones hidrofdbicas y fuerzas de Van der Waals entre radicales alifaticos y

aromaticos de las cadenas laterales de los aminoacidos apolares.

- Puentes disulfuro: enlaces covalentes —S—S—, mas fuertes que los anteriores,

entre dos grupos —SH de dos cisteinas (o derivados).

- Enlaces coordinados: entre cationes de metales de transiciéon y la proteina.

Estructura cuaternaria: Aparece en las proteinas constituidas por mas de
una subunidad o protdbmero. La estructura cuaternaria hace referencia a esta

asociacion de protdmeros para formar la proteina biologicamente activa.

Los protobmeros pueden unirse débilmente entre si a través de enlaces de
hidrogeno o fuerzas de van der Waals, y en algunos casos, aungque no es habitual,

esta union puede establecerse mediante puentes disulfuro.
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Esta estructura solo la presentan las proteinas oligoméricas, que tienen dos 0 mas
cadenas polipeptidicas, iguales o0 no, cada una de las cuales posee su propia

estructura secundaria y terciaria.

Asi, en la queratina del pelo se forman tres hebras y cada una de las hebras esta
constituida por un arrollamiento a-hélice. Por su parte, las cuatro cadenas
polipeptidicas globulares de la hemoglobina se encajan y adoptan una disposicién
aproximadamente tetraédrica, que constituye la estructura cuaternaria de la

hemoglobina.

En un nivel alin superior encontrariamos la asociacion entre proteinas y moléculas

no proteinicas como glucidos, lipidos y &cidos nucleicos.

Desnaturalizacion: La pérdida de la estructura nativa de una proteina se
denomina desnaturalizacion y se debe a la rotura de los enlaces que mantienen
las estructuras secundarias, terciarias y cuaternarias lo que conduce a la pérdida
de su actividad biolégica (los enlaces covalentes se mantienen, por lo que la

estructura primaria se mantiene).

La desnaturalizacion puede ser provocada por cambios en el pH o en la
temperatura, por radiacion ultravioleta o por determinados agentes quimicos
desnaturalizantes (como la urea) y en ciertas condiciones puede ser reversible

(renaturalizacion).
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ESTRUCTURA PRIMARIA DE LAS PROTEINAS

La estructura primariaes la secuencia de aminoacidos de wuna cadena
polipeptidica. Esta secuencia se escribe desde el grupo amino-terminal hasta
el carboxi-terminal, de acuerdo con el orden en que se sintetizan las proteinas por
el ribosoma. Los aminoacidos estan unidos de manera covalente por medio
de enlaces peptidicos. Debido a que la formacion del enlace peptidico ocurre por
una reaccion de condensacion, se desprende una molécula de agua, producto de
el -OH del carboxilo y de un -H del grupo amino, y se habla propiamente de la
secuencia de residuos de aminoacidos (0 simplemente residuos). La cadena
principal estd formada por la sucesion de enlaces peptidicos que forma
una columna vertebral de la cadena polipeptidica. El primer residuo tiene su grupo
a-NH; libre y el ultimo residuo tiene su grupo a-COOH libre. Asi se establecen
el extremo N-terminal y C-terminal, con el que inicia y termina la secuencia de

residuos.

EFECTO DE LAS MUTACIONES GENETICAS SOBRE LA ESTRUCTURA
PRIMARIA DE LAS PROTEINAS

Las mutaciones genéticas de tipo puntual pueden alterar la secuencia de

aminoacidos de la cadena polipeptidica.

Estas modificaciones pueden producir:

- cambios conservadores: en los cuales la naturaleza de la cadena lateral es
mantenida (Ejemplo si es reemplazado un residuo de Asparagina por uno
de Glutamina); en este caso, los cambios en la estructura y funcion proteica no

son tan significativos.

- cambios no conservadores: donde la mutacion reemplaza el aminoacido por
otro de propiedades diferentes (Ejemplo se reemplaza un residuo de Arginina por

otro de Prolina).
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Este ultimo tipo de cambios en la cadena peptidica puede llegar a alterar la
funcién de la proteina y si ocurren en células sexuales pueden llegar a
perpetuarse en futuras generaciones, siendo un factor muy importante en los

procesos evolutivos.

- no hay cambio: las mutaciones silenciosas o sinénimas en el gen producen la
misma secuencia de aminoacidos. Esto se debe a que el codigo genético es
degenerado, es decir, contiene codones que son redundantes. Por ejemplo, el
aminoacido glicina, tiene cuatro codones: GGA, GGU, GGG y GGC, lo que
significa que si ocurre una mutacién que altere el nucle6tido de la tercera posicion,

el aminoacido que se incorpore en la proteina siempre va a ser glicina.

Otro  tipo de mutaciones, como la delecion, insercién, duplicacion,
e inversién producen generalmente proteinas alteradas en el tamafio (mas grande
o menor, dependiendo la region del gen donde ocurrio la mutacion) o la estructura
tridimensional o ambos. En casi todos estos casos, las proteinas aberrantes
conducen a problemas fisiol6gicos severos.

MODIFICACIONES POSTRADUCCIONALES

Algunos residuos laterales de aminoacidos en ciertas proteinas son modificados
luego de la traduccion
por acetilacion, metilacion, carboxilacién, Hidroxilacion, Glucosilacién y Fosforilaci

on , entre otros, cambiandose las propiedades electronicas de los mismos.

Algunos ejemplos son:
- Fosfoserina

- 4-hidroxiprolina

- y-hidroxilisina

- Acido y-caboxiglutamico
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- Acetil lisina
- 3-metilhistidina

RELACION ENTRE LA ESTRUCTURA PRIMARIA Y LA FORMA
TRIDIMENSIONAL DE LAS PROTEINAS

La secuencia de aminoacidos de una cadena polipeptidica determina el tipo de
interacciones no covalentes que se produciran (tanto entre la misma proteina
como con su entorno) y el grado de libertad de adoptar diferentes conformaciones
estables a una temperatura fisiolégica. Algunos efectos de determinados

aminoacidos sobre la estructura de la cadena son:

Amonoasidoshidrofobos alifaticos (Alanina (Ala), Valina (Val), Isoleucina (lle)
, Leucina (Leu)): Se encuentran en la region interna de las proteinas o, en el caso
de las proteinas de membrana, interaccionando con las colas hidrofobicas de
los &cidos grasos. También pueden mantener unidas a proteinas en forma
reversible y permitir la union con sustratos hidrofobos en enzimas (Ejemplo: la
union de fosfolipasas (PL) con su sustrato, los fosfolipidos de las membranas, es
estabilizada mediante la interaccion de aminoéacidos hidréfobos con las colas
hidrofobicas de los acidos grasos.). Algunas estructuras proteicas formadas por
aminoacidos hidréfobos son las cremalleras de leucina, bolsillos hidréfobos, alfa

hélices hidréfobas.

Aminoacidoshidrofobos aromaticos (Fenilalanina (Phe), Tirosina (Tyr), Tripto
fano (Trp)): Aligual que los aminoacidos hidrofobos alifaticos suelen encontrarse

en la proteina en regiones donde no se encuentran en contacto con el agua.

En el caso de la tirosina y el triptéfano, como tienen un grupo polar en su cadena

lateral, podrian presentar cierta interaccion con sustancias polares.
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aminoacidos polares sin carga
neta (Treonina (Thr), Serina (Ser), Asparagina (Asn), Glutamina (Gln)), acido
s (Aspartato (Asp), Glutamato (Glu)) vy basicos (Histidina (His), Lisina (Lys),
Arginina (Arg)): Estan ubicados en la superficie proteica en contacto con el agua,
iones y otras moléculas polares. Se encuentran en la superficie de los orificios en
las proteinas de membrana formando canales i6nicosy de otras moléculas

polares. Posibilitan la solubilidad de la proteina en el medio acuoso.

Cisteina (Cys): Es un aminoacido azufrado que puede oxidarse para formar
puentes disulfuro (-S-S-) con una segunda cisteina ubicada en la misma cadena
polipeptidica o en una cadena diferente. Esto le da a la estructura de la proteina

una mayor estabilidad limitando su deformacion.

Glicina (Gly): Por el pequefio tamafio de su residuo lateral puede ubicarse en
lugares muy estrechos dentro de la proteina, permitiéndole una forma mas
compacta. En ciertas estructuras como las hélices puede ser un factor

desestabilizante debido a que permite una mayor libertad de movimiento.

Prolina (Pro): Por su estructura ciclica, permite cambios bruscos en la direcciéon
de la cadena polipeptidica y limita la posibilidad de movimiento aleatorio de la

cadena. Se encuentra en estructuras como los giros beta y giros gamma.

SECUENCIA DE AMINOACIDOS

Se denomina secuencia de aminoacidos o secuencia peptidica o secuencia
aminoacidica al orden en que los aminoacidos se encadenan dentro de

los péptidos y las proteinas.
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DESCRIPCION

Las proteinas pertenecen al tipo de moléculas denominadas polimeros, es decir,
estan compuestas de una sucesion de fragmentos menores. Mas especificamente,
son polimeros lineales, compuestos de una secuencia no ramificada de
fragmentos que son, en el caso de las proteinas, los aminoacidos. Pese a ser
cadenas lineales, se pliegan sobre si mismas para adquirir una estructura
tridimensional que condiciona su estructura y funcion (estructura secundaria y
terciaria). También depende de la secuencia aminoacidica que tenga, llamandose
a esta secuencia estructura primaria de la proteina. Aunque hasta ahora no se ha
logrado, deberia ser posible predecir la estructura tridimensional de una proteina
conociendo su estructura primaria, salvo en algunos casos especiales. La
secuencia de aminoacidos de una proteina viene determinada por la secuencia de

nucleédtidos del ADN del gen que la codifica.
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ESTRUCTURA SECUNDARIA DE LAS PROTEINAS

Una representacion 3D de la estructura de la proteina de la mioglobina: las hélices
alfa se muestran en color y la bobina aleatoria en blanco; no se muestran hojas
plegada betas. Esta proteina fue la primera que tuvo su estructura resuelta
mediante cristalografia de rayos X, gracias a Max Perutz y Sir John Cowdery
Kendrew en 1958, lo que les supuso recibir el Premio Nobel de Quimica en 1962.

La estructura secundaria de las proteinas es el plegamiento regular local entre
residuos aminoacidicos cercanos de lacadena polipeptidica. Este tipo
de estructura de las proteinas se adopta gracias a la formacion de enlaces de
hidrogeno entre los grupos carbonilo (-CO-) y amino (-NH-) de los carbonos
involucrados en los enlaces peptidicos de aminoacidos cercanos en la cadena.
Estos también se los encuentra en forma de espiral aplanada. Existen diferentes
modelos de estructuras secundarias (motivos), los mas frecuentes son la hélice

alfa 'y la conformacion o beta o lamina plegada.

CLASIFICACION

Caracteristicas fisicas de las tres mayores hélices proteicas:

Las formas secundarias mas comunes son las hélices alfa y las sabanas beta.
Otras hélices, como la 310 y la hélice 11, se ha postulado que poseen patrones de
union de hidrogeno energéticamente favorables, pero rara vez Vvistas
naturalmente, a excepcion de su presencia en los extremos de las hélices alfa.
Otras estructuras extendidas como la hélice de poliprolinay la sabana alfa son
raras en la forma natural proteica pero se cree que son intermediarios importantes

en el doblamiento de las proteinas.
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- Hélice alfa: En esta estructura la cadena polipeptidica se desarrolla en espiral
sobre si misma debido a los giros producidos en torno al carbono alfa de cada
aminoacido. Esta estructura se mantiene gracias a los enlaces de hidrogeno
intracatenarios formados entre el grupo -C=0 del aminoacido "n" y el -NH del

"n+4" (cuatro aminoacidos mas adelante en la cadena).

- Hoja plegada beta: Cuando la cadena principal se estira al maximo que
permiten sus enlaces covalentes se adopta una configuracion espacial
denominada cadena beta. Algunas regiones de proteinas adoptan una estructura
en zigzag y se asocian entre si estableciendo uniones mediante enlaces de
hidrogeno intercatenarios. Todos los enlaces peptidicos participan en estos
enlaces cruzados, confiriendo asi gran estabilidad a la estructura. La forma en
beta es una conformacion simple formada por dos 0 mas cadenas polipeptidicas
paralelas (que corren en el mismo sentido) o antiparalelas (que corren en
direcciones opuestas) y se adosan estrechamente por medio de puentes de
hidrogeno y diversos arreglos entre los radicales libres de los aminoacidos. Esta

conformacion tiene una estructura laminar y plegada, a la manera de un acordedn.

- Hélice de colageno: una variedad particular de la estructura secundaria,

caracteristica del colageno, proteina presente en tendones y tejido conectivo.

- Existen otros tipos de hélices: Hélice 3ip (puentes de hidrégeno entre los

aminoacidos "n" y "n+3") y hélice I (puentes de hidrégeno entre los aminoacidos

"n"y"n+5"), pero son mucho menos usuales.

ALGORITMO DSSP

Existen varios métodos para definir la estructura secundaria de una proteina (por
ejemplo STRIDE, DEFINE), pero el método del diccionario de estructura de
proteinas (DSSP) es el mas utilizado para describir estas estructuras, que utiliza
codigos de una letra.
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Existen ocho tipos de estructuras que el DSSP define:

G = hélice de 3 vueltas (310). Longitud minima de 3 residuos.

H = hélice de 4 (hélice alfa). Long. Minima de 4 residuos.

| = hélice de 5 vueltas (hélice 1r). Long. Minima de 5 residuos.

T = giro de unién de hidrégeno (3-4-5)

E = hebra extendida en conformacién sabana beta paralela y/o anti-paralela. Long.
Minima de 2 residuos.

B =residuo en punto beta aislado.

S = doblado (no posee uniones de hidrogeno).

C =rollo (residuos que no forman parte de aquello mencionados anteriormente).

HELICE ALFA

La hélice alfa es la estructura secundaria mas sencilla que una proteina puede
adoptar en el espacio de acuerdo con la rigidez y libertad de rotacion de los

enlaces entre sus residuos aminoacidicos.

Se caracteriza por la forma espiralada en la que se encuentran dispuestos los
aminoacidos, que parecen ordenarse alrededor de un eje longitudinal imaginario

con los grupos R hacia el exterior de este.

Las hélices alfa fueron descritas por primera vez en el afio 1951 por Pauling y
colaboradores, quienes emplearon los datos disponibles sobre las distancias
interatdmicas, los angulos de enlace y otros parametros estructurales de péptidos
y aminoacidos para predecir las configuraciones mas probables que podrian

asumir las cadenas polipeptidicas.
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La descripcion de la hélice alfa surgio de la busqueda de todas las estructuras
posibles en una cadena peptidica que fuesen estabilizadas por puentes de
hidrogeno, donde los residuos fueran estequiométricamente equivalentes y la
configuracion de cada uno fuese planar, tal y como lo indicaban los datos de

resonancia de los enlaces peptidicos que estaban disponibles para la fecha.
ESTRUCTURA

En general, cada giro de una hélice alfa tiene en promedio 3.6 residuos
aminoacidicos, lo que equivale méas o menos a 5.4 A de longitud. Sin embargo, los
angulos y las longitudes de giro varian de una proteina a otra con estricta

dependencia de la secuencia de aminoacidos de la estructura primaria.

No todos los péptidos pueden formar hélices alfa estables. Ello esta dado por la
capacidad intrinseca de cada aminodacido de la cadena para formar hélices, que se
relaciona directamente con la naturaleza quimica y fisica de sus grupos R

sustituyentes.

Por ejemplo, a determinado pH muchos residuos polares pueden adquirir la misma
carga, por lo que no pueden ubicarse consecutivamente en una hélice ya que la

repulsion entre ellos implicaria una gran distorsiéon en la misma.

En proteinas integrales de membrana abundan hélices alfa con residuos de fuerte
caracter hidrofébico, estrictamente necesarios para la insercion y configuracion de

los segmentos entre las colas apolares de los fosfolipidos constituyentes.
Las proteinas solubles, por el contrario, poseen hélices alfa ricas en residuos

polares, que hacen posible una mejor interaccién con el medio acuoso presente en

el citoplasma o en los espacios intersticiales.
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IMPORTANCIA

Los motivos hélice alfa tienen un amplio rango de funciones biolégicas. Patrones
de interaccion especificos entre las hélices juegan un papel critico en la funcién, el
ensamblaje y la oligomerizacion tanto de proteinas de membrana como de

proteinas solubles.

Estos dominios estan presentes en muchos factores de transcripcion, importantes
desde el punto de vista de la regulaciéon de la expresion genética. También estan
presentes en proteinas con relevancia estructural y en proteinas membranales que

tienen funciones de transporte y/o transmision de sefiales de diversa indole.

A continuacién, algunos ejemplos clasicos de proteinas con hélices alfa:

- Miosina: La miosina es una ATPasa activada por actina que se encarga de la
contraccién muscular y de gran variedad de formas de movilidad celular. Tanto las
miosinas musculares como las no musculares consisten en dos regiones o

“cabezas” globulares unidas entre si por una larga “cola” alfa helicoidal.

- Coladgeno: Un tercio del contenido proteico total del cuerpo humano esta
representado por el colageno. Es la proteina mas abundante del espacio
extracelular y tiene como caracteristica distintiva un motivo estructural compuesto
por tres hebras paralelas con una configuracion helicoidal levégira, que se juntan

para formar una hélice triple de sentido dextrogiro.

- Queratina: Las queratinas son un grupo de proteinas formadoras de filamentos
gue son producidas por algunas células epiteliales en los vertebrados. Son el
principal componente de las ufias, el cabello, las garras, el caparazéon de las
tortugas, los cuernos y las plumas. Parte de su estructura fibrilar est4 formada por

segmentos de hélice alfa.
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- Hemoglobina: El oxigeno en la sangre es transportado por la hemoglobina. La
porcién globina de esta proteina tetramérica consiste en dos hélices alfa idénticas

de 141 residuos cada una, y de dos cadenas beta de 146 residuos cada una.

- Proteinas tipo “dedos de zinc”: Los organismos eucariotas poseen una gran
riqueza de proteinas tipo dedos de zinc, que funcionan para diferentes propésitos:
reconocimiento de ADN, empaquetado de ARN, activacion transcripcional,
regulacion de la apoptosis, plegamiento de proteinas, etc. Muchas proteinas
dedos de zinc poseen hélices alfa como componente principal de su estructura y

gue son esenciales para su funcion.
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ESTRUCTURA TERCIARIA DE LAS PROTEINAS

La estructura terciaria de las proteinas se forma sobre la disposicion de la
estructura secundaria de un polipéptido al plegarse sobre si misma originando una
conformacioén globular. La cual se mantiene estable debido a la existencia de
enlaces entre los radicales R de los aminoacidos, aparecen los puentes disulfuro
entre los radicales de aminoacidos que tienen azufre (cisteina); también las

fuerzas hidrofobas son fundamentales en esta estructura.

Las dos posibles estructuras terciarias son la estructura globular y la estructura

fibrilar:

- La estructura globular tiene forma de "ovillo", es soluble, y es tipica de las

hormonas o los enzimas.

- La estructura fibrosa se caracteriza por dar a la proteina forma de filamento y ser
insoluble; ejemplos de proteinas con esta estructura son la alfao labeta-

gueratina y el colageno.

FUERZAS QUE ESTABILIZADAS

La estructura terciaria de las proteinas esta afianzada por cuatro clases de
interacciones: enlaces puentes disulfuro entre Cys, puentes de hidrégeno entre
cadenas laterales, interacciones ionicas, interacciones de van der Waals, y el
efecto hidréfobo (exclusion de las moléculas de agua evitando su contacto con los
residuos hidréfobos, que quedan empaquetados en el interior de la estructura)y,
recientemente se ha descubierto, como consecuencia de las investigaciones en
materia de anatomia molecular, una estrecha relacion entre las interacciones entre
las regiones hidrofébicas de las cadenas alifaticas radicales de las proteinas. Las
interacciones entre las cadenas laterales de los residuos de la proteina dirigen al

polipéptido para constituir una estructura compacta.
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INTERACCIONES POR PUENTE DE HIDROGENO

Lafuerza por puente de hidrogeno o enlace de hidrogenoes la fuerza
eminentemente electrostatica atractiva entre un atomo electronegativo y un atomo
de hidrégeno unido covalentemente a otro atomo electronegativo. Resulta de la
formacion de una fuerza carga-dipolo con un aomo de hidrégeno unido a un
atomo de nitrogeno, oxigeno o flior (de ahi el nombre de "enlace de hidrégeno"),
gue no debe confundirse con un enlace covalente a atomos de hidrégeno. La
energia de un enlace de hidrogeno (tipicamente de 5 a 30 kJ/mol) es
significativamente menor a la de los enlaces covalentes débiles (155 kJ/mol), y un
enlace covalente tipico es solo 20 veces mas fuerte que un enlace de hidrégeno
intermolecular. Estos enlaces pueden ocurrir entre moléculas (intermolecularidad),

o entre diferentes partes de una misma molécula (intramolecularidad).

El enlace de hidrégeno es una fuerza electrostatica dipolo-dipolo fija muy fuerte
cuando estan muchas moléculas unidas, ya que da gran estabilidad, pero mas
débil que el enlace covalente o el enlace iénico. La fuerza del enlace de hidrégeno
se ubica en algun lugar intermedio entre un enlace covalente y una fuerza de Van
der Waals (fuerza de dispersion). Este tipo de enlace ocurre tanto en moléculas

inorganicas tales como el agua, y en moléculas organicas como el ADN.

El enlace de hidrogeno intermolecular es responsable del punto de ebullicién alto
del agua (100°C). Esto es debido al fuerte enlace de hidrégeno, en contraste a los
otros hidruros de calcégenos. ElI enlace de hidrogeno intramolecular es
responsable parcialmente de la estructura secundaria estructura

terciaria y estructura cuaternaria de las proteinas y acidos nucleicos.

En un enlace de hidrogeno tenemos que distinguir entre el atomo DADOR del
hidrogeno (aquel al que esta unido covalentemente el hidrogeno) y el ACEPTOR,

gue es al atomo de O N al cual se va a enlazar el hidrégeno.
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DADOR

Un enlace O-H esta muy polarizado por la elevada electronegatividad del oxigeno
y por el hecho de que el Gnico protén del nucleo del hidrégeno atrae débilmente a
los electrones del enlace. Asi, se estima que la carga positiva sobre el hidrégeno
es de 0,4 unidades. En el caso de que el &tomo electronegativo sea nitrégeno la
situacion es similar, aunque dada la menor electronegatividad del nitrogeno la
polarizacion del enlace va a ser algo menor. Los grupos O-H y el N-H van a actuar
como donadores de hidrégeno en el enlace de hidrégeno. A pesar de la similitud
guimica el grupo S-H es un mal donador, debido a la baja electronegatividad del

azufre.
ACEPTOR

El aceptor del hidrogeno va a ser un atomo electronegativo (otra vez oxigeno o
nitrégeno) pero con una peculiaridad: el hidrogeno se va a unir a un orbital
ocupado por dos electrones solitarios. Estos orbitales tienen una densidad de
carga negativa alta, y por consiguiente se pueden unir a la carga positiva del

hidrégeno.

En el caso del oxigeno, con un total de 8 electrones, se presentan DOS pares de

electrones solitarios, tanto en el caso de la hibridacién sp® como de la sp?:

Ademas de todo lo expuesto, merece la pena conocer a fondo otra serie de datos

importantes acerca de los llamados puentes de hidrégeno:
-En la sustancia en la que resultan mas efectivos es en el agua.

-Diversos son los trabajos e investigaciones que, a lo largo de los afios, se han

realizado sobre los puentes de ese tipo.
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No obstante, una de las mas significativas es la que establece que la distancia
entre los atomos de oxigeno que toman parte en aquellos es de 0,28 nm, es decir,

0,28 nanémetros.

-Se puede decir que vienen a ser un caso singular en cuanto a la interaccion de

clase dipolo — dipolo.

-De entre todo el conjunto de fuerzas intermoleculares que existen, se considera
gue los puentes que estamos abordando son, sin lugar a dudas, los que tienen

mayor entidad. Y es que su fuerza puede alcanzar hasta los 155 KJ por mol.

-Los atomos que, por regla general, son los que participan en el desarrollo y

creacion de puentes de hidrégeno son el fluor, el nitrégeno o el cloro.

-Es importante conocer que cualquier puente de hidrogeno se puede subdividir en
lo que se ha dado en llamar puente de hidrégeno simétrico. Este es un término
con el que se hace referencia a un enlace que es mucho mas fuerte, que se puede
dar en el hielo que esta sometido a altas presiones y que se caracteriza porque el
atomo de hidréogeno estd a una distancia equidistante del atomo al que se

encuentra unido de manera covalente.
PROPIEDADES

El enlace de hidrogeno presenta un cierto caracter covalente. O, lo que es lo

mismo, podemos considerar que el enlace resuena entre estas dos posibles

estructuras:
S— B+ 5— -

T - — n
O—H----- 0. —™— To---- H— O
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En condiciones oOptimas esto supone un 10% de caréacter covalente. Una
consecuencia importante de esta resonancia es que se pueden intercambiar los
hidrogenos de una molécula con los hidrégenos del agua disolvente. Este
fendmeno se aprecia facilmente si la molécula se disuelve en agua pesada D,0; si

los hidrogenos son accesibles al disolvente, se intercambian por deuterio:

L=
=N oO—D
H4 D A
[ - =8 g ~ R
Reo—o- o — P H— =N — o D—Q — o—D
= =3 = o

La distancia interatdbmica entre el hidréogeno y el aceptor es menor que la suma de
sus radios de Van der Waals, (0,27 nm, aprox. para un par Oxigeno-Hidrégeno),
aungue estdn mas separados que si estuvieran unidos por un enlace covalente

puro:

0,95 1,5-2,0

SO-H-+40

La energia del enlace de hidrogeno depende del dngulo de enlace; es maxima
cuando los tres atomos (dador-hidrégeno-aceptor) estan alineados y disminuye
cuando se disponen en angulo. Es un enlace muy direccional aunque pequefas
variaciones de hasta 20° no tienen demasiada importancia. Por dltimo, la energia
de un enlace de hidrégeno depende de los aceptores y dadores. De mayor a

menor energia de enlace tenemos las siguientes posibilidades:
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En condiciones Optimas la energia de un enlace de hidrégeno puede alcanzar
unos 23 kJ/mol (unas 15 veces mas que la energia de las fuerzas de dispersién de

London).

La fuerza relativamente alta de estos enlaces y su direccionalidad hacen que sean
muy importantes en la estructura de las macromoléculas. Un ejemplo bien
conocido es el emparejamiento de bases en el ADN. Por ejemplo, en este par GC
perteneciente a un dodecamero cuya estructura en disolucion ha sido determinada

por RMN, lo que permite visualizar los atomos de hidrégeno:

INTERACCIONES IONICAS

Se llevan a cabo entre iones, por consiguiente con carga eléctrica neta. Pueden
participar tanto grupos funcionales cargados (carboxilo, amino) como iones
inorganicos, y pueden ser tanto de atraccion, si los iones tienen cargas opuestas
como de repulsion, si presentan igual carga. Ambos tipos de interaccion son
importantes en las biomoléculas, y por ello se tratan aqui como interacciones
ibnicas, y no como enlaces i6nicos exclusivamente. Los enlaces iénicos se
denominan a veces "puentes salinos", aunque esta es una denominacién

anticuada y poco precisa.

La constante dieléctrica e depende el medio, y es un pardmetro que indica el
grado de apantallamiento que sufre el campo eléctrico en el medio en el cual se

encuentran las cargas.
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En el vacio vale 1, en hidrocarburos aproximadamente 2, mientras que en el agua,
y debido a su elevado momento dipolar, la carga se apantalla rapidamente; la
constante dieléctrica tiene en este caso un valor de 78,5: por consiguiente las
interacciones electrostaticas son mucho menos intensas en medio acuoso que en
un medio apolar. Por otra parte, la presencia de iones en disolucion, lo que es lo
habitual en el medio celular, contribuye a que el apantallamiento del campo

eléctrico sea muy eficiente.

De hecho, se puede asumir que, en sistemas bioldgicos acuosos, las interacciones
ibnicas dejan de tener importancia a distancias superiores a 1 nm, mas o menos.
Distinta puede ser la situacion en medios hidrofébicos libres de cargas, como el
interior hidrofébico de las membranas o el interior de las proteinas, en las que el
efecto de las cargas eléctricas puede alcanzar distancias superiores resultando en
interacciones electrostaticas significativas entre cargas alejadas del orden de

varios nm.

Por otro lado, el efecto de apantallamiento debido al agua depende del nimero de
moléculas de agua que se interpongan entre las cargas a considerar, por lo que
dos grupos cargados situados muy proximos en la superficie de una proteina
podrian interaccionar fuertemente a pesar de encontrase tedricamente en medio

liquido si entre ellos no se encuentran moléculas del disolvente.
CARACTERISTICAS
- No direccionalidad: Los grupos cargados van a interaccionar con la misma

fuerza, independientemente de su orientacion relativa.

- Dependencia de la distancia:La energia de la interaccién

disminuye linealmente al separar las cargas, haya o no apantallamiento.
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- Dependencia del pH (no siempre): Los grupos ionicos de las biomoléculas son

generalmente &cidos o bases débiles, cuyo grado de ionizacion depende del pH.

FUERZAS DE VAN DER WAALS

En fisicoquimica, las fuerzas de Van der Waals o interacciones de Van der
W aals son las fuerzas atractivas o repulsivas entre moléculas distintas a aquellas
debidas a un enlace intermolecular (enlace i6nico, enlace metdlicoy enlace
covalente de tipo reticular) o a la interaccion electrostatica de iones con moléculas

neutras.

TIPOS

- Dipolo - Dipolo: enlace formado por dos moléculas polares cercanas entre las
gue se produce una atraccién entre sus dipolos positivos (6+) y negativos (&-).

Ejemplos: enlaces dipolo-dipolo de las moléculas del agua.

- Dipolo - Dipolo Inducido: enlace formado por una molécula polar y otra no
polar sobre la que se induce un dipolo transitorio. Ejemplo: enlace dipolo-dipolo

inducido de las moléculas del agua con las de oxigeno (O5).

- Dipolos Transitorios o Fuerzas de London: enlace formado entre dos moléculas no

polares en las que se producen dipolos transitorios. Son fuerzas muy débiles. Se

producen en todas las moléculas, con mas intensidad cuanto mayor sea el nimero de

electrones.

- 16n - Dipolo: se producen entre iones y moléculas polares. Explica la disolucion de

las sales en el agua.
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INTRODUCCION

Las fuerzas de Van der Waals son relativamente débiles comparadas con los
enlaces quimicos normales, pero desempefian un papel fundamental en campos
tan diversos como quimica supramolecular, biologia estructural, ciencia de
polimeros, nanotecnologia, ciencia de superficies y fisica de la materia
condensada. Las fuerzas de Van der Waals definen el caracter quimico de
muchos compuestos organicos. También definen la solubilidad de los alcoholes
inferiores. Las propiedades del grupo polar hidroxilo dominan a las débiles fuerzas
intermoleculares de Van der Waals. En los alcoholes superiores, las propiedades
del radical alquilico apolar (R) dominan y definen la solubilidad. Las fuerzas de

Van der Waals crecen con la longitud de la parte no polar de la sustancia.

Las fuerzas de Van der Waals incluyen atracciones entre atomos, moléculas y
superficies. Difieren del enlace covalentey del enlace i6nico en que estan
causados por correlaciones en las polarizaciones fluctuantes de particulas
cercanas (una consecuencia de ladinamica cuantica). Las fuerzas
intermoleculares tienen cuatro contribuciones importantes. En general, un
potencial intermolecular tiene un componente repulsivo que evita el colapso de las
moléculas, debido a que al acercarse las entidades unas a otras las repulsiones

dominan.

También tiene un componente atractivo que, a su vez, consta de tres

contribuciones distintas:

- La primera fuente de atraccion es la interaccidn electrostatica, también
denominada interaccion de Keesom o fuerza de Keesom en honor a Willem

Hendrik Keesom.

- La segunda fuente de atraccion es la induccion (también
denominada polarizacion electroquimica), que es la interaccion entre un multipolo

permanente en una molécula, con un multipolo inducido en otra.
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Esta interaccion se mide algunas veces en debyes, en honor a Peter Debye.

- La tercera atraccion suele ser denominada en honor a Fritz London que la
llamaba dispersion. Es la Unica atraccion experimentada por moléculas no polares,

pero opera entre cualquier par de moléculas, sin importar su simetria.

CLASES DE ENLACE DE VAN DER WAALS

- Orientacidn: interaccién dipolo permanente-dipolo permanente.
- Induccidn: interaccioén dipolo permanente-dipolo inducido.
- Dispersién (Fuerzas de London): dipolo instantaneo-dipolo instantaneo.

CARACTERISTICAS

Este tipo de fuerzas resultan por lo general débiles en comparacion con
los enlaces quimicos ordinarios, lo cual no les impide resultar fundamentales para
diversos campos de lafisica, labiologiay la ingenieria. Gracias a ellas
muchos compuestos quimicos pueden ser definidos, como la solubilidad de

los alcoholes inferiores, por ejemplo.

Las fuerzas de Van der Waals crecen con la longitud del extremo no polar de
una sustancia, puesto que estan causadas por correlaciones entre las
polarizaciones fluctuantes entre atomos, moléculas o superficies cercanas,

consecuencia de la dinamica cuantica.

Presentan anisotropia, es decir, sus propiedades varian dependiendo de la
orientacion de las moléculas: de ello a menudo depende que sean de atraccion o

de repulsion.

Estas fuerzas son las mas débiles que se dan entre moléculas en la naturaleza,

requiriendo asi apenas 0,1 a 35 kJ/mol de energia para vencerlas.
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Sin embargo, son cruciales para la formacion de proteinas, ya que es una forma

de enlace molecular econémica y sencilla.

IMPORTANCIA
Las Fuerzas de Van der Waals son responsables de fendmenos muy importantes:

- Aumento de los puntos de fusién y ebullicion de un compuesto.
- Viscosidad.

- Tension superficial.
- Difusion.
- Adhesion.

INTERACCIONES HIDROFOBICAS

Las interacciones hidrofobicas (HI) son las fuerzas que mantengan la cohesion
entre compuestos apolares inmersos en una solucion o solvente polar. A
diferencia de otras interacciones de caracter no-covalente, como los puentes de
hidrégeno, las interacciones i6nicas o las fuerzas de van der Waals, las
interacciones hidrofébicas no dependen de las propiedades intrinsecas de los

solutos, sino mas bien de los solventes.

EJEMPLOS

Membranas

Un excelente ejemplo de HI es la formacion de membranas celulares. Tales
estructuras estan compuestas por una bicapa de fosfolipidos. Su organizacion se
da gracias a las HI que ocurren entre las colas apolares en “repulsion” al medio

acuoso circundante.
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Proteinas

Las HI tienen una gran influencia sobre el plegamiento de las proteinas globulares,
cuya forma biolégicamente activa se obtiene tras el establecimiento de una
configuracion espacial particular, gobernada por la presencia de determinados

residuos aminoacidicos en la estructura.

- El caso de la apomioglobina: La apomioglobina (mioglobina carente del grupo
hemo) es una pequefia proteina alfa-helicoidal que ha servido como modelo para
estudiar el proceso de plegamiento y la importancia de las HI entre los residuos

apolares en la cadena polipeptidica de la misma.

En un estudio realizado por Dyson y colaboradores en 2006 donde se emplearon
secuencias mutadas de la apomioglobina, se demostré que la iniciacion de los
eventos de plegamiento de esta depende primordialmente de las HI entre los

aminoacidos con grupos apolares de las alfa-hélices.
Asi, pequefios cambios introducidos en la secuencia aminoacidica significan
importantes modificaciones en la estructura terciaria, lo que da lugar a proteinas

mal formadas e inactivas.

Detergentes

Otro ejemplo claro de las HI es el modo de accién de los detergentes comerciales

gue empleamos con fines domésticos cada dia.

Los detergentes son moléculas anfipaticas (con una region polar y otra apolar).
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Pueden “emulsificar” grasas puesto que tienen la capacidad de formar enlaces de
hidrogeno con las moléculas de agua y tener interacciones hidrofébicas con los

lipidos presentes en las grasas.

Al entrar en contacto con grasas en una solucién acuosa, las moléculas de
detergente se asocian entre si de tal manera que las colas apolares se enfrentan,
encerrando las moléculas lipidicas, y se exponen hacia la superficie de la micela

las regiones polares, que entran en contacto con el agua.

PUENTES DISULFURO

En quimica y biologia un disulfuro o se refiere al grupo funcional con la estructura
general R-S-S-R'. El enlace también es llamado enlace SS o puente disulfuroy
generalmente se deriva del enlazamiento de dos grupos tiol. En términos formales,
el enlace es un persulfuro, en analogia a su similar, perdxido (R-O-O-R"), pero esta
terminologia es raramente utilizada, a excepcién cuando se hace referencia a
hidrosulfuros (compuestos R-S-S-H o H-S-S-H).

En quimica inorganica, disulfuro generalmente se refiere
al anién correspondiente S2-2 ("S-S7), por ejemplo en el dicloruro de disulfuro.?
En las proteinas, la formacién de puentes disulfuros entre cisteinas es muy
importante para el plegamiento e integridad de la estructura terciaria y para la

regulacion de diversos procesos metabalicos.

DISULFURO ORGANICO

Propiedades

Los enlaces disulfuro son fuertes, con una energia de disociacion de enlace tipica
de 60 kcal/mol (251 kJ mol™).
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Sin embargo, siendo cerca del 40% mas deébil que C-C y C-H, el enlace disulfuro
es frecuentemente el "enlace débil" en muchas moléculas. Ademas, se refleja su
polarizabilidad del azufre divalente, el enlace S-S es susceptible a la escision

por reactivos polares, ya sean electrofilos o nucledfilos.
RS-SR + Nu” —» RS-Nu + RS™

El enlace disulfuro es alrededor de 2.05 A de longitud. Alrededor de 0.5 A mas
largo que el enlace C-C. Los disulfuros muestran una preferencia de angulos
diedros que se aproximan a 90°. Cuando el angulo se aproxima a 0° o 180°,

entonces el disulfuro es significativamente un mejor oxidante.

Los disulfuros que tienen dos grupos R iguales son llamados simétricos, algunos
ejemplos son el difenil disulfuro y el dimetil disulfuro. Cuando los dos grupos R no

son idénticos, el compuesto es clasificado como asimétrico o disulfuro mixto.

Aunque la hidrogenacion de disulfuros usualmente no es préctica, la constante de
equilibrio para la reaccion indica una medida de la potencial oxidacion-reduccion

estandar para los disulfuros:
RSSR + H, — 2 RSH

Este valor es alrededor de -250 mv NHE (pH = 7). En comparacion, el potencial

oxidacion-reduccion estandar para las ferroxidinas es de alrededor -430 mv.
SINTESIS

Los enlaces disulfuro son formados generalmente por la oxidacion de grupos
sulfidrilo (-SH), especialmente en contextos biolégicos. La transformacion es la

siguiente:
2RSH = RS-SR+2H"+2¢e”

Una variedad de oxidantes promueven esta reaccién, incluyendo el aire y
el peroxido de hidrégeno. Se piensa que tales reacciones proceden por

intermediarios de acido sulfénico.
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El yodo en presencia de una base, es comunmente utilizado para oxidar tioles a
disulfuros dentro de un laboratorio. Varios metales, como complejos de cobre
(IN y hierro (lll) intervienen esta reaccion. Alternativamente, enlaces disulfuro

en proteinas se forman por el intercambio de tiol-disulfuro:
RS-SR + R'SH &= R'S-SR + RSH

Tales reacciones con mediadas por enzimas en algunos casos y en otros casos
bajo condiciones de control de equilibrio, especialmente en la presencia de alguna

concentracion catalitica de alguna base.

La alquilacion de metales alcalinos y polisulfuros dan como resultado disulfuros.
Los polimeros "Thiokol" se dan cuando el polisulfuro de sodio es tratado con
dihalogenuros de alquilo. En otra reaccion similar, reactivos carbonionicos
reaccionan con azufre elemental para resultar en mezclas de tioéter, disulfuros y
polisulfuros. Estas reacciones son generalmente inselectivas, pero pueden ser

optimizadas para aplicaciones especificas.

Muchos métodos especializados han sido desarrollados para formar disulfuros,
usualmente para aplicaciones en sintesis organicas. Reactivos que otorgan el

equivalente de "RS™ reaccionan con tioles que dan disulfuros asimétricos.

RSH + R'SNR"; —» RS-SR’ + HNR",, where R";N = Ftalimida
REACCIONES

El aspecto mas importante de los enlaces disulfuro es su escisién, la cual ocurre
por la via de reduccién. Una variedad de reductores pueden ser utilizados. En
bioguimica, tioles como el mercaptoetanol (b-ME) o el ditiotreitol (DTT) funcionan
como agentes reductores; los reactivos tiol son utilizados en exceso para llevar el

equilibrio a la derecha:

RS-SR + 2 HOCH,CH,SH = HOCH,CH>S-SCH,CH,0H + 2 RSH
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El reductor Tris (2-carboxietil) fosfina (TCEP) es util, ademéas de por ser inodoro
comparado con b-ME y DTT, porque es selectivo en condiciones alcalinas y acidas
(contrario al DTT), es mas hidrofilica y mas resistente a la oxidacion mediada por
el aire. Ademas, generalmente no es necesario inselectivas TCEP antes de la

modificacion de tioles de proteina.

En sintesis organica, compuestos hidruro son empleados tipicamente para la
escision de disulfuros, tales como borohidruro de sodio. Metales alcalinos mas

agresivos tendran efecto en esta reaccion:

RS-SR + 2 Na —» 2 NaSR

Estas reacciones son frecuentemente seguidas por una protonacion del tiolato.
NaSR + HClI — HSR + NaCl

El intercambio tiol-disulfuro es una reaccién quimica en que el grupo tiolato —
S ataca el atomo de azufre de un enlace disulfuro —S—-S—. El enlace disulfuro
original se rompe, y el otro a&omo de azufre (d&tomo verde en la Figura 1) es
liberado como un nuevo tiolato que se lleva la carga negativa. Mientras tanto, el
nuevo enlace disulfuro se forma entre el tiolato atacante (4tomo rojo en la Figura

1) y el &tomo de azufre original (&tomo azul en la figura 1).
OCURRENCIA EN PROTEINAS

Los enlaces disulfuro tienen un rol importante en el plegamiento y estabilidad de
algunas proteinas, usualmente proteinas secretadas al medio extracelular. Ya que
la mayoria de los comportamientos celulares son ambientes reductores, en
general, los enlaces disulfuro son inestables en el citosol, con algunas
excepciones como se denota mas abajo, a no ser que haya sulfidril oxidasa

presente.

El enlace disulfuro estabiliza la forma plegada de una proteina de varias maneras:
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- Mantiene dos porciones de la proteina juntas, que le da a la proteina su topologia
plegada. Lo que conlleva a que el enlace disulfuro desestabiliza la forma

desplegada de la proteina al bajar su nivel de entropia.

- En enlace disulfuro puede formar un nucleo hidrofébico en una proteina plegada,
por ejemplo, residuos hidrofébicos locales se pueden condensar alrededor de un
enlace disulfuro y también uno sobre otro en consecuencia de las interacciones

hidrofébicas.

- En relacién con 1 y 2, el enlace disulfuro une dos segmentos de la cadena
proteica; el enlace aumenta la concentracion local de residuos proteicos y
disminuye la concentracion local de moléculas de agua. Ya que las moléculas de
agua atacan los enlaces de hidrogeno amida-amida y rompen la estructura
secundaria, un enlace disulfuro estabiliza la estructura secundaria en su vecindad.
Por ejemplo, investigadores han identificado varios pares de péptidos que estan
inestructurados cuando se encuentran aislados, pero adoptan una estructura

secundaria o terciaria cuando se forma un enlace disulfuro entre ellos.

EN BACTERIAS Y ARCHEA

Los enlaces disulfuro tienen un rol importante en la proteccién de bacterias, ya que
actian como un interruptor de encendido y apagado para las proteinas cuando las
células estan expuestas a reacciones de oxidacion. El peréxido de hidrogeno
(H202) puede dafiar severamente en ADN y matarla a bajas concentraciones de
no ser por la actividad protectora de los enlaces SS. Las Archeas tipicamente

tienen menos enlaces disulfuro que los organismos superiores.
EN EUCARIOTAS

En células eucariotas, en general, enlaces disulfuro estables se forman en el
lumen del reticulo endoplasmico rugosoy en el espacio intermembranal de

la mitocondria, pero no en el citosol.
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Esto se debe a que en los organelos antes mencionados se tiene un ambiente que
favorece la oxidacién y al ambiente reductor con el que cuenta el citosol
(ver glutation). Por lo tanto, los enlaces disulfuro son mayormente encontrados en
proteinas secretadas, proteinas lisosomales, y en los dominds exoplasmicos de

proteinas de membrana.

Existen notables excepciones a esta regla. Por ejemplo, muchas proteinas
nucleares y citosdlicas pueden ser reticuladas por medio de disulfuros durante
la muerte celular necrética. Similarmente, un nuimero de proteinas citosélicas
puede contener residuos de cisteina en proximidad de una a otra que fungen
como sensores de oxidacion o catalizadores de oOxido-reduccion; cuando el
potencial reductivo de las células falla, se oxidan y desencadenan mecanismos
celulares de respuesta. Los virus Vaccinia también producen proteinas citosélicas
y péptidos que tienen muchos enlaces disulfuros; aunque se desconoce por queé,
se presume que tienen efectos protectores contra la maquinaria intracelular

de protedlisis.

Los enlaces disulfuro también se forman entre portaminas en la cromatina del

esperma de muchas especies mamiferas.

DISULFUROS EN PROTEINAS REGULADORAS

Como los enlaces disulfuro pueden ser reversiblemente reducidos o reéxidados, el
estado redox de estos enlaces ha evolucionado como un elemento
de sefalizacion. En cloroplastos, por ejemplo, la reduccion enzimatica de enlaces
disulfuro se ha asociado al control de numerosas rutas metabdlicas y de expresion
de genes. La actividad de sefializacion ha sido demostrada, hasta ahora, que se
lleva a cabo por el sistema ferredoxina-tiorredoxina, que canaliza electrones de las
reacciones de luz del fotosistema | para, cataliticamente, reducir disulfuros en las

proteinas reguladas de manera dependiente de la luz.
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De esta manera, los cloroplastos ajustan la actividad de procesos clave como
el ciclo de Calvin-Benson, degradacion de almidon, produccion

de ATP y expresion génica de acuerdo a la intensidad de la luz.
EN PELO Y PLUMAS

Mas del 90% delpeso secodelpelose compone de proteinas
llamadas queratinas que tienen un alto contenido de disulfuros provenientes de la
cisteina. La durabilidad que se da en parte por los enlaces disulfuro, es ilustrada
por la recuperacion de cabello virtualmente intacto en tumbas egipcias.
Las plumas tienen queratinas similares y son extremadamente resistentes
a enzimas digestivas. Diferentes partes del pelo y de las plumas tienen diferentes
concentraciones de cisteina, que tiene en consecuencia su suavidad o dureza. La
manipulacién de enlaces disulfuro en el cabello es la base para los enchinados
permanentes en la industria cosmética. Reactivos que afectan la creacion o
rompimiento de enlaces S—S son necesarios, por ejemplo, tioglicolato de amonio.
El alto contenido de disulfuro en las plumas determina que exista una alta
concentracion de azufre en huevos provenientes de aves. El alto contenido de
azufre en el pelo y las plumas contribuye al olor desagradable que resulta de su

combustion.

DISULFUROS INORGANICOS

El anién disulfuro es S2-2, 0 "S-S". Usualmente se le asigna el namero de
oxidacion -2 al azufre, descrito como S?” y llamado sulfuro. Tiene la configuracién
electrénica del gas noble (argdén). En disulfuros, el azufre es solamente reducido a
un estado con numero de oxidacion —-1. Entonces su configuracion se asemeja a
aguella de un atomo de cloro. Entonces tiene a formar enlaces covalentes con otro
centro S para formar grupos S2-
2. El oxigeno se comporta de manera similar, por ejemplo en peroxidos como
H20..
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Ejemplos:
- Disulfuro de hierro (FeS5)

- Dicloruro de disulfuro (S2Cl,)

AMBIGUEDADES

El término disulfuro también hace referencia a compuestos que contienen dos
atomos de azufre en su férmula molecular. Esto sucede debido a que se hace uso

de la nomenclatura sistemaética.

Por ejemplo, el disulfuro de carbono (CS;), es una molécula con un centro
de carbono y dos atomos de azufre ligados al atomo central por enlace doble:
S=C=S. Por lo tanto, esta molécula no tiene la misma estructura quimica que la de
los compuestos mencionados anteriormente ya que no es una union de dos
atomos de azufre adyacentes. Otro ejemplo es el disulfuro de molibdeno (MoS;) el

cual; como se puede observar en la figura, es un compuesto cristalino.
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ESTRUCTURA CUATERNARIA DE LAS PROTEINAS

La estructura cuaternaria de las proteinas se forma mediante la unién de enlaces
débiles de varias cadenas polipeptidicas con estructura terciaria para formar un
complejo proteico. Cada una de estas cadenas polipeptidicas recibe el nombre
de protdémero.

En cuanto a los niveles de la estructura de las proteinas, puede tener de forma
méas amplia que lo normal. Comprende la gama de proteinas oligoméricas, es
decir aquellas proteinas que constan con mas de una cadena polipeptidica, en la
cual ademas puede existir un comportamiento de alosterismo segun el método
concertado de Jacques Monod.

El alosterismo trata de regulacién enzimatica de las propiedades de una proteina
multimérica. En cuanto a la estructura cuaternaria, el alosterismo puede ser
captado como consecuencia del movimiento relativo de un mondémero en las
propiedades multiméricas. La Hemoglobina proporciona un ejemplo bien
estudiado, pero no es el unico.

Cuando una proteina consta de mas de una cadena polipeptidica, es decir,
cuando se trata de una proteina oligoméricas, decimos que tiene estructura
cuaternaria.

La estructura cuaternaria debe considerar:

- El nimero y la naturaleza de las distintas subunidades o mondmeros que
integran el oligébmero.

- la forma en que se asocian en el espacio para dar lugar al oligébmero. La figura
de la derecha corresponde a la hemoglobina.

En proteinas con estructura terciaria de tipo fibroso, la estructura cuaternaria
resulta de la asociacidon de varias hebras para formar una fibra o soga.
Lamiosina o latropomiosina constan de dos hebras con estructura de
hélice a enrolladas en una fibra levogira. La a-queratina del cabello y el fibrinégeno
de la sangre presentan tres hebras en cada fibra levogira. El colageno consta de
tres hebras helicoidales levogiras que forman una fibra dextrégira. La fibroina de la
seda presenta varias hebras con estructura de hoja b orientadas de forma
antiparalela.

Cuando varias proteinas con estructura terciaria de tipo globular se asocian
para formar una estructura de tipo cuaternario, los monémeros pueden ser:

- Exactamente iguales, como en el caso de lafosfoglucoisomerasao de
la hexoquinasa.
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- Muy parecidos, como en el caso de la lactato deshidrogenasa.

-Con estructura distinta pero con una misma funcion, como en el caso de
la hemoglobina.

-Estructural y funcionalmente distintos, que una vez asociados forman una unidad
funcional, como en el caso de la aspartato transcarbamilasa, un enzima alostérico
con seis subunidades con actividad catalitica y seis con actividad reguladora.

CLASIFICACION

La estructura cuaternaria puede clasificarse en funcion del nuamero de
subunidades, si son 0 no distintas entre si, y el arreglo tridimensional que tienen
entre ellas.

Asi, tendremos las siguientes reglas:

- Una proteina cuya forma nativa esté compuesta por un sélo polopéptido se dice
gue es un monémero y que carece de estructura cuaternaria.

- Una proteina cuya forma nativa esté compuesta por dos polopéptidos sera
un DIMERO, si son tres serd un TRIMERO vy, en general, un oligbmero.

- Las proteinas compuestas por la asociacion de dos o mas copias de una misma
cadena polipept&icautedica se designan como homooligémeros.

- las proteinas compuestas por la asociacion de dos 0 mas cadenas
polipept&icautedica distintas se designan como heterooligobmeros. Basta con que
dos subunidades posean secuencias de aminoacidos diferentes para considerar
las proteinas como heterooligdbmero, aunque se trate de un heteropentamero con
4 copias de la cadena "A" y una copia de la cadena "B".
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PROTEINAS ESTRUCTURALES

Las proteinas estructurales son el tipo mas abundante de entre todos los tipos de
proteinas de nuestro organismo si tenemos en cuenta el porcentaje de proteinas

gue representan respecto al total.

Las proteinas estructurales son proteinas fibrosas. Entre estas proteinas fibrosas,

la queratina es probablemente la proteina estructural mas conocida.

Esta proteina constituye la cubierta protectora de todos los vertebrados terrestres,
formando el pelo, piel y las ufias en los seres humanos y también el cuero, lana,

garras, pezufas, cuernos, escamas, picos y plumas de muchos animales.

Aunque menos visibles, la proteina actina y la proteina miosina son dos proteinas
estructurales que forman el tejido muscular. Otro grupo de proteinas fibrosas
estructurales son las sedas y las fibras que generan de insectos. El colageno es
otra proteina estructural, la cual forma los tendones y nervios, que forman los
ligamentos del cuerpo y proporciona una sujecion adicional a la piel si es

necesario.

Funciones estructurales especificas:
- Constituir el tejido conjuntivo fibroso (colageno).
- Conformar la queratina de la epidermis.

- Modelar el tejido conjuntivo elastico (elastina).

Ademas de componer y organizar tejidos, nervios y estructuras como es el caso
de las ufias y el pelo, normalizan y regulan funciones vinculadas a los factores de
crecimiento. Asimismo, el colageno se agrupa en fibras cuya funcién estructural es
recubrir y proteger 6rganos. También establece conexiones entre la matriz
extracelular y el colageno fibrilar oficiando de nexo para la unidn entre estas

moléculas
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CLASIFICACION

Se pueden aplicar distintos criterios para clasificar a las proteinas y no existe un

sistema universal de clasificacion. Se ofrecen los que se citan con mas frecuencia.

SEGUN SU FORMA

- Fibrosas: presentan cadenas polipeptidicas largas y una estructura secundaria
en la cual predomina un tipo de estructura secundaria: hélice alfa u hoja beta.
Tienen secuencias repetitivas de residuos. Usualmente tienen funcion estructural.
Se asocian en forma paralela y con frecuencia las cadenas vecinas estan
entrecruzadas con enlaces covalentes (disulfuro o de otro tipo). Son insolubles en
agua Yy en disoluciones acuosas. Algunos ejemplos de éstas

son queratina, colageno Y fibrina.

- Globulares: se caracterizan por doblar sus cadenas en una forma esférica
apretada o compacta dejando grupos hidréfobos hacia adentro de la proteina y
grupos hidréfilos hacia afuera, lo que hace que sean solubles en disolventes
polares como el agua. Presentan elementos diversos de estructura secundaria en
una misma cadena polipeptidica (hélices alfa, hojas beta, giros, vueltas, regiones
intrinsecamente desordenadas). Las hojas beta cominmente estan enrolladas o
envueltas. La mayoria de las enzimas, anticuerpos, algunas hormonas y proteinas

de transporte, son ejemplos de proteinas globulares.

- Mixtas: posee una parte fibrilar (comunmente en el centro de la proteina) y otra

parte globular (en los extremos).

SEGUN SU SOLUBILIDAD

- Proteina Globular.
- Proteinas globulares (ver arriba).

- Proteinas fibrosas (ver arriba).
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Proteinas integrales de membrana (0 proteinas transmembranales): presentan
secuencias de residuos hidrofébicos, que usualmente adoptan conformaciones de
hélice alfa o hebras beta afines a la parte hidrofébica de las membranas celulares.
Siguen mecanismos de plegamiento distintos a las de las proteinas citoplasmicas.

Proteinas intrinsecamente desordenadas. Tienen una estructura flexible que
cambia en funcién de sus interacciones con el disolvente o con otras moléculas
gue actuan como ligandos.

Usualmente tienen una composicién rica en residuos cargados (lisina, arginina,
glutamato, aspartato e histidina) y se les encuentra con mayor frecuencia en
células eucariontes que en procariontes. Muchas proteinas presentan dominios
intrinsecamente desordenados (como p53), pero otras carecen completamente de

estructura rigida (por €j. las proteinas ribosomales o del spliceosoma).

SEGUN SU COMPOSICION QUIMICA
Las proteinas segln su composicién quimica pueden ser clasificadas en:

- Proteinas simples u holoproteinas: en su hidrdlisis solo produce aminoacidos.

Ejemplos de estas son la insulina y el colageno (globulares y fibrosas), albuminas.

- Proteinas conjugadas o heteroproteinas: estas proteinas contienen cadenas
polipeptidicas y un grupo prostético. La porcibn no aminoacidica se denomina
grupo prostético, estos pueden ser un acido nucleico, un lipido, un azucar o ion
inorganico. Ejemplo de estas son la mioglobinay los citocromo. Las proteinas
conjugadas o heteroproteinas se clasifican de acuerdo a la naturaleza de su grupo

prostético:
- Nucleoproteinas: Su grupo prostético son los acidos nucleicos.
- Lipoproteinas: Su grupo prostético son los fosfolipidos, colesterol y triglicéridos.
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- Metaloproteina: El grupo prostético esta formado por metales.

- Cromoproteinas: Son proteinas conjugadas por un grupo cromoforo (sustancia

coloreada que contiene un metal).
- Glucoproteinas: El grupo prostético esta formado por los carbohidratos.

- Fosfoproteinas: Son proteinas conjugadas con un radical que contiene fosfato,

distinto de un &cido nucleico o de un fosfolipido.

CLASIFICACION DE LAS PROTEINAS CATALITICAS

Las enzimas son proteinas con funcion catalitica, aunque también existen RNAs

gue al desempefiar funciones cataliticas se denominan ribozimas.

Una enzima se unird a su sustrato (S) para dar un producto (P), formando
intermediariamente los complejos ES (enzima-sustrato) y EP (enzima-producto),

siguiendo una relacion tal que: E+S libres — ES— EP— E+P libres.

Los catalizadores funcionan modificando la energia de activacion (Ea), haciéndola
mas estable. Acerca los reactivos orientando sus orbitales electrénicos. La enzima
debera recuperarse en su forma libre sin modificacibn una vez acabada la

reaccion.

La especificidad de las enzimas esta muy relacionada con su clasificacion.
Fundamentalmente residen en su centro activo, compuesto por el centro ligante y
el centro catalitico (que pueden estar juntos o separados). Cada enzima es
especifica de su sustrato o mantiene cierta afinidad para determinado tipo de
sustratos, el centro ligante es donde se da la union E y S. Hay enzimas que se

especializan en reacciones redox, otras del tipo hidroliticas, de unién, etc.

94



Las enzimas son capaces de regular su actividad y la base de dicha regulacion
depende de los cambios conformacionales que varian la disposicion de los centros

activos.

CLASIFICACION

Segun el tipo de reaccién que cataliza un enzima:

- Oxidorreductasas: catalizan reacciones redox.

- Transferasas: Transfieren un grupo de una molécula a otra.

- Hidrolasas: catalizan reacciones de hidrolisis.

- Liasas: Reacciones de ruptura de enlaces que no son por hidrdlisis ni por

reacciones redox.

- Isomerasas: transformacion de isdbmeros (Opticos, posicionales, funcionales...).

- Ligasas: Formacion de enlaces.

NOMENCLATURA

Hay enzimas que se siguen denominando por el nombre que el autor inicial les
dio, aunque no suelen aportar informacion sobre su funcionalidad. Actualmente

hay varias formas de nombrar las enzimas en funcion del:

- Nombre vulgar: no informan sobre la funcionalidad, como la tripsina.

- Nombre recomendado: dado por el cédigo de nomenclatura EC (enzyme

commission) como la etanol NAD oxidorreductasa (EC 1.1.1.1).

- Nombre abreviado: por ejemplo, etanol deshidrogenasa.
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- Namero EC: como 1.1.1.1, el primer numero se refiere al grupo de enzimas al

que pertenece.

CENTROS ACTIVOS

- Se localizan en zonas accesibles para el sustrato.

- Tienden a excluir el agua (salvo las hidrolasas), ya que el H,O forma puentes de
hidrogeno y es un dipolo que puede interferir en la interaccion del sustrato con los

residuos de los aminoacidos de la enzima.

- Suele haber presencia de aminoacidos acidos y basicos (grupos electrofilos y
neutréfilos) como la lisina y la arginina (electroéfilos). Los residuos acidos y basicos
provocan reajustes electronicos en los sustratos. La histidina es un aminoacido
gue puede actuar tanto como acido o como base a pH fisiologico, es por ello que

muchas enzimas tienen histidinas en sus centros activos.

En ocasiones, las enzimas necesitan cofactores porque por si solas no pueden
catalizar la reaccidn, esos cofactores aportan propiedades adicionales que los
aminoacidos por si solos no pueden dar. Los cofactores pueden ser de origen

organico o inorganico y las vitaminas son ejemplo de ellos.

Los metales de transicion como el zinc tienen muchos orbitales libres, por ello son
fuertes electréfilos que atraeran electrones de los enlaces de los sustratos. El
magnesio Mg®*, el sodio Na?'y el potasio K" participan en estas interacciones

directa o indirectamente.

- El centro activo tiene una especial reactividad; en las oquedades de los centros
activos, una serie de residuos aportan un microambiente que aumenta la
reactividad de la enzima. El cambio de posicion de un residuo especifico del

centro activo, puede provocar que la enzima se active o inactive.
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CLASIFICACION DE LAS PROTEINAS DE DEFENSA

El organismo debe enfrentar a diario la tarea de facilitar el acceso a multiples
sustancias dentro de las células para obtener nutrientes y a la vez, excluir

sustancias que pueden ser dafinas o infecciosas, y microorganismos peligrosos.

Entre las barreras de proteccion del cuerpo:
- Piel.

- Mucosas.

- Lagrimas.

- Algunas secreciones como la saliva.

- Jugo gastrico.

Hay barreras mas especificas que atrapan, atendan y eliminan invasores que

hayan logrado ingresar, como es el caso de algunas células y proteinas.

- Acevedo, S.

- Baquero, C.

- Gaviria, M.

- Posada, N.

- Mora, G.

- Téllez, L.

- Wills, C. (1997).

Tienen diferentes funciones, una de ellas, la de defensa:

Protegen al organismo contra posibles ataques de agentes extrafos.
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- Anticuerpos (inmunoglobulinas)
- Interferones
- Mucinas

- fibrindgeno

Inmunidad humoral

Mecanismo especifico de defensa que cumplen los linfocitos B gracias a sus
productos: los anticuerpos o inmunoglobulinas. Quienes atacan a los antigenos no
son las células directamente sino los anticuerpos secretados por activacion

antigénica.

ESTRUCTURAS

- 2 cadenas pesadas: H (Heavy), unidas covalentemente a un oligosacarido, y un

par idéntico de cadenas livianas no glicosiladas: L (Light).

- Las cadenas H y las L estan formadas por una unidad estructural basica de 110
aminoacidos (dominio Ig) que se repite de 4-5 veces en las H y dos veces en las
L.

Ambas cadenas presentan una zona constante (CH y CL) y una zona variable (VH
y VL).

En la region variable, hay una zona hipervariable formada por 10 a 15
aminoacidos que conforman el receptor (r) responsable de la unién con el

antigeno.

- Un puente disulfuro y otras uniones no covalentes unen las cadenas pesadas
con las livianas.
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- Las cadenas pesadas también estan unidas entre si por al menos un puente

disulfuro, en una regién «bisagra.

- En digestion por papaina, genera 2 fragmentos:

* Fab responsable de la union con antigeno.

* Fc determina diversas funciones biolégicas en las diferentes inmunoglobulinas.

lanez, E.

- Las clases de Ig estan determinadas por los diferentes isotipos de las cadenas

pesadas.

- Estas pueden ser mu, gamma, alfa, delta o épsilon.

- Las cadenas livianas pueden ser kappa o lambda.

- Cada anticuerpo tiene una meta unica conocida como el antigeno presente en el

organismo invasor.

- Cuando la clave se inserta, el anticuerpo se activa, marcando o neutralizando al

antigeno.

FUNCION DE LAS INMUNOGLOBULINAS

- Inmovilizacion.

- Neutralizacion.

- Activacion de los fagocitos.

- La activacion del complemento, inflamacion y fagocitosis.

- Proteccion del feto y el nifio lactante.
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- Incremento de la quimiotaxis por activacion del complemento.
- Degranulacion de mastocitos.

- Facilitar que ciertas células ejerzan funciones citotoxicas.

PROTEINA TRANSPORTADORA DE MEMBRANA

Las proteinas transportadoras de membrana son proteinas ubicadas en
la membrana celular que conforman una red intrincada de canales, bombas y
sistemas transmembranosos que transfieren nutrientes, productos del
metabolismo, sustancias toxicas, macromoléculas, moléculas de sefiales,
electrones y muchos otros componentes celulares determinando con su
funcionamiento las composiciones moleculares y el estado energético de las
células. En general, se clasifican en canales, transportadores primarios activos y

transportadores secundarios activos.

Los canales funcionan como poros selectivos que se abren en respuesta a
estimulos quimicos o electrofisioldgicos, permitiendo el paso de solutos a favor de

una gradiente electroquimica.

TIPOS

Canales

Los canales son proteinas de membrana que funcionan como poros selectivos que
se abren en respuesta a estimulos electrofisiolégicos, permitiendo a algun sustrato

movilizarse segun el gradiente electroquimico.

Se clasifican en las siguientes subclases:
- Canales tipo a (alfa).
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- Porinas barril B (beta).

- Toxinas formadoras de poros (proteinas y péptidos)

- Canales sintetizados no ribosomales.

- Holinas.

- Poros de fusion vesicular.

- Poros de fusion viral.

- Canales paracelulares.

- Canales unidos a membrana.

- Aperturas piramidales de egreso de visiones.

- Canales de inyeccion de fagos de ADN.

TRANSPORTADORES PRIMARIOS ACTIVOS

Los transportadores primarios activos utilizan alguna fuente de energia para
movilizar una sustancia en contra de la gradiente electroquimica. Lo componen las

siguientes subclases:

- Transportadores dirigidos por hidrdlisis de union difosfato.

- Las proteinas transportadoras de membrana dependientes de ATP (ABC)
acoplan la hidrélisis del adenosin trifosfato (ATP) a la translocacion de varios
sustratos a través de la membrana. Un ejemplo de este tipo de proteina

transportadora es la bomba sodio-potasio.

- Transportadores dirigidos por descarboxilacion.
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- Transportadores dirigidos por transferencia de metilo.

- Transportadores dirigidos por reduccién-oxidacion.

- Transportadores dirigidos por absorcién de luz.

Transportadores secundarios activos

Los transportadores secundarios activos utilizan el movimiento de solutos a favor
de una gradiente electroquimica para movilizar otro sustrato. También se

denominan transportadores dirigidos por potencial electroquimico.

Podemos encontrar las siguientes subclases:

- Portadores.

- Uniportadores.

- Simportadores.

- Antiportadores.

- Portadores sintetizados no ribosomales.

- Energizadores conducidos por gradiente de iones.

- Transportadores transcopartimentales.

FACTORES ACCESORIOS DE TRANSPORTE TRANSMEMBRANA

- Proteinas transportadoras auxiliares.
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- Péptidos y proteinas sintetizados ribosomalmente que actuan como toxinas o

agonistas de canales o transportadores.

- Péptidos y proteinas sintetizados no ribosomalmente que actian como toxinas o

agonistas de canales o transportadores.

SISTEMAS DE TRANSPORTE NO CARACTERIZADOS TOTALMENTE

- Transportadores reconocidos con mecanismos bioquimicos desconocidos.

- Proteinas transportadoras putativas.

- Transportadores caracterizados funcionalmente pero con secuencias perdidas.
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PROPIEDADES FiSICAS Y QUIMICAS DE LAS PROTEINAS

Son sustancias cristalinas, por lo general, soluble en el agua y en soluciones
acidas o basicas diluidas, muy poco soluble en, alcohol e insoluble en éter.
Poseen un elevado punto de fusion que casi sobrepasa los 200-300 °C. Con valor
por encima de estas temperaturas los aminoacidos se descomponen.

PROPIEDADES FiSICAS

- Fibrosas: presentan cadenas polipeptidicas largas y una estructura secundaria
atipica. Son insolubles en agua y en disoluciones acuosas. Algunos ejemplos de

éstas son queratina, colageno y fibrina para fortalecer el cabello.

- Globulares: se caracterizan por doblar sus cadenas en una forma esférica
apretada o compacta dejando grupos hidréfobos hacia adentro de la proteina y
grupos hidréfilos hacia afuera, lo que hace que sean solubles en disolventes
polares como el agua. La mayoria de las enzimas, anticuerpos, algunas hormonas

y proteinas de transporte, son ejemplos de proteinas globulares.
Ejemplos:

- La Carne: Todas las carnes estan englobadas dentro de los alimentos proteicos
y nos proporcionan entre un 15y 20% de proteinas, que son consideradas de muy

buena calidad ya que proporcionan todos los aminoacidos esenciales necesarios.

- El Huevo: Representa el 60% del peso del huevo. Esta constituida por agua
(90%) y un 10% de proteinas de alto valor bioldgico (ovoalbumina, ovoglobulina,
ovomucina, etc). Es una sustancia viscosa, transparente y se coagula a 65 C
adquiriendo un color blanco. Estas proteinas también son responsables de la

espuma al montar las claras.
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- La Leche: La leche de vaca contiene de 3-3,5 por ciento de proteinas, distribuida
en caseinas, proteinas solubles o seroproteinas y sustancias nitrogenadas no
proteicas.

Son capaces de cubrir las necesidades de aminoacidos del hombre y presentan
alta digestibilidad y valor bioldgico. Ademas del papel nutricional, se ha descrito su

papel potencial como factor y modulador del crecimiento.

PROPIEDADES QUIMICAS

Las proteinas son moléculas tan complejas que es muy dificil conocer con
exactitud su estructura quimica. Se sabe que las cadenas proteicas se enrollan en
forma helicoidal y que ciertas proteinas son fibrilares, como el coldgeno, mientras

otras son globulares, como la albumina.

PROPIEDADES QUIMICAS

- Solubilidad: Se mantiene siempre y cuando los enlaces fuertes y débiles estén

presentes. Si se aumenta la temperaturay el pH, se pierde la solubilidad.

- Capacidad electrolitica: Se determina a través de la electroforesis, técnica
analitica en la cual si las proteinas se trasladan al polo positivo es porque su

molécula tiene carga negativa y viceversa.

- Especificidad: Cada proteina tiene una funcion especifica que esta determinada

por su estructura primaria.

- Amortiguador de pH (conocido como efecto tampdn): Actian como
amortiguadores de pH debido a su caréacter anfotero, es decir, pueden
comportarse como &cidos (donando electrones) o como bases (aceptando

electrones).
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ESTRUCTURAS QUIMICAS

Es la manera como se organiza una proteina para adquirir cierta forma. Presentan
una disposicion caracteristica en condiciones fisioldgicas, pero si se cambian
estas condiciones como temperatura, pH, etc. pierde la conformacién y su funcion,
proceso denominado desnaturalizaciéon. La funcién depende de la conformacién y

ésta viene determinada por la secuencia de aminoacidos.
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CONFORMACION NATIVA DE PROTEINAS

Proteinas nativas son las que se encuentran en su conformacion funcional
plegada (la més estable). Las interacciones que estabilizan la conformacion nativa
de una proteina son los puentes disulfuro y las interacciones no covalentes. La
conformacion mas estable es la que permite la formacion del maximo nimero de
puentes de hidrogeno dentro de la proteina. En general los residuos hidrofébicos
guedan orientados hacia el interior de la proteina, lejos del contacto con el entorno

acuoso. Los residuos hidrofilicos quedan orientados hacia el exterior.

En las proteinas globulares se asume que la conformacion nativa de una proteina
es la estructura funcional, la cual consiste en una forma compacta, con los
residuos hidrofobicos localizados en el interior de su estructura y con los residuos
polares o cargados expuestos en la superficie de la proteina. Pero
la conformacioén desnaturalizada es aquella en la que estan expuestos estos
residuos hidrofobicos. Ambas conformaciones, nativa y desnaturalizada,
corresponden a estructuras de minima energia, ya que las interacciones entre las
distintas partes de la proteina y el solvente se encuentran estabilizadas. En
muchas ocasiones, las proteinas desnaturalizadas
forman agregados inespecificos y se precipitan. De este modo, la capa de
moléculas de agua no recubre completamente a las moléculas proteicas, las

cuales tienden a unirse entre si dando lugar a grandes particulas que precipitan.

DESNATURALIZACION DE LAS PROTEINAS

En bioquimica, la desnaturalizacion es un cambio estructural de
las proteinas o acidos nucleicos, donde pierden su estructura nativa, y de esta
forma su Optimo funcionamiento y a veces también cambian sus propiedades

fisico-quimicas-estructurales.
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DESNATURALIZACION DE UNA PROTEINA

Las proteinas se desnaturalizan cuando pierden su estructura tridimensional
(conformacioén espacial) y asi el caracteristico plegamiento de su estructura.’ La
palabra desnaturalizacién indica que la estructura se aleja de la forma nativa

debido a un importante cambio en su conformacion tridimensional.

Las proteinas son polimeros lineales de aminoacidos unidos en una secuencia
especifica. Son sintetizadas por los ribosomas que "leen" codones de los genes y
ensamblan en el orden de aminoacidos por la instruccion genética, en un proceso
conocido como traduccién . Muchas proteinas recién creadas experimentan
una modificacion post-tradicional en la que se

agregan atomos o moléculas adicionales, como el cobre, zinc y hierro.

El plegamiento, es decir, el proceso que conduce a la forma tridimensional del
polipéptido, ocurre en seguida o a la par de la traduccion sin alterar su secuencia,
de forma tal que los residuos hidréfobos de la proteina quedan encerrados dentro
de su estructura y los elementos hidréfilos quedan expuestos al exterior. Este
proceso de plegamiento es espontaneo, pero con frecuencia requiere la asistencia
de enzimas especializadas llamadas chaperonas. La forma final de la proteina

determina coémo interaccionara con el entorno.

Si la forma de la proteina es alterada por algun factor externo (por ejemplo,
aplicandole calor, acidos o alcalis), no es capaz de cumplir su funcion celular. Este

es el proceso llamado desnaturalizacion.

Como la desnaturalizacién afecta alos distintos niveles

- En la desnaturalizacion de la estructura cuaternaria, las subunidades de

proteinas se separan o su posicion espacial se corrompen.
- La desnaturalizacion de la estructura terciaria implica la interrupcion de:
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- Enlaces no covalentes dipolo-dipolo entre cadenas laterales polares de

aminoacidos.

- Enlaces dipolo inducidos por fuerzas de Van Der Waals entre cadenas laterales

no polares de aminoacidos.

- En la desnaturalizaciéon de la estructura secundaria las proteinas pierden todos
los patrones de repeticién regulares como las hélices alfay adoptan formas

aleatorias.

- Laestructura primaria, la secuencia de aminoacidos ligados por enlaces

peptidicos, no es interrumpida por la desnaturalizacion.

En casos extremos de calentamiento o0 exposicibn a los agentes
desnaturalizantes, se rompen los enlaces covalentes entre las cadenas laterales
de los aminoacidos (como los puentes disulfuros entre las cisteinas) o entre los

mismos aminoacidos.
PERDIDA DE FUNCION

La mayoria de las proteinas pierden su funcion bioldgica cuando estan
desnaturalizadas, por ejemplo, las enzimas pierden su actividad catalitica, porque
los sustratos no pueden unirse mas al centro activo, y porque los residuos del
amino&cido implicados en la estabilizacién de los sustratos no estan posicionados

para hacerlo y asi es.
REVERSIBILIDAD E IRREVERSIBILIDAD

En muchas proteinas la desnaturalizacion no es reversible; esto depende del

grado de modificacién de las estructuras de la proteina.
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Aunque se ha podido revertir procesos de desnaturalizacion quitando el agente
desnaturalizante, en un proceso que puede tardar varias horas, incluso dias; esto
se debe a que el proceso de reestructuracion de la proteina es tentativo, es decir,
no asume su forma original inmediatamente, asi muchas veces se obtienen
estructuras distintas a la inicial, ademas con otras caracteristicas
como insolubilidad (debido a los agregados polares que puedan unirsele).
Recientemente se ha descubierto que, para una correcta renaturalizacion, es
necesario agregar trazas del agente desnaturalizante. Esto fue importante
histéricamente, porque condujo a la nocién de que toda la informacién necesaria
para que la proteina adopte su forma nativa se encuentra en la estructura primaria

de la proteina, y por lo tanto en el ADN que la codifica.

ALGUNOS EJEMPLOS COMUNES

Cuando se cocina el alimento, algunas de sus proteinas se desnaturalizan. Esta
es la razon por la cual los huevos hervidos llegan a ser duros y la carne cocinada
llega a ser firme. En la preparacion de ceviches o carne en un acido como la
naranja se observa que adoptan una coloracion blanquecina (esto es debido a la

desnaturalizacion).

Un ejemplo clasico de desnaturalizacion de proteinas se da en laclara de los
huevos, que son en gran parte albaminas en agua. En los huevos frescos, la clara
es transparente y liquida; pero al cocinarse se torna opaca y blanca, formando una
masa solida intercomunicada. Esa misma desnaturalizacion puede producirse a
través de una desnaturalizacion quimica, por ejemplo volcandola en un recipiente
con acetona. Otro ejemplo es lanata, que se produce por calentamiento de
la lactoalbumina de la leche (y que no tiene nada que ver con la crema). La
proteina de la leche se llama caseina y se desnaturaliza cuando el pH de la leche
se modifica. Esto se le conoce en lo cotidiano “Se corto la leche”. La caseina se
desnaturaliza cuando se agrega a un vaso de leche suficiente jugo de limén para

modificar el pH de la misma.
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DESNATURALIZACION DE ACIDOS NUCLEICOS

La desnaturalizacion de acidos nucleicos como el ADN por altas temperaturas
produce una separacion de la doble hélice, que ocurre porque los enlaces o

puentes de hidrogeno se rompen.

Esto se utiliza durante la reaccion en cadena de la polimerasa; para separar las
cadenas del acido nucleico y permitir la sintesis de la cadena complementaria bajo
condiciones controladas. Después, al bajar la temperatura las cadenas se vuelven
a unir (renaturalizarse). Si las condiciones son restauradas rapidamente, las

cadenas pueden no alinearse correctamente.

FACTORES DESNATURALIZANTES

Los agentes que provocan la desnaturalizacién proteica se llaman agentes
desnaturalizantes. Se distinguen agentes fisicos (calor) y quimicos (detergentes,
disolventes organicos, pH, fuerza iénica). Como en algunos casos el fenomeno de
la desnaturalizacion es reversible, es posible precipitar proteinas de manera

selectiva mediante cambios en:

- La polaridad del disolvente.

- La fuerza iénica.

- El pH.

- La temperatura

Cuando la proteina no ha sufrido ningln cambio en su interaccion con el
disolvente, se dice que presenta una estructura nativa (Figura inferior). Se
llama desnaturalizacion de las proteinas a la pérdida de las estructuras de orden
superior (secundaria, terciaria y cuaternaria), quedando la cadena polipeptidica

reducida a un polimero estadistico sin ninguna estructura tridimensional fija.
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Cualquier factor que modifique la interaccion de la proteina con el disolvente
disminuird su estabilidad en disolucién y provocara la precipitacion. Asi, la
desaparicion total o parcial de la envoltura acuosa, la neutralizacién de las cargas
eléctricas de tipo repulsivo o la ruptura de los puentes de hidrégeno facilitaran la
agregacion intermolecular y provocara la precipitacion. La precipitacion suele ser
consecuencia del fenomeno llamado desnaturalizacion y se dice entonces que la

proteina se encuentra desnaturalizada (Figura superior).

En una proteina cualquiera, la estructura nativa y la desnaturalizada tan sélo
tienen en comun la estructura primaria, es decir, la secuencia de AA que la
componen. Los demas niveles de organizacion estructural desaparecen en la
estructura desnaturalizada.

La desnaturalizacion provoca diversos efectos en la proteina:

- cambios en las propiedades hidrodinamicas de la proteina: aumenta la
viscosidad y disminuye el coeficiente de difusion.

- una dréstica disminucién de su solubilidad, ya que los residuos hidrofébicos del
interior aparecen en la superficie.

- pérdida de las propiedades bioldgicas.

Una proteina desnaturalizada cuenta Unicamente con su estructura primaria. Por
este motivo, en muchos casos, la desnaturalizacion es reversible ya que es la
estructura primaria la que contiene la informacion necesaria y suficiente para
adoptar niveles superiores de estructuracién. El proceso mediante el cual la

proteina desnaturalizada recupera su estructura nativa se llama renaturalizacion.

Esta propiedad es de gran utilidad durante los procesos de aislamiento y
purificacion de proteinas, ya que no todas las proteinas reaccionan de igual forma
ante un cambio en el medio donde se encuentra disuelta. En algunos casos, la
desnaturalizacion conduce a la pérdida total de la solubilidad, con lo que la
proteina precipita. La formacion de agregados fuertemente hidrofébicos impide su
renaturalizacién, y hacen que el proceso sea irreversible.
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Los agentes que provocan la desnaturalizacion de una proteina se llaman agentes
desnaturalizantes. Se distinguen agentes fisicos (calor) y quimicos (detergentes,
disolventes orgéanicos, pH, fuerza i6nica). Como en algunos casos el fenémeno de
la desnaturalizacion es reversible, es posible precipitar proteinas de manera

selectiva mediante cambios en:

- la polaridad del disolvente.
- la fuerza ionica.
- el pH.

- la temperatura.

ENLACES

Efecto de la polaridad del disolvente sobre la estructura de las proteinas.

La polaridad del disolvente disminuye cuando se le afiaden sustancias menos
polares que el agua como el etanol o la acetona. Con ello disminuye el grado de
hidratacion de los grupos ionicos superficiales de la molécula proteica, provocando
la agregacion y precipitacion. Los disolventes organicos interaccionan con el
interior hidrofébico de las proteinas y desorganizan la estructura terciaria,
provocando su desnaturalizacion y precipitacion. La accion de los detergentes es

similar a la de los disolventes organicos.

Efecto de lafuerza idnica sobre la estructura de las proteinas.

Un aumento de la fuerza idnica del medio (por adicién de sulfato amonico, urea o
hidrocloruro de guanidinio, por ejemplo) también provoca una disminucién en el
grado de hidratacion de los grupos ionicos superficiales de la proteina, ya que
estos solutos (1) compiten por el agua y (2) rompen los puentes de hidrogeno o las
interacciones electrostaticas, de forma que las moléculas proteicas se agregan y

precipitan.
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En muchos casos, la precipitacion provocada por el aumento de la fuerza idnica
es reversible. Mediante una simple dialisis se puede eliminar el exceso de soluto y
recuperar tanto la estructura como la funcion original. A veces es una disminucion
en la fuerza ionica la que provoca la precipitacion. Asi, las proteinas que se
disuelven en medios salinos pueden desnaturalizarse al dializarlas frente a agua

destilada, y se renaturalizan cuando se restaura la fuerza iénica original.

Efecto del pH sobre la estructura de las proteinas.

Los iones H" y OH" del agua provocan efectos parecidos, pero ademas de afectar
a la envoltura acuosa de las proteinas también afectan a la carga eléctrica de los
grupos acidos y basicos de las cadenas laterales de los aminoacidos. Esta
alteracion de la carga superficial de las proteinas elimina las interacciones
electrostaticas que estabilizan la estructura terciaria y a menudo provoca su
precipitacion. La solubilidad de una proteina es minima en su punto isoeléctrico,
ya que su carga neta es cero y desaparece cualquier fuerza de repulsion

electrostatica que pudiera dificultar la formacion de agregados.

Efecto de latemperatura sobre la estructura de las proteinas.

Cuando la temperatura es elevada aumenta la energia cinética de las moléculas
con lo que se desorganiza la envoltura acuosa de las proteinas, y se
desnaturalizan.

Asimismo, un aumento de la temperatura destruye las interacciones débiles y
desorganiza la estructura de la proteina, de forma que el interior hidrofébico
interacciona con el medio acuoso y se produce la agregacion y precipitacion de la

proteina desnaturalizada.
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TECNICAS DE SEPARACION DE PROTEINAS

- Electroforesis: Cuando una mezcla de moléculas ionizadas son colocadas en
un campo eléctrico, estas experimentan una fuerza de atraccion hacia el polo que
posee carga opuesta, asi, las moléculas cargadas positivamente se desplazaran
hacia el catodo (el polo negativo) y aquellas cargadas positivamente se

desplazaran hacia el anodo (el polo positivo).

- El movimiento de las moléculas esta gobernado también por dos fuerzas
adicionales: la friccion con el solvente dificultara este movimiento originando una
fuerza que se opone y por otro lado las moléculas tienen que moverse en forma
aleatoria 0 movimiento browniano debido a que poseen energia cinética propia

denominado difusion.

- La energia cinética de las moléculas aumenta con la temperatura, por ello a

mayor temperatura mayor difusion.

- La suma de todas estas fuerzas provoca que las moléculas no migren de una
manera homogénea, sino que comenzaran a moverse formando un frente cuya

anchura aumentara con el tiempo.

- Para reducir la anchura de este frente podemos reducir el movimiento de las

moléculas. Una forma comun de hacer esto es formar un gel.

- El gel consiste de un polimero soluble de muy alto peso molecular que atrapa
moléculas de agua y forma un tamiz que dificulta el movimiento de los solutos,
consecuentemente, la migracion de las moléculas sera mas lenta, pero el

ensanchamiento del frente se vera reducido.
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Esta separacion se basa en la diferente velocidad de migracion de particulas con

carga diferente dentro de un campo eléctrico.

V=u.E

La movilidad electroforética de una particula dependera de su carga, de su masa,

del medio en el que tiene lugar la separacién y del campo eléctrico.

p=Qeémnr

En el laboratorio clinico, la aplicacion mas importante de la electroforesis consiste
en separar las proteinas presentes en el suero, orina y otros fluidos biol6gicos

(LCR, liquido sinovial.).

- La carga de las proteinas, por su naturaleza anfibolica, depende del pH del

medio.

- Cuando en un campo eléctrico el pH del medio es igual al punto isoeléctrico (PI)

de la proteina, no hay migracion.

- Para valores de pH por debajo del PI, predominan las cargas positivas y las

proteinas migran hacia el catodo (-).

- Para valores de pH superiores al PI, las proteinas estan cargadas negativamente

y migra hacia el anodo (+).

TIPOS DE ELECTROFORESIS:
- Electroforesis de frente mévil o libre

- Electroforesis de zona: (convencional)
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- En papel
- En acetato de celulosa
- En gel (agarosa, poliacrilamida y almidon)

- Electroforesis capilar

Electroforesis de frente mévil o libre:

El campo eléctrico se aplica a disoluciones o suspensiones. Histéricamente, es el
origen de la electroforesis tal y como hoy la conocemos. Actualmente esta en
desuso, ya que al ser un fluido el medio en el que se desarrolla.

Las diferentes proteinas se desplazan a velocidades diferentes segun sus cargas
y coeficientes de friccion respectivos, formandose nubes que se van desplazando
en la disolucién tampon y que puede seguirse con diversos sistemas Opticos,
poniéndose de manifiesto las sustancias que se van separando tiene poco poder
de resolucion.

Electroforesis de zona:

La muestra se desplaza sobre un soporte sdlido.

Fuente de alimentacion: Proporciona el campo eléctrico mediante los dos

electrodos, estableciendo una diferencia de potencial.

- Cubeta: Recipiente en cuyos extremos se sitan los electrodos.

- Soporte electroforético: Es el elemento fundamental. Debe ser inerte. La
pequefia cantidad necesaria de muestra permite que las moléculas migren en

discretas zonas o bandas.
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Deteccion y cuantificacion de las fracciones separadas:

- Para revelar las proteinas separadas por electroforesis, el soporte se trata con

colorantes.

- Las bandas de proteinas adsorben el colorante mas intensamente que el
soporte, de forma que se puede eludir el exceso de colorante del soporte mientras

gue las proteinas quedan tefiidas con el colorante.

- Se mide densitométricamente, integrando las areas correspondientes a cada
fraccion proteica y calculando el porcentaje de cada fraccion sobre el total de

proteinas.

La sensibilidad analitica alcanzada varia en funcion del colorante empleado. De

mayor a menor sensibilidad: violeta acido > azul comassie > negro amido.

TIPOS DE SOPORTES:

- Papel: En desuso

- Acetato de celulosa: Ventajas: presenta poca adsorcidon, necesita cantidades
pequefias de muestra, porosidad uniforme, transparente, sin contaminantes y
resultados precisos. Inconvenientes: débil resolucion y electro6smosis. Se ha

guedado obsoleta.

- Gel de agarosa: Es un polisacarido, cuyas disoluciones poseen la propiedad de

permanecer liquidas por encima de 50° C y formar un gel, semisdlido al enfriarse.
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Este gel esta constituido por una matriz o trama tridimensional de fibras
poliméricas embebida en gran cantidad de medio liquido. El tamafio de poro no
opone impedimento al paso de las moléculas (soporte no restrictivo tipo 1). Se usa
usualmente para separar moléculas grandes. Ventajas: No presenta fendbmenos
de adsorcion, pequefia cantidad de muestra, mejor visualizacion y resolucion.

Inconvenientes: electro6smosis.

Gel de poliacrilamida (PAGE): Es un soporte empleado frecuentemente en
electroforesis, ya que es con el que mejor se logra separaciones electroforéticas.
Es quimicamente inerte, de propiedades uniformes, capaz de ser preparado de

forma rapida y reproducible.

- Forma geles transparentes con estabilidad mecanica, insolubles en agua,
relativamente no ionicos y que permite buena visualizacion de las bandas durante

tiempo prolongado.

- Tiene la ventaja que variando la concentracion de polimeros, se puede modificar

de manera controlada el tamafio del poro.

- El tamafio de poro opone resistencia al paso de las moléculas (soportes
restrictivos tipo Il), ya que el tamafio del poro es similar al de las proteinas, de tal
modo que existe un efecto de tamizado molecular y la separacion electroforética

depende de la densidad de carga de las moléculas y de su tamario.

- Inconvenientes: Neurotoxicidad.
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SDS-PAGE:

- Se fundamenta en eliminar las cargas de las proteinas por tratamiento con SDS
(sodiododecilsulfato) que las desnaturaliza y se fijan a él, tomando carga neta

negativa.

- La migracion de los derivados proteina-SDS hacia el anodo es inversamente
proporcional al logaritmo de su PM. La relacién carga/masa es aproximadamente
igual para todas las proteinas de la muestra, por lo que el tamafio de esta es un

factor determinante de la separacion.

- La electroforesis con SDS es un excelente método para identificar y monitorizar
las proteinas durante un proceso de purificacion y para la determinaciéon del PM de

las diferentes subunidades proteicas.

La electroforesis convencional ha sido y continla siendo de gran utilidad; sin
embargo este tipo de separacion electroforética es lenta, laboriosa, poca
reproducibilidad, dificil de automatizar, y ademas no proporciona resultados

cuantitativos precisos.

PURIFICACION DE PROTEINAS

Las técnicas de la ingenieria de la proteina son una parte esencial de modificar o
de producir las proteinas para requisitos particulares con las propiedades
especificas que se pueden aplicar en diversos procesos industriales. Asi son

cruciales a la investigacion biotecnoldgica.
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Sin embargo, estos métodos dependen pesados de poder aislar y purificar las
proteinas deseadas para poder entender sus propiedades fisicas y quimicas, junto

con sus estructuras terciarias y acciones reciprocas con ligandos y substratos.

La intensidad a la cual se persigue este proceso de la purificacion depende del
uso al cual la proteina debe ser puesta. Por ejemplo, las proteinas farmacéuticas y
de la comida necesitan ser traidas a una alta pendiente de la pureza, y pasan con
varios pasos secuenciales, Unicamente posibles, puesto que en cada paso un

poco de proteina sera pérdida inevitable.

La purificacion de las moléculas de proteina es méas simple que complejos de la

proteina de la purificacion.

PASO 1: Crear un extracto de la proteina cruda

Los extractos crudos de proteinas intracelulares son preparados lysing la célula
usando procesos quimicos 0 mecanicos. Los escombros entonces son quitados
por la centrifugacién. El resultar supernatant es a lejos de la forma pura, siendo

mezclado con muchos otra macro y macromolecular.

Las proteinas extracelulares son obtenidas centrifugando la solucién y quitando

las células.

Un método especifico para obtener un extracto crudo de enzimas termoestables
es calentar la mezcla para desnaturalizar otras proteinas, y después la enfria para
reformar las proteinas termoestables del interés, finalmente centrifugandola para

quitar las proteinas desnaturalizadas.
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PASO 2: Purificacion intermedia

Salazdén

Las proteinas en un extracto crudo son purificadas después precipitandolas en
una solucién de sal altamente concentrada, tal como sulfato del amonio. Esto
trabaja en base de la solubilidad mas inferior de la proteina en las altas
concentraciones de sal. Sin embargo, todas las proteinas no se precipitan en la
misma concentracién de sal, que significa que la salazén también ayuda a
fraccionar las proteinas. Puede también ser utilizada para concentrar las proteinas
en la solucion. Este paso aumenta la pureza tres veces y el 92% de la proteina en

la solucién se recupera.

Dialisis

Las proteinas son moléculas grandes, y ésta significa que las sales de las
proteinas seran conservadas pasando la solucién a través de una membrana
semipermeable. La celulosa es una membrana tipica de la didlisis. La dialisis no

se puede utilizar para separar las proteinas de diversos pesos moleculares.

Cromatografia

Otras técnicas usadas para quitar fuera saladas las proteinas incluyen la

cromatografia y la filtracion de la exclusion del gel.

Estos estan disponibles ahora como estuches preformados para muchas proteinas

estandar, y son a menudo convenientes para los procesos en grande.

La filtracion de gel trabaja en base de la separacion de talla a través de una

columna de las molduras porosas del polimero, tales como dextrano o agarosa.
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Las moléculas grandes pueden fluir solamente a través de los espacios entre las
molduras, mientras que las mas pequefias ocupan estos espacios y el espacio
dentro de las molduras, reduciéndolas. Asi el eluyente contiene las moléculas que
emergen en orden de su talla, de la mas grande al mas pequefio. Al Reverso-fase
0 las técnicas de intercambio ionico de la cromatografia también se utiliza,
operando en base de propiedades hidrofébicas diferenciadas y carga
respectivamente. La cromatografia inversa se puede limitar en su uso debido a la

desnaturalizacion posible de la proteina por los disolventes organicos.

Dialisis y resultado de intercambio i6nico en una solucidon que es 9 veces tan
puras, pero con el solamente 77% de la proteina original que esta ahora
disponible. Después de cromatografia de la exclusion del gel, el rendimiento es el

solamente 50% pero la pureza es de cien veces.

PASO 3: Purificacion final

Cromatografia de afinidad

Este proceso depende de usar los ligandos limitados a las molduras que atan
especificamente a la proteina del interés que se puede entonces enjuagar fuera
con otra solucién de ligandos libres. Esto da lugar a las muestras extremadamente
puras de la proteina que tienen la actividad especifica méas alta entre todas las
técnicas de uso corriente. Un ejemplo es la purificacion de la concanavalina A

usando los residuos de la glucosa sujetados a las molduras en una columna.

La solucion ahora es el doblez 3000 mas puro pero el rendimiento es el solamente

35% de la proteina original.
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Electroforesis del gel de poliacrilamida

La electroforesis del gel de poliacrilamida se utiliza para descubrir la pureza de la
muestra de la proteina después de cada paso basado en la talla. La carga neta en
la molécula hace que baja la columna o la hoja del gel en un campo eléctrico,
permitiendo separar las proteinas basadas en su velocidad de la migracién, que a
su vez depende de su carga, asi como la friccién y la fuerza de campo. El gel
actiia como filtro quimicamente inerte y facilmente formado, con las moléculas de
proteina estando casi inmoviles en la columna porque se adhieren entre los poros
mucho méas pequefios entre las moléculas del gel. Una serie de bandas se
visualiza inicialmente que representen diversas proteinas en la mezcla, que
reducen gradualmente en gran niumero hasta que el paso final muestra solamente

una banda.

Immunoblotting

Immunoblotting es otra técnica util combinada a menudo con cromatografia de
afinidad. Utiliza los anticuerpos para que la proteina sea aislada como ligands en
la columna. El anticuerpo se sujeta a veces a los is6topos o a los tintes para

etiqueta los y para hacer la deteccién mas facil después de la separacion.

Cualquier técnica cromatogréfico se perfecciona usando la presiéon para forzar la
solucion a través de una columna de materiales finos divididos, esta cargada o las
molduras ligand-bajo fianza. La superficie creciente da lugar a la mayor accion
reciproca que empuja hacia arriba la resolucion y la velocidad de la técnica. Esto

se refiere como cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC).
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Todos estos pasos se incluyen en el esquema ideal, que debe concentrar en
niveles del rendimiento y de la purificacion para ofrecer cantidades adecuadas de
proteina a la corrida con un experimento asi como ofrecer suficiente pureza para

hacer la interpretacion relativamente directa.

CUANTIFICACION DE LAS PROTEINAS

La cuanticacioén precisa de las proteinas de una muestra es fundamental para el

estudio de las mismas en unidad de ambitos de investigacion.

Mientras que la cuanticacién de una proteina especifica puede llevarse a cabo
mediante ensayos como Western Blot o ELISA, por espectrometria de masas (MS)
0 mediante otros métodos como los basados en nanoparticulas, existen ensayos
gue permiten cuanticar la concentracion de proteina total presente en una

muestra.

Este ultimo caso es en el que nos centramos esta semana, recopilando una breve

descripcion de los 5 principales métodos para cuanticar proteinas totales.

METODOS PARA CUANTIFICAR PROTEINAS

ACIDO BICINCONINICO (BCA)

- Rango de concentracion 20-2000 ug/ml.

- caracteristicas:

- Desarrollado en 1985
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- Ensayo colorimétrico donde la absorbancia sera proporcional a la concentracion

de proteina presente en la muestra

Reaccién en dos pasos:

- Formacion de complejos proteina-iones de cobre.

- Formacién de un quelato Cu-BCA que da lugar a una intensa coloracion purpura

gue absorbe a 562nm.

- Es un método recomendado en el caso de muestras que contengan >5% de

detergentes y/o agentes desnaturalizantes como urea o cloruro de guanidinio.

Limitaciones:

Las muestras que contengan sustancias que interaccionan con el cobre, como por
ejemplo el amoniaco, al igual que el EDTA, los azucares reductores o los lipidos,

pueden interferir con este ensayo.

ABSORCION ULTRAVIOLETA (UV)

- Rango de concentracién: 0,1-100 ug/ml.

- Caracteristicas:

- Este método, mediante la medicion de la absorcidén caracteristica que presentan
el triptéfano y la tirosina a 280nm, estima la cantidad de proteina presente en la

muestra.
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Limitaciones:

- Es incompatible con los métodos de extraccion de proteinas que emplean

detergentes y/o agentes desnaturalizantes.

- No es un método especifico para proteinas, ya que otros compuestos que podria
haber en la muestra también absorben a 280nm (como alcoholes o acidos

nucleicos, entre otros).

ENSAYO DE BRADFORD O AZUL COOMASINE

Rango de concentracion: 20-2000 ug/ml.

- caracteristicas:

- método descrito en 1976.

- se caracteriza por ser un método rapido, sencillo y compatible con los agentes

reductores utilizados para estabilizar las proteinas en solucion.

- La tincién azul Coomasine cargada negativamente, se une a proteinas con carga

positiva.

- Se une principalmente a residuos de arginina, triptéfano, tirosina, histidina y

fenilalanina.

- La tincion en solucion es de color rojo y absorbe a 465nm, mientras que al unirse

a los aminoéacidos basicos de una proteina se vuelve azul y absorbe a 595nm.

- La medicion de la absorbancia se compara con los valores de una curva
estandar para determinar la concentracion de proteina de la muestra.
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Limitaciones:

- No es valido para detectar proteinas de <3kDa>.

- Es incompatible con detergentes como el SDS o el triton x-100.

ENSAYO DE LOWRY

- Rango de concentracion: 10-1000 ug/ml.

- Caracteristicas:

- Uno de los métodos para cuanticar proteinas mas utilizado, fue desarrollado en
1951.

- Es un ensayo muy sensible y preciso.

- Aligual que el ensayo BCA, se daunareaccién en dos pasos:

- Formacion de complejos Cu-N (presente en la proteina).

- Los complejos de tirosina y triptéfano reaccionan con el reactivo FolinCiocalteau,

dando lugar a un color azul verdoso que absorbe entre 650 y 750nm.

- La medicién de la absorbancia se compara con los valores de una curva

estandar para determinar la concentracion de proteina de la muestra.
Limitaciones:
Es incompatible con determinados reactivos quimicos de uso comun como el Tris,

EDTA, DDT, 2-mercaptoetanol, carbohidratos, etc.
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ENSAYO CBQCA (3-(4-CARBOXIBENZOIL) QUINOLINA-2-
CARBOXIALDEHIDO)

- Se trata de un agente orogénico de alta sensibilidad que se utiliza para la

deteccion de aminas primarias en las proteinas.

- La intensidad de la fluorescencia emitida sera directamente proporcional a la

concentracion de proteina presente en la muestra.

- No interacciona con compuestos lipidicos.

Limitaciones:

- El resultado depende del numero de determinados aminoacidos presentes en la

proteina.
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