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CAPITULO

Bioguimica y medicina

Robert K. Murray, MD, PhD

INTRODUCCION

La bioquimica puede de [nirse como la ciencia de la base quimica de
la vida (del griego bios, “vida™). La célula es la unidad estructural
de los sistemas vivos. De este modo, también es factible describir a
la bioquimica como la ciencia de los constituyentes quimicos de las
células vivas, y de las reacciones y los procesos que experimentan. Me-
diante esta de [nicion, la bioquimica abarca grandes areas de la bio-
logia celular, la biologia molecular y la genética molecular.

El objetivo de la bioquimica es describir
y explicar, en términos moleculares, todos
los procesos quimicos de las células vivas

El principal objetivo de la bioguimica es el entendimiento completo,
en el nivel molecular, de todos los procesos quimicos relacionados
con las células vivas. Para lograr este objetivo, los bioquimicos han
buscado aislar las numerosas moléculas que se encuentran en las
células, determinar su estructura y analizar como funcionan. Se han
usado muchas técnicas para estos propdésitos; algunas de ellas se re-
sumen en el cuadro 1-1.

El conocimiento de la bioquimica es
esencial para todas las ciencias de la vida

La bioquimica de los acidos nucleicos ocupa un lugar fundamental
justo en el corazon de la genética; a su vez, el uso de métodos gené-
ticos ha sido crucial para dilucidar muchas areas de la bioquimica.
La [sidlogia, el estudio de la funcion del cuerpo, se superpone con
la bioquimica casi por completo. En la inmunologia se emplean
muchas técnicas bioquimicas y numerosos métodos inmunolégicos
han encontrado amplio uso por bioquimicos. La farmacologia y la
farmacia se fundamentan en un solido conocimiento de la bio-
quimica y la [Siblogia, en particular, casi todos los farmacos son
metabolizados mediante reacciones catalizadas por enzimas. Los ve-
nenos actdan sobre reacciones 0 procesos bioquimicos; éste es el
tema de estudio de la toxicologia. Los métodos bioquimicos cada
vez reciben un uso mas amplio en la investigacion relacionada con
los aspectos basicos de la patologia (el estudio de la enfermedad),
como la in[arhacion, la lesion celular y el cancer. Muchos investiga-
dores en microbiologia, zoologia y botanica emplean métodos
bioquimicos de manera casi exclusiva. Estas relaciones no sorpren-
den, porque la vida, como se le conoce, depende de reacciones y pro-
cesos bioquimicos. De hecho, las antiguas barreras entre las ciencias

de la vida estan derrumbandose y la bioquimica esta llegando a ser,
cada vez de manera mas frecuente, su lenguaje coman.

Unarelacién reciproca entre
la bioquimicay la medicina
ha estimulado avances mutuos

Las dos preocupaciones mas importantes para los investigadores
en las ciencias de la salud —y en particular para los médicos— son
tanto el entendimiento y el mantenimiento de la salud, como la
comprension y el tratamiento efectivo de las enfermedades. La bio-
quimica tiene enormes repercusiones sobre estas dos preocupa-
ciones fundamentales de la medicina. De hecho, la interrelacion de
la bioguimica y la medicina es una amplia avenida que circula en
dos sentidos. Los estudios bioquimicos han esclarecido muchos as-
pectos de la salud y la enfermedad, a la inversa, el estudio de diver-
s0s aspectos de la salud y la enfermedad ha abierto nuevas areas en
la bioquimica. En la [gura 1-1 se muestran algunos ejemplos de esta
avenida de dos direcciones. Por ejemplo, el conocimiento de la es-
tructuray la funcién de las proteinas fue necesario para dilucidar la
diferencia bioquimica Unica entre la hemoglobina normal y la de
células falciformes. Por otra parte, el andlisis de la hemoglobina
de células falciformes ha contribuido de manera signi [cativa al en-
tendimiento de la estructura y la funcidn tanto de la hemoglobina
como de otras proteinas normales. Cabria citar ejemplos anélogos
de bene[cib reciproco entre la bioquimica y la medicina para los
otros incisos pareados que muestra la [gura 1-1. Otro ejemplo es la
investigacion pionera de Archibald Garrod, médico que ejercio en
Inglaterra a principios del siglo xx, quien estudi6 a pacientes con
diversos trastornos hasta cierto punto raros (alcaptonuria, albinis-
mo, cistinuria 'y pentosuria; los cuales se describen en capitulos pos-
teriores), y establecio que estas enfermedades estaban determinadas
por mecanismos genéticos. Garrod designé a estas enfermedades
como errores innatos del metabolismo (metabolopatias); sus
ideas proporcionaron un importante fundamento para el desarrollo
de la genética bioquimica humana. Los esfuerzos mas recientes por
entender la base de la enfermedad genética conocida como hiperco-
lesterolemia familiar, que origina aterosclerosis grave a una edad
temprana, han llevado a alcanzar un progreso notorio del entendi-
miento de los receptores celulares y de los mecanismos de captacion
del colesterol por las células. Los estudios de oncogenes en células
cancerosas han dirigido la atencion hacia los mecanismos molecu-
lares involucrados en el control del crecimiento celular normal. Ta-
les ejemplos y muchos otros recalcan la manera en que el estudio de
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la enfermedad llega a abrir areas de la funcion celular para investi-
gacion bioquimica basica.

La relacion entre medicina y bioquimica tiene inferencias im-
portantes para la primera. Mientras el tratamiento médico esté fun-
damentado con [rrheza en el conocimiento de la bioquimicay otras
ciencias basicas, la practica de la medicina tendra una base racio-
nal capaz de adaptarse para dar cabida al nuevo conocimiento. Esto
contrasta con practicas de salud no ortodoxas y con al menos algu-
nas opciones de “medicina alternativa” que a menudo estan funda-
mentadas en poco mas que mitos e ilusiones y, por lo general, care-
cen de base intelectual alguna.

CUADRO 1-1 Principales métodos
y preparaciones usados en laboratorios de bioquimica

Métodos para separar biomoléculas y puri [cdrlas*

Fraccionamiento de sal (p. ej., precipitacion de proteinas con sulfato de
amonio)

Cromatografia: en papel, de intercambio ionico, de alnidad, de capa
delgada, de gas-liquido, de liquido a alta presion, de [Iftacion en gel

Electroforesis: en papel, de alto voltaje, en agarosa, en acetato de celu-
losa, en gel de almidon, en gel de poliacrilamida, en gel de dodecil
sulfato de sodio (SDS)-poliacrilamida

Ultracentrifugacion

Métodos para determinar estructuras de las biomoléculas

Analisis elemental

Espectroscopiacon luz ultravioleta (UV), visible, infrarrojay conresonancia
magnética nuclear (NMR)

Uso de hidrdlisis en acido o alcali para degradar la biomolécula en estudio
hacia sus constituyentes basicos

Uso de un conjunto de enzimas de especi[citlad conocida para degradar
la biomolécula en estudio (p. ej., proteasas, nucleasas, glucosidasas)

Espectrometria de masa

Métodos de secuenciacion especi[cds (p. e]., para proteinas y acidos nu-
cleicos)

Cristalografia con rayos X

Preparaciones para estudiar procesos bioquimicos

Animal entero (incluye animales transgénicos y animales con genes
nogueados)

Organo aislado perfundido

Corte de tejido

Células enteras

Homogeneizado

Organelos celulares aislados
Subfraccionamiento de organelos
Metabolitos y enzimas puri [cddos

Genes aislados (incluso reaccion en cadena de polimerasa y mutagénesis
dirigida hacia sitio)

!Casi todos estos métodos son idéneos para analizar los componentes presentes

en homogeneizados de células y en otras preparaciones bioquimicas. El uso secuencial
de varias técnicas por lo general permitira la puri [cacion de casi todas las biomoléculas.
El lector encontrara detalles en libros sobre métodos de investigacién bioquimica.

LOS PROCESOS BIOQUIMICOS
NORMALES SON LA BASE DE LA SALUD

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) de [né a la salud como
el estado de “bienestar fisico, mental y social completo, y no tan sélo
la ausencia de enfermedad”. Desde un punto de vista estrictamente
bioquimico, cabe considerar a la salud como aquella situacion en la
cual las muchas miles de reacciones intracelulares y extracelulares
que ocurren en el cuerpo estan procediendo a indices acordes con la
supervivencia maxima del organismo en el estado [siblégico. Sin
embargo, se trata de un punto de vista en extremo reduccionista,
debe quedar de mani [esto que el cuidado de la salud de los pacien-
tes no solo requiere un amplio conocimiento de los principios bio-
16gicos, sino también de principios psicoldgicos y sociales.

La investigacion bioquimica tiene
repercusiones sobre la nutricion
y la medicina preventiva

Un prerrequisito importante para el mantenimiento de la salud
es la ingestion 6ptima de diversas sustancias quimicas en la die-
ta, entre las cuales destacan vitaminas, algunos aminoéacidos,
ciertos acidos grasos, diversos minerales y agua. Dado que gran
parte del tema de estudio tanto de la bioquimica como de la nu-
tricion comprende diversos aspectos de estas sustancias quimi-
cas, hay una estrecha relacion entre ambas ciencias. Mas aun, se
esta haciendo hincapié en los intentos sistematicos por mantener
la salud y prevenir la enfermedad, esto es, en medicina preven-
tiva, asi que se observa un énfasis en los métodos nutricionales
para —por ejemplo— tratar la prevencion de aterosclerosis y can-
cer. El entendimiento de la nutricion depende en gran medida
del conocimiento sobre bioquimica.

Casi todas las enfermedades (quiza todas)
tienen una base bioquimica

Los autores creen que casi todas las enfermedades, si no es que to-
das, son manifestaciones de anormalidades de moléculas, reacciones
quimicas o procesos bioquimicos. En el cuadro 1-2 se listan los
principales factores que generan enfermedades en animales y se-
res humanos; todos afectan una 0 mas reacciones quimicas 0 mo-
léculas cruciales en el cuerpo. Este libro presenta muchos ejemplos
de las bases bioquimicas de las enfermedades; en casi todas ellas
los estudios bioquimicos contribuyen tanto al diagndstico como al
tratamiento. El cuadro 1-3 resume algunos usos importantes de in-
vestigaciones bioguimicas y pruebas de laboratorio en relacion
con enfermedades. El capitulo 54 de este libro provee atin mas ayu-
da para ilustrar la relacion entre bioquimica y enfermedad al co-
mentar con cierto detalle los aspectos bioquimicos de 16 casos mé-
dicos diferentes.

Al [nal del capitulo 54 se eshozan de manera muy sucinta algu-
nos de los principales desafios que la medicinay las ciencias de la
salud relacionadas encaran. Al abordar estos desafios, los estudios
bioquimicos ya estan entrelazados, y seguiran estandolo, con estu-
dios en varias otras disciplinas, como genética, inmunologia, nutri-
cion, patologia y farmacologia.
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Bioquimica
o A
Acidos
nucleicos Proteinas Lipidos Carbohidratos
Enfermedades Depranocitosis Aterosclerosis Diabetes
genéticas v mellitus
Medicina

FIGURA 1-1 Ejemplos de la avenida en dos direcciones que conecta la bioquimicay la
medicina. El conocimiento de las moléculas bioquimicas mostradas en la parte superior del
diagrama ha esclarecido el entendimiento de las enfermedades mostradas en la mitad inferior
y, a lainversa, los anélisis de las enfermedades que se muestran abajo han aclarado muchas
areas de la bioquimica. Note que la drepanocitosis es una enfermedad genética, y que tanto
la aterosclerosis como la diabetes mellitus tienen componentes genéticos.

Repercusiones del Human Genome Project
(HGP, Proyecto del Genoma Humano) sobre
la bioquimica, biologia y medicina

A [nales del decenio de 1990, el HGP logré notorios progresos en la
secuenciacion del genoma humano. Esto culminé en julio de 2000,
cuando lideres de los dos grupos comprendidos en este esfuerzo (el
International Human Genome Sequencing Consortium y Celera Ge-
nomics, compariia privada) anunciaron que se habia secuenciado
mas de 90% del genoma. A principios de 2001 se publicaron versio-
nes borrador de la secuencia. Salvo algunos vacios, la secuencia de
todo el genoma humano se completé en 2003, 50 afios después de la
descripcion de la naturaleza de doble hélice del acido desoxirribo-
nucleico (DNA) por Watson y Crick.

Son enormes las inferencias del HGP para la bioquimica, toda
la biologia, asi como para la medicina y las ciencias de la salud
relacionadas, y aqui sélo se mencionan algunos puntos. Ahora es
posible aislar cualquier gen y, por lo general, determinar su es-

CUADRO 1-2 Las principales causas
de enfermedades!

1. Agentes fisicos: traumatismo mecanico, temperatura extrema, cambios
repentinos de la presion atmosférica, radiacion, descarga eléctrica.

2. Agentes quimicos, incluso farmacos: ciertos compuestos toxicos, far-
macos terapéuticos, etcétera.

3. Agentes bioldgicos: virus, bacterias, hongos, formas superiores de pa-
rasitos.

Falta de oxigeno: pérdida del aporte sanguineo, disminucion de la
capacidad transportadora de oxigeno de la sangre, envenenamiento
de las enzimas oxidativas.

5. Trastornos genéticos: congénitos, moleculares.
6. Reacciones inmunitarias: ana [lakia, enfermedad autoinmunitaria.
7. Desequilibrios nutricionales: de [ciencias, excesos.

8. Desequilibrios endocrinos: de [cibncias 0 excesos hormonales.

*Nota: todas las causas listadas actGan al in [uir sobre los diversos mecanismos
bioguimicos en la célula o en el cuerpo.

(Adaptado, con autorizacién, de Robbins SL, Cotram RS, Kumar V: The Pathologic Basis
of Disease, 3a. ed. Saunders, 1984. Copyright © 1984 Elsevier Inc. con autorizacién de
Elsevier.)

tructuray funcion (p. ej., mediante experimentos de secuenciacion
y de gen nogueado). Muchos genes antes desconocidos han sido
revelados; sus productos ya se han establecido o estan bajo estudio.
Se han aclarado nuevos aspectos de la evolucion del ser humano'y
se han re [nado los procedimientos para rastrear genes vinculados
con enfermedad. En diversas secciones de este libro hay referencias
al genoma humano.

En la [gura 1-2 se muestran &reas de gran interés actual que se
han desarrollado de manera directa como resultado del progreso
logrado en el HGP o cuyo avance se ha visto estimulado por el mis-
mo. Como resultado del HGP, han surgido muchos de los llamados

CUADRO 1-3 Algunos usos de investigaciones
bioquimicas y pruebas de laboratorio en relacién
con enfermedades

Uso Ejemplo

Demostracién de la naturaleza de los
defectos genéticos en la [biosis
quistica.

1. Revelar las causas
y los mecanismos
fundamentales de
enfermedades

2. Sugerir tratamientos
racionales de
enfermedades con
base en el inciso 1

Una dieta con bajo contenido de
fenilalanina para el tratamiento
de fenilcetonuria.

. Ayudar en el diagnéstico
de enfermedades
especi [cds

Uso de las concentraciones plasmaticas
de troponinal o T en el diagndstico de
infarto de miocardio.

Uso de medicion de la tiroxina o de la
hormona estimulante de la tiroides
(TSH) en la sangre en el diagnostico
neonatal de hipotiroidismo
congénito.

. Actuar como pruebas
de deteccién para el
diagnostico temprano de
ciertas enfermedades

. Ayudar a vigilar el
progreso (esto es,
recuperacion,
empeoramiento, remision
o recaida) de ciertas
enfermedades

Uso de la enzima plasmatica alanina
aminotransferasa (ALT) en la
vigilancia del progreso de hepatitis
infecciosa.

Uso de la medicion del antigeno
carcinoembrionario (CEA) en la
sangre en ciertos pacientes que han
recibido tratamiento para cancer de
colon.

6. Ayudar en la evaluacion
de larespuesta de
enfermedades a la terapia
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Transcriptomica

Metabolémica

Farmacogenomica <— ™
HGP

Biofisica

Biologia de células
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Diagnéstico molecular
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Proteémica Glucémica Lipidémica
/ Nutrigenémica
\ / Bioinformatica
/ (genémica)
Bioingenieria
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Bioética

Terapia génica

Biologia sintética

FIGURA 1-2 ElHuman Genome Project (HGP) ha in [ido sobre muchas disciplinas y

areas de investigacion.

campos de -6mica, que comprenden estudios integrales de las es-
tructuras y funciones de las moléculas que cada uno estudia. El glo-
sario de este capitulo proporciona las de [niciones de los campos
listados a continuacion. Los productos de genes (moléculas de &cido
ribonucleico [RNA] y proteinas) estan bajo estudio con el uso de las
técnicas de transcriptémica y proteémica. Un notorio ejemplo
de la rapidez del progreso en transcriptomica es la explosion de
conocimiento relacionado con moléculas de RNA pequefias como
reguladoras de la actividad de genes. Otros campos de -dmica com-
prenden glucémica, lipidémica, metabolémica, nutrigenémica y
farmacogendmica. Para mantenerse al dia con la cantidad de infor-
macion que se esta generando, la bioinformatica ha recibido mucha
atencion. Otros campos relacionados a los cuales se ha transmitido
el impetu del HGP son biotecnologia, bioingenieria, biofisica y
bioética. La biologia de células madre ocupa un lugar preponde-
rante en gran parte de la investigacion actual. La promesa que la
terapia génica lleva implicita ain no se cumple, pero parece pro-
bable que eso ocurrira tarde o temprano. Se han creado muchas
pruebas diagndsticas moleculares nuevas en areas como pruebasy
diagndstico genéticos, microbiolégicos e inmunoldgicos. La biolo-
gia de sistemas también esta en ciernes. La biologia sintética quiza
es la mas interesante de todas, cuenta con el potencial de crear orga-
nismos vivos (p. €j., en un inicio bacterias pequefias) a partir de
material genético in vitro, el cual quiza podria ser diseflado para
llevar a cabo tareas especi [cas (p. €j., limpiar derrames de petroleo).
Como en el caso de las células madre, esta area atraer4 mucha aten-
cion por parte de expertos en bioética y otros. Mas adelante en este
libro se hace referencia a muchos de los temas anteriores.

Todo lo anterior ha hecho que la época actual sea muy inte-
resante para estudiar o participar de manera directa en biologia y
medicina. Los resultados de la investigacion en las diversas areas
antes mencionadas tendran grandes repercusiones en el futuro de la
biologia, la medicina y las ciencias de la salud.

RESUMEN

= Labioquimica es la ciencia que se encarga del estudio de las diversas
moléculas que se encuentran en células y organismos vivos, asi como
sus reacciones quimicas. Dado que la vida depende de reacciones

bioquimicas, la bioquimica se ha convertido en el lenguaje bésico de
todas las ciencias bioldgicas.

= Labioquimica se encarga del estudio de toda la gama de formas de
vida, desde virus y bacterias que pudieran considerarse simples hasta
seres humanos complejos.

= Labioquimicay la medicina estan intimamente relacionadas. La
salud depende de un equilibrio armonioso de reacciones bioquimicas
que estan ocurriendo en el cuerpo, en tanto que la enfermedad re [ejh
anormalidades en biomoléculas, reacciones bioquimicas o procesos
bioquimicos.

= Los avances en el conocimiento de la bioquimica han esclarecido
muchas &reas de la medicina. A la inversa, el estudio de las
enfermedades a menudo ha revelado aspectos previamente no
sospechados de la bioquimica. Los métodos bioquimicos suelen ser
fundamentales para esclarecer las causas de enfermedades y disefiar
terapias apropiadas.

= El uso juicioso de diversas pruebas bioquimicas de laboratorio es un
componente integral del diagnostico y de la vigilancia del tratamiento.

= Un conocimiento sélido de la bioquimica y de otras disciplinas
bésicas conexas es esencial para la practica racional de la medicinay
de ciencias de la salud relacionadas.

= Los resultados del HGP y de investigacion en areas a[nds tendran
una profunda in [u@ncia sobre el futuro de la biologia, la medicinay
otras ciencias de la salud.
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GLOSARIO

Bioética: area de la ética que se encarga de la aplicacion de principios
morales y éticos a la biologia y medicina.

Biofisica: aplicacion de fisica y sus técnicas a la biologia y medicina.
Bioinformaética: disciplina que se encarga de reunir, almacenar y analizar
datos bioldgicos, en especial secuencias de DNA y proteina (véase

capitulo 10).

Bioingenieria: aplicacion de ingenieria a biologia y medicina.

Biologia de células madre: una célula madre es una célula indiferenciada
que tiene el potencial de renovarse por si mismay de diferenciarse
hacia cualquiera de las células adultas que se encuentran en el
organismo. La biologia de células madre se encarga del estudio de las
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propiedades bioldgicas de las células madre y sus usos en diversas
enfermedades.

Biologia de sistemas: campo de la ciencia en el cual se estudian sistemas
bioldgicos completos como enteros integrados (en contraposicion con
el método reduccionista de, por ejemplo, la bioquimica clasica).

Biologia sintética: campo que combina técnicas biomoleculares con
métodos de ingenieria para construir nuevas funciones y sistemas
bioldgicos.

Biotecnologia: campo en el cual se combinan métodos bioquimicos, de
ingenieria y otros, para crear productos bioldgicos para uso en
medicinay en la industria.

Diagndstico molecular: uso de métodos moleculares (p. ej., sondas de
DNA) para ayudar en el diagnostico de diversas enfermedades
bioquimicas, genéticas, inmunitarias, microbianas y otros
padecimientos médicos.

Farmacogendmica: uso de informacion y tecnologias gendémicas para
optimizar el descubrimiento y desarrollo de blancos terapéuticos y de
farmacos (véase capitulo 54).

Genodmica: el genoma es el grupo completo de genes de un organismo
(p. €j., el genoma humano), y genémica es el estudio a fondo de las
estructuras y funciones de genomas (véase capitulo 10y otros).

Glucomica: el glucoma es la totalidad de carbohidratos simples y
complejos en un organismo. La glucdmica es el estudio sistematico de
las estructuras y funciones de glucomas (p. €j., el glucoma humano;
véase capitulo 47).

Lipidoémica: el lipidoma es la totalidad de lipidos que se encuentran en un
organismo. La lipidémica es el estudio a fondo de las estructuras y
funciones de todos los miembros del lipidoma, asi como de sus
interacciones, tanto en salud como en enfermedad.

Metabolomica: el metaboloma es la totalidad de metabolitos (moléculas
pequefias comprendidas en el metabolismo) que se encuentran en un
organismo. La metabolémica es el estudio a fondo de sus estructuras,
funciones y cambios en diversos estados metabolicos.

Nutrigendmica: estudio sistematico de los efectos de los nutrientes sobre
la expresion genética y de los efectos de variaciones genéticas sobre el
manejo de nutrientes.

Protedmica: el proteoma es la totalidad de proteinas de un organismo. La
proteémica es el estudio sistematico de las estructuras y funciones de
proteomas, incluso variaciones en la salud y la enfermedad (véase
capitulo 4).

Terapia génica: se aplica al uso de genes sometidos a procesos de ingenieria
genética para tratar diversas enfermedades (véase capitulo 39).

Transcriptémica: el transcriptoma es el grupo completo de transcriptos
de RNA producidos por el genoma a un periodo [alen el tiempo. La
transcriptomica es el estudio integral de la expresion génica a nivel del
RNA (véase capitulo 36 y otros).
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CAPITULO

Peter J. Kennelly, PhD y Victor W. Rodwell, PhD

IMPORTANCIA BIOMEDICA

El agua es el componente quimico predominante de los organismos
vivos. Sus singulares propiedades fisicas, que incluyen la capacidad
para disolver una amplia gama de moléculas organicas e inorgani-
cas, se derivan de su estructura bipolar y de su excepcional capaci-
dad para formar enlaces de hidrégeno. La manera en que el agua
interactdia con una biomolécula disuelta in [uye sobre la estructura
de cada una. El agua, un excelente nucled [Ia] es un reactivo o un
producto en muchas reacciones metabdlicas. El agua tiene una pro-
pension leve a disociarse hacia iones hidroxilo y protones. La acidez
de soluciones acuosas por lo general se reporta usando la escala de
pH logaritmica. El bicarbonato y otros amortiguadores en circuns-
tancias normales mantienen el pH del liquido extracelular entre
7.35y 7.45. Las alteraciones sospechadas del equilibrio acidobasico
se veri[cdn al medir el pH de la sangre arterial y el contenido de
CO, de la sangre venosa. Algunas causas de acidosis (pH sanguineo
< 7.35) son cetosis diabética y acidosis lactica. La alcalosis (pH >
7.45) puede presentarse después de vomitos de contenido gastrico
acido. La regulacion del equilibrio del agua depende de mecanismos
hipotalamicos que controlan la sed, de la hormona antidiurética
(ADH), de la retencion o excrecion de agua por los rifiones, y de la
pérdida por evaporacién. La diabetes insipida nefrogénica, que
comprende la incapacidad para concentrar orina o para hacer ajus-
tes a cambios sutiles de la osmolaridad del liquido extracelular, se
produce por falta de capacidad de respuesta de los osmorreceptores
de los tubulos renales a la ADH.

EL AGUA ES UN SOLVENTE
BIOLOGICO IDEAL

Las moléculas de agua forman dipolos

Una molécula de agua es un tetraedro irregular, un tanto asimétrico,
con oxigeno en su centro ([g.J2-1). Los dos hidrdgenos y los electro-
nes no compartidos de los dos orbitales sp*-hibridados restantes
ocupan los angulos del tetraedro. El &ngulo de 105 grados entre los
hidrégenos dilere un poco del dngulo tetraédrico ideal, de 109.5
grados. El amoniaco también es tetraédrico, con un angulo de 107
grados entre sus hidrogenos. El agua es un dipolo, una molécula
con carga eléctrica distribuida de manera asimétrica en toda su es-
tructura. El &tomo de oxigeno fuertemente electronegativo empuja
los electrones en direccion contraria a los nicleos de hidrégeno, lo

que los deja con una carga positiva parcial, mientras que sus dos
pares de electrones no compartidos constituyen una regién de carga
negativa local.

El agua, un fuerte dipolo, tiene una constante dieléctrica alta.
Como se describe de manera cuantitativa mediante la ley de
Coulomb, la fuerza de la interaccion F entre particulas que tienen
carga opuesta es inversamente proporcional a la constante dieléctri-
ca € del medio circundante. La constante dieléctrica para un vacio es
la unidad; para el hexano es 1.9; para el etanol, 24.3, y para el agua,
78.5. Por ende, el agua disminuye mucho la fuerza de atraccién en-
tre especies cargadas y polares en comparacion con ambientes libres
de agua que tienen constantes dieléctricas mas bajas. Su fuerte dipo-
loy constante dieléctrica alta permiten al agua disolver grandes can-
tidades de compuestos cargados, como las sales.

Las moléculas de agua forman
enlaces de hidrégeno

Un nucleo de hidrégeno parcialmente desprotegido, unido de ma-
nera covalente a un atomo de oxigeno o de nitrdgeno que extrae
electrones, puede interactuar con un par de electrones no compar-
tidos sobre otro &tomo de oxigeno o nitrégeno para formar un enla-
ce de hidrégeno. Dado que las moléculas de agua tienen estas dos
caracteristicas, la formacion de enlaces de hidrégeno favorece la au-
toasociacion de moléculas de agua hacia disposiciones ordenadas
([gJ2-2). La formacion de enlaces de hidrdgeno ejerce una profun-
da in [uéncia sobre las propiedades fisicas del agua, lo que explica su
viscosidad, tensién super [Cidl y punto de ebullicién excepcional-
mente altos. En promedio, cada molécula en agua liquida se asocia
por medio de enlaces de hidrégeno con otras 3.5. Estos enlaces
son hasta cierto punto débiles y transitorios, con una vida media de
un microsegundo 0 menos. La ruptura de un enlace de hidrégeno
en agua liquida solo requiere alrededor de 4.5 kcal/mol, menos de
5% de la energia necesaria para romper un enlace O—H covalente.

La formacion de enlaces de hidrégeno permite al agua disolver
muchas biomoléculas organicas que contienen grupos funcionales
que pueden participar en la formacion de enlaces de hidrogeno. Los
atomos de oxigeno de aldehidos, cetonas y amidas, por ejemplo,
proporcionan pares de electrones solitarios que tienen la capacidad
de servir como aceptores de hidrégeno. Los alcoholes y las aminas
pueden servir como aceptores de hidrégeno y como donadores
de &tomos de hidrégeno desprotegidos para formacién de enlaces de
hidrdégeno ([g.J2-3).
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FIGURA 2-2 1zquierda: asociacién de dos moléculas de agua
dipolares mediante un enlace de hidrégeno (linea punteada).
Derecha: agrupacion de cuatro moléculas de agua con enlaces de
hidrogeno. Note que el agua puede servir de manera simultanea como
donador y como aceptor de hidrégeno.
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FIGURA 2-3 Los grupos polares adicionales participan en la
formacion de enlaces de hidrégeno. Se muestran los enlaces de
hidrogeno formados entre alcohol y agua, entre dos moléculas de
etanol, y entre el oxigeno del carbonilo peptidico y el hidrégeno
del nitrégeno peptidico de un aminoéacido adyacente.

LA INTERACCION CON AGUA
INFLUYE SOBRE LA ESTRUCTURA
DE LAS BIOMOLECULAS

Los enlaces covalentes y no covalentes
estabilizan moléculas bioldgicas

El enlace covalente es la mayor fuerza que mantiene juntas a las mo-
léculas (cuadro 2-1). Las fuerzas no covalentes, aungue son de menor
magnitud, hacen contribuciones importantes a la estructura, esta-
bilidad y competencia funcional de macromoléculas en las células
vivas. Estas fuerzas, que pueden ser de atraccion o de repulsion,
comprenden interacciones tanto dentro de la biomolécula como en-
tre lamismayy el agua, que es el principal componente del ambiente
circundante.
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CUADRO 2-1 Energias de enlace para &tomos
de importancia bioldgica

Tipo de Energia Tipo de Energia
enlace (kcal/mol) enlace (kcal/mol)
0—0 34 0=0 96
S—S 51 C—H 99
C—N 70 C= 108
S—H 81 O0—H 110
c—C 82 C=C 147
c—0 84 C=N 147
N—H 94 =0 164

Las biomoléculas se pliegan para
colocar a grupos polares y cargados
sobre sus superficies

Casi todas las biomoléculas son an [pdticas; esto es, poseen regio-
nes con alto contenido de grupos funcionales cargados o polares, asi
como regiones con caracter hidrofébico. Las proteinas tienden a
plegarse con los grupos R de aminoacidos con cadenas laterales hi-
drofébicas en el interior. Los aminoacidos con cadenas laterales de
aminodcidos cargadas o polares (p. €j., arginina, glutamato, serina)
por lo general estan presentes sobre la super [Cik en contacto con
agua. Un modelo similar prevalece en una bicapa de fosfolipidos,
donde los grupos con cabeza cargada de fosfatidil serina o fosfatidil
etanolamina tienen contacto con agua, mientras que sus cadenas
laterales de acido graso (acilo) hidrofébicas se agrupan juntas y ex-
cluyen el agua. Este modelo maximiza las oportunidades para la for-
macion de interacciones de carga-dipolo, dipolo-dipolo, y formacion
de enlaces de hidrogeno, favorables desde el punto de vista energé-
tico entre grupos polares sobre la biomolécula y el agua. También
minimiza contactos desfavorables desde el punto de vista energético
entre el agua y grupos hidrofdbicos.

Interacciones hidrofébicas

El término “interaccion hidrofobica” (o hidréfoba) alude a la ten-
dencia de compuestos no polares a autoasociarse en un ambiente
acuoso. Tal autoasociacion no esta impulsada por atraccion mutua
ni por lo que a veces es denominado de manera incorrecta como
“enlaces hidrofobicos” La autoasociacion minimiza interacciones
desfavorables desde el punto de vista energético entre grupos no po-
lares y agua.

Dado que los hidrogenos de grupos no polares —como los gru-
pos metileno de hidrocarburos— no forman enlaces de hidrégeno,
afectan la estructura del agua que los rodea. Las moléculas de agua
adyacentes a un grupo hidrofobico tienen restriccion en cuanto al
ntmero de orientaciones (grados de libertad) que les permiten par-
ticipar en el nimero maximo de enlaces de hidrogeno favorables
desde el punto de vista energético. La formacion maxima de mul-
tiples enlaces de hidrogeno solo puede mantenerse al aumentar el
orden de las moléculas de agua adyacentes, con una disminucion
agregada de la entropia.
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La segunda ley de la termodindmica establece que la energia
libre éptima de una mezcla de hidrocarburo-agua esta en funcién
tanto de la entalpia maxima (por formacién de enlaces de hidro-
geno) como de la entropia minima (grados maximos de libertad).
De este modo, las moléculas no polares tienden a formar gotitas a
[nide minimizar el area de super [Cik expuesta y reducir el nimero
de moléculas de agua afectadas. De modo similar, en el ambiente
acuoso de la célula viva las porciones hidrofébicas de biopolimeros
tienden a estar recluidas dentro de la estructura de la molécula o
dentro de una bicapa lipida, lo que minimiza el contacto con agua.

Interacciones electrostaticas

Las interacciones entre grupos cargados ayudan a dar forma a la
estructura biomolecular. Las interacciones electrostaticas entre gru-
pos que tienen carga opuesta dentro de biomoléculas o entre las
mismas se denominan puentes de sal, los cuales tienen fuerza com-
parable a la de los enlaces de hidrdgeno, pero actlian en distancias
mayores; por ende, a menudo facilitan el enlace de moléculas y
iones cargados a proteinas y acidos nucleicos.

Fuerzas de van der Waals

Surgen por atracciones entre dipolos transitorios generados por el
movimiento répido de electrones de todos los 4&tomos neutros. Las
fuerzas de van der Waals —mucho més débiles que los enlaces de hi-
drégeno, pero potencialmente abundantes— disminuyen en términos
de la sexta potencia de la distancia que separa a los a&tomos. De este
modo, acttian en distancias muy cortas, por lo general de 2 a4 A.

Fuerzas multiples estabilizan biomoléculas

La doble hélice de DNA ilustra la contribucion de multiples fuerzas
alaestructura de biomoléculas. Si bien cada cadena de DNA indivi-
dual se mantiene junta por medio de enlaces covalentes, las dos he-
bras de la hélice se mantienen unidas de manera exclusiva mediante
interacciones no covalentes. Estas Ultimas comprenden enlaces de
hidrégeno entre bases de nucleétido (apareamiento de bases de Wat-
son-Crick) e interacciones de van der Waals entre las bases de purina
y pirimidina apiladas. La hélice presenta los grupos fosfato carga-
dosy azUcares ribosa polares del esqueleto a agua mientras que res-
guarda dentro las bases nucleétido relativamente hidrofébicas. El
esqueleto extendido maximiza la distancia entre fosfatos que tienen
carga negativa, lo que minimiza interacciones electrostaticas des-
favorables.

EL AGUA ES UN EXCELENTE NUCLEOFILO

Las reacciones metabdlicas a menudo comprenden el ataque por pa-
res solitarios de electrones que residen sobre moléculas ricas en
electrones llamadas nucled [1ok sobre atomos con pocos electrones
llamados electrd [1ok. Los nucled ok y electrd [Iok no necesaria-
mente poseen una carga negativa o positiva formal. El agua, cuyos
dos pares solitarios de electrones sp® tienen una carga negativa par-
cial, es un excelente nucle6[dal Otros nucled 1ok de importancia
bioldgica son los &tomos de oxigeno de fosfatos, alcoholes y acidos
carboxilicos; el azufre de tioles; el nitrdgeno de aminas y el anillo
imidazol de la histidina. Los electr6 [Iak comunes son los carbonos

carbonilo en amidas, ésteres, aldehidos y cetonas, y los atomos
de fdsforo de fosfoésteres.

El ataque nucleofilico por agua a menudo origina la ruptura de
los enlaces amida, glucésido o éster que mantienen juntos a los bio-
polimeros. Este proceso recibe el nombre de hidrdlisis. A la inversa,
cuando unidades de monémeros se unen para formar biopolimeros
como proteinas o glucogeno, el agua es un producto, por ejemplo,
durante la formacion de un enlace peptidico entre dos aminoécidos:
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Si bien la hidrdlisis es una reaccion favorecida desde el punto
de vista termodinamico, los enlaces amida y fosfoéster de polipépti-
dos y oligonucledtidos son estables en el ambiente acuoso de la cé-
lula. Esta conducta al parecer paraddjica re[ejh el hecho de que la
termodinamica que rige el equilibrio de una reaccion no determina
la velocidad a la cual procederd. En las células, cataliticos proteina
llamadas enzimas aceleran el indice de reacciones hidroliticas cuan-
do es necesario. Las proteasas catalizan la hidrolisis de proteinas
hacia los aminoacidos que las componen, mientras que las nuclea-
sas catalizan la hidrolisis de los enlaces fosfoéster en el DNA y el
RNA. Se requiere control cuidadoso de las actividades de estas enzi-
mas para asegurar que solo acttien sobre moléculas blanco apropia-
das en momentos apropiados.

Muchas reacciones metabdlicas
comprenden transferencia de grupo

Muchas de las reacciones enzimaticas de las cuales depende la sinte-
sis y desintegracion de biomoléculas comprenden la transferencia
de un grupo quimico G desde un donador D hacia un aceptor A
para formar un complejo de aceptor-grupo, A-G:

D-G+A A-G+D

La hidrélisis y fosfordlisis de glucdgeno, por ejemplo, com-
prenden la transferencia de grupos glucosilo hacia agua o hacia or-
tofosfato. La constante de equilibrio para la hidrolisis de enlaces
covalentes favorece de manera signi [cativa la formacion de pro-
ductos de division. A la inversa, en muchos casos las reacciones de
transferencia de grupo de las cuales depende la biosintesis de ma-
cromoléculas comprenden la formacion de enlaces covalentes no
favorecida desde el punto de vista termodinamico. Las enzimas su-
peran dicha barrera al acoplar estas reacciones de transferencia de
grupo a otras reacciones favorecidas, de modo que el cambio general
de energia libre favorece la sintesis de biopolimero. Dado el caréacter



nucleofilico del agua y su alta concentracion en las células, ;por qué
los biopolimeros como las proteinas y el DNA son relativamente es-
tables?, ademas, ;de qué modo la sintesis de biopolimeros puede
ocurrir en un ambiente acuoso? Las propiedades de las enzimas son
fundamentales para ambas preguntas. En ausencia de catalisis enzi-
matica, incluso las reacciones muy favorecidas desde el punto de
vista termodinamico no necesariamente tienen lugar con rapidez. El
control preciso y diferencial de la actividad enzimatica, asi como el
secuestro de enzimas en organelos especi [cds, determinan en qué
condiciones [siblégicas un biopolimero dado se sintetizara o degra-
dara. Los biopolimeros recién sintetizados no se hidrolizan de in-
mediato, lo cual en parte se debe a que los sitios activos de enzimas
biosintéticas secuestran sustratos en un ambiente del cual es factible
excluir al agua.

Las moléculas de agua muestran una
tendencia leve pero importante a disociarse

La capacidad del agua para ionizarse, si bien es leve, tiene importan-
cia fundamental para la vida. Dado que el agua tiene la capacidad de
actuar como un 4cido y como una base, su ionizacion puede repre-
sentarse como una transferencia de protén intermolecular que for-
ma un ion hidronio (H;O™) y un ion hidroxilo (OH"):

H,0+H,0  H,O" +OH"

El protén transferido en realidad se relaciona con una agrupa-
cion de moléculas de agua. Los protones existen en solucion no sélo
como H;O*, sino también como multimeros tipo H;0,* y H,0,™.
Sin embargo, el protén se representa de manera sistematica como
H™, aun cuando de hecho esta muy hidratado.

Dado que los iones hidronio e hidroxilo se recombinan de ma-
nera continua para formar moléculas de agua, es imposible declarar
que un hidrégeno u oxigeno individual esta presente como un ion o
formando parte de una molécula de agua. En un instante es un ion,
pero al siguiente forma parte de una molécula de agua; de modo que
no se consideran iones o moléculas individuales. En lugar de eso, se
hace referencia a la probabilidad de que en cualquier instante en el
tiempo un hidrégeno estara presente como ion 0 como parte de una
molécula de agua. Dado que 1 g de agua contiene 3.46 > 10?2 mo-
léculas, la ionizacion del agua puede describirse de manera estadis-
tica. Declarar que la probabilidad de que un hidrégeno exista como
un ion es de 0.01 signi[cd que, en cualquier momento dado en el
tiempo, un atomo de hidrégeno tiene una probabilidad en 100 de
ser un ion pero 99 probabilidades en 100 de formar parte de una
molécula de agua. La probabilidad real de que un atomo de hidroge-
Nno en agua pura exista como un ion hidrégeno es de alrededor de
1.8 > 10°. De este modo, la probabilidad de que forme parte de una
molécula de agua es de casi la unidad. Dicho de otra manera, por
cada ion hidrdgeno y cada ion hidroxilo en agua pura, hay 1.8 mil
millones o 1.8 < 10° moléculas de agua. Sin embargo, los iones hi-
drégeno y los iones hidroxilo contribuyen de manera importante a
las propiedades del agua.

Para la disociacion del agua,

(B EEOH
[H.0]
donde los corchetes representan concentraciones molares (estricta-
mente hablando, actividades molares) y K es la constante de diso-

CAPITULO2 AguaypH 9

ciacion. Puesto que un mol de agua pesa 18 g, 1 litro (L) (1000 g) de
agua contiene 1000 <+ 18 = 55.56 mol. Asi, el agua pura es 55.56
molar. Dado que la probabilidad de que un hidrégeno en agua pura
exista como un ion hidrégeno es de 1.8 < 10~ la concentracion
molar de iones H* (o de iones OH") en agua pura es el producto de
la probabilidad, 1.8 < 10-°, veces la concentracién molar de agua,
55.56 mol/L. El resultado es 1.0 < 107 mol/L.
Ahora es posible calcular el valor de K para el agua pura;

FH'EROHE _ HL0TEALOT
- [Ho]  [5556]
= 0018 x 107 = 1.8 x 10 mol/L

La concentracion molar del agua, 55.56 mol/L, es demasiado
grande como para que la disociacion la afecte de manera signi [cati-
va, de modo que se considera que, en esencia, es constante. Asi, esta
constante puede incorporarse en la constante de disociacion K para
proporcionar una nueva y Util constante K, (W, de water, “agua”)
llamada el producto i6nico del agua. La relacién entre K,, y K se
muestra a continuacion:

K = Mﬂ = 1.8 x 10 mol/L
[H:0]
K, = (K)[H,0] = BH"EFOH
= (1.8 x 10 mol/L)(55.56 mol/L)

=1.00 x 10™ (mol/L)’

Note que las dimensiones de K son mol por litro y las de K,, son
mol? por L2 Como su nombre lo sugiere, el producto iénico K, es
igual desde el punto de vista numérico al producto de las concentra-
ciones molares de H*y OH~,

K, = BH"3§OH 5

A 25°C, K,, = (107)?, 0 10~ (mol/L)? a temperaturas por de-
bajo de 25°C, K,, es un poco menor de 1074, en tanto que a tempe-
raturas superiores a 25°C es un poco mayor de 104, Dentro de las
limitaciones declaradas del efecto de la temperatura, K, es igual a
10~ (mol/L)? para todas las soluciones acuosas, incluso soluciones
de &cidos o bases. Se usa K, para calcular el pH de soluciones acidas
y bésicas.

EL pHES EL LOGARITMO )
NEGATIVO DE LA CONCENTRACION
DE ION HIDROGENO

El término pH fue introducido en 1909 por S6rensen, quien lo de [nid
como el logaritmo negativo de la concentracion de ion hidrégeno:

pH = -log fH' &

Esta de [nicidn, si bien no es rigurosa, es su[ciknte para muchos
propdsitos bioquimicos; a [nide calcular el pH de una solucion:

1. Se calcula la concentracion de ion hidrégeno [H™].
2. Se calcula el logaritmo base 10 de [H*].
3. El pH es el negativo del valor que se encuentra en el paso 2.
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Por ejemplo, para agua pura a 25°C,
pH = —log BH'F = ~log 107 = -(~7) = 7.0

Este valor también se conoce como la potencia (power [inglés], puis-
sant [francés], o potennz [aleman]) del exponente, de ahi el uso
de “p".

Los valores de pH bajos corresponden a concentraciones altas
de H*, y los valores de pH altos corresponden a concentraciones
bajas de H™.

Los acidos son donadores de protones y las bases son acepto-
res de protones. Los acidos fuertes (p. ej., HCI, H,SO,) se disocian
por completo hacia aniones y cationes, incluso en soluciones fuerte-
mente acidicas (pH bajo). Por su parte, los acidos débiles se diso-
cian solo en parte en soluciones acidicas. De modo similar, las bases
fuertes (p. ej., KOH, NaOH) —no asi las bases débiles (p. ej.,
Ca[OH],)— estan por completo disociadas a pH alto. Muchas sus-
tancias bioquimicas son 4cidos debiles. Las excepciones son los in-
termediarios fosforilados, cuyo grupo fosforilo contiene dos proto-
nes disociables, el primero de los cuales es fuertemente acidico.

Los ejemplos que siguen ilustran como calcular el pH de solu-
ciones acidas y basicas.

Ejemplo 1: ;Cual es el pH de una solucién cuya concentracion
de ion hidrégeno es de 3.2 < 10~ mol/L?

pH = —log AH"§
~log (32 x10™*)
-log (3.2) - log (10‘4)

-05+40
=35

Ejemplo 2: ;Cual es el pH de una solucién cuya concentracion
de ion hidroxilo es de 4.0 < 10 mol/L? Primero se de [né una can-
tidad pOH que es igual a —log [OH] y que puede derivarse a partir
de la de [nicion de K,;:

K, = BH"BROH 8 = 107"
Por ende

logfH"§ + logHOH"f = log10™

pH+ pOH =14
Para resolver el problema mediante este método:
HOH f = 40 x 107
pOH = —log EOH"§
~log (4.0 x10™)
~log (4.0) - log (10*)

=-060+ 40
=34

Ahora:
pH =14 —pOH = 14 - 34
=10.6

Los ejemplos anteriores ilustran de qué modo la escala de pH lo-
garitmica facilita la emision de reporte y la comparacion de concen-

traciones de ion hidrégeno que di Leren por 6rdenes de magnitud de
otra, esto es, 0.00032 M (pH 3.5) y 0.000000000025 M (pH 10.6).
Ejemplo 3: ;Cuales son los valores de pH para KOH de a) 2.0 x
102 mol/L y de b) 2.0 < 10-8 mol/L? El OH- surge a partir de dos
fuentes: KOH y agua. Dado que el pH esta determinado por el [H*]
total (y el pOH por el [OH"] total), ambas fuentes deben considerar-
se. En el primer caso, a), la contribucién del agua al [OH"] total es
insigni [cante; es imposible decir lo mismo para el segundo caso, b):

Concentracion (mol/L)

@) (b)

Molaridad de KOH 2.0x107? 2.0x10°
[OH7] de KOH 2.0 x 1072 2.0x10°
[OH7] de agua 1.0x 107 1.0x 107
Total [OH] 2.00001 x 107 2.1x10°

Una vez que se ha llegado a una decision acerca de la importan-
cia de la contribucion por el agua, es factible calcular el pH como se
menciond.

Los ejemplos anteriores suponen que la base fuerte KOH esta
por completo disociada en solucion y que, entonces, la concentra-
cion de iones OH- fue igual a la del KOH mas la presente al princi-
pio en el agua. Esta suposicion es valida para soluciones diluidas de
bases o &cidos fuertes, no asi para bases o acidos débiles. Dado que
los electrolitos débiles s6lo se disocian un poco en solucién, es nece-
sario usar la constante de disociacidn para calcular la concentra-
cion de [H*] (o de [OH"]) producida por una molaridad dada de un
acido (o base) débil antes de calcular el [H*] total (o el [OH"] total)
y después el pH.

Los grupos funcionales que son acidos
débiles tienen gran importancia fisiolodgica

Muchas sustancias bioquimicas poseen grupos funcionales que son
acidos o bases débiles. Los grupos carboxilo, los grupos amino y los
ésteres de fosfato, cuya segunda disociacion cae dentro del rango
[sibldgico, estan presentes en proteinas y acidos nucleicos, en casi
todas las coenzimas y en casi todos los metabolitos intermediarios.
De este modo, el conocimiento de la disociacion de acidos y bases
débiles es basico para entender la in [uéncia del pH intracelular so-
bre la estructura y la actividad bioldgica. Las separaciones basadas
en carga, como la electroforesis y la cromatografia de intercambio
iénico, también se entienden mejor en términos de la conducta de
disociacion de grupos funcionales.

La especie protonada (p. ej., HA 0 R—NH,*) recibe la denomi-
nacién de acido, en tanto que la especie no protonada (p. €j., A~ 0
R—NH,) es su base conjugada. De modo similar, puede hacerse
referencia a una base (p. ¢j., A~ 0 R—NH,) y su acido conjugado
(p. €j., HA 0 R—NH;™). Los acidos débiles representativos (colum-
na izquierda), sus bases conjugadas (al centro) y valores de pK, (co-
lumna derecha) incluyen los siguientes:

R CH, O COOH ROCH, 0 COO~ pK, =4-5
ROCH, CINH,* RICH, CINH, pK, =9-10
H,CO, HCO," pK, = 6.4
H,PO,” HPO,™ pK, =72



Las fuerzas relativas de acidos y bases débiles se expresan en
funcidn de sus constantes de disociacion. A continuacién se mues-
tran las expresiones para la constante de disociacion (K,) para dos
acidos débiles representativos, R—COOH y R—NH;™*.

RTCI1COOH ROCOO™ +H"
FRCICOO 8FH"F
*" [ROCOOH]

RONH,”  RONH, +H'
[RONH,|aH"E
* BROINH,'B

Dado que los valores numéricos de K, para acidos débiles son
nameros exponenciales negativos, K, se expresa como pK,, donde

pK, = - logk,

Note que pK, se relaciona con K, como el pH se relaciona con
[H*]. Mientras mas fuerte es el &cido, més bajo es el valor de pK.,.

El pK, se usa para expresar las fuerzas relativas tanto de &cidos
como de bases. Para cualquier &cido débil, su conjugado es una base
fuerte; de modo similar, el conjugado de una base fuerte es un cido
débil. Las fuerzas relativas de bases se expresan en términos del
pK, de sus cidos conjugados. Para compuestos polipréticos que con-
tienen mas de un proton disociable, se asigna un nimero subindice
a cada disociacion en orden de acidez relativa. Para una disociacion
del tipo

RONH; - ROINH, +H'

el pK, es el pH al cual la concentracion del acido R—NH,* es igual
a la de la base R—NH,.

A partir de las ecuaciones anteriores que relacionan la K, con el
[H*]y con las concentraciones de acido no disociado y su base con-
jugadas, cuando

FROCOO™F = [ROICOOH]
0 cuando
[RONH,] = RONH,'E
entonces
K, = BH'E

De este modo, cuando las especies asociada (protonada) y diso-
ciada (base conjugada) estan presentes a iguales concentraciones, la
concentracion de ion hidrégeno [H*] prevaleciente es igual desde el
punto de vista numérico a la constante de disociacion, K,. Si se to-
man los logaritmos de ambos lados de la ecuacién anterior y se mul-
tiplican por -1, las expresiones quedan como sigue:

Ka = HH+ %
-logfH" &

Dado que —log K, se de [né como pK, y —log [H*] de [né al pH,
la ecuacion puede reescribirse como

-logK,

PK, = pH

esto es, el pK, de un grupo écido es el pH al cual las especies proto-
nada y no protonada estan presentes a concentraciones iguales. El
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pK, para un cido puede determinarse al afiadir 0.5 equivalente de
alcali por equivalente de &cido. El pH resultante sera igual al pK,
del &cido.

La ecuacion de Henderson-Hasselbalch
describe el comportamiento de
acidos débiles y amortiguadores

La ecuacion de Henderson-Hasselbalch se deduce a continuacion.
Un &cido débil, HA, se ioniza como sigue:

HA  H +A
La constante de equilibrio para esta disociacion es

_BH'EBAH

© [
La multiplicacion cruzada da
BHEEATE = K, [HA]
Se dividen ambos lados entre [A7]:
[HA]
EAE

Se toma el logaritmo de ambos lados:

B8 =Kao g

loghH"f = IogDK[ ]D
[HA]
i

=logkK, +log —=
A

Se multiplica todo por -1

[HA]

-logfH"E = -logK, - log —H

Se sustituye el pH y el pK, para-log [H*]y —log K, respectivamen-
te; entonces:

[HA]

pH = pK, - Iog -—
A'H
La inversion del Gltimo término elimina el signo de menos y da
la ecuacion de Henderson-Hasselbalch:

pH = pK, +log ——

A H
]

[HA

La ecuacién de Henderson-Hasselbalch tiene gran valor pre-
dictivo en equilibrios protdnicos. Por ejemplo,

1. Cuando la mitad de un &cido esta exactamente neutralizada,
[A~] = [HA]. En estas condiciones,

[HA]

Por ende, cuando la mitad de un &cido estd neutralizada,
pH = pK..

pH = pK, +Iog -pKa+Iog%:pKa+O
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2. Cuando la proporcién [A~]/[HA] = 100:1,

H K, +1 iali
= + log ——
p PKa g [HA]
pH = pK, +log 100/1 = pK, + 2
3. Cuando la proporcién [A~]/[HA] = 1:10,
pH = pK, +log 1/10 = pK, + (-1

Si la ecuacidn se evalla a proporciones de [A~]/[HA] que va-
rian desde 10° hasta 1072y se gra[can los valores de pH calculados,
el gralcd resultante describe la curva de titulacién para un acido
débil ([g12-4).

Las soluciones de acidos débiles
y sus sales amortiguan cambios del pH

Las soluciones de acidos o bases débiles y sus conjugados muestran
amortiguacion, la capacidad para resistir a un cambio del pH des-
pués de la adicion de un &cido o una base fuerte. Dado que muchas
reacciones metabdlicas se acompafian de liberacion o captacion de
protones, casi todas las reacciones intracelulares estan amortigua-
das. EI metabolismo oxidativo produce CO,, el anhidrido del acido
carbonico, que de no amortiguarse produciria acidosis grave. El
mantenimiento de un pH constante comprende amortiguacion me-
diante fosfato, bicarbonato y proteinas, que aceptan o liberan proto-
nes para resistir a un cambio del pH. En experimentos donde se
usan extractos de tejido o enzimas, el pH constante se mantiene por
medio de la adicion de amortiguadores como MES (acido [2-N-
morfolino] etanosulfonico, pK, 6.1), ortofosfato inorganico (pK,,
7.2), HEPES (4cido N-hidroxietilpiperazina-N -2-etanosulfonico,
pK, 6.8) o Tris (tris[hidroximetil] aminometano, pK, 8.3). El valor
de pK, respecto al pH deseado es el principal determinante de cual
amortiguador se selecciona.

La amortiguacion se observa al usar un medidor de pH mien-
tras se titula un acido o una base débil ([g12-4). También es factible
calcular la desviacion de pH que acompafia a la adicion de 4cido o
base a una solucion amortiguada. En el ejemplo, la soluciéon amorti-
guada (un &cido débil, pK, = 5.0, y su base conjugada) se encuentra,

o
i=]
S 10 -1.0
[}
©
g o8} 408
£
S
2 06} ~06 &
3 2
S ©
8 04r 404 2
l% O
S o2} 402
G
(]
©
g O_I 1 1 1 1 1 I_0
£ 2 3 4 5 6 7 8

pH

FIGURA 2-4 Curvas de titulacién para un acido del tipo HA.
El punto grueso, en el centro de la curva, indica el pK, de 5.0.

al inicio, en uno de cuatro valores de pH; se calcula el cambio de pH
producido cuando se afiaden 0.1 meq de KOH a 1 meq de cada so-
lucion:

pH Inicial 5.00 5.37 5.60 5.86
[ATinicia 0.50 0.70 0.80 0.88
[HATiniciar 0.50 0.30 0.20 0.12
(IAVHADinicial 1.00 2.33 4.00 7.33

La adicién de 0.1 meq de KOH produce

[Afina 0.60 0.80 0.90 0.98
[HA 0.40 0.20 0.10 0.02
(ATHAfina 150 4.00 9.00 490
log ([AT/[HADfina 0.18 0.60 0.95 1.69
pH final 5.18 5.60 5.95 6.69
ApH 0.18 0.60 0.95 1.69

Note que el cambio de pH por meq de OH™ afiadido depende
del pH inicial. La solucion se resiste a cambios del pH con mayor
e [cdcia a valores de pH cercanos al pK,. Una solucién de un &cido
débil y su base conjugada amortigua de manera mas e [cdz en el ran-
go de pH de pK, = 1.0 unidades de pH.

La [gura 2-4 también ilustra la carga neta en una molécula del
acido como una funcién del pH. Una carga fraccionaria de —0.5 no
signi [cd que una molécula individual porta una carga fraccionaria
sino que la probabilidad es de 0.5 de que una molécula dada tenga
una carga negativa de unidad en cualquier momento dado en el
tiempo. La consideracion de la carga neta sobre macromoléculas
como una funcidn del pH proporciona la base para técnicas de se-
paracion, como la cromatografia de intercambio de ion y la elec-
troforesis.

La fuerza del acido depende
de la estructura molecular

Muchos acidos de interés bioldgico poseen mas de un grupo que se
disocia. La presencia de carga negativa adyacente obstaculiza la libe-
racion de un protdén desde un grupo cercano, lo que aumenta su
pK,. Esto queda de mani [esto a partir de los valores de pK, para los
tres grupos que se pueden disociar de acido fosforico y acido citrico
(cuadro 2-2). El efecto de la carga adyacente disminuye con la dis-
tancia. El segundo pK, para el acido succinico, que tiene dos grupos
metileno entre sus grupos carboxilo, es de 5.6, mientras que el se-
gundo pK, para el acido glutarico, que tiene un grupo metileno adi-
cional, es de 5.4.

Los valores de pK, dependen

de las propiedades del medio

El pK, de un grupo funcional también esta profundamente in [uido
por el medio circundante. El medio puede aumentar o disminuir el

pK, dependiendo de si el &cido no disociado o su base conjugada es
la especie cargada. El efecto de la constante dieléctrica sobre el pK,



CUADRO 2-2 Fuerzas relativas de acidos
seleccionados de importancia biolégica®

Acidos monopréticos

Formico pK 3.75
Lactico pK 3.86
Acético pK 476
lon amonio pK 9.25

Acidos dipréticos

Carbonico pK; 6.37
pK, 10.25
Succinico pK; 421
pK; 5.64
Glutarico pK; 434
pK, 541

Acidos triproticos

Fosforico pK; 215
pK, 6.82
pKs 12.38
Citrico pK; 3.08
pK; 4.74
pKs 5.40

INota: los valores tabulados son los valores de pK, (~log de la constante de disociacion)
de &cidos monopréticos, dipréticos y tripréticos seleccionados.

se observa al afiadir etanol a agua. El pK, de un &cido carboxilico
aumenta, mientras que la de una amina disminuye, porque el etanol
aminora la capacidad del agua para disolver una especie cargada. De
este modo, los valores de pK, de grupos que se estan disociando en
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los interiores de proteinas, estan muy afectados por su ambiente lo-
cal, lo que incluye la presencia o ausencia de agua.

RESUMEN

= Elagua forma agrupaciones de enlaces de hidrdgeno consigo misma
y con otros donadores 0 aceptores de protones. Los enlaces de
hidrdgeno explican la tension super [Cihl, viscosidad, estado liquido
a temperatura ambiente y el poder solvente del agua.

= Los compuestos que contienen O, N o S pueden servir como
donadores o aceptores de enlaces de hidrogeno.

= Las macromoléculas intercambian enlaces de hidrogeno de super [Cik
interna por enlaces de hidrégeno con agua. Las fuerzas entropicas
dictan que las macromoléculas exponen regiones polares a una
interfaz acuosa y resguardan regiones no polares.

= Los puentes de sal, las interacciones hidrofébicas y las fuerzas de van
der Waals participan en el mantenimiento de la estructura molecular.

= El pH es el logaritmo negativo de [H*]. Un pH bajo caracteriza a una
solucidn acida, mientras que un pH alto denota una solucion basica.

= Lafuerza de acidos débiles se expresa mediante el pK,, el logaritmo
negativo de la constante de disociacion de acido. Los acidos fuertes
tienen valores de pK, bajos, en tanto que los débiles muestran valores
de pK, altos.

= Los amortiguadores resisten a un cambio del pH cuando se producen
0 consumen protones. La capacidad amortiguadora maxima ocurre
=+ 1 unidad de pH a uno u otro lado del pK,. Los amortiguadores
[siblogicos son hicarbonato, ortofosfato y proteinas.
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ESTRUCTURAS Y FUNCIONES DE PROTEINAS
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Aminoacidos y peptidos

Peter J. Kennelly, PhD y Victor W. Rodwell, PhD

IMPORTANCIA BIOMEDICA

Ademas de proporcionar las unidades monémero a partir de las
cuales se sintetizan las cadenas polipeptidicas largas de proteinas,
los I-a-aminoécidos y sus derivados participan en funciones celu-
lares tan diversas como la transmision nerviosa y la biosintesis
de por [rihas, purinas, pirimidinas y urea. Los polimeros cortos de
aminoéacidos llamados péptidos desempefian funciones importantes
en el sistema neuroendocrino como hormonas, factores liberado-
res de hormona, neuromoduladores o neurotransmisores. Si bien
las proteinas s6lo contienen 1-a-aminoécidos, los microorganismos
elaboran péptidos que contienen tanto d- como I-a-aminoacidos.
Varios de estos péptidos tienen valor terapéutico, entre ellos los an-
tibiticos bacitracina y gramicidina A, asi como el antitumoral bleo-
micina. Otros péptidos microbianos son toxicos. Los péptidos ciano-
bacterianos microcistina y nodularina son mortales en grandes
dosis, mientras que en cantidades pequefias promueven la forma-
cion de tumores hepaticos. Los seres humanos y otros animales
superiores carecen de la capacidad para sintetizar 10 de los 20 I-a-
aminoacidos comunes en cantidades apropiadas para apoyar el
crecimiento de lactantes 0 mantener la salud en adultos. En conse-
cuencia, la dieta humana debe contener cantidades adecuadas de
estos aminoacidos esenciales desde el punto de vista nutricional.

PROPIEDADES DE LOS AMINOACIDOS

El c6digo genético especifica

20 L-a-aminoécidos

De los mas de 300 aminoéacidos que existen de manera natural, 20
constituyen las unidades monémero de proteinas. Si bien un codi-
go genético de tres letras no redundante podria tener cabida para

mas de 20 aminoacidos, su redundancia limita los codones disponi-
bles a los 20 I-a-aminoacidos listados en el cuadro 3-1, mismos

14

que se clasi [can de acuerdo con la polaridad de sus grupos R. Pue-
den usarse abreviaturas tanto de una como de tres letras para cada
aminoacido a [nlde representar los aminoacidos en péptidos y pro-
teinas (cuadro 3-1). Algunas proteinas contienen aminoacidos adi-
cionales que surgen por modi [cdcion de un aminoacido ya presente
en un péptido. Los ejemplos incluyen conversién de peptidil proli-
na y lisina en 4-hidroxiprolina y 5-hidroxilisina; la conversion de
peptidil glutamato en y-carboxiglutamato, y la metilacion, formi-
lacidn, acetilacion, prenilacion y fosforilacion de ciertos residuos
aminoacilo. Dichas modi [cdciones extienden la diversidad biol6-
gica de las proteinas al alterar su solubilidad, estabilidad e interac-
cion con otras proteinas.

Selenocisteina, ¢el vigesimoprimer
L-a-aminoacido?

La selenocisteina es un I-a-aminoacido que se encuentra en un pu-
fiado de proteinas, entre ellas ciertas peroxidasas y reductasas, don-
de participa en la catélisis de reacciones de transferencia de electron.
Como su nombre lo indica, un a&tomo de selenio remplaza el azufre
de su analogo estructural, la cisteina. El pK; de la selenocisteina, 5.2,
es tres unidades menor que la de la cisteina. Dado que la selenocis-
teina se inserta en polipéptidos durante la traduccion, por lo general
es conocida como el “vigesimoprimer aminoacido” Sin embargo, al
contrario de los otros aminoacidos codi [cddos mediante mecanis-
mos genéticos, la selenocisteina no es especi [cdda por un codon de
tres letras simple (cap. 27).

En las proteinas so6lo existen
L-a-aminoécidos
Con la Ginica excepcidn de la glicina, el carbono o de aminoécidos es

quiral. Si bien algunos aminodacidos de proteinas son dextrorro-
tatorios y otros levorrotatorios, todos comparten la con [gdracion



CUADRO 3-1 r-a-aminoéacidos presentes en proteinas
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Nombre Simbolo Férmula estructural pK; pK, pKs
Con cadenas laterales alifaticas a-COOH a-NH3 Grupo R
Glicina Gli [G] H—CH—COO 24 9.8
|
NH,
Alanina Ala [A] CH,— CH—COO0~ 24 9.9
|
NH,"
Valina Val [V] H,C 22 9.7
\
/CH— CH—COO™
|
H,C NH,"
Leucina Leu[L] H,C 2.3 9.7
\
/CH— CH,—CH—COO~
|
H,C NH,"
Isoleucina lle [1] CH, 2.3 9.8
\
CH
N 2
/CH— CH—COO™
|
CH;  NH,
Con cadenas laterales que contienen grupos hidroxilicos (OH)
Serina Ser [S] CH.— CH—COO— 22 9.2 alrededor
Pl de13
OH NH;
Treonina Tre [T] CH,— CH— CH—COO~ 2.1 9.1 alrededor
| de 13
OH NH;
Tirosina Tir [Y] Véase mas adelante
Con cadenas laterales que contienen atomos de azufre
| |
SH NH,
Metionina Met [M] CH,— CH,— CH—COO™ 21 9.3
S—CH;  NH,
Con cadenas laterales que contienen grupos acidicos o sus amidas
Acido aspartico Asp [D] ~00C — CH,— CH—COO~ 21 9.9 39
|
NH,"
Asparagina Asn [N] H,N— C— CH,— CH—C0O0— 2.1 8.8
I
0 NH,"
Acido glutamico Glu [E] ~00C — CH, — CH,— (I:H —CoO— 21 95 41
NH,"
Glutamina GIn[Q] 2.2 9.1

H,N— C— CH,— CH,— CH—COO™~
Il |

o] NH,"

(continta)
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CUADRO 3-1 r-a-aminoéacidos presentes en proteinas (continuacion)

Nombre Simbolo Férmula estructural pK; pK, pK;
Con cadenas laterales que contienen grupos basicos a-COOH a-NHg* GrupoR
Arginina Arg [R] H— N— CH,— CH,— CH,— CH— COO~ 18 9.0 125
| |
C=NH,’ NH,
|
NH,
Lisina Lis [K] CH,— CH,— CH,— CHZ—(IZH—COO— 22 9.2 108
NH, NH,"
Histidina His [H] CH2—$H—COO— 18 9.3 6.0
HN__~N NH,"
Que contienen anillos aromaticos
Histidina His [H] Véase mas adelante
Fenilalanina Fen [F] 22 9.2
B CH COO—
Tirosina Tir[Y] 22 9.1 10.1
B CH COO—
Triptéfano Trp [W] i: CH,— CH coo— 24 94
Iminoéacido
Prolina Pro [P] 2.0 10.6
COO~

absoluta de I-gliceraldehido y, asi, son I-a-aminoéacidos. Varios I-a-
aminoacidos libres desempefian importantes funciones en procesos
metabdlicos. Algunos ejemplos incluyen ornitina, citrulina y argini-
nosuccinato, que participan en la sintesis de la urea; la tirosina en la
formacion de hormonas tiroideas, y el glutamato en la biosintesis de
neurotransmisor. Los d-aminoacidos que existen de manera natural
incluyen la d-serina y el d-aspartato libres en el tejido cerebral, la d-
alanina y el d-glutamato en las paredes celulares de bacterias gram-
positivas, y d-aminoacidos en ciertos péptidos y antibiéticos produ-
cidos por bacterias, hongos, reptiles y otras especies no mamiferas.

Los aminoacidos pueden tener carga
neta positiva, negativa o de cero
La forma cargada y la no cargada de los grupos acidos débiles

—COOH y —NHj5* ionizables existen en solucion en equilibrio
proténico:
R [0 COOH RO COO™ +H"
ROINH,  RLOINH, +H'

Si bien tanto el R—COOH como el R—NH,;* son éacidos débiles,
R—COOH es un &cido mucho mas fuerte que R—NH;*. A pH [=]
sioldgico (pH de 7.4), los grupos carboxilo existen casi por comple-
to como R—COO- y los grupos amino de manera predominante
como R—NH;™*. La [gura 3-1ilustra el efecto del pH sobre el estado
cargado de &cido aspartico.

Las moléculas que contienen un igual nimero de grupos ioni-
zables de carga opuesta y que, por ende, no portan carga neta, re-
ciben el nombre de zwitteriones. De este modo, los aminoacidos
en sangre y casi todos los tejidos deben representarse como en A, a
continuacion.

NH NH,
o OH
R R
o} o
A B

La estructura B no puede existir en solucion acuosa, porque a cual-
quier pH lo bastante bajo como para protonar el grupo carboxilo,
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o) (o) H*
OH A _ OH B A P A
. pK, = 2.09 N pK, = 3.86 pK, = 9.82
NH;3 (a-COOH) NH; (B-COOH) (—NH3"
[O]
o) e}
A B c D

En é&cido fuerte
(por debajo de pH 1);
carga neta = +1

Alrededor de pH 3;
carganeta=0

FIGURA 3-1 Equilibrios proténicos del 4cido aspartico.

también estaria protonado el grupo amino. De modo similar, a cual-
quier pH su [cikntemente alto como para que predomine un grupo
amino no cargado, un grupo carboxilo estard presente como
R—COO~. Sin embargo, la representacion B no cargada a menudo
Se usa para reacciones que no comprenden equilibrios proténicos.

Los valores de pK, expresan las
potencias de acidos débiles

Las potencias acidas de acidos débiles se expresan como su pK.,.
Para moléculas con multiples protones disociables, el pK, para cada
grupo acidico es designado al remplazar la letra “a” subindice por un
namero (cuadro 3-1). El grupo imidazol de la histidina y el grupo
guanidino de la arginina existen como hibridos de resonancia con
carga positiva distribuida entre ambos nitrdgenos (histidina) o en-
tre los tres nitrégenos (arginina) ([gJ3-2). La carga neta de un ami-
noécido —Ila suma algebraica de todos los grupos con carga positiva
y negativa presentes— depende de los valores de pK, de sus grupos
funcionales y del pH del medio circundante. Alterar la carga sobre
aminodcidos y sus derivados al variar el pH facilita la separacion
fisica de aminoécidos, péptidos y proteinas (cap. 4).

A su pH isoeléctrico (pl), un aminoacido

No porta carga neta

Los zwitteriones son un ejemplo de una especie isoeléctrica, la for-
ma de una molécula que tiene un ndmero igual de cargas positivas

y negativas Y, asf, es neutral desde el punto de vista eléctrico. El pH
isoeléctrico, también llamado pl, es el pH a la mitad entre valores de

R R
%\N—H %\N—H
@NJ NJ/
/ /
H H
R R R
| | |
NH NH @®NH
| «—> | ® «—> |
C—NH, C=NH, C—NH,
Il
@ NH, NH, NH,

FIGURA 3-2 Hibridos de resonancia de las formas protonadas de
los grupos R de la histidina y arginina.

En élcali fuerte
(por arriba de pH 11);
carga neta = -2

Alrededor de pH 6-8;
carga neta = -1

pK, a ambos lados de las especies isoeléctricas. Para un aminoacido
como la alanina que solo tiene dos grupos que se disocian, no hay
ambiguedad. El primer pK, (R—COOH) es 2.35, y el segundo
(R—NH,"*) es 9.69; de este modo, el pH isoeléctrico (pl) de la alani-
naes

K, +pK 235+ 9.69
pl= PK;+PK, _ - 6.02
2 2

Para 4cidos polifuncionales, el pl también es el pH a la mitad entre
los valores de pK, en ambos lados de las especies isoionicas. Asi, por
ejemplo, el pl para el acido aspartico es

K, +pK, 209 +396
plzplzpz: 302

Para la lisina, el pl se calcula a partir de:

) = PKa +PKs
2

Consideraciones similares se aplican a todos los acidos polipréticos
(p. €j., proteinas), al margen del nimero de grupos en disociacion
presentes. En el laboratorio clinico, el conocimiento del pl guia la
seleccion de condiciones para separaciones electroforéticas; por
ejemplo, la electroforesis a pH de 7.0 separara dos moléculas con
valores de pl de 6.0y 8.0, porque a pH de 7.0 la molécula con un pl
de 6.0 tendra una carga positiva neta, en tanto que aquella con un
pl de 8.0 posee una carga negativa neta. Aplican consideraciones
similares al entendimiento de separaciones cromatogralcds sobre
apoyos ionicos, como dietilaminoetil (DEAE) celulosa (cap. 4).

Los valores de pK, varian con el ambiente

El ambiente de un grupo disociable afecta a su pK,; asi, los valores
de pK, de los grupos R de aminoacidos libres en solucién acuosa
(cuadro 3-1) s6lo proporcionan una guia aproximada para los valo-
res de pK, de los mismos aminoacidos cuando estan presentes en
proteinas. Un ambiente polar favorece la forma cargada (R—COO-
0 R—NHj3™), y uno no polar, la forma no cargada (R—COOH o
R—NH,). De este modo, un ambiente no polar aumenta el pK, de
un grupo carboxilo (convirtiéndolo en un acido més débil) pero dis-
minuye la de un grupo amino (lo que hace que sea un &cido mas
fuerte). La presencia de grupos cargados adyacentes puede reforzar
o contrarrestar efectos solventes, de manera que el pK, de un grupo



18 SECCION I  Estructuras y funciones de proteinas y enzimas

CUADRO 3-2 Rango tipico de valores de pK, para
grupos ionizables en proteinas

Grupo en disociacion Rango de pK,
Carboxilo o 35a40
COOH no ade Asp o Glu 40a48
Imidazol de His 6.5a74

SH de Cis 85a9.0

OH de Tir 95a105
a-Amino 8.0a9.0
e-Amino de Lis 9.8a104
Guanidinio de Arg ~12.0

funcional dependera de su localizacion dentro de una proteina dada.
Las variaciones de pK, pueden abarcar unidades de pH enteras
(cuadro 3-2). Los valores de pK, que divergen de los listados por
hasta tres unidades de pH son frecuentes en los sitios activos de
enzimas. Un ejemplo extremo, un acido aspartico sepultado de tio-
rredoxina, tiene un pK, de mas de 9 (juna desviacion de mas de 6
unidades de pH!).

La solubilidad de aminoacidos
refleja su caracter idnico

Los grupos funcionales cargados de aminoacidos aseguran que son
solvatados con facilidad por —y, asi, son solubles en— solventes po-
lares como el agua y el etanol, pero son insolubles en solventes no
polares, como benceno, hexano o éter.

Los aminodacidos no absorben luz visible y, asi, son incoloros.
Sin embargo, la tirosina, fenilalanina y en especial el triptdfano, ab-
sorben luz ultravioleta de longitud de onda alta (250 a 290 nm).
Dado que absorbe luz ultravioleta con una e [Cincia unas 10 veces
mayor que la fenilalanina o la tirosina, el triptéfano hace la principal
contribucién a la capacidad de casi todas las proteinas para absorber
luz en la regién de 280 nm.

LOS GRUPOS a-R DETERMINAN
LAS PROPIEDADES DE
AMINOACIDOS

Dado que la glicina, el aminoacido de menor tamafo, puede adap-
tarse en lugares inaccesibles a otros aminoacidos, a menudo se en-
cuentra donde los péptidos muestran [eXion aguda. Los grupos R
hidrofébicos de la alanina, valina, leucina e isoleucina, y los grupos
R aromaticos de la fenilalanina, tirosina y triptéfano, tipicamente se
encuentran de manera primaria en el interior de proteinas citosoli-
cas. Los grupos R cargados de aminodacidos basicos y acidicos esta-
bilizan conformaciones proteinicas especi [cds por medio de inter-
acciones ionicas o puentes salinos. Estas interacciones también
funcionan en sistemas de “relevo de carga” durante catalisis enzima-
tica y transporte de electrones en mitocondrias que estan efectuan-
do respiracion. La histidina desempefia funciones singulares en la

catalisis enzimatica. El pK, de su proton imidazol permite que fun-
cione a pH neutral como un catalizador basico o écido. El grupo
alcohol primario de la serina y el grupo tioalcohol primario (—SH)
de la cisteina son excelentes nucleé [1ak y pueden funcionar como
tales durante la catalisis enzimatica. Sin embargo, el grupo alcohol
secundario de la treonina, pese a ser un buen nucleé [1al no cumple
con una funcion analoga en la catalisis. Los grupos —OH de la seri-
na, tirosina y treonina también participan en la regulacion de la ac-
tividad de enzimas cuya actividad catalitica depende del estado de
fosforilacion de estos residuos.

LOS GRUPOS FUNCIONALES
DICTAN LAS REACCIONES QUIMICAS
DE LOS AMINOACIDOS

Cada grupo funcional de un aminoacido muestra todas sus reaccio-
nes quimicas caracteristicas. Para grupos de acido carboxilico, tales
reacciones incluyen la formacion de ésteres, amidas y anhidridos
acidos; en el caso de los grupos amino, comprende acilacion, amida-
cion y esteri [cdcion; en tanto que para grupos —OH y —SH, con-
lleva oxidacion y esteri [cdcion. La reaccion de mayor importancia
de los aminoécidos es la formacion de un enlace péptido (sombrea-
do en la siguiente [gira).

N o
AN
o \CJ\H o)
SH

Alanil

Cisteinil Valina

La secuencia de aminoacidos
determina la estructura primaria

El nimero y el orden de todos los residuos aminoacidos en un poli-
péptido constituyen su estructura primaria. Los aminoacidos pre-
sentes en péptidos reciben el nombre de residuos aminoacilo y ob-
tienen su denominacion mediante remplazar los su [jok -ato o -ina
de aminodcidos libres por -il (p. ej., alanil, aspartil, tirosil). La no-
menclatura de los péptidos esta en funcion de los derivados del re-
siduo aminoacilo carboxilo terminal; por ejemplo, Lis-Leu-Tir-GIn
se llama lisil-leucil-tirosil-glutamina. Asi, la terminacion -ina en la
glutamina indica que su grupo carboxilo a no participa en la forma-
cion del enlace peptidico.

Las estructuras peptidicas
son faciles de dibujar

Los pre [jok como tri- u octa- denotan péptidos con tres u ocho re-
siduos, respectivamente. Por convencidn, los péptidos se escriben
con el residuo que porta el grupo amino a libre a la izquierda. Para
dibujar un péptido, se usa un zigzag para representar la cadena prin-
cipal o esqueleto. Se afaden los principales atomos de la cadena,
mismos que se presentan en el orden de repeticidn: nitrégeno a,
carbono a, carbono carbonilo. Ahora se adiciona un &tomo de hi-
drégeno a cada carbono a, y a cada nitrégeno péptido, y un oxigeno



al carbono carbonilo. Por Gltimo, se afiaden los grupos R apropiados
(sombreados en la siguiente [gura) a cada atomo de carbono a.

N C G, N C
NN SN NS
c c c

(e} (e}

O H, H
Il \/ H
*HaN c C N (elelon
\C/ \N/ ~N - \C/
pd \ PSS
H H I H CH2
/CH2 O |
-ooc OH

Las abreviaturas de tres letras enlazadas por lineas rectas repre-
sentan una estructura primaria no ambigua. Las lineas se omiten
para abreviaturas de una sola letra.

Glu-Ala-Lis - Gli -Tir-Ala
E A K G Y A

Algunos péptidos contienen
aminoacidos poco comunes

En mamiferos, las hormonas peptidicas en forma tipica sélo contie-
nen los aminoacidos a de proteinas enlazados por enlaces peptidicos
estandar. Sin embargo, otros péptidos pueden contener aminoaci-
dos no proteinicos, derivados de los aminoacidos proteinicos, o
aminoacidos ligados por un enlace peptidico atipico. Por ejemplo, el
glutamato amino terminal del glutation, que participa en el plegado
de proteina y en el metabolismo de xenobiéticos (cap. 53), esta liga-
do a la cisteina mediante un enlace peptidico no a ([gl13-3). El glu-
tamato amino terminal de la hormona liberadora de tirotropina
(TRH) forma un ciclo hacia acido piroglutamico y el grupo carboxi-
lo del residuo prolilo carboxilo terminal esta amidado. Los amino-
acidos no proteinicos d-fenilalanina y ornitina estan presentes en
los antibidticos peptidicos ciclicos tirocidina y gramicidina S, mien-
tras que los opioides heptapeptidicos dermor [nd y deltoforina en la
piel de ranas arboricolas (plataneras) sudamericanas contienen d-
tirosina y d-alanina.

Los péptidos son polielectrélitos

El enlace peptidico esta no cargado a cualquier pH de interés [Sib-
I6gico; por ende, la formacion de péptidos a partir de aminoacidos
estd acompafiada de pérdida neta de una carga positiva y una nega-

SH
|
O CH, H
| | |
C CH N
CH, T ﬁ (|:H2
|
CH, H O COO™
|
H—C—NHg*
COoO~

FIGURA 3-3 Glutation (y-glutamil-cisteinil-glicina). Note el enlace
peptidico no a que une Glu a Cis.
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tiva por cada enlace peptidico formado. Sin embargo, los péptidos
estan cargados a pH [siblogico debido a sus grupos carboxilo y ami-
no terminales y, donde estan presentes, sus grupos R acidicos o ba-
sicos. Al igual que para aminoacidos, la carga neta sobre un péptido
depende del pH de su ambiente y de los valores de pK, de sus grupos
en disociacion.

El enlace peptidico tiene caracter
de doble enlace parcial

Aunque los péptidos se escriben como si un enlace Unico enlazara
los &tomos carboxilo a y nitrégeno a; este enlace de hecho muestra
caracter de doble enlace parcial:

0 o
[l I

/C\N/ s Oy

I
H

De este modo, no hay libertad de rotacion alrededor del enlace que
conecta el carbono carbonilo y el nitrogeno de un enlace peptidico.
En consecuencia, los &tomos de O, C, N'y H de un enlace peptidico son
coplanares. La semirrigidez impuesta del enlace peptidico tiene con-
secuencias importantes para la manera en la cual los péptidos y las
proteinas se pliegan para generar 6rdenes de estructura superiores.
En la [gura 3-4, las [edhas de color café (marrén) alrededor de los
enlaces restantes del esqueleto polipeptidico indican rotacion libre.

Las fuerzas no covalentes restringen
las conformaciones de péptidos

El plegado de un péptido probablemente ocurre de manera coinci-
dente con su biosintesis (cap. 37). La conformacidn activa desde el

0.36 nm

FIGURA 3-4 Dimensiones de una cadena polipeptidica extendida
por completo. Los cuatro atomos del enlace peptidico son coplanares.
Puede ocurrir rotacion libre alrededor de los enlaces que conectan

el carbono o con el nitrégeno a y con el carbono carbonilo a ([edhas
de color café). De este modo, la cadena polipeptidica extendida es
una estructura semirrigida con dos terceras partes de los &tomos del
esqueleto sostenidos en una relacion planar [aluno con otro.

La distancia entre atomos de carbono a adyacentes es de 0.36 nm

(3.6 A). También se muestran las distancias interatémicas y los angulos
de enlace, que no son equivalentes. (Redibujado y reproducido,

con autorizacion, de Pauling L, Corey LP, Branson HR: The structure

of proteins: Two hydrogen-bonded helical con [glirations of the
polypeptide chain. Proc Natl Acad Sci USA 1951;37:205.)



20 SECCION I  Estructuras y funciones de proteinas y enzimas

punto de vista [Siblogico re[ejh las contribuciones colectivas de la
secuencia de aminoacidos, el obstaculo estérico y las interacciones
no covalentes (p. e]., formacion de enlaces de hidrégeno, interaccio-
nes hidrofébicas) entre residuos. Las conformaciones frecuentes
comprenden hélices a y hojas plegadas 3 (cap. 5).

ANALISIS DEL CONTENIDO
DE AMINOACIDOS DE
MATERIALES BIOLOGICOS

A [nlde determinar la identidad y cantidad de cada aminoacido en
una muestra de material bioldgico, primero es necesario hidrolizar
los enlaces peptidicos que vinculan entre si a los aminoacidos, me-
diante tratamiento con HCI caliente. La mezcla de aminoécidos li-
bres resultante a continuacion se trata con 6-amino-N-hidroxisucci-
nimidil carbamato, que reacciona con sus grupos amino d para
formar derivados [udrescentes que se separan e identi [can usando
cromatografia liquida de alta presion (cap. 4). La ninhidrina, tam-
bién ampliamente usada para detectar aminoécidos, forma un pro-
ducto de color parpura con aminoacidos @, y un aducto de color
amarillo con los grupos imina de prolina e hidroxiprolina.

RESUMEN

=_ Tanto los d-aminoacidos como los no-a-aminoacidos existen en la
naturaleza, pero solo los I-a-aminoacidos estan presentes en las
proteinas.

= Todos los amino&cidos poseen al menos dos grupos funcionales
débilmente acidicos, R—NH;* y R—COOH. Muchos también
poseen grupos funcionales débilmente acidicos adicionales, como
—OH, —SH, guanidino o porciones imidazol.

= Los valores de pK, de todos los grupos funcionales de un aminoacido
dictan su carga neta a un pH dado. El pl es el pH al cual un
aminoacido no porta carga neta y asi no se mueve en un campo
eléctrico de corriente directa.

= De las reacciones bioquimicas de aminoacidos, la mas importante es
la formacion de enlaces peptidicos.

= Los grupos R de aminoacidos determinan sus funciones bioquimicas
singulares. Con base en las propiedades de sus grupos R, los
aminodcidos se clasi [cdn como basicos, acidicos, aromaticos,
alifaticos o que contienen azufre.

= Los péptidos reciben su nombre por el nimero de residuos
aminodcidos presentes y como derivados del residuo carboxilo
terminal. La estructura primaria de un péptido es su secuencia
de aminoacidos, empezando a partir del residuo amino terminal.

= El caracter de doble enlace parcial del enlace que une el carbono
carbonilo y el nitrégeno de un péptido hace coplanares a los cuatro
atomos del enlace peptidico y restringe el nimero de conformaciones
peptidicas posibles.
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CAPITULO

Proteinas: determinacion
de la estructura primaria

Peter J. Kennelly, PhD y Victor W. Rodwell, PhD

IMPORTANCIA BIOMEDICA

Las proteinas son macromoléculas complejas desde los puntos de
vista fisico y funcional, que desempefian maltiples funciones de im-
portancia crucial. Una red de proteina interna, el citoesqueleto (cap.
49), mantiene la forma y la integridad fisica celulares. Filamentos
de actina y miosina forman la maquinaria contractil del musculo
(cap. 49). La hemoglobina transporta oxigeno (cap. 6), mientras que
los anticuerpos circulantes descubren invasores extrafios (cap. 50).
Las enzimas catalizan reacciones que generan energia, sintetizan bio-
moléculas y las degradan, replican genes y los transcriben, procesan
mRNA (acido ribonucleico mensajero), entre otras funciones (cap.
7). Los receptores permiten a las células detectar hormonas y otros
indicios ambientales, asi como mostrar respuesta a los mismos (caps.
41y 42). Las proteinas estan sujetas a cambios fisicos y funcionales
que re [ejhn el ciclo de vida de los organismos en los cuales residen.
Una proteina tipica nace en el momento de la traduccion (cap. 37),
maduraatravés de eventos de procesamiento postraduccional, como
protedlisis parcial (caps. 9y 37), alterna entre estados de trabajo y de
reposo por medio de la intervencion de factores reguladores (cap. 9),
envejece por oxidacion, desamidacion, etc. (cap. 52), y muere cuan-
do se degrada hacia los aminoacidos que la componen (cap. 29). Un
objetivo importante de la medicina molecular es la identi [cacion de
proteinas y los eventos en su ciclo de vida cuya presencia, ausencia
o0 de[cikncia se relaciona con estados [Siblogicos o enfermedades
especi [cds ([gJ4-1). La secuencia primaria de una proteina propor-
ciona tanto una huella digital molecular para su identi [cdcién, como
informacion que puede usarse para identi [cdr y clonar el gen o los
genes que la codi [can.

LAS PROTEINASY LOS PEPTIDOS DEBEN
PURIFICARSE ANTES DE ANALISIS

La proteina muy puri [cdda es esencial para el examen detallado de
sus propiedades fisicas y funcionales. Las células contienen miles
de proteinas distintas, cada una en cantidades ampliamente varia-
bles. De este modo, el aislamiento de una proteina especi [cd en can-
tidades su [cibntes para andlisis, plantea un formidable desafio que
puede requerir el uso sucesivo de multiples técnicas de puri [cacion.
En los métodos clasicos se aprovechan las diferencias de la solubili-
dad relativa de proteinas individuales en funcion del pH (precipitacion
isoeléctrica), polaridad (precipitacion con etanol o acetona) o con-
centracion de sal (separacion mediante adicion de sulfato de amo-
nio). Las separaciones cromatogra [cds dividen las moléculas entre

dos fases, una mavil y la otra estacionaria. Para la separacion de
aminodcidos o azlicares, la fase estacionaria, 0 matriz, puede ser una
hoja de papel [ito (cromatografia en papel) o una capa delgada de
celulosa, silice 0 alimina (cromatografia en capa delgada [TLC]).

Cromatografia en columna

En la cromatografia en columna de proteinas se emplean como la
fase estacionaria pequefias cuentas esféricas de celulosa modi [ca-
da, acrilamida o silice, cuya super [Cib tipicamente es cubierta con
grupos funcionales quimicos. Las cuentas estan contenidas en un
recipiente cilindrico, o columna, hecho de vidrio, plastico o metal.
Estas matrices de fase estacionaria interacttian con las proteinas con
base en su carga, hidrofobicidad y propiedades de unién a ligando.
Se aplica una mezcla de proteina a la columna y la fase mavil liqui-
da se [ffa a través de ella. Pequefias porciones de la fase mévil o de
elucion se recolectan a medida que salen ( [gl4-2).

Cromatografia de particion

Las separaciones cromatogra [cds en columna dependen de la a [ni-
dad relativa de diferentes proteinas por una fase estacionaria daday
por la fase movil. En la cromatografia de particion, la asociacion
entre cada proteina y la matriz es débil y transitoria. Las proteinas
que interactan de manera mas fuerte con la fase estacionaria se
retienen mas tiempo. El lapso durante el cual una proteina esta aso-
ciada con la fase estacionaria va en funcion de la composicion de las
fases tanto estacionaria como movil. De este modo, la separacion dp-
tima entre la proteina de interés y otras proteinas es alcanzada me-
diante manipulacion cuidadosa de la composicion de las dos fases.

Cromatografia de exclusion de tamafno

En la cromatografia de exclusion de tamafio —o [Iffacion en gel—se
separan las proteinas con base en su radio de Stokes, el radio de la
esfera que ocupan a medida que entran en solucién. El radio de
Stokes es una funcion de la masa y la forma moleculares. Una pro-
teina alargada que cae ocupa un mayor volumen que una proteina
esférica de la misma masa. En la cromatografia de exclusion de ta-
mario se emplean cuentas porosas ( [g.4-3). Los poros son analogos
a irregularidades en una ribera de rio. A medida que los objetos se
mueven torrente abajo, los que entran en una irregularidad se re-
trasan hasta que regresan a la corriente principal. De modo similar,
las proteinas con radios de Stokes demasiado grandes como para
entrar en los poros (proteinas excluidas) permanecen en la fase movil

21



22 SECCION I  Estructuras y funciones de proteinas y enzimas
3 AAAAA 2 Plegado 3 Procesamiento
\ Ng SH s O
val W 0§ >0
Gln \ . Gin 0
Fen Ribosoma Fen 2H" 2¢
Asp Asp _ . Cln
Met s : Met Met-Asp-Fen-GIn-Val
intesis 4 Modificacion covalente (p. €j.,
acilacioén de &cido graso)
Trp ~. Fen
Gli i
L His o), s O
Pro HS  Ala ’
Asn € O
lle Tre Cis —
8 "Envejecimiento™ prqqyctos Sustratos
(p. €j., oxidacion,
Ub o desamidacion,
Ub REYReacich desnaturalizacion) 7 Catélisis 5 Translocacion
Ub
ub 9 Ubiquitinacic 6 Activacion e
S iquitinacion s s
| Q — | < |5 S (-
) S e —> S O
Membrana

FIGURA 4-1 Representacién esquematica del ciclo de vida de una proteina hipotética. 1) El ciclo de vida
empieza con la sintesis en un ribosoma de una cadena polipeptidica, cuya estructura primaria esta dictada por
un mRNA. 2) A medida que procede la sintesis, el polipéptido empieza a plegarse hacia su conformacién natural
(azul). 3) El plegado puede acompariarse por eventos de procesamiento, como division proteolitica de una
secuencia lider N-terminal (Met-Asp-Fen-GIn-Val) o la formacién de enlaces disulfuro (S—S). 4) La modi [cdcién
covalente subsiguiente puede, por ejemplo, [ar una molécula de acido graso (amarillo) para 5) translocacion
de la proteina modi[cdda hacia una membrana. 6) La unién de un efector alostérico (rojo) puede desencadenar

la adopcion de una conformacién activa desde el punto de vista catalitico. 7) Con el tiempo, las proteinas

quedan dafiadas por ataque por sustancias quimicas, desamidacion o desnaturalizacion, y 8) pueden “marcarse

mediante la [jation covalente de varias moléculas de ubiquitina (Ub). 9) La proteina ubiquitinada después se
degrada hacia los aminoéacidos que la componen, que quedan disponibles para la sintesis de nuevas proteinas.

que esta [Wyendo y salen antes que las que pueden entrar en los
poros (proteinas incluidas). Asi, las proteinas surgen a partir de una
columna de [ffacién en gel en orden descendente de sus radios
de Stokes.

Cromatografia de absorcion

En este caso, la mezcla de proteina es aplicada a una columna bajo
condiciones donde la proteina de interés se asocia con la fase esta-
cionaria de manera tan estrecha que su coe [ciknte de particion es,
en esencia, la unidad. Las moléculas que no se adhieren son objeto
de elucién primero y se desechan. Las proteinas después se libe-
ran de manera secuencial al romper las fuerzas que estabilizan el
complejo de proteina-fase estacionaria, mas a menudo al usar un
gradiente de concentracion creciente de sal. La composicion de la
fase mavil se altera de manera gradual, de modo que las moléculas
son liberadas de manera selectiva en orden descendente de su a [ni-
dad por la fase estacionaria.

Cromatografia de intercambio iGnico

Aqui, las proteinas interactdian con la fase estacionaria mediante in-
teracciones entre una carga y otra. Las proteinas que tienen una car-
ga positiva neta a un pH dado se adhieren a cuentas que tienen gru-
pos funcionales con carga negativa, como carboxilatos o sulfatos
(intercambiadores de cationes). De modo similar, las proteinas con

una carga negativa neta se adhieren a cuentas que tienen grupos
funcionales con carga positiva, por lo general aminas terciarias
0 cuaternarias (intercambiadores de aniones). Las proteinas, que
son polianiones, compiten contra iones monovalentes por union
al soporte —de ahi el término “intercambio i6nico”—. Por ejemplo,
las proteinas se unen a la dietilaminoetil (DEAE) celulosa al rem-
plazar los contra-iones (por lo general, Cl-o CH,COO") que neutra-
lizan laamina protonada. Las proteinas unidas se desplazan de mane-
ra selectiva mediante aumento gradual de la concentracién de iones
monovalentes en la fase movil. Las proteinas muestran elucion
en orden inverso de la fuerza de sus interacciones con la fase es-
tacionaria.

Puesto que la carga neta sobre una proteina esta determinada
por el pH (cap. 3), es factible lograr la elucion secuencial de protei-
nas mediante cambiar el pH de la fase mdvil. De manera alternativa,
una proteina puede quedar sujeta a rondas consecutivas de croma-
tografia de intercambio idnico, cada una a un pH diferente, de modo
que las proteinas que muestran coelucién a un pH presentan elucion
a distintas concentraciones de sal a otro pH.

Cromatografia de interaccion hidrofébica

Separa a proteinas con base en su tendencia a asociarse con una
matriz de fase estacionaria cubierta con grupos hidrofébicos (p. €.,
fenil u octil sefarosa [Sepharose]). Las proteinas con super [Ciks hi-
drofébicas expuestas se adhieren a la matriz por medio de interac-
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FIGURA 4-2 Componentes de un aparato de cromatografia liquida tipico. R1y R2:
reservorios del liquido de fase movil. P: sistema de bombeo programable que contiene dos
bombas, 1y 2, y una cAmara de mezcla, M. El sistema puede ajustarse para que bombee liquido
desde s6lo un reservorio, para que cambie reservorios en algin punto predeterminado a [nlde
generar un gradiente empinado, o para mezclar liquidos desde los dos reservorios en
proporciones que varian con el tiempo para crear un gradiente continuo. C: columna de vidrio,
metal o plastico que contiene la fase estacionaria. F: recolector de fraccion para recolectar
porciones, llamadas fracciones, del liquido de elucién en tubos de ensayo separados.

ciones hidrofobicas que son incrementadas mediante una fase movil
de fuerza ionica alta. Las proteinas no adherentes primero se elimi-
nan mediante lavado. A continuacion se disminuye la polaridad de
la fase movil al reducir de manera gradual la concentracion de sal.
Si la interaccion entre proteina y fase estacionaria es en particular
fuerte, puede afiadirse etanol o glicerol a la fase movil para dismi-
nuir su polaridad y debilitar mas las interacciones hidrofébicas.

Cromatografia de afinidad

La cromatografia de a[nidad explota la alta selectividad de casi to-
das las proteinas por sus ligandos. Las enzimas pueden puri [cdrse
mediante cromatografia de alnidad usando sustratos, productos,
coenzimas o inhibidores inmovilizados. En teoria, sélo se adhieren
las proteinas que interact(ian con el ligando inmovilizado. A conti-
nuacion se efectlia elucion de las proteinas unidas mediante compe-
tencia con ligando soluble o, de manera menos selectiva, al alterar
las interacciones entre proteina y ligando usando urea, clorhidrato
de guanidina, pH levemente acidico o altas concentraciones de sal.
Las matrices de fase estacionaria disponibles en el comercio contie-
nen ligandos como NAD™ o anédlogos de trifosfato de adenosina
(ATP). Entre las matrices de al[nidad mas potentes y ampliamente
aplicables [giran las que se usan para la puri[cdcion de proteinas
recombinantes modi [cadas de manera id6nea, las cuales incluyen
una matriz de Ni?* que se une a proteinas con una “marca’ de poli-

histidina [jal asi como una matriz de glutation que se une a una
proteina recombinante enlazada a glutation S-transferasa.

Los péptidos se purifican mediante
cromatografia de alta presion de fase reversa

Las matrices de fase estacionaria usadas en la cromatografia de co-
lumna clasica son materiales esponjosos cuya compresibilidad li-
mita el [ujb de la fase maévil. En la cromatografia liquida de alta
presion (HPLC) se emplean microcuentas de silice o alimina in-
compresibles como la fase estacionaria, y presiones de hasta algunos
miles de libras por pulgada cuadrada (psi). Las matrices incompre-
sibles permiten tanto indices de [ujb altos como resolucion aumen-
tada. La HPLC puede resolver mezclas complejas de lipidos o pépti-
dos cuyas propiedades dileren sélo un poco. En la HPLC de fase
reversa se explota una fase estacionaria hidrofébica de polimeros
alifaticos de 3 a 18 4tomos de carbono de longitud. Se efectda elu-
cion de las mezclas de péptido usando un gradiente de un solvente
organico miscible en agua, como acetonitrilo 0 metanol.

La pureza de las proteinas se evalla mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE)

El método méas ampliamente usado para determinar la pureza de una
proteina es la SDS-PAGE, electroforesis en gel de poliacrilamida
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FIGURA 4-3 Cromatografia de exclusién de tamafio. A: una mezcla de moléculas grandes (café)
y pequefias (rojo) se aplica en la parte superior de una columna de [Iftacién de gel. B: al momento
de entrar a la columna, las moléculas pequefias entran a poros en la matriz de fase estacionaria (gris)
de la cual se excluyen las moléculas grandes. C: a medida que la fase movil (azul) [uye por la
columna, las moléculas grandes, excluidas, [uyen dentro de la misma, mientras que las pequefias,
gue estan protegidas de forma temporal del [ujo cuando estan dentro de los poros, se quedan cada

vez mas atréas.

(PAGE) en presencia del detergente anidnico duodecil sulfato de so-
dio (SDS). La electroforesis separa biomoléculas cargadas con base
en los indices a los cuales migran en un campo eléctrico aplicado; en
cuanto a la SDS-PAGE, la acrilamida se polimeriza y se entrecruza
para formar una matriz porosa. La SDS se desnaturaliza y se une a
proteinas a una proporcion de una molécula de SDS por cada dos
enlaces peptidicos. Cuando es utilizada en forma conjunta con
2-mercaptoetanol o ditiotreitol para reducir enlaces disulfuro y
romperlos ([g14-4), la SDS-PAGE separa los polipéptidos compo-
nentes de proteinas multiméricas. EI gran nimero de moléculas de
SDS anionicas, cada una de las cuales porta una carga de —1, abruma
las contribuciones de carga de los grupos funcionales aminoacidos
enddgenos a los polipéptidos. Dado que la proporcién entre cargay
masa de cada complejo de SDS-polipéptido es mas 0 menos igual, la
resistencia fisica que cada péptido encuentra a medida que se mueve
por la matriz de acrilamida determina el indice de migracion. Dado
que los complejos grandes encuentran mayor resistencia, los poli-
péptidos se separan con base en su masa molecular relativa (M,
también conocida como peso molecular). Es factible visualizar poli-
péptidos individuales atrapados en el gel de acrilamida mediante
tefiirlos con colorantes como azul de Coomassie ( [g.4-5).

Enfoque isoeléctrico (IEF)

Se usan amortiguadores ionicos llamados anfolitos y un campo
eléctrico aplicado para generar un gradiente de pH dentro de una
matriz de poliacrilamida. Las proteinas aplicadas migran hasta que
llegan a la regién de la matriz donde el pH coincide con su punto
isoeléctrico (pl), el pH al cual la carga neta de una molécula es cero.
El IEF se usa de manera conjunta con SDS-PAGE para la electrofo-
resis bidimensional, que separa polipéptidos con base en el pl en
una dimension y con base en la M, en la segunda ([g.J4-6). La elec-
troforesis bidimensional resulta idénea para separar los componen-
tes de mezclas de proteinas complejas.

AN
NH /
HN

=
S (6]
HN \S/Bk

/Eo H™ \H
o:<

o)

I

SlH
HCOOH C,H,
I
OH
AN
NH
o /
H
HN
HN /xk o
o) HS
R NH

FIGURA 4-4 Ladivisién oxidativa de cadenas polipeptidicas
adyacentes unidas por medio de enlaces disulfuro (resaltados en
azul) al efectuar division en acido (izquierda) o reductiva mediante
B-mercaptoetanol (derecha) forma dos péptidos que contienen
residuos acido cisteico o residuos cisteinilo, respectivamente.

SANGER FUE EL PRIMERO
EN DETERMINAR LA SECUENCIA
DE UN POLIPEPTIDO

La insulina madura consta de la cadena A de 21 residuos y la cade-
na B de 30 residuos unidas mediante enlaces disulfuro. Frederick
Sanger redujo los enlaces disulfuro ([g.14-4), separo las cadenas Ay
B, y dividio cada cadena hacia péptidos de menor tamafio usando



29

FIGURA 4-5 Uso de SDS-PAGE para observar la puri [cacién
sucesiva de una proteina recombinante. El gel se colore6 con azul
de Coomassie. Se muestran estandares de proteina (carril S) del M,
indicado, en kDa, extracto celular bruto (E), citosol (C), liquido
sobrenadante a alta velocidad (H [por high-speed]), y la fraccién de
DEAE-sefarosa (D). La proteina recombinante tiene una masa

de alrededor de 45 kDa.
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FIGURA 4-6 IEF-SDS-PAGE bidimensionales. El gel se tifio

con azul de Coomassie. Un extracto bacteriano bruto fue sometido
primero a enfoque isoeléctrico (IEF) en un gradiente de pH de 3 a 10.
A continuacién el gel con IEF fue colocado en forma horizontal en la
parte superior de un gel de SDS, y después las proteinas se resolvieron
mas mediante SDS-PAGE. Nétese la resolucién muy mejorada de
distintos polipéptidos en comparacion con gel de SDS-PAGE

ordinario ([gl4-5).

tripsina, quimotripsina y pepsina. Los péptidos resultantes después
fueron aislados y tratados con acido para hidrolizar enlaces peptidi-
cos y generar péptidos con apenas dos o tres aminoacidos. Cada
péptido se hizo reaccionar con 1- [Udro-2,4-dinitrobenceno (reactivo
de Sanger), que deriva los grupos a-amino expuestos de los residuos
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amino terminal. Después fue determinado el contenido de amino-
acidos de cada péptido e identi [cddo el aminoacido amino termi-
nal. El grupo e-amino de la lisina también reacciona con el reactivo
de Sanger, pero dado que una lisina amino terminal reacciona con 2
mol de dicho reactivo, es facil distinguirla de una lisina en el interior
de un péptido. Al trabajar desde dipéptidos y tripéptidos en adelan-
te por fragmentos de tamafio progresivamente mayor, Sanger logré
reconstruir la secuencia completa de la insulina, logro por el cual
recibi6 un premio Nobel en 1958.

LA REACCION DE EDMAN PERMITE
SECUENCIAR PEPTIDOS Y PROTEINAS

Pehr Edman introdujo el fenilisotiocianato (reactivo de Edman) para
marcar de manera selectiva el residuo amino terminal de un pépti-
do. En contraste con el reactivo de Sanger, el derivado feniltiohidan-
toina (PTH) se puede eliminar bajo condiciones leves para generar
un nuevo residuo amino terminal ([gJ4-7). Por ende, es posible usar
rondas sucesivas de derivacion con reactivo de Edman para secuen-
ciar muchos residuos de una muestra Gnica de péptido. Si bien es
facil determinar los primeros 20 a 30 residuos de un péptido me-
diante el método de Edman, casi todos los polipéptidos contienen
varios cientos de aminodacidos. En consecuencia, casi todos los poli-
péptidos primero se deben dividir hacia péptidos de menor tamafio
antes de secuenciacion de Edman. En ocasiones, la division tam-
bién es necesaria para sortear modi [caciones postraduccionales que
“bloquean” el grupo a-amino de una proteina o que no reaccione
con el reactivo de Edman.

A menudo es necesario generar varios péptidos usando mas de
un método de division. Esto re [gjh tanto inconsistencia en el espa-
ciamiento de sitios de division susceptibles desde el punto de vista
quimico o enzimatico, como la necesidad de grupos de péptidos cu-
yas secuencias se superponen, de modo que es posible inferir la se-
cuencia del polipéptido a partir del cual se derivan. Después de la
divisién, los péptidos resultantes se purilcan por medio de HPLC
de fase reversa y se secuencian.

LA BIOLOGIA MOLECULAR ,
REVOLUCIONO LA DETERMINACION
DE LA ESTRUCTURA PRIMARIA

El conocimiento de secuencias de DNA permite deducir las estruc-
turas primarias de polipéptidos. La secuenciacion de DNA requiere
solo cantidades diminutas del mismo y con facilidad proporciona la
secuencia de cientos de nucledtidos. Para clonar y secuenciar el DNA
que codi [cd para una proteina particular, es esencial contar con al-
gun medio de identi [car la clona correcta, como es el caso del cono-
cimiento sobre una porcion de su secuencia de nucledtido. De este
modo, ha surgido un método hibrido. La secuenciacion de Edman
Se usa para proporcionar una secuencia de aminoacidos parcial. Asi,
entonces, es factible utilizar preparadores oligonucledtido modela-
dos sobre esta secuencia parcial para identi [car clonas o para ampli-
[cdr el gen apropiado mediante la reaccion en cadena de polimerasa
(PCR) (cap. 39). Una vez que se obtiene una clona de DNA auténtica
es posible determinar su secuencia de oligonucledtido, asi como




26 SECCION I  Estructuras y funciones de proteinas y enzimas

=0

4C

+
o u NH,
N
H R’ o

Fenilisotiocianato (reactivo de Edman)
y un péptido

N

S

N)J\NH
H

o H
N
\N)\/
H R

Un &cido feniltiohidantoico

R
o

H*, nitro- H,0
metano
S (o]
)J\ o NH,
N NH  + N
H R
(o] R

Una feniltiohidantoina y un péptido
mas corto por un residuo

FIGURA 4-7 Lareaccion de Edman. El fenilisotiocianato deriva el
residuo amino terminal de un péptido como un acido
feniltiohidantoico. El tratamiento con acido en un solvente no
hidroxilico libera una feniltiohidantoina, que después se identi [cd por
su movilidad cromatogra[cd y un péptido con un residuo mas corto.
A continuacion se repite el proceso.

usar el cddigo genético para inferir la estructura primaria del poli-
péptido codi [cado.

El método hibrido aumenta la rapidez y la e [cdcia del analisis
de la estructura primaria, asi como el rango de proteinas que es
posible secuenciar. También evita obstaculos, como la presencia de
un grupo bloqueador amino terminal o la falta de un péptido de su-
perposicion clave. S6lo algunos segmentos de estructura primaria
deben determinarse mediante analisis de Edman.

La secuenciacion de DNA revela el orden en el cual se afiaden
aminoacidos a la cadena polipeptidica naciente, a medida que se sin-
tetiza en el ribosoma. Sin embargo, no proporciona informacion
acerca de modi [cdciones postraduccionales, como procesamiento
proteolitico, metilacion, glucosilacion, fosforilacion, hidroxilacion
de prolinay lisina, y formacion de enlaces disulfuro que acomparfian
a la maduracion. Mientras que la secuenciacion de Edman permite
detectar la presencia de casi todos los eventos postraduccionales, las
limitaciones técnicas a menudo impiden identi [cdr una modi [ca-
cion especi [ca.

LA ESPECTROMETRIA DE MASAS
DETECTA MODIFICACIONES
COVALENTES

A causa de su sensibilidad, rapidez y versatilidad superiores, la es-
pectrometria de masas (MS) ha remplazado a la técnica de Edman
como el método principal para determinar las secuencias de pépti-
dos y proteinas. De modo similar, la modi [cacidn postraduccional
de proteinas mediante la adicién o delecion de porciones carbo-
hidrato, o de grupos fosforilo, hidroxilo y otros grupos, afiade o sus-
trae incrementos de masas especilcds y facilmente identi [cados
(cuadro 4-1). De este modo, la espectrometria de masas, que dis-
tingue moléculas con base tan s6lo en su masa, logra detectar los
cambios fisicos comparativamente sutiles en proteinas que ocurren
durante el ciclo de vida de una célula o de un organismo. En un es-
pectrometro de masas simple, de cuadripolo Gnico, una muestra en
un vacio se vaporiza en condiciones en las cuales puede ocurrir pro-
tonacidn, lo que imparte carga positiva. A continuacion, un campo
eléctrico impulsa los cationes a través de un campo magnético, que
los desvia a un angulo recto a su direccion de vuelo original y los
enfoca sobre un detector ([gJ4-8). Se registra la fuerza magnética
necesaria para desviar la via de cada especie idnica en el detector,
medida como la corriente aplicada al electroiman. Para iones de carga
neta idéntica, esta fuerza es proporcional a su masa. En un espectro-
metro de masas por tiempo de vuelo, un campo eléctrico aplicado
de manera breve acelera los iones hacia un detector que registra el
momento en el cual llega cada ion. Para moléculas de carga idéntica,
la velocidad a la cual se aceleran —y, por ende, el tiempo requerido
para llegar al detector— serd inversamente proporcional a su masa.

Los espectrometros de masas convencionales por lo general son
utilizados para determinar la masa de moléculas de 4000 Da o0 me-
nos, mientras que los espectrometros de masas por tiempo de vuelo
son idéneos para determinar las masas grandes de proteinas. En un
inicio, el analisis de péptidos y proteinas mediante espectrometria
de masas fue obstaculizado debido a varias di [Ctlltades para volati-
lizar moléculas organicas grandes. Si bien las moléculas organicas
pequefias podian vaporizarse con facilidad mediante calentamiento
en un vacio ([gJ4-9), las proteinas, los oligonucleétidos, etc., queda-
ban destruidos bajo estas condiciones. Los dos métodos de uso mas
frecuente para dispersar péptidos, proteinas y otras biomoléculas
grandes hacia la fase de vapor para andlisis con espectrometria de

CUADRO 4-1 Incrementos de masas originados
por modi [cdciones postraduccionales comunes

Modi [cdcion Incremento de masa (Da)
Fosforilacion 80
Hidroxilacion 16
Metilacion 14
Acetilacion 42
Miristilacion 210
Palmitoilacion 238
Glucosilacion 162
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FIGURA 4-8 Componentes basicos de un espectrometro de masas simple. Una mezcla de moléculas,
representada por un circulo de color rojo, un tridangulo verde y un rombo de color azul, se vaporiza en un estado
ionizado en la cAmara de muestra. Estas moléculas después se aceleran por el tubo de vuelo mediante un
potencial eléctrico aplicado a la rejilla aceleradora (amarillo). Un electroiman ajustable aplica un campo magnético
gue desvia el vuelo de los iones individuales hasta que golpean el detector. Mientras mayor es la masa del ion, mas
alto es el campo magnético requerido para enfocarlo sobre el detector.

masas son ionizacién por electroaerosol y desorcion y ionizacién
mediante laser asistidas con matriz (MALDI). En la ionizacion
por electroaerosol las moléculas bajo analisis son disueltas en un sol-
vente voldtil e introducidas en la cAmara de muestra en un chorro
diminuto a través de un capilar ([g14-9). A medida que las gotitas
de liquido salen hacia la camara de muestra, el solvente se dispersa
con rapidez y deja la macromolécula suspendida en la fase gaseosa.
La sonda cargada sirve para ionizar la muestra. La ionizacion de
electroaerosol a menudo sirve para analizar péptidos y proteinas a
medida que pasan por elucién desde una HPLC u otra columna de
cromatografia. En la MALDI, la muestra se mezcla con una matriz
liquida que contiene un colorante que absorbe luz, y una fuente de
protones. En la cdmara de muestra, la mezcla se excita usando un
laser, lo que hace que la matriz circundante se disperse hacia la fase
de vapor con tanta rapidez que se evita el calentamiento de péptidos
0 proteinas embebidos ( [g14-9).

Los péptidos dentro del espectrdmetro de masas pueden frag-
mentarse hacia unidades de menor tamafio mediante colisiones con

atomos de helio 0 argén neutros (disociacién inducida por colision),
y determinar las masas de los fragmentos individuales. Dado que los
enlaces peptidicos son mucho mas labiles que los enlaces entre un
carbono y otro, los fragmentos mas abundantes diferiran entre si
por unidades equivalentes a uno o dos aminoacidos. Puesto que
—con las excepciones de 1) leucina e isoleucina, y 2) glutamina y
lisina— la masa molecular de cada aminoacido es singular, la se-
cuencia del péptido puede reconstruirse a partir de las masas de sus
fragmentos.

Espectrometria de masas
en tandem

Aqui se emplea el equivalente de dos espectrometros de masas enla-
zados en serie, y ahora permite analizar mezclas de péptidos com-
plejas, sin puri[cdcidn previa. El primer espectrometro separa pép-
tidos individuales con base en sus diferencias de masa. Al ajustar la
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FIGURA 4-9 Tres métodos de uso frecuente
para vaporizar moléculas en la cAmara de muestra de
un espectrometro de masas.

fuerza del campo del primer iman, un péptido Unico puede dirigirse
hacia el segundo espectrometro de masas, donde se generan frag-
mentos y se determinan sus masas.

La espectrometria de masas en tandem
permite detectar anormalidades
metabdlicas

La espectrometria de masas en tandem puede usarse para efectuar
pruebas en muestras de sangre provenientes de recién nacidos para
detectar la presencia y las concentraciones de aminoacidos, acidos
grasos y otros metabolitos. Las anormalidades de las concentracio-
nes de metabolitos pueden servir como indicadores diagndsticos
para diversos trastornos genéticos, como fenilcetonuria, encefalopa-
tia con acidemia etilmalénica y acidemia glutarica tipo 1.

LA GENOMICA PERMITE IDENTIFICAR
PROTEINAS A PARTIR DE PEQUENAS
CANTIDADES DE DATOS

DE SECUENCIA

La gendémica, la aplicacidn de secuenciacion de oligonucleétido au-
tomatizada, y recuperacion y analisis de datos computarizados para
secuenciar el complemento genético completo de un organismo, ha
revolucionado el analisis de estructura primaria. Desde la determi-
nacién en 1995 de la secuencia de genoma completa de Haemophilus
in[udnzae, se han descifrado los genomas de cientos de organismos.
Cuando se conoce la secuencia del genoma, la tarea de determinar
la secuencia primaria derivada de DNA de una proteina se simpli-
[cd de manera considerable. En esencia, la segunda mitad del mé-
todo hibrido ya se ha completado. Todo lo que queda es obtener
su [ciknte informacion para permitir que el marco de lectura abierta
(ORF) que codi [cd para la proteina sea recuperada a partir de una
base de datos de genoma accesible en Internet, y sea identi [cdda. En
algunos casos, un segmento de secuencia de aminoacidos de s6lo cua-

Alimentacion desde el sistema
de cromatografia

tro o cinco residuos de longitud puede bastar para identi [cdr el ORF
correcto.

Los algoritmos de busqueda computarizados ayudan a la iden-
ti Ccdcion del gen que codi [cd para una proteina dada; por ejemplo,
en el establecimiento de per [I”de masa de péptido se reintroduce un
digerido de péptido en el espectrémetro de masas, y se determinan
los tamafios de los péptidos. A continuacidn se usa una computado-
ra para encontrar un ORF cuyo producto proteinico predicho, si se
dividiera hacia péptidos mediante el método de divisién selecciona-
do, produciria un grupo de péptidos cuyas masas coinciden con las
observadas mediante MS.

PROTEOMICAY EL PROTEOMA

El objetivo de la protedmica

es identificar la totalidad de proteinas
elaboradas por una célula en

diversas condiciones

Si bien se conoce la secuencia del genoma humano, el cuadro propor-
cionado por la genémica sola es tanto estatico como incompleto. La
protedmica se dirige a identi [car la totalidad de proteinas elabora-
das por una célula en condiciones diversas. A medida que los genes
se activan y desactivan, se sintetizan proteinas en tipos de células
particulares en momentos especi [cds del crecimiento o la diferen-
ciacion, asi como en respuesta a estimulos externos. Las células
musculares expresan proteinas no expresadas por células neurales, y
el tipo de subunidades presente en el tetrdmero de hemoglobina pasa
por cambios antes y después del parto. Muchas proteinas pasan por
modi [caciones postraduccionales durante la maduracion hacia for-
mas competentes desde el punto de vista funcional, 0 como un me-
dio de regular sus propiedades. Por ende, el conocimiento del ge-
noma humano sélo representa el inicio de la tarea de describir
organismos vivos en detalle molecular, asi como entender la diné-
mica de procesos como crecimiento, envejecimiento y enfermedad.
Dado que el cuerpo humano contiene miles de tipos de células, cada




una de las cuales contiene miles de proteinas, el proteoma —el con-
junto de todas las proteinas expresadas por una célula individual en
un momento particular— representa un blanco en movimiento de
formidables dimensiones.

La electroforesis bidimensional y las
micromatrices multigénicas se usan para
estudiar la expresion de proteina

Un objetivo de la protedmica es la identi [cdcion de proteinas cuyas
magnitudes de expresion se correlacionan con eventos importantes
desde el punto de vista médico. Se cree que las proteinas cuya apari-
cién o desaparicion se relaciona con un estado [Siblogico especi [cd
0 con una enfermedad determinada proporcionaran informacion
acerca de las causas y los mecanismos primarios. La determina-
cién de los proteomas caracteristicos de cada tipo de célula requiere
e [cibncia maxima en el aislamiento y la identi [cdcion de proteinas
individuales. En el método contemporaneo se utiliza automatiza-
cién robatica para acelerar la preparacion de muestras, y geles bidi-
mensionales grandes para resolver proteinas celulares. A continua-
cién se extraen polipéptidos individuales y se analizan mediante
secuenciacion de Edman o espectroscopia de masas. Si bien sélo es
posible resolver alrededor de 1000 proteinas en un gel tnico, la elec-
troforesis bidimensional plantea una importante ventaja por cuanto
examina las proteinas en si. En un método alternativo, llamado Mul-
tidimensional Protein Identi[cation Technology (MudPIT), se em-
plean rondas sucesivas de cromatografia para resolver los péptidos
producidos a partir de la digestion de una muestra biol6gica comple-
ja hacia varias fracciones mas simples que se pueden analizar por
separado mediante MS. Las micromatrices multigénicas, a veces lla-
madas microchips de DNA, en las cuales se detecta la expresion de
los mRNA que codi[can para proteinas, ofrecen un método com-
plementario para la protedmica. Si bien los cambios de la expresion
del mRNA que codi [cd para una proteina no necesariamente re [e-l
jan cambios comparables de la concentracion de la proteina corres-
pondiente, las micromatrices multigénicas son mas sensibles que
los geles bidimensionales, en particular respecto a proteinas poco
abundantes y, asi, permiten examinar un rango mas amplio de pro-
ductos de gen.

La bioinformatica ayuda a la
identificacion de funciones
de las proteinas

Se desconocen las funciones de una gran proporcion de las protei-
nas codi [cddas por el genoma humano. Aln esta en sus inicios la
creacion de micromatrices proteinicas para practicar pruebas de ma-
nera directa respecto a las funciones potenciales de proteinas a una
escala masiva. Sin embargo, avances recientes en bioinformatica per-
miten a los investigadores comparar secuencias de aminoacidos para
descubrir indicios respecto a propiedades potenciales, funciones [=1
siolGgicas y mecanismos de accion de proteinas. Los algoritmos ex-
plotan la tendencia de la naturaleza a emplear variaciones de un
tema estructural para efectuar funciones similares en varias protei-
nas [p. ej., el pliegue de unidn del nucleétido de Rossmann para unir
NAD(P)H, secuencias de blanco nuclear, y manos EF para unir Ca?*].
Estos dominios por lo general se detectan en la estructura primaria
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mediante conservacion de aminodacidos particulares en posiciones
clave. De este modo, la informacion acerca de las propiedades y la
funcion [siblogica de una proteina recién descubierta puede inferir-
se al comparar su estructura primaria con la de proteinas conocidas.

RESUMEN

= Los polimeros de aminoacidos largos o polipéptidos constituyen la
unidad estructural basica de las proteinas, y la estructura de una
proteina proporciona informacion acerca de como desempefia sus
funciones.

= Las proteinas pasan por alteraciones postraduccionales durante su
lapso de vida, que in [uyen sobre su funcién y determinan su
destino.

= El método de Edman ha quedado remplazado en su mayor parte
por la espectrometria de masa, recurso sensible y versatil para
determinar estructura primaria, para identi [car modi [caciones
postraduccionales y detectar anormalidades metabolicas.

= Laclonacion del DNA'y la biologia molecular, junto con la quimica
de proteinas, proporcionan un método hibrido que aumenta mucho
la rapidez y la e [Cikncia para determinar las estructuras primarias de
proteinas.

= Lagendmica —el analisis de toda la secuencia de oligonucleétidos
del material genético completo de un organismo— ha proporcionado
mas mejoras.

= Los algoritmos por computadora facilitan la identi [cdcion de
los ORF que codi [cdn para una proteina dada, al usar secuencias
parciales y establecimiento de per [Tde ma