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Prefacio

Por definicion, la bioquimica engloba el conocimiento de la
base molecular de los procesos que tienen lugar en los seres
vivos. Desde este punto de vista, la medicina no es una ex-
cepcidn, de forma que el conocimiento del individuo sano y
del enfermo abarca los aspectos fisicoquimicos y moleculares
de los procesos fisiolégicos y patolégicos que tienen lugar en
ellos, asi como las leyes que los controlan. Con este plantea-
miento, queda patente que la bioquimica resulta esencial para
entender la etiologia de las enfermedades, constituyendo un
pilar fundamental para la medicina y otras dreas biosanitarias
como la farmacia, la biotecnologia o la veterinaria, y para todas
las disciplinas integradas en ellas, como son la inmunologia,
la farmacologia, la genética, la dietética y la nutricion, etc.
Realmente, tanto los fundamentos de la fisiopatologia como
la analitica del diagndstico y los aspectos fundamentales de la
terapéutica se sustentan en el conocimiento de los procesos
moleculares de la enfermedad. Este punto de vista y el enorme
avance que esta teniendo lugar en los tltimos afios en el cono-
cimiento de los procesos moleculares que tienen lugar en los
organismos vivos, han hecho que la bioquimica y la biologia
molecular lleguen a desbordar la capacidad de los que estamos
interesados en ella, desde las perspectivas del investigador, el
docente y el alumno.

La enorme extension de la bioquimica actual y la vertiginosa
incorporacion de nuevos conocimientos hacen imposible com-
pilar un texto completo de la disciplina. Ello obliga a centrarse en
un determinado enfoque, y nosotros nos hemos inclinado por
aportar en esta obra uno preferentemente funcional. De hecho,
junto con los capitulos fundamentales de la bioquimica basica,
hemos incorporado capitulos especificos dirigidos a revisar
aspectos que hemos considerado relevantes como ejemplos
para comprender la base molecular de determinados procesos
fisioldgicos.

Con este planteamiento, la presente obra se inicia con
una introduccién donde se describe el escenario en el que
se desarrollan los procesos bioquimicos, asi como el papel
del agua y el concepto de pH (capitulo 1). Continta con
una serie de capitulos que aportan los fundamentos esen-
ciales de la bioquimica, como los relativos a la estructura
de las proteinas y la catdlisis enzimdtica (capitulos 2 al 4),
y la bioenergética y las vias centrales del metabolismo (ca-
pitulos 5 al 7). A continuacidn, se revisan la estructura y el
metabolismo de los carbohidratos (capitulos 8 al 11), los
lipidos (capitulos 12 al 17), y los compuestos nitrogenados
(capitulos 18 al 21), incluyendo en todos los casos su proceso
de digestion y absorcidn. El siguiente bloque engloba los
procesos implicados en la transmision de la informacion
génica, que incluye desde la estructura de los acidos nucleicos
hasta los procesos de replicacion, transcripcion y traduccion,

asi como la regulacion de la expresion génica, finalizando con
un capitulo dedicado al DNA recombinante y la tecnologia
genomica (capitulos 22 al 27). Después se presentan dos
capitulos dedicados a la comunicacién intra e intercelular,
describiendo tanto las estructuras como los procesos mole-
culares que son responsables de la sefializacidn, y que estan
basados en los conocimientos desarrollados en los capitulos
anteriores (capitulos 28 y 29).

En la ultima parte de la obra se presenta una serie de no-
vedosos capitulos en los que, poco a poco, se va aumentado la
complejidad desde la molécula hasta los procesos fisiologicos y,
finalmente, a la integracion. En este bloque se incluye el meta-
bolismo mineral, o el estudio de la relacion entre la estructura 'y
la funcidén de las proteinas a través de la descripcion estructural
de la matriz extracelular, y las proteinas de unién al oxigeno.
Por ultimo, se describen desde el punto de vista bioquimico y
molecular algunos procesos fisiolégicos, como la bioquimica
de la sangre y del sistema nervioso, o la base molecular del ciclo
celular (capitulos 30 al 35), para concluir con un tema que des-
cribe la integracion metabdlica asociada a diferentes estados
nutricionales (capitulo 36).

En la elaboracién de la presente obra se ha tratado de desa-
rrollar contenidos basicos y a la vez actualizados de la bioquimi-
ca, en un libro de facil acceso para los alumnos de los primeros
cursos de diferentes grados. A pesar de haber mantenido acré-
nimos y anglicismos por falta de un término adecuado, o porque
su traduccion da lugar a términos complejos, se ha cuidado la
nomenclatura adaptandola en lo posible a la terminologia cas-
tellana. Ademas, en el presente escenario de la ciencia, con un
enfoque cada vez mas internacional, algunas abreviaturas tienen
el rango de formulas, no son traducibles y estan aceptadas uni-
versalmente.

Para elaborar este texto se ha contado con numerosos cola-
boradores, todos ellos profesores universitarios de reconocido
prestigio y expertos en temas afines a los de los capitulos que
han escrito. Todos ellos han colaborado muy activamente adap-
tandose a los requerimientos impuestos para obtener un texto
homogéneo y accesible, pero a la vez actualizado. Con su habi-
lidad, buen saber, rigor y esfuerzo, han hecho que finalmente
la obra alcance un alto nivel intelectual y de actualizacion, sin
sacrificar su claridad. Las aportaciones de la editorial Elsevier
a la obra han sido también importantes, haciendo posible que
se hiciera realidad.

Todos, sin excepcidn, hemos aunado esfuerzos con enorme
entusiasmo y considerable entrega, con el deseo de ofrecer una
nueva obra de bioquimica bésica en castellano, con un enfoque
preferentemente funcional, orientado a los alumnos de los nue-
vos grados de Ciencias de la Salud y Ciencias Experimentales
que estudian Bioquimica por primera vez.
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Capitulo

Introduccién. La célula como
escenario de procesos bioquimicos.
Agua, enlaces hidrégeno y pH

Emilio Herrera Castillon

Entender el concepto de bioquimica.

Conocer los aspectos fundamentales de la estructura
celular y las principales caracteristicas funcionales
de los organulos celulares.

Entender la importancia biolégica del agua

y de sus principales caracteristicas fisicoquimicas,
como condicionantes de sus propiedades.
Entender el concepto de acidos, bases, pH

y pK, asi como el fundamento de los tampones

o amortiguadores, y conocer los principales
amortiguadores fisiologicos.

El término physiologia fue acuiiado por Fernel en 1554, y pos-
teriormente definido como la ciencia que estudia las funciones
de los organismos vivos. A medida que fueron conociéndose
esas funciones, dentro del concepto de la fisiologia se diferenci6
entre fisiologia animal y fisiologia vegetal, y de cada una de ellas
se derivaron otras disciplinas mds especificas. Asi, por ejem-
plo, la fisiologia animal se desglosé en fisiologia comparada,
fisiologia humana, endocrinologia, neurologia, etc. A su vez,
se diferenciaron también disciplinas que incluian procesos
comunes que tienen lugar en animales y vegetales, como es el
caso de la genética, e incluso de los procesos que tienen lugar
en los microorganismos (microbiologia). A medida que se fue
ahondando en el conocimiento de los procesos fisioldgicos en
cualquiera de estas disciplinas, se reconocié que todos ellos
tienen un denominador comun, como es la interaccion de
las moléculas responsables de los mismos. El conocimiento
de estas interacciones moleculares y de las leyes que las rigen
ha llevado al desarrollo de la bioquimica, que puede definirse
como la ciencia que engloba el conocimiento de la estructura,
la organizacion y las funciones de los seres vivos en términos
moleculares.

De acuerdo con esa definicion, puede considerarse que
la bioquimica se divide en tres parcelas o 4reas: la bioquimi-
ca estructural, que implica el conocimiento de la estructura

© 2014. Elsevier Espana, S.L. Reservados todos los derechos

quimica de los componentes de la materia viva y su relacién
con la funcion; la bioquimica metabdlica, que comprende todas
las reacciones quimicas que tienen lugar en los organismos
vivos; y la biologia molecular, que comprende la quimica y
los procesos responsables del almacenaje y la transmision de
la informacion bioldgica. En este tercer apartado se incluye
la genética molecular, que comprende la herencia y la expresion
de la informacién genética desde un punto de vista molecular.

En 1665, Robert Hooke describié que los tejidos de plantas (en
su caso, el corcho) estaban constituidos por pequenos compar-
timentos que denomind cellulae o células. Unos ailos mas tarde,
en 1840, Theodor Shwann propuso que todos los organismos
vivos estaban constituidos por células, lo cual fue confirmado
posteriormente.

A pesar de las grandes diferencias de tamarfio entre los dis-
tintos organismos vivos, las dimensiones de las células son bas-
tante similares, de forma que los organismos se diferencian mas
por el numero de células que por el tamano de éstas. Existen
dos tipos celulares claramente diferenciados desde el punto de
vista estructural, que definen a su vez dos clases de organis-
mos: procariotas y eucariotas. Los procariotas son organismos
unicelulares; entre ellos se encuentran las bacterias comunes o
eubacterias y las arqueobacterias, que constituyen una clase anti-
gua. Las células procariotas (fig. 1.1) habitualmente disponen de
una membrana plasmatica rodeada de una pared celular, que es
rigida y que en ocasiones se encuentra rodeada por una capsula.
En el interior de la cavidad delimitada por la membrana se
encuentra el citoplasma, que contiene el citosol o hialoplasma
(medio acuoso del citoplasma) y las estructuras suspendidas
en él. Aunque las células procariotas carecen de membranas
internas, su citoplasma parece disponer de compartimentos
funcionales. Asi, el denominado nucleoide esta formado por
una region irregular que contiene una molécula larga de acido
desoxirribonucleico (DNA), que es el cromosoma, asi como los
complejos proteicos que participan en la sintesis del DNA y en
su regulacion. También en muchas bacterias hay otras molé-
culas de DNA circular de tamafio pequeno, que se encuentran

3



4 Parte I Introduccion y fundamentos

Capsula
Pared celular

Flagelo

Citoplasma

Ribosomas
Plasmido

Membrana plasmatica

Nucleoide
con DNA

Pili

Fig. 1.1 Representacion esquematica de una célula procariota. En el
citoplasma se encuentra el nucleoide, que contiene una larga molécula de
DNA que lleva el material genético. También se encuentran los ribosomas,
donde se sintetizan las protefnas, asi como otras particulas y moléculas
disueltas. El citoplasma esté limitado por una membrana plasmaética, que
en su exterior tiene una pared rigida, la cual con frecuencia esta recubierta
de una capsula gelatinosa. De la superficie celular salen vellosidades (pil),
asi como flagelos, que facilitan el movimiento de la célula.

separadas del cromosoma y que se denominan pldsmidos. Sus-
pendidos en el citosol se hallan los ribosomas, asi como enzimas
y complejos moleculares que realizan diferentes tareas, como la
sintesis y la degradacion de biomoléculas. A su vez, en el citosol
se encuentran cuerpos de inclusion, que realmente constituyen
depositos de glucogeno, lipidos o polifosfatos.

Muchas células procariotas tienen apéndices externos.
Los pili o vellosidades son estructuras que facilitan la unién o
fijacion a otras células o superficies. Los flagelos son filamen-
tos flexibles de naturaleza proteica, que son utilizados para el
movimiento.

Los organismos restantes se denominan eucariotas, e inclu-
yen alos vegetales y animales pluricelulares, asi como a organis-
mos unicelulares o pluricelulares simples, como los protozoos,
hongos y algas. La mayoria de las células eucariotas son de
mayor tamafio que las procariotas, y su interior se encuentra
compartimentado mediante orgdnulos, que son estructuras

A
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Membrana Lisosomas

plasmaética

Ribosomas Nacleo

Mitocondria Citoplasma

Citoesqueleto

Peroxisoma

Reticulo endoplasmatico

rodeadas por una membrana. Estos organulos llevan a cabo
funciones especificas, y junto a las demas estructuras intra-
celulares se encuentran organizados en entidades dinamicas
muy integradas.

En las figuras 1.2A y 1.2B se representan las estructuras
generalizadas de una célula animal y vegetal, respectivamente,
y se indican los organulos moleculares predominantes. La mem-
brana plasmdtica esta formada por una bicapa lipidica, con
proteinas integradas y otras unidas a ella. Esta membrana pro-
porciona a la célula resistencia mecanica y proteccion, y ademas
constituye una barrera de permeabilidad selectiva que permite
la entrada y la salida de iones y otras moléculas a través de
canales o transportadores complejos. A su vez, esta membrana
contiene receptores, que se unen a moléculas sefializadoras. Las
mitocondrias son comunes en la mayoria de las células eucario-
tas, y en ellas tiene lugar el metabolismo oxidativo. Mediante
este metabolismo aerobio, la energia de las moléculas derivadas
de los alimentos es aprovechada para la sintesis dependiente de
oxigeno del ATP, que es la principal forma en que se presentan
los enlaces ricos en energia, los cuales son utilizados en el resto
del metabolismo celular. El reticulo endopldasmico esta formado
por un sistema de tubulos, vesiculas y sacos membranosos inter-
conectados, con forma de membranas plegadas. El denominado
reticulo endopldsmico rugoso contiene numerosos ribosomas, y
en ellos tiene lugar parte de la sintesis de proteinas. El reticulo
endopldsmico liso esta formado por membranas que contintian
en el rugoso, y entre sus funciones se encuentra la sintesis de
lipidos. El aparato de Golgi (o complejo de Golgi) esta formado
por vesiculas membranosas en forma de saco. Su funcién prin-
cipal es el empaquetamiento, la secrecion y el desplazamiento
de diferentes productos celulares (en particular, las proteinas
recién sintetizadas) tanto a los compartimentos internos como
al exterior. El niicleo estd formado por una envoltura nuclear,
que tiene poros y que permite su comunicacion con el cito-
plasma. Dicha envoltura nuclear rodea el nucleoplasma, que
contiene una importante cantidad de DNA, el cual estd empa-
quetado en los cromosomas, con proteinas que proporcionan
un soporte estructural y dan lugar a las fibras de cromatina. Una
parte del DNA se encuentra poco empaquetado en una region
densa del nucleo, que es el nucleolo, donde se sintetiza el RNA
ribosémico. Los peroxisomas son pequefios organulos mem-
branosos y esféricos que contienen enzimas oxidativas, aunque
su composicion y funcién varia segin las distintas especies, e
incluso entre las células de un mismo organismo.

celular

Milocondria

Ribosomas

Peroxisoma Nucleolo

Citoplasma

Reticulo

Aparato de Golgi endoplasmaético

Fig. 1.2 Representacion esquematica de células eucariotas. A. Célula animal. B. Célula vegetal.
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Las células animales y vegetales contienen también organu-
los especificos. Asi, las células animales contienen lisosomas,
que son organulos esféricos en forma de saco, rodeados por
una membrana. Su aspecto difiere en funcion del tipo celular,
y en su interior contienen enzimas hidroliticas cuya funcién
es digestiva. Las células vegetales tienen cloroplastos, donde se
produce la fotosintesis, asi como una vacuola de considerable
tamarfio, que normalmente se encuentra llena de agua. Ademas,
por fuera de la membrana plasmatica, las células vegetales
habitualmente tienen una pared celular, que contiene gran
cantidad de celulosa, lo que les confiere dureza. A su vez, los
cuerpos basales actian como anclajes para los cilios o flagelos
en las células que los poseen.

Se ha demostrado también que el citoplasma celular no es
so6lo una disolucion en la que se encuentran suspendidos los
distintos organulos membranosos descritos mas arriba, sino
que estd formado por una red compleja de fibras y filamentos
de naturaleza proteica heterogénea, denominada citoesqueleto.
Sus componentes principales son los microtubulos, los micro-
filamentos y los filamentos intermedios. Entre otras funciones,
el citoesqueleto es responsable del mantenimiento de la forma
global de la célula, asi como del movimiento celular, y ademas
sirve como soporte de guia para el movimiento de los organulos
intracelulares.

1.3. EL AGUA

1.3.1. Importancia biolégica del agua

El agua es el componente quimico mas abundante de los orga-
nismos vivos. Sus propiedades fisicas son realmente tnicas, en
cuanto a que puede solvatar a una amplia gama de moléculas
organicas e inorganicas, gracias a su estructura dipolar y su
capacidad de formar enlaces de hidrégeno. Por definicion,
la solvatacion es la interaccién de un soluto con un solvente,
que conduce a la estabilizacion de las especies del soluto en la
solucién. Asi, la forma en que el agua (solvente) solvata a las
biomoléculas influye en la estructura de éstas. El agua es un nu-
cledfilo, es decir, una molécula que reacciona cediendo un par
de electrones libres, y como tal es un reactante o producto en
muchas reacciones bioldgicas. A su vez, el agua tiene una ligera
tendencia a disociarse en iones hidroxilo (OH™) y protones
(H"), lo cual influye en la acidez o basicidad de las soluciones
acuosas, y consecuentemente participa de forma muy activa en
mantener las condiciones compatibles con la vida.

En el hombre, el agua llega a constituir un 45-73% de su
peso total. Se encuentra tanto en el espacio intracelular (55%)
como en el extracelular (45%), y constituye un solvente conti-
nuo entre los distintos compartimentos de nuestro organismo.
El agua es el medio en que se llevan a cabo las reacciones del
organismo y desempeiia un papel fundamental en todas las
etapas del metabolismo (absorcion, transporte, digestion y
excrecion tanto de sustancias inorganicas como organicas), e
incluso en el mantenimiento de la temperatura corporal. Todo
ello justifica que no hay posibilidad de vida sin agua.

1.3.2. El agua como solvente biolégico ideal
1.3.2.1. Formacion de dipolos

La molécula de agua tiene una estructura tridimensional de
un tetraedro irregular, ligeramente sesgado, con su oxigeno en
el centro, que tiene una hibridacién sp®. Dos de sus esquinas
estan ocupadas por los dtomos de hidrégeno, cada uno de los
cuales esta unido al oxigeno mediante un enlace covalente

sencillo (fig. 1.3A). De hecho, dos de los seis electrones de
los orbitales externos del oxigeno intervienen en los enlaces
covalentes con los hidrégenos. A su vez, los cuatro electrones
restantes estin en pares no enlazados que ocupan dos de las
esquinas del tetraedro, y son excelentes aceptores de enlaces
hidrégeno (fig. 1.3B). La molécula del agua es dipolar, con
carga eléctrica distribuida asimétricamente en su estructura.
El oxigeno es mas electronegativo que el hidrégeno, y lleva
una carga negativa parcial (3°), mientras que cada uno de los
dos hidrégenos llevan una carga positiva parcial (8*) (fig. 1.4).
De esta forma, cada molécula de agua es simultaneamente un
donador y un aceptor de enlaces de hidrogeno, y constituye un
dipolo con una elevada constante dieléctrica. Esta caracteristica
de fuerte dipolo y con alta constante dieléctrica hace que el agua
pueda disolver una elevada cantidad de sustancias con carga,
tales como las sales.

1.3.2.2. Enlaces de hidrégeno

Los enlaces covalentes entre un dtomo de hidrégeno y el
oxigeno, nitrégeno o azufre (grupo donador) son relativa-
mente polares, de forma que el nicleo del hidrégeno puede

A B +

104,5°

Fig. 1.3 Representacion de la estructura de la molécula del agua.
A. Angulo formado por los &tomos de hidrégeno con relacién al oxigeno,
que es inferior al de un tetraedro tipico (109,5°). B. Geometria tetraédrica
de la molécula del agua, con indicacién de los dos pares de electrones sin
compartir del oxigeno.

o* o*

Fig. 1.4 Configuracion dipolar de la molécula del agua. La molécula
del agua tiene dos enlaces O—-H polares y un momento bipolar neto. El
simbolo & representa una carga parcial, de forma que cada enlace O-H
tiene un momento dipolar. El momento dipolar neto de la molécula esta
determinado por los tamafios y las direcciones de los momentos dipolares
de cada uno de los enlaces.
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ser atraido débilmente por un par de electrones libres de
un grupo aceptor, como por ejemplo el oxigeno, nitrégeno
o azufre de una molécula vecina, dando lugar a un enlace
(o puente) de hidrégeno (fig. 1.5). Puesto que el agua retine
estas dos caracteristicas, cada molécula puede formar enlaces
hidrégeno con otras cuatro moléculas de agua (fig. 1.6). Cada
enlace de hidrégeno es relativamente débil (del orden de
20 kJ/mol) en comparacion con el enlace covalente (por ejem-
plo, 460 kJ/mol en el caso de los enlaces O-H), pero cuando
son muchas las moléculas que los forman, se convierten en
agregados tridimensionales grandes y dinamicos. En el caso
del agua liquida, cada molécula se asocia mediante enlaces
de hidrégeno a unas 3,5 moléculas de agua, como media. A
su vez, estos enlaces son transitorios, con una duracion que
no es superior a un microsegundo. Por todo ello, los enlaces
de hidrégeno influyen en las propiedades fisicas del agua,
contribuyendo a su elevada viscosidad, tensién superficial y
punto de ebullicion.

La formacioén de enlaces de hidrégeno permite al agua disol-
ver muchas moléculas de los organismos vivos (biomoléculas)
que contienen grupos funcionales capaces de formar enlaces
hidrégeno con ella. Asi, por ejemplo, los dtomos de oxigeno de

Enlace de hidrégeno
8t

Donador

Enlace covalente

Fig. 1.5 Enlace de hidrégeno. La figura muestra la representacién de un
enlace de hidrégeno entre dos moléculas. La fuerza de esta interaccion es
maxima cuando el enlace covalente (donador-H, como por ejemplo O-H)
se orienta directamente a lo largo de la nube de un par de electrones
solitarios de un aceptor, al que se une por enlace de hidrégeno.

Fig. 1.6 Enlaces de hidrégeno entre moléculas de agua. Una molécula
de agua puede llegar a formar puentes de hidrégeno con otras cuatro
moléculas de agua, ya que puede actuar como donadora y como aceptora
de dos hidrégenos. En la figura, los &tomos de hidrégeno se representan
como bolas blancas, mientras que los de oxigeno son las rojas.

los alcoholes, aldehidos, cetonas y amidas aportan pares de elec-
trones no enlazados que sirven de aceptores de los hidrégenos
de moléculas del agua (fig. 1.7A). Cabe indicar también que
los enlaces de hidrdgeno no son exclusivos del agua, sino que
pueden formarse entre moléculas que retnan las caracteris-
ticas de donadores y aceptores arriba indicadas, como ocurre
entre dos moléculas de alcohol (fig. 1.7B) o entre el oxigeno del
grupo carbonilo de un enlace peptidico y el hidrégeno unido
al nitrégeno de otro (fig. 1.7C).

1.3.2.3. Influencia del agua en la estructura
de las biomoléculas y en las fuerzas
de interaccion entre ellas

Aunque los enlaces no covalentes son mas débiles que los co-
valentes, contribuyen de forma importante en la estructura, la
estabilidad e incluso en la funcionalidad de las macromoléculas.
Estas fuerzas pueden ser de atraccidn o de repulsion, e implican
interacciones dentro de la propia molécula o entre ésta y las
moléculas de agua que le circundan.

La mayoria de las biomoléculas son anfipdticas, lo que im-
plica que contienen zonas o grupos no polares (hidrofébicas)
y grupos polares o idnicos (hidrofilicos). Un ejemplo de este
tipo de molécula es un fosfolipido, que contiene las cadenas
hidrofébicas de sus acidos grasos que repelen el agua y una
cabeza polar, con alta afinidad por el agua. Otro ejemplo es
el caso de las proteinas, con aminoacidos que tienen cadenas
laterales hidrofébicas (como por ejemplo la fenilalanina) y otros
con cadenas laterales con carga o polares, con afinidad por el
agua (como el glutamato o la serina). Esta configuracién facilita
el maximo numero de estructuras energéticamente favorables
en las biomoléculas, tales como las interacciones dipolo-dipolo,
grupo con carga-dipolo o enlaces de hidrégeno.

Los compuestos apolares en un medio acuoso tienden a aso-
ciarse entre si, dando lugar a una interaccion hidrofébica. Esta
asociacion evita o minimiza las interacciones energéticamente
desfavorables entre grupos apolares y el agua. Asi, cuando se
mezclan moléculas hidrofébicas (es decir, con aversion al agua)
con agua, se asocian entre si, lo cual no es el resultado de una
atraccién mutua ni de lo que se ha venido a definir como enlaces
hidrofébicos. Es, sin embargo, el resultado de minimizar las
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Fig. 1.7 Ejemplos de distintos enlaces de hidrégeno. A. Entre un al-
cohol y el agua. B. Entre dos alcoholes (etanol). C. Entre el grupo carbonilo
(C = 0) de un péptido y el hidrégeno de un nitrégeno de otro péptido.
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interacciones desfavorables entre los grupos apolares y el agua.
Cuando las moléculas apolares se encuentran en un ambiente
acuoso, las moléculas de agua unidas entre si por enlaces de
hidrégeno forman muchas capas alrededor de aquellas, cons-
tituyendo lo que se denomina una esfera de solvatacion. La
formacién de un méximo de enlaces de hidrégeno entre las
moléculas de agua puede mantenerse inicamente incremen-
tando el orden de las moléculas adyacentes de agua, lo cual
implica un descenso de la entropia. Esto hace que en este tipo de
interacciones se tienda a incrementar la entalpia (de los enlaces
de hidrégeno) y que las moléculas apolares tiendan a formar
pequenas esferas a fin de minimizar el 4rea de la superficie ex-
puesta al agua, y de esta forma reducir el nimero de moléculas
de agua afectadas. De forma semejante, las partes hidrofobi-
cas de las biomoléculas de gran tamano tienden a orientarse ha-
cia su interior o dentro de una estructura lipidica, reduciendo
asi su contacto con el agua.

La estructura dipolar del agua y su capacidad de formar
enlaces de hidrégeno con atomos electronegativos le permiten
disolver sustancias idnicas y polares, como es el caso de las sales,
como el cloruro sédico (NaCl), que estan unidas por enlaces
ioénicos. En disolucion acuosa, los iones de las sales se encuen-
tran hidratados. Debido precisamente a la polaridad positiva y
negativa de las moléculas del agua, son atraidas por iones como
Na*y Cl™. El resultado es que dichos iones se separan porque las
moléculas de agua los atraen con una fuerza mayor que la fuerza
con que se atraen entre si, de forma que en disolucién acuosa
se encuentran disociados. Las moléculas de agua que rodean a
esos iones se agrupan formando una especie de caparazon, que
es realmente la esfera de solvatacion (fig. 1.8).

Las interacciones electrostdticas del tipo de enlace i6ni-
co entre grupos con distinta carga dentro de una biomolécula
o entre ellas, reciben habitualmente el nombre de puentes sali-
no. Estos puentes son efectivos a mayor distancia que los puen-
tes de hidrégeno.

Existen también unas fuerzas débiles de atraccién entre bio-
moléculas neutras denominadas interacciones o fuerzas de Van
der Waals. Se forman por la atraccion de dipolos transitorios
que se generan del rdpido movimiento de electrones de todos
los 4tomos neutros. Estas interacciones son mas débiles que
los enlaces de hidrogeno, por lo que s6lo son efectivas a dis-
tancias muy cortas, del orden de 2 a 4 A, pero realmente son
muy numerosas en las biomoléculas, como las proteinas, y por
ello efectivas.

1.3.3. lonizacién del agua

La capacidad del agua para ionizarse es limitada, pero esencial
para los organismos vivos. El agua puede actuar como un acido
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Fig. 1.8 Esferas de solvatacion de los iones CI- y Na* de una molé-
cula de cloruro sédico.

(cesién de un i6n hidrégeno, H*) y como una base (formacion
del i6n hidréxido, OH™); su ionizacién o disociacion puede
representarse asi:

H,0+H,0=H,0"+0OH"

En una solucién acuosa no solamente existen los protones
hidronio (H,0%), sino multiplos de ellos (H,0}, H,07}). De
todas formas, estos protones se representan normalmente como
H*, aunque teniendo en cuenta que se encuentran hidratados.
Asi pues, la disociacion del agua se puede representar asi:

H,0 =2 H"+0H , yla constante de equilibrio de la reacciéon
o constante de disociacion (Keq) es:

_[H'][OH"]
“ [H0]

En el caso del agua sin disociar, su concentracion se obtiene

de la division entre el peso en gramos de 1 L de agua (1.000 g)

y el peso molecular del agua (18 g/mol), lo que da un valor

de (55,5 M). Este valor es muy alto en relacion con cualquier

soluto, por lo que se considera constante. Asi, de la ecuacién
(1) se puede escribir:

K., x55,5=[H'][OH ]

(1)

Este término (K_ X 55,5) es el producto idnico del agua
(K,). A su vez, el valor de K o para la ionizacion reversible del
aguaa25°Ces1,8 X 1071 M, de forma que el valor de K sera:

K, =(1,8x107°)(55,5)=[H"][OH ]=1,0x10""

Asi pues, en cualquier dilucién acuosa, el producto [H*]
[OH ] a25°Ces 1,0 X 107!, A su vez, cuando se disocia el
agua pura, el valor de [H'] es igual al del [OH "], de forma que:

[H']=[OH ]=

En consecuencia, este valor es la concentracién de iones
hidrégeno e iones hidroxilo en el agua pura y neutra. Cuando
una sustancia iénica o polar se disuelve en agua, el valor
relativo de H* y de OH™ puede cambiar, aunque el de K
permanece constante. Ello da lugar a disoluciones 4cidas o
basicas.

1x1077 (2)

El término pH fue propuesto por Sorensen en 1909, y lo definié
como el logaritmo negativo de la concentracién de iones hi-
drogeno:

pH=-log[H"]
De igual forma, el pH del agua pura y neutra a 25 °C sera:
pH=-logl0”7 =— (-7)=7

Aquellas soluciones con valores de pH por debajo de 7 (con
alta concentracién de iones H") se consideran dcidas, mientras
que las que poseen un pH por encima de 7 (con baja concen-
tracién de H*) son basicas.

Segun la moderna definicién de Bronsted y Lowry, un dcido
es un compuesto que en disoluciéon dona iones H* (protones)
a otro compuesto, denominado base. Asi pues, una base es un
aceptor de protones. Los dcidos fuertes son aquellos que se
disocian completamente, como es el caso del HCl o el H,SO,,
y poseen valores de pH muy bajos. De igual forma, los dci-
dos débiles, como el dcido acético (CH,-COOH) o el 4cido
carbonico (H,CO,) se disocian parcialmente, por lo que su
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pH es mas alto que el de los acidos fuertes. También las bases
fuertes, como el KOH o el NaOH se encuentran totalmente
disociadas, mientras que las bases débiles, como el Ca(OH),
estan parcialmente disociadas. A su vez, una sal es un compues-
to formado por cationes (iones con carga positiva) y aniones
(iones con carga negativa), y constituyen el producto tipico de
una reaccion entre una base (proporciona el catiéon) y un acido
(proporciona el anién).

Un 4cido puede considerarse una especie protonada o donadora
de protones (por ejemplo, HA o R-NHj), mientras que a su
forma desprotonada (A~ o R-NH,) se le denomina base conju-
gada, por ser aceptora de protones. De igual forma, podemos
referirnos a una base en el caso de A~ o R-NH,, mientras que
sus respectivos dcidos conjugados seran HA o R-NH;. Cabe
también indicar que, para cualquier dcido débil, su base conju-
gada es fuerte, y de igual forma, para cada base débil, su 4cido
conjugado es fuerte.

Los tampones o amortiguadores son soluciones que resisten
a cambios de pH cuando se afiaden dcidos o bases. Estan forma-
dos por la mezcla de un 4cido débil (como por ejemplo el acido
acético, CH,-COOH) y su base conjugada (el idon acetato, CH,-
COO7), o por la mezcla de una base débil (como por ejemplo
el amoniaco, NH,) y su cido conjugado (el ién amonio, NH7).
Asi pues, las mezclas CH,-COOH/CH,-COO~ y NH,/NH] son
ejemplos de sistemas tampones.

En el caso del sistema CH,-COOH/CH,-COO", los com-
puestos presentes en una solucién amortiguadora serian el
acido, su sal sodica y el agua, ya que la sal de un acido débil se
encuentra fuertemente disociada. Realmente, en la situacion
basal el equilibrio de este sistema seria:

CH, - COOH = CH, - COO™ +H" 3)

Cuando a esta mezcla se anade un 4acido (es decir, iones H*),
casi todos los iones hidrégeno reaccionaran con los iones ace-
tato, de forma que el equilibrio se desplaza hacia la formacion
del acido acético, y asi se amortigua o tampona la llegada de H*:

H*+CH, -COO™ = CH, - COOH

En el caso de que se le anadan iones OH™, como por ejemplo
mediante la adicién de una base, los iones H* presentes en el
sistema (3) reaccionaran con los iones OH ™ en la formacion de
agua, y el equilibrio se desplazara hacia el ién acetato, con lo
que se amortiguara el pH, que cambiard poco:

CH, - COOH = CH, - COO™ +H" +OH"
Ny
H,0

1.5.1. Concepto de pK

Los grados de fortaleza o debilidad de los acidos y las ba-
ses se expresan en funcion de sus respectivas constantes de
disociacion (K). Asi, la disociacién de un 4cido débil re-
presentativo es:

R-COOH = R-COO +H' 4)
K = [R-COOTJ[H] (5)
[R-COOH]

En el caso de los acidos débiles, el valor del denominador
es muy superior al del numerador, por lo que K, es un numero

con exponente negativo. Ello ha llevado a expresar dicho valor
de K, como el pK, que es una forma que recuerda la expresion
del pH para el caso de [H*]:

pK, =—logK,

De hecho, mientras mds fuerte sea un 4cido, mas bajo es
su pK . En el caso de las bases, su fuerza se expresa en fun-
cién del pK, de sus dcidos conjugados.

En la ecuacion (4), como ejemplo de la relacion entre un 4cido
y su base conjugada, cuando sus concentraciones son iguales,
del cociente (5) resulta que K es igual a [H*]. Es decir, cuando:

[R-COO™]=[R - COOH], resulta que:
K, =[H"]

De igual forma, si se considera el logaritmo negativo de cada
uno de los términos de esta igualdad, tenemos que:

—log K, =—log [H],

o lo que es igual: pK, =pH

Es decir, el valor del pK_ de un 4cido es igual al pH cuando
la concentracién de su forma protonada es igual a la de su forma
desprotonada.

1.5.2. Ecuacion de Henderson-Hasselbalch

Esta ecuacidn fue desarrollada independientemente por el
quimico biolégico americano L.J. Henderson vy el fisiélogo
sueco K.A. Hasselbalch para relacionar el pH con el sistema
amortiguador del bicarbonato en la sangre. Se puede derivar
considerando la disociacién de un acido débil:

HAZ=H"+A",
[H'][AT]

Cuya constante de disociacién es: K, =
(HA]

expresion es igual a:

, Y esta

[H'][A"]=K, [HA] A suvez, dividiendo los dos términos por [A]:

=k, AL
[A7]
de forma que:
[HA]

[A7]

log[H"]=1logK, +log

y pasando todo a negativo:

. [HA]
—log[H"]=—logK, —log—— (6)
[A7]
Puesto que —log[H"|=pH, —logK, = pK,
y _1ng=1o a7 , de la ecuacion (6) resulta que:
[A] [HA]
[A7]
H=pK, +1]
pH=pK, +log = )

o lo que es igual:
pH = pK +log [base conjugada]
[acido]

Esta expresion se conoce como la ecuaciéon de Henderson-
Hasselbalch, que tiene un gran poder predictivo para el valor
del pH de equilibrios proténicos, como los de acidos débiles y
tampones.

En el caso de los tampones se pretende que el pH cambie
muy poco cuando se afiaden iones H* 0 OH™. De la ecuacién
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de Henderson-Hasselbalch se puede derivar que cuando el pH
de una solucién es igual a su pK_ (es decir, cuando los valores de
[base conjugada] son iguales a los de [acido]), su capacidad
amortiguadora puede lograrse tanto frente a la adicion de
un acido como de una base. En la figura 1.9 se representa la
titulacion de un 4cido débil, como es el acido acético, con el
hidréxido sédico. En ella se puede comprobar como la maxima
capacidad amortiguadora se produce cuando el pH se iguala al
pK,; es decir, cuando en la ecuacion (7) se da que:

[A"]=[AH], el pH=pK,

Resulta, por tanto, que la amortiguacién mas eficaz tiene
lugar en la parte de la curva de titulaciéon que tiene la menor
pendiente.

1.5.3. Principales sistemas amortiguadores
fisiologicos

La fuente principal de iones H* en el organismo es el acido car-
bodnico, formado a partir del diéxido de carbono producido en el
metabolismo celular. A su vez, la degradacién de muchas proteinas
y de otras biomoléculas da lugar a la liberacién al liquido extrace-
lular de acidos tales como los 4cidos sulftrico y fosférico. Estos
acidos, en un medio acuoso como es la sangre, se disocian en
iones H* y aniones. Por otro lado, en el metabolismo se producen
acidos organicos tales como el dcido lactico y los acidos grasos, los
cuales también se disocian liberando iones H*. Todo ello implica
que en el organismo se forman continuamente iones H*.

A pesar de esta continua formacion de iones H¥, resulta
esencial que su concentracién se mantenga constante tanto en
el liquido extracelular como intracelularmente, ya que en caso
contrario se producirian cambios estructurales y funcionales
en las proteinas y otras moléculas, y se alteraria la distribucién
de otros iones entre el liquido extracelular y el interior de las

0
I I
PH CH;~C—OH+ OH"=——2CH;~C—0" +H,0
10 |
3 =
ol
pH =pK,= 4,76
4! f
2 L
ol 1 |
0 0.5 1

NaOH (equivalentes afiadidos)

Fig. 1.9 Curva de titulaciéon de un acido débil (acido acético) con una
base fuerte (hidroxido sédico). En el punto de partida de la titulacién,
practicamente todo el acido acético se encuentra sin disociar (en forma
acida). En el punto medio de la titulacion, en el que el pH es igual al pK,
la concentracién del 4cido es igual a la de su base conjugada. A su vez, en
el punto final de la titulacién, en el que los equivalentes de iones hidroxilo
son iguales a los del acido del punto de partida, practicamente todo el
4cido se encuentra disociado, en forma de su base conjugada.

células. Todo ello obliga a disponer de mecanismos capaces de
neutralizar eficazmente esos acidos producidos metabdlica-
mente. Una parte importante de esos acidos son neutralizados
por las bases procedentes de los alimentos, pero el resto debe
ser neutralizado por el propio organismo. Ello se consigue a
expensas de los tampones o amortiguadores fisioldgicos y la
posterior eliminacion del acido o la base por via renal o res-
piratoria.

Los principales tampones fisioldgicos son el sistema acido
carbonico/bicarbonato, la hemoglobina y el tampoén fosfato.
Otros sistemas amortiguadores del pH son las proteinas y los
aminodcidos. Con todo ello se consigue mantener el pH en el
rango fisioldgico, que en humanos es de 7,35 a 7,45 en sangre.
De hecho, se considera que una persona sufre acidosis cuando
el pH de su sangre es menor de 7,35, mientras que sufre alcalosis
cuando es superior a 7,45. A su vez, los limites de pH de la
sangre entre los cuales es posible la vida humana del adulto
son7,0y7,8.

1.5.3.1. Tampon acido carbdénico/bicarbonato

Este es el principal tampén de la sangre y los fluidos extra-
celulares. El CO, se forma intracelularmente en los tejidos
como producto final del metabolismo de los compuestos
carbonados. Al ser un gas, se difunde al medio extracelular,
donde una parte es hidratado formando 4cido carbénico, que
es un acido débil:

CO,+H,0 = H,CO, (8)

El resto del CO, circulante en sangre (alrededor de un
95%) se difunde al interior de los eritrocitos, donde la enzima
anhidrasa carbonica cataliza la conversion del CO, en dcido
carbdnico. Posteriormente, éste se disocia a iones H* e iones
bicarbonato (HCO;):

H,CO, = HCO; +H"(9)

A pesar de que el acido carbonico es débil, esta disociacion
es enormemente eficaz (practicamente del 100%), debido a que
la hemoglobina capta los iones H* en el proceso de su acciéon
amortiguadora, como se explica mas adelante (fig. 1.10). Ello
hace, por un lado, que la reaccidn (9) se desplace a la derecha
y que el ién bicarbonato formado salga del eritrocito al plas-
ma. Por otro lado, esto favorece que las concentraciones de
acido carbdnico en sangre sean muy bajas, y que las ecuaciones
anteriores puedan resumirse en:

CO,+H,0 = H'+HCO; (10)

ElpK, del sistema HCO;/H,CO, es 6,1, por lo que pareceria
poco apropiado para amortiguar la sangre. De hecho, segtin la
ecuacion de Henderson-Hasselbalch, para mantener un pH de
7,4 se requiere un cociente HCO;/H,CO, de aproximadamente
20, ya que:

pH=pK, +logw;7,4:6,1+logw;
[H,CO,] [H,CO,]
1,3=log [HCO,] ; siendo el antilog de 1,3 = 20,

[H,CO,]
_ [HCO;] _[HCO;]
[H,CO,] apCO,

siendo « el coeficiente de disolucion del CO,, cuyo valor en
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Fig. 1.10 Representacion esquematica del transporte del CO, deri-
vado del metabolismo de los tejidos a la sangre, y su contribucion
junto a la hemoglobina (Hb) a la amortiguacion del pH de la sangre
y la liberacion de oxigeno de los eritrocitos a los tejidos. Cuando
disminuyen las concentraciones de HCO; en la sangre, los rifiones eliminan
iones H*, con lo que el equilibrio de la siguiente reaccién: CO, + H,0
= H,CO, = HCO; + H*, se desplaza hacia la derecha, lograndose asi
aumentar el valor de [HCOJ]. En este proceso se pierde acido carboénico,
que es reemplazado rapidamente por la hidratacion del CO, derivado
del metabolismo celular. A su vez, en caso de que se produzcan excesi-
vas cantidades de ion bicarbonato, se eliminan por el rindn. Cuando se
aumenta la llegada de iones H* a la sangre, desciende el valor de [HCO;
| (por desplazamiento de la indicada reaccién hacia la izquierda), pero el
CO, que se produce en exceso se elimina por via respiratoria, con lo que
se mantiene el cociente [HCO;)/[H,CO,] practicamente inalterado.

condiciones fisioldgicas de pH 7,4 y temperatura de 37 °C es
de 0,03 y pCO, la presion parcial de CO, expresada en mmHg.

En caso de que estuviéramos ante un sistema cerrado,
cualquier aumento de iones H* haria descender la concen-
tracion de bicarbonato y aumentar la de 4cido carbénico,
con lo que descenderia el pH. Sin embargo, este sistema
amortiguador es abierto, de forma que pueden variar in-
dependientemente las concentraciones del dcido carbonico
y del ién bicarbonato. Las concentraciones de CO, (y por
tanto, de acido carbonico) se ajustan mediante cambios en
la frecuencia de respiracion, mientras que las de bicarbonato
se regulan por los rifiones. El mecanismo de compensacion
renal se describe en la figura 1.10.

En cuanto a la compensacion respiratoria, este sistema
de tampon acido carbonico/bicarbonato funciona de forma
coordinada con el de la hemoglobina, que se describe a con-
tinuacidn.
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Fig. 1.11 Participacion de los grupos imidazoélicos de la histidina en las
propiedades amortiguadoras de la hemoglobina y de otras proteinas.

1.5.3.2. Tampon hemoglobina

La propiedad tamponadora de la hemoglobina se basa en el
par hemoglobina reducida/oxihemoglobina, y debe sus pro-
piedades a la capacidad de disociacién del grupo imidazoélico
de la histidina unido al i6n ferroso (Fe?*) en su estructura
(fig. 1.11; v. cap. 35).

La deoxihemoglobina (forma reducida de la hemoglobina,
HHDb) es un dcido mas débil que la oxihemoglobina, la cual
contiene hidrégenos de sus grupos imidazolicos capaces de
disociarse (HHbO,). Sus respectivas disociaciones pueden
representarse asi:

HHb = Hb +H", pK=7,9
HHbO, = HbO; +H"*,pK=6,7

En condiciones fisiologicas, la HHb estd disociada en un
20%, mientras que el 80% se encuentra sin disociar. A su vez, en
estas condiciones, la HHbO, se encuentra disociada en un 80%,
mientras que el 20% se encuentra en forma acida. Ello hace que
pueda actuar como un eficaz tampodn. El sistema, integrado
con la participacién del CO, derivado del metabolismo de los
tejidos y la incorporacién de oxigeno en los pulmones, puede
escribirse del siguiente modo:

Tejidos

HbO; +C02 +HZOﬁHHb+HCO; + O2

En la disociacién del CO, hidratado (H,CO,) a HCO; y H*,
éste se combina con la hemoglobina para formar HHb, mientras
que el HCO; sale del eritrocito en intercambio con iones clo-
ruro (CI7). El resultado es que el CO, hidratado es amortiguado
y el i6n bicarbonato liberado, lo que contribuye eficazmente a
mantener el elevado cociente [HCO;]/[H,CO,]. Al mismo
tiempo, como se representa en la figura 1.10, el oxigeno trans-
portado por los eritrocitos asociado a la hemoglobina (HbO,)
es liberado cuando ésta es reducida, se difunde al plasma y
llega a los tejidos.
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Asi pues, el CO, liberado en el metabolismo de los tejidos y
difundido al plasma es transportado preferentemente en forma
de bicarbonato (HCOj), tras su formacion en los eritrocitos,
contribuyendo eficazmente al mantenimiento del pH en sangre.
A su vez, una pequena fraccion del CO, que entra en los eri-
trocitos se combina directamente y de forma reversible con
un grupo amino (—NH,) de la hemoglobina, dando lugar a la
carbamino hemoglobina (también denominada carbamato de
hemoglobina):

HHb'-NH, + CO, = HHb*-NH-COO" + H" (fig. 1.10)

En el capitulo 35 se describen con mas detalle algunos de
estos conceptos, dentro del encuadre del transporte de oxigeno
en sangre.

1.5.3.3. Tampodn fosfato

La forma de disociacion del fosfato puede ser como se indica
a continuacion:

H,PO, =2 H,PO, +H" pK',=2,1
H,PO, =@ HPO; +H" pK',=7,2
HPO; = PO; +H"pK',=12,7

Teniendo en cuenta estos valores, es obvio que a efectos de
amortiguacion fisioldgica, el tnico equilibrio que interesa es
el segundo, cuyo pK es el més proximo al pH fisioldgico, dado
que el pH normal de los liquidos extracelulares se encuentra
en un intervalo entre 6,9 y 7,4.

Aunque en condiciones de pH fisioldgico, el tampon fos-
fato es un buen amortiguador, las concentraciones de [HPO; ]
y [H,PO; ] en plasma son considerablemente bajas (del orden
de 4 mEq/1), lo que supone un valor de alrededor de la sexta
parte de las del bicarbonato, por lo que tiene menos poder
amortiguador que éste. Sin embargo, el sistema fosfato es
un buen amortiguador en los liquidos intracelulares, donde
su concentracion es considerablemente alta (del orden de
75 mEq/L).

RESUMEN

1. Las células eucariotas son de mayor tamaiio que las
procariotas y su interior se encuentra compartimenta-
do, conteniendo membrana plasmatica, mitocondrias,
reticulo endoplasmico rugoso y liso, aparato de Golgi,
nucleo y organulos especificos.

2. Elagua es el componente quimico mas abundante de los
organismos vivos. Gracias a su estructura dipolar puede
solvatar a una amplia gama de moléculas organicas e
inorganicas. También puede formar puentes hidrogeno
con otras moléculas, incluida la propia agua.

3. El agua tiene limitada capacidad de ionizarse. Su pro-
ducto ionico es el producto de su constante de disocia-
cién por su concentracion sin disociar.

4. El pH es el logaritmo negativo de la concentracion de

iones hidrogeno. Un acido es un compuesto que en

disolucion dona iones hidréogeno a otro compuesto
denominado base.

Los tampones o amortiguadores son soluciones que re-

sisten a cambios de pH cuando se afiaden acidos o bases.

Estan formados por la mezcla de acido débil y su base

conjugada o por una base débil y su acido conjugado.

6. Los principales sistemas amortiguadores fisiologicos
son el acido carbénico/bicarbonato, la hemoglobina y
el tampon fosfato.
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Material complementario

En una solucién de un acido, la concentracion de H* suele ser
muy baja. Sin embargo, este valor es importante, ya que re-
fleja el grado de acidez. Por ejemplo, un acido puede tener una
concentracion de iones hidrégeno de: [H*] = 0,00001 N, lo cual
también se puede expresar como 1 X 1075, Segtin la definiciéon
de pH (—log [H*]), en este caso, el pH = 5.

Utilizando el mismo razonamiento, cuando [H*] = 0,00002,
ese mismo valor se expresa: [H*] =2 X 107°. Es decir, pH =
—log [H'] = —(log 2 + log 107°) = — (0,3 — 5) = 4,7. Asi pues, si
comparamos este valor con el derivado en el apartado anterior,
resulta que una diferencia del doble de concentracion de H*
supone un descenso de 0,3 el valor del pH.

A su vez, conviene tener en cuenta la concentraciéon de H*
que corresponde al pH fisioldgico de 7,4: [H*] = 4,00 X 1075,
de forma que log [H*] = 0,6 - 8 = —7,4. Es decir: pH =7 4.

Por otro lado, cuando, por ejemplo, el pH pasa de un valor
de 5 a 6, supone que [H*] pasa de 0,00001 a 0,000001. Ello
significa que un pH de 5 supone diez veces mas [H*] que un pH
de 6. De igual forma, cuanto mas bajo es el valor del pH, mayor
es la concentracion de iones H* que estdn presentes.

La técnica de la titulacion se utiliza para determinar la cantidad
de sustancias presentes en solucion que se unen a los iones H*.
Cuando se trata de una solucion acuosa, esos iones hidrégeno
se encuentran como H,O%, pero en la practica se consideran H*.

Normalmente, en las titulaciones se utilizan soluciones de dcido
clorhidrico (HCI) o de hidréxido sédico (NaOH) para determinar
los cambios de pH. El uso de estos compuestos se realiza porque
practicamente se encuentran disociados en su totalidad, de forma
que lo que en realidad se estd adicionando son H* u OH".

Se puede considerar un ejemplo en que tenemos 50 ml de
agua, con un pH que puede oscilar entre un valor de 6 y 7, lo
cual dependera de la cantidad de CO, que tenga disuelto. Si
en estas condiciones se aflade una gota (0,05 ml) de HCIN (es
decir, conteniendo 1 miliequivalente de [H*]/ml) y se determina
el pH con un electrodo, puede observarse que el pH desciende
a un valor de 3. Es decir, al introducir esos 0,05 ml en 50 ml,
lo que realmente se ha introducido son 0,05 mEq/50,05 ml,
de forma que la solucién resultante contiene 0,001 mEq/ml o
0,001 Eq/L. Es decir, esta solucién es 0,001N de H*, por lo que
su pH es 3. Utilizando el mismo razonamiento, se podria afadir
0,05 ml de NaOH N en vez del HCI, y el pH resultante sera de 11.

Siguiendo también el mismo razonamiento anterior, se
puede suponer que en vez de agua para la titulacion se utilizan
50 ml de dcido acético (CH,-COOH) 0,1 N. En este caso, el pH
inicial es de aproximadamente 3. Para incrementar el pH de esta
solucidn se requiere afiadir NaOH 1 N. Se puede ir dibujando
una grafica colocando los ml de NaOH en el eje de abscisas y el
pH que se va obteniendo en el eje de ordenadas, con lo que se
obtiene una grafica semejante a la de la figura 1.9. De hecho, lo
que esta ocurriendo es que los iones OH- del NaOH reaccionan
con los iones H* del medio:

H"+OH™ —-H,0

El resultado es que cuanto mas NaOH se anada, mas se
disocia el 4cido acético:

CH, - COOH+OH™ — CH, - COO™ +H,0

Como se puede derivar de la figura 1.9, la grafica de titula-
cién permite determinar el valor de pKa del acido.

Un paciente con acidosis metabolica presenta un pH en sangre
de 7,03 y una concentracion de CO, de 1,10 mM. Calctlese su
concentracion de bicarbonato (HCO;) en sangre considerando
que el pK_ del sistema [HCO;/H,CO,] es 6,1.

Solucién:

Aplicando la ecuacién de Henderson-Hasselbalch para
los valores indicados, y puesto que [CO,] es igual a [H,CO,],
resulta que:

7,03 = 6,1 + log [HCO,]/1,10, de forma que:

0,93 = log [HCO,]/1,10, y puesto que el antilogaritmo de
0,93 es 8,5,

8,5=[HCO;]/1,10, y en consecuencia, [HCO;] = 9,4 mM

Paciente que ingresa en la unidad de urgencia en coma y de-
presion respiratoria por sobredosis narcética. En sangre arte-
rial, el pH es de 7,22, con una concentracion total de CO, de
26,3 mM. Se plantean las siguientes cuestiones:

1. ;Cual es la situacion acidobasica del paciente?

2. ;Cudl es la causa del desequilibrio acidobdsico?

3. ;Podria mejorar su situacion si se colocara en un res-

pirador?

Soluciones:

Conviene tener en cuenta que los valores normales de la
presion parcial de CO, (pCO,) y de concentracién de i6n bi-
carbonato en el hombre son:

pCO,=35-45mmHg
[HCO;]=22-26mmoles/L

1. El paciente muestra una acidosis descompensada,
probablemente como resultado de su depresién res-
piratoria, que le estd causando una retencién de CO,. La
concentracion total de CO, en sangre viene dada por la
siguiente suma:

[CO, Jtotal =[CO, ]disuelto+[H,CO, ]+[HCO;] 1)

Por otro lado, el cociente HCO,/H,CO, en sangre se
encuentra acoplado a la presién parcial del CO,; es decir,
ala produccion de CO, por los tejidos y la eliminacién
de CO, en la respiracion. Con un pH de 7,4, el término
del &cido carbénico (H,CO,) en ese cociente puede ser
reemplazado por un término de presion, ya que la con-
centracion de dicho 4cido en sangre es proporcional a
la presion parcial del CO,, de forma que:

[H,CO,]=0pCO,, donde a es una constante de
proporcionalidad, cuyo valor numérico depende del
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solvente y de la temperatura. Para una temperatu-
ra de 37 °C, dicha constante tiene el siguiente valor:
a = 0,0301 mmoles de CO, disueltos por litro de plas-
ma y por mmHg de presion de CO,.

Es decir, en este caso (para el cociente [HCO,]/
H,CO,]), y tomando como base la ecuacién (1), resulta
que:

[CO, ]disuelto+[H,CO,]=0,0301 pCO, ,deforma que:

[H,CO,]=[CO,]total —0,0301 pCO,

y teniendo en cuenta que el pK de dicho cociente es
6,10, la ecuacién de Henderson-Hasselbalch se puede
escribir:

[CO, Jtotal —0,0301 pCO,
0,0301 pCO,

pH=6,10+log

y sustituyendo los valores del paciente, resulta que:

26,3-0,0301pCO,

7,22=6,10+log
0,0301 pCO,

de donde despejando:

26,3-0,0301 pCO,

antilogl1,12
0,0301pCO,

de forma que:

~26,3-0,0301 pCO,
0,0301 pCO,

13,2

y reordenando:

13,2x0,0301 pCO, = 26,3—0,0301 pCO, ,
0,4 pCO, +0,0301 pCO, = 26,3,

26,3
CO, =2
P =0

>

=61mmHg

Este valor de pCO, es superior al normal, y corres-
ponde a 6,10 X 0,0301 mmol por litro de CO,. Des-
pejando en la ecuacion (1), resulta que:

[HCOg]=26,3—(6,10X0,0301)=26,3—0,18=
=26,12mmol /1

lo cual se encuentra muy préximo a los valores normales.

. Asi pues, el valor elevado de pCO,debe ser el resultado

de la baja ventilacién respiratoria producida por el far-
maco, mientras que la concentracién de bicarbonato se
mantiene proxima a la normalidad.

. Puesto que los riflones son lentos en su respuesta para

conseguir aumentar el valor de [HCOS] a fin de lograr
un cociente [HCO;]/[H,CO,] = 20, y de esta forma
normalizar el pH, una respuesta mas rapida se conse-
guira colocando al paciente en un respirador, lo cual
lograra reducir rdpidamente la elevacion de su pCO,.
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11.e3

AUTOEVALUACION

1. Las células procariotas, a diferencia
de las eucariotas, poseen:

a. Nucleo bien diferenciado.
b. Reticulo endoplasmico.
¢. Membrana plasmatica.
d. Mitocondrias.

e. Nucleoide.

Correcta: e. El nucleoide es una region caracteristica de las células
procariotas. Es irregular, y estad formado por una larga cadena de
DNA 'y complejos proteicos. Las opciones by ¢ se encuentran tanto
en células procariotas como en eucariotas, mientras que las opciones
ay d son Unicas de eucariotas.

2. Los enlaces hidrégeno se forman entre atomos
electronegativos, tales como el oxigeno o el
nitrégeno, y un atomo de hidrégeno unido a:

a. Cobre.

b. Otro hidrégeno.

c. Un atomo electronegativo.
d. 16n ferroso.

e. Un atomo de carbono.

Correcta: c. Un dtomo de hidrégeno que participe en un enlace
de hidrégeno debe tener un 4tomo electronegativo a ambos lados,
como es el caso del oxigeno o el nitrégeno.

3. En relacion con el producto iénico del agua:

a. Es la constante de equilibrio (Keq) de la siguiente reaccion:
H,O = H +0H .

b. Supone que las concentraciones de H*y de OH- son siempre iguales.

c. Tiene un valor de 1074, a 25 °C.

d. Es independiente de la temperatura del medio.

e. Varfa en funcion del pH del medio.

Correcta: c. Este producto es constante, aunque varia en funcion de
la temperatura. A su vez, tiene un valor numérico que es la constante

de equilibrio de la disociaciéon del agua (1,8 x 10-'%) multiplicada por
la concentracién molar del agua (55,5): 10~ a 25°C. Las concen-
traciones de H* y OH~ son variables en una disolucion, y dependen
del pH del medio.

4. ;Cual de las sustancias que se indica a continuacion
sera menos soluble en agua?

. Un compuesto ligeramente polar.
. Un compuesto apolar.

Un compuesto con alta polaridad.
. Un electrolito con alta carga.
. Un electrolito con una carga débil.

[ =N o I o i)}

Correcta: b. El agua tiene una estructura dipolar, y los compuestos
gue tienen alguna polaridad o disponen de alguna carga interac-
tdan con ella, mientras que los compuestos apolares no lo hacen.
Asi pues, los compuestos polares y los ionizados son solubles en
agua, mientras que los apolares interacttan entre si, pero no con
un disolvente polar como es el agua.

. En relacion con el agua:

. El agua pura tiene una concentracién de 107 M.
. El agua es una sustancia anfétera.
Cada molécula de agua que se disocia da lugar a la liberacién de
dos protones.
. El agua no puede ser considerada como un electrolito.
e. Alno poseer cargas eléctricas, su molécula no puede interaccionar
con iones circundantes.

N oToO |

o

Correcta: b. El agua es un electrolito que se comporta al mismo
tiempo como &cido, al proporcionar protones, y como basico, al
proporcionar iones hidroxilo, en igual proporcién. Por ello es una
sustancia anfétera, también denominada anfolito. Sin embargo, el
agua pura tiene una concentraciéon de 55,5 M, y en su disociaciéon
da lugar a un protén y un ién hidroxilo. Ademas, por su polaridad,
el agua puede considerarse un electrolito, y precisamente por ello
puede interactuar con iones circundantes.
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Capitulo

Aminoacidos, péptidos

proteinas

Pilar Roca Salom

Conocer la estructura y las propiedades

de los aminoacidos.

Entender qué es una proteina y cual es su importancia
en la vida.

Conocer las fuerzas que intervienen

en el mantenimiento de la estructura de las proteinas.
Conocer los diferentes niveles de organizaciéon

de la estructura de las proteinas.

Comprender como las proteinas se pliegan

para alcanzar la conformacion nativa.

Las proteinas son polimeros lineales de aminodcidos, compues-
tas por carbono (C), oxigeno (O), hidrégeno (H), nitrégeno (N)
y en menor proporcion de azufre (S).

Las proteinas desemperian diferentes funciones biolégicas,
ya que son los instrumentos moleculares mediante los que se
expresa la informacion genética. La lista que sigue da una idea
de la enorme gama de funciones bioldgicas que las proteinas
realizan, entre otras:

Los catalizadores bioquimicos conocidos como enzimas

son proteinas.

Proteccion inmune. Las proteinas conocidas colectivamen-

te como inmunoglobulinas constituyen la primera barrera de

defensa de los organismos contra las infecciones de origen
bacteriano o viral.

Transporte y almacenamiento. Muchos iones y moléculas

pequeiias son transportados y almacenados por proteinas

especificas.

Transporte a través de membranas. Existen proteinas que

facilitan el transporte de materiales a través de las mem-

branas celulares.

Hormonas. Muchas hormonas, como la insulina, son proteinas.

Proteinas estructurales. Proporcionan el soporte mecanico

alos organismos vivos, formando también en algunos casos,

sus cubiertas externas.

Movimiento coordinado. Ciertos ensamblajes de proteinas

llevan a cabo la contracciéon muscular y posibilitan la moti-

lidad celular.
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Generacion y transmision del impulso nervioso. La res-
puesta de las células nerviosas a estimulos especificos de-
pende de la presencia de receptores proteicos.

Control del crecimiento y la diferenciacién. El control

secuencial de la expresion de la informacion genética es

imprescindible para el crecimiento y la diferenciacién de
las células.

El citoesqueleto de las células estda compuesto por proteinas.

Las proteinas, ademas de por su funcién, se pueden cla-
sificar también por su estructura en dos grandes grupos:
globulares y fibrosas. En las proteinas globulares, la cadena
o cadenas polipeptidicas se encuentran plegadas de modo
muy compacto, adoptando formas esféricas; estas protei-
nas normalmente son solubles en los sistemas acuosos y
se difunden con facilidad, y muchas de ellas desempefian
una funcién mdévil o dindmica. Las proteinas fibrosas son
insolubles en agua y son moléculas finas y alargadas, con las
cadenas polipeptidicas extendidas a lo largo de un eje. La
mayor parte de las proteinas fibrosas desempefian un papel
protector o estructural.

Las proteinas pueden estar formadas por una unica cadena
polipeptidica o por varias cadenas polipeptidicas, por lo que
también se pueden clasificar como proteinas monomeéricas u
oligoméricas.

Muchas proteinas inicamente estan formadas por polime-
ros de aminodcidos y no presentan grupos de otra naturaleza;
reciben el nombre de proteinas simples. No obstante, otras clases
de proteinas, sometidas a hidrdlisis liberan otros compuestos
quimicos ademas de los aminoacidos; reciben el nombre de pro-
teinas conjugadas. La porcion diferente a los aminoacidos que
se encuentra en una proteina conjugada recibe habitualmente
el nombre de grupo prostético, el cual desempefia un papel
importante en su funcién bioldgica. Las proteinas conjugadas
se clasifican en funcion de la naturaleza quimica de su grupo
prostético (tabla 2.1).

Las proteinas son polimeros de aminoacidos. Si una pro-
teina se hidroliza bajo unas condiciones cuidadosamente
controladas, se liberan mayoritariamente hasta veinte ti-
pos de aminoacidos (concretamente 19 aminodcidos y un
iminoacido).

15



16

Tabla 2.1 Clasificaciéon y grupos prostéticos de proteinas conjugadas

Ejemplo

Clase Grupo prostético
Lipoproteinas Lipidos
Glucoproteinas Glucidos

Fosfoproteinas Grupos fosfato

Hemoproteinas Hemo (ferroporfirina)
Nucleétido de flavina

Metales (Fe, Zn, etc.)

Flavoproteinas

Metaloproteinas

Lipoproteinas de la sangre
v-globulina de la sangre
Caseina de la leche
Hemoglobina

Succinato deshidrogenasa

Ferritina, alcohol deshidrogenasa

La secuencia de estos aminodacidos en la proteina es la que
determina su estructura tridimensional, y al tener veinte ami-
noacidos diferentes podemos tener una gran diversidad de
estructuras proteicas. De hecho, la conformacion y la funcién
de una proteina estan determinadas por los aminoacidos que
la componen y la secuencia en que éstos se unen para formar la
cadena polipeptidica.

2.2.1. Estructura de los aminoacidos

Los aminoacidos son compuestos que presentan un grupo
carboxilo (-COOH) y un grupo amino (-NH,) unidos a un
mismo atomo de carbono, que se conoce como carbono alfa (o).
Este carbono o se encuentra unido también a una cadena lateral
(-R) que los diferencia entre si. Responden a la férmula general
que se presenta en la figura 2.1.

Las cadenas laterales, o grupos R de los aminoacidos difieren
en su estructura, tamafo y carga eléctrica, y determinan sus
propiedades fisicoquimicas, como su solubilidad y su comporta-
miento en la cadena polipeptidica. En la figura 2.2 se presentan
los nombres y estructuras de los veinte aminoacidos, clasificados
por las caracteristicas de polaridad de su cadena lateral: no polar,
polar sin carga, polar con carga, carga negativa y carga positiva.

Numerosas proteinas contienen derivados de aminodci-
dos, que se forman una vez sintetizada la cadena polipeptidica
como modificaciones postraduccionales, y no se encuentran
codificados en el codigo genético. Entre estos aminodacidos
modificados se encuentran y-carboxiglutamato, 4-hidroxi-
prolina, 5-hidroxiprolina, o-fosfoserina, 3-metilhistidina y
€-N-acetil-lisina, algunos de los cuales son componentes esen-
ciales de proteinas, como por ejemplo el coldgeno (v. cap. 31).

2.2.2. Propiedades de los aminoacidos
2.2.2.1. Propiedades acidobasicas

Todos los aminodcidos presentan al menos dos grupos ioniza-
bles (carboxilo y amino), y muchos de ellos pueden estar en su
forma de zwitteridn. El zwitterién es un compuesto quimico
que es eléctricamente neutro pero que tiene cargas formales
positivas y negativas sobre atomos diferentes (fig. 2.3).

H
I

HzN_ | —COOH
R

Fig. 2.1 Estructura general de los aminoacidos. Presenta en su estructura

un grupo carboxilo (~COOH) y un grupo amino (—~NH,) unidos a un mis-

mo atomo de carbono (Ca), el cual se encuentra unido también a una
cadena lateral (R).

El grupo carboxilo de los aminoacidos tiene un pKa o pK| que
se encuentra situado entre 1,8 y 2,5, mientras que el grupo amino
tiene un pKb o pK, que se encuentra situado entre 9,0y 9,8.

Los aminoacidos que no son acidos o basicos poseen dos va-
lores de pK, el mas bajo del grupo carboxilo y el mas alto del gru-
po amino. Puesto que el pH fisioldgico es 7,4, el grupo carboxilo
de estos aminodcidos se encuentra desprotonado (—COO™) yel
grupo amino estd protonado (—NH}?), por lo que normalmente
se encuentran cargados, aunque la carga neta sea 0.

En la tabla 2.2 se muestran los valores de pK de los grupos
ionizables de los veinte principales aminoacidos proteicos, ade-
mas de su masa molecular, el punto isoeléctrico y el porcentaje
de presencia en proteinas.

El punto isoeléctrico (pI) se define como el valor del pH en el
cual el aminodacido presenta carga neta igual a 0, y por lo tanto
no se desplaza al someterlo a la accién de un campo eléctrico.
También es el punto en el que el aminoacido presenta menor
solubilidad. El punto isoeléctrico se calcula a partir de los valores
de pK de los diferentes grupos ionizables incluyendo la cadena
lateral segun aminodacidos, y es la semisuma de los dos pK, an-
terior y posterior a la formacién de la especie neutra (tabla 2.2).

Enla figura 2.4 se presentan las curvas de titulacion para la
alanina, el cido glutdmico y la histidina, asi como el calculo del
pl de cada uno de ellos. En las curvas de titulacion de la alanina
se observan dos mesetas, que corresponden a la desprotonacion
del grupo carboxilo y del grupo amino. El punto medio de
cada una de estas mesetas se corresponde con el pK de cada
uno de los grupos ionizables, y representan dos zonas donde
el aminodcido presenta capacidad amortiguadora, y su valor es
maximo cuando el valor de pH coincide con el valor de pK. En
el caso del acido glutdmico y de la histidina se pueden observar
tres mesetas en la curva de titulacion, que se corresponden con
los valores de pK de los tres grupos ionizables (—COOH, —NH,
y R), presentando capacidad amortiguadora en las tres.

2.2.2.2. Propiedades opticas

Todos los aminodcidos, excepto la glicina, poseen un atomo de car-
bono asimétrico (dtomo o centro quiral), el 4tomo de carbono ., al
que se encuentran unidos cuatro sustituyentes diferentes: el grupo
carboxilo, el grupo amino, el grupo R y el 4tomo de hidrégeno.
Cuando un dtomo de carbono tiene cuatro sustituyentes diferentes
(A, B, X, Y) pueden ordenarse de dos maneras que representan
imagenes especulares que no pueden superponerse (fig. 2.5A).

Los compuestos con atomos quirales tienen dos formas iso-
méricas diferentes, que son idénticas en todas las propiedades
fisicas y quimicas excepto en la direccion en la que provocan el
giro del plano de la luz polarizada en un polarimetro. Las dos
formas que pueden adoptarse se denominan isémeros dpticos o
enantiémeros. Cada uno de estos compuestos pueden girar el
plano de luz a la izquierda (—) o a la derecha (+).
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a. Aminoacidos con cadena lateral apolar

NH |
s
H, “CH-C—OH
Prolina
CH;CH,
o}

Glicina

I i i f
H,N—CH-C—OH H.‘,N—?H—C—OH H,N—CH-C—OH H,NN—CH-C—OH
Alanina Valina Leucina Isoleucina
3 CH-CH, ; CH—CH,
| I
CH, CH-CH, THZ
CH, CH,
i f
HN—CH-C—OH HN—CH-C—OH HN—CH-C—OH HN—CH-C—OH HN—CH-C—OH
Metionina Fenilalanina Triptéfano Cisteina
(l:Hz i"‘: CH, | 2
CH, H G
| HCZ cH He”” %
? | | \ / /cn
HC ~. CH
CH, -l H =c
i & H

b. Aminoacidos con cadena lateral polar sin carga

f | i i I
H,N—CH-C—OH H,N—CH-C—OH H,N—?H—C—OH H,N—CH-C—OH H,N—CH-C—OH

Asparagina Glutamina Serina Treonina Tirosina

R THZ THZ TH*OH -
?:o sz OH CH,
NH ?ZO

NH,
OH

c. Aminoacidos con cadena lateral

d. Aminoacidos con cadena lateral polar con carga positiva

(o]

Lisina

polar con carga negativa
| | I | |
H,N—CH-C—OH H,N—CH-C—OH HzN—TH—C—-—OH H,N—CH-C—OH H,N—CH-C—OH
Aspartato Glutamato Arginina Histidina
H, THZ TH2 H, | H,
= NH
(|3—0 CH, T.H2 | /> TH2
O {13—0 THz t‘” TH2
o~ NH ?H:
|
TINH NH,
+*
s
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Fig. 2.2 Estructura de los veinte aminoacidos. A. Aminoacidos con cadena lateral apolar. B. Aminoéacidos con cadena lateral polar sin carga.
C. Aminodacidos con cadena lateral con carga negativa a pH fisioldgico (acidos). D. Aminoacidos con cadena lateral polar con carga positiva en condiciones

de pH fisiologico (basicos).
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ﬁ 0O

pK,= 1,8-25

H,;N—CH-C—OHgT——>=H,N—CH-C—

R R

(9]

pK.=0,0-9.8 [
= —_— e S +
O + HHE—=HN—CH-C—O™ +H

R

Fig. 2.3 Equilibrios del grupo carboxilo y amino. El zwitterién puede observarse entre ambos equilibrios.

Tabla 2.2 Propiedades de los aminoacidos. Masa molecular, pK,, pK,, pK;, punto isoeléctrico (PI)

y presencia en proteinas

M pK, pK, pK; Presencia en
Aminoacido Da —COOH —NH, -R pl proteina %
Glicina Gly G 75 2,34 9,60 5,97 7,7
Alanina Ala A 89 2,34 9,69 6,01 9,0
Valina Val Y, 117 2,32 9,62 5,97 6,9
Leucina Leu L 131 2,36 9,60 5,98 7.5
Isoleucina lle | 131 2,36 9,68 6,02 4,6
Metionina Met M 149 2,28 9,21 5,74 1,7
Prolina Pro P 115 1,99 10,96 6,48 4,6
Fenilalanina Phe F 165 1,83 9,13 5,48 3,5
Triptéfano Trp W 204 2,38 9,39 5,89 1,1
Serina Ser S 105 2,21 9,15 13,60 5,68 7.1
Treonina Thr T 119 2,11 9,62 13,60 5,87 6,0
Glutamina GIn Q 146 2,17 9,13 5,65 3,9
Asparagina Asn N 132 2,02 8,80 5,41 4,4
Aspartato Asp D 133 1,88 9,60 3,65 2,77 5,5
Glutamato Glu E 147 2,19 9,67 4,25 3,22 6,2
Histidina His H 155 1,82 9,17 6,00 7,59 2,1
Cisteina Cys C 121 1,96 8,18 10,28 5,07 2,8
Tirosina Tyr Y 181 2,20 9,11 10,07 5,66 3,5
Lisina Lys K 146 2,18 8,95 10,53 9,74 7,0
Arginina Arg R 174 2,17 9,04 12,48 10,76 4,7

Una base sistematica para la clasificacion y la designacion
de los enantiomeros distinta de la que proporciona la direccién
del giro del plano de polarizacién de la luz es la configura-
cién absoluta de los cuatro sustituyentes diferentes del tetraedro
en torno al &tomo de carbono asimétrico.

Se denominan entonces estereoisémeros L y D segtin la
posicién del grupo mas voluminoso, en este caso el —NH,,
independientemente de la direccién en la que hacen girar el
plano de la luz polarizada. Los simbolos L y D se refieren de este
modo a la configuracién absoluta de los cuatro sustituyentes
alrededor del carbono quiral, y no a la direccién de giro del
plano de la luz polarizada (fig. 2.5B).

Cuando un compuesto posee dos 0 mas centros quirales,
tiene 2" estereoisomeros posibles, donde n es el nimero de
centros quirales. Por ejemplo, la treonina y la isoleucina, que
tienen dos centros quirales, tienen cuatro estereoisdmeros; sin
embargo, en las moléculas de proteinas naturales sélo aparece
uno de los cuatro isémeros posibles, la L-treonina (fig. 2.6).

Los aminoacidos que se encuentran en las proteinas son
los L-estereoisémeros, y aunque en la naturaleza se pueden
encontrar D-aminodcidos, nunca se han encontrado formando
parte de las proteinas.

Dos aminoacidos pueden unirse covalentemente mediante
un enlace amida sustituido, llamado enlace peptidico, dando
lugar a un péptido. El enlace peptidico se forma entre un grupo
a-carboxilo de uno de los aminoacidos y el grupo a-amino del
otro, por eliminacién de una molécula de agua (fig. 2.7).

2.3.1. Dimensiones, angulos diédricos
y resonancia del enlace peptidico

El enlace peptidico tiene caracteristicas de doble enlace; en la
figura 2.8 se muestran tanto los dngulos (fig. 2.8A) como las
distancias (fig. 2.8B) entre los &tomos que forman este enlace.

La distancia del enlace C-N es un 10% mas corta que la
que habitualmente presenta un enlace sencillo, y la longitud
del enlace C=0 es unos 0,02 A mayor que la encontrada en
aldehidos y cetonas tipicos. Estas dos observaciones se ex-
plican por la presencia de una estructura resonante del enlace
peptidico, a la que contribuyen fundamentalmente las formas o
tipos I yII (fig. 2.9). La estructura resonante I, cuyo enlace C-N
es sencillo y del tipo O permite el giro alrededor de dicho enlace,
pero la estructura resonante II, que contiene un enlace doble,
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A o (o] o
. [l pK,=2.34 " | - PK,= 8,69 b ..
H,N—(I:H-c—»OH — HlN—CllH-C—O + H'e—= H2N~(I2H-C—O +H*
CH, CH, CH,
o Alanina K
10k PR,
8-
._
pl= pK, +pK, s 2.34+9.89=6.01
sl 2 2
PK4
2L
0 1 1 1
05 1 15
Equivalentes OH™
B 0 0
i pK, =219 ’ | pK=425 i pK = 9,67
HN—CH-C—OH F——=2HN—CH-C—0 4 H .._H3~—ir4—c—o~+n‘ =——= HN—CH-C—O- +H"
H, | H, lH: H,
iH? (I‘.H_ iH: cI:H2
OO0H COOH 00 00
P Acido glutamico
10 PK2
pl= pK, +pK, - 219+425 =322
2 2
o 1 il 1
05 1 15
Equivalentes OH"
Cc
; pK=182 _ﬁ PKe=600 ﬁ | =047 .
H,N—CH-C—OH T=——2H, —0 + H T=—ZHN—CH-C—0 + H" T——= HN—CH-C—O" +H
H2 H:‘ HZ
H H H
») [y [
NH NH N
PH| Histidina
101 PK
pl = s ;"Kﬂ . 6'*:"’;9""'=7..r>sa

Fig. 2.4 A. Curva de titulacién y célculo del pl de la alanina, B, el 4cido glutamico y C, la histidina.
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A
B
Representacion Fisher
COOH CHO
H,N—C—H H—'(i:—NHz
CH, CH,
Representacion geométrica
COOH COOH
HN—C—H H—C—NH,
CH, CH,
Representacion 3D
H ) H
L-Alanina D-Alanina

Fig. 2.5 A. Representacién de las dos formas de ordenar los sustituyen-
tes de un dtomo de carbono asimétrico o quiral, y su analogia con las
imagenes especulares de la mano izquierda y derecha. B. Representacio-
nes de Fisher, geométrica y espacial de la L y D-Alanina. En el caso de
los aminodcidos se considera grupo funcional al grupo amino (NH,) del
segundo carbono (Ca).

?OOH (IIOOH
HZN—?—'H HZN'—?——H

H—?—OH HO—?—-H

CH, CH,
L-Treonina L-allo-Treonina

COOH OOH
H—C—NH, H—C—NH,
H—$—OH H O—?— H

CH, CH,

D-Treonina

Fig. 2.6 Estereoisomeros de la treonina.

enlace 0 y m, impide la rotacién del mismo. En la estructura
resultante de la hibridacién entre las formas resonantes I y II,
los electrones del orbital 7 estan deslocalizados a lo largo de los
enlaces C-O y C-N, la rotaciéon del enlace C-N esta impedida y
todos los dtomos que forman el enlace peptidico se encuentran
en el mismo plano (fig. 2.10).

De esta coplanaridad se desprende que las tinicas libertades
de giro en una cadena peptidica se sitian en los enlaces de los
carbonos a, que sirven asi de nexo de unién entre los distintos
planos que componen el esqueleto de la proteina. Para cada
uno de los Ca se definen dos angulos, ® (phi) y ¥ (psi), que
corresponden a la rotacion de los enlaces Cai-Ni y Cai-Ci, res-
pectivamente. Si conocemos el valor de estos angulos para cada
uno de los Ca, la disposicion espacial de la cadena polipeptidica
queda definida exactamente.

2.3.2. Configuraciones posibles del enlace
peptidico

El enlace peptidico, al tener caracteristicas de doble enlace,
puede presentar dos configuraciones trans o cis. La sintesis
ribosémica de las cadenas peptidicas es estereoespecifica; pro-
duce solo la configuracion trans del enlace. Sin embargo, existen
algunas proteinas globulares con enlaces peptidicos cis, que se
deben a una isomerizacion postransduccional a nivel de un
unico aminodcido, la prolina, en el que la barrera energética
entre la configuracion cis y trans es pequefia (unas 2 kcal/mol)
(fig. 2.11).

2.3.3. Impedimentos estéricos,
conformacion y plasticidad del enlace

El estudio de modelos moleculares sélidos de aminoacidos
realizados a escala en funcion de sus radios de Van der Waals
ha permitido determinar qué valores de los angulos @ y ¥ estan
prohibidos a causa del impedimento estérico (fig. 2.12).

El bioquimico indio Ramachandran describié que la con-
formacion de una cadena polipeptidica puede ser totalmente
descrita representando cada residuo de aminoacido en un gra-
fico bidimensional por sus valores de @ y V. Estos graficos se
conocen con el nombre de representaciones de Ramachandran
(fig. 2.13).

2.4. ESTRUCTURA DE LAS PROTEINAS

La estructura de las proteinas es compleja, por lo que para

facilitar su estudio se han establecido diferentes niveles de

organizacion:

= Estructura primaria: hace referencia a la secuencia de
aminodcidos que forman la proteina.

= Estructura secundaria: hace referencia a la disposicion
repetitiva y regular del esqueleto polipeptidico; a este nivel
de estructura también se le denomina grupo lineal.

= Estructura supersecundaria: hace referencia a la formacién
de agregados fisicos preferenciales de estructuras secunda-
rias.

= Estructura terciaria: hace referencia a la estructura tridi-
mensional de la proteina globular.

= Estructura cuaternaria o agregados proteicos: se corres-
ponde al nivel de maxima complejidad y resulta de la aso-
ciacién de diferentes cadenas polipeptidicas para formar
agregados.
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Fig. 2.7 Formacién del enlace peptidico.
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Fig. 2.8 A. Angulos y B. dimensiones del enlace peptidico.
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Fig. 2.9 Estructura electronica resonante del enlace peptidico.

Fig. 2.10 Angulos diédricos ® y . El valor 0 de los angulos se define
(IUPAC-IUB, 1969) Wi = 0° para Cai-Ni trans Cai-Oi; ®i = 0° para Cai-Oi;
trans a Ni-H. En consecuencia, los dos planos de los enlaces peptidicos
conectados por un Ca son coplanares. El valor positivo del angulo @ se
establece, por convenio, cuando el giro del enlace Cai-Ni se realiza en el
sentido de giro de las agujas del reloj, con el observador situado en Ciy
mirando hacia el Ni. El valor positivo del angulo ¥ se establece cuando
el giro del enlace Cai—Ci se realiza en el sentido de giro de las agujas del
reloj; con el observador situado en Cai y mirando hacia Ci.

R1 na

Tipoll

2.4.1. Fuerzas que determinan
la estructura proteica

En la estructura de las proteinas, ademas de los enlaces pep-
tidicos de tipo covalente, intervienen otros tipos de enlaces,
como las fuerzas no covalentes (enlaces salinos, enlaces de
hidrégeno, fuerzas de Van der Waals y fuerzas hidrofébicas)
que son de uno a tres 6rdenes de magnitud mas débiles que
las correspondientes al enlace covalente, aunque son de gran
importancia en la estabilizacién de la estructura terciaria, y los
enlaces disulfuro (fig. 2.14).

2.4.1.1. Enlaces idnicos (puentes salinos)

Las cadenas laterales de algunos aminoacidos presentan carga
en condiciones de pH fisioldgico, que puede ser positiva (ami-
nodcidos basicos) o negativa (aminodcidos acidos). Los puentes
salinos son las fuerzas que se dan entre grupos cargados: con
carga opuesta se pueden atraer formando un enlace i6nico, que
habitualmente se denomina puente salino cuando se forma en
las proteinas. La magnitud de esta interaccion depende de la
constante dieléctrica del medio, de forma que en el medio no
acuoso del interior de la proteina, la fuerza de atraccién es ma-
yor que en su superficie (el agua tiene una constante dieléctrica
elevada). Los grupos cargados tienden a situarse en la superficie
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A

Fig. 2.11 A. Configuracién transy B. cis del enlace
peptidico. La configuracién trans es mas estable
porque la repulsién estérica es minima.

Fig. 2.12 Conformaciones inestables producidas por algunos angulos
de rotacion. Cuando @ = +180° y W = —60°, los oxigenos carbonilicos
adyacentes se encuentran tan proximos que sus radios de Van der Waals
se solapan y se desestabiliza la conformacion.

de la proteina con objeto de estabilizar la macromolécula en el
entorno acuoso, y no tienen tanta importancia en el proceso de
plegamiento de la proteina como otras interacciones.

2.4.1.2. Interacciones o fuerzas
de Van der Waals

Las interacciones de Van del Waals tienen lugar entre molé-
culas neutras. Existen varios tipos de interacciones, como el
dipolo-dipolo, dipolo-dipolo inducido, dipolo inducido-dipolo
inducido. Este tipo de interacciones son importantes en el
proceso de plegamiento que sufre la proteina, no sélo por las
fuerzas atractivas, sino también por los impedimentos estéricos.
Dentro de este grupo, por su importancia, destacan los enlaces
de hidrdgeno y las interacciones hidrofdbicas.

2.4.1.2.1 ENLACES DE HIDROGEI\!O
(ENLACES POR PUENTE DE HIDROGENO)

El enlace de hidrégeno o por puente de hidrdgeno ya se definié
en el capitulo 1. Normalmente, la distancia de un enlace de hi-
drégeno en una proteina es un 10-25% mayor que la que existe
entre dos moléculas de agua. Por otro lado, las limitaciones
de tipo geométrico a la hora de formar estos enlaces entre
dos grupos del esqueleto proteico impiden que los dipolos se
hallen perfectamente alineados, que es la situacién de maxima
energia.

Trans

Hélices a
izquierdas

-180
-180 0 +180

®

Fig. 2.13 Grafica de las conformaciones mas normales observadas
en las cadenas polipeptidicas (areas azules). La mayoria de las veces, los
residuos de las proteinas adoptan las conformaciones permitidas. Sin
embargo, algunas veces algun residuo puede encontrarse fuera de estas
zonas permitidas; este hecho demuestra una cierta plasticidad del enlace
peptidico, pudiendo adoptarse conformaciones prohibidas cuando el
impedimento estérico correspondiente se encuentra relajado (por ejemplo,
mediante la formacion de un enlace de hidrégeno).

Desde el punto de vista estructural, las proteinas siguen
la estrategia de establecer el maximo nimero posible de
enlaces de hidrégeno intramoleculares entre los &tomos que
componen los enlaces peptidicos, y de mantener en su super-
ficie el mdximo numero de cadenas laterales (grupos R) con
posibilidad de formar enlaces de hidrégeno con moléculas
de agua.

2.4.1.2.2 INTERACCIONES HIDROFOBICAS

Algunos aminodcidos, concretamente ocho (Gly, Ala, Val, Leu,
Ile, Phe, Pro y Met), pueden dar lugar a interacciones hidrofo-
bicas, dado que en su cadena lateral (apolar) presentan grupos
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Interaccion hidrofobica

Enlace de hidrégeno

Fig. 2.14 Representacion de las fuerzas que mantienen la estructura terciaria de las proteinas. Enlace disulfuro, interaccion hidrofébica, puente

salino y enlace de hidrégeno.

hidrofébicos, que se ordenan de tal manera que forman un nd-
cleo hidrofébico en el interior de la proteina huyendo del medio
acuoso. Dado que nuestro organismo presenta un entorno
acuoso, la estructura terciaria mas estable de la proteina sera
aquella en la cual la mayor parte de los residuos hidrofébicos
se agrupen en el interior, evitando interaccionar con el agua,
pero favoreciendo la interaccion entre ellos. Por otra parte,
dado que los residuos hidrofilicos que se distribuyen en la
superficie pueden formar enlaces de hidrégeno o idnicos con
el agua, el nimero de este tipo de enlaces que contribuyen a
la estabilizacion de la estructura terciaria es reducido. De esta
forma, las interacciones hidrofdbicas intramoleculares superan
a las interacciones hidrofilicas en la contribucién a la estructura
final de la proteina.

2.4.1.3. Enlaces disulfuro
(o puentes disulfuro)

Los enlaces disulfuro o puentes disulfuro, S-S, se establecen
entre residuos de cisteina de una misma cadena o bien perte-
necientes a cadenas polipeptidicas distintas. Aunque los enlaces
disulfuro no estan implicados en la direccién del proceso de ple-
gamiento de la cadena polipeptidica, son a menudo esenciales
para el mantenimiento de la estructura nativa. Con frecuencia,
los puentes disulfuro aparecen préoximos a los plegamientos 3
(véase el apartado de estructura secundaria).

2.4.2. Estructura primaria

La estructura primaria de las proteinas se refiere exclusi-
vamente a la secuencia de aminoacidos que componen la
proteina. Aunque esta estructura no hace referencia a su con-
formacion espacial, toda la informacién referente a la proteina
nativa se encuentra en ella y, en consecuencia, la elucidacién
de la secuencia es un paso indispensable para concretar la
base estructural de su funcion biolégica. La secuencia de
aminoacidos de la proteina se da en direcciéon N-terminal a
C-terminal (N — C).

Las caracteristicas estructurales de los grupos laterales R
influyen en la estructura tridimensional de las proteinas. Cada
aminodacido tiene una cadena lateral determinada con unas
propiedades tnicas y que desempeiia un determinado papel en
una posicion dada de la estructura proteica, ya que la estructura
de la proteina depende tanto de la tendencia a hidratarse de las
cadenas polares e idnicas, como la de las cadenas no polares a
asociarse entre ellas pero no con el agua (efecto hidrofébico).

2.4.2.1. Glicina

La glicina, al tener dos hidrégenos en el Co, sin ninguna cadena
lateral, es un aminoacido que incrementa la flexibilidad de la
cadena proteica y permite el plegamiento de ésta sobre si mis-
ma. Por este motivo es un aminodcido muy conservado en el
proceso evolutivo.
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2.4.2.2. Cadena lateral alifatica: alanina,
valina, leucina e isoleucina

La cadena lateral hidrocarbonada de estos aminodacidos no tiene
grupo reactivo, sino tan solo grupo metileno (—CH,—) y metilo
(—CH,). Presentan la propiedad de no interaccionar con el agua.
Sin embargo, interaccionan de forma mads favorable con otros
grupos apolares. Esto permite estabilizar la conformacién de
la proteina. Los residuos alifaticos pueden ser considerados
los ladrillos alrededor de los cuales son construidas las partes
funcionales de las moléculas de proteinas. La variedad de las for-
mas es importante en su papel estructural. Los aminodcidos
con ramificaciones en el CB (valina, leucina e isoleucina) con-
tribuyen al plegamiento de la proteina, al disminuir los grados
de libertad de la cadena por impedimentos estéricos.

2.4.2.3. Prolina: el iminoacido ciclico

En la prolina, un a-iminodcido, la cadena lateral R se encuentra
enlazada tanto al Ca como al grupo amino. Es el aminoéacido
que mas limitaciones estereoquimicas presenta, debido a que
posee un tnico enlace con posibilidad de giro ‘¥, ya que ® esta
limitado a valores de entre —35° y 85°, y ademas es incapaz de
formar enlaces de hidrégeno con el grupo amino. La prolina es
el iinico aminoacido que permite la conformacion cis del enlace
peptidico. Por este motivo se encuentra casi siempre en zonas de
acodamiento [ y, por tanto, en la superficie de la proteina. Al no
presentar un hidrégeno en el grupo amino (cuando estd forman-
do parte de las proteinas) no puede formar enlaces de hidrégeno
y tampoco puede estabilizar el enlace peptidico por resonancia.

2.4.2.4. Cadena lateral con grupos hidroxilo:
serina y treonina

Las cadenas laterales de la serina y la treonina son pequenas y
alifaticas, pero presentan un grupo polar hidroxilo (—OH), lo
que les permite formar enlaces de hidrégeno con este grupo.

2.4.2.5. Cadena lateral acida: acido aspartico
y acido glutamico

La caracteristica principal de estos aminoacidos es que presen-
tan en su cadena lateral un grupo carboxilo (que con un pH
fisioldgico se encuentra cargado —COO™), lo que hace que estos
aminodcidos se encuentren en la superficie de la molécula y
contribuyen a la solubilidad de la misma en el medio acuoso,
favoreciendo la formacién de puentes salinos. Estas cadenas
laterales también pueden formar quelatos con iones metélicos
cuando se encuentran a la distancia apropiada.

2.4.2.6. Cadena lateral amida: asparagina
y glutamina

Son los dos aminodacidos con residuos amida (son las amidas
del dcido aspartico y del dcido glutamico). Las cadenas laterales
no se encuentran ionizadas en condiciones de pH fisiolégico
y no son muy reactivas quimicamente, pero la amida es un
grupo polar que les permite formar enlaces de hidrégeno como
aceptores y dadores.

2.4.2.7. Cadena lateral basica: lisina, arginina
e histidina

Estos tres aminoacidos, en condiciones de pH fisioldgico,
presentan carga positiva y se encuentran en la superficie de la
proteina, contribuyendo a su solubilidad en el medio acuoso.

2.4.2.8. Cadena lateral aromatica:
fenilalanina, tirosina y triptofano

La presencia en los aminoacidos fenilalanina, triptéfano y
tirosina de un grupo metileno entre el Ca y el nucleo aro-
matico evita los impedimentos estéricos de este grupo sobre
el Ca, que forma parte del eje central de la proteina. La tiro-
sina es importante desde el punto de vista estructural por su
capacidad para formar enlaces de hidrégeno al presentar un
grupo hidroxilo.

2.4.2.9. Aminoacidos sulfurados:
metionina y cisteina

La cisteina es el inico aminoacido que posee un grupo tiol
(-SH) y que es capaz de formar enlaces disulfuro, tnica fuerza
covalente implicada en el mantenimiento de la estructura de las
proteinas. Esta cualidad no la presenta la metionina, que tiene
un dtomo de azufre (-S-) en la cadena lateral.

2.4.3. Estructura secundaria
o grupos lineales

La estructura secundaria se refiere a la disposicion repetitiva
y regular de determinadas zonas del esqueleto de la cadena
polipeptidica a lo largo de un eje, sin considerar las cadenas
laterales R de los aminoacidos. Este nivel estructural se encuen-
tra estabilizado por enlaces de hidrégeno entre los grupos NH
y C=0 de los enlaces peptidicos.

La regularidad es tal que sucesivas uniones peptidicas
asumen orientaciones idénticas; esto es, los angulos ® y ¥
son los mismos para cada resto, y el esqueleto de la cadena
polipeptidica forma un grupo lineal o hélice.

2.4.3.1. Hélices «

La hélice a, con giro hacia la derecha, es una de las estruc-
turas secundarias mds abundante en las proteinas globulares
(fig. 2.15). Su conformacion es muy estable y corresponde a
una posicion central de una de las regiones permitidas del
diagrama de Ramachandran (fig. 2.13) ®= —57 °y W= —47 °.
En este tipo de estructura, el esqueleto peptidico se encuentra
enrollado de forma compacta alrededor del eje longitudinal
de la molécula, y las cadenas laterales de los aminoacidos so-
bresalen hacia el exterior del esqueleto helicoidal (fig. 2.15). A es-
tas hélices también se las llama hélices 3,613, debido a que hay
un total 3,6 residuos de aminodcidos y 13 atomos por vuelta.

La hélice a se encuentra estabilizada por el establecimiento
de enlaces de hidrégeno entre el grupo C=0 y NH del enlace
peptidico de los restos i e i + 4, respectivamente (i + 4 representa
el aminodcido situado cuatro residuos mds adelante). La es-
tabilidad de la hélice se debe a que los atomos que intervienen
en la formacién de los enlaces de hidrégeno se encuentran
practicamente alineados, y a que el radio de la hélice permite
interacciones de Van der Waals entre los atomos a través de
su eje.

La frecuencia de aparicién de hélice a en las proteinas
globulares es muy alta, y la longitud mas usual de la misma
es de 17 A, lo que supone aproximadamente once residuos de
aminoacidos o, lo que es lo mismo, dos vueltas de hélice. Los
plegamientos de las hélices a sobre si mismas, encontrados en
muchas proteinas globulares, se logra por incorporacién de
prolinas en los puntos de plegamiento.

Una propiedad muy importante que se deriva de la regula-
ridad conformacional de la hélice o, y que es extensiva a otros
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Fig. 2.15 Representacion de la estructura de la hélice «. A. Cadena polipeptidica de una hélice «, con los enlaces de hidrégeno representados en rojo;
puede observarse que se establecen entre el aminoacido i (NH) y el i + 4 (CO). B. Representacién de una hélice a en radio de Van der Waals; puede
observarse como las cadenas laterales se sitian hacia el exterior de la hélice. C. Las hélices « se representan como un bucle, los enlaces hidrégeno que
se establecen entre los elementos del enlace peptidico estabilizan la estructura y la hacen muy resistente. D. Vista superior del esqueleto de la cadena
polipeptidica. E. Vista superior de una hélice a, donde puede observarse que los 4tomos de la cadena polipeptidica se encuentran a la distancia del

radio de Van der Waals.

grupos lineales, es la existencia de cooperatividad en el proceso
de plegamiento. Es decir, una vez formado el primer paso de
hélice, la entrada de nuevos restos en este tipo de conformacion
se ve muy favorecida, ya que el paso de hélice existente actiia
como molde sobre el que construye el siguiente paso de hélice.

Las hélices a pueden inestabilizarse por la presencia de
algunos aminodacidos, como la prolina, que genera una flexién
en la hélice debido a la estructura ciclica de este iminoacido,
que tiene restringida la rotacion entre el nitrégeno y el carbo-
no o, y ademds el grupo amino no puede formar enlaces de hi-
drégeno. La proximidad de residuos de aminodcidos con la
misma carga (bien cargas positivas de lisinas, argininas e his-
tidinas; o bien de cargas negativas de glutamato y aspartato)
provoca repulsiones que desestabilizan la hélice. Otro factor
que puede desestabilizar la hélice es la contigiiidad de residuos
de aminoacidos voluminosos y de aminodacidos ramificados
(valina, leucina e isoleucina).

2.4.3.2. Hélices 3,

La hélice 3, recibe esta denominacién porque contiene tres
residuos aminoacidicos por vuelta de hélice y diez atomos
por vuelta. Esta hélice corresponde a los angulos ®=—50°y
W=—25° Su estabilidad se debe a la formacién de enlaces de
hidrégeno entre los componentes del enlace peptidico de los
restosie i+ 3, respectivamente (fig. 2.16).

La frecuencia de este tipo de hélice es pequefia comparada
con la de las hélices o, ya que al presentar un empaquetamiento
azimutal de las cadenas laterales (en la misma vertical) es menos
favorable que el empaquetamiento alternado que se observa
en las hélices a. Ademas, los enlaces de hidrdgeno en este ti-
po de estructura secundaria no se encuentran perfectamente
alineados, con lo que la fuerza del enlace es menor. Se suele

encontrar este tipo de estructura en las cercanias de los extremos
amino y carboxilo de las hélices o y normalmente no suelen
tener mas de un paso de hélice.

Tanto las hélices a como las hélices 3, tienen, desde el
punto de vista del esqueleto polipeptidico, una imagen es-
pecular. Sin embargo, las interacciones de las cadenas laterales
R impiden en ambos casos hélices a izquierdas (levégiras), por
lo que éstas no se encuentran en la naturaleza.

2.4.3.3. Lamina B

Otro tipo de estructura secundaria que pueden adoptar las
cadenas polipeptidicas cuando se encuentran muy extendidas es
el de ldmina 3. Cada cadena constituye un grupo lineal; es decir,
todos los angulos @ y ¥ son idénticos (fig. 2.17). En este tipo de
estructura secundaria, los restos de los distintos aminoacidos
de cadena polipeptidica quedan perpendiculares al plano que
define la lamina de forma alternante por encima y por debajo
de ésta. Este tipo de estructura permite la asociacion de dos o
mas cadenas dispuestas una al lado de la otra, que logran su
estabilidad mediante enlaces de hidrégeno entre componentes
C=0 y N-H del enlace peptidico de cadenas adyacentes.

En la figura 2.18 se pueden observar dos tipos de lamina 3
que son frecuentes en las proteinas. Se denomina ldmina 8
paralela cuando el sentido N-terminal a C-terminal es el mismo
en ambas cadenas; los angulos son ® = —119°y ¥ = +113°
(fig. 2.18A). Sila disposicién de las cadenas es en sentido con-
trario entonces se denominan ldminas [3 antiparalelas, que co-
rresponde con los angulos @ = —139°y ¥ = +135° (fig. 2.18B).

2.4.3.4. Acodamientos o giros

La conformacion espacial de las proteinas globulares requiere
cambios en el sentido de progresion de su estructura secundaria




Fig. 2.16 Representacion de la estructura de la hélice 3,,. A. Cadena polipeptidica de una hélice 3., con los enlaces de hidrégeno representados en
rojo; puede observarse que se establecen entre el aminoacido i (NH) y el i + 3 (CO). B. Representacion de una hélice 3, en radio de Van der Waals; puede
observarse como las cadenas laterales se sittan hacia el exterior de la hélice y adoptan una conformacion azimutal. C. Las hélices 3, se representan
como un bucle; los enlaces hidrégeno que se establecen entre los elementos del enlace peptidico estabilizan la estructura y la hacen muy resistente.
D. Vista superior del esqueleto de la cadena polipeptidica. E. Vista superior de una hélice 3, , donde puede observarse que los atomos de la cadena

polipeptidica se encuentran a la distancia del radio de Van der Waals.

Fig. 2.17 Representacién de la es-
tructura de la lamina B. En este tipo
de estructura, los restos de los distintos
aminoacidos de cadena polipeptidica
quedan perpendiculares al plano que
define la ldmina de forma alternante (el
plano se representa con una flecha).

con objeto de alcanzar el grado de empaquetamiento carac-
teristico de su estructura nativa. Estos cambios de sentido se
logran con los acodamientos o giros que se realizan gracias a la
formacion de un enlace de hidrogeno entre los componentes
del enlace peptidico C=0 de un aminoacido y N-H de otro
aminodcido.

Los giros se clasifican en funcion de la separacion entre los
dos aminodcidos que intervienen en la formacion del enlace
de hidrégeno:

Giroa:i—i+4

Giro B:i—i+3

Giroy:i—i+2

Giro d:i—i+1

Girom: i—=i+5

El acodamiento mas comun es el 3. Dependiendo de los
angulos de Ramachandran de los aminodcidos que intervienen,
hay diferentes subtipos de giros 3.

2.4.4. Estructuras supersecundarias

En las proteinas pueden encontrarse agregados fisicos preferen-
ciales de hélices o y laminas 3 y otras estructuras secundarias que
se combinan de muchas formas cuando la cadena polipeptidica se
pliega sobre si misma. Estos agregados se conocen con el nombre
de estructuras supersecundarias. Su elevada frecuencia de apa-
ricion se debe a que son estructuras favorecidas bien por razo-
nes cinéticas durante el proceso de plegamiento, o bien por ra-
zones energéticas en la proteina plegada, o por ambos.



© Elsevier. Fotocopiar sin autorizacion es un delito.

Aminoacidos, péptidos y proteinas 27

Fig. 2.18 A. Representaciéon de ldminas B paralelas y B. laminas B antiparalelas.

2.4.4.1. Doble espiral de hélices o
(coiled-coil a-helix)
Esta estructura se encuentra en proteinas fibrosas con alto
contenido en hélice o (a-queratinas) y en proteinas globulares.
Son dos hélices a que se enrollan entre si para formar una
superhélice a izquierdas con una distancia de repeticion de
140 A. El angulo entre los ejes de las dos hélices es de 10° y la
unidad de repeticién es un heptapéptido, lo que supone que
cada siete aminodcidos se obtiene una posicién equivalente en
la superhélice (fig. 2.19).

La doble espiral de hélice a es una estructura energética-
mente muy favorable porque permite un buen entramado de

Fig. 2.19 A. Representacion esquematica de una doble espiral de héli-
ces a. B. Los residuos de las cadenas laterales apolares de ambas cade-
nas estan interaccionando (interacciones hidrofébicas) manteniendo juntas
a ambas hélices «, estabilizando la superestructura.

las cadenas laterales de los aminoacidos en contacto entre dos
hélices, aumentando la estabilidad de forma considerable por
fuerzas de atraccidén de Van der Waals entre sus dtomos. En
caso de que los aminoacidos de contacto entre hélices sean
hidrofébicos, la superficie adquiere una estabilidad adicional a
causa del efecto hidrofébico.

2.4.4.2. Combinaciones de hélices o
y laminas 3
En las proteinas globulares pueden encontrarse combinaciones
de estructuras secundarias de hélice a y laminas 3 (fig. 2.20).
Entre ellas se destacan:
La unidad aet, en la que dos hélices a se separan por un lazo
o segmento no helicoidal (fig. 2.20A).
Unidad Baf, en la que dos laminas (3 se conectan con una
hélice « (tig. 2.20B).
Meandro [3, en el que dos laminas [3 antiparalelas se conec-
tan con otra lamina {3 (fig. 2.20C).
Barril B, cuando varias ldminas {3 se repliegan sobre si mis-
mas (fig. 2.20D).
Llave griega, cuando varias laminas (3 antiparalelas se do-
blan sobre si mismas en un patron que se asemeja a un
disefio de la alfareria griega (fig. 2.20E).

2.4.5. Estructura terciaria

La estructura terciaria es el nombre con que se designa el
siguiente nivel dentro de la jerarquia de la organizacion es-
tructural de las proteinas, y corresponde a la estructura tri-
dimensional resultante del plegamiento de una tnica cadena
polipeptidica. Mientras que en la estructura secundaria se hace
referencia al ordenamiento espacial de los residuos de amino-
acidos proximos, en la estructura terciaria se dan interacciones
entre aminoacidos alejados en la secuencia polipeptidica. En
este nivel de estructura es de utilidad diferenciar las proteinas
fibrosas de las proteinas globulares. Asi, las fibrosas presentan
cadenas polipeptidicas dispuestas en largas hebras u hojas y es-
tan formadas mayoritariamente por un tnico tipo de estructura
secundaria (v. cap. 31), mientras que las globulares presentan las
cadenas polipeptidicas plegadas en forma esférica y presentan
varios tipos de estructuras secundarias.
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1 A

Fig. 2.20 Combinacién de estructuras secundarias. A. Unidad aa. B. Unidad Baf. C. Meandro 3. D. Barril . E. Llave griega.

Cinco tipos de interacciones cooperan para mantener la
conformacién apropiada de la cadena polipeptidica de las pro-
teinas globulares en las condiciones fisiologicas de temperatura,
de pH y de concentracién iénica (v. fig. 2.14):

Enlaces de hidrégenos entre las cadenas laterales R en
lazos adyacentes de la cadena. Por ejemplo, el grupo hi-
droxilo de un residuo de serina situado en un segmento
de una cadena polipeptidica puede formar un enlace de
hidrégeno con un atomo de nitrégeno del anillo de un
residuo de histidina situado en el lazo adyacente a la misma
cadena.
Enlaces ionicos (puentes alinos) entre las cadenas latera-
les R con cargas opuestas. Por ejemplo, el grupo carboxilato
(-COO") con carga negativa de un residuo de glutamato,
que puede se atraido por el grupo a-amino (—NH,") con
carga positiva de un residuo de lisina situado en un seg-
mento adyacente.
Interacciones hidrofobicas. Las cadenas laterales R hi-
drofébicas de algunos residuos aminoacidicos repelen al
entorno acuoso y se asocian dentro de la estructura globular,
separados del agua.
Enlaces covalentes transversales. Los plegamientos ad-
yacentes de la cadena polipeptidica de algunas proteinas
contienen residuos de cistina intracatenarios (unién de
dos cisteinas por un enlace disulfuro Cys-S-S-Cys), lo
que provoca la presencia de enlaces covalentes trans-
versales.

Fuerzas de Van der Waals. Los atomos, aun sin presentar

carga, sean dipolos o simplemente dipolos inducidos, se

atraen. Estas fuerzas también contribuyen al mantenimiento
de la estructura tridimensional de las proteinas.

Todas estas uniones permiten a la proteina estar en el nivel
mas bajo de energia. Esta conformacion espacial no debe con-
siderarse de forma absolutamente rigida. Aunque la estabilidad
de la proteina no es inicamente el resultado de la suma de las
energias libres de formacion de las multiples interacciones débi-
les, hay que considerar ademas el establecimiento de enlaces de
hidrégeno entre el agua de solvatacion y los grupos polares de la
superficie de la proteina, mientras que los grupos hidrofébicos
de la proteina se sitdan en el interior de la misma. Asi, en el
plegamiento de las proteinas globulares y solubles en agua se
cumplen dos reglas simples:

1. Los residuos hidrofébicos se encuentran mayoritaria-
mente en el interior de la proteina, lejos del agua de
solvatacion.

2. Enel plegamiento de la proteina se establecen el maximo
nimero posible de enlaces de hidrégeno en el interior
de la molécula.

En este nivel, el plegamiento de la proteina permite que
residuos de aminodcidos distantes en la estructura primaria
queden cerca. A su vez, las moléculas de agua quedan exclui-
das del interior de la proteina, lo que permite la interaccién
entre los residuos polares y apolares de la proteina (fig. 2.21).
La gran diversidad de conformaciones espaciales que pueden
adoptar las proteinas es lo que les confiere la amplia variedad
de funciones bioldgicas que pueden realizar.

En los ultimos afios se han ido determinando la estructura
tridimensional de un gran nimero de proteinas, y su infor-
macion se ha depositado en bases de datos tales como Protein
Data Bank (PDB; http://www.pdb.org/pdb/home/home.do).
El estudio de estas estructuras ha permitido conocer que los
principales elementos de la estructura secundaria, las héli-
ces a y las laminas 3, se encuentran en las proteinas globulares
en combinaciones y proporciones variadas. Algunas protei-
nas, como la mioglobina (fig. 2.22A), tienen un 75% dela estructu-
ra como hélices o, mientras que otras, como las inmunoglo-
bulinas (fig. 2.22B), poseen una gran cantidad de laminas 3,
aunque la mayoria estdan formadas por ambos tipos de estruc-
turas secundarias, como la fosfofructoquinasa-1 (fig. 2.22).

Actualmente, las proteinas se clasifican desde el punto
de vista estructural en cuatro grupos principales: todo «,
todo B, a/P y a+P (fig. 2.23), junto con otros tres grupos
adicionales (proteinas multidominio, proteinas de mem-
brana y proteinas pequeias). Esta clasificacion se recoge
en el banco de datos de SCOP (Structural Clasification Of
Proteins, http://scop.mrc-lmb.cam.ac.uk/scop/).

2.4.6. Estructura cuaternaria

Este tipo de estructura corresponde al nivel de maxima compleji-
dad estructural de las proteinas. Resulta de la asociacion de dife-
rentes cadenas polipeptidicas para formar agregados oligébmericos.
Las mismas fuerzas que estabilizan la estructura terciaria de la
proteina intervienen en la estabilizacion de este nivel estructural.
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Fig. 2.21 A. Comparacién entre la mioglobina desplegada Unicamente con la estructura secundaria en hélice a y la mioglobina plegada. B. Estructura
tridimensional de la mioglobina; los aminoacidos polares (d&tomos de color rojo) se encuentran en la superficie de la proteina, mientras que los aminoacidos

apolares (4tomos de color gris) se encuentran en el interior de la proteina.

Fig. 2.22 Estructura tridimensional. A. La mioglobina presenta mayoritariamente hélices . B. La inmunoglobulina presenta mayoritariamente laminas 3.

C. La fosfofructoquinasa-1 presenta tanto hélices a como ldminas §.

El tipo y nimero de contactos que se establecen entre las
subunidades para la formacién del oligémero determinan
la fuerza de la interaccién proteina-proteina. En general,
cuantos mas contactos tengan lugar, mayor es la energia de
interaccion. Las fuerzas que predominan en la interaccién
proteina-proteina son por orden de frecuencia e importancia,
las interacciones de Van der Waals, los enlaces de hidrégeno
y los i6nicos.

Muchas proteinas oligoméricas poseen funciones regu-
ladoras. En algunos casos, la unién de pequenias moléculas
puede alterar la interaccién entre las subunidades produciendo
cambios de conformacion en la proteina, y de esta manera
modular cambios en la actividad de la misma. En otros casos, las
subunidades diferentes pueden tener funciones distintas, como
en el caso de la proteina quinasa A, que presenta subunidades
cataliticas y subunidades reguladoras (v. cap. 29).

En la mayoria de las proteinas que presentan estructu-
ra cuaternaria, los protomeros estan dispuestos de forma simé-
trica:

1.

Simetria rotacional: las subunidades pueden hacerse

coincidir cuando se produce una rotaciéon en uno o

mas ejes. En este tipo de proteinas, las subunidades

se disponen a lo largo de los ejes de rotacién para
formar las estructuras cerradas. Las proteinas con
este tipo de simetria presentan diferentes topologias,
aunque las mas abundantes son la ciclica y la diédrica

(fig. 2.24A).

a) Simetria ciclica. Este tipo de simetria implica un
unico tipo de rotacién alrededor de un unico eje.
Esta simetria puede ser de varios 6rdenes, y n define
el numero de subunidades relacionadas por el eje. Su
nomenclatura es Cn. Por ejemplo, la hemoglobina
presenta una simetria C2.

b) Simetria diédrica. Este tipo de simetria implica dos
ejes de rotacién dispuestos en angulo recto, un eje
binario y otro de orden n. Su nomenclatura es Dn.
Por ejemplo, la glutamina sintetasa presenta una
simetria D6.
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Membrana

Proteinas pequefias

Fig. 2.23 Representacion de diferentes clases de dominio: todo « (ferritina), todo B (inhibidor de la « amilasa), o/ (triosa fosfato isomerasa), a+p (lisozi-
ma), multidominio (acil-coA deshidrogenasa de cadena media), membrana (citocromo oxidasa) y proteinas pequenas (inhibidor de la tripsina pancreatica).

c) Otros tipos de simetria son la tetraédrica, la oc-
taédrica o cubica y la icosaédrica (fig. 2.24B). Su
nombre viene de la figura geométrica; por ejem-
plo, el icosaedro (veinte caras en forma de tridngulo
equildtero). Algunos complejos multienzimaticos o
cubiertas de virus presentan este tipo de simetria, co-
mo el virus de la polio, que presenta una simetria de
icosaedro.

2. Simetria helicoidal: las subunidades pueden hacerse
coincidir cuando se produce una rotacion helicoidal. En
este tipo, las subunidades se van disponiendo segun una
ordenacion en espiral. Este tipo de simetria es habitual
en las proteinas de capsulas de virus; por ejemplo, el
virus del mosaico del tabaco. Otras proteinas en las que
sus subunidades se ensamblan con este tipo de simetria
son las de proteinas estructurales, como la actina y la
tubulina (fig. 2.24C).

La estructura tridimensional de la proteina, en la cual es
funcional, puede perderse. A este proceso se lo conoce con el
nombre de desnaturalizacion, que no incluye la ruptura de los
enlaces peptidicos, aunque dependiendo del grado de desnatu-
ralizacién las proteinas pueden perder su funcién de manera

irreversible. En este proceso, las propiedades fisicas y funcio-
nales de las proteinas cambian; por ejemplo, la ovoalbiimina
(proteina de la clara de huevo) es soluble y transparente a tem-
peratura ambiente, pero al calentarse esta proteina es insoluble
y opaca.

En algunos casos, el proceso de desnaturalizacion es irre-
versible, mientras que en otros es reversible. Asi, a finales de
la década de 1950, Christian Anfinsen traté la ribonucleasa
pancredtica de buey (formada por una unica cadena poli-
peptidica) con B-mercaptoetanol y urea 8 M. Esta enzima
presenta cuatro enlaces disulfuro que se rompen con dicho
tratamiento, desplegandose completamente y perdiendo asi
su actividad. Al eliminarse por dialisis los agentes desnaturali-
zantes, [3-mercaptoetanol y urea, la proteina vuelve a plegarse
correctamente y recupera su capacidad catalitica (fig. 2.25).
Este experimento sirvi6 para demostrar que la estructura tridi-
mensional de las proteinas esta determinada por su estructura
primaria (secuencia de aminoacidos), aunque debe sefialarse
que la mayoria de las proteinas, al tratarse con un procedimien-
to similar, no se renaturalizan.

Del estudio de los procesos de desnaturalizacion y rena-
turalizacion de las proteinas (pérdida de la estructura tridi-
mensional por la accién de agentes externos, como calor, pH,
etc. y recuperacion de nuevo de esta disposicion espacial) se
desprenden dos conclusiones de gran importancia para el
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lcosaédrica

Fig. 2.24 Representacion de diferentes topologias de la estructura cuaternaria. A. Ciclica, diédrica. B. Tetraédrica, octaédrica e icosaédrica.

C. Topologia helicoidal de la capsula del virus del mosaico del tabaco.

conocimiento de la conformacion proteica. La primera es que
su conformacion espacial viene determinada por la secuencia
de los aminodacidos en la cadena. La segunda es que el proce-
so de plegamiento es energéticamente favorable, y las fuerzas
que lo gobiernan se encuentran circunscritas a la cadena po-
lipeptidica y al medio acuoso en el que ésta se encuentra. La
proteina naturalizada se llama nativa, mientras que la proteina
desnaturalizada se designa como proteina enrollada al azar
(desordenada). La energia libre media de desnaturalizacién
es tan solo de 5-12 kcal/mol, equivalente a la ruptura de tres
o cuatro enlaces de hidrégeno. Por ello, las proteinas se ca-
racterizan por tener un intervalo muy pequefo de estabilidad
termodindmica. Los aumentos y las disminuciones del pH
cambian el estado idnico de las cadenas laterales ionizables

de las proteinas, rompen enlaces i6nicos y de hidrégeno. El
calentamiento de una disolucion de proteina aumenta las ener-
gias vibracionales y rotacionales de las moléculas de proteina
disueltas, rompiendo interacciones débiles que estabilizan la
conformacion plegada. Los agentes desnaturalizantes (también
conocidos como caotrdpicos), como la urea y el cloruro de
guanidino, desnaturalizan las proteinas porque rompen los
enlaces de hidrégeno que tiene la proteina, y aumentan la
solubilidad de las cadenas apolares y debilitan las interacciones
hidrofébicas. Los detergentes, como el dodecilsulfato sddico,
presentan colas hidrofébicas que interaccionan con las ca-
denas laterales apolares en el interior de las proteinas, lo que
provoca un desplegamiento de éstas, generando un complejo
proteina-detergente que posee una superficie cargada.
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Fig. 2.25 Experimento de Anfisen de la desnaturalizacién de la ribonucleasa con urea 8M y 2-mercaptoetanol. Este tratamiento redujo los
puentes disulfuro rompiéndolos y haciendo que la proteina perdiera su conformacion nativa y su actividad. Al eliminar la urea y el 2-mercaptoetanol, la
proteina se renaturalizaba al restaurarse los puentes disulfuro y volver a ser cataliticamente activa.

Para alcanzar la conformacion que les permite ser funcionales,
las proteinas deben plegarse adecuadamente. Este proceso em-
pieza durante la sintesis en los ribosomas y continta una vez
sintetizada la cadena polipeptidica.

Las cadenas polipeptidicas pequeiias, con menos de cien
residuos, a medida que son sintetizadas en el ribosoma, comien-
zan el proceso de plegamiento rapido y cooperativo en el que
las interacciones de las cadenas laterales facilitan la formacién
de las estructuras secundarias. Sin embargo, en las cadenas
polipeptidicas mds grandes, el proceso de plegamiento es mas
complicado y en ¢l se pueden producir varios intermediarios,
como por ejemplo la formacion del denominado glébulo fun-
dido, donde la proteina tiene un estado semejante a la proteina
nativa, pero las interacciones entre los residuos de las cadenas
laterales son fluctuantes; es decir, aiin no estan estabilizadas
del todo (fig. 2.26).

Este proceso de plegamiento de las proteinas requiere la
colaboracion de unas proteinas especificas, conocidas con el
nombre de chaperonas, inicialmente denominadas proteinas
de choque térmico o heat shock proteins (Hsp). Las chaperonas
son proteinas que interaccionan con los polipéptidos parcial o
incorrectamente plegados, facilitando el proceso de plegamien-
to. Se conocen varias clases de chaperonas, las denominadas
Hsp70 (con un peso molecular de unos 70 kD), las chaperoninas
(proteinas grandes formadas por mdltiples subunidades) y las
Hsp90 (90 kD), que ademas participan en la transduccion de
sefiales de los esteroides (v. cap. 29).

Las chaperonas Hsp70 (fig. 2.27) son mondmeros altamente
conservados y se unen a las zonas hidrofébicas de la cadena
polipeptidica no plegada, evitando que se agreguen inapropia-
damente, con varios ciclos de hidrdlisis de ATP que ayudan al
correcto plegamiento de la proteina. Estas proteinas también
permiten que la cadena polipeptidica de algunas proteinas no
se pliegue hasta que se hayan alcanzado el organulo de destino.

Las chaperoninas de eucariotas (TciP) son complejos for-
mados por ocho unidades de Hsp60. En las células procariotas,
las chaperoninas poseen catorce subunidades idénticas que
conforman un complejo con forma de barril, conocido bajo las

Proteina desplegada

Entropia i =l

Energia

Proteina mal plegada |
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Proteina nativa
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—

Fig. 2.26 Termodinamica del plegamiento de una proteina re-
presentado como un embudo de energia libre. A medida que se
va plegando, la proteina disminuye la energia y el numero de posibles
estados transitorios. Durante el proceso, la proteina pasa por diferentes es-
tados de plegamiento, y en algunos casos quedan atrapadas en algun
minimo local en un estado de plegamiento no adecuado.

siglas GroEL. El mecanismo por el cual el GroEL interviene en
el plegamiento proteico es dependiente del ATP. La proteina
desplegada se introduce dentro de la chaperonina y otra chape-
ronina, la GroES, cubre los extremos del barril. Debido a que las
TciP carecen de una chaperonina analoga a la GroES, el altimo
paso del plegamiento proteico difiere en las células eucariotas y
son necesarias para el plegamiento de muchas proteinas celula-
res que no se pliegan espontaneamente (fig. 2.28). La proteina
se introduce en la cavidad central hidrofébica, y cuando se
ha finalizado el plegamiento de la proteina en el interior de la
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Fig. 2.27 La chaperona Hsp70 se une a las zonas hidrofébicas de la cadena polipeptidica naciente. Estas chaperonas estabilizan a la proteina
y permiten que se plieguen correctamente, aunque hay casos en que el plegamiento es incorrecto. En el proceso se consume ATP.

Proteina desplegada

GroEL

Proteina nativa

GroEL-GroES

Fig. 2.28 Mecanismo de accion de las chaperoninas Hsp60 (en procariotas). Las proteinas incorrectamente plegadas o no totalmente plegadas
se unen a la zona apical de la chaperonina. La GroES (amarillo) forma una cubierta o tapa que se une al GroEL permitiendo que el polipéptido en su
interior se pliegue en aislamiento; el proceso requiere ATP. La GroES y el ADP se disocian al mismo tiempo permitiendo la liberacién de la proteina nativa.
La cdmara interior del GroEL es suficientemente grande para plegar proteinas con un tamafo de hasta 60.000 D.

chaperonina, la hidrdlisis de ATP convierte la cavidad en una
superficie hidrofilica de forma que la cadena polipeptidica se
libera. Cuando la cavidad se vacia, su superficie se hace hidro-
fobica de nuevo y puede volver a entrar una proteina desplegada
e iniciar otro ciclo de plegamiento.

En el proceso de plegamiento primero intervienen las
Hsp70, que se unen a la proteina cuando se esta sinteti-
zando en los ribosomas, y a continuacién intervienen las

chaperoninas para ayudar a completar el correcto plegamiento
de la proteina.

Estas proteinas, ademas de promover el plegamiento de las
proteinas nacientes, intervienen en renaturalizar las proteinas
cuando se han desnaturalizado parcialmente por condiciones
agresivas. A su vez, en caso de que no sea posible el replie-
gue, las chaperonas promueven la degradacion de las mismas
proteinas.
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RESUMEN - Estructura cuaternaria o agregados proteicos: se co-
rresponde al nivel de maxima complejidad y resulta
de la asociacion de diferentes cadenas polipepti-
dicas para formar agregados. En la mayoria de las
proteinas que presentan estructura cuaternaria los
protomeros estan dispuestos seglin una simetria
rotacional o helicoidal.

5. En la estabilizacion de la estructura de las proteinas,

aparte de los enlaces peptidicos, intervienen otros ti-

pos de enlaces, como las fuerzas no covalentes (enlaces

salinos, enlaces de hidrogeno y fuerzas hidrofobicas) y

los puentes disulfuro.

La secuencia de aminoacidos contiene toda la infor-

macion relativa a la organizacion tridimensional de

las proteinas. En algunos casos, el plegamiento de la
proteina requiere la colaboracion de unas proteinas
conocidas como chaperonas.

1. Las proteinas son polimeros lineales de aminoacidos.
Estos presentan un grupo carboxilo (-COOH) y un
grupo amino (—NH,) unidos al mismo atomo de car-
bono, que se conoce como carbono alfa (Cat). Este Ca
se encuentra unido también a una cadena lateral (R),
que es lo que diferencia los aminoacidos entre si.

2. En todos los aminoacidos, excepto la glicina, el Ca
es asimétrico, en la naturaleza la mayoria de los ami-
noacidos son de la serie L. Los aminoacidos presentan
caracteristicas acidobasicas, todos presentan dos cons-
tantes (pKa del —COOH) y (pKb del —NH,) y algunos
una tercera de su cadena lateral (pKR).

3. Los aminoacidos se unen para formar polimeros
mediante el enlace peptidico, formando una cadena
Ca-CO-NH-Co. El enlace peptidico presenta caracte-
risticas de doble enlace.

2

4. En la estructura de las proteinas se han establecido
diferentes niveles de organizacion y estudio:
- Estructura primaria: hace referencia a la secuencia

de aminodcidos que forma la proteina desde el N Brandén CI, Tooze J. Introduction to protein structure. Caps. 1-6. New York:

hasta el C-terminal. Garland Pub.; 1999.
- Estructura secundaria: hace referencia a la disposi- Buxbaum E. Fundamentals of protein structure and function. Caps. 1, 2. New
cion regular del esqueleto polipeptidico. Las mas York: Springer Science; 2007.

LAl . . Creighton TE. Proteins. Structures and molecular properties. Caps. 3-6. 2nd ed
frecuentes son: hélice o, lamina {3 y giros. New York: W H. Freeman and Company; 1993,

- Estructura supersecundarla: hace referencia a la Gomez-Moreno C, Sancho Sanz J. Estructura de proteinas. Caps. 2, 3, 8.
formacion de agregados fisicos preferenciales de Barcelona: Ariel Ciencia; 2003
estructuras secundarias. Lesk A. Introduction to protein science: architecture, function, and genomics.
- Estructura terciaria: hace referencia a la estructura Caps. 1, 2,6, 8. 2nd ed Oxford: Oxford University Press; 2010.

. 1: . . Petsko G, Ringe G. Protein Structure and Function. Cap. 1. London: New Science
tridimensional resultante del plegamiento de una Press Ltd. 2004
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Capitulo 2

Aminoacidos, péptidos y proteinas 34.e1

Material complementario

Un nimero importante de enfermedades son el resultado de
un mal plegamiento de las proteinas (tabla e2.1). Las proteinas
plegadas incorrectamente causan graves danos a la célula por
diferentes mecanismos; ademads, pueden interaccionar con
otras proteinas que no estan totalmente plegadas formando
agregados.

Las proteinas mal plegadas no s6lo no pueden desarrollar
su funcioén celular, sino que en algunos casos este plegamiento
anomalo induce a otras proteinas, generalmente de la misma
especie, a adquirir la misma configuracion anormal. Por lo
general, cuando una proteina estd correctamente plegada, la
mayoria de sus residuos apolares se encuentran en el interior
de la proteina y los residuos polares en el exterior (solubili-
zandola al interaccionar con las moléculas de agua). Al variar
ligeramente la conformacién de la proteina, permite que se
expongan en la superficie de la proteina los residuos hidro-
fobicos, lo que provoca que estos residuos interaccionen con
los residuos hidrofébicos de otras proteinas, y de esta manera
forman agregados que son insolubles.

La enfermedad de Alzheimer estd causada por la agregacion de
péptidos de B-amiloide. Este péptido, formado por 39-42 ami-
nodcidos, proviene de una proteina de mayor tamano conocida
como proteina precursora de amiloide, que es indispensable
para el crecimiento de las neuronas, para su supervivencia y su
reparacion tras sufrir daos. En el desarrollo de la enfermedad
de Alzheimer, se observa como se produce una protedlisis en-
zimatica, que conlleva la fragmentacion de la proteina. Uno de
estos fragmentos es el péptido 3-amiloide, que es el nucleo sobre
el cual se van depositando mds y més péptidos en conformacion
anomala, dando lugar a un proceso en cadena, que conduce ala
formacién de depdsitos amiloideos en torno a las neuronas en
el tejido cerebral. Incluso pequefios agregados son téxicos para
las neuronas y causan la muerte de las células neurales, lo que
tiene consecuencias neurodegenerativas importantes.

Los péptidos B-amiloides cambian su conformacion de
hélices o a laminas . Esta estructura alternativa es la que se
agrega formando filamentos muy estables que se conocen con
el nombre de placas seniles (fig. e2.1).

La encefalopatia bovina espongiforme estd relacionada con otras
enfermedades, como el kuru y la enfermedad de Creutzfeldt-
Jakob. Estas enfermedades se conocen con el nombre de ence-
falopatias espongiformes debido a que con frecuencia causan la
aparicion de agujeros en el cerebro. Los principales sintomas de
estas enfermedades son demencia y pérdida de coordinacion.

En 1996 se describié una nueva encefalopatia espongiforme
que se atribuy? a la ingestion de carne procedente de ganado
afectado por la encefalopatia espongiforme bovina. La enfer-
medad es causada por una proteina con un peso molecular
de 28.000 kD, que inicialmente parecia capaz de multiplicarse
como un virus, y que S. Prusiner denomind prion, acrénimo
de proteinaceous infectious particle (PrPP). La proteina prion
es una proteina normal presente en el cerebro, que presenta
una funcion todavia desconocida, pero podria tratarse de una
proteina con funcién senalizadora. Esta proteina, bajo deter-
minadas circunstancias, adquiria una estructura tridimen-
sional diferente, de tal manera que pasaria de presentar una
estructura de hélice a (PrPC proteina normal) a una estructura
preferente en laminas 3 antiparalelas (PrPSc). La proteina PrPc
normal tiene un 40% de hélices o y muy escasa proporcion de
lamina B. En cambio, la proteina de configuracién alterada
PrPSc se compone de un 30% de hélices o y un 45% de laminas 3.
La nueva estructura disminuiria su solubilidad, dando lugar a
la formacion de agregados en placas y fibrillas causantes de las
lesiones en el cerebro (fig. €2.2).

Otro aspecto interesante es que, una vez formada la PrPSc,
puede “contagiar” su forma anémala a otra molécula de PrPC
normal, contagio que se daria a través de la interaccion entre
ambas proteinas. Esto provoca un “efecto domind’, por el que
mas proteina celular se convierte a la forma anémala PrPSc.
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Tabla e2.1 Ejemplos de enfermedades provocadas por alteraciones en el plegamiento
de las proteinas

Enfermedad Proteina afectada Mecanismo
Alzheimer Péptido B-amiloide El plegamiento incorrecto del péptido 3 amiloide conduce a la formacién de
depositos de amiloides entorno a las neuronas

Encefalopatia bovina Priones Los priones son proteinas que presentan una conformacion diferente a la

espongiforme normal y que conducen a la formacion de agregados en placas en el cerebro

Fibrosis quistica CFTR (regulador de la Intermedios de plegado de formas mutantes de CFTR con chaperonas no
conductancia transmembrana pueden disociarse de las chaperonas, evitando de esta manera que lleguen a
de la fibrosis quistica) la membrana

Esclerosis lateral Superoxido dismutasa Mutaciones en la superdxido dismutasa Cu-Zn provocan que esta proteina no

amiotroéfica (ELA) se pliegue correctamente y se produzcan agregados toxicos de la proteina que

conduce al desarrollo de la ELA

Cancer P53 El p53 es un supresor tumoral que induce la reparacién del DNA e induce apop-

tosis en las células dafadas y con mutaciones. Cuando el p53 esta dafado o no

puede plegarse adecuadamente (o incluso no se pliega lo suficientemente rapi-
do), entonces puede desarrollarse su actividad y aumenta el riesgo de cancer
B-amiloide hélices a pB-amiloide laminas B

Agregados de B-amiloides

Fig. e2.1 Estructura de los péptidos B-amiloides en la conformacion de hélices «, laminas B y la formacion de agregados de B-amiloides.

PrPC

PrPCSc

Agregados de PrPSc

Fig. e2.2 Estructura de la proteina prion normal (PrPC) que presenta una estructura con un 40% de hélices « y muy escasa proporcion de
lamina B, mientras que en la proteina alterada (PrPCSc), que presenta un 30% de hélices « y un 45% de laminas B, esta conformacion
permite la formacion de agregados.
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Capitulo 2 Aminoacidos, péptidos y proteinas

34.e3

AUTOEVALUACION
1. ¢Cual de los siguientes aminoacidos tiene c iei+3.
una cadena lateral hidrofébica? d.iei+l.
e. iei+h.

a. Glutamato.
b. Asparagina.
c. Arginina.
d. Valina.

e. Serina.

Correcta: d. Los aminoéacidos con cadena lateral hidrofébica o apo-
lar son: alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina,
triptéfano, metionina y cisteina.

2. ;Cual de los siguientes aminoacidos no presenta
isdmero 6ptico?

a. Alanina.
b. Valina.
c. Glicina.
d. Prolina.
e. Treonina.

Correcta: c¢. Todos los aminoacidos, con excepcion de la glicina,
presentan al menos un carbono asimétrico, el carbono «; por lo
tanto, presentan dos isémeros dpticos, aunque en la naturaleza tan
solo se encuentra el L-amino4cido.

3. La hélice a se encuentra estabilizada
por el establecimiento de enlaces de hidrégeno entre
el grupo CO y el NH del enlace peptidico de los restos:

a. iei+d.
b. iei+2.

Correcta: a. La hélice a se encuentra estabilizada por el estableci-
miento de enlaces de hidrégeno entre el grupo CO y el grupo NH
del enlace peptidico de los restos i e i+4, respectivamente.

. La doble espiral de hélice « es un ejemplo de:

. Estructura primaria.

. Estructura terciaria.
Estructura supersecundaria.

. Estructura secundaria.

. Estructura cuaternaria.

oD onNoToO|h

Correcta: c. La doble espiral de hélice « es un ejemplo de estructura
supersecundaria.

. La simetria rotacional se da en la:

. Estructura terciaria.

. Estructura primaria.
Estructura supersecundaria.

. Estructura cuaternaria.

. Estructura secundaria.

oo N T o9 |u

Correcta: d. En la estructura cuaternaria se dan diferentes tipos
de topografia o simetrfa, entre ellas la rotacional y la helicoidal.




Capitulo

Enzimas: mecanismo de accion

Emilio Herrera Castillon

Familiarizarse con la terminologia y la nomenclatura
de las enzimas.

Conocer los aspectos generales de la catalisis
enzimatica.

Comprender los fundamentos de la accion enzimatica
y las propiedades de especificidad derivadas de ello.
Identificar el papel de los grupos prostéticos

en la accion enzimatica y conocer los aspectos
especificos de determinadas coenzimas,

como la niacina y la riboflavina.

Entender el concepto de isoenzimas y su aplicacion
diagnoéstica.

La mayor parte de las reacciones quimicas que tienen lugar
en nuestro organismo se encuentran funcionalmente inter-
conectadas, de modo que constituyen un sistema ordenado,
que es intrinseco de la materia viva. Si estas reacciones se
realizaran en el tubo de ensayo, una gran parte de ellas ne-
cesitaria condiciones de pH y temperatura muy alejadas de
las fisioldgicas, por lo que no podrian llevarse a cabo a no
ser que dispusieran de catalizadores especificos, las enzimas.
Aunque hasta hace poco tiempo se consideraba que todas las
enzimas eran de naturaleza proteica, y asilo son realmente en
la mayoria de los casos, se ha observado que también las hay
de otra naturaleza, como es el caso de varios RNA, o ribozimas,
que presentan funciones cataliticas y por tanto también deben
ser considerados enzimas.

Las enzimas controlan tanto la naturaleza como la velo-
cidad de las reacciones, e intervienen tanto en las esponta-
neas (exergdnicas) como en las no espontaneas (endergonicas)
(v. cap. 5). A su vez, el acoplamiento de las distintas reacciones
enzimaticas permite al organismo alcanzar una composiciéon
constante a pesar de su continua transformacion; es decir, el
estado estacionario.

Las enzimas catalizan la conversién de uno o mas compues-
tos (sustratos) en uno o varios productos. Las enzimas no
modifican la constante de equilibrio ni las caracteristicas ter-
modindmicas de las reacciones, sino que hacen que la reac-
cién se aproxime mds rdpidamente al equilibrio. Es decir,
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afectan extraordinariamente a la velocidad de la reaccién,
la cual puede llegar a alcanzar en presencia de enzimas in-
crementos de hasta 10° o incluso superiores. A su vez, como
otros catalizadores, las enzimas no se consumen o se alteran
como consecuencia de su participacién en una reaccién. Sin
embargo, a diferencia de los catalizadores inorganicos, las en-
zimas son muy especificas tanto en cuanto al tipo de reac-
cién que catalizan como a la naturaleza del sustrato o de los
sustratos sobre los que actiian. También, a diferencia a los cata-
lizadores inorgénicos, las enzimas pueden regularse, lo cual
es muy importante en los organismos vivos, que ademas de lo-
grar un estado estacionario en relacion con los cambios que
tengan lugar en su entorno, deben conservar la energia y sus
componentes esenciales.

Para llevar a cabo su accion catalitica, la enzima tiene que
interaccionar con el sustrato, de forma que éste se une tempo-
ralmente a la enzima en el denominado sitio de unién del sus-
trato, que esta constituido por unos cuantos aminoacidos de la
enzima. Asi se consigue la aproximacion fisica del sustrato a los
aminodacidos de la enzima involucrados en el proceso catalitico,
que se encuentran en el denominado sitio catalitico. El conjunto
del sitio de unidn del sustrato y el sitio catalitico de la enzima
constituyen el sitio activo.

Existen también otros términos relacionados con la accién
enzimatica que conviene definir.

La apoenzima corresponde solamente a la parte proteica de
la enzima. Para llevar a cabo su funcion catalitica, normalmen-
te la enzima necesita otros grupos o componentes no proteicos,
de forma que la apoenzima sola suele carecer de actividad. Entre
ellos cabe citar los siguientes:

Los grupos prostéticos, que son componentes no proteicos
que se encuentran unidos fuertemente a la apoenzima, como
es por ejemplo el caso de iones metélicos. La asociacion del
grupo prostético a la apoenzima da lugar a la denominada
holoenzima, que no es mas que la enzima activa. De hecho,
generalmente, al hablar de una enzima se estd haciendo
referencia a la holoenzima, sin indicacién de la naturaleza
de su grupo prostético.

Los cofactores, que son componentes organicos o inorgani-

cos que se unen a la enzima s6lo de forma transitoria; entre

ellos también se incluyen iones metélicos.

Las coenzimas, que son de naturaleza organica; su presencia

en el entorno de la reaccion es necesaria para que la enzima

pueda tener actividad catalitica.

Hay también enzimas que tienen un sitio distinto al activo,
el denominado sitio alostérico, donde se unen pequenas molé-
culas, los efectores alostéricos, que modifican la configuraciéon
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espacial de la enzima, alterando asi su eficacia catalitica (la
activan o la inhiben). Estas enzimas son las denominadas
enzimas alostéricas, que tienen unas caracteristicas estructu-
rales y funcionales muy particulares, y desempefan un papel
esencial en el control del metabolismo, por lo que se describen
en detalle en el capitulo 4.

Tras su descubrimiento, el nombre de las enzimas era esta-
blecido por su descubridor, e incluso a veces era modificado
posteriormente por otros investigadores. Con frecuencia no
existia mas norma que el sufijo -asa precedido del nombre
del 6rgano de donde se habia aislado (pancreasa, del pan-
creas), del sustrato (ureasa, por catalizar la hidrélisis de la
urea) o del tipo de reaccion catalizada (hidrolasa, por catalizar
la hidrdlisis del sustrato). En algunos casos, el nombre de la
enzima no proporcionaba indicaciones sobre su procedencia
o funcion (tripsina), o hacia referencia a distintas enzimas con
caracteristicas estructurales o funcionales diferentes, lo que
llevé incluso a designaciones alfanuméricas para identificarlas
(RNA polimerasa III).

Para evitar esta confusidn, la Unién Internacional de
Bioquimica (IUB) establecié un Comité de Nomenclatura
Enzimatica, que ha desarrollado una nomenclatura sis-
tematizada. De esta forma, cada enzima tiene un nombre
sistemadtico unico que indica el sustrato (o sustratos) de la
reaccién y naturaleza de la misma, todo ello precedido de
un cédigo numérico que identifica el tipo de reacciéon que
cataliza y el sustrato sobre el que ejerce su acciéon. Con estos
criterios, todas las enzimas se incluyen en seis clases, que a
su vez se subdividen en subclases, y éstas en subsubclases.
Cada clase, subclase y subsubclase tiene asignado un na-
mero, y dentro de la subsubclase, a cada enzima se le asigna
también un numero secuencial. Asi pues, todas las enzimas
se identifican por un numero de cuatro digitos, asi como
por un nombre sistemdtico, que consta del sustrato (o de los
sustratos) sobre el que actua, seguido del tipo de reaccién y
terminado en el sufijo -asa. En consecuencia, por ejemplo,
la enzima E.C. 1.1.1.1 es la alcohol:NAD"* éxido-reductasa,
porque utiliza como sustrato un alcohol, como cosustrato
un cofactor (coenzima), el NAD*, y su accidn catalitica es
la oxidacién del sustrato y la reduccién del cosustrato. Las
letras E.C. que generalmente aparecen antes de la numeracién
corresponden a la abreviatura de Enzyme Comission. A su
vez, la IUB sugiere para el uso diario una versién mds corta
del nombre sistematico de las enzimas, denominado nombre
comun o recomendado. Asi, en el caso de la alcohol:NAD*
oxido-reductasa, su nombre comun es alcohol deshidrogenasa,
que se utiliza de forma generalizada, a pesar de ser menos
informativo que el sistematico. De todas formas, puesto
que en muchos casos la enzima se descubri6 antes de es-
tablecerse la nomenclatura sistematica, se han conserva-
do como nombre comun muchos de los nombres antiguos
ya establecidos. Aqui nos circunscribiremos a este tipo de
nomenclatura comun, aunque cuando se considere conve-
niente para mayor claridad, también se utilizara el nombre
sistemadtico.

Las seis clases de enzimas reconocidas por la IUB son las
siguientes:

1.

Oxido-reductasas. Catalizan reacciones de 6xido-reduccion
entre dos sustratos, Sy S':

’
reducido

+S/ <S +S

oxidado

S

reducido oxidado

El sustrato que se oxida es un donador de hidrogeniones,
y el nombre sistematico de estas enzimas se construye
como donador:aceptor dxido-reductasa. A su vez, el
nombre comin recomendado por la IUB es el del sus-
trato seguido de deshidrogenasa, aunque también puede
utilizarse alternativamente el de reductasa, y en caso de
que el aceptor sea el oxigeno molecular se denominan
oxidasas. Ademds de las mencionadas, entre las sub-
clases de esta clase también se encuentran las oxigenasas
y las peroxidasas.

Transferasas. Estas enzimas transfieren un grupo (G)
distinto del hidrégeno de un sustrato (S) a otro (S'):

S-G+S'&S+8'-G

Los grupos que se transfieren son muy diversos (ami-
no, carboxilo, carbonilo, metilo, fosforilo y acilo), y
de acuerdo con ellos se han establecido las corres-
pondientes subclases. Los nombres comunes de estas
enzimas suelen llevar el prefijo trans-, y entre ellas se
encuentran las transaminasas, transmetilasas y las
transcarboxilasas.

Hidrolasas. Catalizan la ruptura hidrolitica de uniones
C-0, C-N, C-CYy otros enlaces del sustrato:

A-B+H, 0~ A-H+B-OH

Entre las hidrolasas se encuentran las esterasas, las fos-
fatasas y las peptidasas.

Liasas. Catalizan la eliminacién atémica de grupos en
enlaces C-C, C-, C-N u otros, dando lugar a la forma-
cién de dobles enlaces, sin la participacion de agua u
oxidacion. De forma inversa, también catalizan la in-
clusién de grupos a los dobles enlaces:

CX-CY=Y-X+C=C;A-B<> A+B;
D=E+H-I<>DH-EI

Entre las liasas se encuentran las descarboxilasas, las
hidratasas, las deshidratasas, las desaminasas y las sin-
tasas.

Isomerasas. Esta clase estd constituida por un grupo
heterogéneo de enzimas, que catalizan distintos tipos
de reordenamientos intramoleculares. Dichos reorde-
namientos pueden ser cambios geométricos, dpticos o
estructurales (isdbmeros de posicion) de una molécula.
En funcion del tipo de isomeria que catalizan, pueden
denominarse racemasas, epimerasas, cistransisomerasas,
tautomerasas, mutasas o clicloisomerasas.

Ligasas. Catalizan la unién de dos moléculas, acoplada
a la hidrolisis de una molécula de ATP o compuesto de
similares caracteristicas, de forma que normalmente
en la reaccion se forma (o se hidroliza) un enlace rico en
energia. Los nombres comunes de muchas ligasas in-
cluyen el término sintetasa, aunque a veces esta deno-
minacién ha sido mal aplicada a enzimas que catalizan
reacciones de sintesis que no conllevan la hidrdlisis de
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un enlace fosférico rico en energia. A estas enzimas se
las denomina sintasas y se incluyen en la clase 4 (liasas).
Como ejemplo de ligasa se encuentra la piruvato carbo-
xilasa (E.C. 6.4.1.1. piruvato:didxido de carbono ligasa),
que cataliza la siguiente reaccion:

CH, - CO-COO™ +HCO; < ~00C-CH, -CO-COO"

Piruvato Oxaloacetato

La efectividad catalitica de las enzimas depende tanto de su
capacidad para unir especificamente al sustrato como de la
presencia de grupos cataliticos en su sitio activo. En cual-
quier reaccion quimica, incluso en ausencia de un catalizador
inorganico o de una enzima, un compuesto debe alcanzar una
configuracion energética desfavorable para ser transformado.
Esto significa que un compuesto con determinado nivel ener-
gético (estado inicial) debe alcanzar un nivel energético mas
alto (estado intermedio o de transicion) para ser transformado
en un producto, con un nivel energético final (estado final),
que normalmente es inferior al inicial (fig. 3.1). La forma-
cién del estado intermedio representa una barrera energética
(energia de activacion), que debe ser aportada por el entorno
para que la reaccion tenga lugar. En la practica, la energia de
activacion de las reacciones quimicas ordinarias se obtiene
mediante una variacién de la temperatura, cambios en el pH
u otros cambios fisicos.

Los catalizadores logran disminuir la energia de activacion
que se requiere para que una reaccién quimica transcurra;
es decir, proporcionan una ruta de reaccién alternativa, que
requiere menos energia. De esta forma, como se representa en
la figura 3.1, un catalizador logra reducir la energia del estado
de transicion sin modificar el cambio de energia de la reaccion.
En el caso de los catalizadores inorganicos, se requiere un
aporte de energia normalmente en forma de calor para que la
reaccion tenga lugar. Ademas, la mayoria de estos catalizadores
son inespecificos, y aceleran una gran variedad de reacciones.

Estado dae transicion

Reaccion sin catalizar |

Energla de activacién

Energla

E+S!

Energia de la reaccién

E+P

Estado inicial Coordenadas de reaccion Estado fina

Fig. 3.1 Cambios de energia en una reaccion simple en presencia o
en ausencia de un catalizador. La presencia de un catalizador reduce
la energia de activacion, también denominada de transicion, sin modificar
la energia de la reaccion.

Enzimas: mecanismo de accién 37

Las enzimas realizan su accion catalitica a temperaturas
moderadas, y generalmente son muy especificas en las reaccio-
nes sobre las que actdan. La unién de la enzima con el sustrato
(E-S) alcanza la mayor estabilidad cuando éste se encuentra
en una forma intermedia de alta energia. Es decir, la unién
enzima-sustrato llega a constituir el estado de transicion, fa-
voreciendo asi que la reaccion tenga lugar sin necesidad de un
aporte energético del medio. Asi pues, la energia de activacién
necesaria para alcanzar dicho estado es inferior a la que se
requeriria en caso de que no hubiera tenido lugar esa unién
enzima-sustrato (fig. 3.2). De todas formas, el complejo E-S
tiene que atravesar una serie de barreras energéticas, que no
son mas que cambios conformacionales de la enzima a medida
que tiene lugar su accién catalitica. Estos cambios se indican en
la figura 3.2 por medio de asteriscos, aunque ello supone una
simplificacién del proceso.

Es importante tener en cuenta que la accion catalitica de la
enzima no modifica la energia del estado final de la reaccién,
de forma que el cambio de energia de la reacciéon permanece
inalterado en presencia de la enzima. Sin embargo, es obvio que
la accidn catalitica de las enzimas presenta una serie de ventajas,
que resultan imprescindibles en las reacciones que tienen lugar
en los organismos vivos.

Muchas enzimas solo catalizan la transformacion del sustrato en
presencia de un cofactor no proteico, que participa directamen-
te en la unién del sustrato o en la catalisis. Estos cofactores son
grupos prostéticos, cofactores y coenzimas, los cuales amplian las
capacidades cataliticas de las enzimas por encima del limitado
nuimero de grupos funcionales presentes en las cadenas laterales
de los aminoacidos.

Estado de trangicion

Energia de
© activacion
En (sin cathlisis) .1;
]
=
w
E+SH
[Energia de la reaccidn ;
Y E+P
esmdoinicisl  Coordenadas de reaccion Estado fina

Fig. 3.2 Cambios de energia en una reaccion no catalizada y de la misma
reaccion con catalisis enzimatica. La diferencia de energia entre reactantes
(S) y producto (P) es igual en ambas reacciones, pero la reacciéon catalizada
por la enzima tiene lugar mas facilmente y a mayor velocidad, porque
la energia de activacion es menor. Los asteriscos indican los estados
de transicion correspondientes a los complejos enzima-sustrato (ES),
enzima-compuesto intermediario (El) y enzima-producto (EP). De esta
forma, la reaccién completa podria escribirse: E + S <> [ES]* <> [ES] <>
[EN* <> [EP] <> [EP]* <> E+ P.
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3.5.1. Grupos prostéticos

Los grupos prostéticos se caracterizan por estar intimamente
asociados a la estructura proteica de las enzimas mediante
uniones covalentes o no covalentes. Entre ellos se encuen-
tran los iones metalicos y compuestos organicos, tales como
el fosfato de piridoxal, flavina mononucleétido (FMN)), flavina
adenina dinucleétido (FAD), tiamina pirofosfato y biotina, los
cuales son considerados coenzimas (v. mas adelante).

Los iones metdlicos son los grupos prostéticos mas comu-
nes; existen enzimas que los contienen asociados fuertemente
a ellas, por lo que se denominan metaloenzimas. Entre los
distintos metales que forman parte de los organismos vivos,
los metales de transicion (por ejemplo, Fe**, Cu**, Zn**) son los
que suelen participar en la catélisis enzimatica, gracias a sus es-
tructuras electronicas. Hay iones metalicos que participan en
reacciones de 6xido-reduccion, y que normalmente se encuen-
tran asociados a otros grupos prostéticos, como el hemo de la
hemoglobina o los complejos hierro-azufre que participan en
la cadena respiratoria (v. cap. 6). Los iones metalicos aportan
al sistema una gran cantidad de cargas positivas, que son es-
pecialmente utiles para la unién de moléculas de pequeiio
tamario, al tiempo que son buenos aceptores de pares elec-
trénicos, y que actuan como eficaces compuestos electrofilos.
A su vez, gracias a sus valencias, estos iones metalicos pueden
interaccionar con dos o mas ligandos, ayudando al sustrato a
orientarse en el sitio activo de la enzima, estimulando asi la
catalisis. También, gracias a que los metales de transicion tienen
dos o mas estados de valencia, pueden actuar como mediadores
en las reacciones de oxidacion-reduccion.

Un ejemplo de actuacion de un ién metalico como cofactor
en una reaccion enzimatica lo tenemos en la anhidrasa carboni-
ca, que es dependiente de Zn*" y cataliza la siguiente reaccion:

CO, +H,0 ¢ H,CO, <> H' + "HCO,

Su accidn catalitica puede desglosarse como se representa
en la figura 3.3.

3.5.2. Coenzimas (CoE)

Para llevar a cabo su accidn catalitica, muchas enzimas nece-
sitan moléculas de naturaleza organica y bajo peso molecular,
denominadas coenzimas. Su participacion en el proceso catali-
tico puede realizarse de dos formas diferentes: en primer lugar,

1. E—Zn2* + H,0+———=E—-Zn2*-0OH +H*

(/_-\'\

LY

[ \ I
2. E-Zn2t OH +H O=9=0-=’-E—an‘ (|)=C—OH
\‘“x____ ___,_.“lr H

3. E-Zn?* + H,CO35——=E—Zn?* +H*+ "HCO,

Fig. 3.3 Desglose de la reaccion catalizada por la anhidrasa carbonica,
como ejemplo de la actuacién de un ié6n metalico como cofactor de
una enzima. El Zn?* unido a la enzima polariza una molécula de agua
logrando su escisién y formando el complejo enzima-Zn?+-OH (reaccion
1). Este grupo OH- actia como nucledfilo (en una reaccion de sus-
titucion nucledfila, se sustituye un d&tomo o grupo por otro: A: + B-C
— A-B + () e interactla con el sustrato de la reaccion (CO,), que en
el proceso recibe el hidrogenién derivado de la escision del agua, con
la formacion del producto (H,CO,) (reaccién 2), el cual finalmente se
disocia (reaccion 3).

la coenzima tiene una afinidad por la enzima similar a la del
sustrato y, de hecho, puede considerarse un segundo sustrato
(o cosustrato) de la reaccion; y en segundo lugar, la coenzima
se encuentra unida covalentemente al sitio activo de la enzi-
ma, o en un lugar proximo a él, participando activamente en
el proceso catalitico. Existen también casos en los que la coenzi-
ma desempena un papel intermedio entre estos dos extremos.

Cuando la coenzima actia como cosustrato, los cambios que
ocurren en su estructura en el transcurso de la reaccién son los
opuestos a los que tienen lugar en el sustrato, de forma que el
proceso podria generalizarse asi:

D-G+ CoE < D+ G-CoE,

donde el compuesto D-G seria el sustrato, que actuaria como una
molécula donadora (D) del grupo (G), que es transferido a la
coenzima (CoE), y el producto de la reaccion seria la molécula D.

Un ejemplo de este tipo de actuacion es el de la lactato des-
hidrogenasa, que cataliza la oxidacion de lactato a piruvato uti-
lizando como coenzima el NAD*, que en la reaccion se reduce:

CH, -CHOH-COO™ +NAD" <

Lactato

< CH,-CO-COO™ +NADH+H"

Piruvato

Se dan también situaciones en las que la coenzima participa
como transportador intermediario en un sistema de reacciones,
facilitando la transferencia del grupo correspondiente a un
aceptor final. En este caso, el esquema de la reaccion se repre-
senta en la figura 3.4.

Un ejemplo de este tipo de reacciones es el catalizado por
las transaminasas, en las que el fosfato de piridoxal (coenzima)
participa en la transferencia del grupo amino de un aminoacido
a un a-cetoacido para dar lugar al aminodcido del a-cetoacido y
al a-cetoacido del aminoacido (fig. 3.5).

D-G CoE A—-G

D —CoE A

Fig.3.4 Esquema de reaccion en laque la coenzima participa como trans-
portador intermediario en un sistema de reacciones. En este esquema,
D-G serfa uno de los dos sustratos, mientras que A seria el segundo sus-
trato, aceptor del grupo G. Este grupo G es escindido del primer sustrato,
en un proceso en el que la coenzima (CoE) actia como transportador.
Finalmente, los dos productos de la reaccién son D y A-G. De esta forma,
la reaccién podria ser descrita asi: D-G + A <> D + A-G, a pesar de que el
proceso catalitico de la enzima no pueda llevarse a cabo sin la presencia
de la correspondiente coenzima.

R1 R2 R R2
CH, CH, CH, CH,
H—C—NH,+ H-C=0 T H—C=0+ H—C—NH,
coo- coo coo”  coo
Aminoacido1  «o-cetoacido 2 a-cetodcido 1 Aminoacido 2

Fig. 3.5 Reacciones catalizadas por las transaminasas, donde una coen-
zima (fosfato de piridoxal) actiia como transportador intermediario.
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que deben ser aportadas en la dieta. Las vitaminas se dividen en
dos clases: unas son hidrosolubles (como las vitaminas Byla C o
acido ascdrbico) y otras son liposolubles (como las vitaminas A,
D, Ey K). En la tabla 3.1 se presenta una lista de las vitaminas,

La mayoria de las coenzimas se derivan de las vitaminas, que
son compuestos organicos que se requieren en cantidades pe-
quefias para una amplia variedad de procesos bioquimicos, y que
generalmente no pueden ser sintetizadas por el organismo, por lo
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Tabla 3.1 Vitaminas, funciones y formas coenzimaticas

Vitamina

Funciones y sitios
donde participa

Enfermedad
por deficiencia

Forma coenzimatica
y activa

Reaccion o proceso
en que participa

Vitaminas hidrosolubles

Tiamina (B,)

Riboflavina (B,)

Piridoxina (B,)

Acido nicotinico (niacina)

Acido pantoténico

Biotina

Acido félico

Vitamina B,, (cobalamina)

Acido ascorbico (vitamina C)

Vitaminas liposolubles

Vitamina A (retinol,
B-caroteno)

Vitamina D (calciferol)

Vitamina E (tocoferoles,
tocotrienoles)

Vitamina K (filoquinona,
menagquinonas)

Piruvato- y
a-cetoglutarato deshidro-
genasa;, transcetolasa, y
regula canales de Cl-en
la transmision nerviosa

Reacciones de 6xido-re-
duccién; grupo prostético
de flavoproteinas

Metabolismo de ami-
nodcidos y glucégeno;
modula la accion de las
hormonas esteroidicas

Reacciones de 6xido-
reduccién; regulacion in-
tracelular del calcioy en
la sefalizacion celular

Sintesis y metabolismo de
acidos grasos

Reacciones de
gluconeogénesis y lipo-
génesis; regulacion del
ciclo celular

Transferencia de frag-
mentos de un carbono

Transferencia de frag-
mentos de un carbono;
metabolismo del acido
folico

Sintesis de colageno;
antioxidante; incrementa
la absorcion de hierro

Pigmentos de la visiéon en
la retina; regulacion de
expresion génica y dife-
renciacion celular (el B-
caroteno es antioxidante)

Mantenimiento del
balance y absorcién del
calcio; movilizacién ésea
del calcio; regulacién

de expresion génica y
diferenciacion celular

Antioxidante de las mem-
branas celulares. Papel en
la sefializacién celular

Se necesita para la
sintesis de proteinas
de la coagulacion

Dafio neuronal periféri-
co (beriberi) o lesiones
en el sistema nervioso
central (sindrome de
Wernicke-Korsakoff)

Lesiones en la comisura
de los labios y en la len-
gua. Dermatitis seborreica

Alteraciones en el meta-
bolismo de aminoacidos.
Convulsiones

Pelagra. Dermatitis
fotosensible. Psicosis
depresiva

Dafio del sistema nervio-
so periférico (melalgia
nutricional o sindrome
del “pie ardiente”)

Alteracion en metabolis-
mo hidrocarbonado y
lipidico. Dermatitis

Anemia megaloblastica

Anemia perniciosa
megaloblastica, con de-
generacion de la médula
espinal

Escorbuto, alteracion
en la cicatrizacion de
heridas, pérdida del
cemento dental, hemo-
rragia subcutanea

Ceguera nocturna;
xeroftalmia; queratini-
zacion de la piel

Raquitismo (pobre mi-
neralizacién del hueso);
osteomalacia (desmine-
ralizacion o6sea)

En animales produce reab-
sorciones fetales y atrofia
testicular. En el hombre,
disfuncion neurolégica

Alteracion de la coagu-
lacion sanguinea; enfer-
medad hemorragica

Tiamina pirofosfato

FAD y FMN

Piridoxal fosfato

NAD y NADP

Coenzima A

Biocitina

Acido tetrahidrofolico

Adenosilcobalamina;
metilcobalamina

Acido ascérbico

Retinal; acido reti-
noico

1,25 dihidroxicolecal-
ciferol; ergocalciferol;
colecalciferol

Tocoferoles

Filoquinona; mena-
quinonas

Descarboxilaciones y
transferencia de grupos
aldehido

Sistemas redox

Transferencia de grupos
amino; cofactor de la
glucégeno fosforilasa

Sistemas redox

Transferencia de grupos
acilo

Carboxilaciones

Transferencia de grupos
de un carbono

Reagrupamientos
intramoleculares; des-
plazamientos de grupos
alquilos

Hidroxilaciones.
Reacciones de 6xido-
reduccion

Vision, crecimiento y
reproduccién

Metabolismo del calcio
y del fosfato

Antioxidante lipofilico

Carboxilacion del gluta-
mato en la modificacion
postsintética de protei-

nas de unién al calcio
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con indicacién de sus funciones, enfermedad que se desencade-
na en situaciones de deficiencia, forma coenzimatica y reacciones
o procesos metabolicos en los que participan. Por su implicacion
en numerosos procesos enzimaticos, aqui vamos a describir los
aspectos estructurales y las funciones como coenzimas de las
derivadas de la niacina y de la riboflavina, y dejaremos para
otros capitulos la descripcion de las otras coenzimas y moléculas
relacionadas, de naturaleza semejante a las vitaminas.

3.5.2.1. Niacina (acido nicotinico)

La niacina se descubrié como nutriente en estudios de la pela-
gra, y no puede considerarse estrictamente una vitamina, ya
que puede ser sintetizada en nuestro organismo a partir de un

A

Nicotinamida NAD*

Parte Il Estructuras y funciones de proteinas y enzimas

aminoacido esencial, el triptéfano. De todas formas, hay ali-
mentos que son especialmente ricos en niacina, como la leche,
los huevos, las aves y el pescado, que contribuyen en mas de la
mitad de la niacina que normalmente se consume en la dieta.
Existen dos compuestos que tienen la actividad bioldgica de
la niacina, el 4cido nicotinico y la nicotinamida. La forma con
actividad metabolica es la nicotinamida, que forma parte de las
coenzimas denominadas nicotinamina adenina dinucleético
(NAD) y nicotinamina adenina dinucledtico fosfato (NADP),
que participan en reacciones de oxidacién-reduccion, y pueden
encontrarse en formas oxidadas (NAD* y NADP*) o reducidas
(NADH y NADPH). Las estructuras de la nicotinamida, del NAD*
y del NADP* se presentan en la figura 3.6A. Tanto el NAD*

NADP*

Q H
c ! 2
| NH, o | NH,
7 \N

(6} (o}
0O=P—0 |\ / o=p
H H
‘ OH OH NH, ‘
(o} o}
‘ SN ‘
o=P | o=P
| A |
(o} o
B8
"R Y
H c H c
— NH, | NH,
| Reduccion ‘ |
. o +H +2eT—2
H T B Oxidacion M N -
| |
NAD* NADH
NADP* NADPH

Fig. 3.6 Coenzimas derivadas de la niacina. A. Estructura de la nicotinamida, del dinucleétido de nicotinamida y adenina (NAD*), donde la presencia
de un grupo fosfato unido al grupo 2’-OH de la adenosina (adenina unida a una ribosa) corresponde a la estructura del NADP+. B. Reduccion reversible de
la nicotinamida del NAD* o del NADP* en su transformacién a NADH+H* o NADPH+H*, mediante la incorporacion de un ion hidrégeno y dos elec-
trones, liberados en la reaccion catalizada por una deshidrogenasa. El resto de las moléculas del NAD* o del NADP* (adenina unida a un pirofosfato y

la adenosina o adenosina 2’ fosfato) se representa con R.
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como el NADP* transportan electrones para la acciéon de un
grupo de enzimas denominadas globalmente deshidrogenasas,
que catalizan el siguiente tipo de reacciones:

AH, + NAD"(o0NADP") <> A+ NADH(oNADPH)+H"

Asi, en presencia de un sustrato reducido (AH,), estas en-
zimas liberan dos atomos de hidrégeno (iones hidruro) y dos
electrones del sustrato, y como se indica en la figura 3.6B, uno
de estos iones hidrogeno y los dos electrones son transferidos
ala posicion 4 de la nicotinamida. El ién hidrégeno remanente
del par de hidruros liberados del sustrato permanece libre en
el medio.

3.5.2.2. Riboflavina (vitamina B,)

La riboflavina aporta la parte reactiva de las coenzimas flavina
mononucleétido (FMN) y flavina adenina dinucleétido (FAD)
(fig. 3.7A). Las principales fuentes de riboflavina son la leche y
los productos lacteos. Ademas, por su intenso color amarillo, a
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veces la riboflavina es utilizada como aditivo de los alimentos.
Aunque la riboflavina participa en reacciones del metabolismo
lipidico e hidrocarbonado, su deficiencia no es letal gracias a su
eficaz preservacion en los tejidos.

Tanto el FMN como el FAD acttian como grupo pros-
tético en un conjunto de enzimas denominadas flavoprotei-
nas, las cuales funcionan como deshidrogenasas, oxidasas
e hidrolasas. El FMN y el FAD generalmente se encuen-
tran unidos fuertemente a la apoenzima de su respectiva
enzima, aunque esta unién no es covalente. Existen también
metaloflavoproteinas, que llevan uno o mas metales como
cofactores esenciales. Para su accién en reacciones de oxida-
cién-reduccidn, estas enzimas utilizan el grupo isoaloxacina
del FAD o del FMN como donador o aceptor de dos hi-
drégenos mas dos electrones derivados del sustrato de la
reaccion. Los mecanismos de oxidacion y reduccion de estas
coenzimas son complejos, e implican al menos dos pasos,
con la formacidén de un radical libre de semiquinona, como
se muestra en la figura 3.7B.

A
Riboflavina Flavina mononucleétido (FMN) Flavina adenina dinucleétido (FAD)
(o]
HsC H,C H,C
3 AN NH S NH . - NH
Hs N N" Sg Hj | o H4C | N o
CH-> cl:H2 ]CH‘)
PH2 2
H—C|3—0H H—T—OH H—(|3—0I-I
H—(|'.:—OH H—<|3—0H H—-(|3—OH
H—(|.'I—OH H—(l.'I—OH H—(|3—OH
c|:H2 e CHa
OH ? ?
O:‘l:’—o_. ozp_o_ NH"
i |
O N S
? 2 </ | N
O:Fl'—O . )
N/
= o
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B
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Fig. 3.7 Coenzimas de flavina. A. Estructura de la riboflavina (isoaloxacina unida a una molécula de ribitol) y de las dos coenzimas de flavina (flavina
mononucleétido o FMN y flavina adenina dinucleétido o FAD). Cuando la riboflavina tiene asociada una molécula de fosfato da lugar al FMN, mientras
que al unirse a un pirofosfato y una adenosina (adenina unida a una ribosa de configuracion ciclica) constituye el FAD. B. Reduccion reversible de las
coenzimas de flavina, con la incorporacion de dos iones hidrogeno y dos electrones, derivados a su vez de la oxidacion de un sustrato catalizada por
una oxido-reductasa (como, por ejemplo una deshidrogenasa u oxidasa). El resto de la molécula de la coenzima se representa con R. La reaccion se
desglosa en dos, con la formacion intermedia de una semiquinona, que es realmente un radical libre.
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Para llevar a cabo su accion catalitica, una enzima debe unir en
su sitio activo a una molécula de sustrato (a veces, a varios sus-
tratos). Este sitio estd formado por un bolsillo o hendidura que
presenta cadenas laterales de unos aminodcidos que facilitan
la unién especifica del sustrato, de forma que quede ajustado
al mismo. También en el bolsillo se encuentran las cadenas
laterales de otros aminodcidos que participan en la catalisis.
La forma en que se lleva a cabo este ajuste e interaccion ya fue
propuesta por Emil Fisher a finales del siglo x1x, que emitid la
hipétesis de la llave y la cerradura para explicar la accién enzi-
mdtica. En este modelo, que se representa esquemadticamente
en la figura 3.8A, el sustrato queda perfectamente ajustado a
la enzima para que ésta lleve a cabo su accidn catalitica en la
formacion del producto (o los productos). Este modelo permite
explicar algunas caracteristicas o propiedades de la accién enzi-
matica, como su especificidad, la union secuencial de mas de un
sustrato o la cinética de saturacion de la enzima. Sin embargo,
este modelo supone una rigidez en el acoplamiento de la enzima
con su sustrato, que no es compatible con la estructura flexible
de las proteinas ni con algunas otras de las propiedades de las
enzimas, y por ello actualmente estd descartado.
Posteriormente (en 1963), Daniel Koshland propuso una
modificacion del modelo de Fisher, denominado modelo del
ajuste inducido, que en la actualidad estd ampliamente reco-
nocido, por contar con suficiente apoyo experimental. Como
se representa esquematicamente en la figura 3.8B, este modelo
implica la distorsion de la enzima y del sustrato al unirse a ella.
De esta forma, mediante su ajuste, la enzima fuerza al sustrato
a adoptar una conformacion de tension, que se aproxima al es-
tado de transicion. Un ejemplo grafico del ajuste de la enzima
al sustrato lo encontramos en el caso de la enzima hexoquinasa,
Qb
Qb
Fig. 3.8 Modelos de “la llave y la cerradura” y de “ajuste inducido” pa-
ra explicar la interaccion enzima-sustrato en la accion catalitica de las
enzimas. El modelo de “la llave y la cerradura” (A) fue propuesto por Fisher,
e implica un acoplamiento perfecto del sustrato (S) en la molécula de la
enzima (E) para llevar a cabo la accién catalitica de esta, con la formacion
de los productos (P). El modelo del “ajuste inducido” (B), propuesto por
Koshland, implica una distorsion de las moléculas de la enzima y del sus-
trato al unirse a ella. De esta forma, el sustrato adquiere una conformacion

de tension, que se aproxima al estado de transicién, facilitindose asf la
accion catalitica de la enzima.

&
&

que cataliza la fosforilacion de la glucosa para formar glucosa
6-fosfato a expensas de la hidrélisis de una molécula de ATP.

En la figura 3.9A se puede observar como en ausencia del
sustrato y cosustrato (glucosa y ATP), la enzima presenta una
conformacién inactiva, en la que los residuos del sitio activo
no se encuentran orientados apropiadamente para llevar a cabo
el proceso catalitico. Sin embargo, al unirse la glucosa junto al
cosustrato a la enzima, se produce un cambio conformacional
de la misma (fig. 3.9B), que afecta al sitio activo, cuyos grupos
cataliticos se orientan apropiadamente para permitir la trans-
ferencia del grupo fosforilo del ATP a la glucosa.

Asi pues, la accidn catalitica de una enzima implica la capa-
cidad de su estructura proteica para moldearse ante la presencia
del sustrato. La exquisita especificidad de las enzimas y su alta
eficiencia catalitica ponen de manifiesto la existencia en la
enzima de una estructura molecular adaptada para llevar a cabo
una determinada reaccion. Esta estructura constituye el sitio
activo, que normalmente adquiere la forma de una hendidura
o bolsillo, que protege a los sustratos unidos a él del medio, los
fija y al mismo tiempo facilita la catalisis. En la figura 3.10 se
muestran dos ejemplos de “bolsillos”, correspondientes a serina
proteasas. Uno de ellos presenta en su fondo un residuo de
carboxilo disociado de un aminodcido acido (por ejemplo, el
aspartato), con lo que su carga negativa puede atraer y albergar
un aminoacido con cadena lateral con carga positiva, como es el
caso de la arginina (fig. 3.10A). El otro bolsillo esta configurado
por residuos hidrofébicos de cadenas laterales de aminoacidos,
lo que le permite albergar a aminodcidos del sustrato con cade-
na hidréfoba, como es el caso de una fenilalanina (fig. 3.10B).
Los sitios activos de las enzimas que estin compuestas por
diversas subunidades proteicas (multiméricas), normalmente
se localizan en la interfase entre dichas subunidades, y en el
mismo participan varios monémeros (fig. e3.1). La unién del
sustrato a la enzima en el sitio activo se realiza en una parte
del sustrato que en el transcurso de la reacciéon no implica
cambio de su estructura. Simultaneamente, dicha unién del
sustrato al sitio activo lo coloca de tal forma que la parte que
vaya a ser transformada en la reaccién se encuentre proxima a
los grupos funcionales de los residuos de los aminoacidos de
la enzima que configuren el sitio catalitico correspondiente. El
sitio activo de la enzima también une y dirige la ubicacion de
los grupos prostéticos o cofactores que son necesarios para la
accion catalitica.

3.6.1. Grupos cataliticos

Las cadenas laterales de diversos aminoacidos participan en
la accion catalitica de las enzimas. Este es particularmente el
caso de los aminoacidos cuyas cadenas laterales pueden ceder
0 aceptar protones, y asi pueden actuar de forma reversible
como acidos (donadores de protones) o como bases (aceptores
de protones). Es el caso de los residuos de 4cido glutamico y
acido aspartico, histidina y lisina (fig. 3.11).

Los residuos o cadenas laterales de otros aminoacidos,
como los que poseen grupos hidroxilo o amino en sus cadenas
laterales, pueden ceder electrones a grupos cuyos orbitales no
estén llenos, actuando asi como nucledfilos. Cabe recordar aqui
que en las reacciones de sustitucion nucleofilica se sustituye un
atomo o un grupo (fig. 3.12).

3.6.2. Mecanismos de la catalisis enzimatica

Aungque las enzimas parecen utilizar los mismos mecanismos cata-
liticos que los de la catalisis no enzimatica, consiguen velocidades
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Fig. 3.9 Ejemplo de ajuste inducido en la molécula de la hexoquinasa al interaccionar con el sustrato (glucosa) y cosustrato (ATP-Mg2+)
en la reaccion que cataliza: «-D-glucosa + ATP —a-D-glucosa 6-fosfato + ADP. Al unirse una molécula de glucosa asociada al ATP-Mg?* a la enzima,
se produce un importante cambio conformacional en la enzima, de forma que ésta se ajusta al sustrato para llevar a cabo la catalisis. La enzima esta
formada por una sola cadena peptidica, con una hendidura que se cierra ante la presencia del sustrato.

Fig. 3.10 Representacion esquematica de dos ejemplos de “bolsillo”
de sitios activos de serina proteasas. A. Corresponde a un bolsillo cargado
negativamente gracias a residuos carboxilicos disociados de las cadenas
laterales de aminodcidos acidos, que facilitan el anclaje de aminoacidos
con cadena lateral larga y carga positiva, como es el caso de la arginina.
B. Corresponde a un bolsillo hidrofébico, configurado por cadenas latera-
les de aminoécidos hidréfobos, que permiten el alojamiento de aminoaci-
dos con esta caracteristica hidréfoba, como es el caso de la fenilalanina.

mucho mas altas gracias a que sus sitios activos poseen estructuras
singularmente apropiadas para favorecer la catélisis. A su vez, las
enzimas utilizan la combinacion de varios mecanismos cataliticos,
con los que consiguen el aumento drastico de la velocidad de
reacciones quimicas. Entre ellos cabe destacar a cuatro, que son
considerados los mds importantes: catélisis por proximidad y
tension, acidobasica, por estiramiento y covalente.

NH NH
/ NH / N
HC—CH, ﬂ His HC—CH, J
= N s N
= § ¢=0 H
IFIH IINIH
HC—(CHo—NH;  Lys HC—(CH)e—NH,
e j=
rqu I:IH
H(I:—(CHz}g—COOH Asp Hcl:—(CHz},—coo—
(I::0 (I::0
INIIH ITIH
HC—CH,—COOH Glu HC—CH,—COO~

Acidos et

) Bases

HQ

Fig. 3.11 Grupos cataliticos en los sitios activos de moléculas de enzi-
mas. Las cadenas laterales de algunos aminodcidos permiten el intercambio
de protones en funcién del pH de su entorno, que les hace actuar como
4cidos o bases. De esta forma, participan activamente como grupos ca-
taliticos en los sitios activos de moléculas de enzima.
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Al+ B-C—A-B+C:
Fig. 3.12 Ejemplo de reaccion de sustitucion nucleofilica. En esta

reaccion, el compuesto A es la especie atacante, y es el nucledfilo o es-
pecie neutra con un par de electrones pareados.

3.6.2.1. Catalisis por proximidad y tension

Para que tenga lugar una reacciéon bioquimica, el sustrato
acoplado al sitio activo de la enzima debe orientarse y acer-
carse de forma precisa a los grupos funcionales cataliticos (es
decir, a las cadenas laterales de los aminoacidos que partici-

= pan en el proceso catalitico). Un cambio en la conformacion

de la molécula de la enzima puede dar lugar a un complejo
enzima-sustrato en estado tenso, lo que a su vez facilita que
este complejo pase al estado de transicién. En realidad, el
proceso implica que cuando la enzima y el sustrato se encuen-
tran muy proximos, ambos se comportan como si fueran
parte de una misma molécula. Asi pues, se crea una zona que
podria considerarse de alta concentracién del sustrato y con
la adecuada orientaciéon de su molécula, de tal forma que se
encuentra en una posicion espacial ideal para la interaccion
entre ambos. Todo ello da lugar a un enorme incremento en
la velocidad de la reaccion.

3.6.2.2. Catalisis acidobasica

Los grupos funcionales de las cadenas laterales de los ami-
noacidos y de los grupos prostéticos, cuando estén presentes,
pueden hacerse mas reactivos liberando o aceptando un protén;
es decir, actuando como acidos o bases. Este tipo de catalisis
puede ser especifica o general. La especifica implica solamente
a protones (H,0%) o iones OH'. En la catdlisis especifica dcida o
bdsica, la velocidad de la reaccion varia en funcién de cambios
en la concentracion de protones, pero es independiente de las
concentraciones de otros acidos (donadores de protones) o
bases (aceptores de protones) que estén presentes. En la catd-
lisis dcida o bdsica general, la velocidad de la reaccion varia en
funcidén de los cambios que ocurran en cualquiera de los acidos
o de las bases presentes.

Las enzimas, para transferir eficazmente protones, utilizan
varios grupos funcionales que se comportan como acidos o
bases generales. Un caso caracteristico de este tipo de catalisis
acidobasica es el de la familia de enzimas que se denominan as-
partato proteasas, en la que se incluyen la pepsina, que participa
en la digestion en el estdmago, las catepsinas lisosomales y la
proteasa producida por el virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH). Sumecanismo de accién se representa en la figura 3.13.

3.6.2.3. Catalisis por estiramiento

En el caso de enzimas que catalizan reacciones que implican
la ruptura de uniones covalentes, por lo general la enzima une
a sus sustratos en una conformacion ligeramente desfavorable
para el enlace que se va a romper. El estiramiento a que ello da
lugar distorsiona y debilita al enlace, haciéndolo mas vulnerable
a su ruptura.

3.6.2.4. Catalisis covalente

Este tipo de catalisis implica la formacion de un enlace covalente
inestable entre un grupo nucleéfilo de la cadena lateral de un ami-
nodcido del sitio activo de la enzima y su sustrato (o sustratos).
En estas condiciones, la enzima modificada se hace reactiva y el
complejo enzima-sustrato da lugar a la formacién del producto.
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Fig. 3.13 Mecanismo de la accion catalitica de una aspartato proteasa.
En el proceso participan dos residuos de acido aspartico de la enzima (Asp Z
y Asp Y, en la figura), y puede dividirse en tres etapas. Inicialmente, un
aspartato (el Asp Z) recibe un protén de una molécula de agua, que se
hace mas nucledfila (etapa 1 en la figura). Esta molécula nucleofila que se
ha formado ataca al grupo carbonilo (CO) electrdfilo (es decir, con afinidad
de electrones) del enlace peptidico del sustrato, que se va a romper,
dando lugar a un intermediario tetraédrico de transicion (etapa 2 en la
figura). Ahora, el sequndo aspartato (Asp V) facilita la descomposicién de
dicho intermediario tetraédrico mediante la cesion de un protén (es decir,
actuando como éacido) al grupo amino que se ha liberado en la ruptura del
enlace peptidico (etapa 3). En una Ultima etapa tiene lugar el salto de un
protén del Asp Z al Asp Y, con lo que la enzima restaura su estado inicial.
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Un ejemplo caracteristico de este tipo de catalisis es el del
grupo de enzimas denominado serina proteasas, entre las que
se encuentran la tripsina y la quimotripsina, que son enzimas
digestivas, asi como una enzima que participa en la coagulacion
de la sangre, la trombina. Todas ellas catalizan la hidrolisis de
enlaces peptidicos en polipéptidos y proteinas. Se caracterizan

I
Enzima—CH,0H + R'—C—NH-R

\»R-—NHz

Y I
Enzima—CH,—O—-C-R’

HZO\

o
Y

[
Enzima—CH,0OH + HO—C—R'

Fig. 3.14 Esquema resumido de la participacion del aminoacido de
serina en la accion catalitica de las serina proteasas hidrolizando un
enlace peptidico. En el esquema, el residuo ~CH,0H unido a la enzima corres-
ponde al terminal de la cadena lateral de la serina en el sitio activo de la enzima.
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por tener un residuo de serina que desempefia un papel impor-
tante en el proceso catalitico, que se resume en la figura 3.14.

Enla figura 3.15 se representa de forma detallada el mecanis-
mo de accién de la quimotripsina, como ejemplo de una serina
proteasa. La mayoria de las serina proteasas tienen estructuras
tridimensionales muy similares, con factores comunes en su sitio
activo; concretamente, residuos de serina, histidina y aspartato.
Hay, sin embargo, un aspecto que diferencia unas de otras, y es
una hendidura o “bolsillo” préximo al residuo de serina en el
sitio activo. Asi, en la tripsina, este bolsillo es alargado y estre-
cho, con una carga negativa de un carboxilo disociado, que le
permite captar y mantener una cadena larga y con carga positiva
como la de la lisina o la arginina (fig. 3.10A). Sin embargo, en la
quimotripsina, el bolsillo es mas ancho, con residuos hidréfobos,
que le permiten alojar una cadena lateral hidréfoba, como la de
la fenilalanina (figs. 3.10B y 3.15), de la tirosina, del triptéfano o
delaleucina. Precisamente es la caracteristica de este bolsillo lo
que aporta la especificidad a cada serina proteasa, de forma que
unicamente pueden realizar su accidn catalitica sobre enlaces
peptidicos que contengan aminoacidos capaces de ser anclados
en el correspondiente bolsillo.

La cadena lateral del aminodcido del lado correspondiente
al terminal N del enlace peptidico que se va a romper, debe
acoplarse al bolsillo del sitio activo, lo cual determina el sitio del
corte. El acoplamiento de dicha cadena lateral en el bolsillo de-
termina también la estereoespecificidad de las serina proteasas,

Fig. 3.15 Mecanismo probable de la accion catalitica de la quimotripsina. El primer paso (A) consiste en la formacion del complejo enzima-sustrato
mediante el acoplamiento de un aminodcido con cadena hidréfoba del sustrato (por ejemplo, fenilalanina, Phe) en el bolsillo hidrofébico de la enzima,
y la aproximacion del enlace peptidico de dicho sustrato que va a ser hidrolizado, a la Ser195 del sitio catalitico de la enzima. A continuacion (B) se
forma un intermediario tetraédrico mediante la transferencia de un ién H* de la Ser195 a la His57. En este proceso de intercambio o transferencia de
iones H* desempena un papel importante el Asp102, que con su capacidad de disociacion contribuye al aporte del proton necesario para completar
la configuracion estructural de la His57. En el siguiente paso (C) se forma un intermediario acil-enzima y la transferencia de un H* al NH del péptido
que queda libre, con la salida del primer producto de la reaccion. En el lugar que ocupaba el péptido que se ha liberado se incorpora una molécula de
agua (D), la cual transfiere un H* a la His57, mientras que el —OH se une al fragmento que queda del sustrato, formandose un segundo intermediario
tetraédrico (E). Por Ultimo, mediante la ruptura del enlace acilo y la transferencia del H* de la His57 a la Ser195, se libera el sequndo producto de la

reacciéon y la enzima queda como se encontraba inicialmente (F).
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de forma que si se tratara de un D aminodacido, su cadena lateral
se orientaria en sentido inverso, y consecuentemente no lograria
alojarse en el bolsillo, con lo que la serina proteasa no realizaria
su funcion de corte.

Otro ejemplo que ilustra el fundamento de la catalisis co-
valente es el caso de la fructosa 2,6-bisfosfatasa, que es una
enzima reguladora de la gluconeogénesis (v. cap. 9), que cata-
liza la transformacién de la fructosa 2,6-bisfosfato en fructosa
6-fosfato (fig. 3.16A). Su accidn catalitica se representa esque-
maticamente en la figura 3.16B.

En la figura e3.2 se presenta el efecto catalitico de otra enzi-
ma, la ribonucleasa, y en la figura 3.3 se resumen los distintos
pasos que implican su accion catalitica.

3.6.3. Especificidad enzimatica

De forma muy distinta a los catalizadores normalmente utili-
zados en sintesis quimica, las enzimas son extremadamente es-
pecificas, tanto en funcion de la reaccion que catalizan como del
sustrato o de un grupo de sustratos relativamente relacionados.

Cuando la especificidad enzimatica se refiere exclusiva-
mente a la naturaleza del sustrato, dicha especificidad depende
de la unién enzima-sustrato. En estos casos, las enzimas son
incluso estereoespecificas, catalizando la transformacién de un
unico estereoisdmero de un determinado compuesto, como es
el caso de los monosacaridos con configuracién D, pero no los
de configuracién L, o los aminoacidos de la serie L, pero no
los de la serie D. Puesto que las enzimas unen al sustrato en
varios puntos diferentes, pueden llegar a convertir un sustrato

simétrico en asimétrico. Este es, por ejemplo, el caso de la
glicerol quinasa, que se representa en la figura 3.17. También
es el caso de la reduccion del piruvato, que es una molécula
Opticamente inactiva, a la forma L del lactato, por la lactato
deshidrogenasa.

Existe también la especificidad de funcion, que se refiere
a que un mismo compuesto puede ser sustrato de varias enzi-
mas, que lo transforman en distintos productos. En este caso,
la especificidad no depende de la unién enzima-sustrato, sino
dela accion catalitica de la enzima; es decir, de la interaccion del
sitio catalitico con el sustrato. Un ejemplo de la especificidad
de funcion es el de las enzimas que transforman la glucosa
6-fosfato en diferentes productos (fig. 3.18).

3.7. ISOENZIMAS

Las células de nuestros distintos 6rganos y tejidos contienen
enzimas que, aunque catalizan las mismas reacciones, pueden
presentar caracteristicas estructurales, fisicas e incluso inmu-
noldgicas diferentes. En estos casos, aunque las caracteristicas
estructurales del sitio activo de estas enzimas sean iguales o muy
similares entre si, no son proteinas idénticas, donde incluso la
secuencia de aminodcidos de determinados fragmentos de sus
cadenas peptidicas pueden ser distintas unas de otras. Estas
variantes de enzimas que, aunque realizan la misma accién
catalitica poseen diferencias moleculares, se denominan isoen-
zimas. Realmente el término isoenzima se utiliza para referirse
a variantes genéticas de una misma enzima, a proteinas con ca-
racteristicas genéticas independientes y con escasa homologia, a

A Fructosa 2,6-bifosfatasa
CH, CH,OH Hzo\ CH,00) CH,OH
» KH HO
H o® l > p H OH
i
OH H OH H
Fructosa 2,6-bifosfato Fructosa 6-fosfato

Fig. 3.16 A. Reaccion catalizada por la fructosa 2,6-bisfosfatasa. B. Esquema de su accion catalitica. La lisina (Lys) 356 y las argininas (Arg) 257, 307 y
352, que se encuentran en el sitio de unién de la enzima al sustrato, estabilizan al sustrato (fructosa 2,6-bisfosfato) mediante sus interacciones carga a
carga. A su vez, el glutamato (Glu) 327, estabiliza la carga positiva de la histidina (His) 392. De esta forma, el nucleéfilo His 392 ataca al grupo fosforilo
en posicion 2 de la fructosa 2,6 bisfosfato (etapa 1). El resultado de dicho ataque es la liberacion de ese grupo fosforilo, que es transferido a la His 258,
formandose asi un complejo intermediario de la enzima unida al grupo fosférico, y la fructosa 6-fosfato es liberada de la enzima como primer producto
de la reaccién (etapa 2). La accion nucleofilica de una molécula de agua, facilitada por el Glu 327, que actia como una base, permite la formacion de
fosfato inorganico (etapa 3), el cual es finalmente liberado de las Arg 257 y 307 como segundo producto de la reaccion (etapa 4).
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_?H?OH Glicerol quinasa ?HJQH
HO—-C—H ﬁ HO-C—H
o | M |
CH,0H arp p CH,0PO}
Glicerol L-Glicerol 3-fosfato

Fig. 3.17 Reaccion catalizada por la glicerol quinasa y representacion
de la unién asimétrica plana en tres puntos del sitio activo de la enzima
a su sustrato (el glicerol), a pesar de tener una estructura simétrica.
Aunque el glicerol es una molécula simétrica, puede ser presentada al sitio
activo de la glicerol quinasa como un atomo de carbono con tres grupos
distintos en el mismo plano. De esta forma, la enzima esté4 reconociendo
al glicerol como una molécula asimétrica, a pesar de no serlo. El resultado
es que en la reaccién catalizada por esta enzima se forma Unicamente el
estereoisémero L-glicerol 3-fosfato.

» 6-Fosfogluconolacona

Glucosa + Pi

Glucosa 6-fosfato ——

Fructosa 6-fosfato

+ Glucosa 1-fosfato

Fig. 3.18 Ejemplos de especificidad de funcion para el caso de distin-
tas enzimas que actiian sobre un mismo sustrato (la glucosa 6-fosfato).

enzimas con diferencias en una tnica cadena polipeptidica (por
ejemplo, con diferencias en los carbohidratos asociados a ella,
desaminacion de aminodcidos o con modificaciones proteoli-
ticas), a heteropolimeros con dos o mas cadenas polipeptidicas
con diferencias estructurales, etc. Sin embargo, la caracteristica
comun de todas estas variantes para ser consideradas isoenzi-
mas debe ser que catalicen la misma reaccion.

Un ejemplo de isoenzimas es el de la L-lactato deshidrogena-
sa (LDH), que es un tetramero formado por dos subunidades
proteicas diferentes, la H (por el nombre inglés de corazén,
Heart) y la M (por musculo, Muscle), que son codificadas por
genes distintos. Sélo la molécula tetramérica es activa, y dichas
subunidades pueden aparecer combinadas de cinco formas
diferentes (tabla 3.2).

La expresion de H y M muestra diferencias tisulares. Asi,
el corazén expresa casi exclusivamente la subunidad H, por lo
que la LDH, esla que predomina en este tejido. En contraposi-
cién, en el higado es la LDH, la que predomina. El andlisis de
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Tabla 3.2 Formas de las subunidades de las
isoenzimas de la /actato deshidrogenasa (LDH)

Isoenzimas de la LDH Subunidades
LDH, HHHH

LDH, HHHM

LDH, HHMM

LDH, HMMM

LDH MMMM

5

estas isoenzimas de la LDH en plasma se ha utilizado con valor
diagnostico en determinadas patologias (fig. e3.4).

Otro ejemplo de isoenzimas con utilidad diagnéstica son
las de la creatina quinasa (CK). Existen tres formas de la CK:
la CKMM (de musculo esquelético), la CKBB (del cerebro) yla
CKMB (de corazén y el musculo esquelético). La CKMB tiene
interés diagndstico, ya que normalmente esta en muy baja
cantidad en sangre, pero aumenta y llega a alcanzar un maximo
a las 12-24 horas de un infarto de miocardio, regresando a sus
valores basales tras 48-72 horas. Aunque las isoenzimas de la
CK se separan por electroforesis y son facilmente detectables
en plasma, actualmente hay métodos inmunoquimicos que
permiten su cuantificacion.

RESUMEN

1. La mayoria de las enzimas son de naturaleza proteica,
y catalizan de forma especifica las reacciones quimicas
que tienen lugar en el organismo.

2. Lanomenclatura cientifica de las enzimas se encuentra
sistematizada en seis clases, aunque con frecuencia
se denominan por su nombre comun o recomendado.

3. Muchas enzimas, para llevar a cabo su accion, necesi-
tan un cofactor no proteico que participa en la union
del sustrato o en la catalisis, como es el caso de las coen-
zimas.

4. El modelo mas aceptado actualmente para explicar
la accidn catalitica de las enzimas es el del ajuste in-
ducido, que se basa en la capacidad de la estructura
proteica de las enzimas de moldearse ante la presencia
del sustrato.

5. La catalisis enzimatica consigue velocidades mu-
cho mas altas que las de la catalisis quimica, para lo
que se utilizan distintos mecanismos cataliticos, como
el de proximidad y tension, acidobasico, por estira-
miento y covalente.

6. Las isoenzimas son variantes genéticas de enzimas que
realizan la misma funcion catalitica, pero que difieren
en sus caracteristicas estructurales, fisicas 0 inmunolo-
gicas. Sus niveles en sangre tienen un importante valor
diagnostico.
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Material complementario

La oclusidn de las arterias coronarias produce isquemia, lo que
dalugar a un dano en el tejido cardiaco que puede desencadenar
un infarto agudo de miocardio (IAM). El diagnostico del IAM
debe hacerse rapidamente para que el paciente pueda recibir
el tratamiento adecuado. Ademas de la sintomatologia clinica
del paciente y el electrocardiograma, el andlisis de las proteinas
circulantes que hayan sido liberadas del tejido dafiado a la
sangre es de enorme utilidad para su diagndstico. De todas
formas, sus principales caracteristicas para ser considerado un
adecuado marcador del IAM deben ser:

Alta especificidad.

Aparicion rapida en suero.

Andlisis facil y rapido.

Aunque todavia no se dispone de una proteina que retina
todas estas caracteristicas para ser considerada un marcador
optimo del IAM, entre las mas utilizadas se encuentran:
CKMB, troponina I cardiaca y LDH (lactato deshidrogenasa).

La CKMB es la isoenzima especifica del miocardio de la
creatina quinasa, la cual es facil de detectar por métodos elec-
troforéticos. Aumenta en suero tras 4-6 horas del IAM, y al-
canza su valor mds elevado a las 12-24 horas. Es especifica del
corazdn, pero también se encuentra en el musculo esquelético,
aunque en bastante menor cantidad. De todas formas, hay
que tener en cuenta la enorme masa del musculo esquelético
(alrededor del 40% del peso corporal) con relacién al musculo
cardiaco (alrededor de 400 g). Ello hace que en condiciones de
necrosis o ruptura muscular (rabdomidlisis), también se eleven
los valores de CKMB en suero.

La troponina I cardiaca no tiene esa limitacion, por lo que
sus valores en suero son de gran utilidad incluso en pacientes
con enfermedad renal crénica, rabdomidlisis o alguna otra
alteracion muscular, como es la distrofia muscular. Los valores
de troponina I cardfaca aumentan en suero a las 4-6 horas del
IAM, alcanzando sus niveles mas altos a las 18-36 horas.

Laactividad de la LDH total en suero aumenta a las 8-12 ho-
ras del IAM, alcanzando el pico a las 48-72 horas, pero estos
cambios no son especificos del dafio cardiaco, ya que ademads
del corazdn esta enzima también se encuentra en el higado, el
rifdn, el muasculo esquelético y los eritrocitos. Sin embargo,
como se indica en el apartado 3.7 del texto, las distintas isoen-
zimas de la LDH se distribuyen de forma diferente segun el
tejido de que se trate; asi, la LDH, es especifica del musculo
corazén. Dado el perfll electroforético que presentan las dis-
tintas isoenzimas de la LDH en suero (figs. e3.4A y €3.4B), en
la practica se utiliza el cociente LDH /LDH, como marcador
del IAM, lograndose asi una mayor especificidad. De todas
formas, al tratarse de un marcador tardio, esta determinacién
es util para un diagnoéstico retrospectivo, pero no para un
diagnostico rapido del IAM.

La pancreatitis aguda es un proceso inflamatorio del pancreas
exocrino, producido la mayoria de las veces por obstruccién
del conducto pancreatico, por calculos biliares o por abuso

de alcohol. La principal caracteristica de su fisiopatologia es
la inadecuada salida de las enzimas pancredticas al intestino,
y su activacién prematura. La principal de estas enzimas es el
tripsindgeno, que es una proenzima, pero tras su activacién a
tripsina esta cataliza la transformacion del resto de proenzimas
pancredticas a sus formas activas. Ello da lugar a una autodiges-
tion del pancreas, ademas de otras alteraciones potencialmente
letales, asi como la salida de enzimas digestivas a la circulacion.

El diagnostico de la pancreatitis aguda en el laboratorio se
realiza mediante la determinacion en suero de enzimas diges-
tivas, tales como la amilasa y la lipasa. Una elevacion de amilasa
en suero es un diagndstico muy sensible de la pancreatitis agu-
da, aunque no es muy especifica debido a que hay otras muchas
causas no relacionadas con el pancreas que pueden producir el
mismo efecto. De todas formas, una elevacion de amilasa en
suero se produce dentro de las 2-12 horas de iniciarse los sinto-
mas clinicos, aunque este cambio revierte a los 3 0 4 dias, debido
a su eliminacién por via renal. La lipasa en suero también se
cuantifica para diagnosticar las alteraciones pancreaticas, y su
elevacion es mds especifica que la de la amilasa. Dicha elevacion
ocurre a las 4-8 horas de la obstruccion pancredtica, alcanza su
valor mas alto a las 24 horas, y se mantiene elevada hasta los
8-14 dias. La cuantificacién conjunta de la amilasa y la lipasa
resulta bastante eficaz en el diagnostico de la pancreatitis aguda,
y llega a tener un valor predictivo de hasta el 95%.

El propio tripsindgeno se ha utilizado también en el diag-
nostico de la pancreatitis aguda. Existen dos isoenzimas, el
tripsindgeno-1 y el -2, que en sangre son filtrados facilmente
por el glomérulo renal. Sin embargo, la reabsorcion en el tibulo
renal del tripsindgeno-2 es menos efectiva que la del -1, por
lo que llega a eliminarse mas facilmente por la orina, donde
aparece en pacientes con pancreatitis aguda. La deteccién en
orina del tripsinégeno-2 se realiza mediante tiras reactivas,
que contienen anticuerpos monoclonales que lo detectan es-
pecificamente.

Practicamente en todas las células de nuestro organismo es-
tan presentes aquellas enzimas que son necesarias para cubrir
las funciones vitales que les son indispensables. Sin embargo,
hay enzimas o isoenzimas que estan presentes sélo en algunas
células, en determinados periodos del desarrollo o en respuesta
a estimulos fisiolégicos o patoldgicos. El analisis de la presencia
y distribucion de enzimas o isoenzimas cuya expresion es es-
pecifica en determinado tejido o es dependiente de alguna
circunstancia fisiolégica o patologica, resulta de utilidad para
el diagnostico.

Légicamente, el anilisis de las enzimas con fines diagnos-
ticos resulta mucho mas facil en suero sanguineo que en tejidos.
Normalmente en suero estan presentes de forma permanente
unas enzimas o precursores de ellas (proenzimas) que realizan
ahi su papel funcional. Este es, por ejemplo, el caso de la lecitin
colesterol acil transferasa (LCAT), que participa en el metabolis-
mo de las lipoproteinas circulantes, o el de las proenzimas de
la coagulacion. En la mayoria de los casos, estas enzimas o
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precursores enzimaticos se sintetizan en el higado, de donde
son secretadas a la circulacion.

Normalmente en sangre también circulan libres otras
enzimas sin funcién conocida. Estas enzimas proceden de la
normal destruccion de células sanguineas, como los eritrocitos,
leucocitos, etc. A su vez, un dafio tisular o necrosis derivada
de una lesion o enfermedad, normalmente se acompaiia de un
incremento en los niveles circulantes de algunas de estas enzi-
mas. Su deteccidn y analisis en suero tiene un indudable valor
diagnostico, ademas de servir para determinar la evolucion del
tejido dafiado. En la tabla e3.1 se presenta una relacion de las
principales enzimas en suero que son utilizadas con fines de
diagnostico clinico, con indicacién de su aplicacion diagndstica.
Algunas de estas enzimas son habitualmente denominadas por
la abreviatura de su nombre comun, por lo que también se in-
dica esta denominacién. De todas formas, cabe mencionar que
muchas de estas enzimas no son especificas para la enfermedad
que se indica en dicha tabla, aunque su analisis en suero tenga
valor para su diagnostico, la evolucion de la patologia, e incluso
la respuesta terapéutica.

Fig. e3.1 Representacion esquematica de una de las dos subunida-
des del homodimero de la triosa fosfato isomerasa, con indicacion
de la posicion de dos aminoacidos que forman parte de su sitio
activo, histidina-95 y glutamato-165. La configuracién dimérica de
la molécula es la que es enzimaticamente activa. Tomada de Borman
S. Science & Technology. 2001;79:31-3.
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Fig. e3.2 Reaccion catalizada por la ribonucleasa pancreatica. La enzima cataliza la hidrdlisis de una molécula de acido ribonucleico (RNA), a nivel
de un enlace 5'-3'-fosfodiéster. Normalmente, la enzima actta hidrolizando dicho fosfodiéster del fosfato unido a los carbonos en posiciones 5’ de
un nucledsido de pirimidina (citidina o uridina) y 3’ de un nucleésido de purina (guanosina o adenosina) de una molécula de RNA, que queda dividida
en dos RNA de menor tamafo.

Fig. €3.3 Etapas de la accion catalitica de la ribonucleasa pancreatica. Cuando el sustrato (el RNA) entra en el bolsillo o la hendidura del sitio activo
de la enzima, se aproxima a dos aminoacidos histidina (A) y se inicia el intercambio de protones (H*). La His en posicion 12 gana un protén procedente del
sustrato, mientras que la His-119 se lo cede, y este reajuste electronico debilita la cadena del polinucleétido, que termina rompiéndose, dejando libre
el primer producto de la reaccién (B). El fragmento del RNA que no se ha liberado, y que necesariamente debe contener un nucleésido pirimidinico,
queda con un 2',3'fosfodiéster ciclico. La incorporacién de una molécula de agua y la cesién de un proton de ella, permite a las histidinas que habian
cambiado de configuracién recuperar su estado inicial. A su vez, la cesion del grupo —OH de la molécula de agua al fosfodiéster ciclico hace que éste
se abra, formandose el segundo producto de la reaccion, que se libera (C). De esta forma, la enzima recupera su configuracién inicial, y puede actuar
sobre una nueva molécula de sustrato.
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Fig. e3.4 Representacion esquematica de los patrones densi-
tométricos de las isoenzimas de /actato deshidrogenasa (LDH)
en suero humano, en situaciones de normalidad o patolégi-
cas (infarto agudo de miocardio y hepatitis aguda), separadas
en electroforesis de acetato de celulosa. En funcién de sus ligeras
diferencias de carga eléctrica, las isoenzimas de LDH se separan por elec-
troforesis, y tras su tincién mediante un cromdgeno, son cuantificadas por
densitometria. A. Representacion del electroferograma una vez tefido.
B. Representacion de los patrones densitométricos de las cinco isoenzimas
de LDH que se observan en los indicados sueros normales y patoldgicos.
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Enzima en suero

Principal uso diagnéstico

Aminotransferasas
Aspartato aminotransferasa (AST o SGOT)
Alanina aminotransferasa (ALT o SGPT)
Amilasa

Ceruloplasmina

v-Glutamil transpeptidasa (y-GT)

Lactato deshidrogenadas (LDH) (isoenzimas)
Lipasa
Fosfatasa acida

Fosfatasa alcalina (isoenzimas)

Creatina quinasa, CK (isoenzima MM)

Creatina quinasa, CK (isoenzima MB)

Infarto de miocardio
Hepatitis virica

Pancreatitis aguda
Insuficiencia renal crénica

Degeneracion hepatolenticular (enfermedad de Wilson)

Enfermedades hepatobiliares
Alcoholismo

Infarto de miocardio
Pancreatitis aguda
Cancer de proéstata

Enfermedad ésea
Tumores 6seos
Enfermedades hepaticas obstructivas

Afectaciones musculares

Infarto de miocardio
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AUTOEVALUACION

1. En relacion a la nomenclatura de las enzimas,
las de la clase 4 son:

a. Liasas.

b. Isomerasas.
¢. Hidrolasas.

d. Transferasas.
e. Ligasas.

Correcta: a. A propuesta de la Unién Internacional de Bioquimica
(IUB), todas las enzimas se distribuyen en seis clases (1: 6xido-
reductasas, 2: transferasas, 3: hidrolasas, 4: liasas, 5: isomerasas
y 6: ligasas). Las liasas, correspondientes a la clase 4, catalizan
la eliminacién de grupos en enlaces C—C, C—, C-N u otros por elimi-
nacion atéomica, dando lugar a la formacién de dobles enlaces, sin
la participacién de agua u oxidacién.

2. Las enzimas:

a. Son siempre proteinas fibrosas, insolubles en agua.

b. Aceleran las reacciones porque permiten incrementar la energia
de activacion de la reaccién que catalizan.

¢. Aceleran las reacciones porque aumentan la energia desprendida
en la reaccion.

d. No modifican el cambio de energia de la reaccion que catalizan.

e. Su especificidad de funcion depende de la unién del sustrato al
sitio activo.

Correcta: d. Las enzimas son proteinas globulares, solubles en agua.
Ademas, en el mecanismo de la accién enzimatica, resulta que las
enzimas disminuyen la energia de activacion, pero no cambian la
energia inicial ni final de la reaccion, por lo que no modifican el
cambio de energia libre de la misma. A su vez, la especificidad de
funcion depende de los componentes (grupos reactivos) del sitio
catalitico, y no de la unién del sustrato a su sitio activo.

3. En una reaccidon enzimatica, la accion catalitica
de la enzima implica siempre:

a. La pérdida de algunos aminoécidos que participan como residuos
cataliticos.

b. La formacién de un complejo sustrato-producto, en proceso
irreversible.

¢. Laformacién de un complejo enzima-sustrato, en proceso rever-
sible.

d. El intercambio de protones entre aminoacidos de la enzima y el
sustrato.

e. El intercambio de electrones entre cofactores metélicos y el sus-
trato.

Correcta: c. En el proceso de la accién catalitica de una enzima
no hay pérdida de ninglin aminodcido que forme parte de su sitio
activo. A su vez, necesariamente no siempre hay intercambio de
protones o electrones entre los componentes del proceso catalitico.
Sin embargo, para llevar a cabo su accién catalitica, la enzima ha de
acoplar al sustrato, formando el complejo enzima-sustrato. Pero di-
cho acoplamiento ha de ser siempre reversible, de forma que al final
de la reaccion, la enzima tiene que quedar libre para poder acoplar
a otro sustrato. De todas formas, la accién catalitica de la enzima no
implica la formacién de un complejo sustrato-producto irreversible.

4. Senale la afirmacion correcta en relacion
con los cofactores enzimaticos:

a. Una coenzima es un cofactor de naturaleza orgdnica.

b. Los cofactores de naturaleza organica reciben el nombre de
holoenzimas.

¢. Los cofactores se unen siempre a las enzimas a través de enlaces
covalentes.

d. Muchas enzimas utilizan metales como coenzimas.

e. Los cofactores metdlicos son una parte estructural de las coen-
zimas.

Correcta: a. Con frecuencia, para llevar a cabo su funcion catalitica,
la enzima necesita la presencia de un cofactor, que cuando es de
naturaleza organica no proteica recibe el nombre de coenzima. Sin
embargo, una holoenzima es la asociacion de la apoenzima (parte
proteica de la enzima) y un grupo prostético. La unién de un cofactor
a la enzima no tiene que ser necesariamente mediante enlaces co-
valentes. A su vez, los cofactores metalicos normalmente se asocian
estructuralmente a la molécula de la enzima y no a la coenzima.

5. Senale la afirmacién correcta en relacion
con la riboflavina:

a. Eslavitamina B, ,.

b. Es la parte reactiva de los flavin nucleoétidos.

¢. Esuna coenzima que participa en reacciones de transaminacion.

d. Forma parte de la estructura del NAD.

e. En el proceso de su reduccién completa se incorpora un Unico
proton.

Correcta: b. Forma la parte reactiva de los flavin nucleétidos (FMN
y FAD), y sélo participa en reacciones de éxido-reduccion. A su vez,
el proceso de su reduccion completa se realiza en dos etapas, con
la incorporacién de dos protones y la formacién de una molécula
intermedia, que es una semiquinona con caracteristicas de radical
libre.




Capitulo

Enzimas: cinética enzimatica
y regulacion de la actividad

enzimatica

Emilio Herrera Castillon

Comprender las caracteristicas de las reacciones
quimicas y de las catalizadas por enzimas.

Identificar los factores que condicionan la efectividad
de las reacciones enzimaticas y los principios basicos
de la cinética enzimatica.

Entender los fundamentos matematicos

de la linealizacion de la cinética enzimatica.

Conocer los principios de la inhibicién enzimatica.
Entender las caracteristicas de las enzimas alostéricas
y los fundamentos de su cinética homotrépica

y heterotrépica.

Conocer las distintas formas de regulacion enzimatica.

La cinética enzimatica hace referencia a los aspectos cuanti-
tativos de las reacciones catalizadas por enzimas, asi como a
los factores que las modulan. El mantenimiento del estado es-
tacionario de un individuo y los procesos homeostaticos que lo
condicionan se fundamentan en un adecuado equilibrio de las
reacciones enzimadticas que controlan dichos procesos, lo cual
depende también de los mecanismos que regulan la actividad
enzimdtica. Puesto que practicamente todos los procesos fisio-
légicos estan controlados por enzimas, resulta esencial com-
prender la forma en que se lleva a cabo la cinética enzimatica
y cémo se controla la actividad de las enzimas. Ello permite
entender no solo las interacciones metabolicas de un individuo
en las distintas condiciones de reposo o de cambios fisiologicos,
como el ayuno o el ejercicio, sino también sus alteraciones en
situaciones patoldgicas, tales como la hipoglucemia, la acidosis
y la alcalosis metabolicas o la accion de agentes farmacologicos,
entre otras. Ademads, precisamente por su universalidad en los
distintos procesos que tienen lugar en el organismo, las enzimas,
su cinética y los procesos implicados en su regulacion, cons-
tituyen una diana muy frecuente para la accién de farmacos
dirigidos a aminorar o curar numerosas enfermedades. A su
vez, las caracteristicas cinéticas de una enzima pueden llevar
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a entender los mecanismos de su accién catalitica, y todo ello
justifica la necesidad de profundizar en su analisis.

En cualquier reaccion quimica, los compuestos iniciales (sus-
tratos) se transforman en otros (productos) de una forma
estequiomeétrica. Asi, por ejemplo, en una reaccién con dos
sustratos (A y B), de los que reacciona una molécula de cada
uno, se llegan a formar una molécula de cada uno de sus dos
productos (Cy D):

A+B=C+D (1)

Las flechas en direcciones opuestas indican la reversibilidad
de la reaccidn, lo cual es una caracteristica intrinseca de cual-
quier reaccién quimica. Realmente, esta reversibilidad puede
hacer que los compuestos C y D que se han formado se trans-
formen en A y B, por lo que podrian actuar como sustratos de
la reaccion hacia la izquierda. De todas formas, por lo general
se suele utilizar el término producto(s) de una reaccién para
aquellos compuestos cuya formacién sea mas favorable en
relacién con la termodindmica. Cuando el desplazamiento en
una direccién de una reaccion es favorecida termodindmica-
mente, se suele indicar la flecha en una sola direccién, ya que
se considera que es practicamente irreversible:

A+B—C+D (2)

En una reaccién quimica se puede calcular la denominada
constante de equilibrio (K_), que viene dada por el cociente de
la multiplicacion de las concentraciones de los productos de la
reaccion y la multiplicacion de las concentraciones de los sus-
tratos, en el equilibrio. Asi, para la reaccion (1), su constante
de equilibrio sera:

[CI[D]

“ [A][B] (3)

y paralareaccion A + A = B (4), sera:
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La relacion entre el cambio de energia libre (AG®) de una
reaccién y su constante de equilibrio (K, ) viene dada por la
siguiente ecuacion:

AG®=-RTInK,, (6)

donde R es la constante de los gases (1,98 cal. mol.°’K™") y T'la
temperatura absoluta en grados Kelvin (°K). Asi pues, el valor
de AG® se puede calcular de la ecuacion (6) conociendo las
concentraciones de los productos y los sustratos en el equilibrio.
De hecho, los valores de AG® y K, de una reaccién permiten co-
nocer su direccionalidad y estado de equilibrio, aunque no re-
flejan su velocidad. El significado de estos términos se desarro-
lla con mayor detalle en el capitulo 5.

La cinética de las reacciones quimicas implica la colision entre
las particulas. Ello se requiere para la aproximacion de los reac-
tantes (o sustratos), la formacién de los enlaces que se necesiten,
y laliberacion de la adecuada energia cinética capaz de alcanzar
el estado energético de transiciéon. Todo ello implica que cual-
quier factor que incremente la frecuencia de las colisiones o la
energia de las mismas entre los sustratos va a incrementar la
velocidad de la reaccion correspondiente.

Un aumento de la temperatura supone un incremento de
la energfa cinética de las moléculas que van a reaccionar. Ello
implica un incremento de su motilidad, lo cual conlleva una
mayor frecuencia de colision. En consecuencia, la combinacion
de mayor frecuencia de colisiéon y mayor energia hace que la
velocidad de la reaccion aumente.

Otro factor que facilita la colisién entre las moléculas reac-
tantes es su concentracion. En el ejemplo de la reaccion (1),
en la que participan dos moléculas (A y B), la frecuencia de
que colisionen entre si aumentard al doble si la concentraciéon
de una de ellas se duplica. De igual forma, la frecuencia de
las colisiones se cuatriplicara si la concentracion de las dos
moléculas se duplica. Asi pues, el nimero de colisiones de
dos sustratos, suficientes para dar lugar a la formacion de un
producto, y consecuentemente la velocidad a la que éste se
forma, es directamente proporcional a la concentracion de
los primeros. Esta concentracién normalmente se expresa en
molaridad, de forma que:

Velocidad < [A][B] (7)

donde el signo o< indica proporcionalidad.
Y para el caso de una reaccién en la que el numero de mo-
léculas de A sea el doble que B:

A+A+B=P (8)
la velocidad sera proporcional a:
Velocidad < [A]*[B] 9)

Asi pues, de forma general, cuando son n moléculas de A las
que reaccionan con m moléculas de B, la reaccion sera:

nA+mB=P (10)

ysuVelocidad e<[A]"[B]™ (11)

En estas expresiones, el signo de la proporcionalidad (e<)
puede reemplazarse por el de igualdad cuando se tiene en cuen-
ta la constante de la reaccion (k), que es funcién de la afinidad
de los compuestos reactantes. En este caso, la velocidad de la
reaccion hacia la derecha ser:

Velocidad, =k, [A]"[B]" (12)

Igualmente, puesto que todas las reacciones son de alguna
forma reversibles, la velocidad de esa misma reaccién hacia la
izquierda sera:

Velocidad, =k;[P] (13)

Cuando la reaccién llega al equilibrio, las velocidades hacia
la derecha y la izquierda se igualan. Es decir:

Velocidad, = Velocidad,
o lo que es igual:
ky[A]"[B]" =k;[P] (14)
de forma que:

k P
e (15)
k; [A]'[B]

A su vez, puesto que el cociente de dos constantes es una
constante, el cociente k /k. es precisamente la constante de equi-
librio (Keq) de la reaccidn, y asi, para la reaccion (10) resulta:

K, [P]

S s . 16
“ ko [A]'[B]" (19

i

Debe tenerse en cuenta que el equilibrio es una situacién
dindmica, de forma que aunque no haya cambios en las concen-
traciones del producto o de los sustratos, tanto uno como los
otros estan continuamente intercambidndose. A su vez, si el
valor de la constante de equilibrio es superior a la unidad, en
el equilibrio la reaccion esta desplazada hacia la derecha; yala
inversa, si es menor que la unidad, en el equilibrio la reacciéon
esta desplazada hacia la izquierda.

En el caso de las reacciones catalizadas por enzimas, una
caracteristica fundamental es que la enzima puede tener cam-
bios estructurales transitorios en el transcurso de su accién
catalitica, pero al finalizar la reaccion, su estructura permanece
igual a como estaba al inicio, y de esta forma puede actuar sobre
un nuevo sustrato. Asi pues, la reaccion enzimatica puede ilus-
trarse asi:

A+B+EZ=P+E (17)

donde A y B son los sustratos, E la enzima y P el producto de
la reaccién. Siguiendo el mismo razonamiento que se indico
arriba, al llegar al equilibrio, la constante correspondiente sera:

[PI[E]

= 18
“ [A][BI[E] ()

Puesto que el valor de [E] en numerador y denominador se
anula, la KEq de la reaccion (17) es:

(P]
K = 19
“ [A][B] ()
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lo cual pone de manifiesto que la presencia de la enzima no
afecta a la constante de equilibrio de la reaccion.

De igual forma, la presencia de la enzima no afecta el cam-
bio de energia libre (AG®) de la reaccién que cataliza. De hecho,
en cualquier reaccion, ese cambio es funcidn de los estados
energéticos inicial y final de los reactantes, y como se puede
derivar de la ecuacidn 6, en el valor de AG® no interviene la
enzima.

4.4.1. Temperatura

En cualquier reaccién quimica, la velocidad es funcién de la
frecuencia de colision entre los sustratos, la cual se incrementa
por la temperatura. De igual forma, en una reaccion enzimatica,
la eficacia de la interaccion entre la enzima y el sustrato (o los
sustratos) aumenta en funcion de la frecuencia del movimiento
de las moléculas, la cual es también dependiente de la tempe-
ratura. Consecuentemente, incrementos de temperatura dan
lugar a un aumento de la velocidad de la reacciéon enzimatica.
Sin embargo, dada la naturaleza proteica de las enzimas, el in-
cremento de la temperatura puede alcanzar valores en los que
se lleguen a distorsionar las interacciones no covalentes que
mantienen la estructura tridimensional de la enzima. En
estas condiciones, la molécula de la enzima se llega a desnatu-
ralizar, con la consiguiente pérdida de su actividad catalitica.
La curva de la velocidad de la reaccion enzimatica frente
a la temperatura se representa en la figura 4.1. Los valores
de esta figura varian de unas enzimas a otras, de forma que
la temperatura a la que la enzima alcanza su mayor eficacia
catalitica se denomina temperatura optima, que es caracteris-
tica y especifica para cada enzima. A su vez, la fase en que
aumentos de la temperatura dan lugar a incrementos de la
velocidad puede ser cuantificada por el término denominado
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Fig. 4.1 Efecto de la temperatura sobre la velocidad de una reaccién
enzimatica. Dentro de un determinado margen, al aumentar la temperatura
aumenta la energia cinética de las particulas (moléculas de enzima y de
sustrato). Con ello aumenta el choque efectivo entre dichas particulas,
y consecuentemente la velocidad de reaccién. Ello ocurre hasta llegar al
maximo de actividad, que corresponde a la temperatura 6ptima, mientras
que a temperaturas mas altas, la enzima se desnaturaliza y disminuye
drasticamente y de forma irreversible su efectividad catalitica.

coeficiente de temperatura o Q,, que viene dado por el cambio
de la velocidad de la reaccion catalizada por la enzima al variar
la temperatura en 10 °C en la zona en que dicho cambio se
realiza de forma estable.

4.4.2. pH

Como se mostro en el capitulo 3, la mayor parte de los cam-
bios moleculares que tienen lugar en la accidn catalitica de las
enzimas implica modificaciones en la concentracién de io-
nes hidrégeno. De hecho, la situacion en que se encuentren
los residuos de aminoacidos que forman los grupos cataliti-
cos del sitio activo de las enzimas depende del pH del medio
(v. fig. 3.11). Por ello, variaciones del pH del medio en que se
lleve a cabo la accién enzimatica dan lugar a cambios en su
efectividad catalitica, y existe un valor en que dicha efectividad
llega a ser 6ptima. En la figura 4.2 se representan los cambios
de velocidad de las reacciones catalizadas por dos enzimas dis-
tintas en funcién del pH del medio, de forma que el valor de
pH que da lugar a la mayor velocidad corresponde al denomi-
nado pH dptimo, el cual varia de unas enzimas a otras. Al res-
pecto también hay que tener en cuenta que hay enzimas cuyo
mecanismo catalitico implica una relacién acidobasica con el
sustrato, de forma que los grupos cataliticos deben encontrarse
en determinado estado de protonizacion para que la reaccion
tenga lugar. A veces, la propia unién del sustrato a la enzima
implica la formacion de puentes salinos con la enzima. Ello se
lleva a cabo en la mayoria de los casos mediante grupos amino y
carboxilo ionizados (—NH,"y —COO") de las cadenas laterales
de los aminoacidos de la enzima o en algunos casos también
del sustrato, de forma que la ganancia o la pérdida de la carga
correspondiente, dependiente a su vez del pH del medio en que
se lleva a cabo la reaccidn, hace que la accidn catalitica sea més
lenta o incluso llegue a desaparecer.

Situaciones extremas de pH pueden dar lugar a modifica-
ciones irreversibles de la estructura terciaria o cuaternaria de
la enzima, y consecuentemente conllevan su desnaturalizaciéon
irreversible. Por tanto, el margen de reversibilidad de la efectivi-
dad catalitica de la enzima se circunscribe a cambios moderados
del pH del medio.
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Fig. 4.2 Efecto del pH en la velocidad de dos reacciones catalizadas
por dos enzimas distintas: pepsina y quimotripsina. La interaccién de la
enzima con su sustrato depende de la carga de ambas moléculas, la cual
es dependiente del pH del medio. Como se puede observar, el pH dptimo,
de méaxima efectividad, varia de unas enzimas a otras.




52

4.4.3. Concentracion del sustrato

La reaccidn enzimdtica mas sencilla es la que posee un solo
sustrato (denominada de primer orden, porque su velocidad
depende unicamente de un factor) y un producto, en cuyo caso
puede describirse mediante la siguiente ecuacion:

k, k,
E+SZ=2ESZ=ZE+P
k_, k.,

(20)

De todas formas, al inicio de la reaccion puede considerarse
que el segundo término de esa ecuacion es irreversible, pues la
cantidad de producto que se ha podido formar es practicamente

| despreciable. En estas condiciones, la ecuacidn es:

E+S:=‘ES—“Z—>E+P (21)
y la velocidad es la denominada velocidad inicial (v,), la cual
viene determinada por la concentracién de ES y el valor de k.:

v, =k, [ES] (22)

Para enzimas que tengan varios sustratos, las considera-
ciones que vamos a hacer a continuacién son también validas.
En condiciones en que las concentraciones de sustrato son
bajas, la velocidad inicial de la reaccion aumenta a medida que
aumentan las concentraciones del sustrato. Como se muestra
en la figura 4.3, por encima de una determinada concentracién
de sustrato, el aumento de v, va siendo menor, hasta llegar a
un valor en que se alcanza un maximo, que corresponde a la
denominada velocidad mdxima (V, , ). En ese punto (C, en la
figura 4.3) se considera que la enzima se ha “saturado” por el
sustrato, de forma que todas las moléculas de la enzima se en-
cuentran formando el complejo ES. Cabe también hacer notar
que realmente la curva que relaciona la v, y la concentracion
del sustrato es una hipérbola, de forma que a bajas concen-
traciones de sustrato el valor de la v, es en realidad directa-
mente proporcional a dicha concentracion (A, en la figura 4.3),
mientras que esta relacion va desapareciendo a medida que va
aumentando la concentracion del sustrato. Graficamente, el sis-
tema funciona como se resume en la figura 4.4, donde se pone
de manifiesto que normalmente, la concentracion de la enzima
es muy inferior a la del sustrato, y a bajas concentraciones de
éste (fig. 4.4A) todavia quedan bastantes moléculas de la enzima
a las que las moléculas de sustrato no han logrado acoplarse.

Velocidad (V)

K

(sl

Fig.4.3 Efecto de la concentracion del sustrato sobre la velocidad inicial
(v,) de una reaccion catalizada por una enzima. Este grafico representa la
ecuacion (38) del texto, y muestra la variacion de la v, de la reaccion en
funcion de la concentracion del sustrato. Cuando la concentracion del
sustrato [S] es baja, v, varia de forma proporcional a dicha concentracion
(zona donde se encuentra el punto A de la curva). Por otro lado, cuando
el valor de [S] hace que el valor de v, sea la mitad de la velocidad maxi-
ma (1/2V,_,, punto B de la grafica), dicho valor corresponde al de la K de
la enzima. A su vez, cuando el valor de [S] es muy alto, la velocidad de la
reaccion se va aproximando a la V_. (zona donde se encuentra el punto
C de la curva).

max (

Este acoplamiento va aumentando a medida que se incrementa
la concentracion del sustrato (fig. 4.4B), pero llega un punto
en que todas las moléculas de la enzima estan ocupadas por
moléculas de sustrato (fig. 4.4C), por lo que la velocidad de la
reaccion alcanza su valor mds alto (V_, ). En estas condiciones
de saturacion de la enzima, v, depende exclusivamente de la
rapidez con que se forma el producto y se disocia de la enzima,
acoplandose a ella una nueva molécula de sustrato.

Para la derivacion de la expresion matemética que relaciona la
velocidad inicial (a partir de ahora, v) de una reaccién enzima-
tica con la concentracion de los distintos componentes que en
ella participan (ecuacion de Michaelis-Menten), conviene con-
siderar una reaccion simple, con un solo sustrato y un producto,

@
X
oD

Fig. 4.4 Representacion de las interacciones de las moléculas de una enzima (E) y su sustrato (S), a bajas (A), medias (B) y altas concen-
traciones de éste (C), correspondientes a su vez a las zonas donde se encuentran los puntos A, By C de la figura 4.3.
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[S] [P]

Concentracion
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Fig. 4.5 Representacion de la variacion de las concentraciones de
sustrato [S], enzima total [E], enzima libre [E], enzima unida al
sustrato [ES] y del producto [P] en el transcurso de una reaccion
enzimatica, del tipo (23) que se indica en el texto.

a un tiempo corto en que practicamente la transformacion del

producto (P) en sustrato (S) es despreciable:
E+Se—=ES—2>E+P (23)

En estas condiciones, la velocidad de la reaccién a la que

se forma P y se regenera la enzima libre (E) para unir a otra

molécula de sustrato viene determinada inicamente por el valor
de ESy delak,. Asi pues, la velocidad a la que se forma P sera:

v=k,[ES] (24)

A suvez, en la figura 4.5 se representa el cambio de la con-
centracion de los distintos componentes en el transcurso de la
reaccion. En el caso de la enzima, su concentracion total [E ]
es igual a la concentracion de la enzima libre [E] mas la que se
ha acoplado al sustrato [ES]:

[E,]=[E]+[ES] (25)

Como se muestra en la figura 4.5, al poco tiempo de iniciarse
la reaccidn, la mayor parte de la enzima se encuentra formando
el complejo ES en vez de en forma libre. Asi, el complejo ES
alcanza un estado estacionario, ya que el consumo de ES se hace
practicamente igual al de su formacion, y asi se mantiene en el
transcurso de la reaccion. Realmente, el valor de [ES] disminuye
muy lentamente a medida que se va consumiendo el sustrato,
mientras que [E] aumenta en sentido opuesto. De todas formas,
puesto que el valor de [ES] es practicamente constante en el
transcurso de la reaccion, se puede considerar que su cambio
en funcion del tiempo (t) es 0. Es decir, que:

d[ES] _ 0
dt

A suvez, la velocidad de formacion del complejo ES a partir
de Ey Ses: v, =k [E][S], la de disociacion de ES en E y S es:
v_, =k_ [ES], yla de disociacién de ES en E + P, v = k [ES].

Asi pues, el cambio de ES en funcién del tiempo, cuyo valor
se ha considerado 0, sera:

d[ES] _

I O=v,—v_—v

(26)

(27)

y sustituyendo por los valores indicados arriba,
0=k, [E][S]-k.,[ES] -k, [ES] (28)

A su vez, de (25) se puede sustituir en (28) el valor de [E],
quees: [E] = [E] — [ES]:

0=k, ([E,]-[ESDI[S]-k_,[ES]-Kk,[ES] (29)
de forma que:
k, [EJ[S1=k, [ES])[S]+k_, [ES]+k,[ES] (30)
y dividiendo los dos términos por k,
(2,151 (s 5+ <P G
que es realmente:
k  +k, (32)

(E,][S]=[ES] [S]+T[ES]
1
El cociente de las tres constantes puede convertirse en una
sola, denominada K :

k_ +k

- (33)
y sustituyendo en (32):
(E J[S]=[ES][S]+K,, [ES] (34)
que da lugar a:
_ [E][S]
[ES]= K_+[5] (35)
y sustituyendo este valor de [ES] en la ecuacién (24),
_K,[EJIS] 66
K, +[S]

En la figura 4.3, gréficamente, el valor de la K  correspon-
de a la concentracidn del sustrato en que la velocidad de la
reaccion es igual a la mitad de la velocidad maxima (V__ )
(B, en la figura 4.3). También, de la figura 4.3 puede derivarse
que cuando la concentracion del sustrato es muy alta, la veloci-
dad de la reaccién llega a alcanzar la V_ ... Asi,sienlaecuacion
(36) se considera que el valor de [S] es muy alto; es decir, muy
superior al valor de la K_, ésta puede considerarse 0, en cuyo

caso v es realmente V__ . De forma que, sustituyendo en (36):

KBNS -
0+[S]
Asi pues, sustituyendo en (36), resulta que:
V .
=—““”‘[S] (38)
K, +[S]

que es la denominada ecuacion de Michaelis-Menten, en honor
a Leonor Michaelis y Maud Menten, que la propusieron ya en
1913 para explicar el comportamiento cinético de la mayoria de
las enzimas. Esta ecuacion ilustra en términos matematicos la
relacion entre la velocidad inicial de la reaccion (v) y la concen-
tracion del sustrato. Esta ecuacion corresponde graficamente a
la de una hipérbola, representada por la linea de la figura 4.3.
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De hecho, hay tres supuestos que permiten evaluar facilmente
dicha ecuacion:
1. Siseconsidera que la concentracion del sustrato es muy
alta, resulta que el valor de la K_ puede considerarse 0.
De esta forma, la ecuacién (38) seré:
Vi [S] _ Vi [S]

— . max m:

YIS s (39)

Es decir, en estas condiciones en que la concentracién
del sustrato es muy alta en relaciéon ala K , Ia velocidad
de la reaccion es realmente la V__ , lo cual concuerda
con lo que se observa en la zona C de la figura 4.3.

2. Cuando la concentracion del sustrato es igual al valor
de la K _ (es decir, cuando [S] = K| ), de acuerdo a la
ecuacion (38), el valor de v es:

VoulS] _V
v= -

T 2 (40

lo cual define el valor dela K _, que como se ha comenta-
do antes, es igual a la concentracion del sustrato cuando
la velocidad de la reaccién (v) es lamitad de V__ .

3. Cuando la concentracion del sustrato es muy baja, de
forma que el valor de K+ [S] en el denominador de la
ecuacion (38) es practicamente el de K , dicha ecuacion
se convierte en:

_VaulS) )
Km

En esta ecuacion, puesto que tantola V_, como la K

son constantes, su cociente es constante, lo que hace

que en estas condiciones de muy baja concentracion de
sustrato, la velocidad de la reaccion (v) es directamente
proporcional a [S], como realmente ocurre.

4.5.1. Linealizacion de la ecuacion
de Michaelis-Menten

En la practica, cuando se realiza un estudio de la cinética de una
enzima, dibujando la relacién entre la velocidad inicial frente a
distintas concentraciones de sustrato (fig. 4.3), para cuantificar
las dos constantes que identifican a la enzima, V.. YK, con
frecuencia resulta que las concentraciones de sustrato que se
requieren para alcanzar la V_. son exageradamente altas. En
algunos casos, incluso se alcanzan valores de concentracion de
sustrato en los que se supera su propia solubilidad en el medio.
Este problema se ha resuelto reordenando la ecuacién (38), de
forma que se transforme en una representacion lineal. Se han
descrito varias formas, pero la que se utiliza mas frecuentemente
es la de los dobles inversos, también denominada representacion
de Lineaweaver-Burk. Para ello se invierte la ecuacion (38):

1 K, +[S]
voV_S] (42)
la cual es realmente:
1K, 8]
v VLIS V8] (43
y simplificando y ordenando,
1 K, 1 1
v Voo IS V. (44)

Pendiente =
max

° 1
™1

Fig. 4.6 Representacion de los dobles inversos de Lineweaver-Burk
de la cinética de una enzima. La representacion de 1/v frente a 1/[S]
da lugar a una linea recta, que viene dada por la ecuacion (44) del texto.

DadoqueK /V . eselcociente de dos constantes, la ecua-
cioén (44) puede ser considerada la de una recta (y = ax + b),
donde y es 1/vy x es 1/[S], mientras que la constante a (pendiente
delarecta) esK /V . ylaconstante b (ordenada en el origen)
es 1/V_ . La representacion grafica de esta ecuacion es como
se indica en la figura 4.6. En esta representacion, el punto en
que la recta corta al eje de abscisas corresponde a un valor de
1/[S]iguala —1/K_, ya que cuando se considera que la ordena-
da (1/v) es 0, de la ecuacion (44) resulta que:

0= fn_, L (45)
Vma’x [S] Vma'x
es decir,
K 1
y despejando, resulta que:
11
S K, (47)

con lo que se puede determinar graficamente el valor de la
K . Dela figura 4.6 se puede también obtener el valor de V_.
del punto en que la recta corta al eje de ordenadas (1/V__ ),y
derivar el valor de la K_ en funcién de la pendiente (K _/V ).

Un inconveniente de esta representacion de Lineaweaver-
Burk es que normalmente se requiere una extrapolacion larga
para determinar el valor dela K_. Ademas, los puntos que mas
contribuyen a la pendiente de la recta son los mas alejados del
eje de coordenadas, los cuales, al corresponder a los inversos de
vy de [S], experimentalmente son los que tienen valores mas
bajos de ambos parametros, y consiguientemente, con mayor
susceptibilidad de error. Estas consideraciones hacen que, a
veces, se utilicen otras formas de linealizar la ecuacién de Mi-
chaelis-Menten, y una posibilidad es reordenar la ecuacién (38)
dividiendo numerador y denominador del segundo término
por [S], con lo que resulta:

v
V_Vméx_Kmﬁ (48)
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En este caso, en la ecuacion de la recta (y= ax + b), el valor
de y corresponde a v, el de la x corresponde a v/[S], y las dos
constantes son V. en el caso deby — K_en el de a. La re-
presentacion de esta ecuacion se denomina de Eadie-Hofstee, y
como se muestra en la figura 4.7, en ella se representa v frente a
v/[S]. El punto en que la recta corta al eje de ordenadas corres-
ponde al valor de V__ ,la pendiente es —K , y el punto en que
la recta corta al eje de abscisases V_ /K .

4.5.2. Actividad enzimatica
y constante catalitica

En cualquier reaccién enzimdtica que se lleve a cabo en presen-
cia de concentraciones altas de sustrato, de forma que éste no
sea limitante (es decir, cuando la velocidad es V__ ), se puede
representar la formacion del producto en funcion del tiempo
(fig. 4.8). A tiempos cortos, la recta es lineal y corresponde a la

Pendiente = -K__

ke
[S]

Fig. 4.7 Representacion de Eadie-Hofstee de la cinética de una
enzima. En ella se representa v frente a v/[S], y corresponde a la ecuacién
(48) del texto.

Aparicién de producto

d
T: actividad de la enzima

Fig. 4.8 Desaparicion del sustrato o formacién del producto en
funcién del tiempo (t) en una reaccidon enzimatica de orden 0. Es
decir, cuando la concentracién del sustrato es considerablemente alta, de
forma que la velocidad de la reaccién es independiente de dicha concen-
tracion (V). En estas condiciones, la pendiente de la recta corresponde
a la actividad de la enzima.

velocidad inicial. A su vez, la pendiente de esta parte lineal de
la representacion corresponde a la actividad de la enzima, la
cual puede expresarse como V,_. /cantidad de muestra donde
se analiza (es decir, sangre o tejido). También, cuando dicha
actividad se expresa en funcién de la cantidad de proteinas
presentes en la muestra que se analiza, su valor se denomina
actividad especifica. Generalmente, estas expresiones corres-
ponden a preparaciones de enzimas impuras. Sin embargo, en
caso de que se disponga de una preparacién de enzima pura
y se conozca el nimero de moléculas presente, se calcula el
denominado niimero de intercambio, que correspondeala V.
dividida por el numero de moléculas de enzima presentes.
Incluso, si se conoce el nimero de sitios activos de la enzima,
la actividad catalitica de la enzima se expresa como su cons-
tante catalitica o k_, que viene dada porlaV__ dividida por el
numero de sitios activos (S)):

(49)

cat

K, Yo
St

Un término relacionado con la constante catalitica de una
enzima es la eficiencia catalitica, que viene dada por el cociente
k_ /XK .Estaexpresion permite comparar y estimar la eficiencia
de diferentes enzimas, de diferentes sustratos para una misma
enzima o incluso la eficacia con la que una enzima cataliza una
reaccion hacia la derecha o la izquierda. La maxima capacidad
de una enzima para transformar un sustrato en producto es
importante, pero realmente las ventajas de una enzima con un
alto valor de la k_, se pueden estimar inicamente si el valor de
laK es suficientemente bajo. Por ello, la mencionada eficiencia
catalitica se expresa en funcion del cociente de estas dos cons-
tantes cinéticas (k_ /K ).

4.5.3. Reacciones enzimaticas
con varios sustratos

Como se ha comentado, la cinética que se ha descrito arriba
corresponde a reacciones simples, de un unico sustrato. Sin
embargo, en la mayoria de las reacciones enzimaticas participan
dos o mds sustratos, con la formacion de varios productos. Des-
de el punto de vista cinético, en estos casos puede considerarse
que de los distintos sustratos solamente es uno el que limita el
proceso, de forma que los otros sustratos se encuentran en tales
concentraciones que no afectan a la velocidad de la reaccion.
De hecho, esto ocurre incluso en condiciones fisioldgicas, como
es el caso de la hidrolisis de una proteina, en la que los dos
sustratos son la proteina y el agua, con la formacién de dos
productos, que serian los dos péptidos que se forman. En este
caso es obvio que las moléculas de agua estdn en suficiente
concentracion, de forma que la velocidad de la reaccién serd
funcién tnicamente de la concentracion de la proteina.

De todas formas, en los casos en que determinada enzima ac-
tie sobre més de un sustrato, el orden en que tienen lugar los pa-
sos correspondientes puede ser una caracteristica importante del
mecanismo de la accién enzimatica. Este orden puede llevarse a
cabo de distintas formas; entre ellas, a titulo de ejemplo, puede
citarse la union aleatoria, en la que cualquiera de los sustratos
puede ser el primero en unirse a la enzima. Con frecuencia es
uno de los sustratos el que se une primero, y ello favorece la
union del siguiente. También puede llevarse a cabo una unién
ordenada, en la que uno de los sustratos debe ser el que se una
inicialmente a la enzima, y ello es preceptivo para que se una un
segundo sustrato.
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Se dan casos en los que la union del primer sustrato (S,)
requiere la formacion de un producto (P,), que se tiene que
liberar para que pueda entrar el segundo sustrato (S,), y ello
dé lugar a la formacion y liberacién de un segundo producto
(P,). Este tipo de reaccién enzimatica se denomina ping-pong.

El estudio de los inhibidores de la accién catalitica de las enzimas
permite profundizar en el mecanismo de la accién enzimatica.
Existen distintos tipos de inhibidores, pero de una forma general
la inhibicién enzimatica puede ser reversible o irreversible. En

% el primer caso, el inhibidor se une a la enzima de forma no co-
L valente, y su eliminacién hace que la enzima vuelva a realizar su

accidn catalitica con plena efectividad. En el caso de la inhibicién
irreversible, el inhibidor se une covalentemente a la enzima, que
queda incapacitada para llevar a cabo su accion catalitica.

Entre los inhibidores de accién reversible, aparte de dis-
tintos metabolitos que modulan la efectividad catalitica de
enzimas, hay numerosos farmacos cuya accién terapéutica
depende de este tipo de actuacion. A su vez, como ejemplos de
inhibicidn irreversible se encuentran las toxinas y determinados
venenos, los cuales pueden causar la muerte por inactivar de
forma permanente a determinadas enzimas.

4.6.1. Inhibicion reversible

Dentro de la inhibicién reversible, existen distintos mecanismos
por los que el inhibidor reduce la actividad enzimatica, y su ca-
racterizacion se realiza en funcion de la cinética de la reaccion.

4.6.1.1. Inhibicion competitiva

En este tipo de inhibicidn, el inhibidor (I) se une a la enzima
en el sitio de union del sustrato, bloqueando asi el acceso del
sustrato a ese sitio. La estructura de un inhibidor competitivo
caracteristico se asemeja a la del sustrato, de forma que tanto el
inhibidor como el sustrato compiten para unirse al sitio activo
de la enzima. La unién del inhibidor a la enzima para la for-
macion del complejo EI es un proceso dinamico, de forma que:

EI:ﬁEH (50)

y su constante de equilibrio (K) es:

Ki=w=£ (51)
(B k,

Realmente, el inhibidor competitivo actia disminuyendo el
numero de moléculas de enzima libre capaces de unir al sus-
trato en la formacion del complejo ES. Asi, como se representa
graficamente en la figura 4.9, se establecen unos equilibrios que
pueden describirse de la siguiente manera:

ky ks
E+S@ES—E+P
+ k,
|

ks Tk s
El
Un inhibidor competitivo y el sustrato ejercen efectos reci-

procos en la formacion de los complejos EI y ES. Asi, pues-
to que la formacién del complejo ES reduce la disponibilidad

Fig. 4.9 Inhibicion competitiva. El inhibidor (I) tiene una estructura que, al
menos parcialmente, recuerda a la del sustrato (S), de forma que ambos
pueden acoplarse al sitio activo de la enzima (E). De hecho, cuando el
inhibidor esta unido a la enzima, el sustrato no puede acoplarse al sitio
activo, mientras que cuando la enzima esta sin el inhibidor, el sustrato se
une a dicho sitio y es transformado en producto (P).

Sin inhibidor

Con inhibidor

Velocidad
<
:

K o (]

Fig. 4.10 Efecto de la presencia de un inhibidor competitivo en
la cinética de una enzima. En presencia del inhibidor se necesita mas
cantidad de sustrato para alcanzar laV__ , por lo que aumenta el valor de
la K, que se convierteen K__.

max*

de E libre, incrementos en la concentraciéon de S disminuyen
las posibilidades de formacién del complejo EI y viceversa. El
grado de incremento de la concentracidon del sustrato para
eliminar completamente el efecto de un inhibidor competitivo
de la misma enzima depende de la concentracion del inhibidor,
de su afinidad por la enzima (es decir, del valor de K) y de la
propia afinidad de la enzima por el sustrato (es decir, del valor
dela K ). Segun estas consideraciones, es facil entender que
en presencia del inhibidor competitivo, la enzima necesita
concentraciones mas altas de sustrato para alcanzarsu V__ , de
la forma que se representa en la figura 4.10. En este caso, resulta
quelaK_aumenta a un valor que se conoce como K_ aparente
(Kmap), cuyo valor es:

(1] (52)

Ky =K, | 142
K

i
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donde [I] es la concentracion del inhibidor y K. la constante de
inhibicidn, definida mas arriba en la ecuacién (51).

De esta forma, la ecuacién de Michaelis-Menten se con-
vierte en:

N
Igualmente, la representacion de Lineweaver-Burk para la

inhibicion competitiva viene dada por:

L Ky 1,1

v V. [V

méx

(53)

(54)

Desde un punto de vista practico, como se muestra en la
figura 4.11, la representacion de Lineweaver-Burk para la ciné-
tica de la enzima en presencia de un inhibidor competitivo da
lugar a una linea recta con mayor pendiente que la represen-
tacion en ausencia del inhibidor, que corta al eje de ordenadas
en el mismo sitio, pero que corta al eje de abscisas en un lugar
mas proximo del eje de coordenadas que la recta obtenida en
ausencia del inhibidor. Asi, como se indica en la figura 4.11,
ese punto en que la recta obtenida de la cinética en presencia
del inhibidor corresponde a —1/K .,y de igual forma, esta
constante también podria obtenerse del valor de la pendiente
de dicha recta.

4.6.1.2. Inhibicion no competitiva

En el caso de la inhibicién no competitiva, la unién del inhibi-
dor a la enzima no afecta a la unién del sustrato. De hecho, es
posible la formacién tanto de EI como de EIS, aunque en este
caso en que el inhibidor estd unido a la enzima, ésta disminuye
su eficacia, de forma que reduce el valor de su V__ , la cual se
convierteenla V__ aparente (Vméxap).

Los inhibidores no competitivos se unen a la enzima en
sitios distintos a los que se une el sustrato (fig. 4.12), y por lo
general tienen unas caracteristicas estructurales muy distintas
a las de éste.

De la forma mas sencilla, en la inhibicién no competitiva,
tanto la enzima libre (E) como la unida al inhibidor (EI) man-
tienen la misma afinidad por el sustrato, aunque la presencia
del inhibidor impide la formacién del producto.

Sin inhibidor

:
o]

Fig. 4.11 Representacion de los dobles inversos de Lineweaver-Burk
de la cinética enzimatica, en presencia de un inhibidor competitivo.

Fig. 4.12 Inhibicién no competitiva. El inhibidor (I) se une a la enzima
(E) en un sitio distinto al sitio activo de la enzima. La unién del inhibidor a la
enzima no impide que el sustrato (S) se pueda unir al sitio activo de la enzima
(es decir, se puede formar un complejo ESI), pero dicho sitio se distorsiona,
impidiendo la accién catalitica de la enzima. Esta accion, por tanto, tiene
lugar Unicamente cuando el sustrato se une a la enzima libre de inhibidor.

El diagrama de estas interacciones puede representarse asi:

E+S @ ES - E+P
¥ +
I I

N n
EI+S & EIS

A su vez, graficamente, la representacion directa de la
velocidad inicial frente a las concentraciones de sustrato en
presencia y en ausencia del inhibidor no competitivo es como
se representa en la figura 4.13. Esta representacion en presencia
del inhibidor corresponde a la siguiente modificacién de la
ecuacion de Michaelis-Menten:

V. [S
v = Vi 5] (55)
[SI+K,,
_ (1]
y puesto que Vinisap = Vinix / 1+? (56)

V=
[S]-(1+[I]J+Km-[l+mJ (57)
K, K,

A su vez, en la representacion de Lineweaver-Burk (figu-
ra 4.14), la presencia del inhibidor no competitivo hace que la
recta que representa la cinética de la enzima sea también mas
pendiente que en su ausencia, pero que corte al eje de ordenadas
en un valor superior, mientras que el corte al eje de abscisas lo
hace en el mismo sitio que en ausencia del inhibidor. Ello es
l6gico, dado que en presencia del inhibidor el valor dela V.
es inferior al dela V., con lo que su inverso (1/V,.,.) tiene un
valor superior. Sin embargo, en este caso, el valor dela K_ es
igual en presencia que en ausencia del inhibidor, por lo que el
valor de —1/K_ permanece inalterado.

Existen formas mas complejas de inhibicion no competitiva,
como ocurre cuando el inhibidor afecta a la afinidad aparente de
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Sin inhibidor

Velocidad

Con inhibidor

[S]

Fig. 4.13 Efecto de la presencia de un inhibidor no competitivo en la
cinética de una enzima. En estas condiciones disminuye la V__, porque la
enzima resulta menos eficiente cataliticamente en presencia del inhibidor
(actla como si hubiera menos moléculas de la enzima disponibles). Sin
embargo, el valor de la K se mantiene inalterado.

1 Con inhibidor

Sin Iinhibidor

0 1
™1

Fig. 4.14 Representacion de los dobles inversos de Lineweaver-Burk
de la cinética enzimatica, en presencia de un inhibidor no competitivo.

la enzima por el sustrato, e incluso hay inhibidores que mues-
tran caracteristicas de una mezcla de inhibicién competitiva y
no competitiva. En estos casos, las representaciones cinéticas
son distintas a las aqui comentadas, pero se escapa del propdsito
de este capitulo el analizarlas.

4.6.1.3. Otros tipos de inhibicion reversible

En la inhibicién acompetitiva, el inhibidor (I) se une sélo al
complejo enzima-sustrato (ES), dando lugar de forma reversible
a un complejo terminal (ESI), que no transforma el sustrato
en producto. En este caso, la presencia del inhibidor hace que
disminuyan tantola V__ comolaK .

También existe una inhibicion por sustrato, en la que las
enzimas se inhiben por concentraciones altas del propio sus-
trato. El proceso es complejo, e incluso se ha dado el caso de
que la enzima sea inhibida por uno de sus sustratos pero no
por el otro. El mecanismo por el que se produce este tipo de
inhibicion no se conoce completamente, y se ha propuesto
que en estos casos la enzima puede tener dos sitios de union al

sustrato: uno mas asequible a concentraciones bajas de sustrato,
que seria el sitio catalitico, y otro menos asequible, que seria el
de inhibicion, de forma que cuando es alcanzado por el sustrato
la enzima cambiaria de configuracion, haciendo que se inhiba.

4.6.2. Inhibicion irreversible

Algunos inhibidores se unen a las enzimas con gran afinidad,
de forma que el valor de la K, es extremadamente bajo (del
orden de 107 M o inferior). En estas condiciones, una parte
importante del inhibidor se encuentra asociado a la enzima
(EI), de forma que la concentracion del inhibidor libre llega a
ser dependiente de la concentracion de la enzima. La cinética
de estas interacciones es diferente de las ecuaciones analizadas
arriba, ya que se requiere incorporar en ellas la concentracion
de la enzima para poder calcular el valor de la K.

De una forma mas dréstica, algunos inhibidores actdan de
forma irreversible sobre la enzima, modificando su estructura.
Esta modificacién normalmente corresponde a la formacion o
la ruptura de enlaces covalentes con residuos de aminoacidos
que participan en la union del sustrato, en la accién catalitica
o en la propia conformacién funcional de la enzima. Dado que
estos cambios de enlaces covalentes son bastante estables, la
enzima permanece inhibida incluso tras eliminar el inhibidor
que quede en su entorno. Ejemplos de este tipo de inhibidores
son los metales pesados o los agentes acilantes. Otro ejemplo es
el acido clavulanico, generado por los cultivos de Streptomyces
clavuligerus, que es un inhibidor irreversible de las 3-lactamasas
generadas por diversas bacterias, el cual se utiliza solo o en
combinacién con determinados antibidticos para el tratamiento
de algunas infecciones.

Aungque la mayoria de las enzimas muestran una cinética hi-
perbdlica, del tipo de la que se ha descrito mas arriba (fig. 4.3),
que se ajusta a la ecuacién de Michaelis-Menten, hay también
enzimas que unen al sustrato cooperativamente, de forma and-
loga a como lo hace el oxigeno con la hemoglobina (v. cap. 33).
Estas enzimas se denominan enzimas alostéricas, del griego
allos, que significa “otro’, por estar reguladas por interacciones
no covalentes de determinados compuestos (ligandos) en sitios
distintos al sitio activo, denominados sitios alostéricos (o sitios
reguladores). Dichos ligandos se conocen como efectores o
moduladores, y pueden ser positivos (activadores) o negativos
(inhibidores). La unién de un ligando (incluido el propio sus-
trato) a la enzima puede tener lugar de forma cooperativa.
La cooperatividad se presenta en enzimas oligoméricas, for-
madas por varias subunidades (protdmeros) simétricas, que
interactian (o cooperan) entre si para facilitar o disminuir la
asequibilidad del ligando (sustrato o efectores) a sus respectivos
sitios activos o alostéricos. Asi pues, la unioén de un ligando a
un sitio alostérico afecta a la union del mismo o de otro ligando
(incluido el sustrato) a la enzima.

Las enzimas alostéricas pueden formar dos tipos de inte-
racciones: homotrépica y heterotrépica. La interacciéon homo-
tropica tiene lugar cuando un unico ligando influye o modula
positivamente la cooperatividad. El ejemplo mas sencillo es
cuando se trata del propio sustrato. En este caso, la enzima, que
al ser oligomérica presenta mas de un sitio de union al sustrato,
responde cuando hay un exceso de sustrato con un incremento
en su transformacion en el producto. El proceso implica que
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Fig. 4.15 Representacion de una cinética sigmoidea, caracteristica
de las enzimas alostéricas. En esta cinética, la concentracion de sustrato
que corresponde a la mitad de la velocidad maxima corresponde a K, .

la enzima presenta dos conformaciones que se encuentran en
equilibrio, de las que una puede considerarse activa y la otra
inactiva. La unién de una molécula de sustrato a uno de los si-
tios activos de la enzima modifica el equilibrio, desplazandolo a
la conformacion activa mediante la cooperacion positiva de las
subunidades. También puede existir una cooperacion negativa,
en cuyo caso la unién de una molécula del sustrato disminuye
la afinidad de la enzima por nuevas moléculas del mismo.

La interaccion heterotrépica tiene lugar cuando las dis-
tintas subunidades de la enzima disponen tanto de sitio activo
como alostérico, y el efecto de un determinado efector positivo
o0 negativo afecta a la unién de un ligando diferente, como es
el caso del propio sustrato. Hay también enzimas que mues-
tran simultdneamente interacciones tanto homotrdpicas como
heterotrdpicas.

Las enzimas que muestran una cooperatividad positiva en la
unioén del sustrato presentan una cinética sigmoidea cuando se
considera la relacion entre su velocidad inicial (v) y la concen-
tracion del sustrato [S], como se muestra en la figura 4.15 para
el caso de una interaccién homotropica. En este caso conviene
tener en cuenta varias caracteristicas:

El sustrato funciona como un modulador de la enzima, de for-
ma que la union del sustrato a un sitio de unién incrementa la
union del sustrato a otros sitios. Ello hace que cuando aumenta
la concentracion del sustrato se produzca un importante in-
cremento en la velocidad de la reaccién, lo cual da lugar a una
curva sigmoidea.

La concentracion del sustrato que corresponde a la mitad

de la velocidad méxima se denomina K, en vez de K .

La velocidad maxima (V__ ) se alcanza a una concentracién

elevada de sustrato, lo cual conlleva la saturacion del sitio

catalitico de la enzima.

La ecuacion que representa esta cinética sigmoidea es igual
ala ecuacion de Hill, originariamente derivada para describir la
interaccion cooperativa del oxigeno y la hemoglobina:

v
logv— =nlog[S]-logk' (58)
max v
donde K es una constante compleja. La representacion gra-
fica de log v/V_, - v frente a log[S] da lugar a una linea recta
(fig. 4.16), cuya pendiente (n) es el denominado coeficiente de
Hill. Este parametro es empirico, y su valor esta en funcion del

v

pendiente = n

-1 {
4 Ad 5
1095 log[S]
Fig.4.16 Representacion lineal de la ecuacion de Hill -ecuacion (58) en el
texto—, utilizada para cuantificar el valor de S, (que a veces se expresa como
K, ). el cual corresponde a la concentracién de sustrato que produce la mitad
de la velocidad maxima. En esta representacion también se puede medir el
grado de cooperatividad, que viene dado por la pendiente de la recta (n).

nuimero, del tipo e incluso de la fuerza de las interacciones de
los diferentes sitios de unién de la enzima para el sustrato. De
hecho, cuando el valor de n es 1, todos los sitios de unién se
comportan independientemente, y la cinética que se observa es
realmente la de Michaelis-Menten. Sin embargo, n es superior
a 1 cuando la enzima muestra una cooperatividad positiva; es
decir, cuando la unién del sustrato incrementa la afinidad de
los sitios para unir a mas sustrato. Asi, cuanto mas alto es el
valor de n, mayor es la cooperatividad de la enzima, y la curva
de la cinética directa (fig. 4.15) sera mas sigmoidea. A su vez,
en la representacion lineal (fig. 4.16), el valor 0 de la ordenada
corresponde a un valor de sustrato que se denomina S, el
cual corresponde a su concentraciéon cuando la velocidad de la
reaccion es la mitad de la velocidad méxima.

En el caso de las interacciones heterotrdpicas, la relacion
entre la velocidad inicial (v) y la concentracion del sustrato en
presencia o ausencia de algun efector positivo (activador) o
negativo (inhibidor) da lugar a una representaciéon como la que
se muestra en la figura 4.17. La enzima puede existir en dos es-
tados conformacionales (T o tenso y R o relajado), con diferente
afinidad a un ligando o con diferente efectividad catalitica.
Entre los ligandos de una enzima de estas caracteristicas se en-
cuentra el propio sustrato o un efector (activador o inhibidor),
capaz de desplazar el equilibrio T <> R. Asi, los inhibidores alosté-
ricos desplazan el equilibrio hacia la configuracioén o estado T,
mientras que los activadores lo desplazan hacia R (fig. 4.17).
Estos efectos se producen con cambio en los valores de K, sin
modificaciéon de la V__ . Asi pues, para una misma concen-
tracion del sustrato, la actividad de la enzima puede variar de
forma importante ante la presencia de determinados efectores.
Existen también enzimas alostéricas que modifican su V_, en
funcién de la presencia de algtn efector, sin modificar el valor
de suK .. Este tipo de modulacién es menos frecuente que los
casos comentados anteriormente.

Dentro de un determinado margen de fluctuaciones, las células
e incluso el conjunto de ellas que forman un organismo vivo,
se encuentran en un estado estacionario dindmico, en el que
la concentracion de la mayoria de sus moléculas se mantiene a
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Fig.4.17 Cinética heterotropica de una enzima alostérica. En ausencia de
activador (A) y del inhibidor (), la cinética de la enzima es sigmoidea. La pre-
sencia de un activador desplaza el sistema hacia la configuracién o estado R,
haciendo que la curva resulte menos sigmoidea, aproximandose incluso a una
cinética hiperbolica, caracteristica de las enzimas no alostéricas. Sin embargo,
la presencia de un inhibidor desplaza el sistema al estado T, en el que se
requieren mayores cantidades de sustrato para alcanzar la velocidad maxima.
Todo ello hace que se modifiquen los valores correspondientes de K .

una concentracion relativamente estable. A su vez, mientras que
todas las reacciones quimicas son practicamente reversibles, en
nuestro organismo el producto de cualquier reaccion es el sus-
trato de la siguiente. Ello hace que la mayoria de las reacciones
que se denominan reversibles por su comportamiento en el tubo
de ensayo, en nuestro organismo funcionen de forma irrever-
sible, estableciéndose un flujo unidireccional de metabolitos.

Aquellas reacciones que en una célula viva estan inter-
conectadas entre si constituyen una via metabdlica, la cual
normalmente incluye numerosas enzimas. Sin embargo, un
control eficaz de la via se realiza mediante la regulacién de un
escaso numero de enzimas. Por lo general, el control mas eficaz
se ejerce sobre la enzima que cataliza la denominada reaccién
o etapa limitante, la cual se puede identificar por una o varias
de las siguientes caracteristicas, que le diferencian del resto de
las reacciones de la via metabolica:

Normalmente esta catalizada por la enzima de la via que

presentala V. mas baja.

Esla reaccion que se encuentra mas desplazada del equilibrio.

Es frecuente que se encuentre proxima a una ramificacion

o encrucijada metabdlica.

Ademas de su control natural, puesto que las enzimas que
catalizan las reacciones limitantes controlan el flujo metabdlico
de la via, dichas enzimas constituyen una diana apropiada para
ser reguladas por fairmacos. Este es, por ejemplo, el caso de las
estatinas como inhibidoras de la 3-hidroximetil 3-glutaril CoA
reductasa, que es considerada la enzima que controla la reaccion
limitante de la sintesis de colesterol.

Existen varias formas de regulacién enzimatica, y aqui
vamos a describir las mds caracteristicas.

4.8.1. Regulaciéon enzimatica por cambio en la
cantidad de enzima (regulacion a largo plazo)
La actividad de una enzima depende, en primer lugar, de su
cantidad; es decir, de su concentracién o nimero de moléculas
de la enzima presentes. Esta cantidad es determinada por el
balance entre su sintesis y degradacion (fig. 4.18).

Degradacion Sintesis

Aminoacidos

Fig. 4.18 Esquema de la regulacién de la cantidad de enzima en
funcién del balance entre su sintesis y su degradacion.

La sintesis ribosomal de algunas enzimas esta controlada
por inductores, por sustratos caracteristicos y/