“tural de las proteinas ‘se-revela. de: inme-
" dlato por su peso molecular, mas “elevado

“en el Laboratorio,”y que fluctfa entre li-

5 i.brtranamente (Tabla 1) El peso mo- -

PROTEINASl (por veloc sedlmen)

_:Rrbonucleasa. A e 12 700
" Mioglobina ! - - 16800

“isoiénico.. En' efecto, el -peso de-las ‘par-
ticulas a menudo varia con las condicio-

o centrxfuga
A prlmera vista, el conocitniento de la
estructura intima de moléculas tan com-
‘plicadas puede. parecer una tarea, no solo

. dificil, sino 1mposxb1e Pero afortunada-

mente fa organ1zac1on de _estas moleculas

'esta basada. en un prmc1p10 de construc-
cién sencillo. Las proteinas estin consti- }

tuidas- por la- combinacién de unidades

pequefias que se juntan por sus extremos
formando una cadena lineal, recta o heli- -
coidal, o grupos de cadenas que se entre- -
lazan de una manera regular y ordenada. .-
~.Las umdades que forman estas cadenas

iferentes "con un. peso-moleculat que va- .
na entre 75 y 240 (exceptuando los ami- ..

Por el Dr J ULIO rCABELLO R

(Instltuto de Qulmlca Flslologlca- Unlvérsldad
E de Chlle) ‘

: La extraordmana complepdad estruc~

queel de- cualqulera molecula sintetizable . -

““mites: tan- ampllos como .8.000 para- ‘la , 'nas.
“ clupeina y :10.6000.000 para ‘el virus delr ‘

:“f‘achaparramlento del tomate, elegidos ar-.

PESO MOLECULAR DE ALGUNAS

. Proteina del - Bac tubercul 32 000
. Pepsina” .- - - :35000
LooImsulina o T 12 000
""Hcmoglobm .o . '63.600.
“Tokxina Diftérica -~ © = «-~77 -~ 74 000"
Seroglobulma. S ; - 176 000 -
‘Edestina .~ "’ -310 000. -
-Ureasa : S 480 000 -
~Hémotianina - ) "6 600 000 . .
" :.Vlrus del aohap de Tomate 10 600 000

. IEIecular de 1as protemas es el valor medlo:
: -i_”'que mamflestan disueltas en su . punto

. _-nes fisico qu1m1cas del medio, porque ..

L puedenl experimentar una diviién. reversi- . X

"ble en subunidades como ha demostrado,
Svedberg medlante el empleo de la ultra—.

jmero total de permutaciones posible es N

. via lactea es de 300.000 afios de luz'y que

‘16 ac1dos que cont1enen yodo y -que;exis-
‘ten_‘en: ciertas: proteinas: especializadas) 'y
_se unen mediante la 11gadura de los: gru
“pos. acidos o bisicos..de ‘cada unidad con
los giupos, opuestos de las unldades vec

I—Poszbzlzdades de Isomerza._",

La cantldad de ed1f1c1os moleculares
. que: pueden construirse vanando el nume:
‘rc” de estas unidades, su proporqon rela-
" tiva y la posicién que ocupan en el espa
_cio, es ilimitada.- La- .simple modificacié
“'de-la posicién de los-amino Acidosinflu-
", ye ndtablemente sobre las” propledades del
compuesto resultante Asr,,toma'hdo ‘o
mo ejemplo sencillo un - dipeptido,:las
propledades de’ 1a’ leucilglicina son entera-
‘mente diferentes de las que posee la. ghc'l
‘lepcina. Esto revela que. el dlStlntO arr
glo espacial .de las unidades const1tuye
tes de la molecula,‘da origen.a. compue
‘tos qulmlcos diferentes: y es una ‘pnmer
fuente de isomeria. El ndmero de isém
ros posibles puede determinarse aplican-.
do el cilculo de permutaciones. Si 1lama-
mos N el niimero.de unidades individpa
. les ‘que entran, en la combinacidn, el nd

. Si suponemos un polipeptido formad
- por 20 amino-4cidos-que no se replten en
" 1a“cadena, ‘el ntmero de diferentes isSme-
.ros que se pueden originar es: 201
‘24 % 10", cada uno de los cuales- contlen
" los mismos amino acidos en idéntica pro-
porcién y solo dlfxeren en su relac10n es-
> pacial..-

Si 1mag1namos ahora una- molecula al
go més complicada, como' una proteina
sencilla,  cén un peso molecular- 6500,
constituida por 50 unidades de 20 -cate-
_ gorias diversas, el nimero de permutacio:
_nes.e¢ 108, Para : apreciar la inmensa mag-
“nitud de este nimero, considérese que .la’
- distancia entré uno y otro extremo de: la

esta distancia expresada en A (=10-"mm
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es 10%2A. El ntmero. de jsémeros origi- -~ ga la formac1on dela molecula de una pro-" :
nados en los atreglos de posicién supera teina existente en algin ser vivo."En-agudo;
pues, con exceso las magnitudes que; hi- - contraste, cualqu1er orgamsmo que recibe”
perbohcamente se deniominan astrondmicas.. - del exterior .en proporciones, siempie varia--
- Hemos imaginado un caso sencillo y es- bles las umdades constructivas elementales
quematico. Las protemas reales estdn cons- - - de Ta proteina, posee la capac1dad de fabri
tituidas por: la asociacién de. centenares o . 'car un:ejemplar. defmldo y tnico durante.,
miles de amino acidos que al’ repetlrse dis- -, ~toda su vida. Existe pues‘una organizacién :
minuyen el.ndmero de permutaciones po-  de control maravillasa que realiza una sin- "
ibles, sin alterar su'orden de grandeza. No -~ tesis altamente selectiva en un punto de la -
entramos a conmderar otras. fuentes de 1so-"’, - célula donde, reunidas las condiciones ma--
merfa como los que provienen de la exis-*. - teriales y energéticas, -las: mlcromoleculas
tencia de diversos tipos de ligadura entre - aisladas.y desorlentadas son.forzadas a- ad-

os~amino #cidos, de las formas queto- “ 1 _quirir una estructura asociada, como si alli
‘endlicas, de las estructuras cicladas y de las . "existiera una.mattiz de construccidn extra-
cnflguraaones internas’ de 1a molecula o ordmarlamente fina en la cual se depositan
" " ““en una ordenacién constante las umidades
}—Smteszs bzologzca selectiva de czertos " Constitutivas de la moléciila y se produce

isémeros, - :  la soldadura de sus partes. ,
El namero- de isémeros a. que pugde dat. R : TR
‘margen solamente la colocacién espacial de” «> -',3,+_Enlace dé- ‘los ammoac:dos.‘,fr, O
‘las diferentes clases de amino 4cidos en la - :

‘adena peptidica es, por. la tanto, incalcu-  © 3) Ltgamen peptzdlco —Exammemos
able:; . - .. ahora ‘1a constitucién de estas formas es-
Frente a este hecho hay otro que es, en . -cogidas-que son las proteinas naturales.
ealidad, :sorprendente. La célula viva fa- . 7 Tos estudios realizados sobre la ligadura
rica uno solo de estos pos1b1es isémeros: -~ . de los amino 4cidos han puesto en. eviden-

De las infinitas permutacxone& posxbles, es- cia’ que se unen entre si por:la cgndensa-
oge una que continta reproduciendo a fo.  ci6n ‘del grupo acido de-una molécula con
argo ‘de toda su -actividad ‘metabdlica. " el grupo basico de la molécula adyacente.
Efecttia, de este modo, una seleccién cuya - . Confirmando. las opiniones adelantadas en -

‘realizacién “in yitro” parece inconcebible. 1902 por Fisher vy Hofmeister, 'se ha de-
Si colocamos en un matraz 50 u. de amino “mostrado que el principal vinculo entre los -
Acidos de 20 especies diferentes y pudiéra- - amino. ac1dos ‘es la- ligadura peptidica —
mos combinarlos creando las condiciones = NH—C—0 (Flgura 1). Los hechos
ataliticas y energéticas adecuadas, es de la . expenmenta}es que lo afirman son, .entre’
mas alta improbabilidad, a la luz de nues- otros, los s1gu1entes 1) En la molécuta -

‘tras ideas actuales, que 2lglin dia sobreven- -~ intacta existe un numero reducido de.gru- -~

NHCHCONHCHCOOH . .

Fig. 1.—Unién peptidica -
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pos. NH;» y: COOH La h1drohsls de 1a CLse presentan con na frecuenc1a excepc1onal.,
proteina pone en‘ Tlibertad un gran nimero = Estas uniones son de carécter ciclico. Entr
“de estos grupos en cantidad casi equlvalen— *  ellas'se ha postulado por Abderhalden’
“te, de lo que se.desprende que estos grupos '_funlon anhidrido derivada de la condénsa
se encontraban ocultos unidos por una li-- -, c¢ién de'2 amino 4cidos-con. ehmmacw d
‘gadura’ que* rompid el agente hidrolitico.. . " -2 moléculas’ de agia ‘provenientes ‘d
©2) La hidrolisi§ parcial de las proteinas ha grupos COOH y NH,, con':formacién: d
permitido- aislar numerosos peptidos, que " una amida ciclica llamadadiqueto pipera;
se-han sintetizado posteriormente median- \ -.zina y de los. c1c10pept1dos correspondie

-

te la-soldadura peptidica. 3) Algunos en- . - tes (Figura 2). Aun cuando productos d
Zimos.. proteoliticos, = atacan  también la 7 esta naturaleza no se han reconocido en’
~unidén- peptldlca de los’ peptxdos sintéticos - degradacién’.de las proteinas naturales

'y, pueden efectuar reversiblemente la smte~' . han encontrado, ‘sin - embargo, estrirctura
“sis-de esta unidn, si se les entregan los arm-.,"_’. ciclopeptidicas en algunas toxmas bacteria:
-no Acidos.adecuados y la energia necesaria. .- Nas (gramicidina S, tirocidina). '-
).:La reaccién del biuret; demostrativa del. . Bergmann postula como Abderhalden;
‘grupo NH-CO es positiva para las protei- ~ una estfuctura proteica a base de anillos p
nas.y su intensidad sigue un curso descen- . _perazinicos unidos_ por fuerzas.de valenc1a
“dente a’ medlda qiie-avanza la h1dr011s1s de i latentes, pero elaborando: mas esta doctn-
.la protema. SO .~ na, bhace intervenir a los’ hidroxi-amino-
©7b): Otros ltgamenes -—-Aun cuando se . . 4cidos que provocando nuevas condensac1
: acepta ‘hoy dia, en forma uninime, que la=  nes intramoleculares: dan origen .a forma
- unién peptidica es la- argamasa fundamen- - - epimeras, susceptlbles de pohmerlzaao
~tal y predommante para la agtegacion de . ’productos cuyas propiedades fisicas ‘y 'q {-
;los amino 4cidos en:la molécula proteica, . . micag se asemejan. a las de las ptotemas
ex1sten .otros tlpOS de unidn mas raros que' . (Flgura 3) ~ ;

(SN

‘Fig. _A ‘—Umon por anhldnzation

. Ho- CIMN (= CHz._ R
CHs CH—N= C- oH - Forma lso

v

2

..c _.N-—c ca;

A 1
"H C_H NH co . Form AHo

. Fig. " 3: -—Eplmeros ‘de la alaml serma

)
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Basindose ‘en la’ observacién de que la .

to. una hlpotesm que asigna a las estructu-
ras plrrohcas un papel decisivo en la agru-
pac10n de los amino ac1dos en la molecula
protelca (Flgura 4) .

- Fig. ~,'4-.’-_A'sociaci6n pirrélica. .

Fmalmente, un esquema COIIStltllthO de

s cadenas peptidicas . uniones entre ele-

accién del calor y de reactivos especiales so- [
bre las proteinas y. algunos amino 4ci-. -
dos, como el icido glutdmico, ‘da lugar a -
bases pirrdlicas y otros compuestos hetero- . ..
c1c11cos Tronsegaard (1944) ha propues-

NH y CO.de la unién peptidica, produ-
ciéndose 1a migracién del H: del NH al CO
-con cierre de un_ciclo y- enolizacién del gru-

. mando redes o mallas que serian el punto
" de partlda de estructuras c1c1011cas comph—
‘ ._cadas

-cas de’ unién. démuestra qiie,” sin -excluir
la pOblbllldad de que existan en la molé-
. cula proteica-agrupaciones del tipo: ‘de las
~diquetopiperazinas o de las bases' pirréli-

~"incompatible ¢on Ias. propiedades dpticas,
¢ quimicas 'y bloqulmlcas de las ‘proteinas
= naturales. o o e

. que permltman edificar totalmente la mo-
lécula de proteina, su ex1stenc1a puede con-
“'siderarse descartada por. razones: estéricas;
_ya que las dimensiones de sus mallas no
_ofrecen espac1o para la‘ ubicacién  de cade-
, nas-laterales. més voluminosas que las de la
- _gghcocola
. ticas que., demuestran la 1mp051b111dad de -
. esta unién hipotética. - o

s -amplios alcances es el propuesto por .
Dorothy . Wrinch " (1936). Existirfan en” “una asociacién en' cadenas ' polipeptidas
-alargadas,” dispuestas ‘en zig-zag, cadenas
mentos de una misma“tadena con forma--

én, de cicloles (Figura 5). El elemento :

Fig. “S.~Fo%rﬁaeié,p‘&é‘ un(ciclo_i

fundamental seria un hetagono abxerto en
cuyos extremos se encuentran. los. grupos

po CO. Estos hexagonos se agmparlan for-

"El ex*amen critico” de estas fox‘mas c1c11

cas, $olo pueden presentarSe COmO estructu-
ras no ordinarias en’ puntos excepcionales
de 1a molécula: Una mayor frecuencia es

“En cuanto a las formaC1ones c1¢1011cas

y alanina, y por razones energé-:

De' cuanto se ha- expuesto puede ‘con-

; luirse, por lo tanto, que el tipo fundamen?

tal de enlace entre los amino ac1dos es.la-’
unidén- peptldlca.; Esta-uni6n: :da origen’ a

que son, en filtimo término, el material de
construccién de las moléculas proteicas.

il




EsTRUCTURA INTERNA DE LAS PROTEiNAs

D———Otdenac:on perzodtca de los amino’
_dcidos., o

'Segun la op1n1on de Bergmann y Nle-
“localizados en un orden regular y constan-
¢ 'te, apareciendo a intervalos periédicos den-

f,tro de la cadena ‘peptidica. Las propledades
~“quimicas y bioldgicas de una proteina de-

“en la:cadena peptidica. .. .
> Desarrollando estas ideas,’ deducen algu—
 “mias’reglas numéricas que. permiten, como-

“mero de residuos que entran-en la eompo-

{
*x \,
-_l"l

oM a3
*""E'x.v"‘AW‘ — 400
MW %

L Tabla 2 —-Reglas sobre la. perxodlcldad de Ios

ammo—acxdos 5

F' frecuencxa de un aming acldo md1v1dual
TN numero “de un amino 4cido individual
Nt: nfimero total de amino Acidos

i AW : . peso molecular medio de todos los ammo Aci-

" dos en el hidrolizado de protema.l

MW peso molecular del amino icido individual
" .%: porcentaje del amino 4cido en el hldroh-
" - zado .

. rfxt1cado st embargo,. la exceswa amph

-facilmente a la hipdtesis los datos’ dlspev
- s0s. Y. todavia poco precmos que.suministr
-/ la’ investigacién’ qu1m1co -analitica’ delas.

~mann, los amino icidos se encontranan:‘ ,
- ~.proteinas.

' tsmna) de algunos pol1pept1dos cuya- co

©.titucién conecuerda con la’ ubicacién e

"pendenan, en Gltimo .anélisis, de la- fre-'
«cuencia con’que cada-amino ac1do se replte :

“teinas dan ‘por hidrolisis. parc1al pohpeptl
‘dos varlados gue:no sugleren Ia ex1sten
~-de tal estructura perrodma. R

. cienda.la proporcién relativa- de los- amino*
‘acidos y su peso molecular medio, calcular- -
_¢l peso, molecular de la _proteina y el nd-"

v sxc1on de’ cada molecula (Tabla 2) Se ha» -
. tanto, generalizarse ni ser considerada’ co

“tidica. .La p031b111dad de averiguar la:se
* cuencia de los amina ‘icidos en las proteL
~ casi 1nsuperab1e. La- mayona de. las inves

. tigaciones analiticas sug1ere una dlStrle

‘~/c1on heter_ogenea de los ammo acxdo

5 ——Gonstz;;uczon de las cadenas

“cula de proteina, estin constituidas por un

" cadas en un mismo planoy y por cadenas
*laterales breves formadas por los residuos’

~ la ‘porcién restante’ después de excluir el

tud de estas reglas queé permiten. acomoda

Los apoyos expenmentales de esta’ teor
residen’ en el aislamiento a partir de” “‘ciertas’
ptotemas ‘(gelatina, fibroina, elastma ca

amino -cidos sugerida por el analisis qui
mico, a la luz de la teoria de.la’ orde.nacio
-periddica. Sin embargo, muchas otras.pro

A pesar ‘de algunas confirmaaones ex
perimentales, esta teorfa no- puede, ‘por

mo una'imagen réalmente representatwa

Io que sucede a lo largo de una cadena pe;

nas de un ‘orden mas elevado es una tare

polzpeptzdzcas

Las cadenas pol1pept1d1cas que son las:
subumdades de que se construye.la molé

espina dorsal formada por las uniones pep
tidicas'y el Cc de cadz amino 4cido, :que
tiene una disposicidén en zig-zag debido-a
que las valenc1as del carbono no estan ‘ubi

de los diferentes amino-icidos, (es decu"

C« y los grupos NH, y COOH) que al
ternan regularmente en un plano perpen
d1cu1ar al EJe de Ia cadena (Flgura 6)

.‘_-~
7A

PR

e [

23§ A ———nt

Ma . oNRN €O CH R
‘?\co/“ ‘\\cn/ : \*\ I \co/ \CH/

R:‘ - ‘;'.

. Fig. 6—Cadena polipeptidica-de la fibrofna
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bLa naturaleza -de estos re31duos tlene‘f
gran 1mportanc1a para exphcar algunas
prop1edades fisico quimicas, como. el ca-

en ‘estar reducidas a un itomo de H (gli~
cocola) o tener -una estructura alifitica o
ciclica.-Las -cadenas alifdticas pueden ser
»réctllmeas o ramificadas y contienen 1 a ‘4
tomos de C (alanina, valina, leucina, iso-

ldlarina y tirosina), indélicas . (triptofa-

0)" imidazélicas (histidina) 0 plrrohcas
(prolina e h1drox1prolma) ‘

’»Iecula formada. -por 4cidos miono amino
uraleza «estian " situados solamente en. los.
tro de la’ cadena cuando la molécula con-
Se admite que los residuos de un caric-'
e’la cadena y los residuos de carcter qui-
ico diferente en el lado opuesto. Asi, los
esiduos polares NHa, COOH, OH y SH
mnos reactivos no polares de tipo hidrocar-
buro en el otro. De.este modo las cadenas
"polipeptidi‘cas poseen dos superficies de na-

‘tfia la.adsorcién de las proteinas tanto en

on hidrosolubles) como en las -supetficies
ipoideas (los grupos no polares son lipo-,

formando fibras semlcnstahnas

~

.——F‘orma de las caderias peptfdicas.’

-,generalmente como bandas o ‘cintas exten-
. ‘didas en ‘un plano y de disposicién ziza~
’gueante Esta representycién es suficiente-

“no esti en conflicto con las medidas expe-
rimentales. Ademiis de esta configuracién,

~minando Ia estructura cristalina de amino

"nes y otros parametros, descrlbre
”figuraciones - helicoidales - que - ¢u:

racter ‘polar iy la hidratacién de las protei- - . condicidn. de que . estas medidas-sean qu

nas.,Estos residuos o cadenas laterales pue- - - valentes a 135 determmadas o

o NH formen una umon H.: (,Flgura_?
" “primer tipo-de. representac1on es I

' por vuelta) que existiria en la. ocqueratma,
“.miosina, coldgeno, hemoglobind; y ‘el se-
~gundo es 1a espiral de 5 residuos (que.con

~tiene 5,1 residuos_ por ‘vuelta) ¥ existiria’
en la:miosina y. queratlna supercontra1das. .
Estas representac1ones refleJan con mayor

leucina) . Las ciclicas son bencénicas (feni- - -

: Esytas cadenas “laterales pueden tener un
caracter catidnico o amomco En una mo- PR

ono’ carboxilicos, los grupos de esta’ na-
xtremos, pero existen también en el cen-
ienen .4cidos diaminados o dicarboxilicos..

et qitimico simildr se presentan en un lade .
e proyectan en un lado y qu residuos me-

uraleza quimica diferente. Esto explica-...

as ‘superficies. acuosas (Ios grupos polares

:solubles) y Ila orientacién de las cadenas - »

Las cadenas pohpept1d1cas se descrlben :

mente satisfactoria para fines. practicos y

Pauling, Corey y Branson (1951), ‘deter- . - -

. Acidos’ Y peptidos para establecer las distan-~ - |

. n ,,,los ‘com

de 3 - residuds (que contiene 3 7

Fig.- 7'—Dimen51ones dela cadena. e
pollpeptldlca

i
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: reahsmo Ia verdadera conf1gurac1on de las

‘cadenas peptldrcas naturales (Figura 8).

Fzg 8 —-ModeIOS de cadenas pept1d1cas esplraLes

7-—Asoczaczon de Tas cadenas polzpeptz-
dzcas. Proteinas fzbrosas y globulares.

Estas cadenas se .retnen p'ara formar la
‘molécula de protéina. De acuerdo con la

" disposicién de tales cadenas en el espacio, . "
. desde las 1nvest1gac10nes de Astbury, se -

dlstmguen dos tipos de protemas flbrosas

y globulares. :

~Las proteinas 'fibrosas estin  constitui-
~das pot largas cadenas reunidas en para-
' lelo y asociadas por’ uniones transversales
. originadas en los grupos activos de los re-
siduos laterales. El paralelismo de estas ca-
" denas confiere a log diferentes amino Aci-
dos que las constxtuyen una ordenac1on re-

‘gular gue explica- su-aparfencia, semictista

-7c1on de los rayos X"

" tendengia a -asociarse 'y formar eStruCturas
~de gran tamaiflo.

© agua forman parte: de estructuras rigidas

.mun de estas proteinas essu elast1c1dad ‘que
- se atribuye a la contraccidon y estxramxento
naturac10n.
.mas compleja, ‘estan conStltuldas por; ca

" gitudinalmente, - sino gue se-enrollan .o
‘doblan creandose uniones ertre partes. de

" centes, que estabilizan su forma plegada.
“forma simétrica, cilindrica o elipsoidal; po

~esta causa sofi méviles, no tienden a aso
clarse y poseen poca viscosidad. Se encuen-

- hol. Su estructura interna.es complicada iy

"-des que’ intervienen en su composicién, so
- bre 1o cual nos informan las determinacio:

) interna que se¢ refiere'a la orientacidn, -po—
_sicién y tablcamlento de-las’ cadenas pept1

v

lina en las imagenes obtemdas por”, dlfrac-

Las moléculas f1brosas son largas y.as
mﬂtrlcas el eje principal es a lo menos 30
veces mayor que 10s’dos ejes. menores: Esta
forma las hace . poco ‘méviles y altamente
viscosas; por la misma causa. tiengn-gran

Algunas proteinas | fibrosas 1nsolub ¢s en
(qeratina, coldgeno, seda, lana) otras,

solubles,  integran - ‘estructuras mov1les~‘
-(mtosina, f1br1nogeno) Un._caracter :co-

de las cadenas. Es también caracterlstxca su
¢stabilidad. que las’ hace resmtentes alad

Las- proteinas globulares, de armadura

denas peptidicas que no se extienden :lon-

una misma cadena’ y con las cadenas ady

Sus moléculas son pequefios’ glébulos. de

tran de preferencia en los liquidos: del or-
ganismo; son solubles en agua y en alc

no aparece cristalina al' examen por rayo
X. Son denaturadas facilmente por leves
modlf\caqones de su ambiente. Pertenecen
a esta categoria, las albGminas; globulinas
histonas y algunas protemas vegetales
(prolammas y glutelmas)

¥

‘8. ——Confzguraczon mterzor a’e la molecula
de protema.

Para caracterizar una proteina no essu
ficiente conocer su peso’ molecular, las di
mensiones y forma anatdmica externa d
la moléctila, ni la naturaleza de las unida-"

nes de la quimica'y fisico-quintica. Es:ne:
cesario ademads, condcer su confxguraaon
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dicas’que; estiradas o. contraidas, plegadas

molécula proteica. Esta estructura conflere

tirtas.

te labiles y. pierden comfacdldad sus carac-

‘estabilizan la confxguramon molecular
——Estructura de las protemas ftbrosas.
interna de las. proteinas? - .

-La respuesta mis clara.puede darse exa—
estrucutra regular es casi cristalina.

ala fibroina.de la seda, demostraron que

.>.0.

\

o-enrolladas - forman " la~ armadura ‘de la

u especifidad a las. proteinas. y explica por -
jué proteinas de composicion quimica se- .’
nejante, constituidas por los mismos ami-’

no 4cidos en proporcién més o-menos idén-.
tica, tienen sin embargo, propiedades fisi-
‘cas; quimicas y. blologxcas enteramente- d1s-';;_

Las protemas requleren ser tratadas con
gfan delicadeza porque son extremadamen-

teristicas individuales especificas. Sera por :

1o tanto de mucho interés conocer también
la naturaleza y magnitud de las fuerzas que -

iQué sabemos respecto a la estructura

minando algunas proteinas fibrosas cuya - -
*Los estudios de Meyer y- Mark relatlvo., a

u’ molecula estd formada por cadenas rec-
,t111neas sobre cuya espiria dorsal se proyec—

“de'la. ocqueratma y del colageno, en. que.
.cada cadena — cuya esplpa ‘dorsal ¥ resx-_,
~duos laterales se disponen como en el caso
“anterior *— se contraé formando - bucles".
_hexagonales incompletos. En estas molé-
.culas aparecen ligaduras entre potciones.de

- -de la queratina y de} coldgeno en cuyos ex-.
“tremos se ‘afrontan los ‘grupos CO y NH
ciclo no piperazinico y produc1endose una

'f"’e‘ctremos de tales >cadenas ‘permite. hasta
triplicar su longitud original, por roturas,

. convirtiéndose la estructura « en B quera-
\,tma (Figura 9) [ Las cadenas del colageno

- Fig.. 9.—Reajuste melecular por elongacion de la _ijuéfa.{ihé..' .

" tan alternadamente los residuos a cada la- -~
_do. de la cadena. Estas cadenas alargadas'
1o han sufrido deformacién, lo que se atri-
"buye a la ausenc1a de, cadenas laterales m--

‘ma existente en un cabello totalmente es-.
tirado. "

portantes. o
Una estr.uctura 1gua1mente sencdla ‘se
encuentra. en' la . queratina que es la for-

Algo mas’ elaborada, es la conf1gurac1on

una misma: cadena. Los hexagonos abiertos
de dos amino ‘Acidos se cierran’por una’'m
gracién del H-del NH al CO, credndose un -
forma ‘endlica. La traccidn. aphcada en los’

de las-uniones y desaparicién de los ciclos,

. son apenas. exten31b1es. _

v
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terales. d.as uniones se establecen a través
de los grupos dithio S-S de la cistina, que

sos. eslabones; entre las func1ones basicas

de una cadena yla funcién alcohol de otra-

“una func1on eter-oxido. Fifalmente, se for- -

os NH y CO de dos cadenas contiguas
ue . se- enfrentan- por migracidén alternatlva

:atomo de C.

Globulares.

»

no. dan una informacién definida.

: dlmensmnes de estas moléculas indican la
imposibilidad de que las cadenas de amino
_4cidos se encuentren estiradas. Para ajus-
- tarse al volumen molecular conocido las
. cadenas peptidicas deben estar plegadas o
enrolladas.
ser Uno cualqulera arbitrario, pues en tal

- -que presentan las proteinas homélogas’ de.
diversas especies, sino que debe ser alta-

“.do por fuerzas de unidén adicionales inter-
atémicas que estabilizan la arquitectura in-

traccién de. las cadenas. :
-La fragilidad de esta estructura permite
,venfxcar su estudlo solamente aplicando

... procesos. quimicos de gran suavidad. Otras
) ~ herramientas ttiles para atacar este proble-"

" 'ma son -los métodos basados en la absor-

?des eléctricas y el anélisis’ termodinamico.
La facilidad con que se provoca el colapso
'de 1a estructura-interna revela la naturaleza

,La asociacién de las. cadenas paralelas de_ .
“estas proteinas se efectiia por intermedio de-
los grupos funcionales de los residuos la- -

abunda en la queratina y forman podero-_

i “catiénicas  HaN-- y las’ func1ones icidas ’
‘anidnicas COO—; entre un grupo COOH

cadena vecina dando una. ligadura de tipo -
~ebter, o entré dos grupps OH produciendo

ma una unién coordinativa entre los gru- -
';‘ : ’pas monomoleculares en-las interfases.: L,

resonante del H:entre el dtomo de N'y el E

10 —EStructura Interna de las Pt‘otemas RO

. La estructura interna - de las protemas"
tglobulares es mucho mis complu:ada y me-
rios' conocida.- Los ‘diagramas.-de rayos X -

Los datos relatlvos al peso molecular’ y% o
. Pero no solo 1a forma

;Tal  enrollamiento no puede~

»-caso no- existirfan las marcadas diferencias’
<. -.mente-definido y caractenstlco y mantem—'

.terior de las moléculas basada en la con—_

cién. de la luz, la medida de las propleda-,- ¢ . ‘mero de estos grupos corresponde al N.° deé
- "con cierta seguridad por la cantidad -ds

‘débil de las fuerzas que la mantienen. Seri. ‘:‘
: esta estructura, por lo tanto, la primera en

sufnr el 1rnpacto de Ios agen;es f1s1cos qul-
' mico o blologlcos que .. mod1f1can -el“am=

forma de la° molécula’ y con‘enrle sus m:
nifestaciones. espec1f1cas, sostemendo una
estructura cuya rigidez mno se altera’ ‘cuando
*la proteina se cristaliza, se disuelve en’agua
o se precipita-por adi¢ién de sales.

“La-.gran labilidad de esta.organizacién
queda demostrada, ademds; por la tende:
"cia delas proteinas globulares a formar ¢

formacién de. estas peliculas: dilatadas:no
: seria pos1b1e si las- moléculas de proteinas
+ fueran redes tr1d1men51onales ‘con ~sdlidas
ataduras” transversales como las que cot
“ponen las resinas sintéticas. “La facilida
-con que las proteinas se extienden enla s
perf1c1e del agua demuestra quelas’ moléc
. las consisten en largas cadenas unidimen
* sionales o en mallas bidimensionalés“de c:
- depas,” que estin plegadas..de-acuerdo:;
’.um orden regular; y. no ¢h una masa
"denas 1ntr1ncadas e trregularmente
‘dadas.

d1mens1o s de
la molécula proteica dependen de la estruc-
tura plegada de las-cadenas. Las propled
des quimicas se alteran también en un. sis-
tema de” esta clase por la formacién de
_puentes entre cadenas paralelas, hecho g
" ilustra-la. qu1m1ca de las macromoléculas
por la comparacién de las propledadea dis
miles del . caucho nativo y "del caucho vul
‘ camzado.

] a) Nwﬁero de cadenas peptzdzcas en la
molecula,: :

EI ndmero de cadenas gue mtegran uha
molecula de protema puede -determinarse-
_ por métodos. quimicos. Supomendo que las
~cadenas estén- abjertas. y que tengan 2’ex-
~ tremos terminales libres ‘ocupados por un
b gtupo COOH vy por un grupo NH,, el n

-cadenas-y puede determinarse teSricament:

4cido o -de Alcali con que la: proteina se
‘combina. Pero la titulacidn electrométrica
- no da.una idea precisa por 2 razonesx'l)
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1Urupos COOH y.NH. libres- terminales,
existen en. la cadena otros grupos similares
libres que previenen de los dcidos diamina-
dos ¥ dicarboxilicos. La determinacién in-

4cidas.y bésicas tituladas’ electrometiica-

quimico.-

quier. otro procedimiento de medida de los

la molécula de edestina estid formada por 6

bumina.por 5y la insulina por 18.

un compuesto qulmlco sustltuyente ¥ reco-
nocetlos en los productos de hidrolisis: Es-
te método. permite ademés identificar a los

la“cadena. .
< El procedlmlento de Sanger ¥y Porter
‘para matcar el grupo NHo,. consiste en al-

‘trobenceno. Las N-dinitrofenil proteinas
de color amarillo se separan por, cromato-

-han encontradé en la hemoglobina de ca-
ballo 6 grupos NH; terminales provenien-
tes de 6 moléculas de valina. En la insu-

:-por sub unidad de peso 12.000. Se encuen-
“tran ademas en estos hidrolizados los de-
- tivados dinitrofenilados de-la lisina;
Estos resultados han permitido estable-
cet que’estas moléculas no consisten en una

-.da sobre si misma, sino en cadenas milti-

- ples ligadas por uniones cistina o otras.
Los grupos COOH terminales pueden

fporque 1as curvas de txtulacxon no. den un
spunto findl neto:;2) porque ademas de los o

“La misma obJec1on puede hacerse a rual-

reconocerse por su eapacidad de condensar-

se con el ‘tiocianato dando lugar a tiohi- -

. dantoinas en los productos de hidrolisis, -

real}tic’)n, que no se_produce con los grupds
. . . A .

dependiente de los icidos aminados: porta- - ’
dores-de estos grupos no terminales permi- -
te. dediicirlos de la cifra total de funciones -

mente ‘pero esta sujeta 2 los errores consi- -
derables que’ afectan esta rama del. anal1s1s S

srupos NHz y COOH. El mimero de ca-" . -
denas que posee 1a molécula es generalmen-' '
te-pequefio. Chibnall ha mostrado asi que”

cadenas, la B lactoglobulina-por 9, 1a oval—._~

amino “dcidos situados en los extrefnos de .
quilar las proteinas con 1. fluor 2.4 dini-

se_hidrolizan, los ‘4cidos difenilaminados’

‘lina se han encontrado 2 mc_)leculas de di- -
- nitrofenilglicina y 2 de nitrofenilalanina’

““sola cadena peptidica doblada o enrolla- -

’ "1T11C0

' .b) Grupos ftznczonales ocultos.;

* rosos -grupos funcionales que puéden reco=
" nocerse por reacciones particulares: los gru-;

‘nos OH, los anillos bencénico -y fendlico,

el grupo guanidina, el heterociclo ‘imida
* zol, etc. Los resultados-obtenidps’ aphcan-
~do estos reactivos a:moléculas.de proteina -
;mvelan gue son muy pocos los ‘que se en- "
~ cuentran libres o-accesibles; la mayor pro- -

‘porc1on se. encuenitra oculta entre los phe—
- gues de_ la cadena, ‘inaccesibles a sus reacti-

Ko

= las cadenas

.Un método méis preciso. para establecer
el nimero de grupos NH: y COOH  ter- -

E c) Ext encra de czclos y ramzfzcaczones.
mmales cons1ste en marcarjos por medxo de '

‘priori nada: pareceria indicarlo. Pero los he-"
“thos experimentales indican ‘que es esa la’*

~durante la denaturacién lo’ que constituye -

(5 y y de 1os écidos aspértic,o-”.b!_.}ght’;ié

En las moleculas de protema hay nume

VOos espec1f1cos Solamente se exterlonzan,

1:na nueva demostracwn de la plegadura de‘ :

AES 51ernpre aplanada v hneal Ia forma'

‘de la caderia peptidica,-sea que s¢ encuentre. . -

extendida o doblada sobre si misma? A~

forma predominante. Existe naturalmente

~ la posibilidad - de ‘que los amino &cidos se

grafia de particién en papel. De este modo . -

engarzen de una manera diferente forman- "

~do ciclos de diverso tamaifio como han su-.
~ * gerido Abderhalden con su’ d1quet0p1pera- :
“zinas y Wrinch con sus cicloles. Incluso se

han éncontrado estructuras c1c11cas encier- i

tos polipeptidos naturales como la grami-"

cidina. y tirocidina. Sin embargo, tales ani-" -

‘1los deben 'consideratse como estructuras .- .

excépcidnales ya que su existencia habitual
serfa incompatible con las- propiedades op-‘

‘ticas y las exigencias estéricas. E

De igual manera, es también poco pro- "

- bable la existencia en la cadend peptidica

‘de ramificaciones importantes que den ori-"

gen a cadenas secundarias que al unirse con
otras cadenas formen anillos rigidos de

.mayor amplitud. Tales ramificaciones pue- -
‘den existir también a titulo ocasional y~
pueden originarse a partir de la cistina, del

grupo - - COOH del icido glutimice y -«
del grupo carbamino de la glutamina, co- . ..
mo se ha sefialado para explicar algunas :
propiedades de la gelatina y del coligeno.
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g Pero, como los c1clos estas ramxficacxo-

~acuerdo con Ias med1das flSlCO qu1m1cas

(d) Naturaleza y fuerza de las umones que
EI replregue sostenldo de Ias cadenas po-

a fuertes uniones quimicas, sifto a fuerzas
“electrostaticas débiles,

‘cian las cadenas’ préximas. -
‘ Desempenan un. papel 1mportante los

phegues de la cadena o eritre dos cadenas..

“de los" 4cidos aspartico y glutimico, y los
© arginina tienden, entre los pliegues de la

cadena o entre cadenas vecinas, puentes sa-
- linos de caricter sélido.

e Th :‘Hi

e

nés.no son una formacién dominante yla®
“cadena peptld:ca tiene la forma de una cin--
ta, recta o helicoidal, estirada o plegada, de”

mantzenen Ia plegadara de las cadenas.

lipeptidicas de las -moléculas: no es debido.
de. origen i6nico o

polar, que’ estabilizan’ los phegues yx aso- -

; nlaces que se establecen. por intermedio-de -
los grupos dithio de Ia cistina ~que. le per- .-
“miten- anclar - gor -sus extremos entre dos”’

-Los grupos idnicos positivos y- negati-
‘ ‘VOS se' vinculan por su atraccién electros- -
«tatica. Los grupos. COOH que provienen

\grupos NH, de Ia lisina y guanido de la" -

LM 0 Hoo R 0
AN N
H o :ery_”. H H

Fig. 10:—Unién Hidrégé'no» entre cadénas paraylke.las.r' ‘

.. Los grupos polares se-atraen igualme
te uno a otro formando-uniones dipolares
‘mucho_ mas débiles que los’ puentes salinos:
-En -tanto que Ja. mutua atraccién de los

. “grupos " iénicos - decrece. en - proporcién -al
-~ valor reciproco-del ¢uadrado -de la.distar
. cia, la atraccién d1polar decrece en- propot-
- cién a la potencia 6 6:7 de esta d1stanc1 ;
~ loque significa que-las fuerzas qué operan
- entre’ los -dipolos” son- de’.corto radio’ de
“accién y sélo pueden hgar moleculas mt
~mamente adyacentes. ~. -

" Pero existe otra unién’ mucho ‘mas, im=
portante, aunque de menor valor energe-
~“tico., Es la unién H. que se establece pri=
“mordialmente entre :los’ imino-grupos- de
_ los ligdmenes peptidicos de una cadena.y
* los grupos carbonilo de una cadena Vecma
0 de otro pliegue. de Ia mlsma cadena (F
" gura 10} Pt
~ Enla férmula electromca de esta umo
<H, se observa _que el nicleo 'de este elemen-
" to o protén es atraido por la pare]a soli-
taria. del O, abandonando la pareja del N

. 'y creando una polanzacxon en -este sitio de
la moIecuI’a con generacién: de fuerzas
felectrostatlcas que . determinan- una, atrac-
“¢i6n del N hacia el protdn, que contmua
V1brando alternatxvamente, es dec1r,,xreso—

.
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nando entre los atomou de. O vy’ d 1‘}4 (Fl— -
Lgura 11). : A

" Peroeste t1po de unidén H no es el ani-
co. que’ enlaza las' cadenas pol1pept1d1cas
-vecinas!.También se forman uniones H en- -~
¢ 2 atomos de C.o entre 2 dtomos de O.:
“Asi:se . establece por.ejemplo’ una unién .

“entre el grupo fendlico de la tirosina’y un .

o

dé la. tirosina en ‘el ultravioleta.

‘La energia-requerida para .romper esta:
}umon es del orden de 2000 a 9000 calo-- °
rias por mol., muy inferior a las 80.000"
“a '1000. 000 calorlas que, por contraste son
~Tlecesarias ‘para_romper una  umnién cova- .’
“lente fuerte del tipo H:H y C:C. Esta’
eriergia guarda una relacién inversa con las’
“distancias interatomicas que son de 2,3 a:
,34Apara la unién H'y de-1.5. Apara la.
“unién covalente.. - .

... Por este motlvo, fos enlaces Iong1tud1—
nales entre los amino 4cidos que se alinean -
en la cadevxa peptidica son mas enérgicos vy -
se desdoblan bajo la accidén de 1nf1uenc1as
drasticas, en tanto que las. uniones - trans--
versales ‘son " deshechas por ‘agente§ suaves
' que, ponen. en juego una, cantidad’ minima -
.de energia.. Como el enlace peptidico estd’
contenido’ en la molécula de proteina en
yna plOpOI‘ClOIl muy superior a. cualquier.
otro tipo de enlace, las-ligaduras trasver-

~grupo COOH libre, lo. que- se demuestra‘ ,
por la desv1ac1on del maximo de absorcmn :

=aleq de las cadenas se deben ala vmcula-

UNIONES |

cién ‘de las uniones peptidicas. y de.este -
modo la unién H es'el principal, medlo de’
‘sostén “de la -estructura ,eopec1f1ca 1nterna
de las proteinas globulares
, Cuando el acercamiento de-]as’ cadenas
*.'por estas: fuerzas electostaticas es. intimo.y
' existen .ademis: superf1c1eo complementa—f
“rias, las fuerzas de atraccién dipolar de -
. --corto radio de accién entran a desempenar

~un papel importante y contribuyen a man-
: v'tener la estructura mterna de las protelnas.

Te) Detdlles c‘o'mplementa‘rtos‘ »_‘prec:sad’o‘s
por la muestzgaaon fzsxca.»' : i

Las determ1nac10nes deI 1nd1ce de t
~fraccién v de la rotacién de la’luz poldri-
zada, que ‘son - propiedades. aditivas de los

- -~ atomos, no han arrojado .informaciones de
" importancia sobre. la estructura de la mo—
Iécula proteica. :
-La absorcidn de la luz ultrawoleta por

lds proteinas presenta un maximo en'la

~ “.zona de 270 mu, que corresponde al méxi-
>+ mo.de absorcion del triptofano, fenil- -ala-
_nina. y titosina. ‘La hidrolisis enzimitica
no altera este'maximo, de To que:se. deduce
que existen las mismas estructuras abso:
“bentes en la protéina intacta Yy en su.,hidro‘
‘lizado y descarta la presencia-de cantid
des “dpreciables .de anillos " heterociclicos
postulados por 3lgunos autores. La luz vi-
s1b1e es absorblda por el grupo,prostetxco

v

@

0
H\
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’ de las cromoprotemas El estud10 de 1a ab-
.sorcién infrarroja revela un maximo. en
30 mp que corresponde. al grupo NH de Ia

‘proporcién’ s1gn1f1cat1va de . grupos enoh—
‘cl6licas

~co,nstante dielectrica han. revelado que tan-
“to los amino-acidos como fas proteinas son.

‘Ademés de permitir la-‘medida del volu-

uperflcxe que en el 1nterxor de”Ia molecu

P

cie la molecala protetca.

namica en la cual se producen continuos

vil en la superficie de la molécula y que,
como tal, recibe y-ejerce influencias del ex-

-la induccién de alteraciones estructurales y

“cas. concomitantes. Sobre ‘esta “materia Se

v de las protemas

"

' '12 —Danaturaczon. :

unién peptidica. y otro-en 6 mu que de-
‘pende del grupo CO-de'la mxsma wnidn 'y
_ha demostrado; 'ademads, que no existe una -

. ‘rosos agentes: fisicos o qulmlcos suave

- propiedades fisicas, quxmlcas y bioldgicas

, e d
zados, como se supoma en la h1potes1s cx—_ .de las proteinas. nativas, que se- engloba

‘ t aciones - de 'la Y
 Finalmente Lis de ermin ’mtegrxdad quimica de la. molecula, produ

" cen los siguientes efectos. ‘principales e -1
" proteina denaturada: 1), disminucién’d

*. mioléculas altamente polares, con una po-’ 1a solubilidad: 2) mayor suscept1b111 da

laridad - equwalente por -unidad. de masa."

~ zacién' de grupos’ quimicos “ocultos, espe
" cialmente sulfhidrilos; 4) pérdida de la;

propiedades enzimaticas; 5) mod1f1cac1o’ ;
~de -las” propiedades . 1nmunolog1cas Esto
.efectos no se manifiestan siempre. con. 1
- misma intensidad ni se desarrollan’mmul
...taneamente.’ '

men -molecular, los estudios de la constan-. .
‘te. dieléctrica “han. demostrado que la dis-

.. tribucién de los grupos. posmvos Yy -nega- - .
" tivos ‘es. mas’ 0 menos simétrica; -siendo
‘mis aburdante cierto tipo de carga en lag

11 ——Dmamzca ‘de la confzguraczon mtema.-. N
~. - riados y pueden ser fisicos: calor, agit

; f’La molecula de protema —como cual—s * ondas -ultrasénicas;’ o qulmlcos acidos;
qulera ‘Otra molécula— ‘es una estructura . -

“reajustes de su organizacién interna, re--
- flejo de la vibracidn de sus atomos. Estas
fiacromoléciilas son “verdaderas - maquinas”
~electrénicas, poseedoras de electrones libres -
*.no- localizados que forman una capa. mo-.

‘dad de los agentes. denaturantes indica, con’
_toda probabilidad que existen multlples
" procesos diferentes que conducen ala de-
naturacién.’ -

" terior. - Algunos aspectos de esta organiza- : K
‘¢ién . dindmica pueden conocerse mediante - . . nas peptidicas de 1a molécula que’se ex
'+ tienden y despliegan por ruptura de las d¢
“‘el ‘estudio -de las modificaciones energéti- . - biles uniones.que las juntan, es’ decir, e
‘ i_hzm’ obtenido - informaciones significativas *. pec1f1ca de la proteina (Figura 12). Se-

- por el examen del proceso de denaturaaon‘ B :
-'Y la mayor, o menor complicacioén: de sip *

“Ya hemos dlcho que la molecula de pr
teina es extraordmanamente 1&bil. Nume

producen un conjunto: de’ ‘cambios “en’ila

en el término denaturaaon. Estas altera
tiones. no proteohtlcas ‘que ‘no afectan 'l

a los enzimos proteohtlcos .3) exteriori

Los agentes denaturantes son muy va
cién, irradiacién- con luz  ultravioleta
alcalis, solventes orgénicos, sales dée meta-

les pesados, " urea, guanidina, salicilatos
detergentes y otros compuestos. La‘varie

Segtin ‘la “teoria formulada por Wu
ceneralmente aceptada, . 1a . denaturaciés
congiste en- una ruordenacwn de: las éade

una alteracién de 1a estructiifa interria es-

gin la intensidad del agente denaturante
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structura, 6l proceso es rever51b1e o 1rre—- C rompe Tos. puentes sallnos y produce co_,

versible. Parece existir por [o tanto-una  agulacién. La- ag1tac1on mecanica,’ el ba-
ficaz barrerd’ eriergética que protege a'la. . - tldO, conduce a [a- denaturacién porqu
proteina y evita que.la agitacién térmica . - -determina fa créacién.de amplias interfa’

‘desenlace ‘sus cadenas. Esta barrera es su- - 'ses en las cuales las cadenas se desphegan
perada por el denaturante. L en superficie ‘monololccular.

Entre otras pruebas que demuestran’ que - La denaturacién por la luz ultrawolet
la denaturacién se. ejerce desorganizando.” . .de. 270 mp produce la rotura de las unio-
la’ ‘estructura 'interna -de” las . .moléculas, - - ‘nes peptidicas adyacentes a los anillos aros
mencionaremos,  la -intensificacién de las .. ¢ maticos., Su rendimiento es bajo y. se cal

eacciones. coloreadas de los grupos funcio- . cula que*de 400 quanta solo I es eficaz
‘nales de Yos amino ‘cidos, la facilidad con . Las ‘ondas ultrasénicas actan: por” varios® .
que se produce.]a hidrolisis enzimatica, el - mecanismos; disgregacién mecanica, eleva-’
mumiento de la birrefringencia de fluJo y.la’ . cién de temperatura y liberacién de. [ que'
desviacion: del PIE hac1a Valores mas ele-' . ataca los anillos aromaticos.
ados del pH... - < Pero talvez los agentes mas 1nteresantes’. '
“En algunos casos 1a denaturac1on pro--f - son las sustancias neutras o indiferentes,:
-duce 12 formacién.de agregados proteicos % .cOmMO la urea y.derivados guamd1n1cos ‘La
‘mayores (ovalbimina); en otros causa - = Urea no es Acida ni:basica, no.es toxica ni
una ruptira de la molécula en subumida- . - :tensioactiva, . Sin embargo, aumenta 1

dés menores (hemoglobina, caseina, lacto- . ‘constante dieléctrica del- agua, lo que sig:
globulina, i nsulma) ' »: nifica que en solucién la: estructura no.po-:
Bl ‘mecanismo de acc1on de los ,3crente55 . lar'normal se conv1erte en estructura dlpO-.
denaturantes es muy. variado 'y diferente. .. lar. La accién denaturante de 1a ‘urea se"
Los 4cidos y alcalis actfian rompiendo los atribuye a la formacién- de uniones H- en-:
‘puentes idnicos salinos, que pueden recons- | - tre estos. dipolos -y el ligamen pept1d1co.‘.'
ruirse -en parte por neutralizacién.: Cuan- Las. pequenas moIeculas de urea se insinfian
do-se forman ademds nuevos puentes sa- = - COmMO cufias.‘entre " las, cadenas” peptidicas
linos “intermoleculares sobreviene la -agre- = . rompiendo las uniones' H 'y _estableciendo.
gacion en grandes .particulas insolubles o - tna nueva combinacién: de los 11gamenes,. e
coagulacién. El calor opera- por igual me-~ - lo que determina el desphegue de las cade- - -
canismo; la violenta .agitacién cmetlca -~ . nas (Fxgura 13)
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Fig. 13.—Accién de la urea sobre ¢l lighmen Hidrégeno T
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- La denaturacién puede ser inhibida por
numerosos agentes entre los cuales son de

tradas de glucosa y “otros -azlcares y las
soluciones” alcalinas. de Aacidos grasos. Se

“la- saperficie de la. partlcula de manera que
- la proteina encapsulada entre éstas molécu-
las pequefias, seria el centro de, un gran
*complejo -soluble, )

" La denaturacidn es inhibida también por
‘el empleo de solventes de alta viscosidad
©_‘gue. retardan el movimiento de las' cade-
nas e 1mp1den su ‘despliegue. Por 1gual
" mecanismo- actiian las altas presiones.-

... La denaturacién no es Siempre un pro-.
jcese irreversible. .
. des, la proteina. tlende a volver a su estado.
-nativo cuando .se retira-el agente denatu-
“rante o se anula su accién.. Asi se ha ob-

Y turados por el calor y de la hemoglobina
" tratada con alcalis. Pero talvez el ejemplo~
“mas tipico.de una ‘denaturacién” reversible:
"+ se observa.con el inhibidor de la tripsina, -
. que es una proteina extraida de la soya. En -
“ la zona de temperaturas comprendida en-.
“tre 35y 50" existe una mezcla de proteina.”
nativa y'denaturada; equilibrio afectado
..por la temperatura. La proteina denatura- :
~da es insoluble a- pH 4,5, propledad que
- permite . estudiar éste equlhbrlo. También
-es reversible la denaturacidén que sufre en-
‘tre-45 y 60° la proteina de Bence-Jones.

A’ pesar de todo, las proteings renatu-

"presentan pequefias diferencias que se re-

a’la solubilidad, a su forma cristalina, y -
“movilidad electroforética. Desde un punto .
- de vista estadistico, la restauracién de la-
estructura primitiva en todos sus mindscu-.
- los detalles es altamente improbable. Pero
rsi la conflguracmn de las cadenas en la
molécula nativa es muy estable e impone
“menar esfuerzo y distorsién que cualquiera-
otra ordenacién, es natural que la mayoria
de las cadenas tienda a recuperar su estado
orlgmal cuando la accién denaturante cesa.

L

13, —Energettca de la denaturaaon

_‘Corno todas las reacciones quimicas, el

“gran importancia” las soluciones comcen-

servado la regeneracién de enzimos dena-"

_radas, siendo- muy similares a las nativas,

’proceSO de denaturacmn envuelve transfor-

e

explica ‘este” efecto por su adson1on 'sobre " -

S mo, es enteramente inaprovechable, .-

En ciertas oportunida-. .

PR

fieren -a-la susceptibilidad 2" la hidrolisis, o

~ por las leyes dela’ Termodmamlca Por su
“estudio, podremos- apreciar las. fuerzas que:
- operan erj el mantenimiento de’la estru

la Termodlnamlca, en’ toda reaccién . qui-
‘mica: se produce una variacién ‘del. conteni

“cias, que se descompone en una fraccién de

. fraccién de energia degradada caldrica . qu

: ecuacidon . AH = AF + TAS idéntica . a-

. micas.,
;contenldo energético, -expresado’ en - calor‘
_del “sisterna, ‘antes .y ‘después de la‘reac
“cién, que convencionalmente. se- representa

- do; AF es la cantidad ' de energia libre

- o-consume. {+) por efeck
"T-es 1a temperatura absoluta -y AS'la va

“calor no aprovechable por grado de tempe

- fatura. Si el contenido energética'de la pro-

.. —H~, Un valor pos1t1v0 de AH corres”
) ponde a.una reaccién endotérmica y uno ne
" gativo a una reaccién exotérmica, -

-por el 31gno de AH y- que sélo las reac

. aporte de energia exterior. Pero esta. oplmon

- ramente negativo, o bien cuando AH ‘es

‘maciones de ‘energia cuyo Clrso estd reg1d

tura interna de las proteimas.: . . *
Generalizando el segundo. prmcxp

dc de energia de una: o multlples ‘sustan

energia noble que puede ser intercambiada.
en cualquier otra’ forma dé:energiay. otr

en las condiciones isotérmicas del organis

.

Esta transforrnaaon Se expresa: por-

ecuacién- de Carnot para las miquinas tér
AH es la diferencia entre . ¢l

como - valor positivo. cuando 1a energia-e
absorbida y negativo cuando es despren,

transformable en trabajo que se libera (—) '
de la reacci6

riacién de entropia, o sea, la cantidad d

teina nativa és Hy y el de 1a denaturada es:
Hbp, el calor de denaturacién ' AH — Ho

Durante - algun t1empo se- creyo qu
curso-de una reaccién quimica est4 indicado.

ciones exotérmicas - pueden tener. lugar sin

no e exacta. En toda reaccidn quimica, 1a
energta libre tiende a disminuir. Todo cam
bic en que se produce pérdida de energia. li
bre tiende a realizarse de manera esponta
nea y sin ayuda externa. Las reactiones ¢
que AF es negativa y dlsmmuye se llaman—‘
-exergbnicas;- aquellas en que es posmva y
aumenta son endergomcas

-AF = AH TAS

AF serd negativa’ por 1o tanto,?}c'ﬁéndo
" AH es negativo y AS. positivo o lige
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s‘1t1vo y ‘AS tiene un valor posmvo atn
‘mi4s alto. Esta tltima circunstancia, como
“yeremos en segulda, es la que presen.ta [a
denaturacién: ,
- El contenido: energetlco expresado enca-
or de una sustancia no e§ accesible a una:-
‘medida directa, pero se le puede calcular, en
aso de que la reaccin sea reversible, por la’ _'
eterminacién de la ¢onstante de equilibrio '
"2 dos temperaturas diferentes. Aplicando es-
‘te 'método a la denaturacion. reversible del
nhibidor de la tripsina, Kunitz encuentra.
SAH = + 57.000 calorias por mol de
“proteina. Empleando un método de calori-
‘metria directa de dos reacciones que parten,
“‘una-de la prbtema nativa y otra de la-pro- "
éina denaturada, llegando ambas al mismo-..
“producto final, se ha determinado el calor
¢ denaturacion de-la pepsma quo es de +
:85.000. calorias por mol. ~

" Estas investigaciones han conduc1do aI
orprendente resultado de que la denatura-
i6n-de las proteinas es una reaccién endo-
‘térmiica, siendo entonces necesario aumentar -
:el’ contenido. de“enérgia de la* proteina nati-~’
7a para convertirla en denaturada. Decimos -
-que tal resultado es paradojal si se conside-
a'la-extrema labilidad de las proteinas na- . . -
‘tivas-y la’ arqmtectura complicada ‘de sus
-cadenas, que parecerian ifdicar que la ‘mo-
écula nativa se encuentra a un nivel mas
alto de energia que 1a molécula denaturada.
'#Cémo se explica este hallazgo i inespera-
o La exphcacxon se encuentra en los tér-
tminos de la ecracidn de la energia libre

: AF = AH — TAS _
_dEn que sentido vatia la energia libre en -
~1a‘denaturac10n de las proteinas? Analice--
“mos el 'segundo término de.la ecuacién. El
-producto.de T AS tiene la magnitud de una'

N

' ':' ‘moléculas,-

% es necesario que la entropia aumente y: ad~"

\

energla y corresponde ala porqon 1napro-
vechable que nio puede convertirse en traba-
jo, porque es el minimo requendo para
.mantener’ el movimiento térmico "de las*
Cuando este movimiento dis-
“minuye, como. ocurre cuando un liquido .
.pasa isotérmicamente al estado sohdo, el_
producto TS dlsmmuye T L
Ya hemoOs visto que. la denaturacmn o8 :
_una reac¢ién -endotérmica que .requiere el
sum1n1°t1o de 10° calorias por mol. de pro-
,teina. Por otra parte'es sabido que. se efec-
. tha facilmente'a la temperatura ordlnarla,_'
aGn por agentes tan -débiles como la- ‘urea -
.y los detergentes. ‘Debemos ‘suponet.en-’
. tonces que /AF ‘es negativo, para -lo cual:

. quiera un’ valor positivo mas elevado que ;
el-término AH al cual se resta.’ El proce- -
“so de denaturacién, ‘de las proteimas es una’
“reaccién del mismo tipo -que“la.fusién. io-
" térmica del hielo, es decit, una teacciérr que
absorbe. energia 'y es endotérmica -y que
tiene por otra parte.un curso espontianeo-
- debido a un aumento relativamente mayor "
.de la entropia, lo que determina una libe- -
“racién de energla libre, por lo cual tlene‘
_un‘caricter. exerglnico.
En sus estudios sobre el mhlbldor\de Ia
tripsina, ‘Kunitz ha dado una prueba ex-
- perimental de este punto de vista. Calcu-‘_‘:
lando F segtin la ecuacién
- AF=— RT Ln K=-23 RT log K .
que se aplica solamente 2 sistemas reversi-.
“bles cdmo el considerado Y. conociendo AH,
se’ encuentra que la reaccién Py ».Pp se-
" ‘acompafia de .un aumento de la-¢ntropia |
~de 180 cal/grado/mol En 1a Tabla 3 se.

' 'muestran los resultados ‘obtenidos a dife-"

- rentes temperaturas 'y Se aprecia que una. - ..

)

47

T

,

! Temperatura, °C. 30 35 40 45 50
K=D/N’ 0010 0,042 00220 0870 2,03° 435
A F=-458T logk = 2780 1920 - 950 87,5__'_ -450 -950
AS___M 180 180 180 180 180

] .

sma Cnstahno S

Tabla 3.—Anlisis Termodmamu:o d-e la. Denamraclon Reversxble del \In-hlbldor de la Trlp- :
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_cuencia- de la energia no utilizable TAS
..es'la fuerza dirigente de la denaturacion,
‘la’causa de su caricter espontineo y la ra-
“z6n: de que AF adquiera un'valor negati--

Cdesla denaturaaon se’ efectua a mayor Ve-
- ,}oc1dad

i Interpretando estos resultados termodl-
:Ja denaturaciéni es de nuevo comparable a

'1a fusién. del hielo: El agente denatirante
7determ1na una verdadera “‘fusién” -de las

’,'ent"opla del sistema.

"~ dotérmico- de la denaturacién.Es también

' que-el observado en muchas reacciones qui-
 micas y es del orden de 1a energla necesaria-

"vajedel Cyel Oen el CO; o del Hyel
.Oen el agua,

"« "La-explicacién de este alto valor ener-
o Agetlco se deduce de la compleja estructura
~“’interna de las proteinas, siendo’ debida la
= denaturac1on noala ruptura de una o po-~

'muchas uniones débiles. - . .
.. Si se considera por ejemplo, la pepsina
- cuyo PM es 35.000, cada molécula contie-
. ne alrededor de 300 amino acidos y un nia-
" mero maximo de 150 uniones H entre los

. clases de unién son tan escasas que, sin gra-
ve error, pueden menospreciarse. Siendo el
calor de denaturacién de la pepsma de +
~ 85.000 calorlas/mol esto corresponderia a
" 85. 000/150 por unién H, lo'que di para
icada uwnién H separada un valor de 570
. “calorias por unién. Este valor, muy infe-
‘rior a la energia de las uniones H que fluc-
““tha entre 2000 y 8000 calorias, esti indi-

situacién - de perfecto’ equlhbrlo existe en-
‘tre 45 y 47°, llegando AF a ser O. Este.

- vente,
‘gran aumento -de 1a entropia-y en conse--

‘metabolitos,. se. puede observar - facilmente
‘ que su ‘magnitud ‘es despreciablemente pe-
“vo. a temperaturas elevadas, para las cua- -

.~ denaturacién 100.000 calorias por mol.

" ndmicos, en términos de cinética molecular,”  Por lo tanto Ia d1ferenc1a de’ contenido .de

. Por otra parte, la exidacién completa de I
tniones H, que se aflojan, adqumendo las’
moléculas una:- més alta movilidad térmi-.
~“ca. Este aumento de la energia.cinética mo- .
* lecular es una expresién -del’ aumento de la -

3.900 calorias. Exidentemente, el calor de
’denaturaaon es -tan pequefio que ‘no, de
:sempefia un papel S1gn1f1cat1vo en 1os ‘ba-

- Pero no solo sorprende el ‘caricter en-

Hsorprendente la’magnitud considerable del = ' proteina denaturada, se 1lama.entropia con
. calor de denaturacién H; del orden de 10°
. calorias por mol. Este valor es mas alto
' _‘proteina denaturada es mis alto,” Para
: " pepsina el cilculo da una entropia.de —.!
para la separacién 'de una unién covalente .

~ fuérte .como la que se requiere para el cli- - . 4cido, que a la temperatura de 27°C (T

" calorias por reS1duo Evidentemente el tér--
- mino TAS. -

¢ cas; umones fuertes, sino a la ruptura de
. turacmn. '

14, ——Comentano fznal o v v

“.grupos peptidicos adyacentes. Las otras

“unidos por ligimenes peptidicos d1spuestas__

13 molécula, su miitda asociacién-y el es
' - tudio de las fuerzas que mantienen la far
*. ma . molecular, son algunos aspectos que--’
i cando que no todas las uniones se rompen . ;"
o.que se forman nuevas uniones entre gru- .° .

pos no hgados y.con las moleculas del sol{‘-

El calor de denaturac1on es sélo” apa‘
rentemente alto. Comparando el alto’ PM
de las proteinas con el de las’ moleculas de

quefio’'en condiciones de igualdad de masa.
Supongamos, para simplificar, que el PM
de una proteina es 100.000 y el calor de

energia entre 1 gr. de proteina nativa y. 1
gr. de proteina denaturada es de 1 calorla.f

gr. de glucosa hasta CO. y agua’ produce

N

lances: energéticos.
. La diferenc¢ia entre 1os contemdos
entropla de la proteina natural y-de”

a,

figuracional y se le asigna un valor nega
tivo ya que el contenido de entropia de la’

calorias por grado por residuo -de amino

300¢) da un valor de —1500 calorias por
residuo. Por otro lado, el calor de denatu—
ractén H es + 85. 000 calorias, o sea, 300

- muy superior. a: AH :
‘denotando el gran aumento de la entropia
conf1gurac1onal que’ acompana a la dena

De acuerdo con o’ ya expuesto,. 12 mo-=
lécula de proteina puede representarse o
mo un manojo de cadenasde amino icidos

en paralelo o replegadas, poseedoras en to
do caso de una ordenacién regular y esta-
ble. La comstitucién de estas cadenas, su
forma y -posicién, su orientacién dentro de-

defmen Ia estructura interna dé las protel‘l
nas., - o
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rencba de propledadeo entre proteinas ho-
~mologas ‘de .especies proxunas, dlferencm
- que escapa al analisis quimico.

‘suelve, cristaliza o precxplta

.ello un aumento de la entropia.

“moléculas dinamicamente organizadas.

-+ Desde luego son el soporte esencial y di-
-fective de la actividad enzimitica que in-
fluye. sobre la velocidad de las reacciones a
ravés de la activacién de las’ moléculas y

las variaciones del amblente

-——Florkm M——Bloclnmle generale —
- “Masson’ et Cie. Liege, 1946. A
Z—Gortﬁer R. A. y Gortner W, A —_
- Qutlines' of Biochemistry. J. Wlley
“-and Sons. New York. 1950.
,—Greenberc D. M. — Amino Acids and
Proteins. C. C. Thomas, Springfield,”
1951.
4, -—Haurow1tz F—Chemlstry and Bio-
logy of Proteins. Acad Press N. York,
1950: \

U nesco ).

ra

. Esta ‘éfquitectura interna es el factor de- - -
terminante de la especificidad de las pro-

. - electrones libres, no localizados, en su.su-"- -
emas, que ‘se manifiesta en la sutil dife- "

- ‘perficie, les asigna un papel importante en -
12 regulacidén - de 1a “tonalidad electrénica ' *
"del protoplasma, de la cual dependera la
. velocidad de las reacciones de oxido-reduc- -
cién tan deuslvas por su rendlmlento ener-.
“.gbtico, - : -

~; La importancia funcional de esta estruc-
ura interna es considerable, porque es tam- -
~bién un factor determinante de las pro-
“piedades fisicas, quimicas y biolégicas de. .
~cada proteina. El organiémo mantiene in--
.tacta esta estructura por medio de una ba-
rera energética que permite a la molécula: " -
‘conservar su estabilidad cuando se la di-. -

©.agua, y regular de esta manera la hidrata,

i en -los pequefos espac1os mtracelula— S
‘res en que muchas reacciones de- 1mportan— o
cia bioldgica se producen, .

" Si por mna causa u-otra esta barrera es
uperadd, sobreviene la denatutacién y con,

= Consideradas desde un punto de vista
: b‘ioquim'igo general — dejando aparte otras_ - .
“consideraciones — las proteinas naturales . °

desempefian funciones caracteristicas como

delicada, la alteracién.en la dlStI‘lbllClOl’l de -
‘las capas: electromcas y en la capacidad -

‘que permlte 1a adaptacién del rnetabohsmo' . .nivel organizativo vy la degradacmn de la-

Principales fuéntes

- 6.—Pauling L., Corey R, B.

( C‘anferencm d1ctada en el Curso de Electroferens, 1953 ;batracmado ;bor la Umvermdad de Chtle y la

Su. condicién de* macromoléculas ' con

Las. proteinas pueden coordinar en su es- e
tructura - otras moléculas, espec1almente

La realizacién de estas func1ones exue
la permanencia ‘de la arquitectura interna, .

" bien definida, del estado nativo. St se pro- ’

duce cl colapso de esta organizacidén tan "

coordinativa e tan grande que la molécu-
la no puede desempefiar su ' trabajo. EL -
mantenimiento de la estructura interna. “de - f .
las proteinas es uno de los frentes en que

el organismo lucha contra, el aumento de-

la entropia, es decir, contra el descenso del

ettergfa. - - .

b

bibliogrdficas

5 '«—QNeLrath H., 'Gfeénstein JP,Putnan k

- F. W. y Erickson, J. O—+Chem1cal
‘Reviews 34:157, 1944,

Branson,

~H. R.=~Ptroc. Nat. Acad Sciences’
37:205, 1951. -
7.—Pauling'L,. y Cotey R. B.—Proc, Nat, ’
" Acad. Sciences 37:235, 1951. .

8. —Schmidt C. I.. A.—The Chermstry

of the Amino acids and proteins. C.
- C. Thomas, Sprmgfleld 1944.




