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Biomoléculas: aminoacidos,
péptidos y proteinas

Las proteinas se encuentran en iodos los organismos vivos, son de muchos tipos
diferentes y desempefian muchas funciones bioldgicas distintas. La queratina de la
piel y ufias de los dedos, la fibroina de la seda y las telarafas, y el estimado de 50 000
a 70 000 enzimas que catalizan las reacciones biologicas en nuestros cuerpos son
todas proteinas. Independientemente de su funcidn, todas las proteinas estan
construidas de muchas unidades de aminoacidos unidos entre si en una cadena larga.

Los aminoacidos, como su nombre lo implica, son bifuncionales. Contienen un grupo
amino basico y un grupo carboxilo acido.

Alanina, un aminoacido

Su valor como bloques de construccién para formar proteinas se deriva del hecho de
que los aminoacidos pueden asociarse entre, si en cadenas largas formando enlaces
amida entre el —-NH> de un aminoacido y el —CO2H de otro. Para propodsitos de
clasificacion, las cadenas con menos de 50 aminoacidos con frecuencia se llaman
péptidos, mientras que el término proteina se utiliza para cadenas mas grandes.
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¢POR QUE ESTE CAPITULO?

Continuando con nuestro estudio de las cuatro clases principales de biomoléculas,
en este capitulo nos enfocaremos en los aminoacidos, los bloques de construccion
fundamentales a partir de los cuales se forman en nuestros cuerpos
aproximadamente 100 000 proteinas. Veremos cémo los aminoacidos se
incorporan en proteinas y las estructuras de estas proteinas. Cualquier comprension
de la quimica bioldgica seria imposible sin este estudio.

26.1 Estructuras de los aminoacidos

En las secciones 20.3 y 24.5 vimos que un grupo carboxilo se desprotona y existe
como el anioén carboxilato a un pH fisiolégico de 7.3, mientras que un grupo amino
se protona y existe como el catién amonio. Por esta razén, los aminoacidos existen
en disolucion acuosa principalmente en la forma de un ion dipolar, o zwitterion (del
aleman zwitter, que significa "hibrido").

(sin carga) (zwitterion)

Alanina

Los zwitteriones de los aminoacidos son sales internas y, por lo tanto, tienen muchas
de las propiedades fisicas asociadas con las sales. Tienen momentos di-polares
grandes, son solubles en agua pero insolubles en hidrocarburos y son sustancias
cristalinas con puntos de fusidn relativamente altos. Ademas, los aminoacidos son
anfoteros, ya que pueden reaccionar como acidos o como bases, dependiendo de
las circunstancias. En disolucion acida acuosa, un zwitterion de aminoacido es una
base que acepta un proton para producir un cation; en disolucion basica acuosa, el
zwitterion es un acido que pierde un proton para formar un anion. Notese que es el
carboxilato, —002", el que actua como el sitio basico y acepta un proton en la
disolucion &cida, y es el cation amonio, —NH3", el que actia como el sitio acido y
dona un protén en la disolucién basica.

En la tabla 26.1 se muestran las estructuras, las abreviaturas (de tres y una le-
tra) y los valores del pKa de los 20 aminoacidos que se encuentran cominmen-
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Tabla 26.1 | Los 20 aminoacidos comunes en las proteinas
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Tabla 26.1 | Los 20 aminoacidos comunes en las proteinas (continuacion)
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te en las proteinas. Todos son a-aminoacidos, lo que significa que el grupo
ami-no en cada uno es un sustituyente en el atomo de carbono a, el siguiente
al grupo carbonilo. Diecinueve de los 20 aminoacidos son aminas primarias,
RNHy, y unicamente difieren en la naturaleza del sustituyente unido al
carbono a, llamado cadena lateral. La prolina es una amina secundaria y el
unico aminoacido er el que los atomos de nitrégeno y de carbono a son
parte de un anillo.

(_\ r
H

Un a-aminoacido primario Prolina, un e@-aminoacido
secundario

Ademas de los 20 aminoacidos que se encuentran comunmente en las pro-
teinas, otros dos —selenocisteina y pirrolisina— se encuentran en algunos
organismos, y también se encuentran en la naturaleza mas de 700
aminoacidos no proteinicos. Por ejemplo, el acido y-aminobutirico (GABA)
se encuentra en el cerebro y actua corno un neurotransmisor; la
homocisteina se encuentra en la sangre y se le asocia a las enfermedades
cardiacas coronaras; y la tiroxina se encuentra en la glandula tiroide, donde
actua como una hormona.

CH

ety nol a8
N H i 0 1
Selenocisteina Pirrolisina
I 0.
HO I P 0
/
ot I H
F A
H
Acido Homocisteina Tiroxina
y-aminobutirico

A excepcioén de la glicina, HbLNCH,CO,H, los carbonos a de los aminoacidos
son centros quirales. Por lo tanto, son posibles dos enantiomeros de cada
uno,

* pero la naturaleza sélo utiliza uno para construir proteinas. En las
proyecciones de Fischer, el estado natural de los aminoaddos se representa al
colocar el grupo -005 en la parte superior y la cadena lateral abajo, como si
se representara un carbohidrato (seccion 252) y colocando el grupo -NH;" a
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la izquierda. Debido a su similitud estereoquimica con los azucares L
(seccion 25.3), con frecuencia
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los a-aminoacidos que se encuentran en estado natural se refieren como
ami-nnacidos 1.

H HaN-——H HO——H |

CH,OH CH,SH CH,0H

L-alanina L-serina L-cisteina L-gliceraldehido
(S)-alanina (S)-serina (R)-cisteina

Ademas, los 20 aminoacidos comunes pueden clasificarse como neutros,
acidos o basicos, dependiendo de la estructura de sus cadenas laterales.
Quince de los veinte tienen cadenas laterales neutras, dos (acido aspartico y
acido glutamico) tienen una funcién extra de acido carboxilico en sus cadenas
laterales, y tres (lisina, arginina e histidina) tienen grupos amino basicos en sus
cadenas laterales. Sin embargo, observe que la cisteina (un tiol) y la tirosina
(un fenol), aunque es usual clasificarlos como aminoacidos neutros, tienen
cadenas laterales débilmente acidas que pueden desprotonarse en una
disolucién fuertemente basica.

A un pH fisioldgico de 7.3 dentro de las células, se desprotonan los grupos car-
boxilo de la cadena lateral del acido aspartico y del acido glutamico y se
protonan los nitrégenos basicos de la cadena lateral de la lisina y de la arginina.
Sin embargo, la histidina, la cual contiene un anillo heterociclico de imidazol en
su cadena lateral, no es lo suficientemente basica como para protonarse a un
pH de 7.3. Observe que solo es basico el nitrégeno unido con un enlace doble
parecido al de la piridina en la histidina. El nitrégeno unido con un enlace
sencillo parecido al del pirrol no es basico debido a que su par de electrones no
enlazado es parte de los seis electrones 7T del anillo aromatico de imidazol
(seccion 24.9).

co; parecido

al de la piridina

Histidina

Los humanos son capaces de sintetizar sélo 11 de los 20 aminoacidos que se
encuentran en las proteinas, llamados aminoacidos no esenciales. Los otros
nueve, llamados aminoacidos esenciales, solo se biosintetizan en plantas y
microorganismos y deben obtenerse en nuestra ingesta diaria. Sin embargo, la
division entre aminoaddos esenciales y no esenciales no esta bien definida, por
ejemplo, algunas veces la tirosina se considera no esencial debido a que los
humanos pueden producirla a partir de la fenilalanina, pero la fenilalanina es
esencial y debe obtenerse en la ingesta diaria. La arginina puede biosintetizarse

por los humanos, pero la mayor parte de la arginina que necesitamos proviene de
nuestra ingesta diaria.
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Problema 26.1 ¢ Cuantos de los a-aminoacidos de los mostrados en la tabla 26.1
tienen anillos aromaticos? ¢ Cuantos tienen azufre? ; Cuantos tienen alcoholes?
¢ Cuantos tienen cadenas laterales de hidrocarburo?
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Problema 26.2 De los 19 aminoacidos i., 18 tienen la configuracién S en el carbono a. La
cisteina es
el unico aminoacido', que tiene una configuracion R. Explique.

El aminoaddo treonina, acido (2S,3R)-2-amino-3-hidroxibutanoico, tiene dos
cene tros quirales.

@ Dibuje una proyeccion de Fischer de la treonina.

() Dibuje una proyeccidn de Fischer de un diasteredmero de la treonina, y
marque sus centros quiraes cornoR o0 S.

26.2 Aminoacidos, la ecuacion de Henderson-Hasselbalch y los
puntos isoeldctricos

De acuerdo con la ecuacion de Henderson-Hasselbalch (secciones 20.3 y 24.5), si
conocemos tanto el pH de una disolucion como el pk de un acido | L-1, podemos
calcular la relacion de [Al a [HA] en la disolucidon. Ademas, cuando pH = pKa, las dos
formas A" y HA estan presentes en cantidades iguales debido a que log 1 = 0.

pH = pK,

Problema 26.3

0 log
" |HA] “ [HA]

Para aplicar la ecuaddon de Henderson-Hasselbalch a un amincacido, encontremos qué
especies estan presentes en una disolucion 1.00 M de la alanina a pH = 9.00. De acuerdo
con la tabla 26.1, la alanina protonada [4’1—13NCH(CH3)002H] tiene un PKsi = 2.34, y la
alanina comoun ion dipolar neutro (zwitterion) [+1-13NCH(CH3)CO2] tiene un pKa2 = 9.69:

0

Dado que el pH de la disolucién esta mucho mas cerca de pK,, que de pKai, para el

calculo necesitamos utilizar pK,,. A partir de la ecuacion de HendersonHasselbalch,
tenernos:
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Ademas, sabemos que
[A~] + [HA] = 1.00 M

Al resolver las dos ecuaciones simultaneas se obtiene que [HA] = 0.83 y

= 0.17. En otras palabras, a pH = 9.00, 83% de las moléculas de alanina en disolucién
1.00 M son iones dipolares neutros (zwitteriones), y 17% estan desprotonadas.
Pueden realizarse calculos similares a cualquier otro pH y en la figura 26.1 se muestran
los resultados graficados para dar la curva de titulacion.

Se calcula por separado cada etapa de la curva de titulacion. La primera etapa, de pH
de 1 a 6, corresponde a la disociacién de la alanina protonada, H,A*. La segunda
etapa, de pH 6 a 11, corresponde a la disociacion de la alanina como ion dipolar
neutro (zwitterion), HA. Es como si comenzaramos con HA" a pH bajo y después
titularamos con NaOH. Cuando se adiciona 0.5 equivalente de NaOH, la
desprotonacion de H,A" se ha realizado en un 50%; cuando se adiciona 1.0
equivalente de NaOH, la desprotonacién de H,A" es completa y predomina HA,
cuando se adicionan 1.5 equivalentes de NaOH, la desprotonacion de HA se ha
realizado al 50%; y cuando se adicionan 2.0 equivalentes de NaOH, la desprotonacion
de HA es completa.

g 1
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NCHCO™ |
ez = .00 ./j (|:—|., !
‘ "/'T.'"’.’ L . | O O
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/ | |
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. | I = 1 L
| e
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| - ' 0 0
=2.34 / + |l e el
_ HsNCHCOH + H3NCHCO™ |
'] /// e e T 1) — L . 3 | |
e ; ST Ty
A . . 5 | CHs CHy |
Fg 0
, e ———| H3NCHCOH |
PTEEE & | | |
0.5 0 1.5 2.0 GHz i}
E valentes de HO™ : :
anurd 26.1 C de titulacion para la alanina, graficada utilizando la ecuacion de Hen
der 35 auna 1[ los etapas estd graficada por separado. ApH < 1, la
a nte protonada; a pH = 2.34, la alanina es una mezcla 50:50 de
a pH de 6. u'l la alanina es completamente neutra; a pH = 9.69,
0 de formas neutra y desprotonada; 1[)}<- 1.5, la alanina esta

Observe cwdadosamente la curva de tltuIaC|on en la figura 26.1. En disolucion acida,
el aminoacido es protonado y existe principalmente como un catién. En disolucion
basica, el aminoacido es desprotonado y existe principalmente como un anion. Entre
las dos esta a un pH intermedio en el que el aminoacido esta balanceado exactamente
entre las formas anidnica y cationica y existe prin-
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cipalmente como un ion dipolar neutro (zwitterion). Este pH se llama punto isoeléctrico (pl)
del aminoacido y tiene un valor de 6.01 para la alanina.

R O R O R O

4+ +
HSNCHEOH " £==——  H;NCHCO: - — NCHCO

vitterion neutro)

El punto isoeléctrico de un aminoacido depende de su estructura, con valores para los 20
aminoacidos comunes dados en la tabla 26.1. Los 15 aminoacidos neutros tienen puntos
isoeléctricos cercanos a un pH neutro, en el intervalo de pH de 5.0 a 6.5. Los dos
aminoacidos acidos tienen puntos isoeléctricos en pH mas bajos por lo que la
desprotonacién del —CO,H de la cadena lateral no ocurre en su p/, y los tres aminoacidos
basicos tienen puntos isoeléctricos a pH mas altos, por lo que la protonacion del grupo

amino de la cadena lateral no ocurre en su p/.
Mas especificamente, el p/ de cualquier aminoacido es el promedio de las dos constantes

acidas de disociacion que involucran al ion dipolar neutro (zwitterion). Para los 13
aminoacidos con una cadena lateral neutra, el pi es el promedio de pKa, y pK,,. Para los
cuatro aminoacidos con una cadena lateral fuertemente o débilmente acida, el pl es el
promedio de los dos valores mas bajos de pKa. Para los tres aminoacidos con una cadena
lateral basica, el pies el promedio de los valores mas altos de pKa.

3.65 pK, = 1.88 pK, = 2.34 pK, = 10.53

Aminoacido acido Aminoacidn nentro

Acido aspartico Alanina Lisina

De igual manera que los aminoacidos individuales tienen puntos isoeléctricos, las proteinas
tienen un pi global debido a los aminoacidos acidos o basicos que pueden contener. Por
ejemplo, la enzima lisozima tiene una preponderancia de aminoacidos basicos y por lo
tanto tiene un punto isoeléctrico alto (pl = 11.0). Sin embargo, la pepsina tiene una
preponderancia de aminoacidos acidos y un punto isoeléctrico bajo (pi — 1.0). No es
sorprendente, que las solubilidades y las propiedades de las proteinas con pi's diferentes
son afectadas fuertemente por el pH del medio. La solubilidad es por lo general mas baja en
el punto isoeléctrico, donde la proteina no tiene carga neta, y es mayor por arriba y por
debajo del p/, donde la proteina esta cargada.

Aprovechamos la ventaja de las diferencias en los puntos isoeléctricos para separar una
mezcla de proteinas en sus constituyentes puros. Si utilizamos una
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técnica conocida como electroforesis, una mezcla de proteinas se coloca cerca del centro
de una tira de papel o de un gel. El papel o el gel se humedece con un amortiguador
acuoso (buffer) a un pH dado, y los electrodos se conectan a los extremos de la tira.
Cuando se aplica un potencial eléctrico, las proteinas con cargas negativas (las que se
desprotonan debido a que el pH del amortiguador esta por encima de su punto
isoeléctrico) migran lentamente hacia el electrodo positivo. Al mismo tiempo, los
aminoacidos con cargas positivas (los que se protonan debido a que el pH del
amortiguador esta por debajo de su punto isoeléctrico) migran hacia el electrodo negativo.
Las proteinas diferentes migran a velocidades distintas, dependiendo de sus puntos
isoeléctricos y del pH del amortiguador acuoso, por lo que separan la mezcla en sus
componentes puros. La figura 26.2 ilustra esta separacién para una mezcla que contiene
componentes basicos, neutros y acidos.

Eniira IR 9 i :
igura £0.¢< Tira con amortiguador a pH = 6.00

Basico MNeutro Acido
pI =7.50 pI = 6.00 pI = 4.50 d G

Problema 26.4 La hemoglobina tiene un pl = 6.8. s La hemoglobina tiene una carga negativa
neta o una carga positiva netaa pH =5.3? j ApH=7.37?

26.3 | Sintesis de aminoacidos

f

Los a-aminoacidos pueden sintetizarse en el laboratorio utilizando algunas de las
reacciones estudiadas en los capitulos anteriores. Uno de los métodos mas antiguos de
sintesis de a-aminoacidos comienza con la bromacion en a de un acido carboxilico cuando
se trata con Br, y PBr; (la reaccidn de Hell-Volhard-Zelinskii; seccidon 22.4). La sustitucion
S\2 del a-bromo acido con amoniaco produce un a-aminoacido.

CHCH,CH,CO —2——T%,  CH4CHCH,CHC —3 __,  CH3CHCH,CHC

Acido 4-metilpentanoico

Acido 2-bromo- (R, S)-leucina (45%)
4-metilpentanoico

Problema 26.5 | Muestre cdmo puede preparar los siguientes a-aminoaddos a partir de los
acidos carboxilicos apropiados:
(a) Fenilalanina (b) Valina
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Sintesis del amidomalonato

Un método mas general para preparar a-aminoacidos es la sintesis del amidoma-
lonato, una extension directa de la sintesis del éster malonico (seccidon 22.7). La
reaccion comienza con la conversion del acetamidomalonato de dietilo en un ion
enolato cuando se trata con una base, seguida por la alquilacién Sisj2 con un haluro
de alquilo primario. La hidrdlisis del grupo protector amida y de los ésteres ocurre
cuando el producto alquilado se calienta con un acido acuoso, y después ocurre la
descarboxilacion para producir un a-aminoacido. Por ejemplo, el acido aspartico
puede prepararse a partir del bromoacetato de etilo, BrCH2COZ2E¢t:

Acetamidomalonato
de dietilo

Problema 26.6 ;Qué haluros de alquilo utilizaria para preparar los siguientes a-
aminoacidos por el método del amidomalonato?

1 (a) Leucina (b) Histidina (c) Triptéfano (d)
Metionina

Aminacion reductiva de a-ceta acidos

Un tercer método para la sintesis de a-aminoacidos es por la aminacién reductiva de
un a-ceto acido con amoniaco y un agente reductor. Por ejemplo, la alani. na se
prepara cuando se trata del acido piruvico con amoniaco en presencia de NaBH;.
Como se describio en la seccion 24.6, la reaccion procede a través de la formacion
de una imina intermediaria que se reduce posteriormente.

Acido piruvico Imina (R,S)-alanina
intermediaria

Sintesis enantioselectiva
La sintesis de un a-aminoacido a partir de un precursor aquiral por cualquiera de los
métodos descritos en la seccidén anterior produce una mezcla racémica, con
cantidades iguales de en antiomeros S y R. Sin embargo, para utilizar un aminoacido
en la sintesis en el laboratorio de una proteina de origen natural, debe obtenerse el
enantiomero S puro.
En la practica se utilizan dos métodos para obtener aminoacidos enantioméricamente
puros y una forma es resolver la mezcla racémica en sus enantidmeros puros
(seccion 9.8). Sin embargo, una aproximacion mas directa es utilizar una sintesis
enantioselectiva para s6lo preparar directamente el enantiomero S deseado. Como
se explico en el Enfocado a... del capitulo 19, la idea detras de la sintesis
enantioselectiva es encontrar un catalizador quiral de la reaccidon que sostendra
temporalmente una molécula del sustrato en un ambiente asimétrico. Mientras esta en
el ambiente quiral, el sustrato puede estar mas abierto a la reac-
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ciéon en un lado que en el otro, lo que conduce a un exceso de
un producto enantiomérico sobre el otro.

Hace algunos afios en la compafiia Monsanto, William Knowles
descubri6 que los a-aminoacidos pueden prepararse
enantioselectivamente por hidrogenacién de un acido (2)-
enamido con un catalizador quiral de hidrogenacion. Por
ejemplo, la (S)fenilalanina se prepara con 98.7% de pureza
contaminada por solo 1.3% del enantidmero (R) cuando se
utiliza un catalizador quiral de rodio. Por su descubrimiento,
Knowles compartié el Premio Nobel de Quimica de 2001.

e

Un acido (2)-enamido (S)-fenilalanina

Los catalizadores mas efectivos para la sintesis enantioselectiva de aminoaci-
dos son los complejos de coordinacibn de rodio (I) con 1,5-
ciclooctadieno (COD) y una difosfina quiral como el (R,R)-1,2-bis(o-
anisilfenilfosfino)etano, el llamado ligando DiPAMP. El complejo debe su

quiralidad a la presencia de los atomos de fdsforo trisustituidos (seccion
9.12).

~p 1 . X~ 0CHjs

[Rh(R, R-DIPAMP)(COD)]* BF4

Problema 26.7 | Muestre como se puede preparar el siguiente aminoacido
enantioselectivamente:

@
@

- i

26.4 1 Péptidos y proteinas

Las proteinas y los péptidos son polimeros de aminoacidos en los que los
aminoacidos individuales, llamados residuos, estan unidos por enlaces amida,
0 enlaces péptfilicos. Un grupo amino de un residuo forma un enlace amicla

con el carboxilo de un segundo residuo; el grupo amino del segundo forma un

enlace amida con el carboxilo de un tercero y asi sucesivamente. Por

ejemplo, la alanil-
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serina es el dipéptido que resulta cuando se forma un enlace amida entre el car-
boxilo de la alanina y el grupo amino de la serina.

( H
4

Alanina (Ala)

Alanilserina (Ala-Ser)

Serina (Ser)

Noétese que pueden resultar dos dipéptidos de la reaccion entre la alanina y la
serina, dependiendo de cual grupo carboxilo reacciona con cual grupo amino. Si
el grupo amino de la alanina reacciona con el carboxilo de la serina, resulta la
serilalanina.

Cayl s et Ll

Serina (Ser)

Serilalanina (Ser-Ala)
Alanina (Ala)

La secuencia repetitiva y extensa de atomos —N--CH-CO- que forman una
cadena continua se llama esqueleto de la proteina. Por convencion, los péptidos
se escriben con el aminoacido terminal N (el que tiene el grupo —N1aj;" libre)
a la izquierda y el aminoacido terminal C (el que tiene grupo —CO " libre) a la
derecha. El nombre del péptido se indica utilizando las abreviaturas para cada
aminoacido enlistadas en la tabla 26.1. Por lo tanto, la alanilserina se abrevia co-
mo Ala-Ser o A-S, y la serilalanina se abrevia como Ser-Ala o S-A. Es
innecesario decir que las abreviaturas de una letra son mas convenientes que las
antiguas de tres letras.

El enlace amida que une aminoacidos diferentes en los péptidos no es dife-
rente a cualquier otro enlace amida (seccion 24.3). Los nitrégenos de la amida
no son basicos debido a que su par de electrones no enlazado esta
deslocalizado por la interaccion con el grupo carbonilo. Este traslape del orbital
p del nitrégeno con los orbitales p del grupo carbonilo le imparte una cierta
cantidad de ca-

UNTREF VIRTUAL | 16



Biomol®culas: amino§cidos, p®ptidos y prote2nas

racter de enlace doble al enlace C—N Yy restringe la rotacion alrededor de él.
Por lo tanto, el enlace amida es plano y el N—H esta orientado a 180° del C=0.

Rotacion restringida

Plano

Un segundo tipo de enlace covalente en los péptidos ocurre cuando se forma
un enlace disulfuro, RS—SR, entre los dos residuos de cisteina. Como vimos
en la seccién 18.8, un disulfuro se forma por la oxidacion suave de un tiol, RSH,
y se rompe por la reduccion suave.

P s
—

Enlace disulfuro
Cisteina Cisteina

Un enlace disulfuro entre los residuos de cisteina en diferentes cadenas de
péptidos, conecta a las cadenas entre si que de otra manera estarian separadas,
mientras que un enlace disulfuro entre los residuos de cisteina dentro de la misma
cadena forman un doblez. Por ejemplo, tal es el caso con la vasopresina, una
hormona antidiurética que se encuentra en la glandula pituitaria. Notese que el
extremo terminal C de la vasopresina ocurre como una amida primaria, —
CON112, en lugar del acido libre.

_Puente disulfuro

Cis-Tir-Fen-Glu-Asn-Cis-Pro-Arg-Gli-NH,
Vasopresina

Problema 26.8 Seis tripéptidos isomeéricos contienen valina, tirosina y glicina’.
Némbrelos utilizando abreviaturas de unay tresletras.
Problema 26.9 Dibuje la estructura del M-P-V-G, e indique los enlaces amida.
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26.5

William Howard Stein (1911-1

Stanford Moore

Analisis de los aminoacidos de los péptidos

Para determinar la estructura de una proteina o de un péptido, necesitamos
responder a tres preguntas: ;Qué aminoacidos estan presentes? ;Cuantos
de cada uno estan presentes? ;jEn qué secuencia se encuentran los
aminoacidos en la cadena peptidica? Las respuestas a la primera y a la
segunda preguntas las proporciona un instrumento automatizado llamado
analizador de aminoacidos.

Un analizador de aminoacidos es un instrumento automatizado que se basa
en técnicas analiticas desarrolladas en la década de 1950 por William Stein
y Stanford Moore en el Instituto Rockefeller, ahora Universidad Rockefeller,
en Nueva York. En la preparacion para el analisis, el péptido se rompe en
sus aminoacidos constituyentes reduciendo todos los enlaces disulfuro,
restringiendo los grupos —SH de los residuos de cisteina por la reaccion S\2
con acido yodo-acético, e hidrolizando los enlaces amida calentandolo con
HC1 6 M acuoso a 110 °C por 24 horas. Se analiza la mezcla resultante de
aminoacidos, por cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC) como
se describio en el Enfocado a... del capitulo 12, o por una técnica
relacionada llamada cromatografia de intercambio i6nico.

En la técnica de intercambio idnico, los aminoacidos separados salen (ehi-
yen) del extremo de la columna cromatografica mezclados con una
disolucién de ninliidrina y experimentan una reaccion rapida que produce un
color purpura intenso. El color es detectado por un espectréometro, y se
obtiene una grafica de tiempo de elucion contra la absorbancia en el
espectrometro.

Ninhidrina a-aminoacido (color purpura)

Debido a que es reproducible la cantidad de tiempo requerido para que un
aminoacido dado eluya de una columna estandar, pueden determinarse las
identidades de los aminoacidos en un péptido. La cantidad de cada
aminoacido en la muestra se determina midiendo la intensidad color
purpura que resulta de su reaccion con ninhidrina. La figura 26.3 muestra
los resultados del analisis de aminoacidos de una mezcla equimolar
estandar de 17 a-aminoacidos. Tipicamente, el analisis de aminoacidos
requiere alrededor de 100 picomoles (2-3 ,az) de muestra para una
proteina que contiene alrededor de 200 residuos.

Problema 26.10 Muestre la estructura del producto que esperaria obtener por la reaccidn
Sn2, de un residuo de cisteina con acido yodoacetico.

Problema 26.11 Muestre las estructuras de los productos obtenidos en la reaccién de la valina con

ninhidrina.
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Figura 26.3 Ar

Pehr Victor Edman (1916-197

| |

10.0 20.0 30.0 40.0 50.0 60.0 70.0 80.0 90.0
;ecuenciacion de péptidos: degradacion de Edman
Si ya se conocen la identidad y la cantidad de aminoacidos, se
determina la secuencia del péptido para conocer en qué orden estan
unidos los aminoacidos. En la actualidad, la mayor parte de la
secuenciacion de péptidos se hace por medio de la espectrometria de
masas, utilizando la ionizacion por electroaspersion (ESI) o ionizacion
por desorcion laser asistida por patron (MALDI) unido a un analizador
de masas de tiempo de recorrido (TOP), como se describié en la
seccion 12.4. También es de uso comun un método quimico de

26 .6 h secuenciacion de péptidos llamado degradacion de Edinan.

La idea general de la secuenciacidon de péptidos por la degradacién de
Edman es romper un aminoaddo a la vez desde un extremo de la
cadena peptidica. EI aminoacido terminal se separa e identifica, y se
repiten las reacciones de ruptura en el péptido de cadena acortada
hasta que se conoce por completo la secuencia del péptido. Estan
disponibles secuenciadores de proteinas automatizados que
permiten que se realicen hasta 50 ciclos repetitivos de secuenciacion
antes de que una acumulacion de subproducos no deseados interfiera
con los resultados. Son tan eficientes estos instrumentos que la
informacion de la secuencia puede obtenerse a partir de muestras de
solo 1 a 5 picomoles-menos de 0.1 in.

Como se muestra en la figura 26.4, la degradacion de Edman
involucra el tratar un péptido con fenilisotiocianato (PITC), C6H5—
N-----C=S, seguido por el tratamiento con acido trifluoroacético. En la
primera etapa se fija el PITC al grupo —NH2 del aminoacido N-
terminal, y en la segunda etapa se separa el residuo N-terminal de la
cadena de péptido, produciendo un derivado de anilinotiazolinona
(ATZ) mas el péptido de cadena acortada. El rearreglo posterior
catalizado por un acido del derivado de ATZ con &acido acuoso lo
convierte en una feniltiohidantoina (PTH), la cual se identifica por
cromatografia al comparar su tiempo de elusién con los tiempos de
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elusion conocidos de los derivados de PTH de los 20 aminoacidos
comunes. Los péptidos de cadena acortada se vuelven a someter de
forma automatica a otro ciclo de degradacién de Edman.

No es practica la secuenciacion completa de proteinas largas por la
degradacion de Edman debido a la acumulacion de subproductos no
deseados. Para evitar este problema, primero una cadena grande de
un péptido se rompe por hidrolisis parcial en un numero de
fragmentos mas pequenos, luego se determina
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2 %y
LA o
(5 o Sk
|

€) La adicién nucleofilica del grupo
amino terminal del péptido al 01
fenilisotiocianato (PITC) da l
un derivado de N-feniltiourea.

@ La ciclacién catalizada por un
acido de la feniltiourea produce 9“ CF3COzH
un intermediario tetraédrico . . .

(=6H e
L -NH-Péptido )

S e
CeHs /\ \_- 13
~N rl\} R H—A

H
H
€ ... el cual expulsa el péptido de
cadena acortada y forma un 6“’
derivado de anilinotiazolinona (ATZ).
0]
S S
e R
6 5\"]\[ ¥ R A
| H

H

Anilinotiazolinona (ATZ)

O El rearreglo de la ATZ en presencia
de aclhd(_) ac_uoso ? una Oj Ha0*
N-feniltiohidantoina (PTH)
isomérica como el producto final.

N-feniltiohidantoina (PTH)

Figura 26.4 MECANISI0: Mecanismo de la degradacidﬁ de Edman para el anélisis del
N-terminal de péptidos.
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la secuencia de cada fragmento, y los fragmentos individuales se ajustan entre si al
emparejar los extremos que se traslapan. De esta forma, se han secuenciado
cadenas de proteinas con mas de 400 aminoacidos.

La hidrélisis parcial de un péptido puede realizarse enzimatica o quimicamente
con acido acuoso. La hidrdlisis acida no es selectivay conduce a una mezcla mas o
menos aleatoria de fragmentos pequefos, pero la hidrolisis enzimatica es
absolutamente especifica. Por ejemplo, la enzima tripsina sélo cataliza la hidrolisis
de péptidos en el lado carboxilo de los aminoacidos basicos arginina y lisina; la
quimotripsina solo rompe en el lado carboxilo de los aminoacidos arilsustituidos
fenilalanina, tirosina y triptoéfano.

Pro-Gli-Trp-Cis-Glu-Asp-lie Ser- His

La quimotrips 1 rompe estos enlaces. La tripsina rompe estos enlaces

Problema 26.12 El octapéptido angiotensina Il tiene la secuencia Asp-Arg-Val-Tir-
lle-His-Pro-Fen. ;Qué fragmentos resultarian si se rompiera la angiotensina con
tripsina? 4, Con quimotripsina?

Problema 26.13 | 4 Cual es el residuo N-terminal en un péptido que da el derivado de
PTH siguiente en la degradacién de Edman?

(T 2 . )
, @ 3P
¥ . W@
| [ G et
r o 2l B
s 1 X "/
- w e -
y -
-

Problema 26.14 Dibuje la estructura del derivado de PTH que se formaria en la
degradacion de Edman de la angiotensina ll (problema 26.12).

Problema 26.15 De la secuencia de aminoacidos de los hexapéptidos que
producen los conjuntos de fragmentos siguientes en la hidrdisis parcial acida:

(@) Arg, Gli, lle, Leu, Pro, Val da Pro-Leu-Gli, Arg-Pro, Gli-lle-Val
(b) N, L, M,W, V, daV-L, V-M-W, W-N-V
26.7 Sintesis de péptidos

Al conocer su estructura, ya puede emprenderse la sintesis de un péptido, quiza
para obtener una gran cantidad para una evaluacién biolégica. Una amida simple
podria formarse al tratar una amina y un acido carboxilico con diciclohexil-
carbodiimida (DCC; seccion 21.7), pero la sintesis de péptidos es un problema
mas dificil debido que deben formarse en un orden especifico varios enlaces
amida distintos en lugar de formarlos aleatoriamente.

La solucion al problema de especificidad consiste en proteger aquellos grupos
funcionales que queremos hacer no reactivos mientras dejamos expuestos solo
aquellos grupos funcionales que queremos que reaccionen. Por ejemplo, si quisié-
ramos acoplar alanina con leucina para sintetizar Ala-Leu, podemos proteger el
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grupo — NH, de la alanina y el grupo —CO,H de la leucina para volverlos no reac
tivos, después formar el enlace amida deseado y eliminar posteriormente los grupos
protecores.

HaC H H:C H
- N Prateasr & ki,

Alanina H.C H

Ala-Leu

Leucina

Se han disefiado varios grupos protectores de amino y carboxilo diferentes, pero sélo
unos cuantos se utilizan ampliamente. Con frecuencia los grupos carboxilo se
protegen sencillamente convirtiéndolos en ésteres metilicos o bencilicos. Ambos
grupos son introducidos facilmente por los métodos estandares de formacién de
ésteres (seccion 21.6) y son eliminados con facilidad por la hidrolisis suave con
NaOH acuoso. Los ésteres bencilicos también pueden romperse por una
hidrogendlisis catalitica del enlace bencilico débil C-0 (RCO,—CH,Ph + H, —>
RCO,H + PhCH3).

i
(%]

Leucinato de metilo
‘f - -
H CH,CHI(CH3)y B

Leucina ! :
Leucina

TR

H C"{'{\-’_‘_‘i {(C} !\',j:/'-
Leucinato de bencilo

Los grupos amino con frecuencia se protegen como sus derivados ter-butoxicarbonil
amida, o Boc. Se introduce el grupo protector Boc por la reaccién del aminoacido con
dicarbonato de di-ter-butilo en una reaccién de sustitucién nucleofilica en el grupo
acilo y se elimina por el tratamiento breve con un acido organico fuerte como el acido
trifluoroacético, CF3CO2H.
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H CH
\/ 3
+
Hgl\l/ \\COZ'
Alanina HsC CHz O H CHj
. (CH3CH3)aN. Y g ‘~C/
Hac./ ‘\0/ “‘\N/ \.COZ
HaC CH3 O O H3C CHs3 |
s o 1l |
e oy sl i 0 R CE S
HaCs =@ 1 e 0 CH4 Boc-Ala
Dicarbonato de di-ter-butilo
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Por lo tanto, se necesitan cinco etapas para sintetizar un dipéptido como el

Alaleu:
Ala + Leu +
£ IC::E lizador
v | de H”
!
~Ala Leu—
€ S 1 los dos aminoacidos 0 focio
= 3 DCI
9] s al utilizar DCC. !
-Ala-Leu-
@) El grupo protector Boc se elimina 0| crscozm
por un tratamiento acido |
Ala-Leu-
— oge . | ~ 1
 El éster metilico se elimina por 0' NaOH
una hidrdlisis basica Hz20
¥
Ala-Leu

= Estas etapas pueden repetirse para adicionar un aminoacido a la
jer vez a fin de aumentar la cadena o unir dos cadenas de péptido. Se
han reportado varios logros notables en la sintesis de péptidos,
que incluyen una sintesis completa de la insulina humana. La
insulina se compone de dos cadenas que suman un total de 51
aminoacidos unidos por puentes disulfuro. Su estructura fue
determinada por Frederick Sanger, quién en 1958 recibié el
Premio Nobel de Quimica por su trabajo.

| Gli
Cadena A (21 unidades) Va

| t_::: Cis-Cis-Tre-Ser-Ile-Cis-Ser-Leu-Tir-GIn-Leu-Glu-Asn-Tir-Cis-Asn

| His-Leu-Cis-Gli-Ser-His-Leu-Val-Glu-Ala-Leu-Tir-Leu-Val-Cis

Glu Gli

Cadena B (30 unidades) | Asn Glu
Val Arg
| Fen Tre-Lis-Pro-Tre-Tir-Fen-Fen-Gli

Insulina

Problema 26.16 Muestre el mecanismo para la formacién de un derivado de
Boc por la reaccién de un aminoacido con dicarbonato de di-ter-butilo.

Problema 26.17 Escriba las cinco etapas requeridas para la sintesis de Leu-Ala
a partir de alanina y leucina.
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26.8 | Sintesis automatizada de péptidos:
| el método en fase solida de Merrifield

Con el primer aminoacido unido a la resina, se realiza una secuencia repetitiva
de cuatro etapas para construir un péptido.

introducido por R. Bruce Merrifield de la

Robert Bruce Merrifield Universidad Rockefeller. En el método de Merrifield, la sintesis de péptidos se
Serz00einacio en FortWorth, - realiza con la cadena en crecimiento de aminoacido unida covalentemente

a cuentas pequenas de una resina de polimero en lugar de en una disolucién.
En el procedimiento estandar de Merrifield, se utiliza la resina de poliestireno, y
: es preparada de tal manera que aproximadamente uno de cada 100 anillos de
i ;_'., benceno contenga un grupo clorometilo (-CH2C1), y el aminoacido C-terminal
protegido por Boc se une a la resina a través de un enlace éster el cual es formado
por una reaccion SN2.

2| Insti-

] nasta su mt

canferic

NHCHCOH 4 CICH,-£Polimero

"'“ Un aminoacido protegido po

une covalentemente a
pC

de un enlace éster (reaccion Sy2).

estireno por la formacion

{CHCOCH, Polimero
5~CH;—CH—CHp—CH—CH;—CH-+CH;—CH
Resina de poliestireno

clorometilado

CH4 CH

2

2 Aminoacido unido
a la resina
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€) El aminoacido unido al polimero
se lava para liberarlo del exceso del (%) 1. Lavar
-reactivo, y después se trata con 2. CF3COzH
acido trifluoroacético para
eliminar el grupo Boc. 0

I R
HoNCHCOCH~(Polimero)
| ~—

R
€) Un segundo aminoéacido protegido 0

por Boc se acopla al primero por
la reaccion con DCC. Se elimina ;
el exceso de los reactivos 2. Lavar R
lavandolos del polimero

insoluble. o} 0}

Il
1. DCC, Boc— :\I'r\ffHCOH

I T L heakl
Boc N'r-(|3HC—NH?HCOCH;—t\F_’onerQ,:

R’ R
O El ciclo de desproteccién, acoplamiento
y lavado se repite tantas veces como O Repetir el ciclo
se desee para adicionar unidades | muchas veces
de aminoacido a la cadena y
en crecimiento. 0}

Booab
I | | P
Boc— i'q}-eCHC—H«.‘HCHC};—,NHCliHCOCHZ---;\PoIimero/:
| | ~——
R" R’ R
@ Después que se ha preparado el
péptido deseado, el tratamiento O |HF
con HF anhidro elimina el grupo
Boc final y rompe el enlace g

; ; O O 0
éster con el polimero, produciendo Il 1] Il e .
el péptido libre. HoNMCHC—+NHCHCH;NHCHCOH + HOCHj;-Polimero)
7 | | | Sl ptle
R" R’ R

A través de los afios se han mejorado sustancialmente los detalles de la
técnica en fase sélida, pero la idea fundamental sigue siendo la misma. Las
resinas mas comunmente utilizadas actualmente son la resina de Wang o la
resina de PAM (fenilacetamidometilo), y el grupo N-protector mas
comunmente utilizado es el fluorenilmetiloxicarbonilo, o grupo Fmoc, en
lugar de Boc.

$-CHy;—CH—CHy—CH-5- ~%-CHy—CH—CHp—CH-3-
i ] 'i
o /,-’.'::..\ e T e
,../ \_‘j [ \,_:\| “\\\| :/l \
J A i s
o S e AR 2 :
< = ~ e . 0, (”)
3 L \—NHCHCO -3
»..O 5 \NH " | ;
Resina de Resina | H—0 R
r' o e “1 N
- - o~ ."-'_ i h “
vf/ D [/ AN ‘ o
L__ /L\ Ry L ’/J' S )
i 7\/ / o Aminoacido protegido
H NHFmoc K )L R4 ROy
D e

/\

H ..NIH moc
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Actualmente se utilizan sintetizadores de péptidos roboticos para repetir las
etapas de acoplamiento, lavado y desproteccion con aminoacidos diferentes.
Cada etapa ocurre con rendimiento alto, de manera automatica se minimiza la
pérdida mecanica debido a que los péptidos intermediarios nunca se
eliminan del polimero insoluble hasta la etapa final. Utilizando este
procedimiento, pueden prepararse rutinariamente hasta 25 a 30 mg de un
péptido con 20 aminoacidos.

26.9 1 Estructura de las proteinas

Las proteinas se clasifican usualmente comofibrosas o globulares, de acuerdo
con su forma tridimensional. Las proteinas fibrosas, como el colageno en los
tendones y el tejido conectivo y la miosina en el tejido muscular, consisten en
cadenas de polipéptidos arregladas lado a lado en filamentos largos. Debido
a que estas proteinas son resistentes e insolubles en agua, se utilizan en la
naturaleza para formar materiales estructurales. En cambio, las proteinas
globulares usualmente se enrollan en formas compactas casi esféricas; por lo
general, estas proteinas son solubles en agua y se mueven dentro de las
células. La mayor parte de las aproximadamente 3 000 enzimas que se han
caracterizado hasta la fecha son proteinas globulares.

Las proteinas son tan grandes que la palabra estructura toma un significado
mas amplio que el que tiene cuando se refiere a los compuestos organicos
mas simples. De hecho, los quimicos hablan de cuatro niveles diferentes de
estructuras cuando describen a las proteinas.

| La estructura primaria de una proteina simplemente es la secuencia de ami-
noacidos.

1 La estructura secundaria de una proteina describe como los segmentos del
esqueleto del péptido se orientan en un patron regular.’

1 La estructura terciaria describe como toda la molécula de proteina se
enrolla en una forma tridimensional global.

1 La estructura cuaternaria describe como las moléculas de proteinas
diferentes se integran para producir estructuras agregadas grandes.

La estructura primaria se determina, como hemos visto, secuenciando la pro-
teina. Las estruduras secundarias, terciarias y cuatemarias se deteminan por
cristalografia de rayos X (Enfocado a... del capitulo 22) debido a que aun no es
posible predecir por computaciéon codmo se pliega una secuencia de una
proteina dada.

Las estructuras secundarias mas comunes son la hélice a y la lamina [3-plega-
da. Una hélice a es un enrollamiento a la derecha del esqueleto de la proteina,
muy parecido al enrollamiento de un cordon telefonico (figura 26.5a). Cada
vuelta de la hélice contiene 3.6 residuos de aminoacido, con una distancia
entre vueltas de 540 pm, 0 5.4 A. La estructura se estabiliza por puentes de
hidrogeno entre grupos amida N-H y grupos C=0 a cuatro residuos de
distancia, con una distancia N-H'0 de 2.8 A. La hélice a es una estructura
secundaria extremadamente comun, y casi todas las proteinas globulares
contienen varios segmentos helicoidales. La mioglobina, una proteina globular
pequeia que contiene 153 residuos de aminoacido en una sola cadena, es un
ejemplo (figura 26.5b).
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Una lamina fi-plegada difiere de una hélice a en que se extiende la cadena
de péptido en vez enrollarse y los puentes de hidrogeno ocurren entre los
residuos de las cadenas adyacentes (figura 26.6a). Las cadenas vecinas
pueden correr en la misma direccién (paralela) o en direcciones opuestas
(antiparalela), aunque el arreglo antiparalelo es mas comun y un poco mas
favorecido desde el punto de vista energético. Por ejemplo, la concanavalina
A consiste en dos cadenas idénticas de 237 residuos, cada una con regiones
extensas de laminas

antiparalelas (figura 26.6b).
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(a) (b)

Figura 26.5 (a) La estructura secundaria helicoidal « de las proteinas es estabilizada por
puentes de hidrégeno entre el grupo N—H de un residuo y el grupo C=0 a cuatro residuos.
{(b) Estructura de la mioglobina, una proteina globular con regiones helicoidales extensas
que se muestran en esta representacion como listones enrollados.

(a)
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(b)

Figura 26.6 (a) La estructura secundaria de lamina B-plegada de las proteinas es estabi-
lizada por los puentes de hidrégeno entre las cadenas paralelas y antiparalelas. (b) Estruc-

tura de la concanavalina A, una proteina con regiones extensas de laminas 3, mostradas
como listones aplanados.
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¢, Qué hay acerca de la estructura terciaria? ;Por qué cualquier proteina adopta la forma que lo hace?
Las fuerzas que determinan la estructura terciaria de una proteina son las mismas fuerzas que
actuan en todas las moléculas, independientemente de su tamafo, para proveer la estabilidad
maxima. Son particularmente importantes las interacciones hidréfilas (amantes del agua; seccion
2.13) de las cadenas laterales polares en los aminoacidos basicos o acidos. Aquellos aminoacidos
basicos o acidos con cadenas laterales cargadas tienden a congregarse en el exterior de la
proteina, donde pueden ser solvatados por el agua. Aquellos aminoacidos con cadenas laterales no
polares y neutras tienden a congregarse en el interior en forma parecida a los hidrocarburos de una
molécula de proteina, alejados del medio acuoso.

También es importante para la estabilizacién de la estructura terciaria de las proteinas la formacion
de puentes disulfuro entre los residuos de cisteina, la formacion de puentes de hidrégeno entre los
residuos de aminoacido cercanos, y la presencia de atracciones ionicas, llamadas puentes salinos,
entre los sitios cargados positiva y negativamente en las varias cadenas laterales de aminoacidos
dentro de la proteina.

Debido a que la estructura terciaria de una proteina globular es sostenida delicadamente por
atracciones intramoleculares débiles, con frecuencia es suficiente un cambio ligero en la
temperatura o el pH para desestabilizar la estructura y ocasionar que la proteina se desnaturalice.
La desnaturalizacion ocurre bajo condiciones tan suaves que la estructura primaria permanece
intacta pero la estructura terciaria se desdobla de una forma globular especifica a una cadena
enrollada aleatoriamente (figura 26.7).

Figura 26.7 Representacion de

La desnaturalizaciéon se acompafa por cambios en las propiedades fisicas y biologicas. La
solubilidad se disminuye drasticamente, como ocurre cuando se cocina la clara de huevo y las
albuminas se desdoblan y coagulan. La mayor parte de las enzimas también pierden toda actividad
catalitica cuando se desnaturalizan, dado que para su accion se requiere una estructura terciaria
definida con precision. Aunque la mayor parte de las desnaturalizaciones son irreversibles, se
conocen algunos casos donde ocurre la renaturalizacion espontanea de una proteina desdoblada a
su estructura terciaria estable. La renaturalizacion se acompafa por una recuperacion total de la
actividad biolégica.

26.10 1 Enzimas y coenzimas

Una enzima, usualmente una proteina grande, es una sustancia que actua comaatalizador para una
reaccion bioldgica. Al igual que todos los catalizadores, unaenzima no afecta la constante de
equilibrio de una reaccion y no puede ocasimar un cambio quimico desfavorable; una enzima
unicamente actua para dismit
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nuir la energia de activacién para una reaccion, por lo que hace que
la reaccion suceda mas rapidamente. De hecho, en algunas
ocasiones la aceleracion de la rapidez ocasionada por las enzimas
es extraordinaria. Son comunes los aumentos de rapidez de
millones de veces, y las enzimas glocosidasa que hidrolizan a los
polisacaridos incrementan la rapidez de reaccién por un factor de
mas de 10", lo que modifica el tiempo requerido para la reaccion
de millones de anos a milisegundos.

A diferencia de muchos de los catalizadores que los quimicos
utilizan en el laboratorio, las enzimas usualmente son especificas en
su accion. De hecho, con frecuencia una enzima unicamente
catalizara una sola reaccidon de un unico compuesto, llamado
sustrato de la enzima. Por ejemplo, la enzima amilasa, que se
encuentra en el tracto digestivo humano, solo cataliza la hidrdlisis
del almiddn para producir glucosa; la celulosa y otros polisacaridos
no son afectados por la amilasa.

Enzimas diferentes tienen especificidades distintas. Algunas, corno
la amilasa, son especificas para un solo sustrato, pero otras operan
en un intervalo de sustratos. Por ejemplo, la papaina, una proteina
globular de 212 aminoacidos' aislada a partir del fruto de la papaya,
cataliza la hidrdlisis de varios tipos de enlaces peptidicos. De hecho,
es esta habilidad para hidrolizar enlaces de péptidos lo que hace
que la papaina sea util como un ablandador de carne y como un lim-
piador para los lentes de contacto.

NHCHCOH  + CHC CHC-

R R -:-: R R
Las enzimas funcionan a través de una via que comprende la
formacioén inicial de un complejo enzima-sustrato E < S, una
conversion quimica multietapa de la enzima unida al sustrato en la

enzima unida al producto E ¢ y la liberacion final del producto a
partir del complejo.

E2S == E.5 &= L P 5= §1
La constante de rapidez global para la conversion del complejo E ¢
S a los productos E + P se llama numero de recambio debido a que
representa el numero de moléculas del sustrato que la enzima
convierte en producto por unidad de tiempo, y es tipico un valor de

casi 10° por segundo.

La aceleracion de la rapidez lograda por las enzimas se debe a
varios factores, por lo que es particularmente importante la capacidad
de la enzima para estabilizar y, por lo tanto, disminuir la energia del
(de los) estado(s) de transicion. Esto es, no es la capacidad de las
enzimas para fijar el sustrato la que importa, sino su capacidad para
fijar y, por lo tanto, estabilizar el estado de transicion. De hecho, con
frecuencia las enzimas fijan la estructura de transicion tanto como
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10'2 veces mas ajustadamente que lo que fijan el sustrato o los
productos, y como resultado, se disminuye sustancialmente en
energia el estado de transicion. Un diagrama de energia para un
proceso catalizado por una enzima podria verse como el de la figura
26.8.

Como se muestra en la tabla 26.2, las enzimas se clasifican en seis
categorias dependiendo del tipo de reaccién que catalizan. Las
oxidorreductasas catalizan oxidaciones y reducciones; las
transferasas catalizan la transferencia de un grupo de un sustrato a
otro; las liidrolasas catalizan las reacciones de hidrélisis de ésteres,
amidas y sustratos relacionados; las liosas catalizan la eliminacion
o la adicién de una molécula pequefa como H,0 de o a un sustrato;
las isoinerasas
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Figura 26.8 Diagramas de o
energia para procesos no catali- /T
4 rojo) y lizados por :
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posible una via alterna con | - n finiiangierise
energia, y el aumento de '
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zima para fijar el es ©
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Progreso de la reaccion ——

catalizan isomerizaciones; y las ligasas el enlace entre dos moléculas, frecuentemente
acopladas con la hidrdlisis de ATP. El nombre sistematico de una enzima tiene dos partes,
terminando en -asa. La primera parte identifica el sustrato de la enzima, y la segunda parte
identifica su clase. Por ejemplo, la hexosa quinasa es una transferasa que cataliza la

transferencia de un grupo fosfato del ATP a una azucar hexosa.
Tabla 26.2 l Clasificacion de enzimas
Clase

Algunas subclases Funcion

Oxidorreductasas Deshidrogenasas

Introduccién de un enlace doble

Oxidasas Oxidacioén

Reductasas Reduccion

[tansferasas Cinasas [ransferencia de un grupo fosfato

Transaminasas Transferencia de un grupo amino

Hidrolasas

Liasas

[somerasas

Ligasas

Lipasas
Nucleasas
Proteasas
Descarboxilasas
Dehidrasas
Epimerasas
Carboxilasas

Sintetasas

Hidr6lisis de ésteres

Hidrélisis de fosfatos
Hidrélisis de amidas

Pérdida de CO,

Pérdida de H,0O

Isomerizacion del centro quiral
Adicion de CO,

l-'arnmcir"a]l de un nuevo enlace

Ademas de su parte proteinica, la mayor parte de las enzimas también contienen una Eequeﬁa

parte no proteinica llamada cofactor. Un cofactor puede ser, un ion inorganico, como Zn

+

, O una

molécula organica pequefa, llamada coenzima. Una coenzima no es un catalizador pero es un
reactivo que experimenta un cambio quimico durante la reaccion y requiere una etapa adicional
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para regresar a su estado inicial. Varias, aunque no todas, las coenzimas se deri-
van de las vitaminas, sustancias que un organismo requiere para crecer pero no
es capaz de sintetizar y debe recibirlas en su ingesta diaria. Son ejemplos la coen-
zima A a partir del pantotenato (vitamina B3), la NAD-'- a partir de la niacina, la
FAD a partir de la riboflavina (vitamina B2), el tetrahidrofolato a partir del acido
félico, el fosfato de piridoxal a partir de la piridoxina (vitamina Bg), y la difosfato
de tiamina a partir de la tiamina (vitamina B,) (tabla 26.3 en las paginas 10441045).
Mas adelante en el texto revisaremos en los puntos apropiados la quimica y los
mecanismos de reaccidn de las coenzimas.

Problema 26.18 ; ; A qué clases pertenecen las siguientes enzimas?

(a) Piruvato descarboxilasa (b) Quimotripsina (c) Alcohol
deshidrogenara

26.11 ; Como actuan las enzimas? Citrato sintasa

Las enzimas actuan al hacer que se reunan las moléculas de reactivos, las man-
tienen en la orientacion necesaria para la reaccion y proporcionan los sitios acido
0 basico para catalizar pasos especificos. Como ejemplo, veamos la citrato
sintasa, una enzima que cataliza la adicion parecida a la alddlica de la acetil CoA a
oxaloacetato para dar citrato. La reaccidon es el primer paso en el ciclo del acido
citrico, en el que se metabolizan los grupos acetilo producidos por la degradacion
de las moléculas de los alimentos para producir CO, y H,0. En la seccion 29.7
veremos los detalles del ciclo del acido citrico.

Citrato

Oxaloacetato Acetil CoA Citrato

La citrato sintasa es una proteina globular de 433 aminoacidos con una hendidura
profunda alineada por un arreglo de grupos funcionales que pueden unirse al
oxaloacetato. Al unirse el oxaloacetato, se cierra la hendidura inicial y se abre otra
para unir la acetil CoA. Esta segunda hendidura también es alineada por los
grupos funcionales apropiados, que incluyen una histidina en la posicion 274 y
un acido aspartico en la posicion 375. Ahora los dos reactivos son sostenidos por
la enzima en una proximidad estrecha y con una orientacién adecuada para la
reaccion. La figura 26.9 en la pagina 1046 muestra la estructura de la citrato
sintasa determinada por cristalografia de rayos X, junto con un acercamiento del
sitio activo.

Como se muestra en la figura 26.10, en la pagina 1047, el primer paso en la
reaccion alddlica es la generacion del enol de la acetil CoA. El carboxilo de la ca-
dena lateral de un residuo de aspartato actia como una base para sustraer un
proton acido de la posicion a, mientras que al mismo tiempo el anillo de imidazol
de la cadena lateral de una histidina dona un 117 al oxigeno del grupo carbonilo. El
enol producido realiza una adicion nucleofilica al grupo carbonilo de la cetona del
oxaloacetato. La primera histidina actia como una base para eliminar el
hidrégeno del -OH del enol, mientras que un segundo residuo de histidina dona
simultaneamente un proton al grupo carbonilo del oxaloacetato, dando citril
CoA. El agua hidroliza el grupo éster del tiol en la citril CoA en una reaccion de
sustitucion nucleofilica en el grupo acilo, liberando como productos finales el

citrato y la coenzima A.
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