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1 conocimiento de la estructura tridimensional de una protei-
na es un paso importante para poder entender cémo fun-
ciona. Sin embargo, la estructura bidimensional estatica que
se muestra sobre una pagina tiene poco que ver con la realidad.
Las proteinas son moléculas dindmicas cuyas funciones depen-
den, de modo casi invariable, de las interacciones con otras mo-
léculas. Estas interacciones se ven afectadas por cambios, a
veces espectaculares y otras sutiles, de la conformacién protei-
ca que pueden desencadenar importantes efectos fisiolégicos.
En este capitulo estudiaremos c6mo interaccionan las protei-
nas con otras moléculas y cémo se relacionan estas interaccio-
nes con la estructura dindmica de las proteinas. Es muy dificil
sobreestimar la importancia de las interacciones moleculares
para la funcién proteica. Como vimos en el Capitulo 4, la funcién
de las proteinas fibrosas como elementos estructurales de las
células y los tejidos, se basa en interacciones cuaternarias esta-
bles entre cadenas polipeptidicas idénticas. En este capitulo ve-
remos que las funciones de otras muchas proteinas implican
interacciones con una variedad de moléculas diferentes. La ma-
yorfa de estas interacciones son transitorias, a pesar de que
pueden constituir la base de complejos procesos fisioldgicos, ta-
les como el transporte de oxigeno, la funcién inmunitaria y la
contraccion muscular, los temas que examinamos con detalle
en este capitulo. Las proteinas que llevan a cabo estos procesos
ilustran los principios fundamentales de la funcién proteica que
se explican a continuacion, algunos de los cuales resultaran fa-
miliares del capitulo anterior:

Las funciones de muchas protefnas implican la unién reversi-
ble de otras moléculas. Una molécula unida de manera rever-
sible por una proteina se conoce con el nombre de ligando.
Un ligando puede ser cualquier tipo de molécula, incluidas

Puesto que las protefnas participan de un modo u otro en todos los
procesos quimicos de un organismo vivo, se podria esperar que la
elucidacién de sus estructuras y de sus transformaciones permitiera
obtener informacién altamente significativa para el dmbito de la qui-

—Emil Fischer, articulo en Berichte der deutschen chemischen
Gesellschaft zu Berlin, 1906

&

otras proteinas. La naturaleza transitoria de las interacciones
protefna-ligando es critica para la vida, ya que permiten al or-
ganismo responder de manera rapida y reversible al medio
ambiente cambiante y a las circunstancias metabélicas.

Elligando se une a un lugar de la proteina llamado sitio de
fijacioén, que es complementario al ligando en tamafio, for-
ma, carga y caracter hidrofbico o hidrofilico. Ademas, la in-
teraccion es especifica: la proteina puede discriminar entre
las miles de moléculas diferentes de su entorno y unir se-
lectivamente s6lo una o unas pocas. Una proteina puede
tener diferentes sitios de fijacién para diferentes ligandos.
Estas interacciones moleculares especfficas son cruciales
para mantener el alto grado de orden de un sistema vivo.
(Esta discusién excluye la unién de agua, que puede inte-
raccionar débilmente y de manera no especifica con dife-
rentes partes de una proteina. En el Capitulo 6 se estudia el
agua como un ligando espécifico para muchos enzimas.)

Las proteinas son flexibles. Los cambios en su conforma-
cion pueden ser sutiles, reflejando vibraciones moleculares
y pequefios movimientos de los residuos de aminoacidos a
lo largo de la protefna. De una proteina que se flexiona de
este modo se dice a veces que “respira”. Los cambios en la
conformacién pueden ser también muy grandes, con seg-
mentos importantes de la estructura de la proteina despla-
zandose incluso varios nanémetros. Ciertos cambios espe-
cificos de la conformacién acostumbran a ser esenciales
para la funcién proteica.

La unién de una protefna con un ligando est4 asociada con
un carnbio conformacional que hace que el sitio de fijacion
sea mas complementario al ligando, lo que permite una
unién mas fuerte. La adaptacién estructural que se produ-
ce entre la rroteina y el ligando se llama encaje inducido.

En una proteina con varias subunidades, un cambio de
conformacién en una subunidad afecta a menudo a la con-
formacién de las otras subunidades.

Las interacciones entre ligandos y protefnas pueden ser re-
guladas, habitualmente mediante interacciones especificas
con uno o més ligandos adicionales. Estos otros ligandos
pueden provocar cambios conformacionales que afecten a
la unién del primer ligando.
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Los enzimas representan un caso especial en la funcion
proteica. Los enzimas unen y transforman quimicamente otras
moléculas: catalizan reacciones. Las moléculas sobre las que ac-
tdan los enzimas se llaman sustratos de la reaccion, en lugar
de ligandos, y el sitio de fijacién del ligando se llama sitio cata-
litico o sitio activo. En este capitulo insistiremos sobre las
funciones no catalfticas de las proteinas. En el Capitulo 6 trata-
remos la catalisis enzimatica, un tema central en bioquimica.
Veremos como el tratamiento de los temas de este capitulo
(unién, especificidad y cambios de conformacién) contindan en
el préximo capitulo, con el elemento afiadido de que las protei-
nas actuaran en transformaciones quimicas.

5.1 Union reversible de una proteina
a un ligando: proteinas de unién a oxigeno

La mioglobina y la hemoglobina son posiblemente las dos prote-
nas mas estudiadas v mejor conocidas. Fueron las primeras de
las que se determiné su estructura tridimensional, y con estas
dos moléculas se ilustran casi todos los aspectos de uno de los
procesos bioquimicos mas importantes: la unién reversible de
un ligando a una proteina. Este modelo cldsico de la funcién
proteicanos dard una gran cantidad de informacién sobre c6mo
trabajan las proteinas. @ Protefnas de union a oxigeno — Mioglo-
bina: almacenamiento de oxigeno

Fl oxigeno puede estar unido a un grupo prostético hemo

El oxfgeno no es muy soluble en el agua (véase la Tabla 2-3) y
no puede transportarse a los tejidos en cantidad suficiente por
simple disolucién en el suero sanguineo. La difusion del oxigeno
a través de los tejidos es también insuficiente a lo largo de dis-
tancias superiores a pocos milimetros. La evolucién de animales
multicelulares grandes dependi6 de la evolucién de proteinas
que pudiesen transportar y almacenar oxigeno. Sin embargo,
ninguna de las cadenas laterales de los aminodcidos proteicos
es adecuada para la unién reversible de moléculas de oxigeno.

Este papel es desempefiado por ciertos metales de transicion,
entre ellos el hierro y el cobre, que tienen una fuerte tendencia
a unir oxigeno. Los organismos multicelulares explotan las pro-
piedades de los metales, normalmente del hierro, para el trans-
porte de oxigeno. Sin embargo, el hierro libre provoca la
formacién de especies altamente reactivas del oxigeno, tales co-
mo los radicales hidroxilo, que pueden dafiar el DNA u otras
macromoléculas. Por lo tanto, el hierro utilizado en las células
estd presente en formas que lo secuestran, lo hacen menos re-
activo o las dos cosas a la vez. En los organismos multicelulares,
especialmente en aquellos en los que el hierro, en su calidad de
transportador de oxigeno, debe ser transportado a lo largo de
grandes distancias, el hierro suele estar incorporado a un grupo
prostético unido a una proteina, llamado grupo hemo. (Recuer-
de que en el Capitulo 3 vimos que un grupo prostético es un
compuesto asociado permanentemente a una proteina y que
contribuye a su funcién.)

El grupo hemo tiene una estructura de anillo organico
complejo, protoforpirina, al cual estd unido un tnico atomo
de hierro en su estado ferroso (Fe %) (¥ig. 5-1). El 4tomo de
hierro tiene seis enlaces de coordinacion, cuatro con dtomos de
nitrégeno que forman parte del sistema plano del anillo de
porfirina y dos perpendiculares a la porfirina. Los atomos de
nitrégeno coordinados (que tienen cardcter de dadores de elec-
trones) ayudan a evitar la conversién del hierro hemo al estado
férrico (Fe®). El hierro en estado Fe®" une oxigeno de manera
reversible, mientras que en el estado Fe®" no une oxigeno. El
grupo hemo se encuentra en muchas proteinas transportadoras
de oxigeno, y también en algunas protefnas, como los citocro-
mos, que participan en reacciones de oxidacién-reduccion
(transferencia de electrones) (Capitulo 19).

Las moléculas de hemo libres (no unidas a protefnas), de-
jan el Fe?* con dos enlaces de coordinacion “abiertos”, Lareac-
cién simultdanea de una molécula de Og con dos moléculas de
hemo libres (o con dos Fe?" libres) puede dar lugar a la conver-
sién irreversible del Fe?* a Fe®*. En las proteinas que contienen
el hemo, esta reaccién se evita secuestrando cada grupo hemo
en un lugar suficientemente profundo dentro de la estructura
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FIGURA 5~1 F grupo hemo. El grupo hemo estd presente en fa mioglobina,
hemoglobina y en muchas otras proteinas Hamadas protefnas hemo o hemo-
protefnas. El grupo hemo consiste en un anillo orgénico complejo, la protopor-
firina IX, al cual se une un 4tomo de hierro en su estado ferroso (Fe?™). (a) Las
porfirinas, de las que la protoporfirina IX es s6lo un ejemplo, consisten en cua-

tro anillos pirro unidos por puentes meteno, con sustituciones en una o mds de
las posiciones marcadas como X. (b, €) Se muestran dos representaciones del
grupo hemo (de PDB 1D 1CCR). El dtomo de hierro del grupo hemo posee seis
enlaces de coordinacién: cuatro de ellos unidos al anillo plano de la porfirina y
en su mismo plano, y (d) otros dos perpendiculares a este plano.
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FIGURA 5--2 Vista lateral del grupo hemo. Esta perspectiva muestra los dos
enlaces de coordinacién del Fe?* perpendiculares al sistena del anillo porfirina.
Uno de estos dos enlaces estd ocupado por un residuo His, a veces llamada His
préxima; el otro es el sitio de fijacién del oxigeno. Los cuatro enlaces de coor-
dinacion restantes estdn unidos al sistema de anitlo porfirfico y se encuentran
en el mismo plano.

proteica. Asi, el acceso a los dos enlaces de coordinacién abier-
tos estd restringido. Uno de esos dos enlaces de coordinacion
estd ocupado por el nitrégeno de la cadena lateral de un residuo
His. El otro es el sitio de fijacién del oxigeno molecular (Og)
(Fig. 5-2). Las propiedades electrénicas del hierro del grupo
hemo cambian cuando se une el oxigeno, provocando el cambio
de color de la sangre desde el purpura oscuro de la sangre ve-
nosa sin oxigeno al rojo brillante de la sangre arterial rica en ox{-
geno. Algunas moléculas pequefias, como el mondxido de
carbono (CO) y el 6xido nitrico (NO) pueden coordinarse con el
hierro del grupo hemo con mayor afinidad que el Og. Cuando
una molécula de CO se une al grupo hemo el O, queda excluido,
siendo ésta la razon por la que el CO es altamente toxico para
los organismos aercbicos (como se puede ver en el Recua-
dro 5-1). Las proteinas de unién a oxigeno regulan el acceso del
CO y otras moléculas pequefias al hierro del grupo hemo me-
diante el secuestro e inclusion del grupo hemo en su estructura.

La mioglobina tiene un (nico sitio de fijacion para el oxigeno

La mioglobina (M, 16.700; abreviada Mb) es una proteina de
unién a oxigeno relativamente simple y que estd presente en
practicamente todos los mamiferos, sobre todo en el tejido mus-
cular. Al ser una protefna de trans ‘orte, facilita la difusién del
oxigeno en el musculo. Es especialmente abundante en el mus-
culo de los animales que se sumergen, tales como focas y balle-
nas, que deben almacenar suficiente oxigeno para estancias
prolongadas bajo el mar. Hay proteinas muy similares a la mio-
globina que estdn ampliamente distribuidas, presentes incluso
en algunos organismos unicelulares.

La mioglobina consta de un tnico polipéptido de 153 ami-
noécidos con una molécula de hemo. Es un ejemplo tipico de la
familia de proteinas llamadas globinas, que poseen estruc-
turas primarias y terciarias similares. Il polipéptido estd for-
mado por ocho segmentos de hélice « conectados por giros
(Fig. 5-8). Alrededor de un 78% de los residuos aminodcidos
presentes en la proteina se encuentran en estas hélices a.

Cualquier discusién detallada sobre la funcién de una pro-
tefna implica inevitablemente su estructura. La introduccion de
algunas convenciones estructurales propias de las globinas faci-
litard nuestro tratamiento de la mioglobina. Tal como se ve en la

FIGURA 53 Mioglobina. (PDB ID 1MBO) Los ocho segmentos de hélice o
{mostrados aqui como cilindros) estin marcados de la A a la H. Los residuos de
conexion, que no forman parte de las hélices, se nombran como AB, CD, EF..,
indicando los segmentos que interconectan. Algunos giros, tales como BCy DE,
son abruptos, y no contienen residuos; normalmente no hay un nombre especi-
fico para ellos. (El segmento corto visible entre D y E es un artefacto de la repre-
sentacion por ordenador.) El grupo hemo estd unido a una bolsa formada
principalmente por las hélices E y F, aunque también participan algunos amino-
acidos de otros segmentos.

Figura 5-3, los segmentos helicoidales se nombran de la A a la
H. Un residuo aminodcido individual puede designarse por su
posicién en la secuencia de aminoacidos o por su localizacion
dentro de la secuencia de un segmento concreto de hélice a.
Por ejemplo, el residuo His coordinado al grupo hemo en la mio-
globina, His® (el aminodcido n° 93 desde el extremo amino-ter-
minal de la secuencia polipeptidica de la mioglobina) se llama
también HisF8 (el 8° residuo de la hélice o F). Los giros en la es-
tructura se denominan AB, CD, EF, FG, etc., indicando los seg-
mentos de hélice « que conectan.

Las interacciones proteina-ligando se pueden describir
cuantitativamente

La funcién de la mioglobina depende no sélo de la capacidad de
la proteina de unir oxigeno, sino también de ser capaz de libe-
rarlo cuando y donde sea necesario. La funcién bioquimica de-
pende a menudo de una interaccién reversible proteina~ligando
de este tipo. Una descripcién cuantitativa de esta interaccion
es, por tanto; un aspecto clave en muchas investigaciones bio-
quimicas.

En general, la unién reversible de una proteina (P) a un li-
gando (L) puede describirse por una simple expresion de
equilibrio:

P+L=PL (5-1)

Lareaccién se caracteriza por una constante de equilibrio K, de
manera que

K, - P _ % (5-2)
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donde k, y k4 son constantes de velocidad (insistiremos en ellos
més adelante). El término K, es una constante de asociacién
(no hay que confundirla con la K, que representa la constante
de disociacién de un 4dcido; p. b8) que describe el equilibrio
entre el complejo y sus componentes libres no unidos. La cons-
tante de asociacién proporciona una medida de la afinidad del li-
gando L por la proteina. La K, tiene unidades de ML un valor
mas alto de K, corresponde a una mayor afinidad del ligando.

El término del equilibrio K, es también equivalente a la
relacién entre las velocidades de reaccién hacia la derecha
(asociacién) y hacia la izquierda (disociacién) relacionadas con
la. formacion del complejo PL. La velocidad de asociacién se
describe con la constante de velocidad k, y 1a de disociacion con
la constante de velocidad k4. Como se discutird en el capitulo si-
guiente, las constantes de velocidad son constantes de propor-
cionalidad que describen la fraccién del total de reactivo que
reacciona en una fraccién de tiempo determinada. Cuando en
la reaccidn interviene una sola molécula, como en la disociacion
PL — P + L, lareaccion es de primer orden y las unidades de la
constante de velocidad (kq) se expresan como inversos del
tiernpo (s™). Cuando en la reaccién intervienen dos moléculas,
como en la reaccién de asociacién P + L — PL, se llama de se-
gundo orden y las unidades de su constante de velocidad (k,)
son Ms7L.

CONVENCION CLAVE: Las constantes de equilibrio se represen-
tan con una Ky las constantes de velocidad con una k. §

La redistribucién de la primera parte de la ecuacién 5-2 mues-

tra que la relacion entre proteina unida y proteina libre es di-

rectamente proporcional a la concentracién de ligando libre:
[PL]

K L] = —— , 5-3
aL] ] (5-3)

Cuando la concentracién de ligando es mucho mayor que la
concentracién desitios de fijacién de ligando, la unién de ligan-
do por parte de la proteina no afecta de manera significativa a la
concentracién de ligando libre (no unido), con lo que [L] per-
manece constante. Esta situacién es aplicable en general a la
mayoria de ligandos que se unen a las proteinas en las células y
simplifica nuestra descripcién del equilibrio de unién.

Podemos ahora considerar la constante de equilibrio en
funcién de la fraccién, 8 (teta), de sitios de fijacién de ligando
de la proteina que estan ocupados por el ligando:

sitios de fijacién ocupados [PL]

f = — . == (6-4)
sitios de fijacién totales [PL] + [P]

Sustituyendo K,[L]{P] por [PL] (véase la ecuacién 5-3) y reor-
ganizando los términos tenemos:

0= = = 1 (5-5)

El término K, puede ser determinado a partir de una represen-
tacién de 6 frente a la concentracién de ligando libre, {L]
(Fig. 5~4a). Cualquier ecuacién de la forma » = y/{y+z) des-
cribe una hipérbole, por lo que 6§ es una funcién hiperbdlica
de [L]. La fraccion de sitios de fijacién de ligando ocupados
tiende a la saturacién de manera asint6tica al aumentar [L].
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FIGURA 5-4 Representaciones gréficas de la unién de ligando. Se repre-
senta a proporcion de centros de unién a ligando ocupados, 8, frente a la con-
centracion de ligando libre. Ambas curvas son hipérbolas rectangulares.
(@) Curva hipotética de unidn a un ligando L. La [L] necesaria para ocupar la mi-
tad de los centros de unién a ligando disponibles es equivalente a 1/K, o Ky. La
curva tiene una asintota horizontal en @ = 1y una asintota vertical (no mostrada)
en [L] = ~1/K,. (b) Curva representativa de fa unidn de oxigeno a la mioglobina.
La presion parcial de O, en el aire sobre la solucién se expresa en kilopascales
{kkPa). El oxigeno se une con fuerza a la mioglobina con una Psq de sélo 0,26 kPa.

La [L] ala que la mitad de los sitios de fijacién de ligando dispo-
nibles estan ocupados (es decir, 8 = 0,5) corresponde a 1/ K,,.

Sin embargo, a veces es més frecuente (e intuitivamente
més sencillo) considerar la constante de disociacién, Kg, que
es el reciproco de K, (Ky = 1/K,) v que se expresa en unidades
de concentracion molar (M). K4 es la constante de equilibrio pa-
ra la liberacién del ligando. Las ecuaciones cambian a:

_[PIIL] kg y
Ka= o "3 (5-6)
_[PIL]
[PL] = K, (6-T)
W &
YA B -8

Cuando [L] es igual a K la mitad de los sitios de fijacién de li-
gando estén ocupados. Cuando [L] desciende por debajo de Kg,
cada vez hay menos proteina con ligando unido. Para que un
90% de los sitios de fijacién de ligando disponibles estén ocupa-
dos, [L] debe ser nueve veces mayor que Kg.

En la practica, Ky se utiliza mucho méas a menudo que K,
para expresar la afinidad de una proteina por su ligando. Obser-
ve gue un valor méas bajo de Ky corresponde a una mayor afini-
dad del ligando por la proteina. Las operaciones matemaéticas
pueden reducirse a frases simples: K, equivale a la concentra-
cién molar de ligando a la cual la mitad de los sitios de fijacién
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Proteina Ligande Kq (m)*

Avidina (clara de huevo) Biotina Ix 107
Receptor de insulina (humano) Insulina 1x 17
nmunoglobulina anti-VIH (humana)’ gpdl (prot. de superficie del VIH-1) 4 x 107%
Proteina de unién a niquel (£ «col7) NiZ* 1% 1077
Calmodulina (rata)* ca?t 3% 1670
21077
Interacciones receptor-ligando tipicas

Interaccién proteina=DNA especifica de secuencia

Biotina-avidina
Antic

1 | | | | i

| l { 1 |

L | )
1073 1074 {02 10710 107 10 10* 1072

alta afinidad baja afinidad

Ky
Las barras coloreadas indican el intervalo de valores de las constantes de disociacion de diversas clases de interacciones.en
sistemas biol6gicos. Unas pocas interacciones, como a dela proteina:avidina y el cofactor enzimatico bioting, caen fuera de
los.margenes normales. La interaccidn avidina-biotina es tan fuerte que se considera irreversible. Las interacciones
protefna-DNA dirigidas por la secuencia se refierena protefnas que se:unen a una secuencia particular de nucledtidos en el
DNA, en-conttraste con fa unidn general a cualquiersitio del DNA,

* a constante de disociacion citada es valida tan sélo para las condiciones de disolucidn en las cuales fue determinada. Los valores de Ky
para una interaccién proteina ligando pueden ser alterados, en ocasiones en varios érdenes de magnitud, por cambios en variables de la
solucidn tales como la concentracion de sales, el pH u otras variables.

TEsta inmunoglobulina fue aislada en el intento del desarollo de una vacuna frente al VIH. Las inmunoglobulinas (descritas en este capitu-
lo) son altamente variables, y la Ky citada agui no debe considerarse caracteristica de todas las inmunoglobulinas.

*La calmodulina tiene cuatro sitios de fijacion para el calcio. Los valores mostrados reflejan los sitios de fijacién de menor y mayor afinidad

observados en una serie de medidas.

de ligando disponibles estan ocupados. En este punto, se dice
que la proteina ha alcanzado su punto medio de saturacion con
respecto ala unién de ligando. Cuanto més fuerte es la unién de
una proteina a su ligando, menor serd la/concentracion de li-
gando requerida para que estén ocupados la mitad de los sitios
de fijacién, y por tanto menor serd el valor de K. En la tabla 5-1
se proporcionan algunas constantes de disociacién significati-
vas; la escala muestra el intervalo de valores observado normal-
mente par las constantes de disociacién en sistemas biol6gicos.

| EJEMPLO PRACTICO5—1  Constantes de disociacién

receptor-ligando

Dos proteinas X e Y se unen al mismo ligando A, y presentan las
curvas de unién que se muestran a continuacion.

1,0 ~

2] 0’5 o o P e e e e e e 2

[A] ()

;Cudl es la constante de disociacién, Ky, para cada proteina?
;Qué proteina (X oY) tiene mayor afinidad por A?

Solucioén: Podemos determinar las constantes de disociacién
examinando la gréfica. Ya que 6 representa la fraccién de sitios
de fijacién ocupados por el ligando, la concentracién de ligando
ala que estan ocupados la mitad de los sitios, es decir, el punto
en el que la curva de fijacién cruza la linea donde 8 = 0,5, es la
constante de disociacion. Para X, K = 2 uM; para Y, Kg = 6 uM.
Al llegar al punto medio de saturacién por [A] a valores mas ba-
jos, X tiene mayor afinidad por el ligando.

La unién de oxigeno a la mioglobina sigue los patrones des-
critos anteriormente. Sin embargo, al ser el oxigeno un gas, de-
bemos hacer algunos ajustes minimos en las ecuaciones para
poder proceder con mas facilidad a los experimentos necesa-
rios. En primer lugar sustituimos la concentracion de oxigeno
disuelto por |L] en la ecuacién 5-8 para tener

o= —t_ | (5-9)

Como para cualquier ligando, K es igual a la [O5] a la que estén
ocupados la mitad de los sitios de fijacién de ligando disponi-
bles, 0 [Og]y 5. La ecuacion 5-9 pasa a ser

[Ogl

R - 5-10
[Og] + [Oglp 5 ( ')
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En los experimentos en los que el oxigeno es el ligando, el paré-
metro que varfa es la presién parcial de oxigeno (pOy) en la fa-
se gaseosa que se encuentra sobre la disolucion debido a que es
mas facil de medir que la concentracién de oxigeno disuelto. La
concentracién de una sustancia volatil en disolucion es siempre
proporcional a la presién parcial local en la fase gaseosa. 5i de-
finimos 1a presién parcial de oxigeno a [Oz]o 5 como Pg, 1a susti-
tucién en la ecuacién 5-10 da

g POz
pOs + Psp

B -1

Una curva de unién para la mioglobina que relaciona 6 con pOy
se muestra en la Figura 5-4b.
La estructura proteica afecta al modo de unidn del ligando
La unién de un ligando a una proteina no acostumbra a ser tan
simple como podrian hacer pensar las ecuaciones vistas ante-
riormente. La interaccion se ve afectada en gran medida por la
estructura proteica y suele estar acompanada por cambios con-
formacionales. Por ejemplo, la especificidad con la que el grupo
hemo se une a sus diversos ligandos se ve alterada cuando el he-
mo es un componente de la mioglobina. El monéxido de carbono
se une unas 20.000 veces mejor que el O3 a las moléculas libres
de grupo hemo (es decir, la Ky 0 Py para la union del CO es
mas de 20.000 veces menor que la del O,) pero se une tan solo
unas 200 veces mejor que el Oy cuando el grupo hemo esta uni-
do ala mioglobina. La diferencia se explica en parte por un im-
pedimento estérico. Cuando el O, se une al grupo hemo libre, el
eje de la molécula de oxigeno forma un dngulo respecto al en-
lace Fe-0 (Fig. 5-5a). Por el contrario, cuando el CO se une al
hemo libre, los dtomos de Fe, Cy O se sitian en linea recta
(Fig. 5-5b). En ambos casos, la unién refleja la geometria de
orbitales hibridos de cada ligando. En la mioglobina la His®*
(His B7) del sitio de fijacion de Oz del hemo estd demasiado le-
jos para coordinarse con el hierro hemo, pero interacciona con
un ligando unido al grupo hemo. Este residuo, llamado His dis-
tal (distinta de la His proxima, His F8), forma un enlace de hi-
drégeno con el O, (Fig. 5-5¢) pero puede impedir la formacién
del enlace lineal del CO, dando asf una explicacién para la dis-
minucion selectiva de la unién del CO al hemo de la mioglobina
(v de la hemoglobina). La reduccién en la unién del CO es im-
portante fisiolégicamente, debido a que el CO es un subproduc-
to de baja concentracién del metabolismo celular. Otros fac-
tores, no bien definidos atin, parecen intervenir en la modula-
¢ién de la interaccién del hemo con el CO en estas proteinas.
Launién del O, al hemo en la mioglobina también depende
de movimientos moleculares, o “respiracién”, en la estructura
proteica. La molécula de hemo estd profundamente sepultada
en el polipéptido plegado, sin que haya un camino directo para
el oxigeno desde la disolucién hasta el sitio de fijacion de ligan-
do. Sila proteina fuese rigida, el Oy no podria entrar o salir de la
bolsa de hemo a una velocidad significativa. Sin embargo, la ra-
pida flexién molecular de las cadenas laterales de los aminoaci-
dos provoca la formacién de cavidades transitorias en la
estructura de la proteina, de manera que el Oy puede abrirse
paso moviéndose a través de esas cavidades. Las simulaciones
por ordenador de las répidas fluctuaciones estructurales de la
mioglobina sugieren que hay muchos caminos para el oxigeno.

(a) X (b) X

Phe CD1

FIGURAS-5 Efectos estéricos causados por la unién de ligando al grupo hemo
de Ia mioglobina. (a) El oxigeno se une al grupo hemo con el eje del O, en dn-
gulo, una conformacién del enlace facilitada por la mioglobina. (b) El mondxi-
do de carbono se une al hemo libre con el eje del CO perpendicular al plano
del anillo de porfirina. Cuando se une al hemo en la mioglobina, el CO estd for-
zado a adoptar un ligero dngulo debido a que la disposicién perpendicular estd
hloqueada estéricamente por la His E7, la His distal. Este efecto debilita la union
del CO a la mioglobina. (¢) Otra perspectiva (PDB 1D TMBO) muestra la dispo-
sicion de los aminodcidos clave alrededor def hemo de la mioglobina. El O,
unido forma un enlace de hidrégeno con la His distal, la His £7 (His®), facili-
tando mas adn la unién del O,.

Una de las rutas principales viene proporcionada por la rotacion
de la cadena lateral de la His distal (His®*), que tiene lugar en
una escala de nanosegundos (1079 s). Incluso cambios confor-
macionales sutiles pueden ser claves para la actividad proteica.

Fl oxigeno es transportado en la sangre por la hemoglobina

@ Protefnas de unién a oxigeno—Hemoglobina: Transporte de oxi-
geno Practicamente todo el oxigeno transportado por la sangre
en los animales es unido y transportado por la hemoglobina de
los eritrocitos (glébulos rojos sanguineos). Los eritrocitos hu-
manos normales son discos bicéncavos pequefios (de 6 a 9 um
de didmetro). Se forman a partir de células madre precursoras
llamadas hemeocitoblastos. En el proceso de maduracion, las
células madre generan células hija que producen grandes canti-
dades de hemoglobina y a continuacién pierden sus érganos in-
tracelulares (ntcleo, mitocondria y reticulo endoplasmatico).
Los eritrocitos son por lo tanto células vestigiales incompletas,
incapaces de reproducirse y, en los humanos, destinadas a so-
brevivir durante tan sélo unos 120 dias. Su principal funcién es
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transportar hemoglobina la cual esté disuelta en su citosol a una
concentracién muy alta (aproximadamente un 34% de su peso).

En la sangre arterial que pasa de los pulmones a través del
corazén a los tejidos periféricos la hemoglobina esté saturada
con oxigeno en un 96%. En la sangre venosa que vuelve al cora-
z6n estd saturada sélo en un 64%. Por lo tanto, cada 100 mL
de sangre que pasa a través de los tejidos libera aproximada-
mente un tercio del oxigeno que transporta, o 6,5 mL de O, ga-
se0so a presion atmosférica y temperatura corporal.

La mioglobina, con su curva hiperbdlica de unién al oxige-
no (Fig. 5-4b), es relativamente insensible a pequefios cambios
en la concentracion del oxigeno disuelto y por lo tanto funciona
bien como una proteina de almacenamiento de oxigeno. La he-
moglobina, con sus multiples subunidades y sitios de fijacién de
0o, estd mejor preparada para el transporte de oxigeno. Tal co-
mo veremos, las interacciones entre las subunidades de una
proteina multimérica pueden pernﬁ ir una respuesta altamente
sensible a pequefios cambios en lat}@ centracién de ligando.
Las interacciones entre las subunidades de Ta hemoglobina pro-
vocan cambios conformacionales que alteran la afinidad de la
protefna por el oxigeno. La modulacion de la unién del oxigeno
permite a la protefna transportadora de Oy responder a los cam-
bios en la demanda de oxigeno por parte de los tejidos.

Las subunidades de la hemoglobina son estructuralmente
similares a la mioglobina

La hemoglobina (M, 64.500; abreviada como Hb) es mas o me-
nos esférica, con un didmetro de 5,6 nm. Es una proteina tetra-
mérica que contiene cuatro grupos prostéticos hemo, cada uno
asociado a una de las cadenas polipeptidicas. La hemoglobina
de un adulto contiene dos tipos de globina, dos cadenas « (de
141 residuos cada una) y dos cadenas 8 (de 146 residuos cada
una). A pesar de que menos de la mitad de los residuos de ami-
noéacidos de las secuencias polipeptidicas de las subunidades «
v B son idénticos, las estructuras tridimensionales de los dos ti-
pos de subunidades son muy similares. Atn es mas, sus estruc-
turas son muy similares a la de la mioglobina {Fig. 5--6), a pesar
de que las secuencias de aminoacidos de los tres polipéptidos
son idénticas en tan solo 27 posiciones (Fig. 5-7). Los tres po-
lipéptidos son miembros de la familia proteica de las globinas.

Mioglobina Subunidad 8
de la hemoglobina

FIGURA 56 Comparacion de las estructuras de la mioglobina (PDB ID TMBO)
y de la subunidad B de la hemoglobina (de PDB ID THGA).
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. FIGURA 57 Secuencias de aminoacidos de la mioglobina de cachalote y de

las cadenas o y B de la hemoglobina humana, Las lineas discontinuas sefialan
los limites entre hélices. Para alinear las secuencias de una manera optima se
han incluido algunos huecos en las dos secuencias de Hb en los fugares en don-
de hay un exceso de aminodcidos en las otras secuencias comparadas. Con la
excepcion de la hélice D, ausente en la Hbe, este alineamiento permite la de-
signacién por letras de las hélices que ayuda a destacar la posicién comdn de jos
aminodcidos idénticos en las tres estructuras (sombreados en gris). Los residuos
destacados en rosa estan conservados en todas las globinas conocidas. Hay que
tener en cuenta que una misma designacion de letra y nimero, para aminodci-

“dos presentes en dos o tres estructuras diferentes, no corresponde necesaria-

mente con una posicién comdn en la secuencia lineal de aminodcidos de Jas
cadenas polipeptidicas. Por ejemplo, el residuo His distal es His E7 en las tres es-
tructuras pero corresponde a la His®™, His*® y a fa His® en las secuencias linea-
les de la Mb, Hba y HbB, respectivamente. Los residuos amino y carboxilo
terminales que no pertenecen a hélices, situados mas alla del primer (A) y Gltimo
(H) de los segmentos hélice o, se designan como NA y HC respectivamente.
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FIGURA 5~8 Interacciones dominantes entre las subunidades de hemo-
globina. En esta representacion, las subunidades « estén en tono claro y las
subunidades 8 en oscuro. Las interacciones més fuertes (destacadas) se produ-
cen entre subunidades no iguales. Cuando se une el oxigeno, el contacto a1 85
cambia ligeramente; sin embargo, se produce un cambio sustancial en el con-
tacto a1 3,, donde se rompen varios pares iénicos (PDB ID THGA).

La convencién para nombrar las hélices descrita en el caso de la
mioglobina es también aplicable para los polipéptidos de la he-
moglobina, excepto que la subunidad « carece de la corta héli-
ce D. La bolsa de unién del hemo esta formado principalmente
por las hélices E y F de cada una de las subunidades.

La estructura cuaternaria de la hemoglobina muestra fuer-
tes interacciones entre subunidades diferentes. La interfase
a1 (v su equivalente apfBg) implica mas de 30 residuos y es
suficientemente fuerte como para que, aungue un tratamiento
suave con urea provoca una disociacién del tetramero en dime-
ros af3, estos permanezcan intactos. La interfase a8 (v la
agf) implica unos 19 residuos (Fig. 5-8). Las interacciones
hidrofébicas predominan en todas las interfases, pero también
hay muchos enlaces de hidrégeno y unos pocos pares i6ricos
(o puentes salinos) cuya importancia se discute més adelante.

La hemoglobina experimenta un cambio estructural
al unirse al oxigeno

E] analisis por rayos X ha revelado dos conformaciones princi-
pales de la hemoglobina: el estado Ry el estado T. A pesar de
que el oxigeno se une a la hemoglobina en cualquiera de estos
dos estados tiene una afinidad considerablemente mayor por la
hemoglobina en estado R. La unién del oxigeno estabiliza el es-
tado R. Cuando el oxfgeno esté ausente experimentalmente, el
estado T es mas estable y es entonces la conformacién predo-
minante de la desoxihemoglobina. Los estados T y R fueron
denominados originalmente como “tenso” y “relajado”, debido a
que el estado T estd estabilizado por un mayor numero de pares
iénicos, muchos de los cuales pertenecen a la interfase a8,
(v ala agBy) (Fig. 5-8). La unién del O, a una subunidad de
hemoglobina en el estado T promueve un cambio conformacio-

nal hacia el estado R. Cuando toda la proteina sufre esta transi- -

cién, las estructuras de las subunidades individuales cambian
poco, pero los pares de subunidades af3 se deslizan uno sobre
otro v rotan, estrechando la bolsa entre las subunidades 8

APFGL g ibunidad B

Subunidad o« Lys €5
\ His HCS

-

Ba Asi)‘ Hig*

HC3 FG1

(b)

FIGURA5-9 Algunos pares ionicos que estabilizan el estado T de la desoxihe-
moglobina (a) Visién en detalle de una porcién de una molécula de deso-
xihemoglobina en estado T (PDB ID THGA). Las interacciones entre los pares
iénicos His HC3 y Asp FG1 de la subunidad B (en azul) y entre la Lys C5 de
Ja subunidad « (en gris) y el grupo a-carboxilo de la His C3 de la subuni-
dad B se muestran con lineas discontinuas. (Recuérdese que el HC3 es el re-
siduo carboxi-terminal de la subunidad B.) (b) Las interacciones entre estos
pares iGnicos y otros no mostrados en (a) se esquematizan en esta represen-
tacién de las cadenas de polipéptido extendido de la hemoglobina.

(Fig. 5--10). En este proceso, algunos de los pares i6nicos que
estabilizan el estado T se rompen y se forman otros nuevos.

Max Perutz propuso que la transicion T — R esté provoca-
da por cambios en las posiciones de cadenas laterales de ami-
noécidos clave que rodean al hemo. En el estado T, la porfirina
estéd ligeramente curvada, provocando que el hierro hemo so-
bresalga ligeramente hacia la His préxima (His I'8). La union
del Oy provoca que el hemo adquiera una conformacién mas
plana, cambiando la posicién de la His préxima y de la hélice F
unida (Fig. 5~11). Estos cambios conducen a ajustes en los
pares iénicos de la interfase o; 8.

La hemoglobina une oxigeno de manera cooperativa

La hemoglobina debe unir oxigeno eficientemente en los pul-
mones, donde la pOs, es aproximadamente de 13,3 kPa, y libe-
rar oxigeno en los tejidos, donde la pO; es de unos 4 kPa. La
mioglobina, como cualquier proteina que une cxigeno si-
guiendo una curva hiperbélica de unién, estd poco preparada
para esta funcién, por los motivos que se ilustran en la Figu-
ra 5-12. Una proteina que uniese Oy con una alta afinidad lo
uniria eficientemente en los pulmones pero no liberaria gran
parte del mismo en los tejidos. Si la proteina uniese oxigeno
con una afinidad suficientemente baja para liberarlo en los te-
jidos, no recogerfa demasiado oxigeno en los pulmones.
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His HC3
Estado T

FIGURA 510 La transicion T — R. (PDB ID 1HGA y 1BBB) En estas representa-
ciones de la desoxihemoglobina, igual que en la Figura 5-9, las subunidades 8 se
muestran en azul y las subunidades « en gris. Las cadenas laterales cargadas positi-
vamente y los extremos de la cadena implicados en la formacién de pares idnicos se
muestran en azul y sus correspondientes parejas cargadas negativamente se mues-
tran en rojo, La Lys C5 de cada subunidad a y el Asp FG1 de cada subunidad 8 son
visibles aunque no estan marcados (comparese con fa Fig. 5-9a). Hay que destacar

Val FG5

. : o Leu Hemo
o SyFG3 |

O,

Hélice

Estado T Estado R

FIGURA5~11 Cambios de conformacién en el entorno del hemo por la union
del O, a la desoxihemoglobina. (PDB ID THGA y 1BBB) El cambio de posici6n
de la hélice F cuando el hemo une O, es uno de los ajustes que se cree que de-
sencadena la transicién T — R.

La hemoglobina resuelve este problema mediante una
transicién de un estado de baja afinidad (el estado T) a un esta-
do de alta afinidad (el estado R) a medida que se le unen mas
moléculas de O,. Como resultado, la hemoglobina tiene una cur-
va de unién a oxigeno hibrida, en forma de S o curva sigmoidea
(Fig. 5-12). Una proteina de una sola subunidad con un tinico
sitio de fijacién de sustrato no puede tener una curva de unién
sigmoidea (ni siquiera si la unién provocase un cambio confor-
macional) debido a que cada molécula de ligando se une inde-
pendientemente y no podria afectar a la unién de otra molécula.
Por el contrario, la unién del Oy a las subunidades individuales
de la hemoglobina puede alterar la afinidad para el Oy de las
subunidades adyacentes. La primera molécula de Og que inte-
racciona con la desoxihemoglobina se une débilmente, debido a
que se une a una subunidad en el estado T. Sin embargo, esta
unién conduce a unos cambios conformacionales que se comu-

a

Estado R \

que la molécula tiene una orientacion ligeramente diferente de la mostrada en la Fi-
gura 5-9. La transicion del estado T al R desplaza de manera sustancial las parejas
de subunidades, afectando a algunos de sus pares idnicos. Es destacable el caso de
Jos residuos His HC3 del extremo carboxilo de las subunidades B, implicados en
pares iénicos en el estado T, y que rotan hacia el centro de la molécula cuando se
pasa al estado R, dejando de formar pares inicos. Otra consecuencia destacable de
fa transicién T — R es un estrechamiento de la bolsa entre las subunidades 3.

nican a las subunidades adyacentes, haciendo mas ficil la unién
de moléculas de O, adicionales. En efecto, la transiciéon T — R
se produce mas rapidamente en la segunda subunidad una vez
que el Oy se ha unido a la primera subunidad. La tltima molécu-
la de Oy (Ja cuarta) que se une al hemo lo hace a una subunidad

pOyen pOs en
los tejidos los pulmones

1,0
alta afinidad \
0,8 - o
Transicion de
baja afinidad a
alta afinidad
0,6 -
6
0,4
Estado de
0,2 baja afinidad
0 1
4 8 12 16
pO; (kPa)

FIGURA 5-12 Curva de unidn sigmoidea (cooperativa). Una curva de unién
sigmoidea puede contemplarse como una curva hibrida que refleja la transicion
de un estado de baja afinidad a un estado de alta afinidad. La unidn cooperati-
va, tal como se manifiesta por fa curva de unién sigmoidea, hace que la hemo-
globina sea més sensible a pequefias diferencias en la concentracién de O,
entre los tejidos y los pulmones, 1o que permite que la hemoglobina una oxige-
no en los pulmones (donde la pO, es alta)'y lo libere en los tejidos (donde la
pO; es baja).
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que va estd en el estado R y por tanto se une con una afinidad
mucho mayor que la de la primera molécula.

Una proteina alostérica es aquella en la cual la union de
un ligando afecta a las propiedades de unién de otro sitio de la
misma proteina. El término “alostérico proviene del griego
allos, “otro”, y stereos, “solido” o “forma”. Las protefnas alosté-
ricas son aquellas que tienen “otras formas” o conformaciones
inducidas por la unién de ligandos conocidos como modulado-
res. Los cambios conformacionales inducidos por el/los modula-
dor(es) interconvierten formas més activas y menos activas de
la proteina. Los moduladores de las proteinas alostéricas pue-
den ser tanto inhibidores como activadores. Cuando el ligando
normal y el modulador son idénticos la interaccidn se denomina
homotrépica. Cuando el modulador es una molécula diferente
del ligando normal la interaccién es heterotrépica. Algunas
proteinas tienen dos o mas moduladores y por lo tanto pueden
tener interacciones homotrépicas y heterotropicas.

La unién cooperativa de un ligando a una proteina multi-
mérica, tal como la que se produce con la unién del Oy a la he-
moglobina, es una forma de unién alostérica. La unién de un
ligando afecta a las afinidades de cualquiera de los restantes si-
tios de fijacién no ocupados, y el O, puede ser considerado tanto
un ligando normal como un modulador homotrépico activador.
Hay s6lo un sitio de fijacién para el O en cada subunidad, de mo-
do que los efectos alostéricos que dan lugar a la cooperatividad
estan mediados por cambios conformacionales transmitidos de
una subunidad a otra por interacciones subunidad-subunidad.
Una curva de unién sigmoidea es diagndstico de una union coo-
perativa. Permite una respuesta mucho mas sensible a las con-
centraciones de ligando y es importante para la funcién de
muchas protefnas multiméricas. El principio del efecto alostérico
puede extenderse facilmente al caso de los enzimas reguladores,
tal como veremos en el Capitulo 6.

Los cambios conformacionales cooperativos dependen de
variaciones en la estabilidad estructural de partes diferentes de
la proteina, como se vio en el Capitulo 4. Los sitios de fijacion de
una proteina alostérica suelen consistir en segmentos estables
préximos a segmentos relativamente inestables, siendo éstos ul-
timos capaces de sufrir cambios frecuentes en su conformacion
o de llevar a cabo movimientos desorganizados {(¥ig. 5-18).
Cuando se produce la unién de un ligando, las partes moviles
del sitio de fijacién de una protefna pueden quedar estabilizadas
en una conformacién determinada que afecta a la conformacion
de las subunidades de polipéptido adyacentes. Sila totalidad del
sitio de fijacién tuviera una gran estabilidad, al unirse en €l un li-
gando tan sélo serfan posibles cambios estructurales limitados
que se propagan a otras partes de la proteina.

Aligual que ocurre con la mioglobina, 1a hemoglobina pue-
de unir ligandos diferentes al oxigeno. Un ejemplo importante
es el monéxido de carbono, que se une a la hemoglobina con
una eficiencia unas 250 veces superior a la del oxigeno. La ex-
posicién de humanos al CO puede tener consecuencias tragicas

(Recuadro 5-1).

srativa de ligando puede ser descrita

=]

La unién cooperativa del oxigeno por la hemoglobina fue anali-
zada por primera vez por Archibald Hill en el afio 1910. A partir

/ Sitio de | Bl Inestable
! .27 fijacion Menos estable
/ Estable

Sitio de
fijacion

No hay ligando. Los segmen-
tos rosa son flexibles; pocas
conformaciones facilitan la
unién del ligando. Los
segmentos verdes son estables
en ¢l estado de baja afinidad.

Ligando

Elligando estd unido a

una subunidad. La unién
estabiliza una conformacién
de alta afinidad del segmento
flexible (ahora de color verde).
El resto del polipéptido adopta,
una conformacion de alta
afinidad, y en la otra
subunidad se estabiliza

la misma conformacién
mediante interacciones
proteina-proteina.

Una segunda molécula de
ligando est4 unida a la
segunda subunidad. Esta
unién tiene lugar con mayor
afinidad gue la de la primera
molécula, dando lugar a
cooperatividad positiva.

FIGURA 513 Cambios estructurales en una proteina con varias subunidades
que se une cooperativamente a un ligando. La estabilidad estructural no es uni-
forme en una molécula de protefna. Aquf se muestra una proteina dimérica
hipotética formada por regiones de estabilidad alta (azul}, media (verde) y baja
{rojo). Lo sitios de fijacién de ligando estdn compuestos de segmentos de alta y
baja estabilidad, por lo que la afinidad por ef ligandlo es relativamente baja. Los
cambios conformacionales producidos al unirse e} ligando hacen que la protei-
na pase desde un estado de baja afinidad a uno de alta afinidad, una forma de
encaje inducido.

de sus descubrimientos se enuncié un método general para
el estudio de la unién cooperativa de ligandos a proteinas multi-
subunitarias.

Para una proteina con % sitios de fijacién el equilibrio de la
ecuacién b1 se convierte en

P +nL == PL, (5-12)

y entonces la expresién para la constante de asociacion pasa
a ser

L= «.M[PL”],” (5-13)
[PI[L)]
La ecuacién para € (vea la ecuacion 5-8) es
[L}n L
= 5-14
[L1" + Ky % ( )
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Lake Powell, Arizona, en agosto de 2000. Una familia se encon-
traba de vacaciones en una casa flotante arrendada. Pusieron
en marcha el generador de electricidad para poder conectar un
aparato de aire acondicionado y un televisor. Aproximadamen-
te 15 minutos después, dos hermanos de 8 y 11 afios saltaron
desde la cubierta de popa. Justo debajo de la cubierta estaba si-
tuado el tubo de escape del generador. En el lapso de dos mi-
nutos, los dos hermanos quedaron rendidos a causa de la
inhalacién del monéxido de carbono del tubo de escape, que ha-
bia quedado concentrado debajo de la cubierta. Ambos se aho-
garon. Estas muertes, junto con ofras mas que ocurrieron en la
década de 1990 y que estaban relacionadas con casas flotantes
de disefio similar, hicieron que se reconsiderara y rediseriara el
montaje de los tubos de escape de los generadores.

El monéxido de carbono (CO), un gas incoloro e inodoro,
causa mas de la mitad de las muertes por envenenamiento en
el mundo. El CO tiene una afinidad por la hemoglobina unas
250 veces mayor que la del oxigeno. Por ello, niveles relativa-
mente bajos de CO pueden tener importantes y tragicos efec-
tos. Cuando el CO se combina con la hemoglobina, el complejo
resultante se denomina carboxihemoglobina o COHb.

Algunos procesos naturales generan cierta cantidad de CO,
pero los niveles elevados localizados suelen ser el resultado de
la actividad humana. Los tubos de escape de motores y estufas
constituyen fuentes importantes de CO, al ser éste un producto
secundario de la combustién incompleta de combustibles f6si-
les. Tan sélo en Estados Unidos, casi 4.000 personas mueren ca-
da afio a causa de envenenamiento por CO, ya sea accidental o
intencionadamente. Muchas de las muertes accidentales se pro-
ducen por un aumento no detectado de CO en espacios cerra-
dos, como el que se produce cuando una estufa doméstica no
funciona bien o tiene pérdidas e insufla CO dentro de la casa.
Sin embargo, también es posible la intoxicacién por CO en es-
pacios abiertos, en los que personas desprevenidas pueden
inhalar los gases de escape de generadores, motores fuera bor-
da, motores de tractor o cortadoras de césped.

Es poco frecuente que los niveles de monéxido de carbono
en la atmosfera sean peligrosos, ya que oscilan entre menos de
0,05 partes por millén (ppm) en dreas remotas e inhabitadas y
3 a4 ppm en algunas ciudades del hemisferio norte. En Estados
Unidos el lIimite impuesto por el gobierno (por la Ocupational
Safety and Health Administration, OSHA) en lugares de trabajo
es de 50 ppm para personas que trabajen en turnos de ocho ho-
ras. La fuerte unién del CO a la hemoglobina implica que la
COHDb se puede acumular a lo largo del tiempo si las personas se
exponen a un bajo nivel pero constante de CO.

En un individuo sano, el 1% o menos de la hemoglobina to-
tal forma complejo en forma de COHb. Al ser el CO un produc-
to del humo del tabaco, muchos fumadores tienen niveles de
COHb en un intervalo del 3% al 8% de su hemoglobina total, pu-
diendo aumentar hasta el 15% en fumadores compulsivos. Los
niveles de COHDb se equilibran al 50% en las personas que aspi-
ran aire que contiene 570 ppm de CO durante varias horas. Se
han desarrollado métodos para relacionar el contenido de CO
en la atmdsfera con los niveles de COHb en sangre (Fig. 1). En

pruebas efectuadas con generadores de casas flotantes como el
responsable de las muertes de Lake Powell, los niveles de CO
subieron hasta 6.000 o 30.000 ppm bajo cubierta, y los niveles
de Og atmosférico bajaron desde un 21% a un 12%. Inclu-
so por encima de la cubierta se detectaron niveles de CO de
7.200 ppm, suficientes para provocar la muerte en pocos minutos.

¢De qué manera afecta al organismo humano la COHb? Ra-
ramente se observan sintomas a niveles de menos del 10% de la
hemoglobina total. Al 15% se empieza a experimentar ligeros
dolores de cabeza. Entre el 20% y el 30%, el dolor de cabeza es
muy agudo y estd acompanado de nduseas, vértigo, confusion,
desorientacion y algunas molestias visuales; estos sintomas sue-
len desaparecer si se trata al individuo con oxigeno. A niveles de
COHD del 30% al 50%, los sintomas neurolégicos se hacen méas
graves y a niveles superiores al 50% se pierde la conciencia has-
ta caer en coma. Seguidamente puede producirse una parada
respiratoria. Sila exposicién ha sido prolongada pueden produ-
cirse dafos permanentes. Niveles superiores al 60% son morta-
les. La autopsia de los nifios que murieron en Lake Powell
revelé que sus niveles de COHb eran del 59% y del 562%.

La unién de CO ala hemoglobina est4 afectada por muchos
factores, entre los que se incluye el ejercicio (Fig. 1) y los cam-
bios en la presién del aire relacionados con la altitud. Al tener
los fumadores niveles basales més elevados de COHb, los que
se exponen a una fuente de CO suelen presentar sintomas méas
rapidamente que los no fumadores. Las personas afectadas de
enfermedades cardiacas, pulmonares o sanguineas que reducen
la disponibilidad del oxigeno a los tejidos también experimentan
los sintomas a niveles més bajos de exposicién. Los fetos corren
un riesgo elevado de envenenamiento por CO porgue la hemo-
globina fetal tiene una afinidad ligeramente mds elevada por el
CO que la adulta. Se han registrado casos en los que el feto ha
muerto pero la madre ha sobrevivido.

(continua en la pdgina siguiente)
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FIGURAT Relacidn entre fos niveles de COHb en sangre y la concentracién de
CO en el aire circundante. Se muestran cuatro condiciones de exposicion dife-
rentes, comparando los efectos de una exposicién corta-con otra méds prolonga-
da y una exposicién en reposo con una exposicién durante el ejercicio.




Puede parecer chocante que la pérdida de la mitad de la
hemoglobina en forma de COHb resulte fatal, puesto que sabe-
mos que personas con diversos tipos de anemia suelen vivir
razonablemente bien con la mitad de la cantidad total de hemo-
globina. Sin embargo, la unién de CO a la hemoglobina tiene
efectos mas alld del de eliminar parte de proteina del total dis-
ponible para la unién del oxigeno. También afecta a la afinidad
del resto de subunidades de la hemoglobina para con el oxige-
no. Al unirse CO a una o dos subunidades de un tetrdmero de
hemoglobina, la afinidad hacia el O, se incrementa sustancial-
mente en las restantes subunidades (Fig. 2). De este modo, un
tetramero de hemoglobina con dos moléculas de CO unidas
puede fijar O, de modo eficiente en los pulmones pero liberarlo
con poca eficiencia en los tejidos. Con ello, los tejidos sufren
pronto una privacién de oxigeno. El problema se acentda por-
que los efectos del CO no se limitan a su interferencia con la
funcion de la hemoglobina. E1 CO se une a otras proteinas con
grupos hemo y a una variedad de metaloproteinas. Todavia no
se conocen bien los efectos de estas interacciones, pero pueden
ser responsables de algunos de los efectos a largo plazo del en-
venenamiento agudo y no mortal por CO.

Cuando se sospecha un envenenamiento por CO, resulta
esencial una rapida evacuacién de la persona afectada de la
fuente de CO, aunque esto no garantiza una recuperacion rapi-
da. Cuando se produce el traslado desde un lugar contaminado
con CO a una atmésfera exterior normal, el Oy empieza a susti-
tuir el CO de la hemoglobina. Sin embargo, los niveles de COHb
descienden bastante lentamente; el tiempo medio es de 2 a
6,5 horas, en funcion del individuo y de factores ambientales.
Si se administra oxigeno al 100% a través de una mascara, la ve-
locidad de recambio puede aumentar hasta cuatro veces; el
tiempo medio del intercambio O;-CO puede reducirse a dece-

pOgen pOy en los
los tejidos pulmones
1,00 -
Hb normal
0,8
0,6 -
0 50% de COHb
0,41
Individuo anémico
0,2
0 i
4 8
pO, (kPa)

FIGURA 2 Diversas curvas de unién a oxigeno: de hemoglobina normal, he-
moglobina de un individuo anémico con el 50% de su hemoglobina funcional
y hemoglobina de un individuo con el 50% de sus subunidades de hemoglobi-
na acomplejadas con CO. Se indica la pO; en pulmones y tejidos humanos.

nas de minutos si se administra oxigeno al 100% a una presion
de 3 atm (303 kPa). De este modo, resulta critico el tratamien-
to a cargo de un equipo médico competente y bien equipado.
Estd altamente recomendada la instalacién de detectores
de mondxido de carbono en las casas. Se trata de una medida
simple y barata que puede evitar una posible tragedia. Al termi-
nar de recopilar los datos para este recuadro, adquirimos inme-
diatamente detectores de CO nuevos para nuestras casas.

Reordenando los términos y calculando el logaritmo de ambos
lados obtenemos

_o It
1-0 K,

(5-15)

log (%) = nlog [L] — log K4 (5-16)

donde Ky = [LIg 5.

La ecuacién 5-16 es la ecuacidn de Hill, y una representa-
cién del log [6/(1 — 8)] frente al log[L] se denomina represen-
tacién de Hill. Basindose en la ecuacion, la representacion de
Hill deberia tener una pendiente igual a 7. Sin embargo, la pen-
diente determinada experimentalmente no refleja el niimero de
sitios de fijacion sino el grado de interaccién entre ellos. La pen-
diente para una curva de Hill se indica por tanto como 7y, el

coeficiente de Hill, que es una medida del grado de cooperati- .
vidad. Si 7y es igual a 1, la unién al ligando no es cooperativa,

una situacién que puede producirse incluso en una protefna mul-
timérica si las subunidades no se comunican. Un 725 mayor gue 1
indica que hay una cooperatividad positiva en la unién del ligan-

do. Esta es la situacién que se observa en la hemoglobina, en la
que la unién de una molécula de ligando facilita la unién de las
otras. El limite superior tedrico para 7y se alcanza cuando 7y =
7. En este caso la unién serfa completamente cooperativa: todos
los sitios de fijacién en una proteina unirfan el ligando simultane-
amente, y no habria moléculas de proteina parcialmente satura-
das de ligando en ningan caso. Este limite nunca se alcanza en la
practica, y el valor medido de 74 es siempre menor que el nd-
mero de sitios de fijacién de ligando de la proteina.

Unny menor que 1 indica cooperatividad negativa, la unién
de una molécula de ligando dificulta la union de otras. Hay po-
cos casos bien documentados de cooperatividad negativa.

Para adaptar la ecuacién de Hill a la unién de oxigeno por
parte de la hemoglobina debemos sustituir de nuevo [L] por pOg
y Kq por Pgj:

) 7]
log <1_j6> = 1 log pOg — 7 log Pxg (5-17)

Las representaciones de Hill para la mioglobina y la hemoglobi-
na se presentan en la Figora 5-14.
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FIGURA 514 Graficas de Hill para la unién del oxigeno a la mioglobina
y a la hemoglobona. Cuando = 1 no existe cooperatividad evidente. El maxi-
mo grado de cooperatividad observado para la hemoglobina corresponde apro-
ximadamente a 7y = 3. Obsérvese que, mientras esto indica un alto nivel de
cooperatividad, /74 es menor que 7, siendo 7 el niimero de sitios de fijacién de
0, de la hemoglobina. Esto es lo normal para una proteina que presenta unién
alostérica.

Existen dos modelos que explican los mecanismos
de la unidén cooperativa

Los bioquimicos tienen hoy una gran cantidad de informacion
sobre los estados T y R de la hemoglobina, pero queda mucho
por aprender sobre cémo se produce la transiciéon T — R. Exis-
ten dos modelos para la unién cooperativa de ligandos a las pro-
tefnas con multiples sitios de fijacién que han influenciado en
gran medida las ideas que se tienen sobre este problema.

El primer modelo fue el propuesto por Jacques Monod,
Jeffries Wyman y Jean-Pierre Changeux en 1965, es el llamado
modelo MWC o modelo concertado (Fig. 5-15a). En el mo-
delo concertado se considera que las subunidades de una pro-
teina con unién cooperativa son funcionalmente idénticas, que
cada subunidad puede existir en (como minimo) dos conforma-

Todo () Todo| |

ciones, y que todas las subunidades sufren la transicién de una
conformacién a otra de manera simultanea. En este modelo nin-
guna protefna tiene subunidades con conformaciones diferen-
tes. Las dos conformaciones estin en equilibrio. El ligando
puede unirse a cualquiera de ellas aunque con diferente afini-
dad. La unién sucesiva de moléculas de ligando a la conforma-
cién de baja afinidad (la cual serfa mds estable en ausencia de
ligando) hace méas probable la transicién a la conformacién de
alta afinidad.

En el segundo modelo, el modelo secuencial (Fig. 5-15b)
propuesto en 1966 por Daniel Koshland y colaboradores, la
union del ligando puede inducir un cambio de conformacion en
una subunidad individual. Un cambio de conformacién en una
subunidad provoca un cambio similar en la subunidad adyacen-
te, asi como hace mas probable la unién de una segunda molé-
cula de ligando. Hay més estados intermedios potenciales en\\
este modelo que en el modelo concertado. Los dos modelos no )
son mutuamente excluyentes: el modelo concertado puede ver-
se como um caso limite de “todo o nada” del modelo secuencial.
En el Capitulo 6 utilizaremos estos modelos para la discusion
sobre los enzimas alostéricos.

La hemoglobina también transporta H™ y €0,

Ademas de transportar practicamente todo el oxigeno necesa-
rio para las células de los pulmones a los tejidos, la hemoglobi-
na transporta dos productos finales de la respiracién celular
(H" y COy) de los tejidos a los pulmones y los rifiones, donde
son excretados. El COy producido por la oxidacién de combus-
tibles organicos en la mitocondria, se hidrata para formar bi-
carbonato:

Esta reaccion esta catalizada por la carbémnico anhidrasa, un
enzima especialmente abundante en los eritrocitos. El didéxido
de carbono no es demasiado soluble en solucién acuosa, y, de no
ser convertido en bicarbonato, se formarian burbujas de COg en
los tejidos y en la sangre. Tal como puede verse en la reaccion
catalizada por la carbénico anhidrasa, la hidratacién del CO,

FIGURA 5-15 Dos modelos generales para la interconver-

sion de las formas inactiva y activa de proteinas durante la
unién cooperativa a ligando. A pesar de que los modelos

pueden aplicarse a cualquier proteina (incluyendo cualquier

enzima, Capitulo 6) que presente unién cooperativa, se
muestran cuatro subunidades debido a que el modelo fue
propuesto originalmente para la hemoglobina. (a) En el mo-

delo concertado o de todo o nada (modelo MWC) se postula
que todas las subunidades estdn en la misma conformacion,
ya sea como O (baja afinidad o inactiva) o como [ (alta afi-

nidad o activa). Dependiendo del equilibrio, &3, entre las for-

mas Oy [, la unién de una o mas moléculas de ligando (L)
desplazard el equilibrio hacia fa forma £J. Las sub-unidades

con un L unido estdn sombreadas. (b} En el modelo secuen-
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cial cada subunidad individual puede estar en la forma O o

en la forma [, siendo posible un gran nimero de confor-
maciones.
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provoca un aumento de la concentracién de H* (un descenso
del pH) en los tejidos. La unién de oxigeno a la hemoglobina se
ve muy afectada por el pH y la concentracién de CO,, por lo que
la interconversion de CO, y bicarbonato es de gran importancia
para la regulacion de la unién de oxigeno y su liberacién en la
sangre.

La hemoglobina transporta alrededor del 40% del total de
H* v del 15% al 20% del CO, formado en los tejidos hacia los
pulmones y los rifiones. (El resto de H™ es absorbido por el tam-
pon bicarbonato del plasma; el resto del COgy se transporta en
forma de HCO3 y COy disueltos.) La unién del H* y COg esté in-
versamente relacionada con la unién de oxigeno. Con un pH re-
lativamente bajo y altas concentraciones de COy en los tejidos
periféricos, la afinidad de la hemoglobina por el oxigeno dismi-
nuye a medida que se unen H" y COy, v se libera oxigeno a los
tejidos. Por el contrario, a medida que se excreta COg en los ca-
pilares pulmonares y aumenta consecuentemente el pH de la
sangre, la afinidad de 1a hemoglobina por el oxigeno aumenta y
la proteina une mas O, para su transporte a los tejidos periféri-
cos. Este efecto del pH y de la concentracién de COy sobre la
unién y liberacién de oxigeno por la hemoglobina es el lamado
efecto Bohr, en honor de Christian Bohr, el fisiSlogo danés (y
padre del fisico Niels Bohr) que lo descubrié en 1904.

El equilibrio de unién de la hemoglobina y una molécula de
oxigeno puede describirse por la reaccién

Hb + Oy == HbO,

que no es una expresién completa. Para tener en cuenta el efec-
to de la.concentracién de H* sobre este equilibrio de unién, de-
bemos reescribir la reaccion como

HHb" + O, == HbO, + H"

donde HHb* designa una forma protonada de la hemoglobina.
Esta ecuacién nos dice que la curva de saturacion de Og de
la hemoglobina estd influenciada por la concentracién de H”
(Fig. 5--16). Tanto el Oy como el H" se unen a la hemoglobina,
aunque con afinidades inversas. Cuando la concentracién de
oxigeno es altd, como ocurre en los pulmones, la hemoglobina
une O, y libera protones. Cuando la concentracién de oxigeno
es baja, situacién que se da en los tejidos periféricos, se une H'
y se libera O,.

El oxigeno y el H™ no se unen a los mismos sitios de la he-
moglobina. El oxigeno se une a los dtomos de hierro de los
hemo, mientras que el H" se puede unir a diversos residuos de
aminodcido de la proteina. La His**® (His HC3) de las subunida-
des S8 realiza un aporte fundamental al efecto Bohr. Este residuo
forma, al protonarse, uno de los pares iénicos (con el Asp”™, Asp
FG1) que ayudan a estabilizar la desoxihemoglobina en el esta-
do T (Fig. 5-9). El par iénico estabiliza la forma protonada de la
His HC3, dandole a este residuo un pK, anormalmente alto en el
estado T. El pK, cae a su valor normal de 6,0 en el estado R debi-
do a que el par i6nico no puede formarse, y este residuo esté en
su mayor parte desprotonado en la oxihemoglobina a pH 7,6, el
pH de la sangre en los pulmones. A medida que aumenta la con-
centracién de H', se produce la protonacién de la His HC3, 1o
que favorece la transicién al estado T provocando la liberacién
de oxigeno. Un efecto similar se produce con la protonacion de
los residuos amino terminales de las subunidades «, de otros re-
siduos His y quizés de otros grupos.

1,0
pH 7,6
9 05k ~pH 7,4
pH 7.2
O 1 1 L i
0 2 4 6 8 10
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FIGURA 5--16 Efecto del pH sobre la unién de oxigeno por la hemoglobina.
El pH de la sangre en los pulmones es 7,6 y en los tejidos 7,2. Las medidas ex-
perimentales sobre la unién de oxigeno por la hemoglobina se suelen tomar a
pH 7,4,

Asi vemos que las cuatro cadenas polipeptidicas de la he-
moglobina se comunican unas con otras no sélo por la unién de
0, a sus grupos hemo sino también por la unién de H" a resi-
duos aminoacidos especificos. Y atin hay otros elementos que
afiadir al entramado. La hemoglobina también une CO,, y de
modo también inversamente proporcional a la unién de oxige-
no. El diéxido de carbono se une en forma de grupo carbamato
al grupo a-amino del extremo amino terminal de cada cadena
de globina, formando carbaminchemoblogina:
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Esta reaccién produce H* y contribuye al efecto Bohr. Los car-
bamatos unidos también forman puentes salinos adicionales (no
mostrados en la Figura 5-9) que ayudan a estabilizar el estado T
y favorecen la liberacién de oxigeno.

Cuando la concentracion de diéxido de carbono es alta, tal
como ocurre en los tejidos periféricos, se une algo de GOy a la
hemoglobina y la afinidad por el O, disminuye, haciendo que és-
te se libere. A su vez, cuando la hemoglobina liega a los pulmo-
nes, la alta concentracion de oxigeno favorece la unién de Og y
la liberacion de COs. Es la capacidad de comunicar informacion
de unién a ligando de una subunidad polipeptidica a las otras lo
que convierte a la hemoglobina en una molécula tan perfecta-
mente adaptada a la integracién del transporte de Oy, COy y H*
por parte de los eritrocitos.

La unién de oxigeno a la hemoglobina estd requlada

por el 2,3-bisfosfoglicerato

La interaccion del 2,3-bisfosfoglicerato (BPG) con las molé-
culas de hemoglobina perfecciona atin més la funcién de la he-
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moglobina y proporciona un ejemplo de modulacién alostérica
heterotrépica.

N
H—(—0—P—0"
H-C—H O

0

0—P—0

.

2,3-Bisfosfoglicerato

El BPG esté presente en concentraciones relativamente altas
en los eritrocitos. Cuando se aisla la hemoglobina contiene una
cantidad significativa de BPG unido, cuya eliminacién com-
pleta resulta dificil. De hecho, las curvas de unién a O, para la
hemoglobina que hemos examinado hasta ahora se habjan ob-
tenido en presencia de BPG unido. Se sabe que el 2,3-bisfos-
foglicerato reduce de manera considerable la afinidad de la
hemoglobina por el oxigeno, hay una relacién inversa entre la
unién de Oy v la unién de BPG. Por tanto podemos describir
otro proceso de unién para la hemoglobina:

HbBPG + Oy = HbO, + BPG

El BPG se une a un sitio alejado del sitio de fijacién para el
0O, y regula la afinidad de unién de la hemoglobina para el Oy en
relacién a la pO, en los pulmones. E1 BPG juega un papel im-
portante en las adaptaciones fisiolégicas a la menor pOs dispo-
nible a grandes alturas. Para un humano sano que se pasee a
nivel del mar, la unién de oxigeno a la hemoglobina estd regula-
da de manera que la cantidad de O, liberada a los tejidos equi-
vale aproximadamente al 40 % del maximo que podria ser
transportado por la sangre (Fig. 65~17). Imaginemos que la
misma persona se traslada rapidamente a un lugar montafioso
a 4.500 m de altitud, en donde la pOs es considerablemente
menor. La liberacién de Oy a los tejidos se ve ahora reducida.
Sin embargo, después de unas pocas horas de permanencia a
gran altitud, la concentracién de BPG de la sangre empieza a
aumentar, conduciendo a una disminucién de la afinidad de la
hemoglobina por el oxigeno. Este ajuste del nivel de BPG tiene
un efecto pequeiio sobre lawunién de Og en los pulmones pero
afecta de manera importante a la liberacién de Oy en los teji-
dos. Por ello, la liberacién de oxigeno en los tejidos vuelve a ser
de casi el 40 % del que puede ser transportado por la sangre.
La situacién se invierte cuando la persona vuelve al nivel del
mar. La concentracién de BPG en los eritrocitos también au-
menta en las personas que sufren hipoxia, una disminucién en
la oxigenacion en los tejidos periféricos debida a un mal fun-
cionamiento de los pulmones o del sistema circulatorio.

E1BPG se une a la hemoglobina en la cavidad existente en-
tre las subunidades 8 en el estado T (Fig. 5~18). Esta cavidad
estd recubierta por residuos aminoicidos cargados positiva-
mente que interaccionan con los grupos cargados negativamen-
te del BPG. A diferencia del O, sélo se une una molécula de
BPG a cada tetramero de hemoglobina. El BPG disminuye la afi-
nidad de la hemoglobina por el oxigeno al estabilizar el estado T.
La transicién al estado R provoca un estrechamiento de la bolsa

pO5 en los pOs en

pOg en pulmones los pulmones
los tejidos (4.500 m) (a nivel del mar)

v v v

1,0
BPG =
0 0,5
BPG = 8imM
0 : |
4 8 12 16
pO; (kPa)

FIGURA 5-17 Efecto del BPG sobre la unién de oxigeno a la hemoglogina.
La concentracién de BPG en la sangre humana normal es aproximadamente
5 mm cuando se estd a nivel-del mar y alrededor de 8 mm a grandes altitudes.
Observe que la hemoglobina une oxigeno muy fuertemente en ausencia de
BPG, presentando entonces una curva de unién hiperbélica. En realidad, el co-
eficiente de Hill observado para la unién cooperativa de O, disminuye sélo li-
geramente (de 3 a 2,5) cuando se extrae el BPG de la hemoglobina, pero la
parte creciente de la curva sigmoidea esta confinada a una regién muy peque-
fia cercana al origen. A nivel del mar, la hemoglobina estd practicamente satu-
rada con O, en los pulmones, pero su nivel de saturacién es sélo de un 60% en
los tejidos, de manera que la cantidad de oxigeno liberado en los tejidos es cer-
cana al 38% del méximo que puede ser transportado por la sangre. A grandes
altitudes la liberacién de O, disminuye aproximadamente una cuarta parte, al-
canzando como méximo el 30%. Sin embargo, un aumento en la concentra-
cidn de BPG disminuye la afinidad de la hemoglobina por el O, haciendo que
de nuevo se libere a los tejidos cerca de un 37% del oxigeno transportado.

de unién a BPG, impidiendo la unién del BPG. En ausencia de
BPG, la hemoglobina pasa mas facilmente al estado R.

La regulacién de la unién de oxigeno a la hemoglobina por
el BPG juega un papel importante en el desarrollo fetal. La he-
moglobina fetal debe tener una mayor afinidad por el O que la
hemoglobina materna debido a que el feto debe extraer el oxi-
geno de la sangre de su madre. El feto sintetiza subunidades y
en lugar de las 8, formandose la hemoglobina ayys. Eiste tetra-
mero tiene una afinidad por el BPG mucho menor que la de la
hemoglobina adulta normal, y por lo tanto una mayor afinidad
por el oxigezio. % Proteinas de uni6n a oxigeno ~ La hemoglobina
puede estar regulada alostéricamente

La anemia falciforme es una enfermedad molecular

“de la hemoglobina

La enfermedad humana hereditaria llamada anemia fal-
ciforme demuestra de manera indiscutible la gran im-
portancia de la secuencia de aminodcidos para determinar las
estructuras secundaria, terciaria y cuaternaria de las proteinas
globulares y por lo tanto sus funciones biol6gicas. Se conocen
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(a)

FIGURA 518 Union del BPG a la desoxihemeglobina. (a) La unién del BPG
estabiliza el estado T de la desoxihemogfobina (PDB ID THGA), representada
aqui por una imagen de superficie de malla. (b) Las cargas negativas del BPG in-
teraccionan con varios grupos cargados positivamente (mostrados en azul) que

méas de 500 variantes genéticas de la hemoglobina en la pobla-
cién humana; con pocas excepciones, se trata de variantes
muy raras. La mayoria de estas variantes se deben a diferen-
cias en un dnico residuo aminodcido. Los efectos sobre la
estructura v la funcién de la hemoglobina suelen ser muy pe-
quenos, aungue a veces pueden llegar a ser extraordinarios.
Cada variante de hemoglobina es el producto de una alteracion
genética. A cada variante de un gen se le llama alelo. Debido a
que los humanos poseen en general dos copias de cada gen, un
individuo puede tener dos copias de un alelo (siendo entonces
homocigoto para ese gen) o una copia de cada uno de los dos
alelos diferentes (heterocigoto).

La anemia falciforme se da en individuos que han heredado
el alelo de esta enfermedad de ambos progenitores. Los eritro-
citos de estos individuos son anormales y menos numerosos.
Ademas de un nimero inusualmente elevado de células inma-
duras, la sangre contiene muchos eritrocitos alargados, delga-
dos y en forma de media luna que asemejan la hoja de una hoz
(Fig. 5-19). Cuando se desoxigena la hemoglobina de las célu-
las falciformes (llamada hemoglobina S), ésta pasa a ser inso-
luble v forma polimeros que se agregan en fibras tubulares
{Fig. 5-20). La hemoglobina normal (hemoglobina A) sigue
siendo soluble cuando se desoxigena. Las fibras insolubles de la
hemoglobina S desoxigenada son las responsables de la defor-
macion en forma de hoz de los eritrocitos y la proporeion de cé-
lulas falciformes aumenta en gran medida cuando se desoxi-
gena la sangre.

Las propiedades alteradas de la hemoglobina S son el re-
sultado de la sustitucién de un inico aminodcido, una Val en lu-
gar de un residuo Glu en la posicién 6 de las dos cadenas B.
El grupo R de la valina no posee carga eléctrica, mientras que el
glutamato tiene una carga negativa a pH 7,4. Por lo tanto la he-
moglobina S tiene dos cargas negativas menos que la hemoglo-
bina A, una por cada una de las cadenas 8. La sustitucién de Glu
por Val crea un punto de contacto hidrofébico “adhesivo” en la
posicién 6.de la cadena 3, que se sitia en la superficie exterior
de la molécula. Estos puntos adhesivos hacen que las moléculas
de desoxihemoglobina S se asocien anormalmente entre ellas,
formando los largos agregados fibrosos caracteristicos de esta
enfermedad. €
dan lugar a graves enfermedades genéticas

Proteinas de unién a oxigeno ~ Defectos en la Hb

(©

rodean a la bolsa entre las subunidades B en el estado T. (¢) La bolsa de unién
para el BPG desaparece con la oxigenacién, produciéndose la transicién al es-
tado R (PDB ID 1BBB). (Compare (b) y (c) con la Fig. 5-10.)

Como ya hemos visto, la anemia falciforme se presenta en
individuos homocigotos en el alelo falciforme del gen codifican-
te de la subunidad 8 de la hemoglobina. Los individuos que re-
ciben el alelo falciforme de uno solo de sus progenitores y que
por tanto son heterocigotos, sufren una enfermedad més leve
llamada rasgo de la anemia falciforme; en estos casos s6lo un
1% de sus eritrocitos son falciformes en estado de desoxigena-
cién. Estos individuos pueden tener una vida completamente
normal si evitan el ejercicio vigoroso u otros esfuerzos.

La anemia falciforme es una enfermedad dolorosa y que
puede ser mortal. Las personas con anemia falciforme sufren
crisis recurrentes provocadas por el ejercicio fisico. Se sienten
débiles, tienen vértigo y les falta el aire, ademas de sufrir un au-
mento del pulso y soplos cardiacos. El contenido en hemoglobi-
na de su sangre es sélo la mitad del normal, de 15 a 16 g/100mL,
debido a que los eritrocitos falciformes son muy fragiles y se
rompen con facilidad, lo que provoca una anemia (“falta de san-
gre™). Una consecuencia atin més grave es que los capilares
quedan bloqueados por los eritrocitos alargados y con formas
anormales, provocando un intenso dolor e interfiriendo con las

@  oam )

F GURA 519 Comparacién de eritrocitos concavos normales y uniformes (a)

con los eritrocitos de formas diversas presentes en la anemia falciforme (b). Es-
tos Gltimos pueden ser normales, falciformes o estrellados.

|
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Hemoglobina S

Hemoglobina A

(a)

Formacion de las cadenas

Alineamiento y cristalizacién
(formacién de las fibras)

(b)

FIGURA 5-20 Hemoglobina normal y hemoglobina de la anemia falciforme.
(@) Como resultado de un dnico cambio de aminodcido en las cadenas B se
producen diferencias sutiles de conformacién entre la hemoglobina Ay la he-
moglobina S. (b) A consecuencia de este cambio la desoxihemoglobina S pre-
senta un parche hidrofébico en su superficie, que provoca la agregacién de las
moléculas en cadenas que se alinean en forma de fibras insolubles.

funciones normales de los 6rganos, siendo ésta una de las cau-
sas principales que provocan la muerte temprana de mucha
gente que padece esta enfermedad.

Las personas con anemia falciforme suelen morir en su in-
fancia si no reciben tratamiento médico. Sin embargo, el alelo de
la anemia falciforme es sorprendentemente comun en algunas
partes de Africa. La investigacién sobre la persistencia de un ale-
lo con efectos negativos tan evidentes en los individuos homoci-
gotos, llevé al descubrimiento de que este alelo aporta una
pequena pero importante resistencia a formas letales de la mala-

ria en individuos heterocigotos. La selecciéon natural ha dado co-
mo resultado una poblacién de alelos en la que se compensan 1os
efectos negativos del estado homocigoto con la resistencia a la
malaria que aporta el estado heterocigoto

RESUMEN 5.1 Unidn reve 5
de una prote
lic

g  La funcién proteica suele implicar interacciones con otras
moléculas. Una molécula que se une a una proteina se de-
nomina ligando y el sitio al que se une sitio de fijacion de
ligando. Las protefnas pueden experimentar cambios con-
formacionales cuando se une un ligando en un proceso
que se llama encaje inducido. En una protefna con multi-
ples subunidades la unién de un ligando a una subunidad
puede afectar la unién del ligando a otras subunidades.
La unién de ligandos puede estar regulada.

@ Lamioglobina contiene un grupo prostético hemo que
une oxigeno. 1 hemo consiste en un tnico dtomo de Fe?*
coordinado en un anillo de porfirina. El oxigeno se une
reversiblemente a la mioglobina, en un proceso que se
puede describir mediante una constante de asociacion
K, o una constante de disociacién K. Para una proteina
monomérica como la mioglobina, la fraccién de sitios de
fijacién ocupados por ligandos es una funcion hiperbolica
de la concentracion de ligando.

@ Lahemoglobina adulta normal tiene cuatro subunidades
que contienen grupos hemo, dos a y dos S, similares entre
ellas y con la mioglobina. La hemoglobina existe en dos es-
tados estructurales interconvertibles, Ty R. El estado T es
el més estable en ausencia de oxigeno. La unién de oxige-
no promueve la transicién hacia el estado R.

w Launién de oxigeno a la hemoglobina es alostérica y coo-
perativa. Al unirse Oy a un sitio de fijacién, la hemoglobina
experimenta cambios conformacionales que afectan a los
otros sitios de fijacién, lo que es un ejemplo de comporta-
miento alostérico. Los cambios conformacionales entre los
estados Ty R, mediados por interacciones subunidad-su-
bunidad, producen una unién cooperativa; este comporta-
miento se describe mediante una curva sigmoidea y se
analiza mediante la representacion de Hill.

m  Se han propuesto dos modelos para explicar la unién coo-
perativa de ligandos a proteinas con maltiples subunida-
des: el modelo concertado y el modelo secuencial.

m La hemoglobina también se une a H* y CO,, o que resulta
en la formacion de pares idnicos que estabilizan el estado
T v hacen disminuir la afinidad de la hemoglobina por el
O, (efecto Bohr). La unién del oxigeno a la hemoglobina
estd también modulada por el 2 3-bisfosfoglicerato, que
se une y estabiliza el estado T.

La anemia falciforme es una enfermedad genética causada
por la sustitucién de un tinico aminodcido (Glu® por Val®)




en cada una de las cadenas 8 de la hemoglobina. El cam-
bio genera la aparicién de una zona hidrofébica en la su-
perficie de la hemoglobina que hace que las moléculas se
agreguen en haces de fibras. En condiciones de homozigo-
sis, esta enfermedad presenta graves complicaciones.

5.2 Interacciones complementarias entre
proteinas y ligandos: el sistema inmune y
las inmunoglobulinas

Hemos visto como las conformaciones de las proteinas de unién
a oxigeno afectan a y son afectadas por la unién de pequefios li-
gandos (Og 0 COy) al grupo hemo. Pero la mayoria de las inte-
racciones protefna-ligando no implican un grupo prostético. En
vez de esto, el sitio de fijacién de ligando suele ser como el de la
hemoglobina para el BPG: una hendidura en la proteina recu-
bierta de residuos aminodcidos dispuestos de tal manera que
hacen que la interaccién sea altamente especifica.

Una discriminacién efectiva para los ligandos es la norma
para los sitios de fijacion, incluso cuando los ligandos tienes di-
ferencias estructurales muy pequefias.

Todos los vertebrados poseen un sistema inmune capaz de
distinguir las moléculas “propias” de las “ajenas” y destruir a
continuacién las consideradas ajenas. De esta manera, el siste-
ma inmune elimina virus, bacterias y otros patégenos, asf como
moléculas que puedan representar una amenaza para el orga-
nismo. Fisiolégicamente, la respuesta del sistema inmune es un
entramado complejo de interacciones entre muchas clases de
proteinas, moléculas y tipos celulares. Cuando se trata de pro-
teinas individuales, el sistema inmune demuestra como un sis-
tema biogquimico especifico y extremadamente sensible puede
basarse en la unién reversible entre ligandos y protefnas.

En la respuesta inmune interviene un conjunto de células
y proteinas especializadas

La accion inmune es llevada a cabo por una amplia gama de len-
cocitos (globulos blancos de la sangre) que incluyen a los ma-
créfagos y linfocitos, originados todos a partir de células madre
no diferenciadas de la médula 6sea. Los leucocitos pueden aban-
donar el torrente sanguineo y recorrer los tejidos. Cada una de las
células sintetiza una o més proteinas capaces de reconocer y
unirse a moléculas que podrian ser sefial de una infeccién.

Larespuesta inmune es el resultado de la accién de dos sis-
temas complementarios, el sistema inmune humoral y el celular.
El sistema inmune humoral (del latin hwmor, “fluido”™) estd
dirigide contra infecciones bacterianas y virus extracelulares
(los que se encuentran en los fluidos corporales), pero también
puede responder a proteinas externas individuales. El sistema
inmune celular destruye las células propias infectadas por vi-
rus, y también pardsitos y tejidos ajenos.

La base proteica de la respuesta inmune humoral esta
formada por unas proteinas solubles llamadas anticuerpos
o inmunoglobulinas, normalmente abreviadas como Ig. Las
inmunoglobulinas se unen a las bacterias, a los virus o a molé-
culas grandes identificadas como ajenas, marcéndolas para su
destruccion. Las inmunoglobulinas constituyen hasta un 20%
de las proteinas sanguineas y son producidas por los linfocitos

B o células B, llamadas asf debido a que completan su desarro-
llo en la médula 6sea (en inglés bone marrow).

Los agentes que conforman la base de la respuesta inmune
celular son una clase de linfocitos T o células T (llamadas asi
porque las dltimas fases de su desarrollo tienen lugar en el ti-
mo) llamadas eélulas T citotéxicas (células T, también Ha-
madas células T asesinas). El reconocimiento de las células
infectadas o de los parasitos implica unas proteinas llamadas re-
ceptores de las células T que se encuentran en la superficie
de las células T(. Los receptores son proteinas que habitual-
mente se disponen en la superficie exterior de las células y se
extienden a través de la membrana plasmaética; reconocen y
unen ligandos extracelulares, desencadenando una serie de
cambios en el interior de la célula.

Ademads de las células T citotéxicas también encontramos
las células T helper (células Ty, células cooperantes o au-
xiliares), cuya funcién es producir unas proteinas sefializado-
ras solubles llamadas citoquinas, entre las que se cuentan las
interleuquinas. Las células Ty interaccionan con los macréfa-
gos. Las células Ty participan sélo de manera indirecta en la
destruccion de células infectadas y patégenos, estimulando la
proliferacién selectiva de las células T y B que pueden unirse a
un antigeno particular. Este proceso, llamado seleccién clo-
nal, aumenta el ntimero de células del sistema inmunitario ca-
paces de responder a un patégeno concreto. La importancia de
las células Ty se aprecia claramente en el caso de la epidemia
causada por el VIH (virus de la immunodeficiencia humana), el
virus causante del sida (sindrome de inmunodeficiencia adqui-
rida). Las células Ty son la diana primaria de la infeccién por
VIH. La eliminacién de estas células incapacita progresivamen-
te a la totalidad del sistema inmune. En la tabla 5-2 se resumen
las funciones de los diversos leucocitos del sisterma inmune.

Cada proteina de reconocimiento del sistema inmune, ya
sea un receptor de células T o un anticuerpo producido-por una
célula B, se une de manera especifica a alguna estructura quimi-
ca concreta, distinguiéndola practicamente de cualquier otra.

Tipo celular Funcién

Macréfagos Ingestion de grandes
particulas y células por
fagocitosis

Linfocitos B (células B) Produccién y secrecion de
anticuerpos

Linfocitos T (células T)
Células citotéxicas (T¢) Interaccionan con células
(asesinas) infectadas a través de
receptores superficie
de las células T
Interaccionan con
macréfagos y
secretan citoguinas
(interleuquinas)
que estimulan la
proliferacion delas
células T y' Ty, B.

Células T auxiliares
(helpery (Ty)
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El ser humano es capaz de producir unos 10% anticuerpos dife-
rentes con especificidad de unién propia. Dada esta extraordi-
naria diversidad, es altamente probable que cualquier estructura
quimica de la superficie de un virus o de una célula invasora pue-
da ser reconocida y unirse a uno o mas anticuerpos. La diversi-
dad de los anticuerpos se deriva de la reorganizacion al azar de
una serie de segmentos de los genes de las inmunoglobulinas
mediante mecanismos de recombinacién genética que se descri-
biran en el Capitulo 25 (véase la Fig. 25-26).

Se utiliza un léxico especializado para describir las interac-
ciones, exclusivas del sistema inmune, que se establecen entre
anticuerpos o receptores de las células T y las moléculas a las
que se unen. Se conoce como antigeno cualquier molécula o
patogeno capaz de generar una respuesta inmune. Un antigeno
puede ser un virus, una pared bacteriana, una proteina indivi-
dual u otras macromoléculas. A un antigeno complejo se le pue-
den unir una serie de anticuerpos diferentes. Un anticuerpo o
un receptor de las células T concreto se unird solamente a una
estructura molecular determinada dentro del antigeno denomi-
nada determinante antigénico o epitopo.

Responder a moléculas pequefias que son intermediarios
comunes y productos del metabolismo celular no seria produc-
tivo para el sistema inmune. Las moléculas con una M, <5.000
generalmente no actian como antigenos. No obstante, cuando
estas moléculas pequefias se unen covalentemente a grandes
proteinas en el laboratorio, pueden usarse para originar una res-
puesta inmune. Estas moléculas pequefias se denominan hap-

Sitio de Sitio de
unién del unién del
antigeno antigeno

Lugares de
digestién de
la papaina v

Fe

C = dominio constante
V = dominio variable
H, L = cadenas pesadas y ligeras

(a) (b

FIGURA5-21 Inmunoglobulina G. (a) Un par de cadenas pesadas se combina
con otro de cadenas ligeras para formar una molécula con forma de'Y. Se crean
dos sitios de fijacidn de antigeno por la combinacién de los dominios variables
de una cadena ligera (V)) y de una pesada (V). La digestién con papaina sepa-
ra las porciones Fab y Fc de la proteina por la region bisagra. La porcién Fc de
la molécula contiene también glidcido unido (se muestra en (b)). (b) Modelo de

tenos. Los anticuerpos producidos como respuesta a los hapte-
nos unidos a proteinas se unirdn entonces a las mismas molécu-
las pequefias en su forma libre. Este tipo de anticuerpos se
emplea algunas veces en el desarrollo de pruebas analiticas que
describimos mas adelante en este capitulo o también como an-
ticuerpos cataliticos (véase el Recuadro 6-3). A continuacién
veremos una descripcion mas detallada de los anticuerpos y de
sus propiedades de unién.

Los anticuerpos poseen dos lugaves idénticos
de unidn a antigeno

Las inmunoglobulinas G (IgG) son la principal clase de mo-
léculas de anticuerpo y unas de las protefnas mas abundantes
en el suero sanguineo. Las IgG tienen cuatro cadenas polipepti-
dicas: dos cadenas largas, llamadas cadenas pesadas, y dos ca-
denas ligeras, unidas por enlaces no covalentes y puentes
disulfuro formando un complejo de M, 150.000. Las cadenas pe-
sadas de una molécula de IgG interaccionan en un extremo y
se abren para interaccionar separadamente con las cadenas li-
geras, formando una molécula en forma de Y (Fig. 5-21). En
las “bisagras” que separan la base de la IgG de sus ramas, la in-
munoglobulina puede ser cortada por proteasas. La rotura con
la proteasa papaina libera el fragmento basal, llamado Fe debido
a que suele cristalizar facilmente, y las dos ramas, conocidas co-
mo Fab, los fragmentos de unién a antigeno (“entigen—bin-
ding™). Cada rama tiene un tinico sitio de fijacién de antigeno.

Glucido unido

cintas de la primera molécula de igG completamente cristalizada y analizada
estructuralmente (PDB D 11GT). A pesar de que la molécula contiene dos ca-
denas pesadas idénticas (en dos tonos de azul) y dos cadenas ligeras idénticas
{en dos tonos de rojo), cristaliza seglin fa conformacién asimétrica mostrada. La
flexibilidad conformacional puede ser importante para la funcién de las inmu-
noglobulinas.
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FIGURA 5-22 Unidn de la 1gG a un antigeno. Para generar un ajuste Gptimo
con el antigeno, los sitios de unién de la IgG suelen experimentar ligeros cam-
bios de conformacién. Un ajuste inducido de este tipo es tipico de diversas in-
teracciones entre protefna y ligando.

La estructura bésica de las inmunoglobulinas fue estableci-
da por Gerald Edelman y Rodney Porter. Cada cadena esta com-
puesta por dominios identificables: algunos son constantes en
secuencia y estructura de una IgG a otra, otros son variables.
Los dominios constantes tienen una estructura caracteristica
conocida como plegamiento tipo inmunoglobulina, un mo-
tivo estructural muy conservado en todas las proteinas de la cla-
se 3 (Capitulo 4). Hay tres de estos dominios constantes en
cada cadena pesada y uno en cada cadena ligera. Las cadenas
pesada y ligera poseen ademéds un dominio variable cada una, en
el cual se encuentra la mayor parte de la variabilidad en la se-
cuencia de aminoécidos. Los dominios variables se asocian para
crear el sitio de fijacion del antigeno (Fig. 5-21, Fig. 5-22).

En muchos vertebrados las IgG son solamente una de las
cinco clases de inmunoglobulinas. Cada clase tiene un tipo ca-
racteristico de cadena pesada, llamadas «, 8, &, vy w, que co-
rresponden a las IgA, IgD, IgE, IgG e IgM, respectivamente. Hay
dos tipos de cadena ligera, k y A, que estan presentes en todas
las clases de inmunoglobulinas. Las estructuras globales de las
IgD y las IgE son similares a la de las IgG. Las IgM pueden pre-
sentarse en forma monomérica, unidas a membrana, o en forma
de pentémero entrecruzado de la estructura béasica cuando son
secretadas (Fig. 5-23). Las IgA se encuentran principalmente
en secreciones como la saliva, las lagrimas y la leche, pudiendo
encontrarse como mondémeros, dimeros o trimeros. Las IgM son
los primeros anticuerpos producidos por los linfocitos B v el
principal anticuerpo en los primeros estadios de la respuesta in-
mune primaria. Algunas células B empiezan también pronto a
producir IgD (con el mismo sitio de fijacién de antigeno que la
IgM producida por la misma célula) pero la funcién especifica
de las IgD no est4 bien definida.

La IgG descrita anteriormente es el principal anticuerpo
en la respuesta inmune secundaria, la respuesta iniciada por
una clase de células B denominadas células B de memoria. Co-
mo parte de la inmunidad del organismo frente a antigenos ya
conocidos, la IgG es la inmunoglobulina més abundante en la
sangre. Cuando la IgG se une a una bacteria invasora o a un vi-
rus, activa clertos leucocitos, como los macréfagos, para que
engullan y destruyan al invasor, ¥ también activa otros compo-
nentes de la respuesta inmune. Unos receptores de la superficie
celular de los macréfagos reconocen y unen la regién Fe de las

Cadenas
pesadas u

Cadenas
ligeras

FIGURA 5~23 Pentamero IgM de unidades de inmunoglobulina. El pentimero
estd entrelazado con enlaces disulfuro (en amarillo). La cadena ) es un polipép-
tido de A4 20.000 encontrado tanto en la IgA como en la IgM.

1gG. Cuando estos receptores de Fc se unen a un complejo an-
ticuerpo-patégeno el macréfago lo rodea y lo incorpora por fa-
gocitosis (Fig. 5-24). .

La IgE juega un papel muy importante en la respuesta
alérgica, interaccionando con los baséfilos (leucocitos
fagociticos) en la sangre y con las células secretoras de hista-
mina llamadas mastocitos que estan ampliamente distribuidas
por los tejidos. Esta inmunoglobulina se une por su region Fc a
receptores Fc especificos de los baséfilos o de los mastocitos.
De esta manera, la IgE actiia como una especie de receptor del
antigeno. La unién del antigeno induce la secrecién por parte
de las células de histamina y otras aminas biolégicamente acti-
vas que provocan dilatacién y aumento de la permeabilidad de
los vasos sanguineos. Se cree que estos efectos sobre los vasos
sanguineos sirven par facilitar el desplazamiento de las células
y proteinas del sistema inmune hacia los lugares de inflama-
cién. También provocan los sintomas normalmente asociados
con las alergias. El polen y otros alergenos son reconocidos
como extrafios, desencadenando una respuesta del sistema in-
mune gque normalmente se reserva para los patégenos.

/Regién Fe de la IgC
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FIGURA 5--24 Fagocitosis por un macréfago de un virus unido a anticuerpo.
Las regiones Fe- de los anticuerpos unidas a los virus se unen a receptores de Fc
situados en la superficie del macréfago, haciendo que el macréfago fagocite al
virus y lo destruya.
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(a) Conformacién sin
antigeno unido

FIGURA 5--25 Encaje inducido en la unién de un antigeno a la IgG. La molé-
cula, mostrada en un contorno de superficie, es el fragmento Fab de una IgC. El
antigeno es un péptido pequefio derivado del VIH. Hay dos residuos de la ca-
dena pesada (en azul) y uno de la ligera (en rosa) que estdn coloreados para
proporcionar puntos visuales de referencia. (a) Vista del fragmento Fab en
ausencia de antigeno visto en direccidn hacia el sitio de fijacion del antigeno

Los anticuerpos se unen fuertemente y de manera
especifica al antigeno

La especificidad de unién de un anticuerpo viene determinada
por la composicion de aminoédcidos de los dominios variables de
sus cadenas pesada y ligera. Muchos residuos de estos dominios
son variables, aunque no en la misma medida. Algunos, princi-
palmente aquellos que recubren el sitio de fijacién del antigeno,
son hipervariables (especialmente proclives a la variacién). La
especificidad se debe a la complementariedad quimica entre el
antigeno y su sitio de fijacion especifico, en términos de formay
localizacién de grupos cargados, no polares y formadores de
puentes de hidrégeno. Por ejemplo, un sitio de fijacion con un
grupo cargado negativamente puede unir un antigeno con carga
positiva en la posicién complementaria. En muchos casos, la
complementariedad se consigue de modo interactivo gracias a
que las estructuras del antigeno y del sitio de fijacion se influyen
mutuamente durante la aproximacion del ligando. A continua-
¢ién, cambios conformacionales en el anticuerpo y/o en el anti-
geno permiten una completa interaccion entre grupos comple-
mentarios. Este es un ejernplo de encaje inducido El complejo de
un péptido derivado del VIH (un antigeno modelo) y una molé-
cula Fab mostrada en la Figura 5-25 ilustra algunas de estas
propiedades. En este caso los cambios en la estructura observa-
dos al unirse el antigeno son particularmente Hamativos.

Una interaccién antigeno-anticuerpo tipica es bastante
fuerte, caracterizandose por valores de K, tan bajos como 107%Mm
(recuérdese que una Ky méas baja corresponde a una interac-
cién de unién mas fuerte; véase la Tabla 5-1). La K, refleja la
energia derivada de las diversas interacciones iénicas, de enlace
de hidrégeno, hidrofébicas y de van der Waals que estabilizan la
unién. La energia de unién necesaria para generar una Ky de
107'% m es de unos 65 kJ/miol.

Las interacciones antigeno-anticuerpo son la base
de diversos procesos analiticos imporiantes

La extraordinaria afinidad y especificidad de unién de los anti-
cuerpos los convierten en valiosos reactivos para andlisis. Se

(b) Antigeno unido

(¢) Antigeno unido
(pero no mostrado) (mostrado)

(PDB ID 1GGO). (b) La misma perspectiva, pero aqui el fragmento Fab estd en la
conformacién de “unién” (PDB ID 1GGI); ef antigeno no estd representado pa-
ra permitir una vision sin impedimentos del sitio de fijacién alterado. Observe
que la cavidad de unién se ha agrandado y varios grupos han cambiado de po-
sicién. () La misma perspectiva que en (b), pero con el antigeno representado
en el sitio de fijacién como una estructura roja de varillas.

emplean dos tipos de anticuerpos: los policlonales y los mono-
clonales. Los anticuerpos policlonales son los producidos
por diferentes poblaciones de linfocitos B en respuesta a un
antigeno, como podria ser el caso de una proteina inyectada a
un animal. Las células de la poblacién de linfocitos B producen
anticuerpos que unen especificamente diferentes epitopos
dentro del antigeno. Por lo tanto, una preparacién policlonal
contiene una mezcla de anticuerpos que reconocen diferentes
partes de una protefna. Los anticuerpos monoclonales se
sintetizan por una poblacién de células B idénticas (un clon)
crecidas en cultivo celular. Estos anticuerpos son homogé-
neos, todos reconocen el mismo epitopo. Las técnicas para
producir anticuerpos monoclonales fueron desarrolladas por
George Kohler y Cesar Milstein.

Georges Kohler, 19461995 Cesar Milstein, 1927-2002

La especificidad de los anticuerpos tiene utilidades précti-
cas. Un antizuerpo seleccionado puede unirse covalentemente
auna resina y utilizarse en una columna de cromatograffa del ti-
po que se muestra en la Figura 3-17c. Cuando se afade una
mezcla de proteinas a la columna, el anticuerpo unird especifi-
camente su proteina diana y la retendra en la columna mientras
que las otras proteinas escaparan de ellas. La proteina diana
puede entonces ser eluida de la regina utilizando una solucion
salina o algan otro agente. Esta es una herramienta muy pode-
rosa para la purificacion de proteinas.

En otra técnica analitica muy versatil, un anticuerpo puede
marcarse radiactivamente o con algiin otro reactivo que lo haga
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facil de detectar. Cuando el anticuerpo se une a la proteina dia-
na, la marca revela la presencia de la proteina en una solucién o
su localizacion en un gel o incluso en una célula viva. En la Fi-
gura 5-26 se ilustran algunas variantes de este procedimiento.

Un ELISA (enzyme-linked ¢mmunosorbent assay: andlisis
del inmunoadsorbente unido a enzima) permite un rastreo rapi-
do y una cuantificacion de la presencia de un antigero en una
muestra (Fig. 5-26b). Las proteinas de una muestra se adsor-
ben sobre una superficie inerte, normalmente una placa de po-
liestireno de 96 pocillos. La superficie se lava con una disohicién
de una protefna no especifica y barata (normalmente casei-
na de leche descremada en polvo) para bloquear los sitios no
ocupados evitando que otras proteinas se unan a ellos en los pa-
S0s siguientes. A continuacion la superficie se trata con una so-
lucién que contenga el anticuerpo primario, un anticuerpo
contrala proteina de interés. Se lava el anticuerpo no unido y la
superficie se trata con una disolucién que contiene un anticuer-
po secundario —anticuerpo contra el anticuerpo primario—,
conjugado a un enzima que cataliza una reaccion que da lugar a
la formacién de un producto coloreado. Después de la elimina-
cién del anticuerpo secundario no unido se afiade el sustrato del
enzima conjugado. La formacién de producto (medida colori-
métricamente) es proporcional a la concentracién de la protei-
na de interés en la muestra.

En un ensayo de inmunotransferencia o inmunoblot
(Fig. 5-26¢), las proteinas que se han separado mediante electro-
foresis en gel se transfieren electroforéticamente a una membrana,

FIGURA 5~26 Técnicas con anticuerpos. La reac-
cién especifica de un anticuerpo con su antigeno es la
base de diversas técnicas que identifican y cuantifican
proteinas especfficas en muestras complejas. (a) Re-
presentacién esquematica del método general. (b) Un
ELISA para comprobar la presencia de anticuerpos
frente al virus herpes simplex (VHS) en muestras de
sangre. Los pocillos se recubrieron con un antigeno
VHS al cual se le unirdn los anticuerpos contra el VHS.
El segundo anticuerpo es una anti IgG humana unida
a la peroxidasa de rabano. Al terminar los pasos mos-
4 5 6 trados en (a), las muestras de sangre con mayor canti-
dad de anticuerpos frente al VHS dan un color
amarillo mas intenso. (¢) Una inmunotransferencia.
Los carriles del 1 al 3 pertenecen a un gel de SDS;
muestras pertenecientes a pasos consecutivos de la
purificacidn de una proteina quinasa han sido resuel-
tas electroforéticamente v tefiidas con azul de Coo-
masie. Los carriles del 4 al 6 presentan las mismas
muestras después de haber sido transferidas electro-

-21,5- foréticamente a una membrana de nitrocelulosa, tras
separacion en un gel de SDS. A continuacién, la

14,4 - membrana se “analiz6” con un anticuerpo frente a la
Inmunotransferencia proteina quinasa. Los niimeros entre el gel y la inmu-

()

notransferncia indican el A (en millares).

de nitrocelulosa. La membrana se bloquea (de la misma manera
que se hace en un ELISA) y a continuacién se trata sucesiva-
mente con el anticuerpo primario, el anticuerpo secundario con-
Jjugado con el enzima y el sustrato. Se forma un precipifado
coloreado unicamente sobre la banda que contiene la protefna
de interés. La inmunotransferencia permite la deteccién de corm-
ponentes minoritarios de una muestra y proporciona una apro-
ximacién de su masa molecular. @ Inmunotransferencia

Encontraremos otros aspectos de los anticuerpos en capi-
tulos posteriores. Son extremadamente importantes en medici-
na y nos pueden ensefiar muchas cosas sobre la estructura de
las proteinas y la accién de los genes.

RESUMEN 5.2 Interacciones
complementarias entre
proteinas y ligandos:
el sistema inmune y las
inmunologlobulinas

@ Larespuesta inmune estd mediada por interacciones entre
un conjunto de leucocitos especializados y sus proteinas aso-
ciadas. Los linfocitos T producen receptores de células T. Los
linfocitos B producen inmunoglobulinas. Mediante un proce-
so denominado seleccion clonal, las células T auxiliares (hel-
per) inducen la proliferacién de céhilas By de células T
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citotoxicas que producen inmunoglobulinas o de receptores
de células T que se unen a un antigeno especifico.

El ser humano posee cinco clases de inmunoglobulinas,
con diferentes funciones bioldgicas para cada una de
ellas. La clase mas abundante es las de las Ig@G, proteinas
en forma de Y con dos cadenas pesadas y dos ligeras. Los
dominios cercanos a los extremos superiores de la 'Y son
hipervariables dentro de la amplia poblacién de las IgG

y forman dos sitios de fijacién de antigeno.

@ Unainmunoglobulina determinada se une generalmente a

una unica parte, denominada epitopo, de un antigeno mas
grande. La unién suele implicar un cambio conformacional
de la IgG a través de un encaje inducido con el antigeno.

5.3 Interacciones proteicas moduladas por
energia quimica: actina, miosina y motores
moleculares

Los organismos se mueven. Las células se mueven. Los organu-
los y las macromoléculas dentro de las células se mueven. La ma-
yoria de estos movimientos se originan a partir de la actividad
de unos fascinantes motores moleculares basados en protei-
nas. Grandes agregados de proteinas motoras experimentan
cambios conformacionales ciclicos que se acumulan en fuerzas
direccionales unificadas, para lo que utilizan energia quimica,
normalmente derivada del ATP. La fuerza resultante puede ser
pequefia, como la responsable de la separacion de los cromoso-
mas en la divisién celular, o inmensa, como la que eleva en el ai-
re a un tigre de un cuarto de tonelada de peso.

Tal como se puede suponer, las interacciones complemen-
tarias entre las proteinas motoras son de los més diversos tipos:
iéxﬁcas, enlaces de hidrégeno, interacciones hidrofébicas y de
Van der Waals en los sitios de unién de las proteinas. Sin embar-
go, en las proteinas motoras estas interacciones alcanzan niveles
extraordinariamente altos de organizacién espacial y temporal.

Las proteinas motoras son la base de la contraccién muscu-
lar, la migracién de los organulos a lo largo de los microtibulos,
la rotacion de los flagelos bacterianos y el movimiento de algunas
proteinas a lo largo del DNA. Las proteinas llamadas quinesinas
y dinefnas se mueven a lo largo de los microtiibulos en las célu-
las, transportando organulos o reorganizando los cromosomas
durante la divisién celular. Es una interaccion de la dineina con
los microtibulos la que origina el movimiento de los flagelos
v los cilios de los eucariotas. El movimiento flagelar de las bacte-
rias implica un complicado motor de rotacién situado en la base
del flagelo (véase la Fig. 19-39). Las helicasas, las polimerasas y
otras protefnas se mueven a lo largo del DNA al tiempo que lle-
van a cabo sus funciones metabélicas sobre el DNA (Capitu-
lo 25). Aqui nos centraremos en el bien estudiado ejemplo de las
proteinas contractiles del musculo esquelético de lo