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Advertencia






La medicina es un área en constante evolución. Aunque deben seguirse unas precauciones de seguridad estándar, a medida que aumenten nuestros conocimientos gracias a la investigación básica y clínica habrá que introducir cambios en los tratamientos y en los fármacos. En consecuencia, se recomienda a los lectores que analicen los últimos datos aportados por los fabricantes sobre cada fármaco para comprobar la dosis recomendada, la vía y duración de la administración y las contraindicaciones. Es responsabilidad ineludible del médico determinar las dosis y el tratamiento más indicado para cada paciente, en función de su experiencia y del conocimiento de cada caso concreto. Ni los editores ni los directores asumen responsabilidad alguna por los daños que pudieran generarse a personas o propiedades como consecuencia del contenido de esta obra.

El editor











Prefacio


Nos complace presentar la tercera edición de 

Bioquímica médica. Ha sido muy gratificante ver la adopción de las ediciones anteriores por un número creciente de universidades de todo el mundo. En la tercera edición, nuestros objetivos siguen siendo los mismos: proporcionar una base bioquímica para el estudio de la medicina clínica, con la máxima aplicación práctica. El objetivo último es contribuir a formar a un médico informado científicamente.

La tercera edición se ha actualizado sustancialmente. Los capítulos sobre lípidos, endocrinología bioquímica y homeostasis de la glucosa se han reescrito y los de regulación de la expresión génica y la tecnología del ADN recombinante se han actualizado para incluir los recientes avances en estos campos tan rápidamente cambiantes. También hemos incorporado a nuevos autores para ofrecer una nueva perspectiva de algunos temas complejos, como la biosíntesis de proteínas y de nucleótidos, y el ADN y el ARN. Hemos añadido un nuevo capítulo sobre bioquímica de sistemas, las 

-ómicas: genómica, proteómica y metabolómica, como complemento de los capítulos existentes sobre biotecnología y expresión génica. Todos los capítulos se han revisado haciendo hincapié en la claridad de la exposición. También hemos eliminado el material redundante o desfasado. Las referencias bibliográficas se han actualizado y ahora hay más referencias relacionadas con páginas web. En esta edición, hemos suprimido el banco de preguntas (autoevaluación) porque este recurso, y muchos más, se encuentran en la página web de Elsevier www.studentconsult.com, a la que se remite al lector*.


*Estos recursos electrónicos pertenecen a la edición original, por lo que se encuentran en lengua inglesa.

Hemos incluido numerosas referencias cruzadas nuevas que llevan al lector a temas relacionados y casos clínicos en diferentes capítulos del libro. De esta forma, los cuadros clínicos, diagnósticos o de conocimientos avanzados complementan el texto en varios capítulos diferentes. Sin embargo, el lector puede utilizar estas referencias cruzadas de forma opcional: cada capítulo tiene también una lectura individual.

En esta edición, el lector verá que se ha hecho más hincapié en los sistemas de señalización y las cascadas de reacciones reguladoras. Nos hemos centrado en estas complejas vías porque la regulación de la transducción de señal aporta un enorme potencial para el desarrollo de nuevas terapias. Una advertencia: el lector pronto verá que la terminología sobre expresión génica y señalización a menudo es difícil para un no especialista (también para el especialista). Muchos nombres de genes y factores de transcripción son, como mínimo, enigmáticos. Los que hemos incluido no deben memorizarse, pero ofrecen una imagen coherente y un modelo basado en hechos de otros sistemas en biología reguladora.

La ventaja del libro es que une (esperamos que con éxito) aspectos de la bioquímica «convencional» con un volumen importante de biología molecular. La decisión acerca de cuánto debíamos incluir de cada especialidad está basada en el pragmatismo: la importancia de un tema concreto en la práctica actual de la medicina.

El texto recoge varias interfases interdisciplinarias, la más importante es la existente entre bioquímica y biología molecular. Hay otras: los capítulos sobre el metabolismo del agua y los electrolitos y sobre el equilibrio ácido-base en la enseñanza tradicional pertenecen a la fisiología. Sin embargo, creemos que son básicos para entender la bioquímica en medicina. También hemos incluido un volumen importante de «diagnóstico» (clínico) de bioquímica, que ilustra la interpretación de las pruebas utilizadas con frecuencia en la práctica clínica. Esto hace que el libro sea no sólo más valioso para un estudiante de medicina, sino que amplía su utilidad a quienes tienen una base médica o científica y pretenden seguir una carrera en medicina de laboratorio.

Esperamos que 

Bioquímica médica ofrezca al lector una amplia perspectiva de la bioquímica y de su futuro potencial. Si lo logra, es porque nuestros colaboradores forman un amplio cuadro de expertos, con investigadores dedicados a la investigación básica más actual, además de médicos especializados que pasan gran parte de su tiempo en hospitales y consultas externas. Creemos, por tanto, que aquí no corresponde una crítica clásica de un manual de bioquímica médica: no es un libro en el que los médicos teorizan sobre ciencia o los científicos sobre práctica clínica, es un trabajo integral que realmente combina investigación y práctica.

Esperemos que sea una lectura agradable. Y esperamos recibir sus comentarios y sugerencias.
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Abreviaturas






A 

adenina






AC 

anhidrasa carbónica






acetil-CoA 

acetil-coenzima A






ACT asa 

aspartato carbamoíl transferasa






ACTH 

corticotropina






ACh 

acetilcolina






ADH 

alcohol deshidrogenasa






ADN 

ácido desoxirribonucleico






ADP 

difosfato de adenosina






AFP 

α-fetoproteína






AGE 

producto final de glucosilación avanzada






AHF 

factor antihemofílico






AICAR 

5-aminoimidazol-4-carboxamida ribonucleótido






AINE 

antiinflamatorio no esteroideo






AIR 

5-aminoimidazol ribonucleótido






ALDH 

aldehído deshidrogenasa






ALT 

alanina aminotransferasa






AMP 

monofosfato de adenosina






AMPc 

AMP cíclico






APC 

poliposis adenomatosa del colon (gen)






APO-1 

receptor Fas con «dominio de muerte»






apoA, B, etc. 

apolipoproteína A, B, etc.






APRT 

adenosina fosforribosil transferasa






ARN 

ácido ribonucleico






ARNhn 

ácido ribonucleico heteronuclear






ARNm 

ácido ribonucleico mensajero






ARNPol II 

ARN polimerasa II






ARNsn 

ARN nuclear pequeño






AST 

aspartato aminotransferasa






ATC 

ciclo de los ácidos tricarboxílicos






ATF 

factor de transcripción activador






ATM 

gen mutado de la ataxia-telangiectasia






ATP 

trifosfato de adenosina






AVP 

arginina-vasopresina (igual que hormona antidiurética)






AZT 

3’-azido-3’-desoxitimidina






Bcl-2 

proteína 2 del linfoma de células B






bp 

par de bases






2,3-BPG 

2,3-difosfoglicerato






BUN 

nitrógeno de urea en sangre equivalente (pero no igual) a la urea sanguínea






BVC 

biopsia de vellosidades coriónicas






C 

citosina






CAD 

endonucleasa dependiente de la caspasa






CAIR 

carboxiaminoimidazol ribonucleótido






CAT 

catalasa






CCDV 

canal de calcio dependiente del voltaje






CCHNP 

cáncer colorrectal hereditario no asociado a poliposis






CD 

designación de grupo: sistema para clasificar las moléculas de la superficie celular






CDGS 

síndromes de glucoproteínas deficientes en hidratos de carbono






CDK 

cinasa dependiente de la ciclina






CDKI 

inhibidor de la cinasa dependiente de la ciclina






CDP 

difosfato de citidina






CDS 

complejo demencia-sida






CFTR 

regulador de la conductancia transmembrana de la fibrosis quística






CHCM 

concentración de hemoglobina corpuscular media






CID 

coagulación intravascular diseminada






CITP 

péptido carboxiterminal de extensión del procolágeno






CMP 

monofosfato de citidina






COMT 

catecol-O-metil transferasa






CoQ

10


coenzima Q

10 (ubiquinona)






COX-1 

ciclooxigenasa 1






CPK 

creatina fosfocinasa






CPS I, II 

carbamoíl fosfato sintetasa I, II






CPT I, II 

carnitina palmitoíl transferasa I, II






CREB 

proteína de unión al elemento de respuesta al AMP cíclico






CRGP 

péptido del gen relacionado con la calcitonina






CRH 

corticoliberina






CRP 

proteína C reactiva






CT 

calcitonina






CTP 

trifosfato de citidina






DAG 

diacilglicerol






DCC 

gen «delecionado en el carcinoma de colon»






DE 

desviación estándar






DEAE 

dietilaminoetilo






DGGE 

electroforesis en gel en gradiente desnaturalizante







DHAP 

fosfato de dihidroxiacetona






DIPF 

diisopropilfosfofluoruro






DNP 

2,4-dinitrofenol






Dol-P 

dolicol fosfato






Dol-PP-GlcNAc 

dolicol pirofosfato-acetilglucosamina






DOPA 

dihidroxifenilalanina






DPPC 

dipalmitoilfosfatidilcolina






ECA 

enzima de conversión de la angiotensina






EDRF 

factor relajante derivado del endotelio (NO)






EDTA 

ácido etilenodiaminotetraacético






EF-1, 2 

factor de elongación 1, 2






EF2 

factor de elongación eucariota






EGF 

factor de crecimiento epidérmico






eIF-3 

factor de iniciación de células eucariotas (3)






ELK 

factor de transcripción






EPOC 

enfermedad pulmonar obstructiva crónica






ERK 

cinasa regulada extracelularmente






FA 

fosfatasa alcalina






FACIT 

colágeno asociado a fibrillas con triples hélices interrumpidas






FAD 

flavina adenina dinucleótido






FADD 

proteína accesoria con «dominio de muerte»






FADH

2


flavina adenina dinucleótido reducido






FAICAR 

5-formilaminoimidazol-4-carboxamida ribonucleótido






FAP 

poliposis adenomatosa familiar






Fas 

molécula de señalización de apoptosis: proteína accesoria con «dominio de muerte» (CD95)






F-ATPasa 

ATPasa de tipo F (acoplada a factor)






FBPasa 

fructosa bisfosfatasa






FC 

fosfatidil colina






FCγR 

grupo de receptores de las inmunoglobulinas






FGAR 

formilglicinamida ribonucleótido






FGF 

factor de crecimiento de fibroblastos






FMN 

flavina mononucleótido






FMNH

2


flavina mononucleótido reducido






FN 

factor nuclear






FP3 

factor plaquetario 3






FRAXA 

síndrome X frágil






Fru-1,6-BP 

fructosa-1,6 bisfosfato






Fru-2,6-BP 

fructosa-2,6 bisfosfato






Fru-2,6-Bpasa 

fructosa-2,6 bisfosfatasa






Fru-6-P 

fructosa-6 fosfato






FSF 

factor estabilizador de fibrina






FSH 

folitropina






FT 

factor de transcripción (con calificador)






G 

guanina






G3PDH 

gliceraldehído-3-fosfato-deshidrogenasa






GABA 

ácido γ-aminobutírico






GAG 

glucosaminoglucano






Gal 

galactosa






Gal-1-P 

galactosa-1-fosfato






GalNAc 


N-acetilgalactosamina






GalNH

2


galactosamina






GAP 

proteína activadora de la guanosina trifosfatasa






GAR 

glicinamida ribonucleótido






GDH 

glutamato deshidrogenasa






GDP 

guanosina difosfato






GDP-D-Man 

guanosina difosfato 

d-manosa






GDP-L-Fuc 

guanosina difosfato-

l-fucosa






GDP-Man 

guanosina difosfato manosa






GFAP 

proteína acídica fibrilar glial






GH 

somatotropina






GHRH 

somatoliberina






GIP 

péptido insulinotrópico dependiente de la glucosa






GK 

glucocinasa






Glc 

glucosa






Glc-1-P 

glucosa-1-fosfato






Glc-6-P 

glucosa-6-fosfato






Glc-6-Pasa 

glucosa-6-fosfatasa






GlcN-6-P 

glucosamina-6-fosfato






GlcNAc 


N-acetilglucosamina






GlcNAc-1P 


N-acetilglucosamina-1-fosfato






GlcNAc-6-P 


N-acetilglucosamina-6-fosfato






GlcNH

2


glucosamina






GlcUA 

ácido 

d-glucurónico






GLP-1 

péptido análogo al glucagón 1






GLUT 

transportador de glucosa (GLUT-1, GLUT-5)






GM1 

monosialogangliósido 1






GMP 

monofosfato de guanosina






GMPc 

GMP cíclico






GnRH 

gonadoliberina






GP 

glutatión peroxidasa






GP1b-IXa (etc.) 

receptor de glucoproteína 1b-IXa (etc.)






GRE 

elemento de respuesta a los glucocorticoides






GSH 

glutatión reducido






GSSG 

glutatión oxidado






γGT 

γ-glutamil transferasa






GTP 

trifosfato de guanosina






GTPasa 

guanosina trifosfatasa






HAD 

hormona antidiurética o vasopresina (conocida también como AVP)






HAM 

hipercalcemia asociada a malignidad






Hb 

hemoglobina






HDL 

lipoproteína de alta densidad






HE 

hormona esteroidea






HGF-R 

receptor del factor de crecimiento hepatocitario






HGPRT 

hipoxantina-guanina fosforribosil transferasa







HHF 

hipercalcemia hipocalciúrica familiar






5-HIAA 

ácido 5-hidroxiindolacético






5-HT 

5-hidroxitriptamina






HLA 

antígeno leucocitario humano (sistema)






HLH 

hélice-bucle-hélice (motivo)






HMG 

hidroximetilglutaril






HMWK 

cininógeno de alto peso molecular






HPLC 

cromatografía líquida de alta resolución






HPT 

hiperparatiroidismo






HTGL 

lipasa hepática de triglicéridos






HTH 

hélice-giro-hélice (motivo)






Hto 

hematocrito






ICAM-1 

molécula intracelular de adhesión celular 1






IDL 

lipoproteína de densidad intermedia






IdUA 

ácido 

l-idurónico






IFN(γ) 

interferón (γ)






Ig 

inmunoglobulina






IGF 

factor de crecimiento insulínico






IGF-1 

factor de crecimiento análogo a la insulina 1 (etc.)






IL 

interleucina (IL-1, IL-29)






IMP 

monofosfato de inosina






Inr 

iniciador (secuencia de nucleótidos de un gen)






IP

1, I-1-P

1, I-4-P

1 (etc.) 

inositol monofosfato






IP

2, I-1, 3-P

2, I-1, 4-P

2


inositol bisfosfato






IP

3, I-1,4,5-P

3


inositol trisfosfato






IP

4, I-1,3,4, 5-P

4


inositol tetrafosfato






IRE 

elemento de respuesta al hierro






IRE-BP 

proteína de unión al IRE






IRMA 

ensayo inmunorradiométrico






ISRS 

inhibidor selectivo de la recaptación de serotonina






ITAM 

motivo de activación del inmunorreceptor vía tirosina






ITIM 

motivo de inhibición del inmunorreceptor vía tirosina






JAK 

janus cinasa






JNK 

cinasa Jun 

N-terminal






K 

constante de equilibrio






kb 

kilobase






kbp 

par(es) de kilobase






KCCT 

tiempo de coagulación con caolín-cefalina






KIP2 

molécula reguladora del ciclo celular






K

m


constante de Michaelis






LACI 

inhibidor de la coagulación asociado a lipoproteína






LCAT 

lecitina-colesterol aciltransferasa






LCR 

líquido cefalorraquídeo






LDH 

lactato deshidrogenasa






LDL 

lipoproteína de baja densidad






LEC 

líquido extracelular






LH 

lutropina






LIC 

líquido intracelular






LMA 

leucemia mieloblástica aguda






LMC 

leucemia mieloide crónica






LPL 

lipoproteína lipasa






LPS 

lipopolisacárido






LRP LDL 

proteína relacionada con el receptor






Malonil-CoA 

malonil-coenzima A






Man 

manosa






Man-1-P 

manosa-1-fosfato






Man-6-P 

manosa-6-fosfato






MAO 

monoaminooxidasa






MAPK 

proteína cinasa activada por mitógeno (una superfamilia de cinasas transductoras de señales)






Mb 

mioglobina






MCP-1 

proteína quimiotáctica de monocitos 1






M-CSF-R 

receptor del factor estimulante de las colonias de macrófagos






MDR 

resistente a múltiples fármacos






MEC 

matriz extracelular






MEK 

cinasa de la proteína cinasa activada por mitógeno






MEK 

proteína cinasa perteneciente a la superfamilia MAPK






met-RNAt 

metionil-ARNt






MGUS 

gammapatía monoclonal de significado incierto






MHC 

complejo principal de histocompatibilidad






MioD 

factor transportador específico de los miocitos






MPD 

mieloperoxidasa






MRP 

proteína asociada a resistencia multifarmacológica






MS 

espectrometría de masas






MSH 

melanotropina






MSUD 

enfermedad de la orina de jarabe de arce






Na

+/K

+-ATPasa 

sodio-potasio ATPasa






NABQ1 


N-acetil benzoquinoneimina






NAC 


N-acetilcisteína






NAD

+


nicotinamida adenina dinucleótido (oxidado)






NADH 

nicotinamida adenina dinucleótido (reducida)






NADP

+


nicotinamida adenina dinucleótido fosfato (oxidada)






NADPH 

nicotinamida adenina dinucleótido fosfato (reducida)






NANA 

ácido 

N-acetil neuramínico (ácido siálico)






NEM IIA 

neoplasia endocrina múltiple tipo IIA






NF-II 

neurofibromatosis tipo II






NGF 

factor de crecimiento nervioso






NMDA 


N-metil-

d-aspartato







NO 

óxido nítrico






NPY 

neuropéptido Y






nt 

nucleótido (como medida del tamaño/longitud de un ácido nucleico)






1,25(OH)

2D

3


1,25-dihidroxi vitamina D

3







8-oxo-Gua 

8-oxo-2’-desoxiguanosina






OxS 

estrés oxidativo






p38RK 

cinasa reactivante p38






PA 

ácido fosfatídico






Pa 

pascal






PAF 

factor activador de las plaquetas






PAGE 

electroforesis en gel de poliacrilamida






PAI-1 

inhibidor del activador del plasminógeno tipo 1






PAPS 

fosfosulfato de fosfoadenosina






P-ATPasa 

ATPasa de tipo P (implica fosforilación)






pc 

peso corporal






PC 

piruvato carboxilasa






PCP 

fenciclidina






PCR 

reacción en cadena de la polimerasa






PDE 

fosfodiesterasa






PDF 

producto de degradación de la fibrina






PDGF 

factor de crecimiento derivado de las plaquetas






PDH 

piruvato deshidrogenasa






PDK 

cinasa dependiente del trisfosfato de fosfatidilinositol






PE 

fosfatidil etanolamina






PEP 

ácido fosfoenolpirúvico






PEPCK 

fosfoenolpiruvato carboxicinasa






PFK-1 (2) 

fosfofructocinasa-1 (2)






3-PG 

3-fosfoglicerato






PGG

2


prostaglandina G

2 (etc.)






PGK 

fosfoglicerato cinasa






PGM 

fosfoglucomutasa






PHHI 

hipoglucemia hiperinsulinémica persistente del lactante






Pi 

fosfato inorgánico






PI-3-K 

fosfoinositido-3-cinasa






PICP 

péptido aminoterminal de extensión del procolágeno






PIP

2/PIP

3


fosfatidilinositol bisfosfato/trisfosfato






Pir 

base de pirimidina (en una secuencia de nucleótido)






PK 

piruvato cinasa






PKA/PKC 

proteína cinasa A/C






PKU 

fenilcetonuria






PL 

fosfolipasa A






PLA/PLC 

fosfolipasa A/C






PMA 

forbol miristato acetato






PPi 

pirofosfato inorgánico






PRL 

prolactina






PrP 

proteína priónica






PRPP 

5-fosforribosil-α-pirofosfato






PS 

fosfatidil serina






PTA 

antecedente de tromboplastina plasmática






PTH 

paratirina






PTHrP 

proteína relacionada con la paratirina






PTK 

proteína tirosina cinasa






PTOG 

prueba de tolerancia oral a la glucosa






PTPasa 

fosfotirosina fosfatasa






R 

receptor (con calificador, no solo)






RAIDD 

proteína accesoria con «dominio de muerte»






Rb 

proteína del retinoblastoma






RE 

retículo endoplásmico






REL 

retículo endoplásmico liso






RER 

retículo endoplásmico rugoso






RFLP 

polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restricción o polimorfismo






RIP 

proteína accesoria con «dominio de muerte»






RKK 

homólogo p38RK de MEK






RNR 

ribonucleótido reductasa






RNS 

especies reactivas del nitrógeno






ROS 

especies reactivas del oxígeno






S 

unidad de Svedberg






SACAIR 

5-aminoimidazol-4-(

N-succinilcarboxamida) ribonucleótido






SAM 

S-adenosil metionina






SAP1 

factor de transcripción






SAPK 

proteína cinasa activada por el estrés






SCIDS 

síndrome de inmunodeficiencia combinada grave






scuPA 

activador de plasminógeno de cadena única, de tipo urinario






SDR 

síndrome de dificultad respiratoria






SDRA 

síndrome de dificultad respiratoria agudo






SDS 

dodecil sulfato sódico






SDS-PAGE 

electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato sódico






SEK 

homólogo SAPK de MEK






ser-P 

serín fosfato






SGLT 


symporter de glucosa acoplado a Na

+







SH2 

región de homología a Src de tipo 2






SHP 

seudohipoparatiroidismo






SIADH 

síndrome de secreción inadecuada de vasopresina






sida 

síndrome de inmunodeficiencia adquirida






SNC 

sistema nervioso central






SNP 

sistema nervioso periférico






SOD 

superóxido dismutasa






SPCA 

acelerador de la conversión de protrombina sérica







SPR 

partícula de reconocimiento de señales






Src 

proteína tirosina cinasa






SRE 

elemento de respuesta a los esteroides






SSCP 

polimorfismo conformacional de cadena sencilla






STAT 

transductor de señales y activador de transcripción






SUR 

receptor de la sulfonilurea






T 

timina






T

3


triyodotironina






T

4


tiroxina






TAG 

triacilglicerol (triglicérido)






TAP 

transportadores asociados con la presentación de antígeno






TB 

tuberculosis






TBG 

globulina de unión tiroidea






TD 

tubo digestivo






TFPI 

inhibidor de la vía del factor hístico






TG 

triacilglicerol (triglicérido)






TGF(-β) 

factor de crecimiento transformante (β)






THS 

tratamiento hormonal sustitutivo






T

max


transporte renal máximo






TNF 

factor de necrosis tumoral






TNF-R 

receptor del factor de necrosis tumoral






tPA 

activador del plasminógeno tipo hístico






TRADD 

proteína accesoria con «dominio de muerte»






TRAFS 

proteína accesoria con «dominio de muerte»






TRH 

tiroliberina






TSH 

tirotropina






TT 

túbulo transverso






TTP 

trifosfato de timidina






TTPA 

tiempo de tromboplastina parcial activada






TXA

2


tromboxano A

2







U 

uridina






UCP 

proteína desacoplante






UDP 

difosfato de uridina






UDP-Gal 

UDP-galactosa






UDP-GalNAc 

UDP-

N-acetilgalactosamina






UDP-Glc 

UDP-glucosa






UDP-GlcNAc 

UDP-

N-acetilglucosamina






UDP-GlcUA 

UDP ácido glucurónico






UMP 

monofosfato de uridina






uPA 

activador del plasminógeno tipo urinario






UV 

ultravioleta






VCAM-1 

molécula de adhesión celular vascular 1






VCM 

volumen corpuscular medio






VEB 

virus de Epstein-Barr






VIH 

virus de la inmunodeficiencia humana






VIP 

péptido intestinal vasoactivo






VLDL 

lipoproteína de muy baja densidad






VSG 

velocidad de sedimentación globular






vWF 

factor Von Willebrand






WAF-1 

regulador del ciclo celular






XMP 

monofosfato de xantina






XO 

xantina oxidasa






X-SCID 

inmunodeficiencia combinada grave ligada al cromosoma X






ZP3 

glucoproteína de zona pelúcida 3











1. Introducción

J.W. Baynes and M.H. Dominiczak





Bioquímica y medicina clínica


Perspectiva general


La bioquímica médica se ocupa de los aspectos de la bioquímica relevantes para la medicina y explica el funcionamiento del organismo como un sistema químico. Define sus trastornos en caso de enfermedad y especifica cómo se diseñan terapias para restaurar las funciones corporales. La bioquímica médica aporta el fundamento para entender la acción de los nuevos fármacos, como los antidepresivos, los empleados para tratar la diabetes, la hipertensión y el fallo cardíaco, así como los que reducen los lípidos en sangre. También ayuda a entender la aplicación clínica de las proteínas recombinantes y de los vectores virales. La bioquímica médica también contribuye a entender cómo el estilo de vida, y en particular la dieta, influyen en nuestro rendimiento, y la forma en que el organismo envejece. Describe cómo los sistemas celulares de señalización y de comunicación están relacionados con la respuesta al estrés endógeno y ambiental, y la acción de nuevos fármacos que actúan a través de ellos. También trata el enorme progreso que se ha realizado en años recientes en cuanto a la comprensión de la genética humana y aporta un marco para apreciar los campos emergentes de la nutrigenómica y farmacogenómica, con la esperanza de que constituyan una base para los tratamientos a medida de cada genética individual.




Centro de interés de la bioquímica médica

El organismo humano es, por un lado, un sistema metabólico integrado interno y sometido a un alto grado de control y por el otro, un sistema abierto que se comunica con su entorno. A pesar de esas dos características aparentemente contradictorias, el organismo consigue mantener su homeostasis interna durante décadas. Los humanos reponemos nuestro combustible de manera regular (consumimos alimentos y agua) y captamos oxígeno del aire inspirado para su uso en el metabolismo oxidativo (de hecho, la respiración es una reacción de combustión controlada y a baja temperatura). A continuación usamos la energía generada por el metabolismo para realizar trabajo y para mantener la temperatura corporal. Nos deshacemos (exhalamos o excretamos) el dióxido de carbono, el agua y los desechos del nitrógeno. La cantidad y calidad de los alimentos que consumimos tiene un impacto importante sobre nuestra salud, como demuestra el hecho de que tanto la desnutrición como la obesidad son importantes cuestiones de salud pública en todo el mundo en este momento. Una de las razones más importantes para estudiar bioquímica es entender la interacción de la nutrición, el metabolismo y la genética en la salud y la enfermedad.






La bioquímica en dos páginas

Los editores afirman que cualquier texto puede acortarse, aunque los detalles sean relevantes. En los párrafos siguientes se ha intentado condensar nuestro libro en menos de dos páginas. Con ello se obtiene una perspectiva muy general, pero también un marco mental útil para el estudio posterior. Los términos marcados en negrita proporcionan una idea del contenido de los capítulos siguientes.



Los principales componentes estructurales del cuerpo son las proteínas, los hidratos de carbono y los lípidos

Las 

proteínas son los bloques de construcción y los catalizadores; como unidades estructurales, forman el armazón arquitectónico de los tejidos; como enzimas, junto a moléculas facilitadoras como 

coenzimas y 

cofactores, catalizan y controlan las reacciones bioquímicas.

Los 

hidratos de carbono y los 

lípidos se utilizan principalmente como fuente de energia. Sus formas de almacenamiento en el organismo son el 

glucógeno y los 

triglicéridos. Los hidratos de carbono también se encuentran como glucoconjugados con proteínas y con lípidos, y los lípidos forman el esqueleto de las membranas biológicas.

Las variables químicas como el 

pH, la presión de oxígeno, las concentraciones de iones inorgánicos y de 

moléculas tampón, definen el entorno homeostático en el que tiene lugar el metabolismo. Los pequeños cambios en este entorno, por ejemplo, menos de una décima de unidad del pH, pueden poner en peligro la vida. Todas las terapias, incluso las de urgencia, tienen como objetivo mantener su estabilidad.


La sangre es el medio para el intercambio de gases, energía, metabolitos e información entre los tejidos. El plasma sanguíneo es una «ventana» accesible al metabolismo y sirve como fuente de información clínica para el diagnóstico y el tratamiento de la enfermedad. El 

sistema de coagulación sanguínea y el 

sistema inmunitario defienden frente a los trastornos de este medio

.


Las 

membranas biológicas compartimentalizan las vías metabólicas. Su cometido es fundamental en el 

transporte de iones y metabolitos, y también en la 

transducción de señales de una célula a otra. La mayor parte de la energía del organismo se consume para mantener los gradientes iónicos y de metabolitos a través de las membranas biológicas; la función nerviosa y muscular, y los glóbulos rojos dependen de los potenciales de membrana, que se usan para la transmisión nerviosa, la contracción muscular y el mantenimiento de la forma celular. 





La energía extraída de los nutrientes se distribuye a través de la célula en forma de trifosfato de adenosina

La recuperación y utilización de energía en los sistemas biológicos se realiza a través de la 

fosforilación oxidativa que tiene lugar en la 

mitocondria. Este proceso implica consumo de oxígeno, o 

respiración, mediante el cual capturamos la energía de los combustibles, producimos un gradiente de protones y convertimos esta energía en 

trifosfato de adenosina (ATP). Los bioquímicos llaman al ATP la «moneda circulante del metabolismo» para el intercambio de la energía metabólica. El ATP transduce la energía del metabolismo de los combustibles en energía para realizar trabajo, transporte y biosíntesis.




Las principales vías del metabolismo de los hidratos de carbono y de los lípidos son rutas de acceso a otros procesos bioquímicos

Los azúcares y las grasas son nuestra principal fuente de energía, pero nuestras necesidades nutricionales también incluyen aminoácidos o proteínas y micronutrientes: 

vitaminas y oligoelementos.


La glucosa se metaboliza a través de la glucólisis, una vía metabólica anaeróbica universal para producir energía. La 

glucólisis transforma la glucosa en piruvato, y prepara así el metabolismo oxidativo que tendrá lugar en la mitocondria. También produce metabolitos que son el punto de partida para la síntesis de 

aminoácidos, proteínas, lípidos y 

ácidos nucleicos. Las enzimas glucolíticas se regulan a través de varios mecanismos: efectores constituidos por moléculas pequeñas, mediante la modificación química reversible e irreversible de enzimas clave, y mediante el control de la expresión génica.

Para nuestra supervivencia es esencial mantener una concentración sanguínea normal de glucosa y ello está vinculado al metabolismo del 

glucógeno, que es la forma de almacenamiento a corto plazo de la glucosa. La homeostasis de la glucosa se regula mediante hormonas (principalmente insulina y glucagón, además de adrenalina) que coordinan las actividades metabólicas entre células y órganos.




El oxígeno es esencial para la supervivencia pero también puede ser tóxico

Durante el metabolismo aeróbico, el piruvato se transforma en 

acetilcoenzima A (acetil-CoA), que es el intermediario común en el metabolismo de los hidratos de carbono, los lípidos y los aminoácidos. La acetil-CoA entra en la maquinaria metabólica central de la célula, el ciclo de los 

ácidos tricarboxílicos (ciclo ATC) en la mitocondria. La acetilcoenzima A se oxida a 

dióxido de carbono y reduce las importantes coenzimas, 

nicotinamida-adenina-dinucleótido (NAD+) y flavina-adenina-dinucleótido (FAD). La reducción de estos nucleótidos capta la energía procedente de la oxidación de los combustibles y a su vez son sustratos para la vía metabólica final: la 

fosforilación oxidativa. Se oxidan mediante oxígeno molecular a través de una cadena de reacciones de 

transporte de electrones, aportando la energía necesaria para la 

síntesis del ATP.


Aunque el oxígeno es esencial para el metabolismo aeróbico, también puede ser causa de estrés oxidativo y de graves daños en los tejidos durante la inflamación. Para protegernos de los efectos más perjudiciales del oxígeno, estamos dotados de poderosas 

defensas antioxidantes.





Comer y ayunar cambia el metabolismo del cuerpo del estado anabólico al estado catabólico

La vida puede dividirse en un ciclo continuo de comer y no comer. Las principales vías del metabolismo de los hidratos de carbono y los lípidos son parcialmente reversibles y su dirección cambia como respuesta a la ingesta de alimentos. Durante el ciclo alimentación-ayuno, la dirección del metabolismo varía constantemente. En el estado de alimentación, las vías metabólicas activas son la 

glucólisis, la síntesis de glucógeno, la lipogénesis y la síntesis de proteínas, con lo que se rejuvenecen los tejidos y se almacena el exceso de combustible metabólico. En cambio, en el estado de ayuno, la dirección del metabolismo se invierte: se degradan los depósitos de glucógeno y de lípidos mediante 

glucogenólisis y 

lipólisis. Las proteínas se convierten en glucosa por la vía de la 

gluconeogénesis y se enlentecen otros procesos de biosíntesis. Los trastornos del metabolismo energético, frecuentes con el envejecimiento, conducen a 

diabetes y 

dislipemias y son los principales causantes de 

aterosclerosis.





Los tejidos desempeñan unas funciones especializadas

Estas funciones incluyen la contracción muscular, la conducción nerviosa, la vigilancia inmunitaria, la señalización hormonal, el mantenimiento del pH y del equilibrio electrolítico, la desintoxicación de sustancias ajenas al organismo y la formación ósea. Las microestructuras especializadas, como los 

glucoconjugados (glucoproteínas, glucolípidos y proteoglucanos) desempeñan un papel crucial en la organización hística, en las interacciones célula-célula y en la estructura y función de la matriz extracelular.




El genoma y la señalización celular son la base de todo

El genoma proporciona el mecanismo de conservación y transferencia de la información genética, la regulación de la expresión de los genes constituyentes y el control de la síntesis de proteínas. La síntesis proteica está controlada por la información codificada en el 

ácido desoxirribonucleico (ADN) y transcrita al 

ácido ribonucleico (ARN), que luego es traducida en péptidos que conforman las 

moléculas de proteínas funcionales. El espectro de proteínas expresadas y el control de su expresión temporal durante el desarrollo, adaptación y envejecimiento son los responsables de nuestra estructura proteica.

Las aplicaciones de la tecnología del 

ADN recombinante y de la reacción en cadena de la polimerasa (RCP) han revolucionado el trabajo de los laboratorios clínicos en la última década. La reciente capacidad de rastrear todo el genoma y el potencial de la 

proteómica crea la oportunidad de generar nuevas ideas sobre la dinámica del control génico de la síntesis proteica. Finalmente, el 

crecimiento celular, la señalización celular y los 

mecanismos de reparación son elementos fundamentales para la supervivencia, y el deterioro de estos sistemas con el paso del tiempo lleva al 

envejecimiento y al desarrollo de enfermedades como el 

cáncer.


Todo lo anterior se resume en la figura 1-1, que imita el estilo de un plano de metro (v. Lecturas recomendadas). Se recomienda al lector que no se deje intimidar por los numerosos términos nuevos y que consulte esta figura las veces que sea necesario cuando estudie los diferentes capítulos, lo que le servirá para comprobar si su comprensión de la bioquímica progresa. 



	[image: B9788480867306000015/f01-01-9788480867306.jpg is missing]


	
Fig. 1-1 
Bioquímica: todo en uno. Interrelaciones entre las vías metabólicas. Esta figura se ha diseñado para ofrecer una perspectiva general a vista de pájaro. Puede ser útil para estructurar el estudio o para repasar. Se recomienda al lector que la consulte mientras estudie este libro y para ver cómo gana perspectiva en bioquímica. ATP: adenosina-5’-trifosfato; cit: citocromo; CoA: coenzima A; FP: flavoproteína; GABA: γ-aminobutirato; glicerol-3-P: glicerol-3-fosfato; Q: coenzima Q10.
















Palabras finales

En la educación médica actual, los estudiantes dirigen su aprendizaje a la adquisición de conocimentos que constituyan un marco para el estudio a lo largo de toda su carrera. El estudio de la medicina poco a poco mediante especialidades muy delimitadas es menos valioso que un aprendizaje integrado, que permite ubicar los conocimientos adquiridos en un contexto más amplio. Esto es lo que intenta hacer este libro con la bioquímica. Animamos al estudiante a pensar de forma continua sobre cuestiones clínicas y a relacionar el conocimento adquirido con situaciones clínicas cotidianas.

Al consultar este libro, el lector debe tener en cuenta que no está diseñado como un texto de revisión o un recurso para la preparación de exámenes de opción múltiple. Estos recursos se encuentran en nuestra página web. Este texto es una presentación integrada, orientada a los aspectos clínicos de la bioquímica relevantes para la medicina, un recurso para su carrera clínica. Es más breve que muchos de los pesados tomos sobre nuestra disciplina y está orientado al desarrollo de ideas y relaciones más que a la acumulación del conocimiento de hechos. Esperamos que esto facilite la retención y la habilidad de recordar más fácilmente y que resulte útil al lector en su práctica clínica, una vez abandone las aulas.
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2. Aminoácidos y proteínas

N. Taniguchi




Objetivos de aprendizaje

Tras leer este capítulo, el lector debe ser capaz de:


▪ Clasificar los aminoácidos a partir de su estructura química y su carga.


▪ Explicar el significado de los términos p

Ka y pI tal como se aplican a aminoácidos y proteínas.


▪ Describir los elementos de la estructura primaria, secundaria, terciaria y cuaternaria de las proteínas.


▪ Describir los principios del intercambio de iones y la cromatografía de filtración en gel, y la electroforesis y el isoelectroenfoque. Describir su aplicación en la caracterización y aislamiento de las proteínas.


▪ Explicar el principio del MALDI-TOF y la espectrometría de masa por ionización electrospray y su aplicación a la proteómica.









Introducción

Las proteínas son los principales polímeros estructurales y funcionales en los seres vivos. Cumplen un amplio abanico de funciones, incluida la catálisis de reacciones metabólicas y el transporte de vitaminas, minerales, oxígeno y combustibles. Algunas proteínas constituyen la estructura de los tejidos, mientras otras funcionan en la transmisión nerviosa, la contracción muscular y la motilidad celular, y otras en la coagulación de la sangre y las defensas inmunitarias, y como hormonas y moléculas reguladoras. Las proteínas son sintetizadas como una secuencia de aminoácidos unidos en una estructura poliamida (polipéptido) lineal, pero adoptan estructuras tridimensionales complejas al realizar sus funciones. Hay presentes alrededor de 300 aminoácidos en varios sistemas animales, vegetales y microbianos, pero solamente 20 aminoácidos están codificados por el ADN para aparecer en las proteínas. Muchas proteínas también contienen aminoácidos modificados y componentes accesorios, denominados grupos prostéticos. Se utilizan diversas técnicas químicas para aislar y caracterizar proteínas a partir de diferentes criterios, incluyendo masa, carga y estructura tridimensional. La proteómica es un campo emergente que estudia todas las formas de expresión de las proteínas en una célula u organismo, y los cambios en la expresión de una proteína como respuesta al crecimiento, a las hormonas, al estrés y al envejecimiento.




Aminoácidos


Estereoquímica: configuración en el α-carbono, 

d- y 

l-isómeros

Cada aminoácido tiene un carbono central, denominado carbono α, al cual se enlazan cuatro grupos diferentes (fig. 2-1):


	[image: B9788480867306000027/f02-01-9788480867306.jpg is missing]


	
Fig. 2-1 
Estructura de un aminoácido. Excepto para la glicina, cuatro grupos diferentes se unen al carbono α de un aminoácido. La tabla 2-1 enumera las estructuras de los grupos R.









▪ Un grupo amino básico (—NH

2).


▪ Un grupo carboxilo ácido (—COOH).


▪ Un átomo de hidrógeno (—H).


▪ Una cadena lateral distintiva (—R).





Uno de los 20 aminoácidos, la prolina, no es un α-aminoácido sino un α-iminoácido (v. más adelante). Excepto para la glicina, todos los aminoácidos contienen al menos un átomo de carbono asimétrico (el átomo carbono α), dando dos isómeros que son ópticamente activos, es decir, que pueden desviar el plano de la luz plana polarizada. De estos isómeros, denominados estereoisómeros o enantiómeros, se dice que son 

quirales, una palabra derivada del término griego para mano. Dichos isómeros son imágenes especulares no superponibles, de forma análoga a lo que ocurre con la mano derecha y la izquierda, como se muestra en la figura 2-2. Las dos configuraciones de aminoácidos se denominan 

d (para la dextro o derecha) y 

l (para la levo o izquierda). Todos los aminoácidos en las proteínas son de configuración 

l, ya que las proteínas son biosintetizadas por enzimas que insertan solamente 

l-aminoácidos en las cadena de péptidos. 



	[image: B9788480867306000027/f02-02-9788480867306.jpg is missing]


	
Fig. 2-2 
Enantiómeros. Par de imágenes especulares de los aminoácidos. Cada aminoácido representa una imagen especular no superponible. Las imágenes especulares de los estereoisómeros se denominan enantiómeros. Solamente los 

l-enantiómeros se encuentran en las proteínas.











Clasificación de los aminoácidos según su estructura química

Las propiedades de cada aminoácido dependen de su cadena lateral (—R); las cadenas laterales son los grupos funcionales que determinan la estructura y la función de las proteínas, así como la carga eléctrica de la molécula. Para comprender los métodos de análisis, purificación e identificación de las proteínas es importante conocer las propiedades de estas cadenas laterales. Los aminoácidos con cadena lateral con carga polar o hidrofílica normalmente se encuentran expuestos en la superficie de las proteínas. Los residuos hidrofóbicos no polares normalmente se encuentran enterrados en el interior hidrofóbico o núcleo de una proteína y están fuera de contacto con el agua. Los 20 aminoácidos en las proteínas codificadas por el ADN se enumeran en la tabla 2-1 y se clasifican según el grupo funcional de su cadena lateral.



Tabla 2-1 Los 20 aminoácidos encontrados en proteínas.


Las abreviaturas de tres letras y una letra utilizadas normalmente se muestran entre paréntesis.





	Los 20 α-aminoácidos especificados por el código genético


	Aminoácidos
	Estructura de la porción R


	Aminoácidos alifáticos


	Glicina (Gly, 

G)
	—H



	Alanina (Ala, 

A)

	—CH

3




	Valina (Val, 

V)
	[image: B9788480867306000027/u02-05-9788480867306 is missing]



	Leucina (Leu, 

L)
	[image: B9788480867306000027/u02-06-9788480867306 is missing]



	Isoleucina (Ile, 

I)
	[image: B9788480867306000027/u02-07-9788480867306 is missing]


	Aminoácidos que contienen azufre


	Cisteína (Cys, 

C)
	—CH

2—SH



	Metionina (Met, 

M)
	—CH

2—CH

2—S—CH

3



	Aminoácidos aromáticos


	Fenilalanina (Phe, 

F)
	[image: B9788480867306000027/u02-08-9788480867306 is missing]



	Tirosina (Tyr, 

Y)
	[image: B9788480867306000027/u02-09-9788480867306 is missing]



	Triptófano (Trp, 

W)
	[image: B9788480867306000027/u02-10-9788480867306 is missing]


	Iminoácido


	Prolina (Pro, 

P)
	[image: B9788480867306000027/u02-11-9788480867306 is missing]


	Aminoácidos neutros


	Serina (Ser, 

S)
	—CH

2—OH



	Treonina (Thr, 

T)
	[image: B9788480867306000027/u02-12-9788480867306 is missing]



	Asparagina (Asn, 

N)
	[image: B9788480867306000027/u02-13-9788480867306 is missing]



	Glutamina (Gln, 

Q)
	[image: B9788480867306000027/u02-14-9788480867306 is missing]


	Aminoácidos ácidos


	Ácido aspártico (Asp, 

D)
	–CH

2—COOH



	Ácido glutámico (Glu, 

E)
	—CH

2–CH

2—COOH


	Aminoácidos básicos


	Histidina (His, 

H)
	[image: B9788480867306000027/u02-15-9788480867306 is missing]



	Lisina (Lys, 

K)
	—CH

2—CH

2—CH

2—CH

2—NH

2




	Arginina (Arg, 

R)
	[image: B9788480867306000027/u02-16-9788480867306 is missing]









Aminoácidos alifáticos

Los aminoácidos alifáticos (alanina, valina, leucina, e isoleucina) tienen hidrocarbonos saturados como cadenas laterales. La glicina, que solamente tiene un hidrógeno como cadena lateral, se incluye también en este grupo. La alanina tiene una estructura relativamente simple, un grupo metilo como cadena lateral, mientras que la leucina y la isoleucina tienen grupos 

sec- e 

iso-butilo. Todos estos aminoácidos son hidrofóbicos.




Aminoácidos aromáticos

La fenilalanina, tirosina, y triptófano tienen cadenas laterales aromáticas. Los aminoácidos no polares alifáticos y aromáticos suelen encontrarse enterrados en el interior de la proteína y están involucrados en interacciones hidrofóbicas. La tirosina tiene un grupo hidroxilo débilmente ácido y puede encontrarse en la superficie de las proteínas. La fosforilación reversible del grupo hidroxilo de la tirosina en algunas enzimas es importante en la regulación de las vías metabólicas. Los aminoácidos aromáticos son responsables de la absorción ultravioleta de la mayoría de proteínas, que presentan una absorción máxima de unos 280 nm. El triptófano tiene una mayor absorción en esta región que los otros dos aminoácidos aromáticos. El coeficiente de absorción molar de una proteína es útil para determinar la concentración de una proteína en disolución mediante espectrometría. El espectro de absorción habitual de los aminoácidos aromáticos y de una proteína se muestran en la figura 2-3.


	[image: B9788480867306000027/f02-03-9788480867306.jpg is missing]


	
Fig. 2-3 
Espectro de absorción ultravioleta de los aminoácidos aromáticos y de la albúmina sérica bovina. (A) Aminoácidos aromáticos como el triptófano, la tirosina y la fenilalanina tienen un máximo de absorbancia a ∼280 nm. Cada proteína purificada tiene un coeficiente de absorción distinto alrededor de 280 nm, dependiendo de su contenido en aminoácidos aromáticos. (B) Una disolución de albúmina sérica bovina (1 mg disuelto en 1

ml de agua) tiene una absorbancia de 0,67 a 280 nm utilizando una cubeta de 1

cm. El coeficiente de absorción de las proteínas se expresa con frecuencia como E

1% (10 mg/ml de solución). Para la albúmina, E

1%280 

nm=

6,7. Aunque las proteínas varían en su contenido de Trp, Tyr y Phe, las mediciones de absorbancia a 280 nm son útiles para la estimación de la concentración de proteínas en las disoluciones.










[image: B9788480867306000027/icon01-9788480867306.jpg is missing] Aminoácidos que no forman parte de proteínas





Algunos aminoácidos aparecen en estado libre o combinados, pero no en proteínas. La medición de aminoácidos anormales en orina (aminoaciduria) es útil para el diagnóstico clínico (v. cap. 19). En el plasma, los aminoácidos libres normalmente se encuentran a concentraciones de 10-100 μmol/l, incluidos muchos que no se encuentran en proteínas. La citrulina, por ejemplo, es un importante metabolito de la 

l-arginina y un producto de la óxido nítrico sintasa, una enzima que produce óxido nítrico, una importante molécula de señalización vasoactiva. La concentración urinaria de un aminoácido se expresa normalmente en mmol/g creatinina. La creatinina es un aminoácido que proviene del músculo y que se excreta en cantidades relativamente constantes por unidad de masa corporal por día. Así, la concentración de creatinina en orina (normalmente alrededor de 1 mg/ml) puede utilizarse para corregir la dilución de la orina. El aminoácido más abundante en la orina es la glicina, que está presente como 400-2,000 μg/g creatinina.









Aminoácidos polares neutros

Los aminoácidos polares neutros contienen grupos hidroxilo o amida en su cadena lateral. La serina y la treonina contienen grupos hidroxilo. Estos aminoácidos se encuentran a veces en los centros activos de proteínas catalíticas, enzimas (cap. 6). La fosforilación reversible de los residuos de serina y treonina periféricos en la molécula enzimática también está involucrada en la regulación del metabolismo energético y del almacén de combustible en el organismo (cap. 13). La asparagina y la glutamina tienen cadenas laterales tipo amida. Éstas son polares, pero bajo condiciones fisiológicas no tienen carga. La serina, la treonina y la asparagina son los principales lugares de unión de azúcares a proteínas, formando las glucoproteínas (cap. 26).




Aminoácidos ácidos

Los ácidos aspártico y glutámico contienen ácidos carboxílicos en sus cadenas laterales y están ionizados a un pH de 7,0 y, como resultado, presentan cargas negativas en sus grupos carboxilo β- y γ-, respectivamente. En el estado ionizado, estos aminoácidos se denominan aspartato y glutamato, respectivamente.




Aminoácidos básicos

Las cadenas laterales de la lisina y la arginina están completamente protonadas a pH neutro y, por tanto, cargadas positivamente. La lisina contiene un grupo amino primario unido al carbono terminal ɛ- de la cadena lateral. El grupo ɛ-amino de la lisina tiene un p

Kade aproximadamente 11. La arginina es el aminoácido más básico (p

Ka de aproximadamente 13) y su grupo guanidina existe como un ion guanidinium protonado a un pH de 7,0.

La histidina (p

Kade aproximadamente 6) tiene un anillo imidazólico como cadena lateral y funciona como un catalizador general ácido-base en numerosas enzimas. La forma protonada del imidazol se denomina ion imidazolio.




Aminoácidos que contienen azufre

La cisteína y su forma oxidada, la cistina, son aminoácidos que contienen azufre y que se caracterizan por su baja polaridad. La cisteína tiene un cometido importante en la estabilización de la estructura de las proteínas, dado que puede participar en la formación de puentes disulfuro con otros residuos de cisteína para formar residuos de cistina, con lo que las cadenas de proteínas quedan entrecruzadas y así se estabiliza la estructura de la proteína. Dos regiones de una cadena polipeptídica alejadas una de otra en la secuencia pueden estar unidas covalentemente a través de un puente disulfuro (puente disulfuro intracadena). Los puentes disulfuro también pueden formarse entre dos cadenas polipeptídicas (puente disulfuro intercadena), formando dímeros proteicos covalentes. Estos puentes pueden reducirse mediante enzimas o mediante agentes reductores como el 2-mercaptoetanol o dithiotreitol, para formar residuos de cisteína. La metionina es el tercer aminoácido que contiene azufre y tiene un grupo metil tioéter no polar en su cadena lateral.




Prolina, un iminoácido cíclico

La prolina se diferencia de los otros aminoácidos en que el anillo de pirrolidina de su cadena lateral incluye el grupo α-amino y el carbono α. Este iminoácido fuerza un «ángulo» en la cadena polipeptídica, causando algunas veces cambios abruptos en la dirección de la cadena.




Clasificación de los aminoácidos según la polaridad de las cadenas laterales del aminoácido

La tabla 2-2 muestra los grupos funcionales de los aminoácidos y su polaridad (hidrofilia). Las cadenas laterales polares pueden intervenir en la unión de hidrógeno al agua y a otros grupos polares; normalmente se encuentran en la superficie de la proteína. Las cadenas hidrofóbicas contribuyen al plegamiento de la proteína mediante interacciones hidrofóbicas y se encuentran principalmente en el interior de la proteína o en superficies que intervienen en interacciones con otras proteínas.



Tabla 2-2 Resumen de grupos funcionales de aminoácidos y su polaridad.





	Resumen de los grupos funcionales de aminoácidos y su polaridad


	Aminoácidos
	Grupo funcional
	Hidrofílico (polar) o hidrofóbico (apolar)
	Ejemplos



	Ácido
	Carboxilo, —COOH
	Polar
	Asp, Glu



	Básico
	Amino, —NH

2
Imidazol


Guanidina
	Polar


Polar


Polar
	Lys


His


Arg



	Neutro
	Glicina, —H


Amidas, —CONH

2
Hidroxilo, —OH


Sulfidrilo —SH
	No polar


Polar


Polar


No polar
	Gly


Asn, Gln


Ser, Thr,


Cys



	Alifático
	Hidrocarburo
	No polar
	Ala, Val, Leu, Ile, Met, Pro



	Aromático
	Anillos C
	No polar
	Phe, Trp, Tyr









Estado de ionización de un aminoácido

Los aminoácidos son moléculas anfóteras, es decir, tienen tanto grupos básicos como ácidos. Los ácidos monoamino y monocarboxílico en disolución presentan varias formas de ionización según el pH de la solución. A un pH de 7, el «zwitterion» 

+H

3N—CH

2—COO

– es la especie dominante de glicina en disolución, y por tanto la molécula es eléctricamente neutra. En la titulación a pH ácido, el grupo α-amino es protonado y cargado positivamente, dando el catión 

+H

3N—CH

2—COOH, mientras que la titulación con álcali da la especie aniónica H

2N—CH

2—COO

–.

[image: B9788480867306000027/u02-04-9788480867306.jpg is missing]

Los valores de p

Ka para los grupos α-amino y α-carboxilo y de las cadenas laterales de aminoácidos ácidos y básicos se muestran en la tabla 2-3. La carga global de una proteína depende de la contribución de los aminoácidos básicos (carga positiva) y ácidos (carga negativa), pero la carga real en la proteína varía con el pH de la disolución. Para entender cómo las cadenas laterales afectan a la carga en las proteínas, es imprescindible recordar la ecuación de Henderson–Hasselbalch.



Tabla 2-3 Valores de p

Ka característicos para grupos ionizables en proteínas.


Valores reales de p

Ka pueden variar hasta tres unidades de pH, dependiendo de la temperatura, del tampón, de la unión a ligando y, especialmente, de los grupos funcionales vecinos en la proteína





	Valores de p

K y grupos ionizados en proteínas


	Grupo
	Ácido (forma protonada) (ácido conjugado)
	H

++

Base (forma no protonada) (base conjugada)
	p

Ka




	Residuo carboxilo terminal (α-carboxilo)
	—COOH (ácido carboxílico)
	—COO–

+

H

+ (carboxilato)
	3,0-5,5



	Ácido aspártico (β-carboxilo)
	—COOH
	—COO

–+

H

+

	3,9



	Ácido glutámico (γ-carboxilo)
	—COOH
	—COO

–+

H

+

	4,3



	Histidina (imidazol)
	
[image: B9788480867306000027/u02-17-9788480867306 is missing]
(imidazolio)
	
[image: B9788480867306000027/u02-18-9788480867306 is missing]
(imidazol)
	6,0



	Amino terminal (α-amino)
	—NH

3+
(amonio)
	—NH

2+

H

+
(amina)
	8,0



	Cisteína (sulfidrilo)
	—SH


(tiol)
	—S

–+

H

+
(tiolato)
	8,3



	Tirosina (hidroxilo fenólico)
	
[image: B9788480867306000027/u02-19-9788480867306 is missing]
(fenol)
	
[image: B9788480867306000027/u02-20-9788480867306 is missing]
(fenolato)
	10,1



	Lisina (ɛ-amino)
	—NH

3+

	—NH

2+

H

+

	10,5



	Arginina (guanidina)
	
[image: B9788480867306000027/u02-21-9788480867306 is missing]
(guanidino)
	
[image: B9788480867306000027/u02-22-9788480867306 is missing]
(guanidino)
	12,5









Ecuación de Henderson-Hasselbalch y p

Ka


La disociación general de un ácido débil, como el ácido carboxílico, viene dada por la ecuación:


(1)

[image: B9788480867306000027/si1.gif is missing]





Donde HA es la forma protonada (ácido conjugado o forma asociada) y A es la forma no protonada (base conjugada o forma disociada).

La constante de disociación (

Ka) de un ácido débil se define como la constante de equilibrio de la reacción de disociación (1) del ácido:


(2)

[image: B9788480867306000027/si2.gif is missing]





La concentración de iones hidrógeno [H

+] de una disolución de un ácido débil puede calcularse como sigue. La ecuación (2) puede reordenarse para dar:


(3)

[image: B9788480867306000027/si3.gif is missing]





La ecuación (3) puede expresarse en términos de un logaritmo negativo:



(4)

[image: B9788480867306000027/si4.gif is missing]







Dado que el pH es el logaritmo negativo de [H

+], es decir, –log[H

+], y el p

Ka es igual al logaritmo negativo de la constante de disociación para un ácido débil, es decir, –log

Ka, la ecuación de Henderson–Hasselbalch (5) puede desarrollarse y utilizarse para el análisis de los sistemas de equilibrio ácido-base:


(5)

[image: B9788480867306000027/si5.gif is missing]





Para una base débil como una amina, la reacción de disociación puede escribirse como sigue:


(6)

[image: B9788480867306000027/si6.gif is missing]





Y la ecuación de Henderson-Hasselbalch se convierte en:


(7)

[image: B9788480867306000027/si7.gif is missing]





Desde las ecuaciones (5) and (7) está claro que el grado de protonación de los grupos funcionales ácidos y básicos, y por tanto la carga neta, variará con el p

Ka del grupo funcional y el pH de la disolución. Para la alanina, que tiene dos grupos funcionales con p

Ka=

2,4 y 9,8, respectivamente (fig. 2-4), la carga neta varía con el pH, desde +1 a –1. En un punto intermedio entre p

Ka1 y p

Ka2, la alanina tiene una carga neta de cero. Este pH se llama su punto isoeléctrico, pI (v. fig. 2-4).


	[image: B9788480867306000027/f02-04-9788480867306.jpg is missing]


	
Fig. 2-4 
Titulación de un aminoácido. La curva muestra el número de equivalentes de NaOH consumidos por la alanina mientras se titula la solución desde pH 0 a pH 12. La alanina contiene dos grupos ionizables: un grupo carboxilo α y un grupo amino α. A medida que se añade NaOH, se titulan estos dos grupos. El p

Ka del grupo α-COOH es 2,4, mientras que el del grupo α-NH

3+ es 9,8. A pH muy bajo, la especie iónica predominante de la alanina es la forma completamente protonada: [image: B9788480867306000027/u02-23-9788480867306.jpg is missing]En el punto medio de la titulación del primer estadio (pH 2,4), hay concentraciones equimolares de las especies donadoras y aceptora de protones, lo que proporciona un buen poder de tamponamiento. [image: B9788480867306000027/u02-24-9788480867306.jpg is missing]El segundo estadio de la titulación corresponde a la eliminación de un protón desde el grupo —NH

3+ de la alanina. El pH en el punto medio de este estadio es 9,8, igual al pKa para el grupo —NH

3+. La titulación es completa a un pH de alrededor de 12, punto en el que la forma predominante de la alanina es: [image: B9788480867306000027/u02-25-9788480867306.jpg is missing]El pH en el que una molécula no tiene carga neta se conoce como punto isoeléctrico. Para la alanina, se calcula como: 

[image: B9788480867306000027/u02-26-9788480867306.jpg is missing]














Amortiguadores o tampones

Los amortiguadores son soluciones que minimizan un cambio en la [H

+], es decir, en el pH, al añadir un ácido o una base. Una disolución amortiguadora, con un ácido débil o una base débil y un ion de carga contraria, tiene una capacidad de amortiguación máxima a su p

Ka, es decir, cuando las formas ácidas y básicas están presentes a igual concentración. La forma ácida protonada reacciona con la base añadida y la forma básica no protonada neutraliza el ácido añadido, como se muestra a continuación para un componente amino:

[image: B9788480867306000027/si8.gif is missing]




Una disolución de alanina (v. fig. 2-4) tiene una capacidad de amortiguación máxima a pH 2,4 y de 9,8, es decir, al p

Ka de los grupos carboxilo y amino, respectivamente. Cuando se disuelve en agua, la alanina existe como un ion dipolar o zwitterion, en el que el grupo carboxilo no está protonado (—COO

–) y el grupo amino está protonado (—NH

3+). El pH de la solución es 6,1 y el punto isoeléctrico, pI, el valor medio entre el p

Ka de los grupos amino y carboxilo. La curva de titulación de la alanina por NaOH (v. fig. 2-4) ilustra que la alanina tiene una capacidad de amortiguación mínima a su pI, y una capacidad de amortiguación máxima a un pH igual al p

Ka1 o al p

Ka2. 





Péptidos y proteínas


Estructura primaria de las proteínas


La estructura primaria de las proteínas es la secuencia lineal de aminoácidos

En las proteínas, el grupo carboxilo de un aminoácido se une al grupo amino del aminoácido siguiente, formando un puente amida (péptido), en la reacción se elimina agua (fig. 2-5). Las unidades de aminoácidos de una cadena de péptidos se denominan residuos de aminoácidos. Una cadena peptídica consistente en tres residuos de aminoácidos se denomina tripéptido, por ejemplo, el glutatión de la figura 2-6. Por convención, el amino terminal (N-terminal) se considera el primer residuo y la secuencia de aminoácidos se escribe de izquierda a derecha. Cuando se escribe la secuencia de péptidos, se utilizan las abreviaciones de los aminoácidos de tres letras o de una letra, como Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe-His-Leu o D-R-V-Y-I-H-P-F-H-L (v. tabla 2-1). Este péptido es la angiotensina, una hormona peptídica que afecta la presión sanguínea. El residuo aminoácido que tiene un grupo amino libre al final del péptido (Asp) se denomina el aminoácido N-terminal (amino terminal), mientras que el residuo que tiene un grupo carboxilo libre en el otro extremo (Leu) se denomina aminoácido C-terminal (carboxilo terminal). Las proteínas contienen entre 50 y 2.000 residuos de aminoácidos. La masa molecular media de un residuo aminoácido es de alrededor de 110 unidades dalton (Da). Por tanto, la masa molecular de la mayoría de proteínas está entre 5.500 y 220.000 Da. La anhidrasa carbónica humana I, una enzima que tiene un cometido fundamental en el equilibrio ácido-base en la sangre (v. cap. 24), es una proteína con un peso molecular de 29.000 Da (29 kDa).
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Fig. 2-5 
Estructura de un enlace peptídico.
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Fig. 2-6 
Estructura del glutatión. 














Carga y polaridad características de una cadena peptídica

La composición de aminoácidos de una cadena peptídica tiene un profundo efecto en sus propiedades físicas y químicas. Las proteínas ricas en grupos amino alifáticos o aromáticos son relativamente insolubles en agua y se encuentran probablemente en las membranas celulares. Las proteínas ricas en aminoácidos polares son más solubles en agua. Las amidas son componentes neutros ya que el esqueleto amida de una proteína, que incluye los grupos α-amino y α-carboxilo que lo forman, no contribuye a la carga de la proteína. En cambio, la carga de la proteína depende de los grupos funcionales de la cadena lateral de los aminoácidos. Los grupos de aminoácidos con cadena lateral ácida (Glu, Asp) o básica (Lys, His, Arg) conferirán una carga y una capacidad de amortiguación a la proteína. El equilibrio entre cadenas laterales ácidas y básicas en una proteína determina su punto isoeléctrico (pI) y la carga neta en disolución. Las proteínas ricas en lisina y arginina son básicas en disolución y tienen carga positiva a pH neutro, mientras que las proteínas ácidas, ricas en aspartato y glutamato, son ácidas y tienen carga negativa. Debido a los grupos funcionales de su cadena lateral, todas las proteínas están más cargadas positivamente a pH ácido y más cargadas negativamente en pH básico. Las proteínas son una parte importante de la capacidad de tamponamiento de las células sanguíneas y de los líquidos biológicos.
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El glutatión (GSH) es un tripéptido con la secuencia 

l-γ-glutamil-

l-cisteinil-glicina (fig. 2-6). Si el grupo tiol de la cisteína está oxidado, se forma el disulfuro GSSG. El GSH es el principal péptido presente en la célula. En el hígado, la concentración de GSH es aproximadamente de 5 mmol/l. El GSH tiene un cometido principal en el mantenimiento de los residuos de cisteína de las proteínas en su forma reducida (sulfidrilo) y en las defensas antioxidantes (cap. 37). La enzima γ-glutamil transpeptidasa participa en el metabolismo del glutatión y es un biomarcador plasmático para algunas enfermedades del hígado, entre ellas el carcinoma hepatocelular y la hepatopatía alcohólica.









La estructura secundaria está determinada por las interacciones de enlace o puente de hidrógeno del grupo carbonilo y residuos de amida en el esqueleto del péptido

La estructura secundaria de una proteína se refiere a la estructura local de la cadena polipeptídica. Esta estructura está determinada por las interacciones mediante enlaces o puentes de hidrógeno entre el oxígeno del grupo carbonilo de una cadena peptídica y el hidrógeno de amida de otra cadena peptídica próxima. Existen dos tipos de estructura secundaria: la hélice α y la hoja plegada β.


Hélice α

La hélice α es una estructura en forma de varilla con la cadena peptídica fuertemente enrollada y con las cadenas laterales de los residuos aminoácidos extendiéndose fuera del eje de la espiral. Cada grupo carbonilo amídico está unido mediante un puente de hidrógeno al hidrógeno del grupo amida de una cadena peptídica que está alejado cuatro residuos a lo largo de la misma cadena. Hay un promedio de 3,6 residuos de aminoácidos por vuelta de hélice y la hélice gira hacia la derecha (en sentido de las agujas del reloj) en la mayoría de las proteínas naturales (fig. 2-7 A).
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Fig. 2-7 
Motivos de la estructura secundaria de las proteínas. (A) Una estructura secundaria helicoidal α. Los puentes hidrógeno entre el «esqueleto» de los grupos amida NH y C

=

O estabiliza la hélice α. Los átomos de hidrógeno de los grupos OH, NH o SH (donadores de hidrógeno) interactúan con los electrones libres de los átomos aceptores como el O, N o S. Aunque la energía de los enlaces es menor que la de las uniones covalentes, los enlaces o puentes de hidrógeno tienen un cometido fundamental en la estabilización de moléculas proteicas. La cadena lateral R de los aminoácidos se extiende hacia fuera de la hélice. Se muestran también el modelo de bolas y varillas, y el modelo compacto. (B) La estructura secundaria de hoja plegada β paralela. En la conformación de hoja plegada β, el esqueleto de la cadena polipeptídica se extiende en una estructura en zigzag. Cuando las cadenas polipeptídicas en zigzag están empaquetadas, forman una estructura que se parece a una serie de pliegues. Se muestran también el modelo de bolas y varillas y el modelo compacto.











Hoja plegada β

Si los enlaces de H se forman entre enlaces peptídicos de diferentes cadenas, las cadenas se ordenan de forma paralela o antiparalela en una disposición que se suele denominar hoja plegada β. La hoja plegada β es una estructura extendida, a diferencia de la hélice α, que está enrollada. Está plegada porque los enlaces carbono carbono (C—C) son tetraédricos y no pueden existir en una configuración plana. Si la cadena polipeptídica discurre en la misma dirección, forma una hoja β paralela (fig. 2-7 B), pero si sigue la dirección opuesta, forma una estructura antiparalela. El giro β se refiere al segmento en el que el polipéptido gira y cambia abruptamente de dirección. Los residuos de glicina (Gly) y de prolina (Pro) con frecuencia aparecen en giros β sobre la superficie de las proteínas globulares.
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Los defectos genéticos que afectan al colágeno ilustran la estrecha relación entre secuencia de aminoácidos y su estructura tridimensional. Los colágenos son la familia de proteínas más abundante en los mamíferos, llegan a representar cerca de un tercio de las proteínas corporales. Son un componente fundamental del tejido conectivo, como el cartílago, los tendones, la matriz orgánica de los huesos y la córnea.


Comentario. El colágeno contiene un 35% de Gly, un 11% de Ala y un 21% de Pro e Hyp (hidroxiprolina). La secuencia de aminoácidos en el colágeno generalmente es una unidad tripeptídica repetida (Gly-Xaa-Pro o Gly-Xaa-Hyp), donde Xaa puede ser cualquier aminoácido, e Hyp = hidroxiprolina. Esta secuencia repetida adopta una estructura helicoidal levógira con tres residuos por vuelta. Tres de estas hélices se enrollan una alrededor de la otra formando una triple hélice dextrógira. La molécula de tres filamentos resultante se denomina tropocolágeno. Las moléculas de tropocolágeno se autoensamblan formando fibrillas de colágeno y se empaquetan para formar fibras de colágeno. Existen alteraciones metabólicas y genéticas que son el resultado de alteraciones del colágeno. El escorbuto, la osteogénesis imperfecta (cap. 28) y el síndrome de Ehlers–Danlos son el resultado de defectos en la síntesis del y/o entrecruzamientos del colágeno. 













La estructura terciaria resulta del plegamiento de la cadena peptídica

La conformación tridimensional, plegada y biológicamente activa de una proteína es propia de su estructura terciaria. Esta estructura refleja la forma global de la molécula. La estructura terciaria de las proteínas se ha determinado mediante cristalografía de rayos X y espectroscopia de resonancia magnética. La conformación plegada de las proteínas que contienen más de 200 residuos consiste en varias unidades más pequeñas plegadas denominadas dominios.

La estructura terciaria tridimensional de una proteína está estabilizada por interacciones entre grupos funcionales de las cadenas laterales: puentes disulfuro covalentes, enlaces de hidrógeno, puentes salinos e interacciones hidrofóbicas (fig. 2-8). Las cadenas laterales de triptófano y arginina sirven como donadores de hidrógeno, mientras que la asparagina, la glutamina, la serina y la treonina pueden servir tanto de donadores como de aceptores de hidrógeno. La lisina, el ácido aspártico, el ácido glutámico, la tirosina y la histidina también pueden servir de donadores y de aceptores en la formación de pares iónicos (puentes salinos). Dos aminoácidos de carga opuesta, como el glutamato con un grupo carboxilo γ y la lisina con un grupo amino ɛ, pueden formar un puente salino, principalmente en la superficie de las proteínas (v. fig. 2-8).
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Fig. 2-8 
Elementos de la estructura terciaria de las proteínas. Ejemplos de las interacciones de las cadenas laterales de los aminoácidos que contribuyen a la estructura terciaria.








Algunos componentes como la urea y el cloruro de guanidinio causan con frecuencia la desnaturalización o la pérdida de la estructura secundaria y terciaria cuando se encuentran presentes a concentraciones elevadas como, por ejemplo, 8 mol/l de urea. Estos reactivos se denominan desnaturalizantes o agentes caotrópicos.
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La manifestación ocular más frecuente de la homocistinuria (cap. 19) es la dislocación del cristalino que tiene lugar alrededor de los 10 años. La fibrillina, que se encuentra en las fibras que sustentan el cristalino, es rica en residuos de cisteína. Se necesitan los puentes disulfuro entre estos residuos para el entrecruzamiento y estabilización de la proteína y de la estructura del cristalino. La homocisteína, un homólogo de la cisteína, puede alterar estos puentes mediante un intercambio de disulfuro que depende de la homocistina.

Otra alteración igualmente infrecuente causada por alteraciones de aminoácidos es la deficiencia de sulfito oxidasa. Se asocia también con dislocación del cristalino por un mecanismo similar (normalmente se presentan al nacer, con convulsiones precoces resistentes al tratamiento). El síndrome de Marfan, asociado también con dislocación del cristalino, guarda relación con mutaciones en el gen de la fibrillina (cap. 28).










La estructura cuaternaria está formada por interacciones entre cadenas de péptidos

La estructura cuaternaria corresponde a un complejo o un ensamblaje de dos o más cadenas de péptidos que se mantienen unidas por interacciones no covalentes o, en algunos casos, covalentes. En general, la mayoría de proteínas mayores de 50 kDa constan de más de una cadena y se conocen como proteínas diméricas, triméricas o multiméricas. Muchas proteínas que contienen varias subunidades están compuestas de diferentes tipos de subunidades funcionales, como las subunidades reguladoras y las catalíticas. La hemoglobina es una proteína tetramérica (cap. 5) y la ATPasa mitocondrial del corazón de vaca tiene 10 protómeros (cap. 9). La unidad menor se denomina monómero o subunidad. La figura 2-9 reproduce la estructura de la proteína dimérica Cu,Zn (superóxido dismutasa). La figura 2-10 muestra una perspectiva global de las estructuras primaria, secundaria, terciaria y cuaternaria de una proteína tetramérica.
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Fig. 2-9 
Estructura tridimensional de una proteína dimérica. Estructura cuaternaria de la Cu-Zn-superoxidodismutasa de las espinacas. La Cu,Zn superoxidodismutasa tiene una estructura dimérica, con un monómero de masa molecular 16.000 Da. Cada subunidad está constituida por ocho hojas β antiparalelas denominada estructura en barril β, por su similitud con motivos geométricos encontrados en tejidos y alfarería griega y de los nativos americanos.

Cortesía del Dr. Y. Kitagawa.
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Fig. 2-10 
Estructuras primaria, secundaria, terciaria y cuaternaria. (A) La estructura primaria está compuesta de una secuencia lineal de residuos de aminoácidos de proteínas. (B) La estructura secundaria indica la disposición espacial local del esqueleto polipeptídico dando una hélice α- o la estructura de hoja plegada β como está representada por la cinta. Los puentes de hidrógeno entre los esqueletos amida —NH— y —CO— estabilizan la hélice. (C) La estructura terciaria ilustra la conformación tridimensional de una subunidad de la proteína, mientras que la estructura cuaternaria (D) indica el ensamblaje de múltiples cadenas de polipéptidos en una proteína tetramérica intacta.













Purificación y caracterización de las proteínas

Los procedimientos de purificación proteica permiten la separación de las proteínas basándose en la carga, el tamaño, las propiedades de unión y las de solubilidad. La completa caracterización de la proteína requiere conocer la composición de sus aminoácidos y su completa estructura primaria, secundaria, terciaria (para las proteínas multiméricas) y su estructura cuaternaria (para las proteínas multiméricas).

Para caracterizar una proteína, primero es necesario purificar la proteína separándola de los otros componentes en mezclas biológicas complejas. La fuente de las proteínas normalmente es la sangre o tejidos, o células microbianas tales como bacterias y levaduras. Primero, las células o tejidos, se rompen por troceado u homogeneización en disoluciones isotónicas tamponadas, comúnmente a pH fisiológico y a 4 °C para minimizar la desnaturalización de la proteína durante la purificación. El «extracto crudo» conteniendo orgánulos tales como el núcleo, mitocondrias, lisosomas, microsomas y fracciones citosólicas puede fraccionarse posteriormente mediante centrifugación a alta velocidad o ultracentrifugación. Las proteínas que se unen fuertemente a otras biomoléculas o membranas pueden solubilizarse utilizando disolventes orgánicos o detergentes.
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La mayoría de proteínas sufren alguna forma de modificación enzimática después de la síntesis de la cadena peptídica. Las modificaciones postraduccionales se realizan mediante enzimas procesadoras en el retículo endoplasmático, el aparato de Golgi, los gránulos secretores y el espacio extracelular. Las modificaciones incluyen la fragmentación proteolítica, la glucosilación, la lipidación y la fosforilación. La espectrometría de masas (más adelante), una herramienta basada en las diferencias en la masa molecular (v. cap. 33) permite detectar estas modificaciones.







Fraccionamiento mediante sulfato de amonio

La solubilidad de una proteína depende de la concentración de las sales disueltas y la solubilidad puede incrementarse con la adición de sal a baja concentración o reducirse mediante una concentración elevada de sal. Cuando el sulfato de amonio, una de las sales más solubles, se añade a una disolución de una proteína, algunas proteínas precipitan a una concentración dada de sal, mientras que otras no. Las inmunoglobulinas séricas humanas son precipitables con un (NH

4)

2SO

4 saturado al 33-40%, mientras que la albúmina permanece soluble. El sulfato de amonio saturado está alrededor del 4,1

mol/l. La mayoría de proteínas precipitarán en una disolución de (NH

4)

2SO

4 saturado al 80%.




Separación basada en el tamaño


Diálisis y ultrafiltración

Las moléculas pequeñas como las sales pueden separarse de las disoluciones de proteínas por diálisis o ultrafiltración. La diálisis se realiza añadiendo la disolución proteína-sal a un tubo de membrana semipermeable (normalmente una membrana de nitrocelulosa o colodión). Cuando el tubo se sumerge en una disolución tamponada diluida, las moléculas pequeñas pasarán a través y las moléculas proteicas grandes se retendrán en el tubo, dependiendo del tamaño del poro de la membrana de diálisis. Este procedimiento es particularmente útil para separar el (NH

4)

2SO

4 u otras sales durante la purificación de la proteína, dado que las sales interferirán con la purificación de las proteínas por cromatografía de intercambio iónico (v. más adelante). La figura 2-11 ilustra la diálisis de proteínas.
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Fig. 2-11 
Diálisis de proteínas. Las proteínas y los compuestos de masa molecular baja son separadas por diálisis según su tamaño. (A) Una disolución de proteínas con sales se coloca en un tubo de diálisis en un recipiente y se dializa con agitación frente a un tampón apropiado. (B) La proteína se retiene en el tubo de diálisis, mientras las sales se intercambiarán a través de la membrana. Si se utiliza un gran volumen de tampón externo, mediante la sustitución del tampón en varias veces, la proteína también será intercambiada en la solución amortiguador externo.








La ultrafiltración ha reemplazado en gran medida a la diálisis para la purificación de proteínas. Esta técnica utiliza la presión para forzar el paso de una disolución a través de una membrana semipermeable de tamaño de poro definido y homogéneo. Seleccionando el valor adecuado de corte del peso molecular que atraviesa el filtro, el disolvente y los solutos de bajo peso molecular podrán atravesar la membrana, formando el filtrado, mientras que las proteínas de mayor peso molecular quedarán retenidas en la solución. La ultrafiltración puede utilizarse para concentrar disoluciones de proteínas o complementar la diálisis mediante el continuo reemplazo del tampón en el compartimento de retención.




Gel de filtración (tamización molecular)

La cromatografia de filtración en gel usa una columna de polímeros insolubles muy hidratados, como los dextranos, la agarosa o la poliacrilamida. La cromatografía de filtración en gel depende de la diferente migración de solutos disueltos a través de geles que tienen poros de tamaños definidos. Esta técnica se utiliza con frecuencia para la purificación de proteínas y para el desalado de disoluciones de proteínas. La figura 2-12 describe el principio de la filtración en gel. Existen en el mercado geles elaborados con bolas de polímeros de carbohidratos diseñados como dextrano (series de Sephadex

®), poliacrilamida (series de BioGel P

®) y agarosa (series de Sepharose

®), respectivamente. Los geles varían en el tamaño del poro y se pueden escoger los materiales de filtración en gel de acuerdo con el intervalo de peso molecular deseado en el fraccionamiento.
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Fig. 2-12 
Fraccionamiento de las proteínas por el tamaño: cromatografía de las proteínas por cromatografía de filtración en gel. Las proteínas con tamaños moleculares diferentes son separadas por gel filtración según su tamaño relativo. La proteína más pequeña entra más fácilmente en las bolas de polímeros, mientras que las proteínas más grandes pueden ser completamente excluidas. Las moléculas más grandes fluyen más rápidamente a través de esta columna, consiguiéndose un fraccionamiento en base al tamaño molecular. El cromatograma de la derecha muestra un fraccionamiento teórico de tres proteínas, Pr

1-Pr

3, de peso molecular decreciente.













Separación basada en 

la carga: cromatografía de intercambio iónico

Cuando un ion o molécula cargada con una o más cargas positivas se intercambia con otro compuesto cargado positivamente unido a una fase inmovilizada cargada negativamente, el proceso se denomina intercambio catiónico. El proceso inverso se denomina intercambio aniónico. El intercambiador de cationes, la carboximetilcelulosa (O—CH

2—COO

–), y el intercambiador de aniones, la dietilaminoetil (DEAE) celulosa (—O—C

2H

4—NH

+[C

2H

5]

2) se utilizan con frecuencia para la purificación de proteínas. Considérese la purificación de una mezcla de proteínas que contiene albúmina e inmunoglobulina. A un pH de 7,5, la albúmina (con un pI de 4,8), está cargada negativamente; la inmunoglobulina con un pI de aproximadamente 8 está cargada positivamente. Si la mezcla se aplica a una columna de DEAE a pH 7, la albúmina se une a la columna de DEAE cargada positivamente mientras la inmunoglobulina pasa a través de la columna. La figura 2-13 ilustra el principio de la cromatografía de intercambio de iones. Como con la cromatografía de filtración en gel, las proteínas pueden separarse partiendo de las pequeñas diferencias en su pI. Las proteínas adsorbidas son eluidas normalmente con un gradiente formado a partir de dos o más disoluciones con diferente pH y/o concentraciones de sal. De esta forma, las proteínas son gradualmente eluidas de la columna y se resuelven según su pI.
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Fig. 2-13 
Fraccionamiento de proteínas por la carga: cromatografía de intercambio iónico. Las mezclas de proteínas pueden separarse por cromatografía de intercambio iónico según sus cargas netas. Las bolas que tienen enlazados grupos con carga positiva se denominan intercambiadores de aniones, mientras que las que tienen grupos con carga negativa son intercambiadores de cationes. Esta figura muestra una columna de intercambio de aniones. Las proteínas cargadas negativamente se unen a bolas cargadas positivamente y las proteínas cargadas positivamente fluyen a través de la columna.











Cromatografía de afinidad

La cromatografía de afinidad es un método práctico y específico para la purificación de proteínas. Una columna de cromatografía con una matriz porosa es derivatizada con un ligando que interactúa con o se une a una proteína específica en una mezcla compleja. La proteína de interés se unirá selectiva y específicamente al ligando, y las otras pasarán a través de la columna. La proteína unida se puede eludir posteriormente mediante una alta concentración de sal, una desnaturalización suave o por una forma soluble del ligando o ligandos análogos (cap. 6).




Determinación de la pureza y del peso molecular de las proteínas por electroforesis en policrialamida y dodecil sulfato sódico (SDS-PAGE)

La electroforesis puede utilizarse para separar una amplia variedad de moléculas cargadas, incluidos aminoácidos, polipéptidos, proteínas y ADN. Cuando se aplica una corriente a moléculas disueltas en disoluciones tampón, las moléculas con una carga neta negativa al pH seleccionado migran hacia el ánodo, y las que tienen una carga neta positiva, hacia el cátodo. Para minimizar la difusión y convección, normalmente se utiliza un soporte poroso, como papel, acetato de celulosa o un gel polimérico.

Como la cromatografía, la electroforesis puede utilizarse para el fraccionamiento preparativo de proteínas a pH fisiológico. Diferentes proteínas solubles se moverán a velocidades diferentes en el campo eléctrico, dependiendo del valor del cociente carga/masa para cada molécula. Un detergente desnaturalizante, el dodecil sulfato de sodio (SDS), suele utilizarse en un sistema de electroforesis con gel de poliacrilamida (PAGE) para separar y resolver subunidades proteicas según su peso molecular. La preparación proteica suele tratarse con SDS y un reactivo tiol tal como el β-mercaptoetanol para reducir los puentes disulfuro. Debido a que la unión del SDS es proporcional a la longitud de la cadena peptídica, cada molécula proteica tiene la misma razón masa/carga y la movilidad relativa de la proteína es proporcional a la masa molecular de la cadena polipeptídica. La variación del estado de entrecruzamiento del gel de poliacrilamida proporciona selectividad para las proteínas de diferentes pesos moleculares. Una preparación de proteína purificada puede analizarse inmediatamente para determinar su homogeneidad en SDS-PAGE mediante tinción con colorantes sensibles y específicos, como el azul de Coomassie o mediante la técnica de tinción con plata, como se muestra en la figura 2-14.
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Fig. 2-14 
SDS-PAGE. La electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) se usa para separar proteínas según sus pesos moleculares. Las moléculas más grandes se retrasan en la matriz del gel, mientras que las menores se mueven más rápidamente. El carril A contiene proteínas estándar con masas moleculares conocidas (indicadas en kDa a la izquierda). Los carriles B, C, D y E muestran los resultados del análisis por SDS-PAGE de una proteína en varios estadios en purificación. B: proteína total aislada; C: precipitado de sulfato de amonio; D: fracción de la cromatografía de filtración en gel; E: proteína purificada de una cromatografía de intercambio iónico.
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La HPLC es una técnica cromatográfica útil para la separación de alta resolución de proteínas, péptidos y aminoácidos. El principio de separación puede estar basado en la carga, el tamaño o la hidrofobia de las proteínas. Las columnas son muy estrechas y son empaquetadas con una matriz no comprimible de bolitas de sílica gel rodeada por una fina capa de fase estacionaria. Se aplica una mezcla de proteínas a la columna y a continuación los componentes son eluidos por cromatografía isocrática o de gradiente. Los eluidos se monitorizan mediante absorción ultravioleta, índice de refracción o fluorescencia. Esta técnica proporciona una separación de alta resolución. 










Isoelectroenfoque (IEF)

El isoelectroenfoque (IEF) se utiliza para separar proteínas a partir de su pI, realizándose la electroforesis en un sistema microcanal o un gel que contiene un gradiente de pH. Una proteína aplicada al sistema resultará cargada positiva o negativamente, según su composición de aminoácidos y el pH del ambiente. Bajo la aplicación de una corriente, la proteína se moverá hacia el ánodo o hacia el cátodo hasta encontrar la parte del sistema que corresponde a su pI, donde la proteína no tiene carga y dejará de migrar. El IEF se usa en conjunción con el SDS-PAGE para la electroforesis en gel bidimensional (fig. 2-15). Esta técnica es particularmente útil para el fraccionamiento de mezclas complejas de proteínas para el análisis proteómico (v. más adelante).
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Fig. 2-15 
Electroforesis de gel bidimensional. Un extracto crudo de hígado de rata fue sometido primero a un isoelectroenfoque (IEF) en un gel cilíndrico en un intervalo de pH de 4-7. Después el gel se colocó horizontalmente en un segundo bloque de gel y fue sometido a una separación por SDS-PAGE según la masa molecular. El gel fue teñido finalmente con Coomassie Blue

®.













Análisis de la estructura proteica

Los pasos característicos en la purificación de una proteína se resumen en la figura 2-16. Una vez purificada, para la determinación de su composición de aminoácidos, una proteína es sometida a hidrólisis, normalmente en HCl 6 mol/l a 110

°C en un tubo sellado y al vacío durante 24-48

h. En estas condiciones, el triptófano, la cisteína y la mayoría de la cistina son destruidos, y la glutamina y asparagina son desaminadas cuantitativamente para dar glutamato y aspartato, respectivamente. La recuperación de la serina y la treonina es incompleta y disminuye con el incremento del tiempo de hidrólisis. Pueden utilizarse procedimientos de hidrólisis alternativos para la medición del triptófano, mientras que la cisteína y la cistina pueden convertirse en ácido cisteico estable antes de la hidrólisis. Tras ésta, los aminoácidos libres se separan en un analizador automático de aminoácidos utilizando una columna de intercambio iónico, o después de la derivatización precolumna con reactivos coloreados o fluorescentes por HPLC en fase reversa. Los aminoácidos libres fraccionados por la cromatografía de intercambio iónico son detectados por reacción con un reactivo cromogénico o fluorogénico como la ninhidrina o el cloruro de dansilo, el reactivo de Edman (v. más adelante) o el 

o-ftalaldehído. Estas técnicas permiten la medición de cada aminoácido en cantidades tan pequeñas como 1 pmol. En la figura 2-17 se muestra un patrón de elución habitual de los aminoácidos en una proteína purificada.


	[image: B9788480867306000027/f02-16-9788480867306.jpg is missing]


	
Fig. 2-16 
Estrategia para la purificación de proteínas. La purificación de una proteína conlleva una secuencia de pasos en los que las proteínas contaminantes se eliminan a partir de la diferencia de tamaño, de carga y de hidrofobicidad. La purificación se monitoriza por SDS-PAGE (v. fig. 2-14). La secuencia primaria de la proteína se determina por la degradación de péptidos de Edman automatizada (v. fig. 2-18). La estructura tridimensional de la proteína puede determinarse por cristalografía de rayos X.
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Fig. 2-17 
Cromatograma característico de un análisis de aminoácidos por cromatografía de intercambio de iones. Una proteína hidrolizada se aplica a la columna de intercambio de iones en un tampón diluido a pH ácido (∼3,0), al cual todos los aminoácidos están cargados positivamente. Los aminoácidos son diluidos por un gradiente creciente de pH y de concentración de sales. La mayoría de aminoácidos aniónicos (ácidos) eluyen primero, seguidos por los aminoácidos neutros y básicos. Los aminoácidos son derivatizados mediante una reacción poscolumna con un componente fluorogénico, como el 

o-ftalaldehído.









Determinación de la estructura primaria de las proteínas

La información sobre la secuencia primaria de una proteína es esencial para comprender sus propiedades funcionales, la identificación de la familia a la que pertenece la proteína y la caracterización de las proteínas mutantes que causan la enfermedad. Una proteína puede escindirse primero mediante digestión por endoproteasas específicas, como la tripsina (cap. 6), la proteasa V8 o la lisil endopeptidasa, para obtener fragmentos peptídicos. La tripsina escinde enlaces peptídicos en los que el fragmento C-terminal es aportado por la arginina y la lisina, siempre que el próximo residuo no sea prolina. La lisil endoproteasa también se utiliza con frecuencia para escindir el fragmento cuando el C-terminal es la lisina. La escisión mediante reactivos químicos, como el bromuro de cianógeno, también resulta útil. El bromuro de cianógeno escinde el fragmento C-terminal de los residuos de metionina. Antes de la escisión, las proteínas con residuos de cisteína y cistina son reducidas por 2-mercaptoetanol y tratadas con yodoacetato para formar residuos de carboximetilcisteína. Esto evita la formación espontánea de enlaces disulfuro inter o intramolecular durante el análisis.
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El proteoma es el conjunto completo de proteínas producidas por un genoma particular: en respuesta a señales hormonales durante el desarrollo y al estrés ambiental, tienen lugar cambios en proteomas hísticos y celulares. La proteómica se define como la comparación cualitativa y cuantitativa de los proteomas bajo diferentes condiciones. En un abordaje para analizar el proteoma de una célula, las proteínas son extraídas y sujetas a electroforesis bidimensional de gel de poliacrilamida (2D-PAGE). Las marcas proteicas individuales se identifican mediante tinción, y posteriormente se extraen y se digieren con proteasas. Los péptidos pequeños obtenidos en el gel se secuencian mediante espectrometría de masas, permitiendo la identificación de la proteína. En la figura 2-15 se muestra el análisis característico del extracto de hígado de rata. En la electroforesis de gel en 2D (DIGE) pueden compararse dos proteomas marcando sus proteínas con diferentes tinciones fluorescentes, por ejemplo rojo y verde. Las proteínas marcadas se mezclan y se fraccionan por 2D-PAGE. Las proteínas presentes en los dos proteomas aparecerán como manchas amarillas, mientras que las proteínas únicas serán rojas o verdes, respectivamente (v. cap. 36).






Posteriormente los péptidos escindidos son sujetos a HPLC de fase reversa para purificar los fragmentos peptídicos y luego se pasan a un secuenciador automático de proteínas, utilizando la técnica de degradación de Edman (fig. 2-18). La secuencia de péptidos superponible se utiliza entonces para obtener la estructura primaria de la proteína. La espectrometría de masas actualmente se usa más para obtener simultáneamente la masa y la secuencia molecular de polipéptidos (v. más adelante). Estas técnicas pueden aplicarse directamente a proteínas y péptidos recuperadas de la electroforesis SDS-PAGE o de la electroforesis bidimensional (IEF más SDS-PAGE). Una vez se obtiene la secuencia parcial de aminoácidos, se puede determinar la secuencia de nucleótidos del ADN que codifica el segmento polipeptídico. Después de la síntesis química de este ADN, puede usarse para identificar y aislar el gen que contiene su secuencia de nucleótidos (cap. 34).
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Fig. 2-18 
Pasos de la degradación de Edman. El método de degradación de Edman extrae secuencialmente un residuo cada vez desde el amino terminal de un péptido. El fenilisotiocianato (PITC) convierte el grupo amino 

N-terminal del péptido inmovilizado en un derivado del feniltiocarbamil (aminoácido PTC) en disolución alcalina. El tratamiento con ácido extrae el primer aminoácido en forma de derivado feniltiohidantoína (PTH), el cual se identifica por HPLC.








La secuenciación e identificación de proteínas puede también hacerse mediante espectrometría de masas aplicando la técnica de ionización por electrospray (HPLC-ESI-MS/MS) (fig. 2-19). Esta técnica es suficientemente sensible para que las proteínas aisladas por 2D-PAGE (v. fig. 2-15), generalmente menos de 1 μg de proteína por mancha, puedan ser digeridas con tripsina 

in situ, luego extraerse del gel e identificadas según su secuencia de aminoácidos. Esta técnica, así como una técnica complementaria llamada MALDI-TOF MS/MS (del inglés, 

Matrix-assisted Laser Desorption Ionization-time of flight) (fig. 2-20), puede aplicarse para determinar el peso molecular de las proteínas intactas, así como para el análisis de la secuencia de péptidos, llevando a una identificación no ambigua de una proteína.


	[image: B9788480867306000027/f02-19-9788480867306.jpg is missing]


	
Fig. 2-19 
Identificación de proteínas por espectrometría de masas por cromatografía liquida de ionización con electrospray (HPLC-ESI-MS/MS). La proteína es digerida con tripsina y los péptidos trípticos son fraccionados en un sistema de HPLC de fase reversa, utilizando un gradiente de concentración creciente de un disolvente orgánico en agua. La calidad del fraccionamiento del péptido es monitorizada por detección ultravioleta, midiendo la absorbancia de la unión del péptido (∼220 nm). Los péptidos (en disolución) se inyectan directamente en el espectrómetro de masas. La interfase ESI tiene un sistema de entrada de líquido al vacío en el que la mayoría de los disolventes se evaporan rápidamente y se aplica un voltaje para ionizar los péptidos. Los iones peptídicos se concentran en una «trampa de iones» y posteriormente son extraídos de acuerdo con su peso molecular (m/z

 = 

razón masa/carga). A continuación son fragmentados por colisión con moléculas de gas y los fragmentos se analizan de nuevo en un segundo módulo de espectrómetro de masas, un proceso conocido como espectrometría de masas en tándem (MS/MS). Dado que los enlaces peptídicos se fragmentan de una manera característica a la derecha e izquierda del carbono α, se obtienen fragmentos que difieren en su peso molecular de acuerdo con la secuencia de aminoácidos del péptido. Los b-iones mostrados aquí representan las series de fragmentos obtenidos por rotura del amino terminal. Se obtiene una serie complementaria de y-iones en la fragmentación del carboxilo terminal. La masa de los péptidos y el patrón de fragmentos iónicos se analizan para obtener la secuencia de aminoácidos, que se compara entonces con la base de datos de la proteína (v. webs al final del capítulo). En el ejemplo mostrado, el péptido se identifica como ILGGHLDAK, que se encuentra en la molécula de haptoglobina. Para la identificación de una proteína se suele utilizar más de un péptido.
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Fig. 2-20 
Desorción/ionización láser asistida por matriz (MALDI-TOF MS, del 

inglés matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight mass spectrometry). Las proteínas o péptidos se mezclan con un material matricial y se secan en una placa; la matriz se diseña para absorber luz a una longitud de onda láser específica, generando calor. Las proteínas o péptidos son ionizados y desorbidos por un pulso de irradiación láser y las partículas ionizadas son aceleradas en un gradiente de voltaje a una velocidad que depende de la razón masa/carga (m/z). Cada ion alcanza el detector después de un tiempo (TOF) que está directamente relacionado con su masa molecular. Entonces estos iones pueden fragmentarse para obtener la formación de la secuencia de aminoácidos.
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Para que las proteínas funcionen correctamente deben plegarse en la forma correcta. Las proteínas se han desarrollado de manera que un plegado es más favorable que todos los demás, éste es el llamado estado nativo. Numerosas proteínas asisten a otras proteínas en el proceso de plegamiento. Estas proteínas, llamadas chaperonas, incluyen las proteínas de «choque térmico» HSP 60 y HSP 70, y la proteína disulfuro isomerasa. Una enfermedad del plegamiento de las proteínas se asocia con la conformación anormal de una proteína. Esto ocurre en enfermedades crónicas asociadas con el envejecimiento, como la enfermedad de Alzheimer, la esclerosis lateral amiotrófica y la enfermedad de Parkinson.










Determinación de la estructura tridimensional de las proteínas

La cristalografía por rayos X y la espectroscopia NMR son de uso común para la determinación de la estructura tridimensional de las proteínas. La cristalografía de rayos X se basa en la difracción de los rayos X por los electrones de los átomos que forman la molécula. Sin embargo, dado que la difracción de los rayos X causada por una molécula individual es difícilmente medible, la proteína debe encontrarse en forma de cristal bien ordenado en el que cada molécula tiene la misma conformación en una posición y orientación específicas en una red tridimensional. A partir de la difracción de un haz de luz colimada de electrones, puede calcularse la distribución de la densidad de electrones, y por tanto, la localización de los átomos en el cristal con el fin de determinar la estructura de la proteína. Para la cristalización de las proteínas, el método más usado es el de la gota colgante, para el que se necesita un aparato simple que permite a una pequeña porción de una disolución de proteína (generalmente, una gotícula de 10 μl con un contenido de 0,5-1

mg/proteína) evaporarse gradualmente para alcanzar el punto de saturación en el que la proteína empieza a cristalizar. La espectroscopia NMR se suele emplear para el análisis estructural de compuestos orgánicos pequeños, pero la NMR de alto campo también es útil para la determinación de la estructura de una proteína en una disolución y para complementar la información obtenida por cristalografía de rayos X.
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Un ganadero de 56 años se presenta en el servicio médico con ataques epilépticos y demencia, el diagnótico es enfermedad de Creutzfeld-Jakob, una enfermedad humana causada por priones. Las enfermedades por priones se conocen también con el nombre de encefalopatías espongiformes transmisibles. Se trata de enfermedades neurodegenerativas que afectan tanto a humanos como a animales. En las ovejas y cabras reciben el nombre de encefalopatía espongiforme ovina, y en las vacas se denomina encefalopatía espongiforme bovina (enfermedad de las vacas locas). Estas patologías se caracterizan por la acumulación de una isoforma anormal de una proteína codificada por el huésped, una forma celular de una proteína priónica (PrPc), en el cerebro de los afectados.


Comentario. Los priones parecen estar compuestos solamente de moléculas de PrPSc (forma ovina), que son moléculas con una conformación anormal de la proteína normal codificada por el huésped. La PrPC tiene un alto contenido de hélice α y está desprovista de hojas plegadas β, mientras la PrPSc tiene un alto contenido de hoja plegada β. La conversión de PrPC en PrPSc representa un profundo cambio conformacional. La progresión de las enfermedades por infección por priones parece conllevar una interacción entre PrPC y PrPSc, que induce un cambio conformacional de la PrPC rica en hélice α a la forma PrPSc rica en hojas plegadas β. La enfermedad priónica derivada de PrPSc puede ser genética o infecciosa. Las secuencias de aminoácidos de PrPCs de diferentes mamíferos son similares y la conformación de la proteína es virtualmente la misma en todas las especies de mamíferos.












Resumen

Existen miles de proteínas diferentes en las células, y cada proteína tiene una estructura y una función diferentes. La estructura de orden superior de una proteína es el producto de su estructura primaria, secundaria, terciaria y cuaternaria. La purificación y la caracterización de las proteínas es esencial para dilucidar su estructura y función. Según las diferencias en su tamaño, solubilidad, carga y propiedades de unión a ligandos, las proteínas pueden purificarse hasta la homogeneidad utilizando varias técnicas cromatográficas y electroforéticas. La masa molecular y la pureza de una proteína, así como su composición en subunidades, pueden determinarse por SDS-PAGE. La estructura primaria puede determinarse por hidrólisis de una proteína y degradación automatizada de Edman. Descifrando las estructuras primaria y tridimensional de una proteína por análisis de rayos X o por espectroscopia de NMR se llegan a comprender las relaciones estructura-función en las proteínas. La espectrometría de masas se ha convertido en una técnica poderosa para esclarecer la estructura de las proteínas, las modificaciones químicas, su función y homología.


Aprendizaje activo









1. El análisis de sangre, orina y tejidos por espectrometría de masas se aplica actualmente para el diagnóstico clínico. Comentar los méritos de esta técnica con respecto a la especificidad, sensibilidad, rendimiento e intervalo de análisis, incluyendo el análisis proteómico para fines diagnósticos.


2. Revisar la importancia del plegamiento de las proteínas y su depósito en los tejidos en las enfermedades crónicas relacionadas con el envejecimiento.
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3. Hidratos de carbono y lípidos

J.W. Baynes



Objetivos de aprendizaje


Tras leer este capítulo, el lector debe ser capaz de:



▪ Describir la estructura y la nomenclatura de los hidratos de carbono.


▪ Identificar los hidratos de carbono más importantes en el cuerpo humano y en nuestra dieta.


▪ Distinguir entre azúcares reductores y no reductores.


▪ Describir diferentes tipos de enlaces glucosídicos en los oligosacáridos y los polisacáridos.


▪ Identificar las principales clases de lípidos en el cuerpo humano y en nuestra dieta.


▪ Describir los tipos de enlaces en los lípidos y su sensibilidad a la saponificación.


▪ Explicar la función general de los triglicéridos, los fosfolípidos y los glucolípidos en el cuerpo.


▪ Presentar un esquema de las características generales del modelo de mosaico fluido de la estructura de las membranas biológicas.









Introducción

En este capítulo se describe la estructura de los hidratos de carbono y de los lípidos que se encuentran en la dieta y en los tejidos. Estos dos componentes difieren notablemente en cuanto a sus propiedades físicas y químicas. Los hidratos de carbono son hidrofílicos: los más pequeños, como el azúcar de la leche o el azúcar común, son solubles en una solución acuosa, mientras que los polímeros, como el almidón o la celulosa, forman dispersiones coloidales o son insolubles. El tamaño de los lípidos es variable, pero rara vez su masa molecular supera los 2 kDa; son insolubles en agua, pero solubles en disolventes orgánicos. A diferencia de las proteínas, los hidratos de carbono y los lípidos son fuentes excelentes de energía y se almacenan en el cuerpo en forma de reservas energéticas, como glucógeno y triglicéridos (grasa). Tanto los hidratos de carbono como los lípidos pueden unirse a proteínas y desempeñar funciones estructurales y reguladoras importantes que se detallan en capítulos posteriores. Este capítulo concluye con una descripción del modelo de mosaico fluido de las membranas biológicas, explicando cómo se integran los hidratos de carbono y los lípidos en la estructura de las membranas biológicas que rodean a la célula y los compartimentos intracelulares.




Hidratos de carbono


Nomenclatura y estructura de los azúcares simples

La definición clásica de un hidrato de carbono es la de un polihidroxialdehído o una polihidroxicetona. Los hidratos de carbono más simples tienen 2 grupos hidroxilo, y son el gliceraldehído y la dihidroxiacetona (fig. 3-1). Estos azúcares de 3 carbonos se denominan triosas; el sufijo «osa» designa un azúcar. El gliceraldehído es una aldosa y la dihidroxiacetona es una cetosa. En la tabla 3-1 se muestran los prefijos y algunos ejemplos de azúcares de cadenas más largas.
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Fig. 3-1 
Estructuras de las triosas. d- y 

l-gliceraldehído (aldosas) y dihidroxiacetona (una cetosa).










Tabla 3-1 Clasificación de los hidratos de carbono por la longitud de la cadena de carbonos.





	
*La sílaba «ul» indica que el azúcar es una cetosa; la denominación formal para la fructosa debería ser «gluculosa». Al igual que con la fructosa, el grupo ceto se localiza en el C-2 del azúcar y los carbonos restantes poseen la misma geometría que el azúcar progenitor.



	



	Clasificación de los hidratos de carbono por la longitud de la cadena de carbonos


	Número de carbonos
	Nombre
	Ejemplos en biología humana



	Tres
	Triosa
	Gliceraldehído, dihidroxiacetona



	Cuatro
	Tetrosa
	Eritrosa



	Cinco
	Pentosa
	Ribosa, ribulosa*, xilosa, xilulosa*, desoxirribosa



	Seis
	Hexosa
	Glucosa, manosa, galactosa, fucosa, fructosa



	Siete
	Heptosa
	Sedoheptulosa*




	Ocho
	Octosa
	Ninguno



	Nueve
	Nonosa
	Ácido neuramínico (siálico)






La numeración de los carbonos empieza desde el extremo que contiene el grupo funcional aldehído o cetona. Los azúcares se clasifican en dos familias, 

d o 

l, según la configuración alrededor del centro asimétrico con el número más alto (fig. 3-2). A diferencia de los 

l-aminoácidos, la práctica totalidad de los azúcares del organismo tiene configuración 

d.
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Fig. 3-2 
Estructuras de hexosas: 

d- y 

l-glucosa, d-manosa, d-galactosa y d-fructosa. Las designaciones 

d y 

l se basan en la configuración del centro asimétrico con el número más elevado, como 

C-5 en el caso de las hexosas. Obsérvese que la 

l-glucosa es la imagen especular de la 

d-glucosa, es decir, que la geometría en todos los centros asimétricos está invertida. La manosa es el epímero de la glucosa en el 

C-2, y la galactosa, el epímero de la glucosa en el 

C-4. Estas proyecciones lineales de las estructuras de los hidratos de carbono reciben el nombre de proyecciones de Fischer.








Una aldohexosa como la glucosa contiene 4 centros asimétricos, de modo que hay 16 (2

4) esteroisómeros posibles, dependiendo de si cada uno de los 4 carbonos tiene una configuración 

d o 

l (v. fig. 3-2). Ocho de estas aldohexosas son azúcares 

d. Solamente 3 de ellas se encuentran en cantidades significativas en el cuerpo: glucosa (azúcar de la sangre), manosa y galactosa (v. fig. 3-2). Del mismo modo, hay cuatro 

d-cetohexosas epiméricas posibles; la fructosa (azúcar de la fruta) (v. fig. 3-2) es la única cetohexosa presente en una concentración significativa en nuestra dieta o en el cuerpo.

Debido a sus centros asimétricos, los azúcares son compuestos ópticamente activos. La rotación del plano de la luz polarizada plana puede ser dextrógira (1) o levógira (2). Esta designación  se incluye también habitualmente en el nombre del azúcar; así pues, 

d(+)-glucosa o 

d(–)-fructosa indican que la forma 

d de la glucosa es dextrógira, mientras que la forma 

d de la fructosa es levógira.







Ciclación de los azúcares

Las estructuras lineales de los azúcares mostradas en la figura 3-2 implican que las aldosas poseen un residuo aldehído electrofílico fácilmente oxidable y químicamente reactivo; aldehídos como el formaldehído o el glutaraldehído reaccionan rápidamente con grupos amino de proteínas para formar bases de Schiff (imina), estableciendo así puentes cruzados durante la fijación de los tejidos. Sin embargo, la glucosa es relativamente resistente a la oxidación y no reacciona rápidamente con proteínas. Como se muestra en la figura 3-3, la mayor parte de la glucosa se encuentra en una conformacion hemiacetal cíclica, inerte y no reactiva, siendo ésta

>

99,99% en solución acuosa a pH 7,4 y 37

°C. De todos los 

d-azúcares, la mayor parte de la 

d-glucosa se encuentra con dicha configuración cíclica, determinando que sea menos oxidable y menos reactiva con proteínas. Se ha propuesto que la relativa inactividad química de la glucosa es la razón de su selección evolutiva como azúcar de la sangre.
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Fig. 3-3 
Representaciones lineales y cíclicas de la glucosa y la fructosa. En la parte superior se muestran las cuatro formas cíclicas de la glucosa en equilibrio con la forma lineal: α- y β-glucopiranosa y α- y β-glucofuranosa. Las formas piranosas son responsables de más del 99% de la glucosa total en solución. Estas configuraciones cíclicas se conocen como proyecciones de Haworth; por convención, los grupos a la derecha en las proyecciones de Fischer se muestran por encima del anillo, y los grupos a la izquierda, por debajo del anillo. Los enlaces marcados en el dibujo entre el H y el OH desde el 

C-1, el carbono anomérico indican una geometría indeterminada y representan un anómero α o β. En la parte central se muestran las formas lineales y cíclicas de la fructosa. La proporción entre las formas piranosa y furanosa de la fructosa en solución acuosa es de ∼3:1. Esta proporción cambia según la temperatura, el pH, la concentración de sal y otros factores. En la parte inferior se muestran representaciones estereoquímicas de las formas en silla de la α y β glucopiranosa. La estructura preferida en solución, la β glucopiranosa, tiene todos los grupos hidroxilo, incluido el grupo hidroxilo anomérico, en las posiciones ecuatoriales alrededor del anillo, reduciendo al mínimo las interacciones estéricas.








Cuando la glucosa se cicla a un hemiacetal, puede formar una estructura en anillo de furanosa o piranosa, cuya denominación proviene de los ésteres cíclicos de 5 y 6 carbonos, furano y pirano (v. fig. 3-3). Merece la pena señalar que la reacción de ciclación genera un centro asimétrico nuevo en el 

C-1, que se conoce como carbono anomérico. La configuración preferida para la glucosa es el β-anómero (∼65%), en la cual el grupo hidroxilo en el 

C-1 está orientado ecuatorialmente en el anillo. El β-anómero es la forma más estable de la glucosa, ya que todos los grupos hidroxilo, más voluminosos que el hidrógeno, están orientados ecuatorialmente en el plano del anillo. Los anómeros α y β de la glucosa pueden aislarse en su forma pura mediante cristalización selectiva a partir de disolventes acuosos y orgánicos. Poseen rotaciones ópticas diferentes, pero al cabo de unas horas en disolución acuosa se equilibran entre sí para formar una mezcla en equilibrio de 65:35 entre los anómeros β:α. Estas diferencias en la estructura pueden parecer irrelevantes pero, de hecho, algunas vías metabólicas utilizan un anómero y no el otro, y viceversa. Del mismo modo, aunque las configuraciones de fructopiranosa son las formas más importantes de la fructosa en solución acuosa, la mayor parte del metabolismo de la fructosa tiene lugar en la forma furanosa.

Además de las estructuras básicas de azúcares ya descritas, en la figura 3-4 se muestran otras estructuras de azúcares comunes. De ellas, los desoxiazúcares, los aminoazúcares y los azúcares ácidos se encuentran principalmente en estructuras oligosacáridas o poliméricas en el organismo, como por ejemplo, la ribosa en el ARN y la desoxirribosa en el ADN, o bien pueden encontrarse unidas a proteínas o lípidos para formar glucoconjugados (glucoproteínas o glucolípidos, respectivamente). La glucosa es el único azúcar que se detecta en una cantidad significativa como azúcar libre (azúcar de la sangre) en el cuerpo. 
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Fig. 3-4 
Ejemplos de diferentes tipos de azúcares presentes en tejidos humanos. Ribosa, la pentosa presente en el ácido ribonucleico (ARN); 2-desoxirribosa, la desoxipentosa presente en el ADN; ácido glucurónico, azúcar ácido formado por la oxidación del 

C-6 de la glucosa; ácido glucónico, azúcar ácido formado por la oxidación del 

C-1 de la glucosa, representado en la forma δ-lactona; glucosamina, aminoazúcar; 

N-acetilglucosamina, aminoazúcar acetilado. Glucosa-6-fosfato, un éster fosfato de glucosa, un producto intermediario del metabolismo de la glucosa; sorbitol, un poliol formado por la reducción de la glucosa.











Disacáridos, oligosacáridos y polisacáridos

Los hidratos de carbono habitualmente se unen con otros hidratos de carbono mediante enlaces glucosídicos para formar disacáridos, trisacáridos, oligosacáridos y polisacáridos. Los sacáridos compuestos de un único azúcar se denominan homoglucanos, mientras que los sacáridos con una composición compleja reciben el nombre de heteroglucanos. El nombre de las estructuras más complejas incluye no sólo la denominación de los componentes azucarados, sino también la conformación del anillo de los azúcares, la configuración anomérica del enlace entre los azúcares, el punto de unión de un azúcar con otro y la naturaleza del átomo implicado en el enlace, normalmente un oxígeno o enlace 

O-glucosídico, a veces un nitrógeno o enlace 

N-glucosídico. En la figura 3-5 se representa la estructura de varios disacáridos habituales de nuestra dieta: lactosa (azúcar de la leche), sacarosa (azúcar de mesa), maltosa e isomaltosa, que son productos de la digestión del almidón, la celobiosa, que se obtiene de la hidrólisis de la celulosa, y el ácido hialurónico.
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Fig. 3-5 
Estructuras de disacáridos y polisacáridos comunes. Lactosa (azúcar de la leche); sacarosa (azúcar de mesa); maltosa e isomaltosa, disacáridos formados por la degradación del almidón, y unidades repetidas de disacáridos de celulosa (de la madera) y ácido hialurónico (de los discos vertebrales). Fru: fructosa; Gal: galactosa; Glc: glucosa; GlcNAc: 

N-acetilglucosamina; GlcUA: ácido glucurónico.










[image: B9788480867306000039/icon01-9788480867306.jpg is missing] Contenido informativo de los glucanos complejos





Los azúcares se unen entre sí mediante enlaces glucosídicos entre el carbono hemiacetal de un azúcar y el grupo hidroxilo de otro azúcar. Dos residuos de glucosa pueden unirse con varios enlaces diferentes (es decir, α1,2; α1,3; α1,4; α1,6; β1,2; β1,3; β1,4; β1,6; α,α1,1; α,β1,1; β,β1,1) para dar lugar a 11 disacáridos diferentes, cada uno de los cuales con propiedades químicas y biológicas distintas. Dos azúcares diferentes, como la glucosa y la galactosa, pueden unirse entre sí, como glucosa → galactosa o galactosa → glucosa, y estos dos disacáridos pueden tener un total de 20 isómeros diferentes. Por el contrario, dos aminoácidos idénticos, como dos alaninas, sólo pueden formar un dipéptido, alanilalanina. Y dos aminoácidos diferentes, por ejemplo la alanina y la glicina, sólo pueden formar dos péptidos, la alanina-glicina y la glicil-alanina. Como resultado de todo ello, los azúcares pueden aportar una gran cantidad de información química. Como se expone en los 26 and 27, los hidratos de carbono unidos a proteínas y lípidos en la membrana celular pueden servir de señales de reconocimiento para las interacciones entre células y entre la célula y los patógenos. 







Las diferencias en los enlaces dan origen a diferencias bioquímicas y de nutrición notables. Así, la amilosa, un componente 

del almidón, es un glucano lineal con enlaces α-1→4, mientras que la celulosa es un glucano lineal con enlaces β-1→4. Estos dos polisacáridos difieren únicamente en el enlace anomérico entre las subunidades de glucosa, pero son moléculas sumamente diferentes. El almidón es soluble en agua, mientras que la celulosa es insoluble; el almidón es pastoso, mientras que la celulosa es fibrosa; el almidón puede digerirse, mientras que los seres humanos no pueden digerir la celulosa; el almidón es un alimento rico en calorías, mientras que la celulosa es fibra no digerible.
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Los ensayos originales para la determinación de glucosa sanguínea medían la actividad reductora de la sangre. Estos ensayos funcionan porque la glucosa, a una concentración de 5

mM, es la principal sustancia reductora en la sangre. Los ensayos de Fehling y Benedict utilizan soluciones de sal cúprica en medio. Con el calor, la glucosa se descompone oxidativamente, dando lugar a una mezcla compleja de ácidos orgánicos y aldehídos. La oxidación del azúcar reduce el ion cúprico (color azul brillante) a ion cuproso (color rojo anaranjado) en solución. El color obtenido es directamente proporcional al contenido de glucosa de la muestra. Los ensayos de reducción de azúcares no distinguen la glucosa de otros azúcares reductores, como la fructosa o la galactosa. En las enfermedades del metabolismo de la fructosa y la galactosa, como la intolerancia hereditaria a la fructosa o la galactosemia (cap. 29), estos análisis podrían arrojar resultados positivos, creando la impresión falsa de diabetes.











Lípidos

Los lípidos se encuentran principalmente en tres compartimentos del cuerpo: el plasma, el tejido adiposo y las membranas biológicas. En esta introducción nos centraremos en la estructura de los ácidos grasos (la forma más simple de los lípidos, localizados fundamentalmente en el plasma), los triglicéridos (la forma de almacenamiento de los lípidos, ubicados principalmente en el tejido adiposo) y los fosfolípidos (la clase principal de los lípidos de membrama en todas las células). Algunos esteroides, como el colesterol y los glucoesfingolípidos, se mencionarán en el contexto de las membranas biológicas, pero estos lípidos y otros, como los eicosanoides, se abordarán con más detalle en capítulos posteriores.


Ácidos grasos

Los ácidos grasos existen en forma libre y como componentes de lípidos más complejos. Como se resume en la tabla 3-2, son ácidos alcanoicos de cadena larga y lineal, siendo los más comunes de 16-18 carbonos. Pueden ser saturados o insaturados (los últimos contienen 1-5 enlaces dobles), todos ellos con geometría 

cis. Los enlaces dobles no están conjugados, sino separados por grupos metileno.



Tabla 3-2 Estructura y punto de fusión de los ácidos grasos naturales.


En los ácidos grasos insaturados, la designación «ω» indica la localización del primer enlace doble desde el extremo metil de la molécula; el índice superior Δ indica la localización de los enlaces dobles desde el extremo carboxilo de la molécula. Los ácidos grasos insaturados representan aproximadamente dos tercios de todos los ácidos grasos del cuerpo; el oleato y el palmitato representan aproximadamente la mitad y un cuarto del total de ácidos grasos en el cuerpo.





	Ácidos grasos naturales


	Átomos de carbono
	
	Fórmula química
	Nombre sistemático
	Nombre común
	Punto de fusión (°C)


	Ácidos grasos saturados


	12
	12:0
	CH

3(CH

2)

10COOH
	
n-dodecanoico
	Láurico
	44



	14
	14:0
	CH

3(CH

2)

12COOH
	
n-tetradecanoico
	Mirístico
	54



	16
	16:0
	CH

3(CH

2)

14COOH
	
n-hexadecanoico
	Palmítico
	63



	18
	18:0
	CH

3(CH

2)

16COOH
	
n-octadecanoico
	Esteárico
	70



	20
	20:0
	CH

3(CH

2)

18COOH
	
n-eicosanoico
	Araquídico
	77


	Ácidos grasos insaturados


	16
	16:1; ω-6, Δ

9

	CH

3(CH

2)

5CH=CH(CH

2)

7COOH
	
	Palmitoleico
	–0,5



	18
	18:1; ω-9, Δ

9

	CH

3(CH

2)

7CH=CH(CH

2)

7COOH
	
	Oleico
	13



	18
	18:2; ω-6, Δ

9,12

	CH

3(CH

2)

4CH=CHCH

2CH=CH(CH

2)

7COOH
	
	Linoleico
	–5



	18
	18:3; ω-3, Δ

9,12,15

	CH

3CH

2CH=CHCH

2CH=CHCH

2CH=CH(CH

2)

7COOH
	
	Linolénico
	–11



	20
	20:4; ω-6, Δ

5,8,11,14

	CH

3(CH

2)

4CH=CHCH

2CH=CHCH

2CH=CHCH

2CH=CH(CH

2)

7COOH
	
	Araquidónico
	–50






Los ácidos grasos con un único enlace doble se denominan monoinsaturados, mientras que aquellos con 2 o más enlaces dobles son ácidos grasos poliinsaturados. Estos últimos suelen clasificarse en 2 grupos, ácidos grasos ω-3 y ω-6, en función de que el primer enlace doble aparezca a 3 o 6 carbonos desde el grupo metilo terminal. El punto de fusión de los ácidos grasos, al igual que el de lípidos más complejos, aumenta con la longitud de la cadena del ácido graso, pero disminuye con el número de enlaces dobles. Los enlaces dobles 

cis dan lugar a un acodamiento en la estructura lineal de la cadena del ácido graso, interfiriendo en su empaquetamiento, por lo que presentan una temperatura de congelación más baja, es decir, su punto de fusión es más bajo.
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Los nutricionistas siguen debatiendo sobre los beneficios que aporta a la salud la adición de mantequilla o margarina a los alimentos.


Comentarios. La mantequilla es rica en colesterol y triglicéridos, que contienen ácidos grasos saturados, los cuales constituyen factores de riesgo dietéticos para la ateroesclerosis. La margarina no contiene colesterol y es más rica en ácidos grasos insaturados. Sin embargo, los ácidos grasos insaturados de la margarina son, principalmente, ácidos grasos 

trans antinaturales formados durante la hidrogenación parcial de los aceites vegetales. Los ácidos grasos 

trans influyen sobre los lípidos plasmáticos de la misma forma que los ácidos grasos saturados, lo cual sugiere que hay riesgos comparables asociados al consumo de mantequilla o margarina. Este debate se complica por el hecho de que las diferentes variantes de margarinas, como las blandas para untar o las de bloques duros, varían notablemente en su contenido de ácidos grasos 

trans. Los aceites con hidrogenación parcial son más estables que los aceites naturales al calentarlos; necesitan recambiarse con menos frecuencia cuando se utilizan para freír. A pesar de que su precio es superior, las industrias alimentarias y de abastecimiento de alimentos han ido decantándose gradualmente hacia el uso de aceites naturales, ricos en ácidos grasos insaturados y sin ácidos grasos 

trans para cocinar y hornear.










Triacilgliceroles (triglicéridos)

Los ácidos grasos en los tejidos vegetales y animales se encuentran normalmente en forma de ésteres de glicerol, formando un triacilglicerol (triglicérido) (fig. 3-6), ya sea en forma de aceites (líquido) o grasas (sólidos). En los humanos, los triglicéridos se almacenan en forma sólida (grasa) en el tejido adiposo. Son degradados a glicerol y ácidos grasos en respuesta a señales hormonales y posteriormente se liberan al plasma para ser metabolizados en otros tejidos, sobre todo en el músculo y el hígado. El enlace éster de los triglicéridos y otros glicerolípidos se hidroliza fácilmente 

ex vivo mediante una base fuerte, como NaOH, dando lugar a glicerol y ácidos grasos libres. Este proceso se conoce como saponificación; uno de los productos de la misma, la sal sódica del ácido graso, es el jabón.
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Fig. 3-6 
Estructura de 4 lípidos con funciones biológicas notablemente diferentes. Los triglicéridos son grasas de almacenamiento. El ácido fosfatídico es un precursor metabólico de los triglicéridos y los fosfolípidos (v. fig. 3-7). El colesterol es menos polar que los fosfolípidos; el grupo hidroxilo tiende a estar sobre la superficie de la membrana, mientras que el sistema policíclico se intercala entre las cadenas de ácidos grasos y los fosfolípidos. El factor activador de las plaquetas, un mediador de la inflamación, es un fosfolípido inusual, con un alcohol lipídico en lugar de un lípido esterificado en la posición 

sn-1, un grupo acetil en la posición 

sn-2, y fosforilcolina esterificada en la posición 

sn-3.








El glicerol carece de un carbono asimétrico o quiral, pero la numeración está estandarizada mediante el sistema de numeración estereoquímica 

(sn), que coloca el grupo hidroxilo del C-2 a la izquierda; así, todos los glicerolípidos proceden del 

l-glicerol (v. fig. 3-6). Los triglicéridos aislados procedentes de fuentes naturales no son compuestos puros, sino mezclas de moléculas con diferente composición de ácidos grasos, como por ejemplo,1-palmitoil, 2-oleil, 3-linoleoil-

l-glicerol, donde la distribución y el tipo de los ácidos grasos varía de una molécula a otra.




Fosfolípidos

Los fosfolípidos son lípidos polares derivados del ácido fosfatídico (1,2-diacil-glicerol-3-fosfato) (v. fig. 3-6). Al igual que los triglicéridos, los glicerofosfolípidos contienen diferentes ácidos grasos en la posición 

sn-1 y 

sn-2, pero la posición 

sn-3 está ocupada por el fosfato esterificado a un compuesto amino. El fosfato actúa formando un puente diéster, que une el diacilglicérido a un compuesto polar nitrogenado, siendo los más frecuentes la colina, la etalonamina y la serina (fig. 3-7). La fosfatidilcolina (lecitina), por ejemplo, suele contener ácido palmítico o ácido esteárico en su posición 

sn-1 y un ácido graso insaturado de 18 carbonos (p. ej., oleico, linoleico o linolénico) en su posición 

sn-2. La fosfatidiletanolamina (cefalina) suele tener un ácido graso poliinsaturado de una cadena más larga en la posición 

sn-2, como el ácido araquidónico. Estos lípidos complejos contribuyen a cargar la membrana: la fosfatidilcolina y la fosfatidiletanolamina son iones dipolares a pH fisiológico y no tienen una carga neta, mientras que la fosfatidilserina y el fosfatidilinositol son aniónicos. En capítulos posteriores se irán describiendo una serie de estructuras fosfolipídicas con funciones especiales.
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Fig. 3-7 
Estructura de los principales fosfolípidos de las membranas celulares animales. Fosfatidilcolina, fosfatidilserina, fosfatidiletanolamina y fosfatidilinositol (v. también cap. 27).








Los fosfolípidos forman estructuras laminares cuando se dispersan en solución acuosa y, en condiciones adecuadas, se organizan en estructuras extendidas de doble capa, no sólo en estructuras laminares, sino también en estructuras vesiculares denominadas liposomas. El liposoma es un modelo para la estructura de una membrana biológica, una bicapa de lípidos polares con sus caras polares hacia el medio acuoso y las cadenas de ácidos grasos enterradas en el interior hidrofóbico y oleoso de la membrana. La superficie membranosa del liposoma, al igual que su componente de fosfolípidos, es una estructura plegable, móvil y flexible a la temperatura corporal.

Las membranas biológicas contienen también otro lípido anfipático importante, el colesterol, una molécula hidrofóbica rígida y plana con un grupo polar hidroxilo (v. fig. 3-6). El colesterol se encuentra en todas las membranas biológicas y actúa como modulador de la fluidez de la membrana. A temperaturas más bajas interfiere en las asociaciones entre las cadenas de ácidos grasos y aumenta la fluidez, y a temperaturas más altas tiende a limitar el desorden y disminuye la fluidez. De este modo, las mezclas de colesterol y fosfolípidos tienen propiedades intermedias entre los estados de gel y de cristal líquido de los fosfolípidos puros; forman estructuras membranosas estables pero flexibles.
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El factor de activación plaquetario (PAF; v. fig. 3-6) contiene un grupo acetilo en el carbono 2 del glicerol y un grupo éter alquilo saturado de 18 carbonos unido al grupo hidroxilo en el carbono 1, en lugar de los ácidos grasos de cadena larga habituales de la fosfatidilcolina. Es uno de los mediadores principales de las reacciones de hipersensibilidad, de las reacciones inflamatorias agudas y del choque anafiláctico, e influye sobre las propiedades de permeabilidad de las membranas aumentando la agregación plaquetaria y originando cambios cardiovasculares y pulmonares, como edema e hipotensión. En las personas alérgicas, las células implicadas en la respuesta inmunitaria se encuentran recubiertas de moléculas de inmunoglobulina E (IgE) específicas para un antígeno o un alergeno concretos, como el polen o el veneno de insectos. Cuando dichos individuos vuelven a exponerse a ese antígeno se forman complejos entre el antígeno y la IgE sobre la superficie de las células inflamatorias, activando la síntesis y la liberación de PAF.











Estructura de las membranas biológicas

Las células eucariotas poseen una membrana plasmática, así como numerosas membranas intracelulares que definen compartimentos con funciones especializadas; estos orgánulos presentan diferencias en la composición de proteínas y lípidos de su membrana (tabla 3-3). Además de los fosfolípidos descritos en la figura 3-7, otros lípidos de membrana importantes son la cardiolipina, los esfingolípidos (esfingomielina y glucolípidos) y el colesterol, que se describen con más detalle en capítulos posteriores. La cardiolipina (difosfatidil glicerol) es un componente importante de la membrana interna mitocondrial, mientras que la esfingomielina, la fosfatidilserina y el colesterol son muy abundantes en la membrana plasmática (v. tabla 3-3). Algunos lípidos están distribuidos asimétricamente en la membrana; por ejemplo, la fosfatidilserina y la fosfatidiletanolamina son abundantes en el interior, mientras que la fosfatidilcolina y la esfingomielina lo son en el exterior de la membrana de los eritrocitos. La proporción entre proteínas y lípidos difiere también entre las distintas membranas biológicas, desde un 80% (peso seco) de lípidos en la vaina de mielina que aísla las células nerviosas, hasta aproximadamente un 20% de lípidos en la membrana interna de las mitocondrias. Los lípidos influyen sobre la estructura de la membrana, en la actividad de las enzimas y en los sistemas de transporte de membrana, y en la función de ésta en procesos como el reconocimiento celular y la transducción de la señal. La exposición de la fosfatidilserina en la capa externa de la membrana de los eritrocitos incrementa la adhesión de la célula a la pared vascular y constituye una señal para el reconocimiento y la fagocitosis que realizan los macrófagos. Ambos procesos de reconocimiento probablemente contribuyen al proceso natural del recambio de los eritrocitos en el bazo. 




Tabla 3-3 Composición de fosfolípidos de la membranas de los orgánulos de hígado de rata.


En esta tabla se muestra la composición de fosfolípidos (%) de varias membranas de orgánulos junto con las proporciones de peso de los fosfolípidos y el colesterol respecto a las proteínas.





	Composición de fosfolípidos de las membranas de los orgánulos de hígado de rata


	
	Mitocondria
	Microsomas
	Lisosomas
	Membrana plasmática
	Membrana nuclear
	Membrana de Golgi



	Cardiolipina
	18
	1
	1
	1
	4
	1



	Fosfatidiletanolamina
	35
	22
	14
	23
	13
	20



	Fosfatidilcolina
	40
	58
	40
	39
	55
	50



	Fosfatidilinositol
	5
	10
	5
	8
	10
	12



	Fosfatidilserina
	1
	2
	2
	9
	3
	6



	Ácido fosfatídico
	–
	1
	1
	1
	2
	,1



	Esfingomielina
	1
	1
	20
	16
	3
	8



	Fosfolípidos (mg/mg proteína)
	0,18
	0,37
	0,16
	0,67
	0,50
	0,83



	Colesterol (mg/mg proteína)
	.0,01
	0,01
	0,04
	0,13
	0,04
	0,08







Modelo de mosaico fluido

El modelo estructural de las membranas biológicas más aceptado es el modelo de mosaico fluido propuesto por Singer y Nicolson en 1972. En este modelo se representa a la membrana como una doble capa de fosfolípidos seudofluida en cuyo interior se incrustan otros lípidos y proteínas (fig. 3-8). Como sucede en los liposomas, los grupos de fosfolípidos con cabezas polares quedan expuestos en las superficies externas de la membrana, de modo que las cadenas de ácidos grasos quedan orientadas hacia el interior de la membrana. Los lípidos y las proteínas de la membrana se mueven fácilmente sobre la superficie de la membrana (difusión lateral), pero rara vez hay un movimiento basculante o de «flip-flop» de los lípidos entre las capas interna y externa de la bicapa sin la ayuda de la flipasa, una enzima de membrana.
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Fig. 3-8 
Modelo de mosaico fluido de la membrana plasmática. En este modelo, las proteínas están incrustadas en una bicapa fluida de fosfolípidos; algunas están en una superficie (periférica) y otras atraviesan la membrana (transmembrana). Los hidratos de carbono, unidos covalentemente a algunas proteínas y lípidos, no se encuentran en todas las membranas subcelulares, por ejemplo, en las membranas mitocondriales. En la membrana plasmática se localizan casi exclusivamente en la superficie externa de la célula (v. también cap. 8).








Las proteínas de la membrana se clasifican en proteínas integrales (intrínsecas) o periféricas (extrínsecas). Las primeras están empotradas profundamente en la bicapa lipídica y algunas de ellas atraviesan la membrana varias veces (proteínas transmembrana) y poseen segmentos polipeptídicos internos y externos que participan en procesos reguladores. Por el contrario, las proteínas periféricas de membrana están unidas a lípidos de la membrana, a proteínas de la membrana integrales o a ambos (v. fig. 3-8); pueden eliminarse de la membrana mediante agentes caotrópicos suaves como la urea o mediante un tratamiento suave con detergente, sin destruir la integridad de la membrana. Por el contrario, las proteínas transmembrana sólo pueden eliminarse de ella mediante tratamientos que disuelvan los lípidos de la membrana y que destruyan su integridad. La mayoría de los segmentos transmembrana de proteínas integrales de membrana forman hélices α. Están compuestas principalmente por residuos aminoácidos con cadenas laterales apolares; bastan aproximadamente 20 residuos aminoácidos que formen 6-7 giros helicoidales α para atravesar una membrana de 5

nm de grosor (50 Å). Los dominios transmembrana interaccionan entre sí y con colas hidrófobas de moléculas de los lípidos, formando a menudo estructuras complejas como los canales implicados en los procesos de transporte iónico (v. fig. 3-8 y cap. 8).

Aunque, básicamente, este modelo es correcto, cada vez hay más pruebas de que numerosas proteínas de membrana poseen una movilidad limitada y permanecen ancladas en su sitio al estar acopladas a proteínas del citoesqueleto. Las subestructuras de membrana, descritas como balsas lipídicas 

(lipid rafts), delimitan también regiones de las membranas con una composición y funciones especializadas. El contenido de determinados fosfolípidos también está enriquecido en regiones de la membrana que intervienen en la endocitosis y en la unión con las células adyacentes.

Una de las funciones principales de las membranas es mantener la integridad estructural y actuar como una barrera para las células y los orgánulos. Sin embargo, las membranas no son rígidas ni impermeables; son fluidas y sus componentes se mueven, a menudo, de forma dirigida bajo el control de motores intracelulares. La fluidez es esencial para la función de la membrana y para la viabilidad celular; cuando las bacterias se transfieren a entornos con una temperatura menor, responden aumentando el contenido de ácidos grasos insaturados en los fosfolípidos de la membrana, manteniendo de este modo la fluidez de la membrana a una temperatura baja. La membrana actúa además como mediador en la transferencia de información y de moléculas entre el exterior y el interior de la célula, como el reconocimiento celular, los procesos de transducción de señales y en el transporte de metabolitos e iones; la fluidez es un elemento esencial para estas funciones. En conjunto, las membranas celulares tienen un aspecto estático cuando se observan en el microscopio, pero son estructuras flexibles, reactivas y bien organizadas. De hecho, el aspecto microscópico es parecido al de una fotografía de alta velocidad de un acontecimiento deportivo; puede tener un aspecto apacible, pero en su interior tienen lugar procesos de forma continua.



[image: B9788480867306000039/icon01-9788480867306.jpg is missing] Parches de membrana





Aunque el modelo de mosaico fluido es básicamente correcto, se sabe que hay regiones de la membrana con composiciones exclusivas de proteínas y lípidos. Las caveolas, que son invaginaciones de la membrana plasmática de 50-100

nm, y las balsas lipídicas 

(lipid rafts) son parches de membrana (microdominios) de gran importancia para la transducción de las señales y la endocitosis. Estos parches cuentan con una gran cantidad de colesterol y esfingolípidos y la interacción de las largas colas de ácidos grasos saturados de los esfingolípidos con el colesterol consigue estabilizar el entorno fluido. Estos parches son insolubles en los detergentes y presentan una alta densidad de flotación en la centrifugación en gradiente de densidad de sacarosa. Algunos patógenos como virus, parásitos, bacterias e incluso toxinas bacterianas pueden acceder al interior de las células del huésped uniéndose a componentes específicos de las caveolas. Algunos ejemplos clásicos de parches con un contenido alto de una proteína concreta son la membrana púrpura del 

Halobacterium halobium, que contiene bacteriorrodopsina, y las uniones celulares intercomunicantes que contienen conexina. La bacteriorrodopsina es una bomba de protones impulsada por la luz que genera un gradiente de concentración de H

+ a través de la membrana bacteriana, proporcionando energía para la captación de nutrientes para el crecimiento bacteriano. Las uniones celulares intercomunicantes entre células musculares uterinas aumentan notablemente durante las últimas etapas del embarazo. Proporcionan canales de gran capacidad entre las células y permiten una contracción coordinada del útero durante el parto.
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Los compuestos anfipáticos poseen partes polares y apolares distintas en la misma molécula. Entre ellos se encuentran numerosos anestésicos y tranquilizantes. Las actividades farmacológicas de estos compuestos dependen de su capacidad para interaccionar con las membranas y perturbar su estructura. Algunos antibióticos y productos naturales, como las sales biliares y los ácidos grasos, también son anfipáticos. Aunque son eficaces a concentraciones terapéuticas, algunos de estos fármacos muestran una acción seudodetergente a concentraciones moderadas y elevadas, y desorganizan la estructura de doble capa, generando fugas en la membrana.
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Los movimientos laterales de ciertas proteínas de membrana están limitados por su fijación a conjuntos macromoleculares en el interior (citoesqueleto) y el exterior (matriz extracelular) de la célula, o en ambos, y en algunos casos, a las proteínas de membrana de células adyacentes, como por ejemplo, en las uniones estrechas 

(tight junctions) entre células epiteliales. La difusión lateral de proteínas de membrana eritrocitarias, la banda 3 (un transportador aniónico) y la glucoforina está limitada por la interacción indirecta con la espectrina, una proteína del citoesqueleto, a través de la anquirina y la proteína de la banda 4.1, respectivamente. Dichas interacciones son tan sólidas que limitan la difusión lateral de la banda 3. Los defectos genéticos de la espectrina dan lugar a la aparición de esferocitosis hereditaria y eliptocitosis, enfermedades que se caracterizan por una alteración de la morfología de los eritrocitos. La mutación de la anquirina afecta a la localización de las proteínas de membrana plasmática en el músculo cardíaco, dando lugar a arritmias cardíacas, un factor de riesgo para muerte súbita. 








Aprendizaje activo









1. Compare el valor calórico del almidón y de la celulosa. Explique la diferencia.


2. Explique por qué algunos disacáridos como la lactosa, la maltosa y la isomaltosa son azúcares reductores, pero la sacarosa no.


3. ¿Qué indica el índice de yodo de un lípido acerca de su estructura?


4. Revise el proceso industrial de elaboración de los jabones.


5. Revise la historia de los modelos para las membranas biológicas. ¿Cuáles son las limitaciones del modelo original de Singer-Nicolson?
















Resumen

Después del capítulo anterior sobre aminoácidos y proteínas, en este capítulo se proporciona una base más amplia para estudios futuros de bioquímica, introduciendo las características estructurales básicas y las propiedades físicas y químicas de dos componentes estructurales fundamentales, los hidratos de carbono y los lípidos. Es esencial conocer la estructura de los hidratos de carbono para comprender los capítulos relativos al metabolismo intermediario y sobre la biosíntesis y la función de las glucoproteínas, los glucolípidos y los proteoglucanos. El conocimiento de la función de los lípidos en la estructura de las membranas biológicas sienta las bases para conocer la función de las membranas en el transporte, la transducción de las señales y los procesos electroquímicos que intervienen en la producción de energía, la transmisión nerviosa y la contracción muscular.
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4. Sangre


células y proteínas plasmáticas


W.D. Fraser



Objetivos de aprendizaje


Tras completar este capítulo, el lector debe ser capaz de:



▪ Describir los principales componentes de la sangre.


▪ Explicar la diferencia entre plasma y suero.


▪ Definir los cometidos de las proteínas plasmáticas y su clasificación general.


▪ Identificar enfermedades asociadas con la deficiencia de proteínas específicas.


▪ Describir la estructura y la función de las inmunoglobulinas.


▪ Apreciar el significado patológico de la gammapatía monoclonal.


▪ Definir la respuesta de fase aguda y el cambio inducido en las concentraciones de las proteínas plasmáticas circulantes.









Introducción

La sangre funciona como un sistema de transporte y distribución por el organismo que distribuye nutrientes esenciales para los tejidos y al mismo tiempo elimina productos de desecho. Está compuesta por una disolución acuosa que contiene moléculas de varios tamaños y diversos elementos celulares. Algunos de los componentes de la sangre cumplen una función importante en la defensa del cuerpo contra agresiones externas y en la reparación de tejidos lesionados.

Es importante señalar que para un médico, el plasma es también una «ventana» al metabolismo. Dado que se obtiene con facilidad, numerosas pruebas diagnósticas de laboratorio de bioquímica, hematología e inmunología se realizan en muestras plasmáticas.

En el Apéndice se enumeran las pruebas más utilizadas y sus valores de referencia.




Plasma y suero


El plasma es el ambiente natural de las células sanguíneas pero las mediciones químicas se hacen en suero

Los elementos que forman la sangre están suspendidos en una disolución acuosa que se denomina plasma. El plasma es el sobrenadante obtenido por la centrifugación de una muestra de sangre que se ha tratado con un anticoagulante para prevenir la coagulación de los eritrocitos. El suero es el sobrenadante obtenido si a una muestra de sangre se le permite coagularse (normalmente necesita 30-45

min) y después se centrifuga. En la práctica de laboratorio, los anticoagulantes más frecuentes son el heparinato de litio y el ácido etilendiaminotetraacético (EDTA). El heparinato previene la coagulación uniéndose a la trombina. El EDTA y el citrato fija Ca

2+ y Mg

2+, interfiriendo así en la acción de las enzimas dependientes del calcio/magnesio (complejo convertidor de la protrombina, tromboplastina y trombina) que participan en la cascada de la coagulación. Cuando se obtiene sangre para una transfusión, el citrato se utiliza como anticoagulante. Durante la coagulación, el fibrinógeno se convierte en fibrina como resultado del procesamiento proteolítico de la trombina y, por tanto, una diferencia importante entre el plasma y el suero es la ausencia de fibrinógeno en el suero.








Elementos formes que componen la sangre

Hay tres componentes celulares principales circulando en el torrente sanguíneo.


Eritrocitos

Los eritrocitos no son células completas, ya que no poseen núcleo ni orgánulos intracelulares. Son vestigios celulares que contienen proteínas específicas e iones, que pueden presentarse en grandes concentraciones. Los eritrocitos son el producto final de la eritropoyesis en la médula ósea, que está bajo el control de la eritropoyetina producida por el riñón (fig. 4-1). La hemoglobina se sintetiza en las células precursoras eritrocíticas (eritroblastos y reticulocitos) bajo un estricto control dictado por la concentración de hemo, la síntesis del cual implica la quelación de hierro ferroso (Fe

2+) por 4 átomos de nitrógeno en el centro de un anillo de porfirina (v. cap. 29). Las principales funciones de los eritrocitos son el transporte de oxígeno y la eliminación de dióxido de carbono e iones hidrógeno; como no tienen orgánulos subcelulares, no pueden sintetizar ni reparar proteínas. En consecuencia, los eritrocitos tienen una vida útil finita de 60-120 días antes de ser atrapados y destruidos en el bazo.
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Fig. 4-1 
Esquema simplificado de la formación de los eritrocitos. En un día promedio, se forman 10

11 eritrocitos. La hemoglobina se sintetiza en el eritrocito y el reticulocito antes de la pérdida de los ribosomas y las mitocondrias. CFU: unidad formadora de colonias; CFU-E: unidad formadora de colonias eritroides; GEMM: granulocito, eritroide, monocito, megacariocito.











Leucocitos

Los leucocitos son células cuya principal función es proteger al organismo de las infecciones (v. cap. 38).

La mayoría de leucocitos se producen en la médula ósea, algunos en el timo y otros maduran en varios tejidos (fig. 4-2) (v. cap. 38). Los leucocitos pueden controlar su propia síntesis segregando a la sangre señales peptídicas que, consecuentemente, actúan sobre las células precursoras de la médula ósea. Con el fin de funcionar correctamente, los leucocitos pueden migrar fuera del torrente sanguíneo hacia los tejidos circundantes.
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Fig. 4-2 
Leucocitos. Clasificación y funciones de los leucocitos (v. también cap. 38).











Trombocitos (plaquetas)

Los trombocitos (plaquetas) no son verdaderas células, sino fragmentos unidos de membrana derivados de los megacariocitos que se encuentran en la médula ósea. Tienen un cometido fundamental en el proceso de coagulación de la sangre (v. cap. 7).






Proteínas plasmáticas

Las proteínas plasmáticas pueden clasificarse en dos grupos: las que incluyen la albúmina, que son sintetizadas en el hígado, y las inmunoglobulinas, que están producidas por las células 

plasmáticas de la médula ósea, normalmente como parte de la respuesta immunitaria.
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Cometido del laboratorio clínico

El laboratorio clínico realiza un buen número de análisis bioquímicos en fluidos corporales, lo que puede proporcionar respuesta a cuestiones clínicas específicas sobre un paciente individual. Estos análisis suelen ser requeridos para ayudar en el diagnóstico o tratamiento de afecciones específicas. La mayoría de muestras recibidas por el laboratorio son de sangre y orina. Mientras algunas mediciones se realizan en sangre completa, el suero o el plasma se prefieren en la mayoría de análisis de moléculas e iones. En general, el tiempo dedicado al análisis de cada muestra es relativamente corto, pero el proceso entero, desde la petición de análisis hasta la recepción de los resultados, implica muchos pasos y puede representar varias horas. Durante todo el proceso, se realizan revisiones constantes, además de pruebas de calidad para asegurar que los resultados obtenidos son analítica y clínicamente válidos. En la figura 4-3 se muestra un esquema del funcionamiento del laboratorio. 
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Fig. 4-3 
Función del laboratorio clínico. Diagrama de flujo que indica las etapas de las que consta la producción de resultados del laboratorio clínico.















Diversas proteínas plasmáticas pueden fijarse a ciertos ligandos con una afinidad y especificidad elevadas. Estas proteínas pueden actuar luego como reservorio del ligando y transportarlo a determinados tejidos del organismo para ayudar a controlar su distribución y disponibilidad. La fijación a una proteína también puede hacer que una sustancia tóxica sea menos nociva para los tejidos. En la tabla 4-1 se muestran las principales proteínas de fijación y sus ligandos.



Tabla 4-1 Transporte de proteínas y sus ligandos.


Casi todas las proteínas del plasma se unen a ligandos y ésta es la principal función de numerosas proteínas. La albúmina puede unirse a muchas moléculas débilmente y no específicamente, pero otras proteínas se unen fuertemente a moléculas específicas, por ejemplo, la transferrina es específica para el ion férrico (Fe

3+).





	Proteínas transportadoras y sus ligandos


	Proteínas
	Ligandos


	Unión a cationes


	Albúmina
	Cationes divalentes y trivalentes, por ejemplo Cu

2+, Fe

3+




	Ceruloplasmina
	Cu

2+




	Transferrina
	Fe

3+



	Unión a hormonas


	Globulina de unión a tiroides (TBG)
	Tiroxina (T

4), triyodotironina (T

3)



	Globulina de unión al cortisol (CBG)
	Cortisol



	Globulina de unión a hormonas sexuales (SHBG)
	Andrógenos (testosterona), estrógenos (estradiol)


	Unión a hemoglobina/protoporfirina


	Albúmina
	Hemo, bilirrubina, biliverdina



	Haptoglobina
	Dímeros de hemoglobina


	Unión a ácidos grasos


	Albúmina
	Ácidos grasos no esterificados
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Una mujer de 44 años ingresa en un hospital a causa de debilidad, anorexia, infecciones recurrentes, edema bilateral en extremidades inferiores y dificultad respiratoria. Su concentración de albúmina plasmática es de 19 g/l (intervalo normal, 36-52 g/l) y su excreción urinaria de proteínas es de 10 g/24 h (valor normal, < 0,15

g/24

h). Hay hematuria microscópica. La biopsia renal confirma el diagnóstico de glomerulonefritis membranoproliferativa.


Comentario. Esta mujer presenta la clásica tríada del síndrome nefrótico: hipoalbuminemia, proteinuria y edema. La nefritis ha dado lugar a una lesión de la membrana basal glomerular, con el resultado de una pérdida de albúmina. Las pérdidas continuas de albúmina superan la capacidad de síntesis del hígado y dan lugar a hipoalbuminemia; consecuentemente, la presión osmótica capilar se reduce significativamente. Esto conduce a edema periférico (piernas) y a edema pulmonar (dificultad respiratoria). Con el aumento de la lesión glomerular, las proteínas de alto peso molecular, como las inmunoglobulinas y el complemento, se pierden (cap. 38).










Albúmina



Además de sus funciones como proteína de reserva en la depleción nutricional y como regulador osmótico, la albúmina es una proteína de transporte importante

La albúmina, la proteína plasmática predominante, no presenta una actividad enzimática u hormonal conocida; constituye aproximadamente el 50% de las proteínas que se encuentran en el plasma humano y la concentración normal es de 35-45

g/l. Es fácil de aislar y ha sido extensamente estudiada. Con un peso molecular de unos 66

kDa, la albúmina es una de las proteínas plasmáticas más pequeñas y, dada su naturaleza altamente polar, se disuelve fácilmente en agua. A un pH de 7,4, es un anión con 20 cargas negativas por molécula; esto le proporciona una amplia capacidad de unión no selectiva a numerosos ligandos. La presencia de grandes cantidades de albúmina en el cuerpo (4-5

g/kg de peso corporal), con al menos un 38% presente intravascularmente, también ayuda a explicar su papel fundamental en la presión osmótica coloide.

La tasa de síntesis de albúmina (14-15

g/día) depende del estado nutricional, especialmente del grado de deficiencia de aminoácidos. La vida media de la albúmina es de unos 20 días y la degradación parece ocurrir por pinocitosis en todos los tejidos. Es importante señalar que, a pesar de que las concentraciones de albúmina reflejan el estado nutricional a largo plazo, en los pacientes hospitalizados los cambios a corto plazo en la concentración de albúmina plasmática suelen tener su origen en la hiperhidratación (v. cap. 23).




La albúmina es la principal proteína plasmática responsable del transporte de ácidos grasos hidrófobos, bilirrubina y fármacos

La albúmina muestra una capacidad única para solubilizar en fase acuosa un amplio intervalo de sustancias que incluyen ácidos grasos de cadena larga, esteroles y varios componentes sintéticos. El transporte de ácidos grasos de cadena larga es básico en la distribución a través del cuerpo de la mayoría de sustratos ricos en energía. Mediante la unión, consecuentemente la solubilización y posteriormente el transporte de ácidos grasos como el ácido esteárico, el ácido oleico y el ácido palmítico, la albúmina posibilita el transporte de estas moléculas hidrofóbicas en el medio predominantemente hidrofílico del plasma. Estudios de asociación han demostrado la presencia de numerosos lugares de fijación de ácidos grasos en la molécula de la albúmina, con afinidades variables. Se cree que los lugares de mayor afinidad están en los segmentos globulares, en hendiduras especializadas de la molécula de albúmina (fig. 4-4).
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Fig. 4-4 
Modelo molecular de la albúmina humana. Las hendiduras hidrofóbicas son segmentos globulares de la albúmina que se unen a los ácidos grasos con una alta afinidad.








Además de la unión a ácidos grasos, la albúmina tiene un papel importante en la unión a la bilirrubina no conjugada, consiguiéndose así no sólo un transporte hidrosoluble desde el sistema reticuloendotelial al hígado, sino también temporalmente no tóxico. En presencia de concentraciones excesivamente altas de bilirrubina no conjugada, la capacidad de unión de la albúmina se excede y en niños esto puede contribuir al desarrollo de querníctero (v. cap. 29).

La presencia de lugares capaces de unir distintos fármacos en la molécula de albúmina, incluidos los salicilatos, los barbitú ricos, las sulfonamidas, la penicilina y la warfarina, es de gran relevancia farmacológica. Principalmente, estas interacciones son débiles y los ligandos pueden llegar a ser fácilmente desplazados por competidores del lugar de unión. Una vez tiene lugar la unión, la albúmina no sólo interviene en la solubilización del fármaco, sino que también determina la proporción de fármaco libre disponible en plasma y, por tanto, farmacológicamente activo.

De manera sorprendente, no es esencial para la supervivencia humana y han sido descritos defectos congénitos inusuales donde existe hipoalbuminemia o una ausencia completa de albúmina (analbuminemia).








Proteínas que transportan iones metálicos


La capacidad de las proteínas de unirse y transportar iones metálicos es de gran importancia

El hierro es un elemento esencial para numerosos procesos metabólicos y un componente importante de las proteínas hemo, mioglobina, hemoglobina y citocromos. En el plasma el hierro se transporta unido a la transferrina como ion férrico (Fe

3+) y se libera de la proteína a los tejidos después de unirse a receptores celulares específicos y de que el complejo resultante haya sido internalizado. El hierro se deposita entonces en lugares de almacenamiento como la ferritina o la hemosiderina, o se utiliza en la síntesis de proteínas hemo. La unión de los iones férricos a la transferrina protege contra los efectos tóxicos de estos iones. En reacciones inflamatorias, el complejo hierro-transferrina es degradado por el sistema reticuloendotelial sin un incremento correspondiente en la síntesis de otros de sus componentes; esto da lugar a bajas concentraciones de transferrina y hierro.


▪ La ferritina es la principal proteína de almacenamiento de hierro que se encuentra en la mayoría de células del organismo. Actúa como la reserva de hierro en el hígado y en la médula ósea. La concentración de ferritina en plasma es proporcional a la cantidad de hierro almacenado; por ello la medición de ferritina en plasma es uno de los mejores indicadores de deficiencia de hierro.


▪ La hemosiderina es un derivado de la ferritina que se encuentra en el hígado, el bazo y la médula ósea, es insoluble en disoluciones acuosas y forma agregados que liberan lentamente hierro cuando hay una deficiencia. 




▪ La ceruloplasmina es la principal proteína transportadora de cobre, un oligoelemento esencial. La ceruloplasmina ayuda a exportar cobre del hígado a los tejidos periféricos y es esencial para la regulación de las reacciones de oxidación-reducción, transporte y utilización de hierro (fig. 4-5). El aumento de la concentración de ceruloplasmina aparece en la enfermedad activa del hígado y en lesiones hísticas.
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Fig. 4-5 
Actividad plasma ferroxidasa de la ceruloplasmina. Oxidación del Fe

2+ por la ceruloplasmina que permite la unión y el transporte del hierro por la transferrina plasmática. El ion cobre (Cu

2+) unido a la ceruloplasmina se regenera por reacción con el oxígeno o con grupos tiol oxidados.
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Manejo de la hemoglobina libre

Cuando los hematíes son hemolizados prematuramente, liberan hemoglobina al plasma; ésta se disocia y forma unos dímeros que se fijan a la haptoglobina. En las células del hígado y del sistema reticuloendotelial, el complejo hemoglobina-haptaglobina es metabolizado más rápidamente que la haptaglobina sola, con lo que se forma un complejo hierro-globulina y bilirrubina. De este modo, se previene la pérdida de hierro por la orina. Si se produce una hemólisis excesiva, puede disminuir mucho la concentración plasmática de haptaglobina. Si la hemoglobina se descompone en grupo hemo y globina, el grupo hemo libre es fijado por la hemopexina; al revés de la haptoglobina, que es una proteína de fase aguda, la hemopexina no se ve afectada por la respuesta de fase aguda. El complejo hemo-hemopexina es captado por las células hepáticas, en las que el hierro se fija a la ferritina. Entre el grupo hemo oxidado y la albúmina puede formarse un tercer complejo, la metahemalbúmina. Estos mecanismos han evolucionado para permitir al organismo no sólo que retire el hierro y prevenga pérdidas mayores, sino también para formar complejos con el grupo hemo libre, que es tóxico para muchos tejidos.








Las concentraciones bajas de ceruloplasmina y cobre total se ven en la enfermedad de Wilson, un trastorno autosómico recesivo del transporte de cobre. El defecto genético está en el cromosoma 13 y da lugar a una mutación en el transportador de cobre adenosina trifosfatasa tipo P (ATP7B), responsable del transporte de cobre a la ceruloplasmina y de la eliminación de cobre a través de la bilis. La mutación del ATP7B da lugar a la acumulación de cobre en el hígado, el cerebro y el riñón. Estas mutaciones se identifican fácilmente mediante análisis de haplotipo y mutacional y, por tanto, las pruebas de detección genética de los pacientes y sus familiares para la enfermedad de Wilson es posible (v. cap. 11).







Inmunoglobulinas


Las inmunoglobulinas son proteínas producidas en respuesta a sustancias extrañas (antígenos, v. también cap. 38)

El sistema inmunitario puede conceptualizarse como dos entidades independientes, cada una funcionando con células linfoides distintas: linfocitos T derivados del timo, que supervisan la inmunorregulación y la función inmunitaria en las células, y los linfocitos B, que sintetizan y segregan anticuerpos (inmunoglobulinas). Estos anticuerpos son proteínas producidas por el sistema inmunitario que tienen una especificidad definida para partículas extrañas (inmunógenos) que estimulan su síntesis. Sin embargo, no todas las sustancias extrañas que entran en el organismo pueden provocar esta respuesta, sólo los llamados inmunógenos, mientras que cualquier sustancia que puede unirse a un anticuerpo se denomina antígeno.
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Una joven de 14 años es admitida en urgencias. Está ictérica, con dolor abdominal y hepatomegalia blanda, somnolencia y asterixis debido a una insuficiencia hepática aguda. La historia revela alteraciones de conducta, dificultad de movimientos en el pasado reciente y absentismo escolar. Su concentración de ceruloplasmina es de 50 mmol/l (intervalo normal, 200-450 mmol/l o 20-45 mg/dl), el cobre en suero es de 8 mmol/l (intervalo normal, 10-22 μmol/l o 65-144 μg/dl), la excreción urinaria de cobre es 2,2 mmol/24 h (intervalo normal, 2-3,9 μmol/24 h o 13-25 μg/dl) y una biopsia hepática establece el diagnóstico de enfermedad de Wilson.


Comentario. Este caso pone de relieve la importancia de la medición de la ceruloplasmina. En la enfermedad de Wilson, una deficiencia de ceruloplasmina da lugar a una concentración baja de cobre en plasma. El defecto metabólico está en la excreción de cobre en la bilis y en su reabsorción en el riñón; el cobre se deposita en el hígado, el cerebro y el riñón. Los síntomas hepáticos se presentan en pacientes jóvenes y la cirrosis y los problemas neuropsiquiátricos se manifiestan en los que tienen una edad más avanzada. La detección de concentraciones plasmáticas bajas de ceruloplasmina y cobre, el incremento en la excreción urinaria de cobre y las concentraciones notablemente aumentadas de cobre en el hígado confirman el diagnóstico.







Las inmunoglobulinas son un grupo diverso de moléculas que reaccionan y reconocen a un amplio intervalo de estructuras antigénicas específicas (epítopos) y que dan lugar a una serie de efectos resultado de la eliminación final del antígeno presentado. Algunas inmunoglobulinas tienen funciones efectoras adicionales: por ejemplo, la IgG interviene en la activación del complemento.




Estructura de las inmunoglobulinas


Las inmunoglobulinas tienen en común una estructura en forma de Y de dos cadenas pesadas y dos ligeras

La inmunoglobulina es una molécula en forma de Y que contiene dos unidades idénticas denominadas cadenas pesadas (H) y dos unidades idénticas más pequeñas denominadas cadenas ligeras (L). Existen varias cadenas H. La naturaleza de la cadena H determina la clase de inmunoglobulina: IgG, IgA, IgM, IgD e IgE están caracterizadas por cadenas pesadas γ, α, μ, δ y ɛ, respectivamente. Las cadenas L son solamente de dos tipos, κ y λ, y los dos pueden encontrarse en cualquiera de las clases de inmunoglobulinas, aunque obviamente no en la misma molécula. Cada cadena polipeptídica de la inmunoglobulina se caracteriza por una serie de regiones globulares que tienen una homología considerable en su secuencia y que, en términos de evolución, probablemente derivan de una duplicación de protogenes.

El dominio 

N-terminal tanto de las cadenas H como L contiene una región de una secuencia de aminoácidos variable (la región V); juntas, estas regiones determinan la especificidad antigénica. Tanto las cadenas H como las L son necesarias para una actividad anticuerpo completa, ya que las regiones V se hallan físicamente yuxtapuestas en las cadenas L y H formando un bolsillo funcional en el que el epítopo encaja perfectamente; es la región de reconocimiento del anticuerpo (Fab

2). El dominio inmediatamente adyacente a la región V es mucho menos variable, tanto en las cadenas H como en las L. El resto de la cadena H consiste en una nueva región constante (Fc región) que es una región bisagra y dos dominios adicionales. Esta región constante es responsable de funciones de la inmunoglobulina diferentes del reconocimiento del epítopo, como la activación del complemento (cap. 38). Esta estructura básica de las inmunoglobulinas se muestra en la fig. 4-6. Cuando el antígeno se une a la inmunoglobulina, se transmiten cambios de conformación a través de la zona bisagra del anticuerpo, a la región Fc, de la que entonces se dice que se activa.
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Fig. 4-6 
Estructura de las inmunoglobulinas. Diagrama de la estructura básica de una inmunoglobulina monomérica y de una inmunoglobulina pentamérica (IgM). C: región constante; cadena J: cadena de unión; Fab

2: fragmento generado por la escisión de la molécula por pepsina escotadura de la molécula; Fc, Fd: fragmentos generados por la proteólisis con papainapapaína; H: cadena pesada; L: cadena ligera; V: región variable.













Principales inmunoglobulinas


La IgG es la inmunoglobulina más frecuente, que protege los espacios hísticos y cruza libremente la placenta

La IgG, con un peso molecular total de 160 kDa, consta de una subunidad básica de 2H2L unida por un número variable de puentes disulfuro. Las cadenas H γ tienen varias diferencias antigénicas y estructurales, permitiendo la clasificación de las IgG en un número de subclases de acuerdo al tipo de cadena H presente; sin embargo, las diferencias funcionales entre las subclases son menores.

La IgG circula a altas concentraciones en el plasma, representando el 75% de las inmunoglobulinas presentes en los adultos. Tiene una vida media de 22 días. Está presente en todos los líquidos extracelulares y parece eliminar pequeñas proteínas antigénicas solubles mediante agregación y aumento de fagocitosis por el sistema reticuloendotelial. Desde las 18-20 semanas de gestación la IgG es transportada activamente a través de la placenta y proporciona inmunidad humoral al feto y al neonato antes de la maduración del sistema inmunitario.




La IgA se encuentra de forma abundante en las secreciones y constituye una barrera antiséptica que protege las superficies mucosas

La IgA tiene una cadena H similar a la cadena γ de la IgG, y las cadenas α poseen 18 aminoácidos más en el extremo C-terminal. La secuencia extra de péptidos permite la unión de una «junta» o cadena J. Este glucopéptido ácido corto (de 129 residuos) sintetizado por las células plasmáticas permite la dimerización de la IgA secretora. La IgA se encuentra con frecuencia en asociación no covalente con un componente denominado secretor, un polipéptido de 71 kDa muy glucosilado sintetizado por células mucosas y capaz de proteger la IgA contra la digestión proteolítica.

La IgA representa el 7-15% de las inmunoglobulinas del plasma y tiene una vida media de 6 días. Se encuentra especialmente en forma dimerizada, en secreciones de la parótida, bronquios e intestino. Es el componente principal del calostro (la primera leche de las glándulas mamarias maternas después del parto). La IgA parece funcionar como la primera barrera inmunitaria contra la invasión patógena de las membranas mucosas. Puede promover la fagocitosis, causar desgranulación eosinofílica y activar el complemento a través de la denominada vía alternativa.




La IgM está confinada al espacio intravascular y ayuda a eliminar los antígenos circulantes y los microorganismos

Las inmunoglobulinas pertenecientes a esta clase final principal son polivalentes, con un alto peso molecular. La IgM tiene una forma básica similar a la de la IgA, teniendo el domino extra en la cadena H que permite la unión por la cadena J, y así es capaz de polimerización. La IgM circula normalmente como un pentámero, con un peso molecular de 971 kDa, unidos por puentes disulfuro y la cadena J (v. fig. 4-6).

La IgM representa el 5-10% de las inmunoglobulinas plasmáticas y tiene una vida media de 5 días. Con su naturaleza polimérica y su alto peso molecular, la mayoría de la IgM se encuentra confinada en el espacio intravascular, aunque pueden encontrarse menores cantidades en secreciones, normalmente asociadas con el componente secretor. Es el primer anticuerpo que se sintetiza tras un ataque antigénico.






Inmunoglobulinas minoritarias


La IgD es el receptor antigénico de superficie de los linfocitos B

La IgD difiere de la estructura estándar de las inmunoglobulinas principalmente por el elevado contenido en hidratos de carbono de numerosas unidades de oligosacáridos, lo que causa un alto peso molecular (190 kDa). Las cadenas δ se caracterizan por tener sólo un enlace disulfuro, así como una larga región bisagra especialmente susceptible a la proteólisis.
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Un hombre de 65 años se presenta con un dolor lumbar de inicio súbito. La radiografía revela una fractura en estallido de la segunda vértebra lumbar y discretas lesiones denominadas lesiones en sacabocado en el cráneo. La electroforesis sérica demuestra la presencia de inmunoglobulina monoclonal. Se prueba que es una inmunoglobulina IgG y en la electroforesis se halla un exceso de cadenas κ (proteína de Bence-Jones) libres en la orina del paciente.


Comentario. El mieloma múltiple presenta igual incidencia en hombres y mujeres y mayoritariamente aparece después de los 50 años. Los hallazgos iniciales se deben a la proliferación maligna de las células plasmáticas monoclonales y a la síntesis y secreción de anticuerpos por estas células. Las lesiones óseas afectan al cráneo, las vertebras, las costillas y la pelvis. Puede ser una osteoporosis generalizada o fracturas patológicas. En más del 20% de los casos, no se detecta la proteína en plasma, aunque las proteínas de Bence-Jones están presentes en la orina. Estos casos se asocian con frecuencia con la supresión de la producción de otras inmunoglobulinas (inmunoparesia). La presencia de un exceso de cadenas ligeras puede causar insuficiencia renal como resultado del depósito de las proteínas de Bence-Jones en los túbulos renales o amiloidosis. Otros hallazgos frecuentes en la mielomatosis son la anemia y la hipercalcemia.







La IgD representa menos del 0,5% de las inmunoglobulinas plasmáticas circulantes y su función sigue siendo poco conocida; no obstante, como componente de la superficie de la célula B madura, probablemente desempeña cierto cometido en la respuesta a los antígenos. Los casos de deficiencia aislada de IgD son infrecuentes y no parecen asociarse a una patología obvia.




La IgE se encuentra sólo en cantidades ínfimas y actúa en la fijación del antígeno y favoreciendo la liberación de aminas vasoactivas de los mastocitos

La IgE tiene una estructura unitaria similar a la IgM y posee unas cadenas pesadas ɛ formadas por 5 dominios (en lugar de 4), aunque no se asocia a la cadena J ni presenta polimerización. La cadena H ampliada explica el elevado peso molecular de la IgE, de unos 200 kDa.

La IgE presenta una alta afinidad por los lugares de fijación en los mastocitos y los basófilos. La fijación del antígeno en la región Fab

2 causa el entrecruzamiento del receptor de alta afinidad, la granulación de la célula y la liberación de aminas vasoactivas. Mediante este mecanismo, la IgE participa en gran medida en los procesos de alergia/atopia e interviene en la inmunidad antiparasitaria. 







Inmunoglobulinas monoclonales


Las inmunoglobulinas monoclonales son el producto de una única célula B y proceden de las transformaciones benignas o malignas de las células B

Las inmunoglobulinas monoclonales son el resultado de la proliferación de un clon celular B único, que produce por tanto anticuerpos idénticos. Normalmente, éstas son las moléculas estructuralmente normales, pero algunas veces pueden estar fragmentadas o truncadas. La identidad física absoluta de las inmunoglobulinas monoclonales conduce a una banda única en la electroforesis, revelada mediante tinción proteica como una banda única y densa en la región γ (la banda paraproteica) (fig. 4-7).


	[image: B9788480867306000040/f04-07-9788480867306.jpg is missing]


	
Fig. 4-7 
Comparación de la apariencia del gel electroforético de un suero normal y otro con inmunoglobulinas monoclonales. El patrón de los picos escaneado (línea continua) representa la concentración relativa de las distintas proteínas separadas. (A) Suero normal. (B) Gammapatía monoclonal: se presenta una banda fuertemente teñida en la región γ-globulina en la electroforesis, y existe una disminución asociada de la tinción en la región γ-restante (immunoparesia).








Las inmunoglobulinas monoclonales están asociadas con diversas patologías malignas, como el mieloma y la macroglobulinemia de Waldenström, y también con transformaciones más benignas que normalmente se denominan gammapatías monoclonales de significado incierto (MGUS).










Respuesta de fase aguda y proteína c reactiva


La respuesta de fase aguda es una respuesta inespecífica a la lesión hística o infección; afecta varios órganos y tejidos

Durante la respuesta de fase aguda, existe un considerable aumento característico en la síntesis de algunas proteínas (predominantemente en el hígado), y una disminución en la concentración en plasma de algunas otras (fig. 4-8). Un aumento en la síntesis de proteínas como los inhibidores de proteinasas (α1-antitripsina), proteínas de la coagulación (fibrinógeno, protrombina), proteínas del complemento y la proteína C reactiva es de un beneficio clínico obvio. La síntesis de albúmina, transtirretina (prealbúmina) y transferrina disminuye durante la respuesta de fase aguda y por ello se denominan colectivamente «reactivos negativos de fase aguda».
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Fig. 4-8 
Respuesta de fase aguda. El patrón del gel electroforético observado en suero durante la respuesta de fase aguda. La albúmina está disminuida, la suma de α

1- y α

2-globulinas está aumentada, las β

1-globulinas están disminuidas, las β

2-globulinas están aumentadas y existe un leve aumento en las γ-globulinas.








La proteína C reactiva es un componente principal de la respuesta de fase aguda y un marcador de infección bacteriana. Se sintetiza en el hígado y está formada por 5 subunidades polipeptídicas, con un peso molecular de alrededor de 130

kDa. Está presente sólo en mínimas cantidades (.1

mg/l en el suero normal) y se cree que actúa por medio de la unión a polisacáridos foráneos, fosfolípidos y polianiones complejos, y también activando la vía clásica del complemento (v. cap. 38). La determinación de la proteína C reactiva en el plasma es una prueba esencial para el diagnóstico y la monitorización de infección y sepsis.

Con un ensayo de la proteína C reactiva que es aproximadamente 100 veces más sensible que el método de medición convencional se pueden detectar mínimas fluctuaciones en la concentración de esta proteína. Los aumentos muy pequeños en la concentración de la proteína C reactiva parecen reflejar un estado de inflamación crónica de bajo grado que se asocia con un aumento del riesgo de enfermedad cardiovascular (v. cap. 18). Otras patologías inflamatorias, como los trastornos inflamatorios intestinales, la diabetes tipo 2 y el síndrome metabólico (v. cap. 21), el aneurisma de aorta y la rotura prematura de membranas durante el embarazo se han asociado con estos mínimos aumentos en la concentración de proteína C reactiva en suero. 
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Una mujer de 45 años sufre una grave lesión en las extremidades inferiores en un accidente de tráfico. Después de su ingreso en el hospital, el perfil bioquímico muestra unas concentraciones ligeramente reducidas de proteínas totales en suero (58 g/l; normal 60-80 g/l) y albúmina sérica (38 g/l; normal, 36-52 g/l). La electroforesis sérica revela el aumento en las fracciones proteicas α

1 y α

2. Cuatro días después de la cirugía, el estado de la paciente se deteriora y presenta fiebre, sudoración y confusión. Se diagnostica una infección aguda y se inicia tratamiento con antibióticos adecuados. Las concentraciones de proteína C reactiva alcanzan su pico 5 días después de la intervención (fig. 4-9).
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Fig. 4-9 
Proteína-C reactiva (CRP) y la reacción postoperatoria de fase aguda. La concentración de proteína C reactiva aumenta como parte de la respuesta de fase aguda a un traumatismo quirúrgico y puede observarse un nuevo aumento si la recuperación se complica por una infección. (La línea de puntos representa la respuesta a una cirugía no complicada.)









Comentario. El aumento de la concentración de las proteínas α

1 y α

2 (que incluyen α

1-antitripsina, α

1-ácido glucoproteína y haptoglobina), además de una disminución en la concentración de la albúmina sérica, sugiere una respuesta de fase aguda. Esta respuesta está asociada también con un aumento del la proteína C reactiva, la velocidad de sedimentación globular (ESR) y el aumento de la viscosidad plasmática. Una respuesta terapéutica al tratamiento de la infección puede valorarse por una disminución de la concentración de proteína C reactiva en plasma.














Resumen




▪ Los elementos que forman la sangre son los eritrocitos, los leucocitos y las plaquetas. Están suspendidos en una disolución acuosa (plasma) y tienen varias funciones especializadas, como el transporte de oxígeno, la destrucción de elementos externos y la coagulación de la sangre. El plasma que se ha permitido que coagule da como resultado el suero. La mayoría de las pruebas bioquímicas se hacen con suero. Para obtener el plasma la sangre se debe recoger en un tubo que contenga un anticoagulante.


▪ El plasma contiene numerosas proteínas clasificadas, en líneas generales, en albúmina y globulinas (predominantemente inmunoglobulinas). La albúmina funciona como proteína transportadora principal para varios ligandos-oligoelementos metales, hormonas, bilirrubina y ácidos grasos libres.


▪ Otras proteínas son más especializadas: se unen a ligandos específicos, por ejemplo la ceruloplasmina se une al Cu

2+ y la globulina de unión a tiroxina, a las hormonas tiroideas.


▪ Las inmunoglobulinas son las únicas moléculas que participan en la defensa contra los antígenos que pueden entrar o intentar entrar en el cuerpo. Tienen una estructura común y existen 5 clases de inmunoglobulinas con diferentes funciones protectoras.


▪ Los cambios en la concentración de las proteínas del plasma proporcionan una importante información clínica. Un patrón característico con albúmina, transtirretina y transferrina reducidas y un aumento de α

1-antitripsina, fibrinógeno y proteína C reactiva indican la respuesta de fase aguda.


▪ La electroforesis en suero y orina es una vía importante de identificación de la presencia de inmunoglobulinas monoclonales.






Aprendizaje activo










1. Comparar y contrastar plasma y suero y comentar los diferentes tipos de muestras de sangre tomadas para las pruebas de laboratorio.


2. Explicar el papel de transportador de la albúmina sérica.


3. Describir la estructura central de las inmunoglobulinas y sus diferentes cometidos en la inmunidad por las diferentes clases de inmunoglobulinas.


4. ¿Cómo afecta la reacción de fase aguda a los resultados de las pruebas de laboratorio?


5. ¿Cuáles son las características de la enfermedad de Wilson?


6. ¿Cómo se procesa la hemoglobina si los eritrocitos se rompen?
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5. Transporte de oxígeno

G.M. Helmkamp



Objetivos de aprendizaje


Tras leer este capítulo, el lector debe ser capaz de:



▪ Describir el mecanismo de fijación del oxígeno a la mioglobina y la hemoglobina.


▪ Describir las diferencias de conformación entre las hemoglobinas oxigenada y desoxigenada.


▪ Definir el concepto de cooperatividad en la fijación del oxígeno a la hemoglobina.


▪ Describir el efecto Bohr y su función en la modulación de la fijación del oxígeno a la hemoglobina.


▪ Explicar cómo interacciona el 2,3-bisfosfoglicerato con la hemoglobina y cómo influye sobre la fijación de oxígeno.


▪ Resumir los procesos mediante los cuales el dióxido de carbono es transportado desde los tejidos periféricos a los pulmones.


▪ Describir las principales clasificaciones de las hemoglobinopatías.


▪ Describir la base molecular de anemia falciforme (drepanocitosis).









Introducción

Con la evolución de los metazoos, hace ∼0,5

×

10

9 años, la vida se hizo dependiente de la recuperación de energía de enlaces químicos basada en oxígeno (O

2). Los vertebrados son organismos aerobios con un sistema circulatorio cerrado y un mecanismo para la extracción de O

2 del aire (o del agua) y liberación de dióxido de carbono (CO

2) como productos de desecho. El O

2 inspirado permite el uso eficaz de los combustibles metabólicos (p. ej., glucosa y ácidos grasos); por su parte, el CO

2 espirado es un producto importante del metabolismo celular. Esta utilización de O

2 como sustrato metabólico se acompaña de la generación de especies de radicales libres, capaces de dañar virtualmente todas las macromoléculas biológicas. Los organismos se protegen a sí mismos frente al daño por radicales de varias maneras: secuestrando O

2, limitando su producción y detoxificándolos. Curiosamente, las hemoproteínas participan en estos mecanismos protectores. Las principales hemoproteínas en los mamíferos son la mioglobina (Mb) y la hemoglobina (Hb). La mioglobina se encuentra principalmente en el músculo esquelético y en el músculo estriado y sirve para almacenar O

2 en el citoplasma y suministrarlo a la mitocondria según demanda. La hemoglobina está sólo en los eritrocitos, donde facilita el transporte de O

2 y CO

2 entre los pulmones y los tejidos periféricos. En este capítulo se estudian las características moleculares de la mioglobina y la hemoglobina, las relaciones bioquímicas y fisiológicas entre las estructuras de la Mb y la Hb y su interacción con el O

2 y otras moléculas pequeñas, además de las características patológicas de algunas mutaciones de la Hb.


Propiedades del oxígeno

La introducción del oxígeno en la biosfera anaeróbica terrestre ocurrió hace ∼2,5

×

10

9 años y llegó a su nivel actual de un 21% del aire. En las mezclas de gases, cada componente aporta su contribución específica, que se denomina su presión parcial (ley de Dalton) y que es proporcional a su concentración. También es habitual utilizar la presión parcial de un gas como una medida de su concentración en los fluidos fisiológicos. Para el O

2 atmosférico (nivel del mar) y a una presión barométrica de 760 mmHg o torr (101,3 kPascal [kPa] o 1 atmósfera absoluta o ATA), la presión parcial del oxígeno (pO

2) es de 150-160 mmHg). A su vez, la cantidad de O

2 presente en una solución es directamente proporcional a su presión parcial. Por tanto, en la sangre arterial (37

°C; pH, 7,4) la pO

2 es ∼100 mmHg, lo que origina una concentración de O

2 disuelto de 0,13

mmol/l. No obstante, esta concentración de oxígeno disuelto es inadecuada para mantener un metabolismo aeróbico eficaz.

Más bien, la principal fracción de O

2 es transportada en la sangre y almacenada en el músculo en forma de un complejo con el hierro (ferroso, Fe

2+) con las proteínas Hb y Mb, respectivamente. La Hb es una proteína tetramérica que tiene 4 lugares de fijación para el O

2 (grupos hemo). En la sangre arterial, con una concentración de Hb de 150 g/l (2,3 mmol/l) y saturación de oxígeno del 97,4%, la contribución del oxígeno fijado a la proteína es de aproximadamente 8,7

mmol/l. Esta concentración representa un aumento espectacular, de 67 veces sobre el O

2 disuelto físicamente. La capacidad total de transportar oxígeno de la sangre arterial, en forma disuelta y fijada a proteínas, es de ∼8,8

mmol/l, casi 200

ml de oxígeno disuelto por litro de sangre.






Características de las proteínas globinas de los mamíferos

Las globinas constituyen una antigua familia de metaloproteínas solubles cuya estructura y funciones se han caracterizado en microorganismos, plantas, invertebrados y vertebrados. Las globinas actuales, con su diversidad espectacular de funciones, probablemente evolucionaron a partir de una única globina ancestral. Mientras que el porcentaje de identidad de aminoácidos entre las globinas de invertebrados y vertebrados varía ampliamente y puede parecer a menudo elegida al azar, hay que destacar dos características: los residuos invariables PheCD1 y HisF8 y los patrones característicos de residuos hidrófobos en segmentos helicoidales (fig. 5-1). La mioglobina humana está formada por un solo polipéptido de globina (153 residuos de aminoácidos, 17.053 Da). La hemoglobina humana es un ensamblaje tetramérico de 2 polipéptidos de globina α (141 residuos, 15.868 Da) y 2 polipéptidos de globina β (146 residuos, 15.126 Da). Un grupo prostético hemo se asocia de modo no covalente con cada apoproteína globina.
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Fig. 5-1 
Las secuencias de aminoácidos en las globinas humanas estan muy conservadas. Se muestra una alineación de globinas humanas, con residuos idénticos de aminoácidos en naranja. Los dos residuos en verde (PheCD1 (F) y HisF8 [H]), se conservan de forma absoluta en todas las globinas de metazoos. Los segmentos helicoidales en la mioglobina se identifican mediante barras azules. Cygb: citoglobina; Hba: α-globina; Hbb: β-globina; HbγA: γA-globina; Mb: mioglobina; Ngb: neuroglobina.








En la estructura secundaria de las globinas de mamíferos domina una elevada proporción de hélices α, con más del 75% de los aminoácidos en 8 segmentos helicoidales. Estas hélices α están estrechamente empaquetadas y dispuestas en una estructura terciaria casi esférica, denominada plegamiento de globina (fig. 5-2). Esta estructura terciaria es tan universal entre todas las globinas que la nomenclatura convencional para los residuos de globinas sigue la definida inicialmente para la Mb de esperma de cachalote, en concreto las hélices A, B, C, etc., empezando por el extremo 

N-terminal, separadas por los ángulos AB, BC, etc., con residuos numerados en cada hélice y ángulo. Por ejemplo, el residuo A14, un aminoácido que participa en la estabilización electrostática entre la hélice A y el ángulo GH, corresponde a la Lys

15 en la Hb de insecto, a la Lys

16 en la Mb y α-globina y a la Lys

17 en la α-globina (flecha, parte central inferior, fig. 5-2).
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Fig. 5-2 
La mioglobina es una proteína globular completa. En este esquema de la Mb de los mamíferos se muestra sólo el esqueleto polipeptídico de la globina, destacando la alta proporción de estructura secundaria (exclusivamente hélice α). La disposición en dos capas, en superposición de tres sobre tres de las hélices α, se destaca mediante distintas intensidades de color magenta. El grupo hemo se muestra como una estructura de bolas y varillas.








Los aminoácidos polares se hallan casi exclusivamente en la superficie exterior de los polipéptidos de globina y contribuyen al alto grado de solubilidad de estas proteínas (p. ej., 370

g/l [5,7

mmol/l] de Hb en el eritrocito). Los aminoácidos que tienen características polares e hidrófobas (p. ej., treonina, tirosina y triptófano) tienen orientadas sus funciones polares hacia el exterior de la proteína. Los residuos hidrofóbicos están enterrados en el interior, donde estabilizan el plegamiento del polipéptido y forman un bolsillo que acomoda el grupo prostético hemo. Son notables excepciones a esta distribución general de los residuos aminoácidos de las globinas, las 2 histidinas que desempeñan una función clave en la función de la proteína y que se disponen en la profundidad del bolsillo del grupo hemo (fig. 5-3). Las cadenas laterales de estas histidinas presentan una orientación perpendicular a cada lado del grupo prostético hemo. Uno de los nitrógenos imidazólicos de la cadena lateral del residuo invariable de histidina proximal (HisF8) se encuentra lo bastante cerca para unirse directamente al átomo pentacoordinado de Fe

2+. En el lado opuesto del plano del grupo hemo se encuentra la histidina distal (HisE7), que se halla demasiado lejos del hierro del grupo hemo para establecer un enlace directo; su función es indispensable para estabilizar el O

2 mediante puentes de hidrógeno.
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Fig. 5-3 
El grupo hemo es un complejo de porfirina y hierro. (A) En esta imagen, el esqueleto carbonado de la protoporfirina IX, un anillo tetrapirrólico conjugado, se muestra en gris; las moléculas de O

2 son de color rojo. El hierro (esfera amarilla) tiene preferencia por seis ligandos, conformando una geometría octaédrica; cuatro de estos ligandos corresponden a átomos de nitrógeno pirrólicos (esferas azules). La PheCD1 ejerce interacciones críticas hidrofóbicas y electroestáticas de apilamiento con el anillo de porfirina. (B) En la estructura de la globina oxigenada, el grupo hemo plano está colocado entre las histidinas (His) proximal y distal (HisF8 y HisE7, respectivamente); sólo la HisF8 posee un nitrógeno imidazólico (esfera azul) lo bastante cercano para unirse con el hierro. Las hélices α de estas histidinas se muestran en color magenta. En las globinas desoxigenadas, la sexta posición permanece libre, lo que deja un hierro pentacoordinado. En estado oxigenado, el O

2 ocupa la sexta posición. Los dos residuos de propionato de la porfirina intervienen en las interacciones por puentes de hidrógeno y en las interacciones electrostáticas con las cadenas laterales de las globinas y el solvente.









Estructura del grupo prostético hemo

El grupo hemo, la parte fijadora de O

2 común a la Mb y Hb, es una molécula de porfirina que tiene coordinado un átomo de hierro (Fe

2+) (v. fig. 5-3). El grupo prostético Fe-porfirina es plano e hidrófobo, con la excepción de 2 grupos propionato expuestos al disolvente. El grupo hemo constituye un componente integral de las holoproteínas de globina durante la síntesis de los polipéptidos; es el grupo hemo el que confiere a las globinas, así como también a la sangre y al músculo, su color rojo púrpura característico (púrpura en estado desoxigenado y rojo en el estado oxigenado).

Las globinas aumentan la solubilidad en agua del grupo prostético hemo, que de otro modo es poco soluble e hidrófobo. Una vez «secuestrado» en el interior de un bolsillo hidrófobo creado por el polipéptido globínico plegado, el grupo hemo encuentra un ambiente protector que, en presencia de O

2, minimiza la oxidación espontánea de Fe

2+ a Fe

3+ (oxidación). Un entorno semejante es también esencial para que las globinas fijen y liberen O

2. Si el átomo de hierro se oxida a Fe

3, el grupo hemo ya no puede interaccionar de modo reversible con el O

2, alterando finalmente su función de almacenamiento y de transporte de O

2.




Mioglobina: una proteína de almacenamiento de O

2


Localizada en el citosol del músculo esquelético, cardíaco y algunas células musculares lisas, la Mb fija el O

2 que la Hb ha liberado en los capilares de los tejidos y que posteriormente difunde a los tejidos. De este O

2 almacenado pueden disponer fácilmente los distintos orgánulos, especialmente la mitocondria, que realiza el metabolismo oxidativo. Con un único lugar de fijación al ligando, la reacción reversible de la Mb y el O

2:
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puede describirse mediante las siguientes ecuaciones:
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donde 

Ka es una constante de afinidad o de equilibrio e 

Y es la saturación fraccional de O

2. Combinando estas dos ecuaciones, expresando la concentración de O

2 en términos de su presión parcial pO

2 y sustituyendo el 1/

Ka por 

P50, se obtiene la ecuación de la curva de saturación de O

2 para la Mb:
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Una mujer de 22 años en la semana 31 de gestación llega a la clínica de maternidad de un hospital bajo sospecha de intoxicación con monóxido de carbono. La paciente sufre dolores de cabeza, náuseas y trastornos visuales. Relata que en su lugar de trabajo ha habido obras de reparación de los sistemas de calefacción y ventilación durante las últimas 2 semanas y que el día de su visita al hospital, los bomberos han evacuado el edificio tras detectar unas concentraciones elevadas de CO (200

ppm), en comparación a las habituales de 10

ppm en un entorno urbano. Las constantes vitales son: presión sanguínea de 116/68 mmHg, pulso de 100 y frecuencia respiratoria de 24. Lo que llama la atención en la evaluación de la paciente es el componente carboxilado de la Hb (Hb:CO), que es el 15% de la Hb total en el momento de la admisión (normalmente es de un 3%, pero puede sobrepasar el 10% en fumadores crónicos). La monitorización fetal indica una frecuencia cardíaca fetal de 135, con irregularidades moderadas ocasionales. Presenta contracciones uterinas cada 3-5

min. La paciente se trata en la cámara hiperbárica de O

2 del hospital: 30

min a 2,5 ATA, luego 60

min a 2,0 ATA. También se le administra sulfato de magnesio intravenoso para detener las contracciones prematuras. La paciente es dada de alta 2 días más tarde. Da a luz a una niña sana a las 38 semanas de gestación que, al ser examinada al nacer y a las 6 semanas de edad, no mostraba secuelas aparentes de su exposición intrauterina al CO o al 100% de O

2.


Comentario. El monóxido de carbono es un producto normal del catabolismo hemo y tiene un espectro de actividades fisiológicas en los sistemas vasculares, neuronales e inmunitarios. Al igual que el O

2, el CO también se enlaza a los grupos prostéticos hemo. Debido a que la afinidad por el CO del grupo hemo de la globina es aproximadamente 250 veces la del O

2, una exposición prolongada de la hemoglobina al CO exógeno sería prácticamente irreversible (el t

1/2 para la reversión en sangre, ∼4-8

h) y conduciría a concentraciones de carboxi-Hb altamente tóxicas. El O

2 hiperbárico es el tratamiento de elección para intoxicaciones graves o complicadas de CO. La administración de 100% O

2 a 2-3 ATA crea valores de pO

2 arteriales e hísticos de 2.000 y 400 mmHg, respectivamente (∼20 veces lo normal). El resultado inmediato es la reducción en el t

1/2 de la carboxi-Hb en menos de 30

min. El O

2 hiperbárico también se usa en el trastorno por descompresión, la embolia gaseosa arterial, el daño a los tejidos causado por radiación o isquemia y la hemorragia grave (compare recuadro en p. 523).







Por definición, la constante 

P50 es el valor de la pO

2 en que 

Y=

0,5 o en que están ocupados (saturados con O

2) la mitad de los lugares de fijación. En un gráfico 

Y frente a pO

2, la ecuación de la fijación del ligando por la Mb genera una hipérbola (fig. 5-4) con una 

P50 de 4 mmHg. El bajo valor de 

P50 refleja una elevada afinidad por el O

2. En los lechos capilares de los tejidos musculares, los valores de la pO

2 se encuentran en el intervalo de 20-40 mmHg. Previsiblemente, los músculos en acción presentan unos valores de pO

2 más bajos que los músculos en reposo. Con su elevada afinidad por el O

2, la Mb del miocito se satura fácilmente con el O

2 que ha entrado desde la sangre. A medida que durante el metabolismo aerobio se consume O

2, éste se disocia de la Mb siguiendo la ley de acción de masas y difunde hacia las mitocondrias (las «plantas de energía» de la célula muscular).
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Fig. 5-4 
Curvas de saturación de oxígeno de la mioglobina y la hemoglobina. La Mb y la Hb tienen diferentes curvas de saturación de O

2. En el gráfico se representa la saturación fraccional (

Y) de los lugares de fijación del O

2 en función de la concentración de O

2 (pO

2 [mmHg]). Se muestran las curvas de la Mb, la Hb fetal (HbF) y la Hb del adulto (HbA). Mediante flechas y el sombreado también se indican las concentraciones normales de O

2 en diversas muestras de sangre fetal y del adulto.











Hemoglobina: una proteína de transporte de oxígeno

La Hb es la principal proteína de transporte de O

2 de la sangre humana; se encuentra exclusivamente en los hematíes. La Hb adulta (HbA) tiene una disposición tetraédrica de 2 globinas α idénticas y 2 subunidades de globina β idénticas, una geometría que predice los diversos tipos de interacciones que pueden existir entre ellas en la estructura cuaternaria (fig. 5-5). Es importante señalar que en la estructura tetraédrica de la Hb, cada subunidad está en contacto con las otras tres. El análisis experimental de la estructura cuaternaria indica que entre cada par de subunidades distintas existen múltiples interacciones no covalentes (enlaces de hidrógeno y enlaces electrostáticos), es decir, en las interfases α y β. En cambio, hay un menor número de interacciones y además son predominantemente hidrófobas entre las subunidades idénticas, en las interfases α

1-α

2 o β

1-β

2. El número real y la naturaleza de los contactos difieren en presencia o ausencia de O

2 y de efectores alostéricos. Actualmente se sabe que las asociaciones «fuertes» en cada heterodímero αβ y en la interfase entre los dos heterodímeros (v. fig. 5-5) constituyen factores determinantes en la fijación y la liberación de O

2. Así, la Hb se considera más un dímero de heterodímeros (α-β)

2 que un α

2β

2 tetrámero. Aunque una disolución de HbA teóricamente es un mezcla de heterodímeros y tetrámeros, bajo condiciones fisiológicas (Hb alta y pH neutro), el equilibrio favorece al tetrámero:

>99% para la Hb oxigenada, >

99,9% para la Hb desoxigenada.
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Fig. 5-5 
La hemoglobina es un tetrámero formado por cuatro subunidades de globina. La Hb es un complejo tetraédrico de dos globinas α idénticas (α

1 y α

2, en verde) y dos globinas β asimismo idénticas (β

1 y β

2, en rojo). Con esta geometría, cada subunidad de globina está en contacto con las otras tres, dando lugar así a las interfases y a las interacciones que definen la cooperatividad. Una de las interfases del heterodímero se ha rodeado con un óvalo discontinuo.









Interacciones de la hemoglobina con el oxígeno

Como vehículo de distribución de gases, la Hb tiene que ser capaz de captar el O

2 de forma eficaz al entrar en los alvéolos pulmonares durante la respiración, y además debe liberar este O

2 en el entorno extracelular con una eficacia similar a la de los eritrocitos circulando a través de los capilares de los tejidos. Esta dualidad destacable de su función se consigue mediante interacciones cooperativas entre las subunidades de globina. Cuando la hemoglobina desoxigenada adquiere oxígeno, aparecen importantes cambios estructurales en toda la molécula. A consecuencia de la coordinación del O

2 con el hierro y de una nueva orientación de los átomos en la estructura del grupo prostético, en el bolsillo del grupo hemo cambian las posiciones de la histidina proximal y de la hélice F a la que pertenece (v. fig. 5-3). Este ligero cambio de conformación ocasiona importantes reestructuraciones en esta subunidad globina. A su vez, estas variaciones de la estructura terciaria se transmiten (e incluso amplifican) a la estructura cuaternaria global, que rota 12-15°, y tiene lugar un desplazamiento de 0,10

nm del dímero α

1β

1 en relación con el dímero α

2β

2. A causa de la asimetría inherente del tetrámero de Hb α

2β

2, estos movimentos combinados provocan cambios muy significativos en los heterodímeros α-β. Debido a cambios estructurales en la hemoglobina, como resultado de la fijación de oxígeno y otros ligandos, la afinidad para fijar las moléculas siguientes puede incrementarse (cooperación positiva) o disminuir (cooperación negativa).

La Hb puede captar hasta 4 moléculas de O

2. Debido a sus múltiples lugares de fijación de ligandos y a los cambios estructurales como respuesta a la unión, la afinidad del oxígeno y la saturación fraccional de la Hb son funciones más complejas que las de la Mb. Por tanto, la ecuación de la curva de saturación fraccional del O

2 debe modificarse así:
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donde 

n es el coeficiente de Hill. En un gráfico 

Y frente a pO

2, cuando 

n>

1, la ecuación de la fijación del ligando describe una curva de forma sigmoidea (en S) (fig. 5-4). El coeficiente de Hill se determina experimentalmente y es una medida de la cooperatividad entre los lugares de fijación de ligando, es decir, del grado en que la fijación del O

2 a una subunidad influye sobre la afinidad del O

2 a otras subunidades. En los casos de fijación con cooperatividad completa, 

n es igual al número de lugares de fijación, y ello indica que la fijación en un lugar favorece al máximo la fijación en otros lugares de la misma molécula. El valor normal del coeficiente de Hill para la Hb del adulto (

n ∼ 2,7) refleja una alta cooperatividad en la fijación del ligando. La Hb tiene una afinidad considerablemente inferior por el O

2, que se refleja en una 

P50 de 27

±

2 mmHg, comparado con la mioglobina (

P50=

4 mmHg). En ausencia de cooperatividad, y aun con múltiples lugares de fijación, el coeficiente de Hill sería de 1, es decir, la fijación de una molécula de O

2 no influiría sobre la fijación de la siguiente. Se observa una disminución o ausencia de cooperatividad en Hb mutantes que han perdido los contactos funcionales entre subunidades (tabla 5-1). La pendiente más abrupta de la curva de saturación de la Hb se sitúa en el intervalo de la pO

2 que se encuentra en la mayor parte de los tejidos (v. fig. 5-4). Por tanto, las variaciones relativamente pequeñas de la pO

2 provocan variaciones considerablemente mayores en la interacción de la Hb con el O

2. En consecuencia, los desplazamientos de la curva en uno o en otro sentido influyen considerablemente sobre la afinidad por el O

2.



Tabla 5-1 Clasificación y ejemplos de hemoglobinopatías.


En general, las hemoglobinopatías se clasifican según la alteración más destacada de la estructura, la función o la regulación. La identificación inicial de una mutación a menudo implica realizar una electroforesis o cromatografía, como se aprecia en la figura 5-9 para la HbSC, un genotipo de heterocigoto doble asociado a un fenotipo similar al de la anemia falciforme. Δ: mutante por deleción.





	Clasificación y ejemplos de hemoglobinopatías


	Clasificación
	Nombre común
	Mutación
	Frecuencia
	Alteración bioquímica
	Consecuencias clínicas



	Solubilidad anormal
	HbC
	Glu

6(β)→Lys
	Frecuente
	Cristalización celular de la proteína oxigenada; aumento de la fragilidad
	Anemia leve; esplenomegalia (aumento del tamaño del bazo)



	Disminución de la afinidad por el O

2

	Hb Titusville
	Asp

94(α)→Asn
	Muy infrecuente
	Interfase de heterodímero alterada para estabilizar el estado T, cooperatividad disminuida
	Cianosis ligera (color azulado púrpura de la piel debido a la sangre desoxigenada)



	Aumento de la afinidad por el O

2

	Hb Helsinki
	Lys

82(β)→Met
	Muy infrecuente
	Reducción de la fijación de 2,3-BPG en el estado T
	Policitemia leve (aumento del recuento de hematíes)



	Grupo hemo con hierro férrico (metahemoglobina)
	HbM Boston
	His

58(α)→Tyr
	Ocasional
	Alteración del bolsillo del grupo hemo (mutación de la His distal)
	Cianosis de la piel y las mucosas. Reducción del efecto Bohr



	Proteína inestable
	Hb Gun Hill
	Δβ91-95
	Muy infrecuente
	Plegado anormal debido a una pérdida de Leu en el bolsillo del grupo hemo y a una hélice más corta
	Formación de cuerpos de Heinz (inclusiones de Hb desnaturalizada); ictericia (coloración amarilla de la piel y la esclerótica); orina pigmentada



	Síntesis anormal
	Hb Constant Spring
	ter

142(α)→Gln
	Muy infrecuente
	Pérdida del codón de terminación; disminución de la estabilidad del ARNm
	α-talasemia (anemia hemolítica, esplenomegalia e ictericia)






El mecanismo en el que se basa la cooperatividad en la fijación de oxígeno por la hemoglobina incluye un desplazamiento entre dos conformaciones conocidas como T (tenso) y R (relajado), respectivamente. En el estado T, las interacciones entre los heterodímeros son más fuertes; en el estado R, estos enlaces no covalentes son, en conjunto, más débiles. La afinidad por el O

2 es más baja en el estado T y más alta en el estado R. La transición entre estas estructuras se acompaña de la desaparición de los enlaces no covalentes existentes y de la formación de nuevos enlaces en las interfases del heterodímero (fig. 5-6). El contacto entre los dos heterodímeros (v. fig. 5-5) se encuentra estabilizado por una combinación de enlaces de hidrógeno y de enlaces electrostáticos. En las interacciones no covalentes que caracterizan las conformaciones desoxigenada y oxigenada de la Hb participan aproximadamente 30 aminoácidos. 
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Fig. 5-6 
La hemoglobina desoxigenada y la hemoglobina oxigenada presentan distintos tipos de enlaces no covalentes. En la interfase existente entre los dos heterodímeros αβ se encuentran los residuos Asp

94(α) de la α

1-globina de un heterodímero y el Trp

37(β) y la Asn

102(β) de la β

2-globina del otro heterodímero (v. óvalo discontinuo en la fig. 5-5). Cada uno de ellos tiene en su cadena lateral átomos capaces de formar interacciones no covalentes. En el estado desoxigenado T (izquierda), la distancia entre los residuos Asp y Trp favorece un enlace de hidrógeno; en cambio, existe demasiada distancia entre Asp y Asn. A consecuencia de los cambios de conformación asociados a la transición al estado oxigenado, R (derecha), la distancia entre Asp y Trp se vuelve demasiado grande, pero la que existe entre Asp y Asn es compatible con la formación de un nuevo enlace de hidrógeno. En otros lugares de esta interfase se forman y se destruyen otros enlaces. Entre los monómeros α

2- y β

1- de globina hay un alineamiento idéntico de los residuos, así como también de interacciones no covalentes. Las distancias se muestran en nm. Los enlaces de hidrógeno suelen tener 0,27-0,31

nm de longitud.








Se han desarrollado varios modelos para describir la transición entre los estados T y R de la Hb. En un extremo se encuentra el modelo en el que cada subunidad Hb responde de modo secuencial a la fijación de O

2 con un cambio de conformación, permitiendo así la aparición de intermediarios híbridos de los estados T y R. En el otro extremo se encuentra un modelo en que todas las cuatro subunidades cambian de manera concertada; no se permiten los estados híbridos y la fijación de O

2 desplaza el equilibrio entre los estados T y R. Se han estudiado las estructuras moleculares de la hemoglobina desoxigenada y completa o parcialmente ligadas mediante un amplio espectro de técnicas termodinámicas y cinéticas. Sin embargo, los progresos realizados para reconciliar las incongruencias entre modelos clásicos y más recientes han sido lentos. 
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La oximetría de pulso es un método no invasivo de estimación de la saturación de O

2 de la Hb arterial. Este método se basa en dos principios físicos: en primer lugar, las características en el espectro visible y de infrarrojos de la oxi-Hb y la desoxi-Hb son distintas; en segundo lugar, el flujo de sangre arterial tiene un componente pulsátil que es resultado de los cambios de volumen que ocurren con cada latido cardíaco. Las determinaciones de la transmisión o reflectancia se hacen en una zona de tejido translúcido que tenga un flujo sanguíneo razonablemente bueno, con frecuencia un dedo de la mano, un dedo del pie o la oreja en adultos y niños, o el pie o la mano en los lactantes. El fotodetector y el microprocesador del oxímetro de pulso permiten calcular la saturación de oxígeno (SpO

2=

saturación del oxígeno periférico) que generalmente muestra un valor de 4-6% del hallado en la gasometría de sangre arterial. La oximetría de pulso se utiliza para monitorizar el estado cardiopulmonar durante la anestesia general y local, en las unidades de cuidados intensivos y neonatales, y durante el transporte de los pacientes. Los movimientos corporales, la luz ambiental, el aumento de la bilirrubina y las uñas artificiales o pintadas pueden interferir con la lectura de la oximetría de pulso. Los instrumentos convencionales de dos longitudes de ondas «asumen» que las mediciones ópticas están asociadas con las hemoglobinas oxigenadas y desoxigenadas; no pueden discriminar entre oxi-, carboxi- y met-Hb. Sin embargo, tecnologías más recientes usan 6 u 8 longitudes de onda y permiten distinguir entre múltiples especies de Hb, con una exactitud del

±

2,0% y una precisión de

±

1,0%.













Modulación alostérica de la afinidad de la hemoglobina por el oxígeno


Proteínas y efectores alostéricos

La Hb es uno de los mejores ejemplos estudiados de proteína alostérica, es decir, de una proteína que, bajo la influencia de pequeñas moléculas, muestra variaciones de su afinidad a un ligando (o sustrato) (v. también cap. 6 y fig. 6-11). Estas pequeñas moléculas, denominadas efectores alostéricos (lo que significa «otros sitios o lugares»), se fijan a las proteínas en lugares espacialmente distintos de los lugares de fijación de los ligandos. A través de efectos conformacionales de largo alcance, los efectores alteran la afinidad de fijación a la proteína del ligando o sustrato. Las proteínas alostéricas suelen estar formadas por varias subunidades. La afinidad de fijación de O

2 por la Hb está influida positivamente por el O

2, así como por diversos efectores alostéricos químicamente diversos, como H

+, CO

2 o 2,3-bisfosfoglicerato (2,3-BPG) (fig. 5-7). Cuando un efector alostérico afecta a su propia fijación a la proteína (en otros lugares), el proceso se denomina «homotrópico» (p. ej., el efecto de la fijación de O

2 en un lugar de la Hb aumenta, asimismo, la afinidad de fijación de O

2 a otros lugares de la Hb). Cuando el efector alostérico es diferente del ligando cuya fijación se altera, el proceso se denomina entonces «heterotrópico» (p. ej., el efecto de los H

+ sobre la 

P50 para la fijación del oxígeno a la Hb. Estas interacciones ocasionan desplazamientos horizontales de las curvas de fijación del O

2 (v. fig. 5-7).
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Fig. 5-7 
Los efectores alostéricos disminuyen la afinidad de la hemoglobina por el oxígeno. La interacción del O

2 con la Hb está regulada por efectores alostéricos. Bajo condiciones fisiológicas, la HbA del adulto presenta una curva de saturación de O

2 con un alto grado de cooperatividad. Al aumentar la concentración intraeritrocitaria de algún efector alostérico, H

+, CO

2 o 2,3-bisfosfoglicerato (2,3-BPG), la curva se desplaza hacia la derecha (posición B), lo que indica una disminución de la afinidad por el O

2 (aumento del valor de 

P50). Las acciones de los efectores que modulan la afinidad por el O

2 parecen ser aditivas. Por el contrario, la disminución de cualquiera de los efectores alostéricos desplaza la curva a la izquierda (posición A). El aumento de la temperatura también desplaza la curva a la derecha. La sensibilidad de la saturación de O

2 a la concentración de H

+ se conoce como efecto Bohr. Las áreas sombreadas indican los intervalos normales de O

2 medido en los capilares de los tejidos pulmonar y periférico.











Efecto Bohr

La afinidad de la Hb por el O

2 es muy sensible al pH, un fenómeno conocido como efecto Bohr. La forma más fácil de describirlo es como un desplazamiento a la derecha de la curva de saturación del O

2 cuando disminuye el pH. Por tanto, un aumento de la concentración de H

+ (disminución del pH) favorece el aumento de 

P50 (menor afinidad) para la fijación del O

2 a la Hb, equivalente a un desplazamiento dependiente de H

+ de la Hb del estado R al estado T.

Para entender el efecto Bohr a nivel de la estructura proteica y valorar el papel de los H

+ como efectores alostéricos heterotrópicos, es importante recordar que la Hb es una molécula muy cargada. Los residuos que participan en el efecto Bohr incluyen el grupo amino de la Val 

N-terminal de las cadenas α-globina y la cadena lateral de la His C-terminal de la β-globina. Los valores de p

Ka de estos ácidos débiles difieren lo suficiente entre las formas desoxigenada y oxigenada de la Hb para hacer que la desoxigenada capte 1,2-2,4 protones, comparado con el tetrámero oxigenado. 


La identificación de residuos de aminoácidos específicos de las a y b globulinas que participan en el efecto Bohr se complica por las interacciones diferenciales de otros solutos cargados con desoxi- y oxi-Hb. Así, una fijación preferencial de un anión dado, por ejemplo Cl

– y/o fosfatos orgánicos, a la Hb desoxigenada implica la alteración de los p

Ks de algunos grupos catiónicos, contribuyendo así al efecto Bohr en su conjunto. Por ejemplo, existen suficientes datos que demuestran que la Val

1(α

) sólo es relevante para el efecto Bohr en presencia de Cl

–. El p

Ka de este grupo se desplaza de 8,0 en la Hb desoxigenada a 7,25 en la Hb ligada en presencia de Cl

– a la concentración fisiológica (∼100

mmol/l). Además, la participación de los grupos Val

1(α) en el efecto Bohr dependiente de cloruro, está muy modulada por CO

2, debido a la formación de aductos de CO

2 (carbamino) de la Hb (debajo).

Cuando la Hb fija O

2, se disocian protones de algunos grupos ácidos débiles. En cambio, en un medio ácido, la adición de protones a las bases conjugadas inhibe la fijación de O

2. Durante su circulación entre los alvéolos pulmonares y los capilares de los tejidos periféricos, los hematíes se encuentran con unas condiciones muy distintas de pO

2 y de pH. La elevada pO

2 presente en el pulmón favorece la saturación del ligando y fuerza a los protones de la molécula de Hb a estabilizar el estado R. En el lecho capilar (especialmente en los tejidos metabólicamente activos), el pH es ligeramente menor debido a la producción de metabolitos ácidos (p. ej., lactato). Al entrar en este ambiente, la Hb oxigenada adquiere algunos protones «en exceso» y pasa al estado T, favoreciendo así la liberación de O

2 para que sea captado para el metabolismo aerobio de los tejidos.




Efectos del CO2 y la temperatura

Muy similar al efecto Bohr es la capacidad del CO

2 para alterar la afinidad de la Hb por el O

2. Igual que el efecto alostérico negativo de los H

+, el aumento de pCO

2 en los capilares venosos disminuye la afinidad de la Hb por el O

2. Por tanto, al aumentar la pCO

2, la curva de saturación del ligando se desplaza hacia la derecha. Debe destacarse que el efector alostérico es el CO

2, no el HCO

32. El CO

2 reacciona de modo reversible con los grupos amino N-terminales no protonados de los polipéptidos de globina para formar carbamino-aductos:
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Esta modificación química covalente transitoria de la Hb constituye no sólo un ejemplo especializado de control alostérico, dando como resultado la estabilización de la Hb desoxigenada, sino que también representa una forma de transporte de CO

2 al pulmón para ser eliminado del organismo. Entre el 5 y el 10% del contenido total de CO

2 de la sangre se encuentra en forma de aductos de CO

2 (carbamino).

Existe una buena correlación fisiológica entre la pCO

2 y la afinidad de la Hb por el O

2. El CO

2 es un producto importante de la oxidación mitocondrial y, al igual que los H

+, es especialmente abundante en los tejidos metabólicamente activos. Al difundir a la sangre, el CO

2 puede reaccionar con la Hb oxigenada, desplazando el equilibrio hacia el estado T y, por tanto, favoreciendo la disociación del O

2 fijado (v. fig. 5-7). Sin embargo, en presencia de la anhidrasa carbónica de los hematíes, la inmensa mayoría del CO

2 de los tejidos periféricos se hidrata y forma ácido carbónico (H

2CO

3), un ácido débil que se disocia parcialmente en H

+ y HCO

3–:
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El desequilibrio entre el suministro y la demanda de sangre entera y la disponibilidad y utilización de concentrados de glóbulos rojos apuntan a una crisis inminente y a la necesidad de desarrollar alternativas. Los sustitutos de los glóbulos rojos son alternativas a las transfusiones, potencialmente útiles durante intervenciones quirúrgicas importantes y en emergencias de shock hemorrágico. Se han investigado 3 tipos de transportadores artificiales de O

2: transportadores de oxígeno basados en Hb (HBOC), Hb encapsulada en liposomas y emulsión en perfluorocarbono. Los HBOC son hemoglobinas obtenidas de fuentes alogénicas, xenogénicas o recombinantes que han sido modificadas por polimerización, entrecruzamiento o conjugación. Estas modificaciones facilitan la purificación y la esterilización, a la vez que minimizan la toxicidad y la inmunogenicidad. También son necesarias para estabilizar los tetrámeros de Hb acelulares, ya que si no la hemoglobina se disocia en dímeros y monómeros en el plasma y se excreta en la orina.

Gracias a un amplia evaluación clínica se han obtenido varias HBOC. Una de ellas es la HBOC-201, una Hb bovina polimerizada con glutaraldehído, que se ha aprobado para su uso en humanos en Sudáfrica para la anemia aguda secundaria en procedimientos quirúrgicos. Una Hb polimerizada, piridoxilada humana se encuentra en la fase 3 de estudio clínico en Estados Unidos, pero se ha despertado la alarma sobre la seguridad del producto y la ética del protocolo. Una HBOC conjugada, en que los residuos superficiales de Lys de la Hb humana se han ligado a polietilenglicol, ha completado la fase 2 de la investigación. Las formas polimerizadas tienen una afinidad por el O

2 (

P50) en el intervalo de 16-38 mmHg y un cooperatividad reducida (

n ∼1,3-2,1); la Hb conjugada presenta una afinidad muy elevada por el O

2 (5-6 mmHg), un coeficiente de Hill de 1,2 y un efecto Bohr la mitad de una Hb natural.

Los HBOC presentan con frecuencia efectos adversos. Así, tiene lugar un aumento de la vasoconstricción con la subsiguiente hipertensión, como resultado de la unión de óxido nítrico (NO) a la Hb acelular y una alteración de la estimulación de la liberación de catecolaminas. Otros problemas incluyen el aumento de la oxidación del hemo dando met-Hb, una elevación de los depósitos de hierro en los tejidos, alteraciones gastrointestinales, neurotoxicidad e interferencia con medidas de diagnóstico. La ingeniería molecular de la Hb humana, actualmente en desarrollo en algunos laboratorios, intenta mejorar la captación de O

2, las propiedades alostéricas y los efectos secundarios de las HBOC. 








Cabe destacar que tanto en la formación de aductos carbamino como en las reacciones de hidratación/disociación relacionadas con el CO

2, se generan protones; así, estos protones pueden participar en el efecto Bohr y facilitar el intercambio O

2-CO

2. Durante su retorno a los pulmones, la sangre transporta dos formas de CO

2: carbamino-hemoglobina y la par ácido-base conjugada H

2CO

3/HCO

3–. En esta situación, la sangre y la Hb se hallan expuestas a una baja pCO

2 y, por la ley de acción de masas, la formación de aductos carbamino se invierte y se favorece de nuevo la fijación de O

2. De modo similar, en los capilares del pulmón la anhidrasa carbónica de los hematíes convierte el H

2CO

3 en CO

2 y H

2O, que son espirados hacia la atmósfera.

El trabajo muscular da como productos metabólicos del metabolismo aerobio los efectores alostéricos H

+ y CO

2, y también libera calor. Puesto que la fijación del O

2 al grupo hemo es un proceso exotérmico, la afinidad de la Hb por el O

2 disminuye al aumentar la temperatura. Por tanto, el microambiente correspondiente a un músculo en ejercicio favorece profundamente una liberación más eficaz a los tejidos adyacentes del O

2 fijado a la Hb.




Efecto del 2,3-bisfosfoglicerato

El 2,3-bisfosfoglicerato (2,3-BPG), un compuesto orgánico, es otro importante modulador de la afinidad de la Hb por el O

2. El 2,3-BPG es sintetizado en los hematíes humanos en una derivación de la vía glucolítica (capítulo 12). Al igual que los H

+ y el CO

2, el 2,3-BPG es un efector alostérico negativo indispensable que, cuando está fijado a la Hb, causa un acusado aumento de la 

P50 (v. fig. 5-7). Si no fuese por la elevada concentración de 2,3-BPG (∼4,1

mmol/l, casi igual a la de la Hb), la curva de saturación de O

2 de la Hb se parecería mucho a la curva de la Mb.

En un extremo del doble eje de simetría del interior de la estructura cuaternaria de la Hb se encuentra una hendidura poco profunda que está definida por los aminoácidos catiónicos de las subunidades β-globina yuxtapuestas (fig. 5-8). Una molécula de 2,3-BPG se fija en esta localización. Una consecuencia importante de las diferencias de conformación existentes entre los estados T y R es que la Hb desoxigenada interacciona preferentemente con el 2,3-BPG cargado negativamente. Las múltiples interacciones electrostáticas estabilizan el complejo formado por el efector polianiónico y la Hb desoxigenada. En la Hb totalmente oxigenada, la hendidura es demasiado estrecha para alojar el 2,3-BPG.
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Fig. 5-8 
El 2,3-bisfosfoglicerato se une preferentemente a la hemoglobina desoxigenada. En la superficie del tetrámero de la Hb desoxigenada del lugar en que interaccionan las dos globinas β (magenta claro), existe una hendidura formada por el residuo aminoácido 

N-terminal (Val

1(β)) y las cadenas laterales de His

2(β), Lys

82(β) e His

143(β) (modelos bolas y varillas). Este locus está formado por ocho grupos catiónicos y es suficiente para fijar con alta afinidad una molécula de 2,3-BPG (modelo de bolas y varillas; fósforo, naranja), molécula que a pH fisiológico presenta cinco grupos aniónicos. Esta disposición de cargas positivas no existe en la Hb oxigenada. En la Hb fetal (HbF), la His

143(β) está sustituida por un residuo de Ser.








La importancia del 2,3-BPG como efector alostérico también está subrayada por las observaciones de que su concentración en los hematíes cambia en respuesta a diversos estados fisiológicos y patológicos. Durante la hipoxia crónica (disminución de la pO

2), la concentración de 2,3-BPG aumenta como efecto secundario de la enfermedad pulmonar, la anemia o el shock. Estos incrementos compensadores del 2,3-BPG también se han descrito en fumadores de cigarrillos y en la adaptación a la altura. El resultado neto es una mayor estabilización del estado desoxigenado T de baja afinidad, así como el posterior desplazamiento a la derecha de la curva de saturación, lo que facilita una mayor liberación de O

2 a los tejidos. Bajo la mayor parte de las circunstancias, este desplazamiento a la derecha tiene un efecto insignificante sobre la saturación de O

2 de la Hb en los pulmones.






Temas seleccionados


Interacción de la hemoglobina con el óxido nítrico

El óxido nítrico (NO) es un radical libre gaseoso capaz de causar modificaciones oxidativas (nitración, nitrosación, nitrosilación) de macromoléculas biológicas. Esta molécula muy reactiva, también conocida como factor relajante derivado del endotelio (EDRF), se sintetiza en las células endoteliales y participa en la fisiología vascular normal, incluidas la vasodilatación (músculo liso), la hemostasis (plaquetas) y la expresión de las moléculas de adhesión (células endoteliales) (v. cuadro en pág. 76). Los eritrocitos son el mayor depósito intravascular de NO bioactivo y la Hb es indispensable para su formación, almacenamiento y liberación. La SNO-Hb es el producto de la 

S-nitrosilación de las cadenas laterales Cys

93β de la Hb. Estos grupos tiol de la Cys pueden aceptar NO por transferencia del 

S-nitrosoglutatión intracelular o del NO ligado al grupo hemo (nitrosil-Hb). El NO se libera por intercambio desde la SON-Hb a las cadenas laterales de Cys del intercambiador aniónico 1, una proteína de la membrana del eritrocito que puede liberar NO al plasma. La formación y descomposición de la SON-Hb es sensible al pO

2, al estado de desoxigenación/oxigenación y a la transición del estado conformacional T al R; la SON-Hb también fija el O

2 con más fuerza.

Otro proceso importante que tiene lugar en el interior del eritrocito es la conversión de nitrito (NO

2–) a NO regulada alostéricamente, y que es una reacción realizada por la Hb desoxigenada. Esta actividad «nitrito reductasa» intrínseca se aprovecha de la moderada concentración de NO

2– en el eritrocito (hasta 0,3

μmol/l). Aunque la química sea compleja, se cree que esta reacción transcurre mediante un intermediario lábil de la Hb, una nitrosil-met Hb (férrica), que es la molécula que realmente transfiere el NO a la Cys

93(β) en la Hb oxigenada.
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El mal de altura agudo (MAA) se desarrolla en individuos que ascienden rápidamente a condiciones ambientales de hipoxia hipobárica. Los síntomas incluyen falta de aliento, ritmo cardíaco acelerado, dolor de cabeza, náuseas, anorexia y trastornos del sueño. Puede desarrollarse a altitudes de 2.000 m (incidencia de un 25%) y más elevadas, como de 4.000 m o más (incidencia de un 50%). La forma más grave es el edema cerebral de gran altura (incidencia de un 2%), un estado potencialmente mortal caracterizado por ataxia y otros problemas neuromusculares y neurológicos. A 4.000 m la presión barométrica es de 460 mmHg, llegando a una presión ambiental parcial de O

2 de 96 mmHg (nivel del mar, 160). Los cálculos fisiológicos dan valores de pO

2 traqueal de 86 mmHg (nivel del mar, 149), una pO

2 alveolar de 50 mmHg (nivel del mar, 105) y una pO

2 arterial de 45 mmHg (nivel del mar, 100). A esta presión arterial parcial de O

2, la saturación de Hb sólo es del 81% (v. fig. 5-4). En consecuencia, la capacidad de transporte de O

2 de la sangre arterial disminuye a ∼160 ml/l (nivel del mar, 198). La hipoxia también puede llevar a una excesiva perfusión de los lechos vasculares, un derrame endotelial y edema. Los seres humanos se adaptan a grandes alturas (aclimatación) mediante varios mecanismos. La hiperventilación es una respuesta crítica a corto plazo que sirve para disminuir la pCO

2 alveolar y, al mismo tiempo, aumentar la pO

2 alveolar. El pH arterial también aumenta durante la hiperventilación, llevando a una mayor afinidad de la Hb por el O

2. También tiene lugar un aumento gradual de 2,3-BPG como respuesta a una hipoxia crónica. Otro mecanismo adaptativo importante es la policitemia, un aumento en la concentración de eritrocitos resultado de la estimulación de la eritropoyetina de las células de la médula ósea. En una semana de aclimatación, la concentración de Hb puede aumentar hasta un 20% para aportar un contenido de O

2 arterial casi normal.









Neuroglobina y citoglobina: hemoglobinas minoritarias de los mamíferos

Recientemente se han identificado otras dos globinas en humanos. La neuroglobina (Ngb) se expresa sobre todo en el sistema nervioso central y algunos tejidos endocrinos; la citoglobina (Cygb) está omnipresente, principalmente en células de origen fibloblástico. Las concentraciones hísticas de ambos son

<

1

mmol/l. El polipéptido Ngb tiene 151 residuos de aminoácidos (16.933 Da), mientras que Cygb contiene 190 residuos (21.405 Da) con «extensiones» de 20 aminoácidos en los extremos N- y C-terminales (v. fig. 5-1). Ambas proteínas humanas comparten aproximadamente sólo un 25% de la secuencia de la Mb y la Hb. No obstante, presentan todos los elementos clave del dominio de la globina: el 

sandwich de 3 sobre 3 hélices α; los residuos de His proximal y distal, y el bolsillo hidrófobo qua alberga el grupo hemo.

A diferencia de la Mb y la Hb, la Ngb y la Cygb contienen grupos hemo hexacoordinados para los dos estados de valencia del hierro Fe

2+ y Fe

3+. La HisE7 distal, que sirve como el sexto ligando, tiene que ser desplazada para permitir la unión del O

2. Aun así las afinidades por el O

2 de la Ngb y Cygb son sorprendentemente altas, con valores de 

P50 en el intervalo de 1-7,5 mmHg y de 0,7-1,8 mmHg respectivamente, en comparación con una 

P50 ≈27 mmHg para la Hb. La unión del O

2 a la Cygb dimérica es cooperativa (coeficiente de Hill, 1,2-1,7), pero independiente del pH. Por otro lado, la Ngb monomérica presenta una afinidad por el O

2 dependiente del pH. Las funciones de estas globinas minoritarias siguen siendo poco claras. La Ngb parece ser comparable a la Mb, mediando la difusión del O

2 a la mitocondria de la retina. La Cygb podría funcionar como un cofactor enzimático, aportando O

2 para la hidroxilación de las cadenas laterales Pro y Lys en algunas proteínas.
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Al centro médico estudiantil llega una estudiante con espasmos musculares graves en los brazos, entumecimiento en las extremidades, que se siente algo mareada y con dificultades respiratorias. La paciente ha hecho ejercicio vigoroso para intentar quitarse el estrés de los exámenes inminentes, cuando de repente experimentó una respiración rápida y forzada. Sospechando hiperventilación, un sanitario empezó a tranquilizar a la estudiante y le ayudó a recuperarse, haciéndole respirar en una bolsa de papel. Después de 20 minutos los espasmos desaparecieron, recuperó la sensibilidad en los dedos y remitieron los mareos.


Comentario. La hiperventilación alveolar es una respiración prolongada, profunda y anormalmente rápida que causa una alcalosis respiratoria, es decir, la acusada disminución de la pCO

2 y el aumento del pH sanguíneo atribuibles a un aumento de la pérdida de CO

2. Al disminuir [CO] y [H

+], dos efectores alostéricos de la fijación y liberación de O

2, la afinidad de la hemoglobina por el O

2 aumenta lo suficiente para reducir la eficacia del suministro de O

2 a los tejidos periféricos, incluido el sistema nervioso central. Otra característica de la alcalosis es la disminución de la concentración plasmática de calcio ionizado, una situación que contribuye a la aparición de calambres y espasmos musculares. En general, la hiperventilación se desencadena por trastornos como la hipoxemia, las enfermedades cardíacas y pulmonares, los trastornos metabólicos, algunos fármacos y ansiedad.










Variantes normales de la hemoglobina

Más del 95% de la Hb de los seres humanos adultos es HbA, con una composición de subunidades de globina α

2β

2. La HbA

2 representa el 2-3% de la hemoglobina total y su composición polipeptídica es α

2δ

2. La HbA

2 aumenta en la β-talasemia, una enfermedad caracterizada por una deficiencia de la biosíntesis de globina β. Funcionalmente, estas dos hemoglobinas de adultos son indistinguibles. Por tanto, no debe sorprender que las mutaciones del gen que codifica la globina δ no tengan consecuencias clínicas.

Otra Hb minoritaria es la Hb fetal (HbF); sus subunidades son α globina y γ globina. Aunque no representa más del 1% de la Hb del adulto, la HbF es la que predomina en el feto (segundo y tercer trimestres de la gestación) y en el recién nacido. Un cambio génico 

(switching) en el cromosoma 11 hace que las concentraciones de HbF disminuyan al poco tiempo de nacer. La diferencia funcional más notable entre la HbF y la HbA es la disminución de la sensibilidad al 2,3-bisfosfoglicerato (2,3-BPG). La comparación de las estructuras primarias de los polipéptidos β y γ revela que la His

143β está sustituida por una Ser en la globina γ (fig. 5-1). Por tanto, no existen dos de los grupos catiónicos que participan en la fijación del efector alostérico aniónico (v. fig. 5-8). Previsiblemente, la interacción del 2,3-BPG con la HbF es más débil, lo que se asocia a un aumento de la afinidad por el O

2 (

P50 de 19 mmHg para la HbF comparado con 27 mmHg para la HbA) y a una mayor estabilización del estado oxigenado R. El beneficio directo de este cambio estructural y funcional de la isoforma HbF es una transferencia más eficiente de O

2 desde la HbA materna a la HbF fetal (v. fig. 5-4). La separación de ésta y otras variantes Hb en el laboratorio clínico se realiza mediante análisis electroforético y cromatográfico (fig. 5-9).
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Fig. 5-9 
Las hemoglobinas normales y anormales pueden separarse por electroforesis y cromatografía. (A) Se muestra la electroforesis en acetato de celulosa (pH, 8,4) de muestras de sangre obtenidas para las pruebas de detección neonatal. Esta técnica rápida permite la identificación provisional de la HbS y la HbC, dos hemoglobinas mutantes observadas con frecuencia en la población afroamericana. Para un diagnóstico definitivo es necesario hacer pruebas adicionales. AF: recién nacido sano; AS: niño con rasgo falciforme; FS: recién nacido con anemia falciforme; SC: recién nacido heterocigoto doble con anemia falciforme. (B) Este trazado ilustra una cromatografía líquida de alta presión (HPLC) con una fase sólida constituida por un intercambiador catiónico, una técnica capaz de separar y cuantificar más de 40 hemoglobinas. Puede utilizarse también para determinar la HbA

1c, una proteína glucosilada que proporciona información sobre la progresión y el tratamiento de la diabetes mellitus. También se muestra el perfil de elución de la Hb G Filadelfia (Asn

68(α) → Lys), una variante común y benigna que en la electroforesis migra junto con la HbS.











Anemia falciforme (drepanocitosis), una hemoglobinopatía común

La anemia falciforme o drepanocitosis es una alteración hereditaria de la estructura de la Hb que se caracteriza por una tendencia de los eritrocitos a distorsionarse y a limitar el flujo sanguíneo en los capilares. Clínicamente, un paciente con anemia falciforme presenta episodios intermitentes de anemia hemolítica como resultado de una rotura crónica de los hematíes y crisis vasooclusivas dolorosas. Entre otras características también son frecuentes los trastornos del crecimiento, una mayor susceptibilidad a las infecciones y múltiples lesiones de órganos. En la población afroamericana, la anemia falciforme afecta a 70 de cada 75.000 individuos, lo que indica una frecuencia de ∼0,2%. Los heterocigotos, en su mayoría portadores asintomáticos, alcanzan el 8% de esta misma población. En algunas regiones de África ecuatorial la prevalencia de la anemia falciforme llega al 40%.

La anemia falciforme está causada por una mutación hereditaria de una sola base en el gen que codifica la β-globina, lo que lleva a la expresión de la variante HbS de la Hb. En efecto, la HbS se ha estudiado por métodos biofísicos, bioquímicos y genéticamente durante más de 50 años, haciendo de la anemia falciforme el paradigma clásico de una enfermedad molecular. La mutación en concreto es Glu

6(β)→Val: un aminoácido cargado, localizado en la superficie, es reemplazado por un residuo hidrófobo. La Valina en la subunidad β-globina mutante cabe en un bolsillo complementario (llamado a veces «parche pegajoso») formado en la subunidad β-globina de una molécula de Hb desoxigenada, un bolsillo que resulta expuesto sólo cuando en los capilares de los tejidos se libera el O

2 fijado.

La HbA sigue siendo un soluto verdadero a concentraciones bastante elevadas, en gran medida porque presenta una superficie exterior polar que es compatible y no reactiva con las moléculas de Hb cercanas. En cambio, la HbS desoxigenada es menos soluble. Por ello, forma largos polímeros filamentosos que precipitan fácilmente, distorsionando la morfología de los hematíes y haciéndoles adoptar la característica forma de hoz 

(falciformes). En el individuo homocigoto con anemia falciforme (HbS/HbS), el complejo proceso de la nucleación y polimerización ocurre rápidamente, con lo que presentan rasgos falciformes cerca del 10% de los hematíes circulantes. En cambio, en el paciente heterocigoto (HbA/HbS, rasgo drepanocítico), la cinética de formación de eritrocitos en forma de hoz está reducida por un factor de al menos 1.000, lo que explica el carácter asintomático de este genotipo. En una disolución diluida, la HbS presenta interacciones con el O

2 (valor de 

P50, coeficiente de Hill) que son similares a las de la HbA. Sin embargo, el efecto Bohr sobre la HbS concentrada es más importante, lo que hace que se libere más O

2 en los capilares y que aumente la tendencia a presentar anemia falciforme.
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En una región rural, un niño de 4 meses es admitido en el servicio de urgencias local debido a episodios de convulsiones, dificultades respiratorias y vómitos. La piel y las membranas mucosas están azuladas, lo que indica cianosis. El análisis de la sangre arterial revela un color marrón chocolate, pO

2 normal, saturación de O

2 del 60% y una concentración de met-Hb (hemo-férrico) del 35%. La posible causa de la metahemoglobinemia fue agua de una fuente contaminada por una concentración de nitratos/nitritos de 34

mg/l. El paciente es tratado satisfactoriamente mediante una administración intravenosa de azul de metileno (1-2

mg/kg), que sirve para acelerar indirectamente la reducción enzimática de met-Hb a Hb normal (ferrosa) mediante la NADPH met-Hb reductasa, que normalmente es una vía minoritaria para la conversión de met-Hb a Hb.


Comentario. La met-Hb se forma cuando el hierro ferroso del grupo hemo se oxida a hierro férrico; se produce espontáneamente a baja velocidad, pero se acelera en presencia de ciertas drogas, nitritos y colorantes anilinicos. En las formas genéticas de metahemoglobinemia, la mutación de la His proximal o la distal a Tyr hace que el hierro hemo sea más susceptible a la oxidación (v. tabla 5-1). El grado de oxidación en los tetrámeros Hb puede variar desde un grupo hemo a los cuatro. Los eritrocitos contienen una NADH-citocromo 

b5 reductasa o NADH diaforasa, que es la responsable de la mayor parte de la reducción de la met-Hb. Los niños son particularmente vulnerables a la metahemoglobinemia, porque su nivel de NADH-citocromo 

b5 reductasa es la mitad del de los adultos. Además, su mayor nivel de HbF los hace más sensibles a oxidantes comparado con la HbA de los adultos.
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1C, un indicador del tratamiento de la diabetes mellitus





La sangre de un adulto contiene varias subfracciones de Hb químicamente modificadas. Una de éstas es la HbA

1c, una Hb glucosilada que normalmente está presente a concentraciones de 4-6% de la fracción HbA. La Hb glucosilada se forma 

in vivo por la unión no enzimática de la 

d-glucosa a grupos amino primarios de polipéptidos de globinas. Una reacción inicial relativamente rápida y reversible produce una aldimina lábil (una base de Schiff), la cual se convierte lentamente en una cetoamina estable (producto de Amadori). La modificación específica a HbA

1c tiene lugar en el residuo 

N-terminal de los dos polipéptidos de β-globina. La concentración de HbA

1c aumenta a la vez que la concentración media de glucosa sanguínea durante las semanas 3-6 previas; puede aumentar hasta el 14% o más en algunos pacientes con glucosa sanguínea alta. La determinación de HbA

1c se usa de forma habitual para monitorizar el control glucémico en el tratamiento de la diabetes mellitus, con el objetivo de conseguir alcanzar, para la mayoría de pacientes, unos valores de HbA

1c<

7%. Los métodos cuantitativos incluyen HPLC, espectrometría de masas y ensayos inmunoturbidimétricos. Consúltese el capítulo 21 para una explicación más detallada.






Los hematíes falciformes son menos deformables. No se pueden desplazar libremente a través de la microvasculatura y con frecuencia bloquean el flujo sanguíneo, en especial en el bazo y las articulaciones. Además, estas células pierden agua, se hacen frágiles y presentan una vida media considerablemente más corta, lo que causa hemólisis y anemia. Con la excepción de situaciones de ejercicio físico extremo, los individuos heterocigotos parecen del todo normales. Por razones que aún no se conocen, el carácter heterocigoto se asocia a un aumento de la resistencia al paludismo, en concreto al crecimiento intraeritrocitario del agente infeccioso 

Plasmodium falciparum. Esta observación representa un ejemplo de ventaja selectiva del carácter heterocigoto HbA/HbS sobre el homocigoto HbS/HbS o la persona sana HbA/HbA, y probablemente ofrece una explicación para la persistencia de la HbS en el conjunto de genes.
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Las crisis agudas vasooclusivas son el trastorno más frecuente en los pacientes con anemia falciforme. También es el motivo más habitual de tratamiento en urgencias y de ingreso hospitalario de pacientes con anemia falciforme. Los episodios de dolor vasooclusivo son impredecibles y con frecuencia son muy dolorosos e incapacitantes. El origen de este dolor progresivo se relaciona con una alteración de las propiedades reológicas y hematológicas de los hematíes, atribuibles a la polimerización y agregación de la HbS. La disfunción microvascular se precipita como resultado de una respuesta inflamatoria indicada por una elevación de las proteínas plasmáticas de fase aguda. A la larga, las respuestas vasomotoras alteradas en las arteriolas y las interacciones adhesivas entre los eritrocitos falciformes y las células endoteliales en las vénulas poscapilares restringen el flujo sanguíneo a los tejidos por todo el cuerpo.

Los datos epidemiológicos indican que el 5% de los pacientes con anemia falciforme puede sufrir 3-10 episodios de dolor intenso al año. Generalmente el dolor dura unos 5-7 días, pero una crisis grave puede causar un dolor que persiste durante semanas. Para aliviar al paciente se administran analgésicos no opiáceos, opiáceos y coadyuvantes, solos o en combinación. La gravedad y la duración del dolor son las que determinan la pauta analgésica más adecuada. Los opiáceos administrados por vía parenteral (morfina, hidromorfona, meperidina) se usan con frecuencia en el tratamiento del dolor intenso en las crisis vasooclusivas. Diversos estudios recientes sugieren opciones adicionales para el paciente y el médico: la infusión intravenosa continua de un antiinflamatorio no esteroideo (ketorolaco) y la administración epidural continua de un anestésico local (lidocaína) y de un analgésico opiáceo (fentanilo) disminuyen de modo eficaz el dolor que no responde a medidas más convencionales. Además de analgésicos, también se aplica el tratamiento con terapia de oxígeno y con fluidos.










Otras hemoglobinopatías

Se han registrado más de 900 mutaciones de los genes que codifican los polipéptidos de la globina α y β. Al igual que ocurre con la mayoría de las mutaciones, la mayor parte cursan con pocas o ninguna manifestación clínica. Sin embargo, existen varios centenares de mutaciones que causan Hb anormales y fenotipos patológicos. Las Hb mutantes o hemoglobinopatías suelen denominarse según la localización (hospital, ciudad o región geográfica) en donde se identificó por vez primera la proteína anormal. Se clasifican según el tipo de alteración estructural, el trastorno funcional y las consecuencias clínicas (tablas 5-1 y 5-2). Aunque en muchas de estas mutaciones los fenotipos son predecibles, hay otras sorprendentemente pleotrópicas respecto a su impacto sobre múltiples propiedades de la molécula de Hb. Con pocas excepciones, las variantes de Hb se heredan de modo autosómico recesivo. Asimismo, en ocasiones se identifican heterocigotos dobles (p. ej., HbSC) (v. fig. 5-9).



Tabla 5-2 Hemograma completo.


La evaluación de laboratorio automatizada de la sangre proporciona una valiosa información para el diagnóstico y el control de los problemas de salud. El hemograma completo incluye los recuentos de hematíes, leucocitos y plaquetas, así como los índices cuantitativos de los hematíes (VCM, HCM, CHCM y RDH). Los resultados describen el estado hematopoyético de la médula ósea, la presencia de anemia y su posible causa. Los datos que se muestran aquí son los característicos de un paciente con anemia ferropénica: disminución de la hemoglobina, del VCM (microcitosis) y de la HCM (hipocromía). Véanse también valores de referencia en el apéndice.





	
*M: mujer; H: hombre; fl: 10-15 l; pg: 10-12 g. Para convertir mmol Hb/l a g Hb/dl, multiplicar por 0,01611. Véanse también valores de referencia en el apéndice.





	



	Hemograma completo (CBC)


	Parámetro
	Paciente
	Valor de referencia (UI) *




	Leucocitos
	6,82

×

10

9/l
	4,0-11,0

×

10

9/l



	Hematíes
	4,78

×

10

12/l
	4,0-5,2

×

10

12/l (M); 4,5-5,9

×

10

12/l (H)



	Hemoglobina (Hb)
	6,1

mmol/l
	7,4-9,9 mmol/l (M); 8,4-10,9

mmol/l (H)



	Hematocrito (Hct)
	33,4%
	41-46% (M); 37-49% (H)



	Volumen corpuscular medio (VCM)
	71,9

fl
	80-96

fl



	Hemoglobina corpuscular media (HCM)
	21,3

pg/célula
	26-34

pg/célula



	Concentración de hemoglobina corpuscular media (CHCM)
	296

g/l
	320-360

g/l



	Intervalo de distribución de los hematíes (RDH)
	17,7%
	11,5-14,5%



	Plaquetas
	274

×

10

9/l
	150-350

×

10

9/l



	Volumen plaquetario medio (VPM)
	8,6

fl
	6,4-11,0

fl
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La movilidad de una proteína durante la electroforesis o la cromatografía está determinada por su carga y por la interacción con la matriz. Mediante tres técnicas que se utilizan con frecuencia se consigue una resolución suficiente para separar las variantes de hemoglobina que difieran de la HbA en una sola carga: electroforesis, isoelectroenfoque y cromatografía de intercambio iónico. En la figura 5-9 se muestra la separación de las Hbs por electroforesis y cromatografía. El volumen de hemolisado requerido (<100

μl) permite que estas técnicas sean adecuadas para muestras de sangre tanto de adultos como de recién nacidos. La cuantificación se efectúa mediante densitometría o bien espectrometría de absorción. Si en las pruebas de detección se detectan alteraciones, se realiza un hemograma completo (tabla 5-2), análisis adicionales de proteínas y análisis del ADN para identificar mutaciones específicas en los genes de globina.
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El hemograma completo proporciona información sobre las poblaciones celulares de la sangre y sus características. Los datos se obtienen de muestras de sangre completa mediante análisis hematológicos automatizados. Algunos instrumentos también permiten conocer el recuento diferencial de leucocitos, el recuento de reticulocitos y la morfología de los hematíes. En la tabla 5-2 se muestran los resultados de un paciente y los valores de referencia. 












Resumen

En este capítulo se estudian dos importantes proteínas que interaccionan de modo reversible con el O

2: la mioglobina (Mb), una molécula que almacena O

2 en los tejidos, y la hemoglobina (Hb), una molécula que transporta el O

2 por la sangre. Las dos proteínas emplean un antiguo dominio polipeptídico que contiene el grupo hemo para «secuestrar» el O

2 y aumentar su solubilidad. Para mantener el metabolismo aerobio, estas proteínas deben funcionar de un modo eficiente en medios bioquímicos bastante distintos. Como tetrámero de globinas, la Hb es uno de los ejemplos mejor caracterizados de cooperatividad en las interacciones con ligandos. Con una amplia variedad de moléculas efectoras, la Hb es también un prototipo de proteína alostérica. Los cambios de conformación en las estructuras terciaria y cuaternaria caracterizan la transición entre los estados desoxigenado y oxigenado. Las mutaciones de los genes de globina causan diversas variantes estructurales y funcionales, como la Hb fetal y la anemia falciforme (o drepanocitosis).


Aprendizaje activo









1. Explicar por qué algunas mutaciones genéticas de la α-globina o de la β-globina se asocian a un fenotipo patológico, mientras que la mayoría son silentes o benignas. Describir las mutaciones más difíciles de detectar.


2. Pensar en los mecanismos mediante los que un adulto con anemia falciforme (drepanocitosis) se beneficiaría de presentar una concentración de hemoglobina fetal (HbF) del 20%.


3. Numerosos transportadores de oxígeno basados en la Hb (HbOCs) presentan una sensibilidad reducida al pH y un aumento de la susceptibilidad a la oxidación. Comentar las consecuencias de una disminución del efecto Bohr en el suministro de oxígeno a la periferia, el equilibrio ácido-base de los tejidos y el transporte de CO

2 a los pulmones.


4. Resumir las observaciones en animales experimentales en los que el gen que codifica la mioglobina ha sido anulado.
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Base de datos de las variaciones de la hemoglobina humana y de la talasemia (vínculos a páginas que describen las hemoglobinopatías humanas y la talasemia): http://globin.cse.psu.edu/globin/hbvar


Anemia y eritrocitos (presentación detallada en cinco partes del patólogo E. Uthman).


▪ Células sanguíneas y CBC: http://web2.airmail.net/uthman/blood_cells.html



▪ Anemia: consecuencias fisiopatológicas, clasificación e investigación clínica: http://web2.airmail.net/uthman/anemia/anemia.html



▪ Anemias nutricionales y enfermedad de la anemia crónica: http://web2.airmail.net/uthman/nutritional_anemia/nutritional_anemia.html



▪ Anemias hemolíticas: http://web2.airmail.net/uthman/hemolytic_anemia/hemolytic_anemia.html



▪ Hemoglobinopatías y talasemias: http://web2.airmail.net/uthman/hemoglobinopathy/hemoglobinopathy.html






Centro de información de la anemia drepanocítica (contenido exhaustivo para pacientes y profesionales): www.scinfo.org.

Animaciones:



▪ Examen interactivo (en formato Jmol) de la hemoglobina y las estructuras hemo, la fijación de oxígeno y el impacto de la mutación de la anemia drepanocítica. Recursos de visualización molecular, University of Massachusetts: http://www.umass.edu/molvis/tutorials/hemoglobin



▪ Curso en profundidad (en formato Jmol) de las estructuras de la mioglobina y de la fijación al ligando. © Interactive Concepts in Biochemistry, Science Technologies, John Wiley & Sons Publishers: http://www3.interscience.wiley.com:8100/legacy/college/boyer/0471661791/structure/HbMb/hbmb.htm
















6. Proteínas catalíticas-enzimas

J. Fujii



Objetivos de aprendizaje


Tras leer este capítulo, el lector debe ser capaz de:



▪ Describir las características de las reacciones enzimáticas desde el punto de vista de la energía libre, el equilibrio y la cinética.


▪ Explicar la estructura y la composición de las enzimas, incluido el papel de los cofactores, así como los estados que afectan a las reacciones enzimáticas.


▪ Describir la cinética enzimática según la ecuación de Michaelis-Menten y la importancia de la constante de Michaelis (

Km).


▪ Describir los elementos de la estructura enzimática que explican su especificidad de sustrato y su actividad catalítica.


▪ Describir los mecanismos reguladores que afectan a las reacciones enzimáticas, incluida la regulación por efectores alostéricos y la modificación covalente.


▪ Diferenciar los principales tipos de inhibición enzimática según la cinética enzimática.


▪ Discutir la utilización terapéutica de los inhibidores enzimáticos y la utilidad diagnóstica de los análisis clínicos enzimáticos.









Introducción

Casi todas las funciones biológicas se realizan gracias a reacciones químicas catalizadas por catalizadores biológicos llamados enzimas. Un metabolismo eficaz está controlado por unas vías metabólicas ordenadas, secuenciales y ramificadas. Las enzimas sólo pueden acelerar reacciones bajo condiciones fisiológicas, a 37

°C y con un pH neutro. Sin embargo, una enzima no puede alterar el equilibrio de una reacción, sólo puede acelerar la velocidad de la misma por disminución de la energía de activación de la reacción (fig. 6-1). La regulación de las actividades enzimáticas permite al metabolismo adaptarse rápidamente a los cambios. Aunque casi todas las enzimas son proteínas, algunas moléculas de ácido ribonucleico (denominadas ribozimas) presentan también actividad catalítica (cap. 32). Según el análisis del genoma humano, se estima que aproximadamente una cuarta parte de los genes humanos codifican enzimas que catalizan reacciones metabólicas.
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Fig. 6-1 
Perfil de reacción en las reacciones enzimáticas y no enzimáticas. Los principios básicos de una reacción que está catalizada por una enzima son los mismos que los de cualquier reacción química. Cuando ocurre una reacción química, el sustrato debe adquirir una energía de activación hasta un punto denominado «estado de transición de la reacción», que posee un nivel de energía máximo. Dado que el estado de transición de la reacción catalizada por la enzima tiene una energía menor que en la reacción no catalizada, aquélla puede ocurrir más rápidamente. Complejo ES: complejo enzima-sustrato; complejo EP: complejo enzima-producto.











Reacciones enzimáticas


Factores que afectan a las reacciones enzimáticas


Efecto de la temperatura

En el caso de un catalizador inorgánico, la velocidad de reacción aumenta con la temperatura del sistema y la temperatura elevada puede utilizarse para acelerar una reacción. Por contraste, las enzimas normalmente funcionan como catalizadores a una temperatura constante (ambiente o corporal). Sin embargo, en ensayos 

in vitro, la actividad enzimática aumenta con la temperatura, pero luego disminuye con una temperatura más alta. Por tanto, las enzimas muestran una temperatura óptima 

in vitro. Esto sucede porque las enzimas, igual que todas las proteínas, se desnaturalizan a temperatura alta y pierden actividad. 





Efecto del pH

Toda enzima tiene un pH óptimo, puesto que en las reacciones catalíticas participan aminoácidos ionizables (como histidina, glutamato y cisteína). Las enzimas citosólicas tienen un pH óptimo en el intervalo de pH 7-8. La pepsina, secretada por las células gástricas y que actúa en el jugo gástrico, tiene un pH óptimo de 1,5-2,0; la tripsina y la quimiotripsina tienen un pH óptimo alcalino, compatible con su actividad digestiva en el jugo pancreático alcalino; las enzimas lisosomales tienen un pH óptimo ácido. La sensibilidad al pH de las enzimas se debe al efecto del pH sobre la carga iónica de las cadenas laterales de aminoácidos de las enzimas. Diversos solutos, como sustratos, productos, iones metálicos y moléculas reguladoras, también afectan a la velocidad de las reacciones enzimáticas.






Definición de actividad enzimática

A efectos de estandarización, la actividad de una enzima se mide bajo condiciones definidas (temperatura, pH, concentración de tampón, sustrato y coenzima). La tasa o velocidad 

(v) de una reacción enzimática bajo estas condiciones se define como la velocidad de conversión del sustrato en producto por unidad de tiempo. Una unidad de enzima es una medida de la cantidad de enzima. La unidad internacional (UI) utilizada habitualmente para una enzima es la cantidad que cataliza la conversión de un micromol de sustrato en producto por minuto (1 UI

=

1 μmol/min). El 

katal es una unidad internacional para la cantidad de enzima que cataliza la conversión de 1

mol de sustrato en 1

mol de producto por segundo (1 kat

=

1 mol/s). Dado que el katal generalmente es una cifra muy pequeña, como unidad estándar de actividad se utiliza con mayor frecuencia la unidad internacional, una cifra mucho mayor.

La actividad específica de una enzima, una medida de la actividad por cantidad de proteína, se expresa en μmol/min/mg de proteína o UI/mg de proteína. La actividad específica de las enzimas es muy variable entre los tejidos, depende de su función metabólica. Por ejemplo, las enzimas para la síntesis del colesterol tienen una actividad específica (UI/mg de tejido) más elevada en el hígado que en el músculo, lo que coincide con el papel del hígado en la biosíntesis del colesterol. La actividad específica de una enzima es útil para calcular su pureza; a mayor actividad específica de una enzima, mayor es su pureza u homogeneidad.


La especificidad de reacción y la especificidad de sustrato están determinadas por la estructura del centro activo

La mayoría de las enzimas son muy específicas tanto para el tipo de reacción que catalizan como para el tipo de sustrato. La especificidad de reacción (es decir, la reacción catalizada por la enzima) está determinada químicamente por los residuos aminoácidos que se encuentran en el centro catalítico de la enzima. En general, el centro activo de la enzima está formado por el lugar de fijación del sustrato y por el centro catalítico. La especificidad de sustrato está determinada por el tamaño, la estructura, las cargas, la polaridad y el carácter hidrófobo de su lugar de fijación. Esto se debe a que, como primer paso de la reacción, el sustrato debe fijarse al centro activo y preparar así la catálisis. Las enzimas muy específicas (p. ej., la catalasa y la ureasa, que degradan el H

2O

2 y la urea, respectivamente) catalizan sólo una reacción química específica, pero algunas enzimas tienen una especificidad de sustrato más amplia. Las serina proteasas constituyen un ejemplo característico de este grupo de enzimas. Se trata de una familia de enzimas estrechamente relacionadas (p. ej., enzimas pancreáticas, quimiotripsina, tripsina y elastasa) que en el centro catalítico contienen un residuo de serina reactivo. Estas enzimas catalizan la hidrólisis de los enlaces peptídicos de la proteína, cuando el lado carboxilo del enlace es aportado sólo por determinados aminoácidos. Aunque tienen unas estructuras y mecanismos catalíticos similares, a causa de los rasgos estructurales del centro de fijación del sustrato, sus especificidades de sustrato son muy distintas (fig. 6-2).
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Fig. 6-2 
Características de los centros de fijación del sustrato en la quimotripsina, tripsina y elastasa (serina proteasas). En la quimotripsina, un bolsillo hidrófobo se fija a residuos de aminoácidos aromáticos como la fenilalanina (Phe). En la tripsina, en el centro de fijación del sustrato la carga negativa del residuo aspartato favorece la escisión en el lado carboxilo de residuos de arginina (Arg) y de lisina (Lys) cargados positivamente. En la elastasa, las cadenas laterales de valina y treonina bloquean el centro de fijación del sustrato y permiten la fijación de aminoácidos de cadenas laterales pequeñas o sin cadena lateral como la glicina (Gly).








Las isoenzimas son enzimas que catalizan la misma reacción, pero tienen una estructura primaria y/o composición subunitaria diferentes. En el suero se determinan para diagnóstico las concentraciones de algunas enzimas e isoenzimas específicas de tejidos (fig. 6-3 y tabla 6-1). 
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Fig. 6-3 
Patrones densitométricos de las isoenzimas de la LDH en el suero de pacientes con diagnóstico de infarto de miocardio o de hepatitis aguda. Las isoenzimas (que difieren ligeramente de carga) son separadas por electroforesis en acetato de celulosa, visualizadas mediante un sustrato cromogénico y cuantificadas por densitometría. En estos pacientes también aumenta la actividad total de la LDH sérica. La hemólisis libera LDH de los hematíes y repercute sobre el diagnóstico, por lo que las muestras de sangre han de manejarse con cuidado. La determinación de la LDH para el diagnóstico del infarto de miocardio ha sido sustituida actualmente por análisis de las concentraciones plasmáticas de troponina.










Tabla 6-1 Algunas enzimas utilizadas en el diagnóstico clínico de enfermedades.




	ALT: alanina aminotransferasa; AST: aspartato aminotransferasa; CK: creatina fosfocinasa; GGT: gamma-glutamil-transferasa; LDH: lactato deshidrogenasa.


	Algunas enzimas utilizadas en el diagnóstico clínico de enfermedades


	Enzima
	Tejido
	Uso diagnóstico



	AST
	Corazón, músculo esquelético, hígado, cerebro
	Hepatopatía



	ALT
	Hígado
	Hepatopatía (p. ej., hepatitis) (ALT

>

AST)



	Amilasa
	Páncreas, glándulas salivales
	Pancreatitis aguda, obstrucción biliar



	CK
	Músculo esquelético, corazón, cerebro
	Distrofia muscular, infarto de miocardio



	GGT
	Hígado
	Hepatitis, cirrosis



	LDH
	Corazón, hematíes hígado
	Linfoma, hepatitis



	Lipasa
	Páncreas
	Pancreatitis aguda, obstrucción biliar



	Fosfatasa alcalina
	Osteoblasto
	Enfermedad ósea, tumores óseos



	Fosfatasa ácida
	Próstata
	Cáncer de próstata









Nomenclatura de las enzimas

Para sistematizar las diferentes enzimas que catalizan los miles de reacciones que ocurren en el organismo es necesario contar con una clasificación. A todas las enzimas se les asigna un número de clasificación enzimática (EC, 

enzyme classification) de cuatro dígitos. El primer dígito indica una de las seis principales clases de enzimas de la tabla 6-2. Los dos dígitos siguientes indican subclases y subsubclases de sustratos; el cuarto dígito indica el número de serie de la enzima específica. La transferencia de equivalentes de reducción de un sistema redox (oxidorreducción) a otro está catalizado por oxidorreductasas (clase 1). La transferencia de otros grupos funcionales de un sustrato a otro está catalizado por transferasas (clase 2). Las hidrolasas (clase 3) catalizan la transferencia de grupo, pero la molécula aceptora es exclusivamente una molécula de agua. Las reacciones relacionadas con la adición o extracción de H

2O, NH

3 o CO

2 son catalizadas por liasas (clase 4), denominadas también sintasas. Las isomerasas (clase 5) catalizan las reacciones de isomerización recolocando los átomos de una molécula, por lo que no afectan a la composición atómica del sustrato. Las ligasas, también llamadas sintetasas (clase 6), utilizan ATP para catalizar reacciones de síntesis dependientes de energía. En general, las enzimas se citan por su nombre común, como ribonucleasa pancreática bovina, pero los números de la EC son fundamentales para algunos fines, por ejemplo, para obtener información en bancos de datos de proteínas (cap. 2) y para investigar relaciones estructura-función.



Tabla 6-2 Clasificación de las enzimas.


Principales clases de enzimas.





	Clasificación de las enzimas


	Clase
	Reacción
	Enzimas



	1. Oxidorreductasas
	Ared

+

Box→Aox

+

Bred
	Deshidrogenasas, peroxidasas



	2. Transferasas
	A—B

+

C→A

+

B—C
	Hexocinasa, transaminasas



	3. Hidrolasas
	A—B

+

H2O→A—H

+

B—OH
	Fosfatasa alcalina, tripsina



	4. Liasas (sintasas)
	A(XH)—B→A—X

+

B—H
	Anhidrasa carbónica, deshidratasa



	5. Isomerasas
	A

⇌

ISO—A
	Triosa-fosfato-isomerasa, fosfoglucomutasa



	6. Ligasas (sintetasas)
	A

+

B

+

ATP→A—B

+

ADP

+

Pi
	Piruvato-carboxilasa, ADN-ligasa
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Una mujer de 56 años ingresa en la unidad de cuidados intensivos. La paciente ha presentado febrícula durante 1 semana, con dolor torácico y disnea durante las últimas 24 horas. No se aprecian alteraciones en la radiografía de tórax ni en el electrocardiograma. Sin embargo, un análisis de sangre muestra los siguientes resultados: leucocitos, 12.100/mm

3 (valor normal, 4.000-9.000/mm

3); hematíes, 240

×

10

4/mm

3; hemoglobina, 8,6

g/dl, y lactato deshidrogenasa (LDH)

=

1.400

UI/l (valor normal, 200-400

UI/l). Las concentraciones de otras enzimas son normales. Según estos resultados, el perfil de isoenzimas de LDH y otros datos, finalmente se diagnostica un linfoma maligno.


Comentario. La LDH es una enzima tetramérica formada por dos subunidades diferentes de 35 kDa. El corazón contiene principalmente la subunidad tipo H, y el músculo esquelético y el hígado contienen sobre todo la subunidad tipo M; estas subunidades están codificadas por genes distintos. A partir de estas subunidades pueden formarse cinco tipos de isoenzimas tetraméricas: H

4 (LDH

1), H

3M

1 (LDH

2), H

2M

2 (LDH

3), H

1M

3 (LDH

4) y M

4 (LDH

5). Dado que las distribuciones de las isoenzimas difieren entre los distintos tejidos, es posible diagnosticar la lesión de un tejido haciendo un análisis de la LDH total seguido de la determinación de isoenzimas (fig. 6-3).












Funciones de las coenzimas

Las moléculas facilitadoras conocidas como coenzimas desempeñan un cometido esencial en las reacciones catalizadas por enzimas. Las enzimas con coenzimas unidas mediante enlace covalente o no covalente se denominan holoenzimas. Una holoenzima sin coenzima se denomina apoenzima. Hay dos clases de coenzimas. Las coenzimas solubles se unen de forma reversible a la fracción proteica de la enzima. Con frecuencia se modifican durante la reacción enzimática, después se disocian de la enzima y son recicladas por otra enzima; las oxidorreductasas (descritas en el cap. 9) tienen coenzimas que pueden ser oxidadas por una enzima, y después reducidas y recicladas por otra. Las coenzimas, como la coenzima A, ayudan en el transporte de intermediarios de una enzima a otra durante una secuencia de reacciones. La mayoría de coenzimas son derivados de las vitaminas. Los derivados de las vitaminas B (niacina y riboflavina) actúan como coenzimas en las reacciones de las oxidorreductasas. La estructura y la función de las coenzimas se describe en capítulos sucesivos. Los grupos prostéticos están firmemente unidos a una enzima, a menudo de forma covalente, y permanecen asociados a la enzima durante todo el ciclo catalítico. Para su actividad, algunas enzimas necesitan iones inorgánicos (metálicos) denominados con frecuencia cofactores, por ejemplo, las enzimas de la coagulación sanguínea que requieren Ca

2+ y las oxidorreductasas, que a su vez utilizan hierro, cobre y manganeso.
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Aproximadamente una cuarta parte de los genes codifica enzimas. En el total de 26.383 genes humanos, los nombres de los grupos de enzimas con número y proporción (porcentaje en paréntesis) fueron los siguientes: transferasa, 610 (2,0); sintasa y sintetasa, 313 (1,0); oxidorreductasa, 656 (2,1); liasa, 117 (0,4); ligasa, 56 (0,2); isomerasa, 163 (0,5); hidrolasa, 1.227 (4,0); cinasa, 868 (2,8), y enzima de ácido nucleico, 2.308 (7,5). Aquí se citan datos originales (Venter et al, 

Science 2001;

291:1335), por lo que la clasificación no coincide exactamente con la nomenclatura de la tabla 6-2.
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En el laboratorio clínico se determinan con frecuencia las isoenzimas con objeto diagnóstico (v. fig. 6-3). La definición de las isoenzimas a menudo es operacional, es decir, se basa en unos métodos de análisis simples y reproducibles que en ocasiones no requieren hacer un análisis preciso de la estructura de la enzima. El término «isoenzima» se utiliza a menudo para referirse a: (1) variantes genéticas de una enzima; (2) proteínas genéticamente independientes y con escasa homología; (3) heteropolímeros de dos o más cadenas polipeptídicas no unidas por enlaces covalentes; (4) enzimas no relacionadas que catalizan reacciones similares (p. ej., enzimas conjugadas con diferentes grupos prostéticos o que requieren coenzimas o cofactores distintos), y (5) formas diferentes de una cadena polipeptídica única, por ejemplo, por variación de la composición de hidratos de carbono, desaminación de aminoácidos o modificación proteolítica.











Cinética enzimática


Ecuación de Michaelis-Menten: un modelo simple de una reacción enzimática

Las reacciones enzimáticas tienen múltiples pasos y comprenden varias reacciones parciales. En 1913, mucho antes de conocerse la estructura de las proteínas, Michaelis y Menten elaboraron un modelo simple para examinar la cinética de las reacciones catalizadas por enzimas (fig. 6-4). El modelo de Michaelis-Menten supone que el sustrato S se une a la enzima E, formando un intermediario esencial, el complejo enzima-sustrato (ES), que luego reacciona en la superficie de la enzima y se descompone en E +

producto (P). El modelo presupone que E, S y ES se encuentran todos en equilibrio rápido uno respecto a otro, que se alcanza rápidamente una concentración estacionaria de ES y que la descomposición del complejo ES en E

+

P es el paso limitante de la velocidad de catálisis.
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Fig. 6-4 
Propiedades de la glucocinasa y de la hexocinasa. La glucocinasa y la hexocinasa catalizan la misma reacción: la fosforilación de la glucosa a glucosa-6-fosfato (Glc-6-P). Las enzimas presentan diferencias en sus propiedades cinéticas y tienen distribuciones hísticas y funciones fisiológicas diferentes.








La constante catalítica, 

kcat (conocida también como número de recambio) es una constante de velocidad que describe la rapidez con que una enzima cataliza una reacción. La 

kcat se define como el número de moléculas de sustrato que pueden convertirse en producto por molécula de enzima y por unidad de tiempo. La proporción de ES, en relación con el número total de moléculas de enzima [E]

t, es decir, la relación [ES]/[E]

t, limita la velocidad 

(v) de una enzima, de manera que:
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Puesto que E, S y ES se encuentran todos en equilibrio químico, la enzima alcanza una velocidad máxima (

Vmax) a concentraciones de sustrato [S] muy elevadas (saturantes), cuando [ES] ≈ [E]

t. Por tanto:
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Para la disociación del complejo ES, la ley de acción de masas implica:
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Teniendo en cuenta que:
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puede demostrarse que:
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Por tanto, el valor de 

v se obtiene así:

[image: B9788480867306000064/si6.gif is missing]




Puesto que 

kcat [E]

t corresponde a la velocidad máxima, 

Vmax, que se alcanza a altas concentraciones de sustrato, obtenemos la ecuación de Michaelis-Menten:
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El análisis de las ecuaciones anteriores indica que la constante de Michaelis (

Km) se expresa en unidades de concentración y que corresponde a la concentración de sustrato en que 

v es el 50% de la velocidad máxima, es decir, 

[image: B9788480867306000064/si8.gif is missing].

El modelo de Michaelis-Menten se basa en las siguientes suposiciones:


▪ E, S y ES están en un equilibrio rápido.


▪ Aparte de E y ES, no hay otras formas presentes de la enzima.


▪ La conversión de ES en E +

P es un paso irreversible y limitante. Si bien todas las reacciones catalizadas por enzimas en teoría son reversibles, normalmente las velocidades iniciales se miden, es decir, cuando la concentración de producto y, por tanto, la reacción inversa, es insignificante.







[image: B9788480867306000064/icon01-9788480867306.jpg is missing] Isoenzimas: glucocinasa y hexocinasa






La hexocinasa cataliza en todas las células el primer paso del metabolismo de la glucosa, la reacción de fosforilación de la glucosa por el trifosfato de adenosina (ATP) para formar glucosa-6-fosfato (Glc-6-P):

[image: B9788480867306000064/si9.gif is missing]




Esta enzima tiene una baja 

Km para la glucosa (0,2

mmol/l) y es inhibida alostéricamente por su producto, Glc-6-P. Puesto que las concentraciones normales de glucosa en sangre son de aproximadamente 5

mmol/l y las concentraciones intracelulares de 0,2-2

mmol/l, la hexocinasa cataliza de modo eficaz esta reacción (50-90% de Vmax) bajo condiciones normales (p. ej., en el músculo).

Los hepatocitos (que almacenan glucosa en forma de glucógeno) y las células β del páncreas (que regulan el consumo de glucosa en los tejidos y su almacenamiento en el hígado mediante la secreción de insulina), contienen una isoenzima denominada glucocinasa. La glucocinasa cataliza la misma reacción que la hexocinasa, pero tiene una 

Km más alta para la glucosa (10

mmol/l) y no está inhibida por la Glc-6-P. Dado que la glucocinasa tiene una 

Km muy superior a la hexocinasa, a medida que las concentraciones de glucosa en sangre aumentan después de una comida, la glucocinasa fosforila la glucosa de un modo cada vez más eficaz (v. fig. 6-4). Una de las funciones fisiológicas de la glucocinasa en el hígado es proporcionar Glc-6-P para la síntesis de glucógeno (una forma de almacenamiento de la glucosa). En las células β del páncreas, la glucocinasa funciona como sensor de glucosa y determina el umbral de secreción de la insulina. Los ratones que no tienen glucocinasa en las células β pancreáticas mueren a causa de hiperglucemia profunda durante los primeros 3 días tras nacer (su páncreas no secreta insulina; v. también cap. 21). 








Se han desarrollado modelos cinéticos similares para describir la cinética de enzimas con múltiples sustratos y productos.


Utilización de las representaciones de Lineweaver-Burk y Eadie-Hofstee para calcular la 

Km y la 

Vmax


En una gráfica de la velocidad de reacción frente a la concentración de sustrato, la primera se acerca a la velocidad máxima (

Vmax) de modo asintótico (fig. 6-5 A), por lo que es difícil obtener unos valores precisos para 

Vmax y, por tanto, de 

Km (concentración de sustrato requerida para obtener la mitad de la actividad máxima) por extrapolación simple. Para solucionar este problema, se han desarrollado varias transformaciones lineales de la ecuación de Michaelis-Menten.
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Fig. 6-5 
Curvas de cinética enzimática. Representaciones cinéticas de las propiedades enzimáticas. (A) Representación de Michaelis-Menten de velocidad 

(v) frente a concentración de sustrato [S]. (B) Representación de Lineweaver-Burk. (C) Representación de Eadie-Hofstee.











Representación de Lineweaver-Burk

La representación de Lineweaver-Burk (o de dobles recíprocos) se obtiene tomando la ecuación recíproca de la ecuación de Michaelis-Menten en estado estacionario (fig. 6-5 B). Reorganizando la ecuación, obtenemos:
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Esta ecuación proporciona una línea recta (

y=

m

x +

b), con 

y=

1/

v, 

x=

1/[S], m, pendiente; b, intersección con 

y. Por tanto, una curva de 1/

v frente a 1/[S] (fig. 6-5 B) tiene una pendiente de 

Km/

Vmax, una intersección 1/

v de 1/

Vmax, y una intersección 1/[S] de –1/

Km. Aunque la representación de Lineweaver-Burk se utiliza mucho en el análisis cinético de las reacciones enzimáticas, el hecho de calcular los valores recíprocos de los datos induce a que un pequeño error experimental, especialmente a concentraciones de sustrato bajas, puede provocar un gran error en los valores de 

Km y de 

Vmax determinados gráficamente. Una desventaja adicional es que los datos importantes obtenidos a altas concentraciones de sustrato se concentran en una región estrecha cerca del eje 1/

v.




Representación de Eadie-Hofstee

Una segunda forma lineal muy utilizada de la ecuación de Michaelis-Menten es la representación de Eadie-Hofstee (fig. 6-5 C), que se describe mediante la siguiente ecuación:
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[image: B9788480867306000064/icon02-9788480867306.jpg is missing] Determinación de la actividad enzimática en muestras clínicas





En los laboratorios clínicos, la actividad enzimática se mide en presencia de concentraciones saturantes sustrato(s) y de coenzima. Se registran las velocidades iniciales para minimizar los errores que resultan de la reacción inversa. Bajo estas condiciones 

v ≈ 

Vmax, la actividad enzimática es directamente proporcional a la concentración de enzima. La cantidad de enzima (actividad enzimática) se expresa habitualmente en UI/ml de plasma, suero o líquido cefalorraquídeo, más que por mg de proteína. Para las comparaciones interlaboratorio, deben estandarizarse las condiciones del análisis enzimático (p. ej., las concentraciones utilizadas de sustrato y coenzima, el tampón y su concentración, los iones y la fuerza iónica, el pH y la temperatura). La mayor parte de las muestras clínicas se recogen en ayunas, lo que asegura la constancia en la determinación de sustancias cuya concentración pueda variar durante el día o de otros (glucosa, lípidos) cuyas concentraciones varían según sea la ingestión de alimentos. Las muestras lipémicas son turbias y pueden ofrecer datos no fiables por fluorometría o espectrometría. Para evitar estos problemas, pueden extraerse los lípidos de las muestras clínicas con un disolvente orgánico.






En este caso, la curva de 

v frente a 

v/[S] tiene un eje de 

y (intersección de 

v) de 

Vmax, una intersección del eje de 

x (

v/[S]) de 

Vmax/

Km y una pendiente de –

Km. La representación de Eadie-Hofstee no comprime los datos a concentraciones elevadas de sustrato.








Mecanismo de acción enzimática

El mecanismo de acción de las enzimas varía significativamente. En algunos casos, la catálisis se realiza sobre el sustrato ligado, sin una interacción covalente estable entre enzima y sustrato. En otros casos se forma, y luego se libera, un intermediario covalente con la enzima y en otros toda la acción tiene lugar en una coenzima que forma un enlace covalente con el sustrato. En otros capítulos del libro se describen los mecanismos de acción de varias enzimas.

Las serina proteasas (v. fig. 6-2) son un ejemplo de enzimas que forman un intermediario covalente con sus sustratos. Estas enzimas escinden los enlaces peptídicos en las proteínas y, como sucede en todas las reacciones enzimáticas, en la reacción catalizada por enzimas participan grupos funcionales en las cadenas laterales de aminoácidos. En la familia de las serina proteasas, un residuo de serina en el centro activo cataliza la escisión del enlace peptídico. El grupo funcional en la serina, un alcohol primario, no es uno de los grupos funcionales más reactivos en química orgánica. Para potenciar su actividad en las serina proteasas, este residuo de serina forma parte de una «tríada catalítica», en el caso de la quimiotripsina: Asp102, His57 y Ser195 (fig. 6-6). Las interacciones concertadas de los enlaces de hidrógeno entre estos aminoácidos aumentan la nucleofilicidad del residuo de serina para que pueda atacar al átomo de carbono carbonilo del enlace peptídico del sustrato. La quimiotripsina es específica para la escisión en el lado carboxilo de los enlaces peptídicos que contienen aminoácidos aromáticos, como la fenilalanina. En la figura 6-7 se presenta el mecanismo de la reacción enzimática, que muestra la formación y escisión de un intermediario ligado a una enzima.
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Fig. 6-6 
Modelo esquemático de una tríada catalítica de una serina proteasa.
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Fig. 6-7 
Mecanismo de acción de la quimiotripsina. El residuo de serina del centro activo ataca al grupo carbonilo del enlace peptídico en el lado carboxilo de un residuo de fenilalanina. El péptido carboxiterminal se libera y el péptido aminoterminal sigue siendo un intermediario ligado a la enzima, el péptido aminoterminal unido con la fenilalanina carboxiterminal esterificada al centro activo del residuo de serina. El enlace éster es hidrolizado en el segundo paso de la reacción para liberar el péptido aminoterminal y regenerar enzima activa.








La tripsina y la elastasa, otras dos enzimas digestivas con diferentes especificidades de aminoácidos, son similares a la quimiotripsina en muchos sentidos. Alrededor del 40% de las secuencias de aminoácidos de las tres enzimas son idénticas y sus estructuras tridimensionales son muy similares. Las tres enzimas contienen la tríada catalítica aspartato-histidina-serina y son inactivadas por la reacción de fluorofosfatos con el residuo de serina activo. El gas neurotóxico (diisopropilfluorofosfato) forma un éster serina-diisopropilfosfato estéricamente obstaculizado, que es hidrolizado muy lentamente.




Inhibición enzimática


Las enzimas pueden inhibirse de diferentes formas

Entre las numerosas sustancias que afectan a los procesos metabólicos, los inhibidores enzimáticos tienen una especial importancia. Naturales o sintéticos, muchos fármacos actúan como inhibidores enzimáticos. Además, los metabolitos de estos compuestos también pueden inhibir la actividad enzimática. Aunque la mayor parte de los inhibidores enzimáticos tienen una acción reversible, también existen inhibidores irreversibles que modifican permanentemente las enzimas diana. Mediante las representaciones de Lineweaver-Burk es posible distinguir tres formas de inhibición reversible: competitiva, acompetitiva y no competitiva. 



Los inhibidores competitivos producen un aumento aparente de la 

Km, sin modificar la 

Vmax


Una enzima puede ser inhibida competitivamente por sustancias cuya estructura química es similar a la del sustrato. Estos compuestos se unen en el centro activo y compiten con el sustrato por el centro activo de la enzima; causan un aumento aparente en K

m, pero ningún cambio en V

max (fig. 6-8). La inhibición no es el resultado de un efecto sobre la actividad enzimática, sino del acceso del sustrato al centro activo. El esquema de reacción de la inhibición competitiva es:
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Fig. 6-8 
Inhibición enzimática competitiva. (A) Representación de velocidad frente a concentración de sustrato. (B) Mecanismo de la inhibición competitiva. (C) Representación de Lineweaver-Burk en presencia de un inhibidor competitivo. (D) Representación de Eadie-Hofstee en presencia de un inhibidor competitivo. 

K’

m es la 

Km aparente en presencia del inhibidor.
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[image: B9788480867306000064/icon03-9788480867306.jpg is missing] Tratamiento de la hipertensión con un inhibidor de la enzima conversora de angiotensina (ECA)






Un hombre de 50 años acude al hospital con fatiga general, rigidez de hombro y cefalea. Mide 1,80 m y pesa 84

kg. La presión arterial es de 196/98 mmHg (valor normal, inferior a 140/90 mmHg; valor óptimo, inferior a 120/80 mmHg) y la frecuencia del pulso de 74. Se diagnostica hipertensión y se administra captopril (un IECA). A los 5 días de tratamiento la presión arterial es casi normal.


Comentario. En el riñón, la renina convierte el angiotensinógeno en angiotensina I, que luego es escindida proteolíticamente a angiotensina II por la enzima convertidora de angiotensina (ECA). La angiotensina II aumenta la retención de fluidos renales y de electrólitos, lo que contribuye a la aparición de hipertensión. En consecuencia, la inhibición de la actividad de la ECA es un objetivo importante del tratamiento de la hipertensión. El captopril inhibe competitivamente la ECA y reduce la presión arterial (v. también cap. 23).









[image: B9788480867306000064/icon03-9788480867306.jpg is missing] La intoxicación por metanol puede tratarse mediante la administración de etanol






Un hombre de 46 años acude a urgencias 7

h después de haber consumido una gran cantidad de alcohol ilegal. No ve con claridad y presenta dolor abdominal y dorsalgia. Las pruebas de laboratorio indican acidosis metabólica grave, osmolalidad sérica de 465

mmol/kg (intervalo de referencia, 285-295

mmol/kg), y concentración sérica de metanol, 4,93

g/l (156

mmol/l). Mediante un tratamiento enérgico (goteo de etanol, bicarbonato y hemodiálisis) sobrevive y recupera la visión.


Comentario. La intoxicación por metanol es infrecuente aunque muy peligrosa. La intoxicación por etilenglicol es más habitual y presenta unas características clínicas similares. En la intoxicación por metanol, el síntoma inicial más importante son los trastornos visuales. En estos pacientes, los resultados de laboratorio consisten en acidosis metabólica grave y del aumento de la concentración plasmática de soluto (metanol). El metanol es metabolizado lentamente a formaldehído, que, a continuación, es metabolizado con rapidez a formato gracias a la alcohol-deshidrogenasa. Durante la intoxicación por metanol se acumula formato, que es el responsable de la acidosis metabólica observada en los estadios más precoces. A causa de la inhibición de la respiración por el formato, en estadios posteriores también puede acumularse lactato. El etanol es metabolizado por la alcohol-deshidrogenasa, que se fija al etanol con una afinidad mucho mayor que el metanol o el etilenglicol. Por tanto, el etanol es un agente útil para conseguir una inhibición competitiva e impedir que el metanol y el etilenglicol sean metabolizados a compuestos tóxicos. El metanol y el etilenglicol no metabolizados se excretan gradualmente por la orina. Así, junto con la administración de álcalis para combatir la acidosis y la hemodiálisis para eliminar el metanol y sus metabolitos tóxicos, el tratamiento precoz con etanol se asocia a un buen pronóstico. 








La constante de inhibición (

Ki) es la constante de disociación del complejo enzima-inhibidor (EI) y cuanto menor es la 

K

i, más eficiente es la inhibición de la actividad enzimática. Sin embargo, independientemente de la 

Ki, la velocidad de la reacción catalizada por una enzima en presencia de un inhibidor competitivo puede aumentar al incrementarse la concentración de sustrato, porque el sustrato, a una concentración más alta, compite de forma más eficaz con el inhibidor.




En la inhibición acompetitiva disminuyen tanto la 

Km como la 

Vmax


Un inhibidor acompetitivo se fija al complejo enzima-sustrato, pero no a la enzima libre. La siguiente ecuación muestra el esquema de reacción de la inhibición acompetitiva. En este caso, 

Ki es la constante de disociación para el complejo enzima-sustrato-inhibidor (ESI).
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El inhibidor causa una disminución de la 

Vmax, puesto que una fracción del complejo enzima-sustrato es desviada por el inhibidor hacia el complejo ESI inactivo. La unión del inhibidor y el aumento del complejo ESI también pueden afectar a la disociación del sustrato, causando un descenso aparente de la 

Km, es decir, un aumento aparente de la afinidad por el sustrato.




En la inhibición no competitiva disminuye la 

Vmax


Un inhibidor no competitivo puede fijarse tanto a la enzima libre como al complejo enzima-sustrato. Por tanto, la inhibición no competitiva es más compleja que otros tipos de inhibición. La siguiente ecuación muestra el esquema de reacción observada para la inhibición no competitiva.
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Muchos fármacos y venenos inhiben las enzimas de modo irreversible

Las prostaglandinas son unos mediadores fundamentales de la inflamación. Bajo condiciones de inflamación, su síntesis es iniciada por una oxidación (mediada por la ciclooxigenasa) y posterior ciclación de araquidonato (cap. 40). Los compuestos que inhiben la ciclooxigenasa presentan actividad antiinflamatoria. El ácido acetilsalicílico, uno de los fármacos más conocidos, inhibe la actividad de la ciclooxigenasa acetilando la Ser

530, lo cual bloquea el acceso del araquidonato al centro activo de la enzima. Otros antiinflamatorios no esteroideos (AINE), como la indometacina, inhiben a la ciclooxigenasa de modo reversible bloqueando el lugar de unión del araquidonato.



[image: B9788480867306000064/icon01-9788480867306.jpg is missing] Inhibición enzimática: inhibición del estado de transición y sustrato suicida






Las enzimas catalizan reacciones induciendo el estado de transición de la reacción. Por tanto, debe ser posible construir moléculas que se fijen muy fuertemente a la enzima simulando el estado de transición del sustrato. Los estados de transición en sí no pueden aislarse, puesto que no constituyen una distribución estable de átomos y porque algunos enlaces sólo se forman o se rompen parcialmente. Sin embargo, en el caso de algunas enzimas pueden sintetizarse unos análogos que son estables y que presentan aún algunos de los rasgos estructurales del estado de transición.

La penicilina (fig. 6-9) es un buen ejemplo de un análogo del estado de transición. La penicilina inhibe la transpeptidasa que entrecruza las tiras de peptidoglucanos de la pared bacteriana (el último paso de la síntesis de la pared celular de las bacterias). Posee un anillo lactámico de 4 miembros que simula el estado de transición del sustrato normal. Cuando la penicilina se fija al centro activo de la enzima, se abre su anillo lactámico y se forma un enlace covalente con un residuo de serina presente en el centro activo. La penicilina es un potente inhibidor irreversible de la síntesis de la pared bacteriana y hace que las bacterias sean osmóticamente frágiles e incapaces de sobrevivir en el organismo.
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Fig. 6-9 
Estructura de la penicilina que muestra el enlace peptídico reactivo del anillo β-lactámico y la estructura central de las cefalosporinas. Las penicilinas contienen un anillo β-lactámico junto con un anillo de tiazolidina. Asimismo, las cefalosporinas son otra clase de compuestos que contienen el anillo β-lactámico fusionado con un anillo dihidrotiazínico de seis miembros. Debido a su eficacia y a la ausencia de toxicidad, los compuestos β-lactámicos se utilizan con frecuencia como antibióticos. Las bacterias con β-lactamasa (que destruye el anillo β-lactámico) son resistentes a estos antibióticos.














El disulfiram es un fármaco que se usa en el tratamiento del alcoholismo. El alcohol es metabolizado en dos pasos hasta convertirse en ácido acético. La primera enzima, la alcohol-deshidrogenasa, produce acetaldehído, que es convertido en ácido acético por la aldehído-deshidrogenasa. Esta última enzima tiene un residuo de cisteína en el centro activo que es modificado irreversiblemente por el disulfiram, provocando una acumulación de alcohol y de acetaldehído en la sangre. Los pacientes que toman disulfiram se encuentran mal a causa de la acumulación de acetaldehído en la sangre y los tejidos, lo que les lleva a evitar el consumo de alcohol. 


Los reactivos alquilantes, como la yodoacetamida (ICH

2CONH

2), modifican el residuo de la cisteína esencial del centro activo e inhiben así de modo irreversible la actividad catalítica de algunas enzimas. Los metales pesados, como las sales de mercurio y de plomo, también inhiben enzimas con residuos sulfhidrilo en el centro activo. Los aductos de mercurio a menudo son reversibles mediante compuestos tioles. En la ingestión accidental de metales pesados, como antídoto a veces se administran huevos o clara de huevo; la proteína de la clara del huevo, la ovoalbúmina, es rica en grupos sulfhidrilo, atrapa los iones de metales libres e impide que se absorban en el tracto gastrointestinal.

En muchos casos se utilizan inhibidores irreversibles para identificar los residuos aminoácidos del centro activo que participan en la catálisis enzimática y, asimismo, para conocer mejor su mecanismo de acción. Por secuenciación o análisis espectrométrico de masas del péptido modificado, es posible identificar el residuo aminoácido específico que ha sido modificado por el inhibidor y que participa en la catálisis.
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