Estructura Proteica

Primera Parte

Una macromolécula es, concretamente, una
molécula grande. Una macromolécula biolé-
gica es una molécula grande y compleja que
tiene una funcién bioldgica. Las proteinas son
macromoléculas bioldgicas. Estdn formadas
por miles de dtomos.

Las proteinas tienen una estructura tridi-
mensional (3D) compleja:

Estdn formadas por una o més cadenas de
aminodcidos. Son polimeros de aminodci-
dos. Los aminodcidos de cada cadena estin
unidos por enlaces quimicos conocidos
como enlaces peptidico.

El conocimiento acabado de la estructura co-
valente de las proteinas llev6 afos de discusio-
nes y, la mds cruda aplicacién del método
cientifico basado en la prueba experimental, los
modelos y las ideas.

Hoy en dia sabemos que la secuencia en la
que estdn dispuestos los aminodcidos de una
proteina es crucial, es extremadamente infor-
mativa y determina la geometria y, por lo
tanto, la estructura 3D de esta proteina.
Dicho de otro modo, la secuencia determina
el recorrido de la cadena de aminodcidos en
el espacio y la topologia de la proteina. Sabe-
mos que las secuencias de aminodcidos que tie-
nen la capacidad de plegarse para dar proteinas son sélo una parte pequena de todas las
secuencias de aminodcidos posibles. Por esto, las proteinas son un subconjunto muy especial
dentro del conjunto de los polipéptidos.

Uno de los problemas mds importantes que tratamos de resolver es que, por ahora, tenemos
s6lo algunos indicios acerca de cémo estd codificada esa informacién que determina la es-
tructura en la secuencia de aminodcidos. También tenemos algunos indicios de que parte de
la secuencia es importante para la adquisicién de estructura 3D y que otra parte no lo es.

Las proteinas pueden cambiar de conformacién, pueden plegarse y desplegarse, pueden desor-
ganizarse. El nimero de conformaciones posibles que una proteina, con una secuencia dada,
puede adoptar es increiblemente alto, debido a que muchas de las uniones entre dtomos tienen
cierta libertad para rotar. Sin embargo, cada proteina en condiciones adecuadas de temperatura,
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por ejemplo a 25°C, y solvente, el medio en el que estd, por ejemplo, agua, adquiere espontdne-
amente una tnica conformacién muy bien definida. En esas condiciones esa estructura es, ener-
géticamente, la mds estable y tiene una organizacién extrema. A esta estructura la llamamos
estructura nativa. Nativa porque es la estructura que, en principio, no sélo estd bien plegada, sino
que adquiere la proteina tanto en un tubo de ensayo, completamente, aislada de otras moléculas
como en el entorno biolégico, por ejemplo, el interior de una célula. En el caso de la mayor parte
de las proteinas, la funcién bioldgica estd
asociada a la estructura nativa.

Hoy en dia podemos decir con certeza
que uno de los avances mds emocionan-
tes de la ciencia fue la posibilidad de de-
terminar la estructura de una proteina
con alta resolucién. Contar con estruc-
turas, brinda la posibilidad de entender
mecanismos biolégicos de enfermeda-
des y disefiar firmacos racionalmente,
por indicar dos de las tantas e importan-
tes aplicaciones.

En la actualidad existen inicamente
dos métodos que permiten hacerlo. La
cristalografia de rayos X y la espectros-
copia de resonancia magnética nuclear
(RMN). Como todo, cada método
tiene ventajas y desventajas. En ambos
casos los cientificos (cristalégrafos, en
un caso y espectroscopistas, en el otro)
usan muchas (muchisimas) piezas de
informacién (tal cual un detective)
para crear un modelo de la macromo-
lécula a escala atémica. Esas piezas son,
efectivamente, los datos experimentales
acerca de la estructura de la macromo-
lécula. Los datos experimentales son
probablemente lo mds importante con
que cuenta un cientifico. Para los cris-
talégrafos estos datos son los patrones
de difraccién de rayos X que se produ-
cen como consecuencia de la dispersién
de fotones de alta energia cuando el haz
de rayos X impacta con un cristal de las
proteinas, més especificamente, cuando
los fotones son desviados por la presen-
cia de los electrones de las macromolé-
culas que forman el cristal. Para los
espectroscopistas de RMN son restric-
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Estructura de la mioglobina publicada Estructura de la mioglobina publicada
por J. Kendrew y colaboradores por H. P. Hersleth y colaboradores
en el afio 1959 en el afio 2008

5 Figura 1-1. Comparacion de dos modelos de la mioglobina. El modelo de la derecha construido por J. Kendrew y colaboradores
¢ enelano 1959. El modelo de la izquierda fue publicado por H.P Hersleth en ano 2008. La imagen de este tiltimo fire preparada
+ usando el programa de visualizacion de estructuras SwissPDBviewer

. J

ciones de distancias y dngulos entre nucleos
atémicos. Una tercera metodologia, la micros-
copia electrénica permite obtener imdgenes de
la forma general de una macromolécula o de
un complejo de macromoléculas. Es usada en
conjunto con las anteriormente mencionadas.
En este caso los datos son las imdgenes obteni-
das mediante el estudio del impacto de electro-
nes sobre la macromolécula.

En laactualidad existen bases de datos de estruc-
turas obtenidas por estas técnicas y, su acceso es re-
lativamente sencillo y gratuito. Una de las mds
importantes es la PDB, o Protein data Bank (en es-
pafiol Banco de Datos de Proteinas) un portal en
el que podemos encontrar miles de estructuras.
Cada modelo experimental se deposita en forma
de un enorme archivo con las coordenadas espaciales de cada uno de los dtomos. El crecimiento constante
de esta base de datos es consecuencia del trabajo de numerosos cientificos. En esta base de datos podemos
encontrar estructuras de proteinas y dcidos nucleicos relacionadas con los procesos fundamentales en
biologfa. También podemos encontrar estructuras de complejos macromoleculares (mds de una molécula)
Nos podemos encontrar, por ejemplo, con la estructura del ribosoma completo o incluso con la estructura
de un virus. La visualizacién de estas estructuras puede hacerse utilizando programas computacionales
de distribucién gratuita. Vale la pena aprender algunas cosas mds mientras lo hacemos.

10
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El problema de la escala:

Distancias e intervalos de tiempo

¢Cudnto mide una proteina? ;En qué rango de tiempo ocurren los procesos relacionados
con los cambios conformacionales?

Estas son dos preguntas importantes. Aunque mds adelante nos preguntaremos c6mo po-
demos hacer para medir el tamano de una proteina o la velocidad del proceso de plegado,
por ahora, serd mds que importante entender que, por lo general, se trata de objetos relati-
vamente pequenos.

. 7 ~ >
¢Cudn pequenos?

La hemoglobina humana, la proteina que transporta oxigeno y diéxido de carbono en la
sangre, por ¢jemplo, es relativamente esférica y tiene un radio de aproximadamente
35,0 Angstrém o 0,0000000035 metros.

Con respecto a la escala de tiempo en la que transcurren los procesos que involucran cambios
conformacionales, es importante notar que se trata de una escala muy expandida, que va desde
los picosegundos (ps), como es el caso de
movimientos de rotacién a través de un en-

-
OO (O
lace (1ps =0,000000000001=1x10""%s), pa- 2‘ &*

sando por los mlcrosegundos (},IS, 1}15 1x10 ) Rotaciones no impedidas estéticamente

el plegado de las proteinas que se pliegan mds de cadenas lacerales 2 WSS
riapidamente y la escala se extiende hasta los P fgrr e‘g;;‘(‘)’: Sfoﬁgglas y
minutos, horas e incluso dias con las prote- f

inas de plegado mds lento y con los procesos | %

de agregacion que incluyen, por ejemplo, la
formacién de fibrillas amiloideas y que de- | 4" *
nen tanta importancia en salud humana. En | (por inceracciones de
este Ultimo caso un gran ntimero de mo- | ven der Waaly)
léculas interaccionan formando estructuras
complejas; la conformacion de las protei- | Formacion de una hélice o,

nas que forman este tipo de agregados Y ¢
suele ser una conformacién alternativa a la Formacién de una horquilla B Plegado de proteinas
nativa (Figura 1-2).

>

Figura 1-2. La escala de tiempo para los distintos procesos que
incluyen cambios conformacionales. )

.

Representacién de la estructura proteica
(Primera Parte)

Por ahora no nos hemos detenido a analizar cémo representamos estructuras tan
complejas como las de las proteinas, que pueden estar formadas por miles de dtomos.
Existen varias formas de hacerlo. Dependiendo de qué tipo de andlisis queramos hacer
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nos convendrd una forma u otra.

Necesitaremos un sistema de coordenadas
para darle posicién a cada dtomo en el espacio,
independientemente, del tipo de representa-
cién. El sistema de coordenadas mas comun-
mente usado es el cartesiano, donde para cada
dtomo tendremos coordenadas x, y; z

Por lo general cuando representemos a los
dtomo, por ejemplo, a cada dtomo como una
esfera y cada enlace covalente como un cilin-
dro, tendremos que utilizar un cédigo de
color para poder diferenciar cada tipo de
atomo. Casi siempre se usa una convencion
en la que los dtomos de nitrégeno se colorean
en azul; los de oxigeno, en rojo; los dtomos
de carbono en gris, los dtomos de azufre en
amarillo y los dtomos de hidrégeno, que con
el objetivo de simplificar los modelos no
siempre se representan, en blanco o gris claro
o celeste (Figura 1-3), no se muestran los dto-
mos de hidrégeno. Dependiendo del color
con que se visualice el fondo esta convencién
puede modificarse. En general, deberfamos
aclarar el c6digo de colores que se usa.

Este tipo de convenciones nos permite re-
correr la cadena principal y reconocer muy
facilmente el sentido N-, C- terminal del es-
queleto. Si bien a fines pricticos por ahora
nos alcanza con este tipo de representacion,
es importante notar que estas esferas 7o re-
presentan los volimenes reales de los d&tomos.

Mis adelante recurriremos a modelos mds
realistas en los que representaremos los volu-
menes relativos de cada uno de los 4tomos
(Figura 1-4); estos modelos, mds complejos,
serdn muy dtiles, por ejemplo, cuando nos
interese identificar el grado en el que los 4to-
mos estdn empaquetados o identificar cavi-
dades, huecos o espacios vacios en el interior
de la matriz proteica.

También podemos representar el recorrido
de la cadena polipeptidica en el espacio con
modelos de cintas sin incluir un detalle a
nivel atémico. Este tipo de modelo es muy
util para identificar en forma rdpida la topo-
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Figura 1-3. Distintos tipos de representaciones para la cadena poli-
peptidica. Arriba, modelo de esferas y cilindros, abajo modelo de ci-
lindros. Se usa la convencion: dtomos de nitrégeno, en azul; oxigeno,

en rojo; carbono en gris; azufre en amarillo. No se representan los
dromos de hidrégeno. Ademds se senialan los extremos de la cadena
polipeptidica (N- y C-terminales). La imagen fue preparada usando

el programa de visualizacion de estructuras SwissPDBviewer )

N-terminal

C-terminal

\S Figura 1-4. Otro tipo de representacion de la cadena polipeptidica.

Figura 1-5. Representacion de cintas de la proteina B-lactamasa
de la bacteria Escherichia coli (PDB =1TEM, ver mds adelante).

Se usé SwissPDBviewer para preparar la imagen. Y,




logia general de la macromolécula. Con este tipo de modelos podemos recorrer toda la pro-
teina de extremo a extremo con relativa facilidad. En la Figura 1-5 se muestra una represen-
tacién de cintas de la -lactamasa de la bacteria Escherichia coli, una enzima que degrada la
penicilina G, un antibiético muy comtnmente utilizado.

Los aminodcidos y sus propiedades
Los veinte aminoacidos naturales

Los aminodcidos que son utilizados por las (
células en la biosintesis ribosomal de proteinas
tienen en comun un dtomo de carbono cen-
tral, el carbono alfa (Ca). Los aminodcidos
que forman parte de las proteinas son alfa
aminodcidos porque el Ca estd unido a un
grupo amino (NH,) y a un grupo 4cido o car-
boxilico (COOH). El Co también estd unido | Alifiticos | m
aun hidrégeno y a través de su cuarta valencia
a un cuarto grupo que es variable. El cédigo
genético especificard 20 tipos diferentes de /
grupos, conocidos también como cadenas la-
terales (Figura 1-6).

Estos 20 grupos quimicos definen entonces
a los 20 tipos distintos de aminodcidos. Asi, 4 tamario, carga, polaridad y estructura electronica.

Negativos

L. Positivos
Aromdticos

Figura 1-6. Clasificacion en un diagrama de Venn de

los aminodcidos segiin algunas de sus propiedades fisicoquimicas:

~

Y— Polares

J

los aminodcidos se pueden agrupar en fun-
cién de caracteristicas generales de la estructura quimica de las cadenas laterales. Por ejemplo,
podemos establecer categorias como cadenas laterales grandes y voluminosas y cadenas late-
rales pequenias; cadenas laterales hidrofébicas (apolares, ver Tabla 1) y cadenas laterales po-
lares, entre estas tltimas también podemos distinguir cadenas laterales polares cargadas y no
cargadas. Asimismo podemos diferenciar aminodcidos con cadenas laterales aromdticas (los
aminodcidos que tienen orbitaleles moleculares con electrones deslocalizados) de aminodci-
dos con cadenas laterales alifdticas. Algunos aminodcidos son claramente duales, como la
cisteina (Cys) que, dependiendo del entorno quimico, se puede comportar como polar e in-
cluso cargado en su forma tiolato (-CH,-S") mientras que en otros entornos pueden ser bien
hidrofébico, el grupo tiol (-SH) tiene menor capacidad de formar puentes de hidrégeno que
el grupo alcohol (-OH), por ejemplo presente en la serina; particularmente, cuando las cis-
teinas forma parte de un puente disulfuro (-S-S-) el grupo quimico se vuelve apolar. Otro
ejemplo de este tipo de aminodcidos, es la histidina (His) que dependiendo de variaciones
pequenas de pH en el rangos de pH fisiolégicos puede cargarse positivamente o encontrarse
en su forma neutra triptofanos (Trp) y tirosinas (Tyr) en cierto sentido también pueden ser
considerados aminodcidos duales, porque tanto el grupo —OH de la cadena lateral de la ti-
rosina como el nitrégeno del anillo aromdtico del triptofano pueden formar puentes de hi-
drégeno, pero también estos residuos pueden formar parte de regiones, extremadamente,
apolares en el corazén de las proteinas. A su vez, los residuos cargados pueden tener carga
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positiva como las lisinas (Lys) y las argininas
(Arg) o negativa como los dcidos glutdmico (Glu)
y aspértico (Asp).

En una primera aproximacién podemos hacer
un intento por agruparlos, con las precauciones
del caso:

1. Los apolares o hidrofébicos que, como
vamos a ver, predominan en el interior de las pro-
teinas: valina (Val), leucina (Leu), isoleucina (Ile), fenilalanina (Phe), metionina (Met), tiro-
sina (Tyr), tripofano (Ttp), alanina (Ala).

2. Los aminodcidos cargados, que suelen estar presentes en la superficie de las proteias
expuestos al solvente acuoso: Lys, Arg, Asp y Glu. Sin embargo la parte hidrofébica de cadena
lateral de la Lys puede mantener, simultdneamente, interacciones con residuos apolares.

3. Los aminodcidos polares no cargados son serina (Ser), treonina (tha), asparragina
(Asn), glutamina (Gln). Ademds la glicina (Gly), cuya cadena lateral es solamente un dtomo de
hidrégeno; esto como vamos a ver le otorga a este aminodacido propiedades muy particulares. La
prolina (Pro) que es un iminodcido (es ciclico y con propiedades también muy particulares).

Los cuatro sustituyentes quimicos unidos al Ca son diferentes, por esto, los aminodcidos
son moléculas quirales, asimétricas (Figura 1-7). Esto ocurre para todos con excepcién de la
Glicina que tiene 2 hidrégenos (el Ca de la Gly no es un carbono quiral).

Los 19 restantes pueden ser de la forma L o D. Es importante que tengan en cuenta que
la maquinaria de traduccién para la biosintesis de proteina reconoce, especificamente, como
sustrato en la biosintesis a los aminodcidos de la forma quiral L. Sin embargo en el labora-
torio, mediante el uso de técnicas de sintesis quimica de péptidos podemos construir péptidos
con aminodcidos de la forma quiral D e incluso péptidos en los que podemos mezclar ami-
nodcidos D y L.
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4 Hidrégeno )
(amida)

Carbono § Carbono c
'Hidrégeno

En algunos casos, ciertas cadenas laterales
pueden modificarse con posterioridad a la
sintesis ribosomal (el proceso de sintesis ri-
bosomal de proteinas se conoce con el nom-
bre de traduccién). Estas modificaciones se
conocen como modificaciones post-traduc-
cionales. Hidroxilaciones, fosforilaciones,

Nitrégeno
' (amida)

Carbono
carboxilico

sulfataciones, acetilaciones, metilaciones, + " B  Carbono
son algunas de las modificaciones postra- —
. , ‘ idrégeno
duccionales mds comunes. Nitrégeno Hidegario
(amina) Carbono
: carbonilo
\_ Dipéptido Ala-Gly ¢ Figura 1-7. Asimetria del carbono a. Y,

/ N\
Gly (G) ; : ? i E
Ser (S) Gln (Q  Asn(N)
’f,‘,l’ ;2;_..5 o
ﬁ Pro (P) Glu (E) Asp (D) Arg (R)  Lys (K)
Phe (F Tyr(Y) Trp (W, His (H)
g X »#: i i, &
Tle (T) Leu (L) Val (V) Met (M) Ala (A)
* Figura 1-8. Estructura quimica de los 20 aminodcidos naturales presentes en las proteinas. Se representan con modelos de esferas
E y cilindros. Los dtomos de carbono en gris, los de nitrégeno en azul, los de oxigeno en rojo y los de azufre se muestran en amarillo.
\: Algunos de los dtomos de hidrdgeno se muestran en celeste. No se diferencian simples de dobles enlaces. )

El enlace peptidico

En las proteinas los aminoécidos estin unidos mediante uniones peptidicas. Estas uniones tienen
propiedades que determinan muchas de las caracteristicas generales de estas macromoléculas.

El grupo carboxilo (-COOH) del primer aminodcido se condensa con el grupo amino
(-NH,) del siguiente aminodcido (eliminando una molécula de agua) formando un enlace
amida (Figura 1-9).
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Este proceso es repetido muchas veces en [~ 0O CH, N

la etapa de elongacién durante sintesis ribo- H,N-CH 2_(5_0|-| +NH 2_('3|-|_(3oo|-|
somal. Asi, la cadena polipeptidica se va alar-

gando. La llamamos cadena polipeptidica

porque, como dijimos antes, la podemos des- \.

cribir como un polimero de enlaces peptidi- H,0

cos. Esta cadena de enlaces peptidicos se
conoce como esqueleto o cadena principal.
Es muy importante entender qué dtomos

forman parte del esqueleto polipeptidico (o O CH,
cadena principal): el grupo NH (nitrégeno H,N-CH,-C-N-CH-COOH
amida), el Ca, (CA en la nomenclatura H

PDB) y el carbono carbonilo, C'=0, (el El dipéptido glicilalanina

dtomo C” unido al Ca, al que también iden-
tificaremos de acuerdo con la nomenclatura
PDB con una C ); el 4tomo de carbono car- ‘
bonilico estd simultdncamente unidoal NH = { ° una molécula de agua formando un enlace amida. )
(nitrégeno amida) del residuo siguiente (la
unidad bésica es entonces NH-CaH-C’O, ver Figura 1-11).

También es importante ver que el NH del primer aminodcido no participa de ningtin en-
lace amida y, entonces, estd en su forma -NH3, este grupo se conoce amino terminal (qui-
micamente es un grupo amina) o simplemente extremo N-terminal, a pH fisiolégico le
aportard una carga positiva a la proteina. Del mismo modo, el C"=0O del dltimo aminodcido
forma parte del grupo C’OO" y es conocido como carboxilato terminal o mds cominmente
como el extremo C-terminal de la proteina, a la que por lo general, (salvo a pHs extrema-
damente 4cidos) le aportard una carga negativa a la proteina.

Figura 1-9. El enlace peptidico. Para el dipéptido glicilalanina
la glicina a través del grupo carboxilico (-COOH) se condensa
con el grupo amino (-NH.,) del residuo de alanina y se elimina

seccccccce
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Una de las propiedades mds importantes del enlace peptidico es su planaridad. El
enlace peptidico tiene un 40% de cardcter de doble enlace y como resultado la rotacién
a través de este enlace estd impedida. Los seis dtomos involucrados tienen una muy
fuerte tendencia a ser coplanares. El cardcter de doble enlace puede inferirse de la lon-
gitud del enlace peptidico (C’-N) que es de 1,33 A, mientras que la longitud de un
enlace tipico C-N es de 1,45 A (el caso de la unién Ca-N). También puede verse que
tampoco se trata de un doble enlace: la distancia entre el dtomo de Cy el de N en un
doble enlace promedio (C=N) es mucho
mis corta, 1,25 A.

Asi, en un polipéptido el enlace peptidico
determina la formacién de unidades planas re-
petitivas con minima rotacién a través del en-
lace C’-N. Estas unidades, por lo general, se

encuentran en la configuracién trans.

Al dngulo diedro definido por los cuatro
dtomos Coy;)-C’-N-Cay, 1y se lo conoce con
el nombre de o (Figura 1 11). Si bien la libre
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é ¢ Figura 1-10. Angulos diedros o torsionales.

rotacién a través del enlace C’-N estd supri-
mida por el cardcter de doble enlace: el 4n-
gulo torsional ® puede tomar dos valores 0
(cis) 0 180° (trans). Estos valores pueden des-
viarse unos pocos grados sin afectar dréstica-
mente la estabilidad imprimiendo cierta
desviacién con respecto a la planaridad ideal.

En la Figura 1-11 se muestran dos resi-
duos consecutivos de una proteina humana,
la frataxina. Se ve cémo los seis dtomos Ca,
C’, O del residuo Leul03 y N, H y Ca, del
residuo siguiente (Asp104) estdn ubicados en
el mismo plano.

La configuracién trans es, desde un punto
de vista energético, unas mil veces mds favo-
rable que la configuracién cis porque existe
menos repulsion entre los dtomos. En la con-
figuracién trans los dtomos Co) y Coyg,yy
(donde (i+1) es el residuo siguiente al resi-
duo i) estdn a una distdncia de 3,8 A, mien-
tras que en la configuracién cis estin a
solamente 3,63 A. En el caso de la confi-
guracion cis, los dtomos de los residuos
quedan demasiado cerca.

Ademids es importante ver que la presen-
cia de un enlace peptidico en la configura-
cién cis impone un fuerte cambio en la
direccién que toma la cadena polipepti-
dica. Sin embargo, la configuracién cis del
enlace peptidico no se ve tan desfavorecida
cuando el residuo siguiente al enlace en
cuestién es una prolina (enlaces x-pro). En
este caso el enlace peptidico entre un resi-
duo y la prolina no tiene cardcter de doble

seccscccce

Leu103 CA

CA

Figura 1-11. El dngulo diedro ©. En el enlace peptidico, ) estd defi-
nido por los dtomos Ca.-C -N-Coy;, ;). También se lo representa con un
esquema sencillo a la derecha. Se usa indistintamente Co.y CA para refe-
rirse a los carbonos a. Se usé SwissPDBviewer para preparar la imagen.

ececccccccccce

Figura 1-12. El dngulo diedro O en el caso de un enlace peptidico
entre los residuos X-Pro donde X es un aminodcido y Pro es prolina

puede adoptar dos valores ®=0°, (configuracion cis, ejemplo de la

izquierda) o ©W=180° (configuracion trans, ejemplo de la derecha).
Se usé SwissPDBviewer para preparar la imagen y la estructura
PDB2TRX.
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enlace. A su vez, el cardcter ciclico de la Pro disminuye la energia ya que hay menos re-
pulsién. La energia de las dos configuraciones ahora se vuelve comparable, como conse-
cuencia podemos encontrar dngulos ® de 0° para enlaces x-pro en la estructura de ciertas
proteinas (Figura 1-12).

El cambio entre configuracién cis y trans es lento, ocurre en una escala de tiempo que va
desde los 10 a los 100 segundos. Ambos estados estdn separados por una barrera energética
muy elevada (cercana a las 20 kcal/mol), esta barrera puede disminuir en presencia de enzi-
mas (proteinas conocidas como peptidil-prolil isomersas) que disminuyen la energia del es-
tado de transicién de la reaccién. Mds adelante vamos a volver a discutir el problema de las
prolinas, ya que la existencia de un enlace en configuracién cis en la estructura de una pro-
teina puede disminuir la velocidad de plegado considerablemente.

Como conclusién, la estructura electrénica del enlace peptidico restringe el niimero de
conformaciones posibles que puede adoptar la cadena principal de una proteina.

Representacién de la estructura proteica
(segunda parte: archivos PDB)

Como ya hemos mencionado existe en la actualidad una base de datos muy importante
de modelos experimentales de estructuras de proteinas: el PDB (de Protein Data Bank en
inglés) o Banco de Datos de Proteinas. En este banco de datos se almacenan, entre otras
cosas, las coordenadas espaciales de los dtomos de cada modelo. Estos datos se depositan en
forma de archivos que reciben el nombre de archivos PDB. Por ejemplo, en 1EKG.pdb
estd archivada la estructura de la frataxina humana. Cada uno de estos archivos tiene
un nombre particular que permite identificar y no confundir un modelo con otro. El
nombre es Ginico. En estos archivos, ademds de las coordenadas atémicas, se almacena
muchisima informacién util para los investigadores acerca de los experimentos que die-
ron origen al modelo e informacién sobre el modelo en si. Con una simple operacién
podemos acceder a estos archivos y no sélo ver los modelos, sino trabajar con ellos.
Para esto se usan programas de computacién especiales. Muchos de estos programas
son gratuitos, muy buenos y ficiles de usar. Algunos de estos programas son Rasmol,
SwissPDBviewer, MOL-MOL y VMD, entre otros. El uso de estos archivos permite,
en muchos casos, elucubrar hipétesis para realizar nuevos experimento, como por ejem-
plo iniciar el disefio de nuevos medicamentos (ver mds adelante).

Los archivos PDB tienen una estructura particular que es importante comprender.
Pero por ahora nos enfocaremos simplemente en la regién del archivo que incluye
las coordenadas espaciales de cada dtomo pesado (en este caso denominaremos dto-
mos pesados a los dtomos que no son dtomos de hidrégeno, estos son: nitrégeno,
carbono, oxigeno y azufre, N, C, O y S, respectivamente. Como ejemplo se mues-
tran a continuacioén las lineas correspondientes a los primeros 16 dtomos del modelo
construido por cristalografia y difraccién de rayos X la frataxina (1EKG):
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La primer columna (1) indica si se trata de un dtomo (ATOM) que forma parte de la ca-
dena polipeptidica o si se trata, por el contrario, de un dtomo que forma parte de un ligando
(como por ejemplo un inhibidor en una enzima), o tan solo moléculas de agua o dtomos
metalicos como hierro, cobre, zinc entre muchos otros.

En este caso veremos el término HETATM, como ejemplo se muestran las dltimas 5 filas
del archivo PDB que corresponden a cinco moléculas de agua.

Aqui, la segunda (2) columna indica el niimero de dtomo y permitird identificarlo; en el pri-
mer caso va del dtomo 1 al 16 porque se muestra sélo una parte del archivo PDB, la correspon-
diente a los primeros 16 dtomos que a su vez corresponden a los primeros dos residuos de
aminodcidos (ver mds adelante). En el segundo caso, al incorporar el resto de los dtomos de fra-
taxina y las moléculas de agua del modelo llegamos a la fila 1022 (se trata justamente de 1022
dtomos). El modelo de la proteina (la frataxina propiamente dicha, sin tener en cuenta las mo-
léculas de agua) incluye 941 dtomos. Hay que tener en cuenta que los dtomos de hidrégeno no
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letras. Se puede ver que los primeros 16 4to-

mos corresponden a los primeros dos residuos de aminodcidos en la proteina: Leu, Asp.

Luego, (columna 5) como en estos archivos, por diferentes motivos, puede haber mds de
una cadena polipeptidica, se anota a qué cadena corresponde el residuo mencionado en la
columna anterior (en este caso a la cadena A).

En la siguiente columna (6) se anota el ndimero de residuo. Este nimero (90 en este caso)

suele estar relacionado con la posicién de este residuo en la secuencia del gen de la proteina,
en el caso de la frataxina, la proteina se sintetiza con un péptido senal N-terminal que en un
proceso de maduracién de la proteina es eliminado; el modelo 1EKG es un modelo que
abarca desde el residuo 90 hasta el residuo 208 de la proteina.

Las siguientes tres columnas (7, 8 y 9) son muy importantes. Se trata de las coordenadas
X, y, . Los valores 1,020, 13,240, 5,227 ubican al nitrégeno (N) de la Leu 90 en una posiciéon
determinada en el espacio. De la misma manera, los valores -0,329, 12,612, 5,341 posi-
cionan al carbono alfa (Ca o CA en la convencién PDB).

La préxima columna (10) es el factor de ocupacién. Si un dtomo pudiera ocupar, alterna-
tivamente, una de dos posiciones y cada una con una probabilidad del 50% (el caso en que
ambas posiciones isoenergéticas) el factor de ocupacion para ese dtomo (o conjunto de dto-
mos) tomaria el valor de 0,5 y no de 1 (probabilidad del 100%).

La antedltima, la columna (11) es el factor B o factor de temperatura. El factor B
estd relacionado con la incertidumbre que tenemos en relacién a la ubicacién espacial
del dtomo. Este factor estd relacionado por lo tanto con la movilidad o flexibilidad de
la posicién, pero también con la calidad del cristal que dio origen al experimento (ver
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cristalografia y difraccién de rayos X). Si
se trata de una regién sumamente rigida de
la proteina los valores de los factores B
para los 4tomos que componen esa regién
deberian ser bajos con respecto a otras re-
giones mds moviles.

La tltima columna (12) indica el tipo de
dtomo, en términos generales (N, nitrégeno
en la tltima columna y en la primera fila).

Libertad conformacional,
’ .
angulos torsionales

A pesar del cardcter rigido que imprime el
enlace peptidico al esqueleto proteico, la ca-
dena principal tiene cierto grado de libertad
de rotacién en torno a dos enlaces: Ca-C' y
N-Co(Figura 1-14).

Esta libertad conformacional es clave en
la adquisicién de la estructura proteica. Al
dngulo torsional que describen los dtomos
C’-N-Co-C’ (a través del enlace N-Cal) se
lo llama phi (¢) y al dngulo torsional que
conforman los 4tomos N-Ca-C’-N (a tra-
vés del enlace Ca-C") se lo llama psi (y)
(Figuras 1-14 y 1-15). De esta manera
cada Ca, y, en definitiva, cada residuo de
la proteina, estd asociado con dos dngulos
conformacionales, un phi y un psi. En la
Figura 1-15 se muestra, en un esquema,
cémo podemos identificar a los dngulos
phi y psi. También, cémo quedan deter-
minados los planos que formardn el 4ngulo
diedro, en definitiva, cémo quedan deter-
minadas las torsiones y cémo estas torsio-
nes definen el recorrido de la cadena
polipeptidica en el espacio.

Como estos son los inicos dngulos torsiona-
les del esqueleto del polipéptido con libertad
rotacional, una vez que cada par de dngulos
queda definido para cada residuo, entonces
queda, completamente, definido el recorrido
de la cadena polipeptidica en el espacio.

La mayor parte de las combinaciones posi-

Phe120

N-terminal

Glu121

l

C-terminal

Figura 1-14. Los dngulos torsionales phi () y psi (). Existe cierta libertad
de rotacion en torno a dos enlaces: Ca-C" y N-Co. Se seiala el sentido
N—>C terminal de la cadena polipeptidica

J

~N

PhelZO .""‘ PhelZO
Glu121

\ Glul21 \_\r ’\a

c
i'
c Thr119

Thrl 19
phi(9)
s Figura 1-15. Los dngulos torsionales phi (C ¢ ) y psi () observados a
o través de los enlaces N-CA y CA-C, respectivamente. El esquema
\: simplificado permite ver a estos enlaces como bisagras entre dos planos )

psi ()

( i £ = 3 = =T \

180- T T T T T
-8 =170 -0 ° 60 e oo

< Figura 1-16. Representacion del grafico de Ramachandran de una proteina.

\: La figura fue realizada con el programa de visualizacion MOL-MOL.

LAS PROTEINAS



. 22

bles de phi y psi para un aminodcido pueden
considerarse muy poco probables o, directa-
mente, imposibles debido a las colisiones in-
tramoleculares que se producirian entre la
cadena principal y las cadenas laterales en con-
secuencia a la elevadisima energfa que posee-
rian estas conformaciones. Sobre la base de
consideraciones geométricas puede calcularse
cudles son las conformaciones permitidas y
cudles son las conformaciones prohibidas. Los
pares de dngulos phi y psi permitidos pueden,
entonces, graficarse uno contra el otro. En la Figura 1-16 se muestra el grafico de Ramachan-
dran de la frataxina humana (1EKG). Aqui, cada par de dngulos diedros (phi y psi) ha sido
representado con un punto o una cruz azul.

En un modelo de poli-L-alanina (un polipéptido construido con alaninas), los Cp podrian
representar el minimo de interacciones posibles entre las cadenas laterales de los aminodcidos
comunes en las proteinas. Sin embargo, este modelo no describe correctamente el compor-
tamiento observado para el aminodcido glicina ni tampoco para Pro. También resulta un
modelo pobre en el caso de cadenas laterales muy voluminosas.

Organizacién jerdrquica y modular.

Estructura secundaria y motivos estructurales

Con la determinacién por cristalografia y difraccion de rayos-X de las primeras estructuras
proteicas los proteinélogos aprendieron cosas muy importantes:

a. el interior de las proteinas estd compuesto, casi exclusivamente, por aminodcidos
no polares y
b. los aminodcidos estin muy bien empaquetados.

Como consecuencia de ambos hechos puede deducirse que las proteinas tienen corazones
hidrofébicos y que su superficie es, predominantemente, polar. Existen algoritmos que nos
permiten medir la superficie y la accesibilidad al solvente de los aminodcidos que componen
una proteina. Esto se hace en base al modelo dtomico de alta resolucién de la proteina, es
decir, cudn expuesta se encuentra tal o cual cadena lateral. Para esto se hace rotar una esfera
de un radio determinado (por ejemplo 1.4 A, en este caso simulando una molécula de agua)
por sobre el modelo proteico y se determina con qué dtomos contacta la esfera y con qué
dtomos no. Un punto clave es que la cadena principal posee grupos polares: el grupo amida
(-NH) y el carbonilico (~C=0). El primero, un donor para la formacién de puentes de hi-
drégeno y, el segundo, un aceptor: (-N HeeeO=C-). Por lo tanto, estos grupos polares
deben estar compensados entre si en el interior, fuertemente, apolar de la macromolécula
en su conformacién nativa, correctamente plegada.

Con los primeros modelos de difraccién de rayos X de alta resolucién de estructuras de proteinas,
también, se puso en evidencia la existencia de estructuras regulares o periddicas en las que se satisface
la neutralizacién de estos grupos. Asi se corroboraron los modelos de Linus Pauling para péptidos
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construidos en base a la aplicacién del conoci-  /~ ] ] )

miento sobre la estructura de pequenas molécu- : *Gly21
v +Gly92

las por: la estabilizacién por puentes de 120 I
hidrégeno intramoleculares de la conformacién _

proteica, y la existencia de estructuras helicoi- w0 !
dales. A estas estructuras periddicas (combina- L Gly71
ciones periddicas de dngulos diedros phi y psi) o1 1Gly84

se las conoce con el nombre de estructura secun- " Gly51

-50- i -

daria. Curiosamente, las proteinas estdn forma-
das, principalmente, por dos tipos de estructuras
periddicas: hélices o y ldminas B. Ademds, exis-
ten conectores que vinculan a estos elementos

1204 2

periddicos; asi estos pueden disponerse espacial- sl - e 0 @ 20 @ o
< Figura 1-17. Combinaciones de dngulos diedros phi y psi propias de es-
\ ¢ tructuras periddicas tipo hélices o o hebras .

mente de diversas maneras.

J

Asi podemos rever el grifico de Ramachan-
dran (mencionado con anterioridad) y asignar a
cada zona de este grafico alta o baja probabilidad
a cada tipo de estructura periédica. En la Figura
(ver numeracién) se muestra con una f la regién
de mdxima probabilidad para estructuras del
tipo ldmina B y con a la regién de mdxima pro-
babilidad para estructuras de tipo helicoidales.

En el grifico de Ramachandran, de una
proteina podemos encontrar, ficilmente,
aquellos residuos en los que se producen torsiones (combinaciones de dngulos diedros) ati-
picas (Figura 1-17). Como la cadena lateral de la glicina es un dtomo de hidrégeno los dn-
gulos torsionales de este aminodcido no estdn restringidos por el Cg, tipicamente podremos
encontrar residuos de Glicina por fuera de las regiones de maxima probabbilidad. Por otro
lado, la cadena lateral del residuo de Pro consiste en tres dtomos de carbono, pero estos for-
man un anillo de cinco miembros con el Coy con el N imida de la cadena principal. Como
resultado, se produce una disminucién considerable de la libertad conformacional; phi tiene
un minimo de energfa en -60° y psi tiene dos minimos cerca de -55° y cerca de 145°.

Estructuras helicoidales
Las hélices alfa (o)

Las hélices a son ficilmente reconocibles en la estructura proteica (Figura 1-18, paneles
Ay C). Los dngulos torsionales phi (¢) y psi (y) toman valores cercanos a -57° y -47°, res-
pectivamente. Estas hélices tienen 3,6 residuos por vuelta y por cada aminodcido se produce
un incremento de la hélice de 1,5 A (traslacién por residuo). En este tipo de elemento de
estructura secundaria los dtomos de la cadena principal quedan empaquetados muy eficien-
temente (interacciones de van der Waals favorables). Ademds, cada oxigeno carbonilico, por
ejemplo el del residuo ndmero (i) en la hélice, forma un puente de hidrégeno con el grupo
amida (-N-H) del residuo (i+4). Asi, quedan satisfechos todos los puentes de hidrégeno in-
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tramoleculares (Figura 1-18, Panel D).

Es importante notar que las cadenas latera-
les se proyectan hacia fuera (Figura 1-18,
Panel B) y también contribuyen con la esta-
bilidad de la hélice a través de las interaccio-
nes que establecen entre si, localmente, por
ejemplo las interacciones de van der Waals
(ver mds adelante) que se establecen entre las
cadenas laterales de los residuos (i) e (i+4).

Algunas conformaciones de las cadenas
laterales (rotaméricas) quedan altamente
desfavorecidas porque producen solapa-
miento con otros dtomos de residuos veci-
nos de la hélice a. Los residuos que poseen
un CP ramificado (treonina, isoleucina y
valina tienen mayores restricciones confor-
macionales. Por otro lado, los residuos con ca-
denas laterales polares (por ejemplo, serina y
asparragina) pueden competir en la formacién
de puentes de hidrégeno con dtomos de la ca-
dena principal. Los residuos muy voluminosos
en los extremos de hélices terminales (que pre-
sentan un trupo -NH;" o un -COO") también
suelen no ser convenientes estructuralmente
porque desolvatan la carga, en estos casos se ven
favorecidos residuos con cadena lateral pe-
quena. La introduccién de glicinas en una hé-
lice puede desestabilizarla significativamente,
porque se le otorga a este elemento de estruc-
tura mds libertad conformacional, y el péptido
puede explorar otras conformaciones, por lo ge-
neral menos probables (otros dngulos diedros
phi (¢) y psi (y)). Es importante tener en
cuenta que el residuo de prolina es, directa-
mente, incompatible con la conformacién he-
licoidal de tipo hélice -a. En este caso, el
tltimo 4tomo de la cadena lateral estd
unido al nitrégeno de la cadena principal
formando un anillo de cinco miembros

(Ca-CH,-CH,-CH,-N). Este hecho de-

/.
Hougy 194

Thr191
~ Alal187 D
His183

Figura 1-18. Hélices o. (A) Visualizacién de las hélices de la
frataxina humana. (B) Proyeccién de las cadenas laterales.
(C) Detalle de la hélice a2, residuos 182-194.

(D) Detalle de puentes de hidrégeno presentes en la hélice a2
(lineas punteadas en verde).

.

-~

Figura 1-19. Distorsién en una hélice o causada por la presencia
de un residuo de prolina. Se representa en cintas la estructura de la
tiorredoxina de E. coli (PDB 2TRX); la hélice afectada se muestra
en color naranja. Arriba se muestra un detalle de la distorsion
causada en el arreglo de puentes de hidrdgeno por la prolina.

/

termina la ausencia de un grupo N-H que participe como donor en la formacién de
un puente de hidrégeno intrahelicoidal. Ademads la presencia de prolinas en una hélice pro-
duce una torsién de la hélice y defectos de empaquetamiento de los dtomos de la cadena prin-
cipal. En la Figura 1-19, se muestra un modelo de cintas de la estructura de la tiorredoxina de
Escherichia Coli PDB: 2TRX. Se puede ver cémo la prolina en este caso interrumpe la hélice
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(circulo en puntos negros) y c6mo se interrumpe la conectividad interna de puentes de hidré-
geno. A pesar de todo esto, se las puede encontrar como primer residuo de hélice, o
formando parte de hélices de longitud considerable.

Como todos los puentes de hidrégeno intrahelicoidales se establecen con el mismo sentido
y direccién quedando alineados con el eje longitudinal de la hélice, cada uno con un momento
dipolar que proviene de que los grupos N-H y C=O poseen distinta polaridad.

Estos dipolos alineados con el eje de la hélice forman un macro dipolo resultante de la su-
matoria de cada uno de ellos (Figura 1-20).

As, residuos con cadenas laterales cargadas negativamente (cadenas laterales de dcido glutdmico o dcido
aspdrtico) ubicadas en el extremo C-terminal de la hélice podrian desestabilizar la conformacién helicoidal
a través de la desestabilizacién del macro dipolo que ubica polaridad negativa en el extremo del elemento
helicoidal. Del mismo modo son desestabilizantes las cargas positivas (residuos de lisina y arginina) ubicadas

en el extremo N-terminal de la hélice. Por el con- T042
trario, residuos cargados, positivamente, en el ex-
tremo C- terminal o cargados negativamente en el
extremo N-terminal de la hélice estabilizan el macro
dipolo, y en consecuencia al elemento helicoidal.
En una proteina las hélices pueden localizarse en
la superficie. En este caso una cara estard en contacto
con el solvente y la otra estard en contacto con el in-
terior apolar. En este tipo de hélices los residuos po-
lares y apolares deben estar distribuidos en la
secuencia periédicamente. A este tipo de hélices se
las conoce con el nombre de hélices anfipéticas. Los
péptidos que forman este tipo de hélices en el con-

texto de la proteina nativa asilados en solucién (sin ~ \N-terminal ¢ Figura 1-20. El macro dipolo de una hélice . )

el resto de la proteina) requieren muchas veces co-
solventes como trifluoroetanol o detergentes para
adquirir el plegado helicoidal nativo. Esto se debe a
que la superficie apolar que se genera en el proceso
de plegado puede ser sumamente inestable en solu-
cién acuosa.

En otros casos los elementos helicoidales pue-
den estar, completamente, ocultos en el corazén
hidrofébico de la proteina o, completamente,
expuestos al solvente. En el caso de muchas pro-
teinas de membrana, las hélices estdn inmersas
en un ambiente hidrofébico. La mayor parte de las cadenas laterales serdn por lo tanto apolares.
Estas proteinas suelen tener varias secciones transmembrana. Tanto estas secciones como las hé-
lices o hebras beta de core (del interior de la proteina) que son fuertemente apolares pueden pre-
decirse a partir del perfil de hidrofobicidad de la proteina: un gréfico como el de la Figura 1-21
(para la frataxina humana) en el que se grafica el indice de hidrofobicidad por residuo de ami-
néacido (ver Tabla 1-1) en funcién de la posicion en la secuencia. Una vez que encontramos la
secuencia en la base de datos (podemos buscarla en http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez)
resta elegir la escala de hidrofobicidad, en este caso se eligi6 la escala de Eisenberg D., Schwarz
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E., Komarony M.y Wall R. publicada en la revista J. Mol. Biol. 179:125-142(1984) y se us6
una aplicacién disponible en la web (http://ca.expasy.org/tools/protscale.html). En esta escala
como se menciond, los valores mds negativos corresponden a residuos cargados.
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15 —*—Hidrofobiciclacl
¢ Figura 1-21. Perfil de hidrofobicidad de la frataxina humana. Se grdfica la hidrofobicidad en funcién del niimero de residuo.
\- J
En muchos casos puede ser muy util la construccién de diagramas de tipo rueda o espiral. En
estos gréficos (Figura 1-22) cada vuelta de hélice (3,6 residuos de aminodcidos) se grafica posicio-
nando cada residuo cada 100° (una vuelta/3,6 residuos = 360°/3,6=100). Siempre hay que tener
en cuenta que se trata de una hélice canénica (un modelo) y que las hélices reales pueden tener
perturbaciones impuestas por la secuencia o por la estructura del resto de la proteina. Observando
la proyeccién de los residuos puede verse, ficilmente, si una cara de la hélice, por ejemplo, es polar
y la otra apolar, como en el caso de las hélices anfipdticas. En la Figura 1-22 se muestra el ejemplo
de la melitina un péptido encontrado en altas concentraciones en el veneno de abejas y también
se muestra una de las hélices de la frataxina. Los residuos apolares se muestran recuadrados y en
azul, los residuos polares en fucsia.
4 o O g N\
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97RLAEETLDSLAEFFEDELA 7 45IGAVLKVLTTGLPALISW;,
Hélice o Hélice o
Frataxina Humana Melitina de Abeja
\_ * Figura 1-22. Construccion de diagramas de tipo rueda o espiral. Y,

A partir de este tipo de gréficos podemos deducir cudl de las dos caras de la hélices o de
la frataxina interacciona con el resto de la macromolécula (cara apolar) y cudl es la cara que
interacciona con el solvente (cara polar). La melitina, por otro lado, forma un tetrdmero
(cuatro moléculas de melitina) en el que las superficies apolares estdn en contacto. También
puede interaccionar con otras proteinas y con membranas bioldgicas.
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Las hélices 3 y las hélices 70

Existen otras conformaciones helicoidales en las que la cadena principal puede
adoptar una conformacién mds laxa que una hélice o y con poco contacto entre
sus dtomos (con puentes de hidrégeno (i, i+5)), las hélices T, 0 menos laxa, las hé-
lices 3,( (puentes de hidrégeno (i, i+3). Esto quiere decir que el puente de hidré-
geno intrahelicoidal que forma el residuo i no se establece con el residuo i+4, como
en el caso de las hélices a, sino que se establece con el residuo i+5 o con el residuo
i+3. En el segundo caso, quedan por vuelta de hélice tres residuos y diez dtomos
entre el dtomo donor y el dtomo aceptor que establecen el puente de hidrégeno
(por este motivo se llaman hélices 3.

Las ldminas beta (3)

En conjunto con las hélices a, el segundo elemento estructural regular, ficil-
mente, identificable en las estructuras proteicas son las liminas B. Estos elementos,
en contraste con las hélices a, estdn compuestos por varias regiones de la cadena
polipeptidica. Estas regiones poseen una estructura extendida con combinaciones
de dngulos diedros phi (¢) y psi (y) que caen en la regién permitida del cuadrante
superior izquierdo en el grifico de Ramachandran. Cada porcién (cada hebra de
la ldmina), tipicamente, estd formada por 5-10 residuos con una periodicidad apro-
ximada de 2 residuos (dos cadenas laterales consecutivas quedan a 180°, una hacia
arriba y otra hacia abajo) con una traslacién de 3,4 A por residuo. Contrariamente,
con la disposicién de puentes de hidrégeno en las hélices (los puentes son intrahe-

licoidales), en las ldminas los puentes de /~ Antiparalelas Paralelas R
hidrégenos se forman entre hebras: entre - ’>:O - .
el grupo amida (-NH) y el carbonilico (- Yoo w( Tw(
C=0) de residuos de dos hebras distintas. o Ca - o .
Asi, en el caso de las hojas o ldminas B in- O:(NHM"O=<’NH 1NH-“"" Yo
tramoleculares las interacciones entre he- Ca Ca - da
bras se dan entre residuos que estdn HN\FO_.__“HTP':O HN>:O"“‘--HN ’
distantes en la estructura primaria. Tam- ca Ca Cu Ca
bién puede tratarse de hebras que corres- 0:<””"""°=<NH °=<NH,,»-”°=<NH
ponden a distintas cadenas polipeptidicas Ca &, ca Co
(laminas beta intermoleculares). ”N;= =0 HN>'=°"-~-._HN>=°
Las hebras pueden interactuar, en princi- > A oy N
pio, de dos maneras diferentes. Si ambas he- im0 o= .o
bras alterna el sentido se tratard de hebras °=((:u K & B
antiparalelas en cambio si corren con el w =0 J=o. )=0
mismo sentido (N- C-terminal) entonces se las 02=° """ "% s i
conoce como hebras paralelas; (Figura 1-23). Yoteerrom=( o= o=
Tipicamente, para las hebras antiparalelas los 0=<4 o 7 2
dngulos diedros phi (¢) y psi (y) toman los valo- * Figura 1-23, Hebyas paralelas (derecha) y antiparalelas (izquierd)
\_ < El patron de puentes de hidrdgeno es en cada caso caracteristico. W,
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res de -139°, +135°, respectivamente, y para las
hebras paralelas toman valores de -119°y -113°.

En la Figura 1-23 se puede observar el
tipo de patrén de puentes de hidrégeno que
se forma en cada caso. Es importante ver
que en las Figuras 1-23 y 1-24 no se mues-
tran las cadenas laterales de los amino4ci-
dos. Una ldmina también puede estar
formada por una mezcla de hebras paralelas
y antiparalelas; a su vez, la ldmina puede ser
plana o no; si no es plana se la llama ldmina
u hoja torcida (rwisted en inglés), este es el
caso de la [dimina de la tiorredoxina (Figura
1-24, panel inferior).

En la Figura 1-25 se muestra un frag-
mento de la [dmina B de la frataxina (residuos
129 a 150). Aqui es importante ver que,
como se dijo anteriormente, las cadenas late-
rales consecutivas quedan a 180°, una hacia
arriba de la limina y otra hacia abajo. Si bien
las ldminas B se han catalogado como com-
ponentes de la estructura secundaria de las
proteinas, debemos tener presente las grandes
diferencias estructurales mencionadas mads
arriba entre estos elementos. Estas diferencias
(por ejemplo, una ldmina puede formarse
por la interaccién de dos hebras no consecu-
tivas) tienen consecuencias importantes en el

proceso de plegado.

Estructura super-secundaria y
motivos estructurales

En las proteinas encontramos motivos forma-
dos por la asociacion (y la interaccién) de elemen-
tos de estructura secundaria. Estos motivos se
conocen con el nombre de estructura supersecun-
daria y son patrones que se repiten con regulari-
dad en las proteinas. Un ejemplo simple que
comprende sdlo elementos helicoidales y conec-
tores son los paquetes de hélices (-0, en inglés

helix bundles), las hélices pueden estar unidas por
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Hebras 8 antiparalelas de la proteina — Puentes de hidrégeno

B-lactamasa (no se graficaron

los dtomos de hidrégeno)

antiparalelas

W

. f

paralelas
Ldmina S de la tiorredoxina

Las hebras en este caso no forman
un plano. Estdn giradas o torcidas

< Figura 1-24. Laminas . En el panel superior se muestra un ejemplo de una
. ldmina antiparalela (exoraida de la estructura PDB: 4BLM de la proteina
o B-lactamasa de Bacillus licheniformis. En el panel inferior se muestra la es-

\. tructura de la ldmina [3 de la tiorredoxina de E. coli (PDB: 2TRX).

a - )

c modelo de cintas }_, "

k. L& J\,-/I A~ _,\J-\“*.. 1
y — \ 1 1

§ ) |
/ ‘-I‘.—\‘x o \.-1" e il
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cadena principal

AN 1 giro 90°
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T-—«.,-‘d agregado de 1‘ =

G cadenas laterales
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T Y — 129SGVLTVKLG
— PTQKNIVYTGLP
+ Figura 1-25. Proyeccion de las cadenas laterales en una lamina .
E Se remarcaron tres residuos consecutivos (Tyr143 en verde, Vall44 en naranja
o ellel45 en rosa) Se usé la estructura de la frataxina humana y se muestva la

N "“\T-‘ai

\: secuencia de la horquilla B en codigo de aminodcidos de una letra. )




conectores cortos, incluso de tan sélo 3 residuos. Otro motivo de estructura supersecundaria es el
motivo hélice lazo hélice (belix-loop-helix en inglés). En este caso dos hélices estdn conectadas por
un lazo que puede variar en su longitud. Otro ejemplo son dos hebras beta antiparalelas unidas por
un conector corto. A estos conectores se los llama y p-zurn (en inglés) o giro fen castellano (conector
de dos residuos) y y-zurn o giro y (conector de un tinico residuo). Se puede ver que estos conectores
poseen secuencias que posibilitan este tipo de giro de la cadena polipeptidica. Hay dos tipos de
vueltas 8 tipicas en proteinas (S-zurn de tipo 1y II). En el caso de los de tipo II debe haber, inexo-
rablemente, un residuo de Gly (recordar que la glicina no tiene carbono Sy su cadena lateral es mi-
nima, tan sélo un dtomo de hidrégeno) asi se evitan colisiones entre dtomos de la cadena principal

con dtomos de este residuo. Ademds, en los giros
Blos residuos 7+1 ¢ i+2 (el residuo i es el inme-
diatamente anterior al giro) nunca forman puen-
tes de hidrégeno y el plano que forma el enlace
peptidico entre ambos residuos es perpendicular
ala direccién que toma la cadena principal en las
hebras . En cambio los residuos i e i+3 participan
en un puente de hidrégeno (en la Figura 1-26 se
muestra un ejemplo de giro f).

Las hebras beta pueden, como se menciond
mds arriba, formar hojas o liminas By estas pue-
den tener una topologia sencilla como en el caso
de las horquillas 8 (en inglés, B-hairpins) y los
arreglos tipo B meandros. Sin embargo, existen
topologias u arreglos de hebras B mds complejos
con conectores mds largos en forma de lazo (loop
en inglés) Este tipo de arreglos permite acomo-
dar, muy eficientemente, los 4tomos de la ca-
dena principal, de tal forma que se establezcan,
eficazmente, los puentes de hidrégeno entre he-
bras. La formacién de puentes de hidrégeno in-
tramoleculares estard muy favorecida en
ambientes no polares como lo es el interior de
una proteina. En el caso de que dos hebras fue-
sen paralelas, el conector debe ser, suficiente-
mente, largo (tan largo como la hebra). Suele
encontrarse un elemento o helicoidal cum-
pliendo ese rol. Asi, tenemos este otro arreglo,
el motivo B-a-PB. En este caso ambas hebras for-
man puentes de hidrégeno entre hebras y estin
a su vez empaquetadas con la hélice.

Puentes disulfuro y tioles libres

Hemos dejado un poco de lado un punto
que es realmente importante. La existencia de

4 c i+4 N\
“~

s Figura 1-26. Conectores de hebras B. Se muestra un

s tipico giro P. Se detallan los puentes de hidrdgeno en lineas punte-

< adas verdes y los extremos N- y C- terminales con una N y una C,

E respectivamente. Se nombran los residuos en funcién de su ubica-
cidn en la estructura del giro. i-1, i, i+1, i+2, i+3 ¢ i+4.

.
.

\- J

~N

Estructura de la lisozima de
clara de huevo de gallina

¢ Figura 1-27. Los puentes disulfiro.

J
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puentes disulfuro en las proteinas. Dos cisteinas pueden oxidarse y formar un puente disul-
furo. Esta oxidacién puede ocurrir mediante la presencia de otro puente disulfuro o, alter-
nativamente, puede ser catalizada por oxigeno y metales disueltos en la solucién de proteina.
Los puentes disulfuro son enlaces que restringen la movilidad de esa regién de la pro-
teina. Para que los puentes disulfuro se formen debe estar consolidada la estructura de
la macromolécula de tal forma que ambas cisteinas queden ubicadas, correctamente,
en el espacio (los dos dtomos de azufre que forman un enlace disulfuro estin separados
por una distancia de unos 2A). En la Figura 1-27 se muestra como ejemplo uno de los
cuatro puentes disulfuro de la proteina lisozima de clara de huevo de gallina.

Existen reactivos especiales para la reduccién de puentes disulfuro (ruptura del enlace),
uno de los mds eficientes es el ditiotreitol DTT y uno de los mds cominmente utilizados
es el B mercaptoetanol.

En este contexto, vale la pena destacar que la reactividad de los residuos de cisteina aumenta a
medida que el pH de la solucién es mds alcalino. Concretamente el pK¢- = 8,4. Esto quiere decir
que a pH=8,4 el 50% de las cisteinas deberfa estar en su forma aniénica (-S"), siendo este grupo,
el tiolato, el grupo reactivo.

Otra reaccién quimica de gran utilidad es la reaccién de Ellman o del 4cido 5,5'-Ditio-
bis(2-nitrobenzéico). Esta reaccidn se usa para cuantificar tioles libres en las proteinas, es
decir cisteinas que no forman parte de puentes disulfuro.

(" wo cH A
2 HO CH
AN ~ ™~ RN
C‘H SH ~ CH 5
o |CH s|
HO - \cH - SH -— HO P -
N 30 2 z CH;  pitiotreitol
Ditiotreitol f{oxidado)
{reducido) +
+
R1-CH,-SH
R1-CH,S — S-CH,R2 +
R2-CH, SH
Puente disulfuro
\_ ¢ Figura 1-28. Reaccion de reduccion de un puente disulfiuro con ditioneitol.  Tioleslibres )
4 coH ™
cons . om _QH_@.W

tiol libre en su forma HO,C
tiolato {a pH 8.0)

COH
O,N —Q—S_ + RCH, S —s—@— No2

acido ditiobisnitrobenzéico
{DTNB)

HO,C Disulfuro mixto
productoque da
coloramarilloa ¢ Figura 1-29. Reaccion de Ellman.
Y pH&.0 )
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Bases biofisicas de la estabilidad
de la estructura proteica. Interacciones no covalentes

Como consecuencia de la adquisicién de la estructura nativa, quedan determinadas orien-
taciones y distancias entre numerosos grupos funcionales cruciales para la funcién bioldgica.
También queda determinada la capacidad que tienen las proteinas de interaccionar con el medio.

¢Cémo se estabiliza la estructura proteica?, ;Qué tipo de fuerzas estin involucradas en el pro-
ceso de adquisicién de la estructura proteica?, ;Cémo interaccionan los proteinas con el agua?

De manera general, se pueden reconocer distintos tipos de interacciones intramoleculares
e intermoleculares que contribuyen con la estabilizacién o, por el contrario, con la desesta-
bilizacién de la estructura proteica. Hoy sabemos que la estructura proteica resulta de la su-
matoria de miles de interacciones.

Si bien la estructura molecular en término del tipo de enlace quimico, que tiene lugar
entre los dtomos conectados en forma covalente, es crucial. Hoy sabemos que la estructura
proteica es consecuencia, por lo menos, en gran medida de un conjunto mayor de interac-
ciones: las interacciones no covalentes. Vale la pena subrayar que todas las fuerzas entre dto-
mos y moléculas son en origen electrostdticas, sin embargo, se pueden reconocer tipos bien
definidos de interacciones:

* Interacciones i6nicas y dipolares,
* Interacciones de van der Waals, enlaces por puente de hidrégeno, e
e Interacciones hidrofébicas (ver efecto hidrofébico).

Si bien las interacciones no covalentes aportan
poco individualmente, en conjunto logran esta-
bilizar, suficientemente, a la estructura proteica.

La complejidad y el desorden intrinseco
de los liquidos (del agua en nuestro caso)
hacen que no sea sencillo evaluar las propie-
dades de las interacciones no covalentes en
este tipo de sistemas. Para entender a través de modelos y simulaciones el efecto de las inter-
acciones en la estructura proteica hay que recurrir, en algunos casos, a modelos complejos
que intentan rescatar ciertas propiedades del solvente (modelos de solvente implicito) y, en
algunos casos, directamente hay que modelar, explicitamente, al solvente y a las interacciones
entre el solvente y la macromolécula que se desea investigar: esto es, concretamente, agregar
moléculas de agua en una caja imaginaria con dimensiones limites muy particulares en la
que introducimos el modelo de la macromolécula (Figura 1-30).

Adelantindonos al problema del plegado proteico es importante, de aqui en mds, tener
en cuenta que las caracteristicas de la superficie proteica determinan en gran medida las pro-
piedades termodindmicas de la macromolécula, por ejemplo la estabilidad termodindmica y
la diferencia de capacidad calorifica entre el estado nativo y el desplegado (ver mds adelante).
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Interacciones electrostaticas

Como ya se ha mencionado con anterioridad, todas las fuerzas intramoleculares son, en
principio, esencialmente electrostdticas. La ley de Coulomb dice que para dos dtomos (por
ejemplo A y B) en el vacio la energfa de la interaccién electrostdtica es, simplemente, el pro-
ducto de sus cargas dividido por la distancia entre ellos (en este caso la distancia es 75p):

Z A X Z B X €2
TaB

Aqui, € esla carga de un electrén y Z es el niimero de cargas equivalentes de cada grupo. Si
las dos cargas son de signo opuesto, entonces la energfa disminuye a medida que ambos grupos
se acercan. Asi, la interaccién resulta favorable. Por el contrario, si ambas cargas son del mismo
signo, existird repulsién entre ambos grupos. Es importante notar que tal cual estd escrita esta
ley vale, inicamente, en el vacio y para cargas puntuales. Este no suele ser el caso de las prote-
inas. En nuestro caso la constante dieléctrica del medio afectard, ampliamente, este tipo de
interacciones. Por este motivo el entorno quimico de las cargas definird la potencia de la inter-
accién. Si suponemos un ambiente, suficientemente, homogéneo entonces podemos aplicar
una constante dieléctrica tnica y la ecuacién de arriba se transforma en:

ZAXZBX €2
DrAB

AE =

AE =

D es la constante dieléctrica. En el caso del agua, D es cercana a 80 (y dentro de una
proteina puede tomar valores cercanos a 2-4). Se puede ver cémo disminuye la atrac-
cién de dos cargas de signo opuesto en un medio acuoso a medida que aumenta la
constante dieléctrica ya que el valor de constante dieléctrica estd en el denominador.
Se muestran algunos valores de constante dieléctrica; Vacio, 1; Aire (seco), 1,00059;
Cloroformo, 4,81; Metanol, 30; Agua, 80.

Para comprender el efecto del solvente sobre la carga se puede suponer, como se ve en la
Figura 1-31, la existencia de una carga negativa (-g) que estd rodeada por un gran volumen
constituido por un dieléctrico (en nuestro caso el solvente y, en general, un dieléctrico es un
material que no conduce la electricidad eficientemente, si la conduce muy ineficientemente,
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entonces puede ser utilizado como aislante eléctrico). La carga -g polariza el dieléctrico al
punto que se forman dipolos cuya densidad de carga positiva apunta hacia la carga -¢. Las
cargas positivas neutralizardn parcialmente la carga -¢; asi, la carga efectiva ya no serd -¢ sino

(q-38¢9) = 1 5
D +d +0
5 +0
+0
+0 45 . Figura 1-31. Carga cfectiva.

La carga -q polariza el dieléctrico.

Sin embargo en el caso de las proteinas no podemos considerar un entorno homogéneo:
el agua del solvente, la superficie de la proteina con su esfera de hidratacién y el corazén hi-
drofdbico de la proteina plegada poseen propiedades dieléctricas bien diferentes. Para este
tipo de sistemas, altamente complejos, se debe considerar de manera explicita el solvente.
Por esto debe calcularse la interaccién de la macromolécula inmersa en un conjunto de mo-
léculas de agua que deben modelarse, como ya se dijo explicitamente (una por una). A esto
puede anadirse algunos condimentos como sales (por ejemplo cloruro de sodio, NaCl) que
también alteran la constante dieléctrica del medio.

El pH y las proteinas

El pH es una medida de la acidez (o basicidad) de una solucién. El pH es la concentracién
de cationes hidrégeno [H*] (proteones) presentes en una solucién. Asi fue definido por el
quimico danés Serensen, quien lo definié como el logaritmo negativo de base 10 de la acti-
vidad de los iones hidrégeno (de la concentracién en soluciones diluidas). La definicién que
parece muy arbitraria, finalmente, resulta muy prictica.

pH = -log [H*]

Por ejemplo, el agua tiene un pH=7,0, la concentracién de protones es [H*] =1 x 107 M
(0,0000001 M) ya que —log[10~] = 7,0; pH = 7,0 indica la neutralidad de la solucién, la concen-
tracién de [OH] en la solucién deberd ser también 0,0000001 M para garantizar la neutralidad.

Son 4cidas las soluciones con pH menores a 7, y bésicas las que tienen pH mayores a 7.
A pH 7,0 los grupos amino y carboxilo estdn cargados pero en el rango que va desde pH 1,0
a pH 14,0 estos grupos quimicos presentan una serie de equilibrios en los que estd implicada
la unién y la disociacién de un protén. Comprender el comportamiento dcido-base de los
aminodcidos es importante porque éste, claramente, tiene efectos determinantes sobre la es-
tructura y en la funcién de las proteinas.

Estos grupos se ionizan de acuerdo con el siguiente equilibrio:

HA + Hzo <> Ha()+ +A_
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Donde HA es el grupo donor de protén (en las proteinas -COOH, NH3 o ~SH) y A'es
el aceptor de protén (-COO’, -NH, o -S7)
Planteado el equilibrio se puede calcular la constante de equilibrio

_ [HT[A]
7
Se podrd derivar entonces
+ Kx HA
[H*]= -
(4]
Kx HA
-log [H*]=- log | ————
¢ ¢ ( 47 J

- log [Hﬂ:—log(l(x

HA

IV

- log [H']=- long- loglO HA
I

-logo [H ] = - log;o K + logloi
HA

Por dltimo usando la definicién de pH
pH = pK +log;,_A_
HA

Como ejemplo, en la Figura 1-32 se muestra el equilibrio de ionizacién para un residuo
de aminodcido (serina). A pHs muy dcidos (pH<2) la especie mayoritaria serd la cargada po-
sitivamente a pH 2,2 coexistirdin (concentraciones idénticas) la especie cargada, positiva-
mente, con la especie neutra (una carga positiva mds una negativa). Se puede hacer la cuenta
para evaluar esta igualdad de concentraciones:

2,2 =22+log A
HA

— log A
log 1= log 27

HA=A

Elevar atin mds el pH de la solucién conducird a la pérdida de un protén del grupo amino
y a la formacién de especies conteniendo una carga negativa pasando por un segundo pX
(pK=9,2). Otra vez, en este pH (pH= 9,2) las concentraciones de la especie neutra y de la
especie cargada negativamente serdn iguales.

Aqui puede verse que a pH neutro la especie predominante serd la zwiteridnica que, si
bien es altamente bipolar, su carga neta es 0 y esto determinard que no migre en un campo
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eléctrico hacia ninguno de los dos polos. El
pH en el que la carga neta de un aminodcido,
de un péptido o de una proteina, es cero se
conoce como punto isoeléctrico o pl. Para los
aminodcidos que contienen grupos que pue-
den funcionar como donores o aceptores de
protones se observardn equilibrios mds com-
plejos; los residuos que muestran valores de
pK adicionales debido a grupos funcionales
en la cadena lateral son: lisina, arginina, his-
tidina, aspartato, glutamato, cisteina y tiro-
sina. En la Tabla 1-2 se muestran los valores
de pK para estas residuos.

Arg 18 9,0 12,5
Lys 2,2 9,1 10,5
His 1,8 9.3 6,0
Asp 2,0 9,9 3,9
Glu 2,1 9,5 4,1
Cys 1,9 10,7 8,4
Tyr 22 9,2 10,5

Tabla 1-2. Constantes de equilibrio adicionales debido a
grupos funcionales en la cadena lateral. Valores de pK para
residuos con cadenas laterales (R) que presentan grupos
quimicos que pueden funcionar como donores o aceptores
de protones y por lo tanto presentan un pKp,.

eec0ccccccce

Asi por ejemplo el residuo de histidina (H is)
tiene un pK para la cadena lateral de 6,0, esto
se traduce en que a pH 7,5 las histidinas serin
neutras pero a pH 6,0 cerca del 50 % de las his-
tidinas estardn protonadas y se habrdn cargado
(Figura 1-33, panel superior). Por otro lado, el
grupo tiol (-SH) de las cisteinas (Cys) podrd
estar en equilibrio con la forma tiolato (cargada
negativamente); a pH 8,4 el 50 % de las cistei-
nas libres (aquellas que no forman puentes di-
sulfuro, ver mds adelante) deberfa estar en su
forma tiolato (-S” Figura 1-33, panel inferior).
Sin embargo la estructura primaria (residuos
vecinos en secuencia) y el plegado (al posicio-
nar residuos vecinos en el espacio) de las pro-
teinas puede modular increiblemente el valor
de pK para estos equilibrios.

20 +1

H oK =22

pH~7.0 1 20 0
(neutro) I o

pH~2.0 + 1
(acido)

H oK =0.2

oH
¢H: o -1
/4

HN-C-C
‘ ~
H

pH~12.0
(basico)
o

. . o . . . ., .

o Figura 1-32. Equilibrio de ionizacion para un residuo de
.

s serina. Se muestan las estructuras que observariamos a pHs
.
:

extremos y a pH neutro (pH:7,0).

/ /
CH, H CH, H
Sl LU S
— H —C istidina
N ™ e |
N * NH
- =
» G pH=6 = o8
H+
-CHZ-S' ———— _CHQ.SH Cisteina
pH=8.4
+ Figura 1-33. Equilibrio de ionizacion para la cadena lateral
< residuo de histidina (arriba) y cisteina (abajo). Se muestan
S lﬂS estructuras que ob:erwlrl'ﬂmox llpr mﬂyorfs 0 menores
s queel pK.
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Interacciones de van der Waals

Curiosamente y, aunque suene un poco
paraddjico, una de las interacciones mds im-
portantes, energética y estructuralmente, es la
repulsién que tiene lugar entre dos grupos
cuando estos se acercan mds alld de una dis-
tancia limite. Los dtomos y/o las moléculas
no pueden aproximarse arbitrariamente entre
si. Dicho de otro modo, dos grupos no pue-
den ocupar simultdneamente la misma region
del espacio. Esto tiene una base en el princi-
pio de exclusion de Pauli (un principio cudn-
tico que establece que no puede haber dos
fermiones (los protones, los neutrones, y los
electrones son fermiones, pero los fotones por
ejemplo no lo son) con todos sus nimeros
cuanticos idénticos. Concretamente, existen
restricciones Geométricas impuestas por los
orbitales moleculares y repulsién electrostd-
tica causada por los electrones externos.

Como la energfa de repulsién crece muy
abruptamente mds alld de la distancia limite
(ver interaccién de van der Waals dptima) se
puede considerar que los dtomos y moléculas
que interaccionan tienen dimensiones definidas
y ocupan volimenes que son impenetrables por
otros dtomos. Asi, podemos modelar a los 4to-
mos como esferas, y el volumen impenetrable
se define como volumen de van der Waals.

El volumen de la proteina entera puede
modelarse como la suma de la contribu-
cién de cada residuo de aminodcido. Los
radios de van der Waals (Tabla 1-3) defi-
nen también la superficie de van der
Waals. Esta superficie estard caracterizada
por la presencia de numerosas grietas y
rugosidades. Podemos ver a partir de este
tipo de modelo, cémo una proteina co-
mienza a tomar la apariencia de objeto.

En la Figura 1-35 se muestra un esquema
en el que se comparan dos distancias entre
dtomos de carbono: dos carbonos unidos co-
valentemente (1,5 A) y dos carbonos a dis-

tancia de van der Waals (3,4 A).
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Figura 1-34. Representacion de los volsimenes de van der Walls
de los dromos de C (gris), N (azul), O (rojo) y S (amarillo) de la

tiorredoxina de E. coli.

Radios de van der Waals
H (aromaitico) 0,10
H (alifdtico) 0,12
(@) 0,15
N 0,16
C 0,17
S 0,18

Tabla 1-3. Radios de van der Waals. Los radios
de van der Wals (rvdw) medidos en nm.

J\

1,5A

E Figura 1-35. Enlace covalentes e interacciones de van der
o Waals. Dos carbonos unidos covalentemente (1,5 A) y dos
+ carbonos a distancia de van der Waals (3,4 A).
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Los dtomos que no estdn unidos, covalentemente, pueden atraerse unos a otros, inclusive
en ausencia de grupos cargados. Esto ocurre como resultado de interacciones mutuas, en
muchos casos, producto de procesos de induccién de polarizacién (induccién de densidades
de carga). Este tipo de interaccién atractiva débil se conoce como interaccién de Van der
Waals; puede provenir de la interaccién de dos dipolos permanentes, alternativamente de la
interaccién entre un dipolo permanente y un dipolo inducido e incluso de la interaccién
entre dos dipolos, mutuamente, inducidos.

Las interacciones de Van der Waals suelen representarse como la energfa potencial en fun-
cién de la distancia (d) que incluye tanto fuerzas atractivas como repulsivas, se trata de un

balance entre ambas fuerzas (Figura 1-36).
-

~

\_ ¢ Figura 1-36. Interacciones de van der Waals. )
La siguiente funcién describe este proceso:
v _A_B
vdw = yom - 76

Aqui, V,4,, es el potencial (energia potencial) de van der Waals. Ay B son constantes
que describen la magnitud de los términos atractivo y repulsivo. La funcién de energia
potencial puede ser modelada por el potencial de Lennard-Jones, en este caso el expo-
nente m toma el valor de 12 (la funcidn se conoce entonces como 6-12). Cuando 7, la
distancia entre ambos dtomos, es r = X r 4, = I = I, es decir la suma de los radios de
van der Waals, la funcién define una distancia éptima, de minima energia. Sin em-
bargo, a distancias mds cortas se produce un abrupto aumento en la energia (V,4,), la
parte repulsiva se representa con un exponente m = 12. En la Tabla 1-4 se muestran
coeficientes para los términos repulsivos (A) y atractivos (B) de potenciales van der
Waals (tipo 6-12, Lennard-Jones). También se muestran los valores de r, correspon-
dientes a la interaccién atémica.

1,18 x10°¢  1,52x103
12 6

V(r) =

r 7
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H--H 1,84 x108 1,92 x104 0,240
H---C 1,57 x107 5,27 x104 0,290
H--N 1,11 x107 5,15 x104 0,275
H.-.-O 1,03 x107 5,11 x10 0,272
C-N 8,90 x107 1,51 x107 0,325
C--O 8,49 x107 1,51 x103 0,322
C.--C 1,18 x10° 1,52 x103 0,340
N--N 6,63 x107 1,50 x1073 0,310
N---O 6,30 x107 1,50 x103 0,307
O--0 5,97 x107 1,51 x103 0,304

Tabla 1-4. Cocficientes para los términos repulsivos (A) y atractivos (B) de potenciales van der Waals (tipo 6-12, Lennard-Jones).
La distancia entre los centros de ambos dtomos (r,) se adjunta en nm.

Unién por puente de hidrégeno

Un tipo de interaccién, especialmente, importante en sistemas biolégicos y, particular-
mente, en lo relacionado a la estructura proteica es la unién por puente de hidrégeno.

Como ya se ha mencionado, Linus Pauling fue el primer investigador que realizé los pri-
meros cdlculos para proteinas sobre la base de modelos experimentales de moléculas pequefias
postulando la importancia de los puentes de hidrégeno en el proceso de la adquisicién de
estructura (plegado proteico) y en su estabilizacién.

Pero, ;qué es un puente de hidrégeno?

Es una interaccién entre un enlace polarizable, un dtomo de hidrégeno unido a un dtomo
al que llamaremos donor o D, y orbitales también polarizables de un tercer dtomo al que
llamaremos aceptor, A. En cierto sentido se parece a una interaccién no covalente del tipo
diplo-dipolo. El principal componente de un puente de hidrégeno es una interaccién elec-
trostatica: el dtomo de hidrégeno tiene densidad de carga positiva y carga parcial negativa
sobre los dtomos electronegativos.

D% H¥ - AF—_

En un puente de hidrégeno, dos dtomos electronegativos compiten fuertemente por el
mismo dtomo de hidrégeno. Segiin Linus Pauling, la electronegatividad es la capacidad de un
dtomo para atraer hacia si electrones de otro dtomo. Esta propiedad depende de su estado de
oxidacién. Asi, un mismo elemento puede presentar distintas electronegatividades depen-
diendo del tipo de molécula o entorno quimico en el que se encuentre.

Es interesante observar que la distancia éptima que separa donor y aceptor en ciertos puen-
tes es menor que la suma de los respectivos radios de van der Waals de los dtomos involu-
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crados. Este hecho, una propiedad mds bien tipica de los enlaces covalentes, estd relacionado
con la transferencia de electrones en uniones puentes de hidrégeno.

Como ya se ha mencionado, en las proteinas los grupos C=O y -NH de la cadena principal
forman, en la mayor parte de los casos, puentes de hidrégeno intramoleculares. En este
caso, la distancia H---O es tipicamente de 2,0 Ay como la distancia entre los 4tomos N y
H unidos covalentemente es de 1,0 A entonces distancia (4) entre N y O en un puente de
hidrégeno es tipicamente de 3,0 A.

N H._ 50
d

La configuracién éptima se produce cuando los tres d&tomos estin alineados, sin embargo,
se admite cierta flexién sin una desestabilizacién importante de la unién.

Los grupos quimicos que forman puentes de hidrégeno en proteinas, actuando como donores, son -N-
H y -O-H; mucho menos cominmente el grupo tiol -S-H de las cisteinas (de las cisteinas que no forman
puentes disulfuro); en algunos casos muy raros se ha descrito la participacién del grupo -C-H. Como acep-
tores O=, -O-, -N=, y mucho menos frecuentemente S, -S- y los electrones 7t de los grupos aromdticos.

En principio, la formacién de puentes de hidrégeno intramoleculares se verd favorecida en un
medio apolar. En cambio, en medios po-
lares, como por ejemplo agua, los puentes
de hidrégenos intermoleculares (los que
podrdn formarse con moléculas del sol-
vente) competirdn con los intramolecula-

Asi, la formacién de puentes de
hidrégeno puede ser estabilizadora o des-
estabilizadora, dependiendo del entorno
quimico.

=C—

Campo de fuerzas

Muchas veces serd clave contar con modelos que permitan calcular, adecuadamente, las
energias de las distintas conformaciones que puede adoptar la cadena polipeptidica. Ten-
dremos que tener en cuenta tanto las interacciones intra como a las intermoleculares. En
este ultimo caso podriamos tener que calcular, por ejemplo, las interacciones con molécu-
las de H,O o con alguna molécula pequena o incluso con otra proteina, un lipido o con
un 4cido nucleico (DNA o RNA).

Esto nos interesa, particularmente, porque, mediante estos cdlculos, podremos establecer
cudles son, por ejemplo, las conformaciones de menor energia, las més estables, las mds pro-
bables. Las funciones de energfa contardn con simplificaciones importantes, tanto que mu-
chas veces, estas simplificaciones, impondrdn limitaciones considerables a nuestro modelo;
por ejemplo, si utilizamos un conjunto de reglas que provienen de la mecdnica molecular
(suponer que los dtomos estdn unidos por resortes) y no de la mecdnica cudntica (que des-
cribe minuciosamente la estructura electrénica de una molécula), entonces no podremos in-
vestigar la ruptura y la formacién de enlaces quimicos que requiere un tratamiento
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mecdnico-cudntico de los orbitales moleculares (las regiones del espacio con probabilidad
de ser visitadas por electrones). En particular, aquellos dtomos que sufran modificaciones
en su estructura electrénica deben ser considerados especialmente.

A las funciones que describen la energfa del sistema (de la conformacién) las llamamos
campos de fuerza. Los campos de fuerza deben estar calibrados con datos experimentales.

V B qq
Epa= = Kr(rr,)+ X Kgy(6-0, ) —L[I+cos(nd -y)]+ el )
wotal enlaces 7 dngulos 0 drzm’o: 2 : (ng )] ,% Rz, R6 DR

Un ejemplo muy simplificado de campo de fuerza se muestra en la ecuacién anterior.

En este campo una parte de la ecuacién intenta describir la energfa relacionada a perturba-
ciones del enlace covalente: si el enlace tiene una distancia 6ptima de menor energfa a la que
llamaremos distancia de equilibrio () una perturbac1on del tipo de estiramiento o contrac-
cién (por ejemplo r> 7..) incrementaté la energfa del sistema (el sistema sale de la situacién
de equilibrio, aumenta Su energfa). K. es una constante de proporcionalidad. Este tipo de
potencial es similar al que se utiliza para describir el estiramiento de un resorte y aproxima la
contribucién de cada enlace a energia potencial como una pardbola. Por otro lado, se incluye
un término que representa el efecto de perturbaciones sobre cada dngulo (es una sumatoria
que incluye a todos los dngulos entre tres
dtomos conectados entre si por enlaces co-
valentes en nuestro sistema) de equilibrio
(Beq) formado por 3 dtomos (dos enlaces).
Un incremento o una disminucién de este
dngulo apartarfan al sistema de la situacién
de equilibrio. En este caso también se si-
mula el potencial con una funcién que
describe una pardbola (cuyo minimo es el
dngulo Oeq). Este potencial también con-
sidera, explicitamente, los dngulos diedros
(ver estructura secundaria) y c6mo se apar-
tan del dngulo de minima energia (¢). El
altimo término incluye energias de van
der Waals e interacciones electrostdticas.
Para realizar el cdlculo cada dtomo y cada
enlace debe, previamente, ser extensiva-
mente caracterizado

Efecto hidrofébico

Como el agua forma una red de puentes de hidrégeno, la disolucién de un compuesto
apolar (hidrofébico) causard un rearreglo local de esta red de puentes. En el entorno del
compuesto apolar las moléculas de agua se reordenan y se alinean. Asi el nimero de puentes
de hidrégeno que pueden establecer entre si se maximiza (no pueden establecer este tipo de
interaccién con el compuesto apolar). Sin embargo el aumento del orden (disminuye la en-
tropia del solvente) como consecuencia del alineamiento de las moléculas de solvente en las
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inmediaciones del compuesto tiene un costo alto. Es importante ver que dos moléculas con
superficie apolar, entonces, tenderdn a establecer contactos intermoleculares de estas super-
ficies, minimizando la superficie apolar accesible al solvente y, por ende, minimizando el re-
ordenamiento de moléculas de agua que es entrépicamente desfavorable. En el caso de las
proteinas, cada residuo de aminodcido tiene una hidrofobicidad particular y una manera de
medirla; es justamente medir cémo se particionan (cémo se distribuyen) las moléculas entre
dos fases: una fase apolar, tipicamente un solvente orgdnico (ciclohexano por ejemplo) y otra
fase polar (H,0). La distribucién tendrd que ver con cémo varia la energfa del sistema en

funcién de esta distribucién.

En la tabla se muestran las energfas libres
de la transferencia de cadenas laterales de
aminodcidos desde ciclohexano a H,0 (ener-
gia libre (AG) es un pardmetro termodind-
mico sumamente importante porque indica,
directamente, si un proceso ocurrird espon-
tineamente o no: si el valor es negativo
(AG<0), el proceso es espontdneo y no lo serd
si es positivo (AG>0) y deberd estar acoplado
a otro que si lo sea; sin embargo no nos da
cuenta sobre la velocidad con la que ocurrirfa
dicho proceso). Se puede ver muy directa-
mente cémo transferir un residuo apolar
desde ciclohexano a H,0 es energéticamente
costoso. También es muy interesante, ya a
esta altura, tener en cuenta que podriamos
agregar a la solucién acuosa distinto tipo de
compuestos que alteren las propiedades de
solubilidad de los aminodcidos y que modi-
fiquen la energfa de estos en solucién acuosa.

Existe una gama de compuestos llamados
cadtropos que aumentan la solubilidad de ca-
denas laterales de aminodcidos apolares. Asi, por
ejemplo el costo de mantener en solucién
acuosa leucina o valina, no es tan elevado. Entre
estos compuestos los mds comunes son la urea
y el cloruro de guanidinio (Figura 1-37).

Este tipo de compuestos bajarin mucho la
energia de las proteinas en estado desplegado,
favoreciendo su estabilizacion con respecto a otros
estados conformacionales en solucién. Como se
acaba remencionar, esto es posible porque dichos
compuestos solubilizan las cadenas laterales apolares
que formaban parte del corazén de la proteina.

Por otro lado, existen otros tipos de com-
puestos a los que llamaremos, en general, os-

[ 0 )
Ca C\
HoN NH,
Urea
@
NH °
I 2 CI
-~ C\
HoN™ NH,
Cloruro de guanidinio
E Figura 1-37. Estructura quimica de dos cadtropos
* comiinmente usados.
\ _J
[ )
) b
0 _NZ, ;
] + CH, 0
y Betaina
Hic”) “CHs
CHs
N-6xido de trimetilamina HO/Y\OH
OH
Glicerol
H o,-\ 0. ,«0; O}
"0 HO CH
| - #
OH LoH \[(\ N
Trealosa 0
Sarcosina
« Figura 1-38. Algunos de los osmolitos utilizados
2 mds comunmente.
\_ J
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bajan la solubilidad de los aminodcidos

apolares. Por esto, los estados desplegados, L 492

que exponen residuos apolares al solvente, Ile 4,92
se desestabilizardn con respecto a los esta- P_ *
dos més compactos, con menor superficie | I OE—
expuesta. Algunos de estos compuestos, Met 2.35
enae muchos otos, son el sulfaeo de sodio, el s
glicerol, la trealosa, el N-6xido de trimetilamina Ala 1,81
(Figura 1-38). - G 128
Gly 0,94
.. Thr -2,57
Estructura Terc1ar1a, _
dominios, topologia. His 4,66
En ingenieria, los sistemas con cierta L*S &
complejidad, suelen construirse combi-
, Glu -6,81
nando partcs o modulos. Cada uno dC _
estos médul‘os tiene relativa indepen- o 14.92
dencia y el sistema suele depender, por
lo menos en parte, de cada una de ellos. ¢ Tabla 1-5. Vidores de energia libre para la transferencia de
° aminodcidos desde una fase apolar de ciclo hexano a H,0.

Por otro lado, existen propiedades que
son consecuencia del arreglo de las partes. Son propiedades del sistema y no de algin
médulo en particular. Los médulos pueden ser extraidos de un sistema y usados como
parte en otro. Para esto tiene que existir un minimo de compatibilidad entre sistemas.
Ademis, el agregado de nuevos médulos o la exclusién de partes del sistema suele ser
complicado porque, también, debe satisfacer ciertos requisitos de compatibilidad con
los médulos preexistentes.

Podemos ver a las proteinas como un arreglo de partes, un arreglo de elementos de estruc-
tura secundaria. Este arreglo estructural define en el caso de las proteinas una unidad de ple-
gado independiente o una unidad auténoma de plegado: un dominio.

Las interacciones existentes entre elementos de estructura secundaria (en conjunto con las
interacciones locales dentro de cada elemento) permiten la estabilizacién de motivos y del
dominio estructural, la estabilizacién de lo que conocemos con el nombre de estructura ter-
ciaria. Concretamente, un dominio es la unidad fundamental de estructura terciaria. A estas
interacciones, que no son locales (no son entre dos residuos pertenecientes al mismo ele-
mento de estructura secundaria) las llamamos interacciones terciarias. El empaquetamiento
fino de las cadenas laterales de la hélice C-terminal de la proteina tiorredoxina con el resto
de la macromolécula, (mediado por interacciones de van der Waals, entre otras) es un exce-
lente ejemplo de interacciones terciarias.

En la Figura 1-39 se muestran ejemplos de interacciones terciarias formadas en el entorno
de la leucina 103 de la tiorredoxina. También se muestran algunas interacciones terciarias
entre residuos cargados o polares presentes en la superficie de la macromolécula.

En muchos casos podremos eliminar alguna de las partes sin afectar, significativa-
mente, la integridad de la estructura proteica, simplemente desestabilizaremos a la es-
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tructura nativa. Por ejemplo, podemos re-
emplazar un residuo de leucina (Leu) por
alanina (Ala) acortando la cadena lateral y
generando en el interior de la proteina una
cavidad (un espacio vacio).

Inclusive, a veces, podemos eliminar por
completo un segmento de la cadena polipep-
tidica sin comprometer, por completo, la es-
tabilidad de la proteina. Debemos tener en
cuenta que, en NUMErosos casos, la elimina-
cién de una parte puede traer consecuencias | 1. racciones de la hélice C-terminal
drésticas sobre la estabilidad de la estructura | de la tiorredoxina con el resto
terciaria y, por lo tanto, la protefna puede no | d¢12proteina
plegarse, plegarse parcialmente o alternativa-

[ Suparficic

’

i Interacciones
mente plegarse de manera incorrecta. terciarias de

La estabilidad de la estructura secundaria grupos apolares
de cada uno de los elementos aislados puede
ser muy variable. Para comprender el signifi-
cado del término elemento aislado se puede Y

Figura 1-39. Interacciones terciarias. Algunas de las inter-
acciones terciarias que involucran a la hélice C-terminal
de la tiorredoxina de E.coli.

eccccce

Interacciones
terciarias de
grupos polares

ver el esquema del péptido 94-108 de unos
quince aminodcidos que corresponde a una de las hélices o en la estructura correctamente
plegada de la tiorredoxina; este péptido se puede sintetizar mediante una serie de reacciones
quimicas complejas, luego puede ser separado del resto de los componentes de la mezcla de
reaccién mediante un protocolo de purificacion del péptido. Una vez purificado podemos
hacer experimentos para determinar el contenido de estructura secundaria de este pequeno
fragmento de la proteina tiorredoxina.

En algunos casos (como en el ejemplo mencionado inmediatamente arriba) los elementos
pueden requerir interacciones terciaras (con otros elementos) que contribuyan, simultdnea-
mente, con la estabilidad de la estructura secundaria del péptido (en este caso una hélice o)
y con la estabilidad de la estructura terciaria de la proteina.

Estos péptidos que requieren estabilizacién terciaria y que, cuando estdn asilados no poseen
estructura secundaria estable en solucién acuosa, se estructuran cuando interacttian con el
resto de la macromolécula y contribuyen con la estabilidad global de la proteina. El resto de
la macromolécula, a veces, puede mimetizarse mediante el uso de otras moléculas (por ejem-
plo detergentes). La interaccién del péptido con estas moléculas simula la interaccién del
péptido con la superficie del resto de la proteina.

Sin embargo, ciertos péptidos en ausencia del resto de la macromolécula pueden tener es-
tructura secundaria estable.

Mis alld de que esto ocurra o no, la interaccién entre elementos de estructura secundaria
definird de manera fina la topologia de la proteina: el recorrido de la cadena polipeptidica
en el espacio. Ha habido numerosos intentos por clasificar a los distintos dominios de las
proteinas de acuerdo a su estructura secundaria y a su topologia.

Segtin el contenido de estructura secundaria se pueden reconocer clases de plegado del
tipo todo (o principalmente) alfa (), todo (o principalmente) beta (B) y las alfa-beta (Figura
1-40). Este altimo conjunto o clase incluye tanto a las estructuras alfa+beta como a las
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alfa/beta. Las estructuras alfa+beta corres-
ponden a dominios en las que puede obser-
varse un subdominio alfa en el que
elementos helicoidales interactdan entre sf
segregados de un subdominio beta, formado
por hebras; en cambio los dominios alfa/beta
tienen elementos alfa alternados con elemen-
tos beta. También podriamos agregar una
cuarta clase de dominios que contienen muy
bajo contenido de estructura secundaria.

Ademds podremos clasificar a los domi-
nios, por la orientacién y el aspecto que
estos elementos toman en el espacio entre
si, por ejemplo si adoptan forma de barril,
sandwich (por ejemplo apa o BaP, pa-
quete de hélices).

o

Dominio del receptor T

Mioglobina
(PDB: 2APT)

(PDB: 5SMBN)

Aldosa reductasa
(PDB: 1US0)

¢ Figura 1-40. Tres ejemplos de tipos de plegado. alfa (o), rodo
) principalmente) beta (B) y las alfa-beta (las alfa/beta).

\o

Familias de proteinas y proteinas multi dominio

Existen claras restricciones respecto a la
posibilidad de empaquetamiento de los
elementos de estructura secundaria para
obtener el empaquetamiento éptimo que
permita mantener los residuos hidrofébi-
cos en el corazén de las proteinas, proba-
blemente, ésta sea una de las causas de que
existan en la naturaleza solamente unos
pocos miles de dominios estructurales conocidos (el espacio de conformaciones posibles
de proteinas en la naturaleza parece ser acotado).

Dominios diferentes pero con el mismo tipo de plegado, es decir, con el mismo arreglo
general de elementos de estructura secundaria y la misma conectividad general de estos ele-
mentos, muchas veces pueden tener algiin elemento de estructura secundaria periférico o
alguna conexién diferente, por ejemplo, pueden diferir en tamano (en longitud en amino-
4cidos de la cadena en estas regiones). A pesar de estas diferencias podemos reconocer la to-
pologia general, el tipo de plegado (el fo/d). En los casos mds extremos esas regiones diferentes
pueden formar parte de un porcentaje importante del dominio y hacer la tarea de recono-
cimiento de tipo de plegado mds complicada.

Aungque es dificil determinar el ndmero de tipos de plegado diferentes conocidos (folds),
y este nimero varia segun las definiciones y la fuente de donde se tome este dato, baséndose
en SCOP, una base de datos para la clasificacién estructural de proteina para investigacién
creada por Alexey G. Murzin, Steven E. Brenner, Tim Hubbard y Cyrus Chothia, existirfan
cerca de 1.300 tipos de plegado distintos (exactamente 1.283 tipos de plegado se han des-
cripto hasta la fecha, 2009).

Una proteina puede estar formada por numerosos dominios. Todos ellos codificados en
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una tnica cadena polipeptidica. En muchos
casos un dominio determinado aparece for-
mando parte de una gran variedad de protei-
nas, cada una de estas proteinas puede tener
asi funciones comunes con el resto y otras
funciones que son exclusivas.

Los dominios son frecuentemente nom-
brados segin la funcién biolégica pero,
también, es comdn nombrarlos por el tipo
de plegado. En la Figura 1-42 se muestra
como ejemplo el tipo de plegado tiorredo-
xina. Este plegado estd presente en muchas
proteinas. Entre ellas, estd presente en uno
de los dos dominios de la proteina chape-
rona humana erp29. Esta proteina erp29 in-
terviene en el proceso de plegado de otras
proteinas en el reticulo endoplasmdtico de
la célula. En este caso el dominio tiorredo-
xina no tiene funcién tiorredoxina sino que,
aparentemente, funciona como un médulo
de dimerizacién interviniendo en el arreglo
de estructura cuaternaria.
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Figura 1-41. El niimero de plegados distintos existentes en
la naturaleza parece ser limitado. Estadistica disponible

en la Protein Data Bank.

- J
4 )
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Dominio N-terminal
(con plegado tipo
tiorredoxina) Dominio 3 Dominio 1
N
Dominio C-terminal Dominio 4
(con plegado erp29)
c 8 Proteina disulfuro iso-
merasa de levaduras
R S c PDB: 2bse
(los cuatro dominios con plegado tipo tiorredoxina)
\ Un tnico dominio,
plegado tipo ¢ Figura 1-42. Presencia del dominio tio-
c P i tiorredoxina ¢ rredoxina en proteinas multidominio.
: El plegado tiorredoxina estd presente en la
S chaperona erp29 humana y en la proteina
Tiorredoxina de E. Coli < disulfuro isomerasa de levaduras.
PDB: 2trx
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El segundo ejemplo es una proteina disulfuro isomerasa de levaduras. Esta proteina tiene
cuatro dominios tiorredoxina en tandem formando parte de la misma cadena polipeptidica.
La funcién en este caso si estd mds emparentada con la funcién de la tiorredoxina, esta pro-
teina interviene en el rearreglo de puentes disulfuro de otras proteinas.

Familias y superfamilias (homdlogos o anédlogos)

Durante el curso de la evolucién, las proteinas han derivado de una proteina ancestro
comdn por mutaciones, substituciones, deleciones, inserciones o recombinacién, dando
lugar a familias de proteinas homdlogas. No todas las posiciones son igualmente susceptibles
a cambios, en algunos casos es importante para la estructura o para la funcién mantener in-
variables algunas posiciones. Asi, proteinas cuyas secuencias comparten identidad de secuen-
cia > al 40 %, decimos que forman una familia y, probablemente, tengan la misma funcién.
Proteinas homdélogas mds remotas, cuya identidad de secuencia es < al 30 %, se agrupan en
una familia evolutiva mds amplia o en una
superfamilia. A veces la divergencia dentro
de una familia es tan grande que es dificil re-
conocer proteinas homoélogas si comparamos
s6lo la secuencia (las secuencia son muy di-
ferentes entre si). Homélogos remotos pue-
den reconocerse sélo comparando sus
estructuras. Proteinas que no comparten un
gen ancestro comun y poseen el mismo arre-
glo tridimensional o plegamiento, son deno-
minadas andlogos.

Estructura cuaternaria, subunidades

Muchas proteinas estin formadas por un arreglo de varias subunidades, es decir por
varias cadenas polipeptidicas (Figura 1-43). Estas subunidades pueden ser idénticas o
pueden no serlo. En muchos casos la funcién o actividad biolégica estd asociada a resi-
duos de la interfase entre subunidades.

Uno de nuestros ejemplos favoritos, la frataxina, es un caso en el que las subunida-
des que se asocian son idénticas (en este caso son 24 subunidades). Por ahora conta-
mos, Unicamente, con la estructura de uno de los componentes de este multimero, el
trimero. Otro ejemplo, interesante es el proteasoma, una especie de mdquina que se
encarga de degradar proteinas convirtiéndolas en pequenos péptidos en el citoplasma
celular. Por dltimo un ejemplo cldsico es la hemoglobina, compuesta por cuatro su-
bunidades que unen oxigeno en forma cooperativa. Podriamos citar cientos de ejem-
plos, pero los lectores podrdn encontrarlos en libros de texto y en las bases de datos
de estructuras de proteinas.
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Hemoglobina humana
4 subunidades
(PDB: 2D60)

24 subunidades formarfan
el multimero con actividad
bioldgica de frataxina
(PDB: 2FQL)

El proteasoma, un conjunto de 28 sububidades
encargado de la degradacién de proteinas
dentro de la célula (PDB: 2FAK)

. Figura 1-43. Estructura cuaternaria: muchas pro-
H
o teinas estdn formadas por un arreglo de varias ca-

< denas polipeptidicas.
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