1. LOS ORIGENES DE LA QUIMICA MODERNA:
QUIMICA Y ALQUIMIA. LAS PROTEINAS
EN LOS ALBORES DE LA QUIMICA

La quimica arranca, historicamente, de la fascinacién del hombre por la
transformacién de una sustancia en otra. A nadie se le escapa la ventajas de do-
minar y dirigir a voluntad estas transformaciones, algo que, en una cultura ani-
mista, no estd en nuestras manos, pero si en las de los genios y poderes sobre-
naturales que controtan el mundo. El control del fenémeno quimico pasaba
consecuentemente por la connivencia, la sumisidén o el control, de una forma u
otra, de estos poderes sobrenaturales. Esto y no otra cosa es la magia en su ver-
sién cultural y religiosa. La alquimia conservé mucho de esta carga mégica du-
rante muchos siglos, en contextos en que ésta ya no tenia cabida. De ahi el in-
evitable aire de charlataneria huera que acabé adquiriendo, tan agudamente
caricaturizado por Quevedo (1580-1626) en Las zahiirdas de Plutén. La defor-
midad de la sdtira subraya con trazos gruesos el caricter esperpéntico de estas
pricticas va en esa época:

Y yo bajé otra grada por ver lo que Judas me dijo que eran peores
que €l y topé en una alcoba muy grande una gente desatinada, que los
diablos confesaban que ni los entendian ni se podian averiguar con ellos.
Eran astrologos y alquimistas. Estos andaban [lenos de hornos y criso-
les, de lodos minerales, de escorias, de cuernos, de estiércol, de sangre
humana, de polvos y alambiques. Cual estaba fijando el mercurio al mar-
tillo y habiendo resuelto la materia viscosa y ahuyentado la parte sutil,
lo corruptivo del fuego, en llegdndose a la copela, se le iba en humo.
Otros disputaban si se habia de dar fuego de mecha o si el fuego o no
fuego de Raimundo habia de entenderse de la cal o si de luz efectiva del
calor y no de calor efectivo del fuego. Cuales con el signo de Hermete
daban principio a la obra magna y en otra parte miraban ya el negro
blanco y le aguardaban colorado y ajuntando a esto la proporcién de la
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naturaleza, con naturalezas se contenta la naturaleza y con ella misma
se ayuda y demds ordculos ciegos suyos, esperaban la reduccidn de la
primera materia, y al cabo reducian su sangre a la postrera podre; y en
lugar de hacer del estiércol, cabellos, sangre humana, cuemos y escoria,
oro; hacian del oro estiércol, gastindolo neciamente. ;Oh qué de voces
que of...... Y qué bravas las daban sobre entender aquellas palabras tan
referidas de todos los autores quimicos: ;Oh! ;Gracias sean dadas a Dios,
que de la cosa mds vil del mundo permite hacer una cosa tan rica! So-
bre cudl era la cosa mds vil se ardian. Uno decia que va la habia halla-
do; y si la piedra filosofal se habia de hacer de la cosa més vil, era fuer-
za hacerse de corchetes.... Y cerraran con ellos si no dijera un diablo:
—¢ Queréis saber cuél es la cosa mds vil?— Los alquimistas; y asi por-
que se haga la piedra es menester quemaros a todos. Diéronles fuego y
ardfan casi de buena gana sélo por ver la piedra filosofal.’

A comienzos del siglo XVII, cuando escribe Quevedo estas lineas que aca-
bamos de leer, Sir Francis Bacon (1561-1626), en su Novum Organum (Lib. 1,
LXXXV),” en un contexto ya no de chanza y sitira sino de reflexién cientifica,
reconoce efectivamente también que la alquimia era cosa mds curiosa que sen-
sata. No obstante, el propio Bacon reconoce en esta misma obra, que a pesar de
tanta charlataneria, no puede negarse que la alquimia ha conseguido un buen
nimero de hallazgos e tnventos itiles al hombre. Sin embargo, con este reves-
timiento de cosa mds curiosa que sensata, o el retratado a trazos gruesos por
Quevedo, era imposible que la quimica pudiera participar del movimiento cien-
tifico, al lado de la fisica o las matematicas que por aquellas fechas ya conta-
ban o habian contado con genios de la altura de Copemico (1473-1543), Gali-
leo (1564-1642) o Kepler (1571-1630). La qufmica, pucs, necesitaba ser
despojada de la charlataneria, tarea en [a que jugé un papel fundamental, toda-
via en el siglo XVII, Robert Boyle (1627-1691). Su obra The Sceptical Chemist
marca un hito decisivo en la historia de la ciencia. Esta obra marcé la separa-
cién definitiva entre quienes profesaban una filosofia de cardcter hermético y
los que deseaban avanzar por la senda operativa de la experimentacién. La obra
de Boyle al diferenciar con claridad la experimentacién de laboratorio propia-
mente dicha de la especulacién enmascarada en las pricticas del horno abrié a
la quimica las puertas de la ciencia. A Boyle le debemos también la formula-
cién del moderno concepto de elemento quimico. El fruto de esta depuracion fo
ve ya enseguida el siglo XVIII (Boyle muere en la dltima década del siglo XVII)
en que encontramos ya consolidada la quimica basada exclusivamente en la ex-
perimentacién y, asf, asiste al nacimiento de ésta como nueva disciplina cienti-
fica que, aunque escasa todavia de conocimientos procede ya con el rigor y la
metodologia de la ciencia moderna. Al siglo XVIII pertenecen quimicos tan so-
bresalientes como Lavoisier (1743-1794) y Fourcroy (1755-1809) uno de los
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primeros, si no el primero de los nuevos quimicos en interesarse por las albd-
minas, nombre que recibian y continuaron recibiendo hasta comienzos del siglo
XX las proteinas. El «Compendio de Bioquimica» del Prof. Pietro Rondoni. uno
de los primeros tratados de Bioguimica gue probablemente circularon por Es-
pafia traducidos a nuestra lengua. al hablar de las proteinas. en su cuarta edi-
ci6n {1935). todavia denomina a las proteinas albiminas. aunque ocasionalmente
y aconsejando que el término caiga en desuso. Pronto. pues, en sus albores, las
proteinas ya habian captado el interés de la Quimica.
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2. LA QUIMICA DE LA MATERIA VIVA:
LA IDENTIFICACION DE LAS PROTEINAS

El siglo XVIII ve la consolidacién del concepto de elemento y de compuesto
quimice propuesto por Boyle asi como el desarrollo de los primeros métodos fia-
bles de andlisis elemental. A partir de ese momento, a finales ya del siglo XVIIl y
comienzos del XIX, con estos elementos instrumeniales y conceptuales en la mano,
los quimicos de la época se lanzaron con empeiio y obstinacion a aplicar el anali-
sis elemental a todo lo que tenfan a mano. Consecuentemente la literatura quimi-
ca de la época aparece inundada de tablas porcentuales de contenido en carbono,
hidrégeno. nitrégeno, oxigeno y, a veces, azufre y fdsforo de las sustancias mds in-
verosimiles. Aunque estas listas se utilizaban para calcular masas moleculares ba-
sadas en escalas relativas de pesos atomicos. el significado de estos célculos no
quedaba del todo claro, pues el concepto de enlace quimico aun no estaba formu-
lado por esta época. Objeto de estos andlisis fueron también las sustancias vivas y
los alimentos, que acabaria llevando con el tiempo a la revolucidn conceptual que
supuso borrar la distincién desde el punto de vista quimico entre los reinos mine-
ral, vegetal y animal, una de las bases de los espectaculares avances de la medici-
na, la farmacia y la agricultura de las Gltimas décadas.

La albiimina era una sustancia que sabfa preparar ya desde tiempo inmemorial
a partir del huevo, un alimento de valor nutritivo excepcional. Cuando los nuevos
quimicos se decidieron a hacer andlisis elemental de los alimentos, la reconocida
importancia nutritiva de la albdmina la hacia candidato obvio para estos estudios.
Por estos afios de la fiebre del anilisis elemental habia ademds otras sustancias pu-
rificadas de otros alimentos que al poseer propiedades quimicofisicas groseras and-
logas a las de la albimina de huevo fueron agrupadas, junto con esta tiltima, en
una nueva categoria de compuestos quimicos: las albiminas. Para Fourcroy las sus-
tancias que debian ser clasificadas como albliminas eran tres (la albimina de hue-
vo, la fibrina y la gelatina): Posteriormente al grupo se unieron la albimina del
suero y alguna otra de origen vegetal como la albimina de trigo.
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Gerardus Johannes Mulder (1802-1880) fue el pionero del andlisis elemen-
tal de las albiminas y responsable, junto con el quimico Berzelius, de que a par-
tir de entonces pasaran a llamarse proteinas. Mulder estudié medicina, pero ha-
cia el afio 1830 decidié abandonar la prictica clinica y dedicarse a la quimica.
Enseguida fue nombrado «lector» de botdnica, quimica, matemadticas y farma-
cia en Rotierdam. Hacia 1840 lo vemos ya con el nombramiento de Profesor en
la Universidad de Utrech. Mulder fue uno de esos analiticos dedicado a deter-
minar la composicién de todo producto natural que fe caia a mano, trabajo para
el que frecuentemente se aconsejo de Berzelius (1779-1848), uno de los pa-
triarcas de la quimica de la época con el gue mantuvo una intensa correspon-
dencia. Hacia 1837 Mulder decidié concentrarse en el andlisis elemental de esas
sustancias que cincuenta afios antes Fourcroy habfa denominado albdminas, y
de las que ya se sabia que eran abundantes en nitrégeno. Los resuitados de es-
tos andlisis fueron sorprendentes. Mulder descubrié que todas estas albiminas
compartian una composicion elemental altamente similar, si se exceptuaba el
azufre,™* como se ilustra en Ia Tabla . Ello le llevé a al convencimiento de que
las albiminas compartian todas una especie de niicleo quimico idéntico que el
denomind, traducido al espafiol, algo asi como «Materia Prima» (Grundstoff),
al que se unirian cantidades diferentes y caracteristicas de azufre para dar lugar
a su vez a las diferentes albdminas. Esta materia prima constituiria la base de
la materia viva y se sintetizaria en las plantas (el trigo y otras plantas que sir-
ven de alimento). A través de la cadena tréfica entraria en el reino animal don-
de Ie serfan afiadidos los dtomos de azufre especificos de las diferenes albimi-
nas. Es obvio que la teoria propuesta por Mulder daba cuenta de Ia importancia
nutritiva de determinados alimentos como el trigo, los huevos y la came que
eran ricos en albiminas.

TABLA1
Andlisis elemental porcentual de las Albdminas (Mulder?)
Fibrina Albiimina de huevo Albiimina del suero
Carbono 54,56 54,48 54,84
Hidrégeno 6,90 7,01 7,09
Nitrégeno 15,72 15,70 15,83
Oxigeno 22,13 22,00 21,23
Fasforo 0,33 0,43 0,33
Azufre 0,36 0,38 0,68
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Mulder comunicé los resultados del andlisis elemental de las albiminas y
las conclusiones que extrafa de ellos a Berzelius que quedd entusiasmado con
los resultados y la teoria de Mulder y le propuso en su carta de respuesta de 10
de Julio de 1838, que las albuminas pasaran a denominarse proteinas, del grie-
£0 mpwtelol que podriamos traducir como primigenio, de acuerdo con el pa-
pel que jugaban en la nutricién y en la constitucién de la materia viva animal:

Le nom protéine que je vous propose pour ['oxyde organique de la fi-
brine et de I'albumine, je voulais le dériver de purterot, parce qu’il parait
étre la substance primitive ou principale de la nutrition animale que les plan-
tes préparent pour les herbivores et qui ensuite ils passent aux carnivores.

Mulder comunicé por carta también sus hallazgos y teorias a Justus Liebig®
una de las grandes estrellas de la quimica de la época, que los acogié con en-
tusiasmo. El articulo con los primeros resultados de Mulder en Annalen de Phar-
macie.’ revista de la que Liebig era editor, no era realidad otra cosa que un re-
sumen recogiendo lo sustancial de esta carta, preparado por el propio Liebig.
En un articulo publicado en 1841 Liebig hace patente su entusiasmo y admira-
cién por Mulder y confirma que todo lo que este ha publicado ha sido confir-
mado en su laboratorio. Es mds en su libro Animal chemistry’ extrapola al ma-
ximo las teorias de Mulder hasta el punto de afirmar: .

Tanto el albumen como la fibrina, en el proceso de la nutricién, son
capaces de ser convertidos en fibra muscular, y la fibra muscular es ca-
paz de ser convertida en sangre.

Los resultados de Mulder fueron puestos en cuestién pronto. Por una parte s¢
vio que el azufre no podia separarse de las proteinas para obtener la «materia pri-
ma» tan facilmente; siempre quedaba algo de azufre si uno no queria destruir del
todo las albdminas.*® Por otra, empezaron a detectarse variaciones consistentes
en composicion relativa de una proteina a otra. Asf, por ejemplo, se encontré un
mayor contenido relativo en nitrégeno en la fibrina que en la albimina de hue-
vo." Por otra parte empezaron a identificarse enseguida nuevas proteinas cuya
composicién clemental relativa no cabia duda que era diferente de la propuesta
por Mulder para la «materia prima». Liebig que tan fuertemente habia apostado
por Mulder viendo en entredicho su autoridad cientifica, que el estaba dispuesto
a mantener como fuera, convirtié a este Ultimo en cabeza de turco y la empren-
di6 con el.”" Ello dio lugar a una agria polémica que mantuvo a las proteinas en
el primer plano de las discusiones cientificas el tiempo suficiente para despertar
un interés general sobre ellas y crear conciencia de que se trataba de compuestos
muy importantes a la hora de desvelar los secretos quimicos de la vida. La polé-
mica acabé también consagrando el nombre de proteinas.
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3. LAS PROTEINAS VERDADERAS MACROMOLECULAS

Dejando aparte errores y teorias extravagantes, a lo que si apuntaban los ex-
perimentos de Mulder y confirmaron los andlisis elementales subsiguientes es
que las proteinas eran compuestos de un peso molecular sorprendentemente ele-
vado. De acuerdo con los célculos de Mulder* [a férmula de ese nicleo quimi-
co capaz de aceptar sucesivos atomos de azufre para convertirse en una u otra
proteina, la denominada «materia primas, serfa: C,,H,0N 500,50, una composi-
cién que con una moderna escala de pesos atdmicos darfa una férmula peso de
8600, un valor claramente de macromolécula incluso para las escalas de pesos
moleculares manejadas hoy dia. Mulder, de hecho, calculé un peso molecular
de 54000 pues usé una escala de pesos atémicos en que al oxigeno se le adju-
dicaba el valor de cien. Sin embargo los valores relativos de la escala eran
correctos como lo demuestra el hecho de que basta multiplicar por dieciséis y
dividir por cien el valor calculado por Mulder para obtener el peso atémico
correcio de acuerdo con la escala actual de pesos atémicos.

Clasificar a las proteinas como macromeléculas implicaba concederles de
antemano la categoria de compuesto quimico, algo no fécil de defender en una
época en que la cristalizacién y pureza quimica se asumia que iban indisolu-
blemente umidas. El cardcter pegajoso, de sirope y mucilaginoso de las protei-
nas y su tendencia a formar codgulos y precipitados amorfos hacia muy dificil
pensar que pudieran llegar a cristalizarse, y algo que no cabe esperar que cris-
talice no podfa entrar de lleno conceptualmente en la quimica. Este caricter pe-
culiar de las soluciones de proteinas mds bien parecia apuntar a que las solu-
ciones de protefnas no eran tales sino sélo suspensiones coloidales. El final del
siglo XIX asistié a un pujante desarrollo de la quimica de los coloides y mu-
chos de los especialistas en esta disciplina defendieron sin dudar el caricter co-
loidal de las proteinas. Fue precisamente tratando de aportar pruebas incontro-
vertibles de que las disoluciones de proteinas eran en realidad suspensiones
coloidales como Svedberg, el pionero del desarrollo de la ultracentrifugacién
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analitica, puso fin a la controversia, ya bien entrado el siglo XX, al demostrar
que las proteinas no eran agregados sino verdaderas macromoléculas.'” La ver-
dad es que se trataba de una discusién a la que solo prestaban ya atencién los
expertos en coloides, pues los quimicos de proteinas ya habian acumulado da-
tos suficientes para que desde su punto de vista no cupiera duda de que las pro-
teinas eran verdaderos compuestos quimicos, €so si, de un peso molecular in-
usualmente alto para aquella época.

Argumentos a favor de que las proteinas fueran macromoléculas no fal-
taron, en realidad, desde los afios en que Mulder publicé los resultados de su
andlisis elemental. Ya hemos mencionado lineas mds arriba que la capacidad
de cristalizar se asumia como prueba incontrovertible del cardcter quimico de
una sustancia. Pues bien, hacia el afio 1840 ya se habia observado que de vez
en cuando la hemoglobina cristalizaba, pronto se aprendio a hacerlo siste-
mdticamente, y en 1871 el fisidlogo Wilhem Preyer (1841-1898) publicé ya
la cristalizacién de la hemoglobina de casi cincuenta especies, desde mami-
feros a pdjaros reptiles y peces."” Elevada ya a nivel de compueste quimico
puro al ser cristalizable, la hemoglobina atrajo hacia si, enseguida, [a aten-
cién de numerosos quimicos. Los estudios sobre la hemoglobina sirvieron
para desarrollar muy pronto conceptos muy importantes en quimica de pro-
teinas como el de grupo prostético. En efecto, la hemoglobina pudo demos-
trarse que constaba de una fraccion propiamente proteica que fue denomina-
da globina y un grupo prostético, en este caso un derivado porfirinico,
responsable del color rojo, que era ficilmente separable y cristalizable apar-
te. Este grupo se vio que contenia hierro por lo que fue denominado hemi-
na." En consecuencia, Hoppe-Seyler propuso denominar al complejo de la
hemina y la globina como hemoglobina.'

La hemoglobina, una vez revestida de la aureola de compuesto quimico
puro s¢ convirtié en objetivo preferido de los especialistas en andlisis elemen-
tal. Los resultados de todos estos anilisis eran notablemente reproducibles y
todos ellos ponian de manifiesto, independientemente de la especie de la que
proviniese la hemoglobina utilizada en el andlisis, que se trataba de una prote-
ina con un contenido extremadamente bajo en hierro, aproximadamente un
0,4%.'° En base al contenido de hierro podia calcularse para la hemoglobina
un peso molecular minimo de aproximadamente 16000. Zinoffsky obtuvo re-
sultados equivalentes en base a la determinacién del contenido en azufre, asu-
miendo que la molécula de hemoglobina contiene dos dtomos de este elemen-
to."” Finalmente, por aquellos afios (1894), logré cuantificarse la ya de sobra
conocida capacidad de unir oxigeno de la hemoglobina.™ Estos estudios pu-
sieron de manifiesto que para unir un mol de ligando se necesitaban dieciséis
mil gramos de hemoglobina un valor que de nuevo apunta a una unidad qui-
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mica funcional minima de aproximadamente 16000 de peso molecular. Hacia
finales del siglo XIX, habfa quedado claramente establecido, por tanto, el ca-
racter macromolecular de las proteinas por los quimicos y fisidlogos. A medi-
da que se fueron caracterizando mds proteinas fue quedando claro también que
su tamano podia variar considerablemente.
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4. LA ESTRUCTURA QUIMICA DE LAS PROTEINAS

Es obvio a primera vista, que cualquier intento de establecer algin tipo de
férmula estructural de un compuesto con la composicion elemental de la «ma-
teria prima» de Mulder (C,,H,,(N,,,O,,,) puede acabar no siendo otra cosa que
aventurarse a poner orden en el caos. Sin embargo. los quimicos aprendieron a
llevar a cabo hidrélisis menos drasticas de la proteinas que las que se llevan a
cabo en los andlisis elementales. Estos procedimientos ofrecieron nuevas alter-
nativas de formulacién estructural, especificas para las proteinas. Estas hidréli-
sis llevadas a cabo en presencia de altas concentraciones de dcidos y bases fuer-
tes a elevadas temperaturas, no reducian las proteinas a mezclas informes de
compuestos orgdnicos sino que permitian aislar unos pocos compuestos quimi-
cos bien definidos, caracterizados por poseer funciones amino y carboxilo al
mismo tiempo, denominados aminodcidos. La quimica habia caracterizado ya
un par de estos, la glicina y la leucina, alld por el afio 1820, mucho antes de
que Mulder lievara a cabo sus experimentos de andlisis elemental con protei-
nas. La asparagina habia sido identificada como sustancia quimica. e incluso
cristalizada, en 1806. A lo largo del siglo XIX a partir de los materiales biolé-
gicos mis variados siguieron identificandose muchos otros, pues la naturaleza
ha sido muy generosa a la hora de engendrar este tipo de compuestos. sobre
todo en el mundo microbiano y el de las plantas. Como afirma en una revisidn
de 1972 sobre aminodcidos Hubert Bradford Vickery, un especialista cldsico en
esta materia:"

In recent years, scores of new aminoacids have been found in va-
rious plant and animal tissues: Greenstein and Winitz (1961} list 90, and
Meister (1963) 183, and some of them have been found as components
of antibiotic substances synthesized by lower organisms. Fowden (1964,
1970) has also reviewed the field. Few months have gone by since the-
se publications that have not seen the description of still another new
amino acid.
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Sin embargo muy pocos de estos aminodctdos aparecen al hidrolizar las pro-
teinas. En realidad en las proteinas sélo encontramos veinte aminodcidos fun-
damentales distintos. El resto hasta completar un nimero de sesenta o setenta
que pueden aislarse de los hidrolizados proteicos, no son sino modificaciones
de los anteriores que en una mayoria abrumadora de los casos tiene lugar una
vez que estos aminodcidos fundamentales se han incorporado ya a las protei-
nas.' El descubrimiento de los veinte aminodcidos fundamentales de las prote-
inas llevé mucho tiempo. La Tabla II recoge su enumeracion junto con el aiio
de su descubrimiento. La mayor parte de estos aminodcidos fundamentales se
descubrieren a partir de hidrolizados de proteinas. Algunos sin, embargo, como
Ia treonina se descubrieron al tratar de elaborar dietas sintéticas para la nutri-
cién animal y abservarse que, a pesar de afiadirse todos los aminedcidos cono-
cidos, todavia era necesario afladir una pequeifia proporcién de proteina de alta
calidad nutritiva.” Los veinte amino4cidos fundamentales que se obtienen de las
protefnas pertenecen a ia serie de los o-aminoicidos. Esto es, sus grupos car-
boxilo y amino van unidos a un mismo carbono de acuerdo con la férmula (es-
crita a la manera de 1900): NH,-CHR-COOH, en que R puede ser H u otras 19
funciones quimicas diferentes recogidas en la Figura 1.

TABLA 11

Aminodcidos fundamentales que intervienen en la formacion
de las proteinas y fecha de su descubrimiento"

1820 Glicina 1896 Histidina
1820 Leucina 1901 Valina
1849 Tirosina 1901 Prolina
1865 Serina 1901 Triptéfano
1866 Acido Glutdmico 1904 Isoleucina
1868 Acido Aspirtico 1922 Metionina
1881 Fenilalanina 1932 Asparagina
1888 Alanina 1932 Glutamina
1889 Lisina 1935 Cisteina
1893 Arginina 1936 Treonina
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Figura 1. Los veinte residues que se unen a los C para dar lugar a los veinte aminoécidos
fundamentales de las proteinas. Los cddigos de una y tres letras son los propuesto
por M. Dayhoff ¥ B. Brand, respectivamente.”

4.1. El enlace peptidico

Hacia 1900, existia ya una conviccién generalizada de que las proteinas es-
taban constituidas por aminodcidos. Por estos afos, como puede verse en la Ta-
bla II, se habian caracterizado ya quince de estos compoenentes. El descubri-
miento progresivo de los aminodcidos que forman parte de las proteinas a lo
largo de Ia segunda mitad del siglo XIX corrié paralelo al desarrollo del con-
cepto de enlace quimico como responsable de la formacién de las moléculas.
Ello llevaba inmediatamente a preguntarse cémo se enfazaban quimicamente los
aminodcidos en las macromoléculas proteinicas. Fue en 1902, en Karlsbad, en
la 74 reunion de la Sociedad alemana de investigadores de la naturaleza y mé-
dicos (Gesellschaft deutscher Naturforscher un Arzte) donde se propuso por
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Emil Fisher y Franz Hofmeister, de forma independiente y siguiendo dos apro-
ximaciones totalmente distintas, la que resulté ser la respuesta definitiva a esta
cuestion.

En los afios en que llevaron a cabo sus trabajos Emil Fisher y Franz Hof-
meister se conocian diversos procedimientos que hacian que las proteinas die-
ran lugar a soluciones coloreadas. Uno de estos procedimientos era la denomi-
nada reaccién del biuret, un compuesto de férmula NH,-CO-NH-CO-NH, (dos
grupos amidas unidos secuencialmente) que en condiciones alcalinas y en pre-
sencia de sulfato de cobre daba una intensa coloracién azul. Al contrario de lo
que ocurre con las proteinas, los aminodcidos no dan lugar a esta reaccién, un
fendmeno que jugé un papel clave en la dilucidacién del tipo de enlace me-
diante el que se unian los aminodcidos para formar las proteinas.

Emil Fisher fue el prototipo del quimico orgdnico de Ia Alemania triunfante de
su época, convertida en primera potencia mundial. Llegé a dirigir en Berlin un ins-
tituto de doscientas cincuenta personas. Tocé muchos temas en quimica orgdnica
aunque sus mejores trabajos fueron sobre purinas y carbohidratos, trabajos por los
que recibid ¢l premio Nobel en 1902. Estudiando los carbohidratos se interesé por
los fermentos que los degradaban, que para el eran indiscutiblemente proteinas. A
partir de estos estudios, observando la especificidad de estas reacciones, formulé
la interaccién llave cerradura como modelo visual de la interaccién de los fermentos
(enzimas) con sus sustratos del que tanto han echado mano los bioguimicos. Inte-
resado por las protefnas decidi poner todos sus conocimientos de quimica orgi-
nica en obtener proteinas artificiales. Basé su modelo de construccién de éstas en
la polimerizacion de a-aminodcidos mediante enlaces amidicos sucesivos, y acu-
M6 para describir estos compuestos los términos de «péptido» y «polipéptido». Su
primer péptido fue una glicilglicina. Para el afio del congreso de Karlsbad habfa
conseguido sintetizar un tetrapéptido. Este compuesto daba la reaccién del «biu-
ret» caracteristica de los polipéptidos y su hidrélisis mediante los procedimientos
que descomponian las proteinas en aminodcidos permitia obtener en forma libre de
nuevo, los aminodcidos que integraban el tetrapéptido, como debia esperarse si la
hipétesis de Fisher era correcta. Estos resultados presentados en Karlsbad fueron
publicados como resumen de su conferencia en el mismo afio™ y mucho més ex-
tensamente cuatro afios después.”!

Franz Hofmeister no era quimico sino un fisiélogo que, con frecuencia, bus-
caba entender la fisiologfa desde fa quimica. Fue discipulo de Carl Lehman un ex-
perto de renombre en la degradacién de las proteinas en el intestino, degradacion
que generalmente se admitia que ocurria en dos etapas merced a la accién de los
fermentos intestinales. La primera etapa llevaba a la acumulacién de unos frag-
mentos comdnmente conocidos como albumosas y peptonas que eran degradados
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en una segunda etapa a aminodcidos, por accion de otros fermentos. Curiosamen-
te en aquella época se pensaba que las albumosas y peptonas, desde el punto de
vista de la nutricién eran mds importantes que los aminodcidos como tales. Se pen-
saba que estos bloques atravesaban la pared intestinal v eran ensamblados otra vez
en nuevas proteinas en los tejidos. La comunicacién de Hofmeister en el Congre-
so de Karlsbad fue recogida en un aniculo publicado simultineamente.™ La apro-
ximacién de Hofmeister en este articulo al problema de cémo se unen los amino-
dcidos para dar lugar a las proteinas no estaba basada en experimentos llevados a
cabo por su laboratorio con vistas a resolver el problema. sino que era enteramen-
te deductiva. Hofineister en su estudio considera los diversos enlaces posibles en-
tre los aminodcidos y los va descartando uno a uno. Considera en primer lugar los
enlaces eter. ester o carbono-carbono y los descarta pues era va de sobra conocido
que ¢l fermento intestinal conocido como tripsina no degradaba este tipo de enla-
ces. Descarta también las uniones del tipo =C-N-C=, del tipo de las del biuret. pues
ello daria lugar a que las proteinas tuvieran numerosos grupos carboxilo libres y
que, consecuentemente, tuvieran un cardcter fuertemente dcido, en contra de lo que
dictaba la experiencia. Sin embargo, dado que las proteinas dan una reaccién de
biuret positiva. al contrario de lo que les ocurre a los aminodcidos. cabria pensar
gue la condensacion de estos debia llevar a la formacidn de algin tipo de enlace
parecido al del biuret, esto es, a la formacién de una cadena conjugada de enlaces
amida. La formacion de cadenas de a-aminodcidos en las que cada uno de ellos
estd unido a los que lo flanquean por sus grupos NH, y carboxilo, respectivos, por
enlaces amida. darfa lugar a la aparicidén de una estructura de este tipo. En base a
todas estas consideraciones Hofmeister propone que las proteinas se forman bisi-
camente a partir de este mecanismo de condensacién entre aminodcidos que daria
lugar al enlace (destacado en negrita) -NH-C -CO-NH-C_-CO- que se repetiria re-
gularmente. Para no complicar demasiado la férmula se ha omitido que el carbo-
no-a lleva unido bien dos dtomos de H (en el caso del aminodcido glicina) o bien
un atomo de H y uno de los 19 residuos recogidos en la Figura | en el caso de los
restantes aminodcidos. De esta forma en el polipéptido es posible identificar dos
regiones: una lineal definida por la cadena que forman los carbonos-a unidos en-
tre si por enlaces amida, normalmente denominada esqueleto peptidico o, también
cadena peptidica; otra formada por el conjunto de los 19 residuos de la Figura |
que de alguna forma cuelga de esta.

4.2. El analisis de aminoacidos

Una vez que gand aceptacion la idea de que las proteinas eran polimeros de
aminodacidos, era obvio que la determinacion de su composicidn en aminodcidos
delineaba una imagen quimica del compuesto mucho mds informativa que la que
suministraba su mera composicién elemental. Fue entonces cuando se impuso
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crear un sistema de simbolos equivalente al de los elementos quimicos para poder
condensar en unos pocos caracteres lo que podriamos Hamar la férmula aminoaci-
dica de las proteinas. En una amplia revision que recogfa todos los resultados dis-
ponibles de andlisis de aminodcidos de Jas proteinas Edwin Brand propuso el cé-
digo de tres letras para designar los aminodcidos que todavia usamos hoy
(Figura 1).* En la actualidad normalmente uno presenta la composicién de ami-
nodcidos en tablas, pero en aquella época no era extrafio publicar férmulas empi-
ricas de las proteinas del tipo de Gly,,Val,,Leu...., remedando las usadas para re-
flejar la composicién quimica elemental. Hoy dia los simbolos de tres letras cada
vez se usan menos, habiendo sido reemplazados por los de una letra (Figura 1).
Esta nueva representacion de los aminodcidos fue propuesta en 1966 en los co-
mienzos de la bioinformdtica con objeto de facilitar los cdlculos, dada la limitacién
de memoria y la lentitud de los procesadores de los computadores de la época.™

Aunque existfan algunos procedimientos quimicos para determinar el con-
tenido de las proteinas en algunos aminodcidos como la lisina o la arginina, ba-
sados en el andlisis de los diferentes estados del nitrégeno,” * el método de uso
mds general para determinar la composicién de aminodcidos de una proteina era
el método microbiolégico.” Este procedimiento estaba basado en el uso de mi-
croorganismos mutantes del tipo de Newrospora o Lactobacillus, que carecian
especificamente de la capacidad de sintetizar cada uno de los veinte diferentes
aminodcidos de las proteinas. La composicién cuantitativa de aminoécidos se
determinaba a partir del crecimiento del cultivo de cada uno de estos mutantes,
estrictamente dependiente de la cantidad en el medio del aminoacido que espe-
cificamente no puede sintetizar, tras las calibraciones apropiadas. La aparatosi-
dad del proceso y la lentitud explica que se impusiera buscar otras alternativas.
No obstante el método gozd de partidarios entusiastas entre los bioquimicos de
amplio reconocimiento de la época. Asi J. T. Edsall, hablando de los progresos
en la caracterizacion de protefnas, no dudaba en incluir entre las técnicas que
mds decisivamente habfan contribuido a ello:

the introduction of the microbiological methods, which have furnished
such rapid and astonishingly accurate estimations of small amounts of
many amino acids, including several that were previously inaccessible
to accurate estimation,”

4.3. La cromatografia: una nueva solucién
La determinacién de la composicién de aminodcidos de las proteinas va a

cambiar, sin embargo, radicalmente gracias a la cromatografia. William Stein y
Stanford Moore desarrollaron ¢n base a esta tltima técnica un procedimiento de
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alguna forma definitivo para resolver este problema que, en esencia, es el que
usamos todavia hoy dfa en los laboratorios de quimica de protenas.

La cromatografia fue inventada muy al comienzo del siglo XIX por el bo-
tdnico ruso Michael S. Tswett. A el se debe también el nombre de la técnica.
La desarrollé para demostrar que en la coloracién de las hojas de las plantas
intervienen varios pigmentos. Especificamente, él demostré que cuando una
gota de un extracto del color de una hoja se depositaba en un papel ésta se ex-
tendia en circulos de amplitud progresiva cada uno de un color, También ob-
servo que se podian rellenar tubos con el adsorbente, introducir por un extre-
mo ¢l extracto coloreado de las hojas y después ir eluyendo, con los solventes
apropiados, en forma de discos de color, los distintos pigmentos presentes en
este.” ™ Es lo que hoy denominamos cromatografia en columna. Aunque por
diversas razones no se prest6 atencién a los trabajos de Tswelt a lo largo de
casi veinte anos, hacia 1930 la potencia de la técnica comenzd a ser reconoci-
da. La potencia de la cromatografia para el aislamiento de sustancias tal como
hoy la conocemos debe mucho a los trabajos tedricos y desarroilos pricticos
ltevados a cabo a partir de esa década por J. P. Martin and R. L. M. Synge, tra-
bajos que les hicieron merecedores el premio Nobel en 1948.* Sin embargo,
aunque lo intentaron muy pronto, el desarroflo de un método que permitiera
aplicar Ia cromatografia a la separacién y cuantificacién de las mezclas de ami-
nodcidos provenientes de la hidrélisis de las proteinas se les resistié y desper-
16 un clerto escepticismo en muchos, como reflejan las palabras del propio Ed-
sall en el articulo antes citado:

The future significance of partition chromatography and allied techni-
ques may be very great indeed. but, at present, the figures derived from
these methods appear to be subject to somewhat greater error that those de-
rived from some of the other methods (microbiological methods, N.A.). %

El éxito de la cromatografia en el andlisis de aminodcidos vino de la mano
de William Stein y Stanford Moore. La clave estuvo en usar sin mds los ami-
nodcidos tal como se obtienen de la hidrélisis clorhidrica en lugar de sus de-
rivados N-acilo como hacian Martin y Synge. Ello permitfa utilizar ademas
solventes acuosos para la cromatografia lo que abarataba y simplificaba muy
considerablemente el proceso cromatogrifico y el manejo de reactivos. Para
cuantificar los aminoacidos eluidos echaron mano de un vigjo reactivo, la nin-
hidrina. En 1949, el método, que habia comenzado a desarrollarse sélo en
1946, permitid ya ofrecer el andlisis aminoacidico completo de la a-lactoglo-
bulina y se la sercalblimina bovina.”* Para 1958 el método pudo ser ya to-
talmente automatizado y los analizadores de amino4cidos comenzaron a co-
mercializarse. Como se ha apuntado unas lineas mds arriba, los analizadores
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automdticos de aminodcidos actuales no son sustancialmente diferentes de es-
tos primeros. Obviamente han mejorado considerablemente las fases solidas
de las columnas cromatogrificas empleadas, lo que se ha traducido en un au-
mento considerable de la sensibilidad y en un acortamiento también conside-
rable del tiempo de andlisis.

A pesar de la antigiiedad de Ia téenica, el andlisis de aminoécidos sigue
siendo en la actualidad uno de los recursos mds potentes que los labaratorios
de quimica de proteinas ponen al servicio de las ciencias bioldgicas y disci-
plinas afines. L.a composicién de aminodcidos es una auténtica huella dactilar
de la proteina y los actuales analizadores ponen a nuestra disposicidn imdige-
nes muy fidedignas de éstas a partir de cantidades minimas. El analisis de ami-
noacidos se ha convertido, asi, en un instrumento imprescindible de control de
calidad de la sintesis de proteinas. Ademads, el desarrollo de algoritmos capa-
ces de comparar una composicién de aminodcidos con las predichas a partir de
los datos depositados en las bases de secuencias, ya sean de DNA o de prote-
inas, hace del andlisis de aminodcidos un procedimiento de identificacién de
proteinas extremadamente eficaz, dado el volumen que estas bases de datos
tienen hoy dia.*
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5. LA SECUENCIA DE AMINOACIDOS
DE LAS PROTEINAS

La unién de aminodcidos mediante la formacion de enlaces amida entre sus
grupos amino y carboxilo permitia concebir a las proteinas como polimeros line-
ales. Los veinte aminodcidos fundamentales de las proteinas se distribuirian a lo
largo de estos polimeros de acuerdo con una secuencia especifica de cada una de
ellas. Esta composicién secuencial, a la que los textos se refieren en la actualidad
con expresiones como «secuencia de una proteina» o «estructura primaria de una
proteinax, daria cucnta de su composicion de aminodcidos caracteristica. Sin em-
bargo hasta bien avanzada la primera mitad del siglo XX no todos los especialis-
fas estaban convencidos de que éste fuera un modelo suficiente sélido. Svedbberg,
por ejemplo, proponfa que todas las proteinas se formaban a base de la combina-
cién de una o varias subunidades peptidicas comunes a todas ¢llas unidas no ne-
cesariamente por enlaces covalentes. Se basaba para ello en las notables similitu-
des que en peso molecular y forma habia encontrado entre la albamina de huevo
y la proteina de Bence-Jones ya en sus primeros trabajos de centrifugacion anali-
tica.™ El descubrimiento de la disociacién de la hemoglobina por él mismo € in-
dependientemente por Adair,’ ¥ al estudiar las proteinas como osmolitos se con-
sideré un argumento mds en apoyo de esta propuesta. Svedberg llegé incluso a
proponer ¢l peso molecular de estas unidades fundamentales.™* Una variante de
esta propuesta, basada en Jos mismos datos experimentales y en los datos cono-
cidos por entonces de composicién aminoacidica de las proteinas, a la que tam-
bién se le prestd bastante atencién dado todo el aparato matemdtico en que apa-
rentemente se sustentaba fue fa formulada por Bergman y Niemann.”' Entre los
que prestaban atencién a esta teorfa de que las proleinas se ensamblaban mediante
mecanismos quitnicos todavia desconocidos a partir de subunidades polipeptidi-
cas de secuencias aminoacidicas repetitivas encontramos al mismo J. Monod.*
Algunos consideraban incluso que dado que las proteinas se ensamblaban de esta
forma, era una inutilidad tratar de buscar un cédigo genético. Sydney Brenner se
hace eco de esta disputa en su biografia:*



ile’s (Fred Sanger) actually shown this remarkable fact that this
things (the proteins) have a chemical structure in the form of sequence
of amino acids. Untii that time no one actually believed this. They all
thought that proteins were polymers of amine acids just joined 1ogether
according to their abundance. There's something calted the Bergman-
Niemann hypothesis. which said that things occurred with a frequency

. according to their abundance.

Otros expertos en proteinas. aunque admitian que los aminodcidos podian
formar en las proteinas una tnica cadena lineal, dudaban de que este hecho tu-
viera mucha importancia. Este escepticismo derivaba de la observacion de que
muchas proteinas presentaban diferencias de comportamiento claramente detec-
tables aun dentro de la misma especie, a la fuz de las téenicas guimicofisicas de
anilisis del momento. Las diferencias mds aparentes cran las de carga. que ob-
viamente se atribuian a diferencias en la composicién de aminodcidos. Puesio
que podian darse también cambios enire amino4cidos con carga de igual signo,
o sin carga. se sospechaba que estas diferencias de composicidn podian cstar
pasando desapercibidas la mavor parte de las veces y ser un fendmeno bastan-
te extendido. En una amplia revisidn sobre este tema, publicada en fecha tan
tardia como 1954, se conclufa:

All protein preparations prepared so far represent populations of
closely related members of a family, not collections of identical mole-
cules.

Teorfa que parecia. pues, hacer bastante irrelevante la composicion de ami-
naoricidos y, por ende, el posible orden de estos en las proteinas, a la hora de dar
razon de las propiedades bioldgicas de cstas.

Las investigaciones de Fred Sanger se encargaron de demostrar, sin embar-
go. que las proteinas estaban constituidas por unas pocas cadenas polipetidicas
lincales en las que los aminodcidos definfan una secuencia de composicion ca-
racteristica, Con ello, Sanger. itrodujo a las proteinas plenamente en la Qui-
mica.

Los trabajos de investigacion mediante los que Fred Sanger demostré que los
aminoicidos se ordenan en una proteina en secuencias perfectamente definibles
tienen su origen en los de Edwin Brand. investigador ya mencionado, uno de los
especialistas en determinacién de la composicion en aminadcidos de las proteinas
que gozaba de mayor reconocimiento a mediados del siglo XX. Era partidario de-
cidido del andlisis microbiolégico como téenica para determinar la composicion
de aminodcidos de una proteina. Como un elemento adicional de caracterizacion
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de la composicién aminoacidica de las proteinas, sus trabajos inclufan siempre la
determinacion del nimero de aminodcidos que presentaban libre el grupo c-ami-
no. Este valor obviamente indicaba el nimero de cadenas polipeptidicas de que
constaba la proteina. En general se trataba de mimeros bastante elevados asi tan-
to para la seroalbiimina, como para la a-giobulina y la insulina Brand. proponia
un nimero de aminodcidos con extremo c-amino libre de diez. El método utili-
zado por Brand para estas determinaciones se prestaba, sin embargo, a grandes
errores. El procedimiento consistia en restar el nimero de lisinas calculado a par-
tir del andlisis de aminodcidos microbioldgico del niimero de grupos amino libres
de la protefna calculados de forma independiente. La fuente de error del método
derivaba de que habfa que restar dos nimeros grandes de magnitudes parccidas
obtenidos experimentalmente, 1o que llevaba a que los errores porcentuales de la
determinacién (ueran necesariamente muy elevados. Con objeto de aumentar la
precision de estas determinaciones se le encomendé a Sanger, nada mas entrar a
trabajar en la Universidad de Cambridge, que pusiera a punto un método basado
en el dinitrofluorobenceno para determinar directamente el ndmero de aminodci-
dos de una proteina que presentaban libre su grupo a-amino.® Este compuesto re-
acciona con los grupos amino libre de las proteinas formando un derivado dini-
trofenilado de color amarillo intenso que no se destruye cuando se procede a
hidrolizar la proteina mediante tratamiento con dcidos concentrados. La identifi-
cacidn de fos aminodcidos dinitrofenilados obtenidos tras Ja hidrélisis permite co-
nocer ¢l nimero y la identidad de los aminodcidos con grupo a-amino libre de
una proteina. El método tenia dos limitaciones importantes que daban lugar a am-
bigiiedades. La primera de ellas era que ¢l grupo amino en posicién a de la lisi-
na también daba derivados dinitrofenilados. La identificacién de derivados colo-
reados de la lisina en el hidrolizade de una proteina no era, por tanto, indicacion
univoca de que este aminodcido tuviera, efectivamente, su grupo c-amino en ¢s-
tado libre. La otra fuente de ambigiicdad provenia del hecho de que durante la hi-
drélisis de la proteina mediante tratamiento con dcidos concentrados los deriva-
dos dinitrofenilados de la glicina se hidrolizan en mayor o menor extension
también. Con objeto de obviar esta dltima ambigiiedad, Sanger se vio obligado a
reducir el tiempo de hidrélisis al minimo necesario. Al hacer esto, observé que
obtenia productos dinitrofenilados adicionales. Al analizarlos, vio que se trataba
de productos surgidos de una hidrélisis parcial de la proteina en los que el ami-
nodcido dinitrofenitado (inicialmente con su o-aminodcido libre), aparecia for-
mando parte de dipéptidos y a veces también de tri y tetrapéptidos. La composi-
cién de estos péptidos delataba que estos no cran otra cosa que fragmentos cn los
que el aminodcido dinitrofenilado iba acompafiado de aquellos otros que consti-
tuian los eslabones siguientes de la cadena polipeptidica. Obviamente, estos re-
sultados suponfan un argumento importante a favor de que los aminodcidos en las
proteinas polimerizaban ordenadamente, teorfa que ya hemos visto que cientifi-
cos muy importantes ponian en duda. Aprovechando la posibilidad de engendrar
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nuevos aminodcidos con extremos o-amino libres mediante hidrélisis parciales de
las proteinas. Sanger se propuso demostrar que el hecho de que los aminodcidos
aparecieran polimertzados ordenadamente en el exiremo ¢-amino de las proteinas
no era un fendmeno exclusivo de esta region sino que se extendia a toda la ca-
dena polipeptidica. Para llevar a cabo esta investigacion, Sanger escogid la insu-
lina, una proteina facit de obtener en cantidades razonables v a la vez una de las
proteinas mds pequeiias de entre las que ya habian sido bien caracterizadas en
aquella época. Tras diez afios de trabajos casi en soliturio, durante los que reali-
z¢ una cantidad de determinaciones que todavia hoy impresionan cuando se rele-
en los articulos en que publicd sus resultados, Sanger determind sin ambigiieda-
des lo que ¢l llamé el orden de polimerizacidn dc los aminodcidos en la insulina
y hoy denominamos, la secuencia de ta insulina.*>

Sydney Brenner recuerda en sus memorias el impacto de los resultados de
Sanger:

There is a club in Oxford called the Alembic Club, which was for
the discussion of chemistry. And I can remember —I think it must have
been either late 1953 or early 1954, but certainly while 1 was at Ox-
ford— going to a lecture that was given by Fred Sanger on the structu-
re [the amino acid sequence| of insulin, He showed how he deduced the
structure. | remember that he had a wonderful of little blocks [repre-
senting amino acids| which he tumed over to face the audience as he re-
lated the structure. And the 1hing that struck me, because protein siruc-
ture was totally impossible thing then. was that at the end of the lecture
Sir Robert Robinson stood up and said. «Doctor Sanger has made pro-
teins part of chemistry. He's actually shown this remarkable fact that the-
se things have a chemical structure in the form of the sequence of ami-
no acids». Until that time no one actually believed this. ™

Las investigaciones de estos dicz afios de trabajo fueron recogidas en seis
articulos publicados todos ellos en una misma revista. ciertamente no de alto
impacto. Por las publicaciones recogidas en estos seis articulos publicados des-
de 1945 a 1955 Fred Sanger recibid tres afios mds tarde, en 1958 su primer Pre-
mio Nobel.

El valor cientifico de los trabajos de Sanger es incuestionable. Los pirratos
precedentes han tratado de dar cuenta de ello. Sin embargo. si bien los estudios
de Sanger constituyeron un hito en el desarrollo del concepto bioguimico de las
proteinas. y junto con el establecimiento por los mismos aiios de la estructura
del dcido desoxiribonucléico, en el dei concepto quimico de la vida, no puede
decirse lo mismo de la metodologia desarrvollada por Sanger para determinar la
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secuencia de aminodcidos de la insulina. Justo al contrario de la téenica des-
arrollada por él afios mis tarde para la secuenciacion de los dcidos desoxiribo-
nucléicos, que le hizo merecedor de un segundo premio Nobel en 1980 y abrid
las puertas i los proyectos genoma ¢ indirectamente a la secuenciacion masiva
de proteinas, procesos clave de la revolucién biomédica maderna. En la actua-
lidad se conoceria la secuencia de aminodcidos de muy pocas proteinas si el tni-
co nstrumento de que hubiéramos dispuesto para acceder a esia tnformacién
fuera la extremadamente laboriosa téenica que utilizé Sanger en sus trabajos con
la insulina, De igual forma, la biologia moderna no hubiera podido desarrollar-
se en numerosas de sus facetas, a la velocidad que lo ha hecho si no se hubie-
ra determinado la secuencia de cientos de proteinas a partir del final de la dé-
cada de 1960. El mérito del desarrollo de una 1écnica eficaz para la secuenciacién
de proteinas es sin lugar a duda de Pehr Edman. un cientifico que de no haber
sido por una muerte relativamente temprana, a los 60 afos, hubiera visto pro-
bablementc recompensada su contribucion a la ciencia con ¢l Premio Nobel.

El punto de partida de la contribucién de Edman fueron las investigaciones
ilevadas a cabo por Abderhalen y Bockmann hacia 1930, que consiguieron hi-
drolizar secuencialmente el tripéptido alanil-glicil-leucina € identificar en cada
caso ¢l aminodcido desprendido, tras separarlo del resto del péptido mediante
cristalizacion, regencrarlo, pues se desprende en forma de hidantoina, y volver-
lo a cristalizar de nuevo.*™ Estos trabajos se basaban a su vez en los de Berg-
man y colaboradores que pusieron de manificsto que el fenilisocianato cuando
reacionaba con el grupo a-amino libre de un polipéptide debilitaba el enlace
peptidico mediante ¢l que este aminedcido se unia al resto del polipéptido. Ello
permitia desprenderlo en condiciones en las que el resto de los enlaces peptidi-
cos no resultaban afectados.” Abderhalen y Bockmann cayeron en la cuenta de
que Ia eliminacion selectiva de este residvo. dejaba un nuevo grupo a-amino li-
bre. suceptible de ser tratado en una etapa subsiguiente de nuevo con feniliso-
cianato y scr también desprendido. La identificacién de los productos despren-
didos en cada etapa, permitirian establecer directamente por tanto, el orden de
los aminodcidos del péptido a partir de aquel que inicialmentc tenia su a-ami-
no libre. En el método propuesto por Abderhalen y Bockmann ¢l péptido era
tratado con metanol-HCI por media hora a 60 °C. con objeto de desprender el
aminodcido que habia reaccionado con el fenilisocianato. Edman al analizar las
limitaciones del método, se percatd, de que en estas condiciones un bajo por-
centaje de los enlaces peptidicos del péptido se hidrolizaban también al azar, ge-
nerando grupos a-amino adicionales libres, o que hacia que al llevar a cabo un
segundo tratamiento con fenilisociunato se desprendieran otros aminodcidos,
aparte del que ocupaba la segunda posicidn. La situacion se iba agravando a me-
dida que avanzaba el nimero de ciclos. de ahi que los resultados se¢ volvian am-
biguos enseguida. Edman observd también que a esta pérdida de calidad con-
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tribufa también el hecho de que era muy dificil conseguir que todos los amino-
dcidos que habian reacctonado con el fenilisocianato se desprendiesen de una
vez. En consecuencia. parte de ellos se desprendian en los tratamientos subsi-
guientes. lo que hacia que tras cada uno de estos obtuviéramos una mezcla en
que junto con el aminodcido que le comespondia desprenderse en ese ciclo es-
tuvieran también presentes en proporciones diversas los que se habian despren-
dido en ciclos anteriores. FFinulmente Edman vio también claro que era necesa-
rio simplificar el engorroso proceso de identificacion de los aminodcidos
desprendidos, que como hemos detallade mds arriba implicaba dos cristaliza-
ciones y la obtencién del aminodcido original en forma libre a partir de su de-
rivado hidantoinico.

El desprendimiento del aminodcido que ha reaccionado con el fenilisocia-
nato es debido a que el oxigeno del isocianato lleva acabo un ataque nucleofi-
lico sobre el enlace peptidico que une el primer aminodcido con el segundo. To-
mando en consideracion este mecanismo de reaccion, Edman decidié sustituir
¢l fenilisocianato por el tenilisotiacianato, pues el azufre resultaba ser un nu-
cledfilo muche mejor que el oxigeno en esta reaccion debido a un menor sola-
pamiento de los orbitales p que compensaba con creces la mavor clectronegati-
vidad del oxigeno. Con ello consiguid disminuir considerablemente el arrastre
de los productos de una reaccién en la siguiente.™ La siguiente mejora del mé-
todo vine de la mano de un estudio cuidadoso de cdmo tras el ataque nucleofi-
lico del enlace peptidico se acaba sintetizando ¢l derivado hidantoinico. Edman
pudo establecer que el aminodcido con el «-amino libre se desprende del resto
del péptido como una 3-tioazolinona. un compuesto que es inestable y que aca-
ba convirtiéndose bien por calor o bien en solucidn acuosa dcida en el isémero
2-1iohidantoina (Figura 2). La reaccién [ no es hidrolitica y puede llevarse a
cabo, por tanto, en presencia de dcidos anhidros con relativa rapidez. mientras
las reacciones 111 y IV son lentas y requieren soluciones acuosas. El estableci-
miento de este mecanismo de reaccidn, le permitid a Edman disefiar un ciclo de
degradacién que podia ilevarse a cabo en los cuatro pasos sigutentes: (1) for-
macién del feniltiocarbamil-péptido: (2) formacion de la feniltioazolinona-ami-
nodicido por un breve tratamicnto con dcido en condiciones anhidras del pépti-
do maodificado; (3) extraccion de este qdltimo compuesto: (4} conversion del
aminodcido extraido tras ser transferido a una solucidn acuosa dcida a la forma
de derivado de finiltioidantoina. La brevedad v las condiciones anhidras del paso
segundo evitaban de forma muy considerable la hidrolisis al azar del péptido v.
consecuentemente. la aparicion en ciclos sucesivos de grupos a-amino libres
adicionales que como sehalamos anteriormente eran una segunda causa de am-
bigiiedad de los resultados una vez que se habian llevado a cabo unos pocos ci-
clos. Finalmente, aprovechando los avances de la cromatografia que hemos re-
sefado con anterioridad. Edman puse a punto un método de identificacion
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Figura 2. Etapas de la formacion de las feniltiohidantoinas durante la degradacién de Edman
de un polipéptide. La primera etapa (1) lleva al desprendimiento en forma de feniltinazolinona
del aminodcido que ocupaba la posicion NH.terminal y tiene lugar en presencia de dcidos. en
ausencia de agua. A continuacidn, en solucidn acuosa deida, In tioazolinona isomeriza a tichi-
dantoina (II y I1I). Pucde hacerle también espontineamente (IV) mediante una reaccién

no bien caracterizada.™

directa de los aminodcidos hidantoinilados formados en cada ciclo. Edman pu-
blico su método. conocido desde entonces como degradacién secuencial de pro-
teinas de Edman o mds cominmente come degradacion secuencial de Edman.
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en 1960, en un articulo en los Annals of the New York Academy of Sciences.™
En este mismo articulo Edman presentd la secuencia de aminodcidos corres-
pondientes a los dieciocho residuos contiguos al aminodcido con el grupo «-
amino libre de la lisozima. También sc afirma en ¢él. que podia llevarse a cabo
facilmente un ciclo por dia. con lo que el establecimiento de la secuencia de la
lisozima requeriria solo meses. en lugar afios como necesitd Sanger con fa in-
sulina. El método de Edman. a pesar de todo. no obviaba de modo absoluto la
aparicién de ambigiiedades cuando se llevaban va realizados muchos ciclos de-
bido a la imposibilidad de eliminar del todo el arrastre de aminodcidos de ci-
clos anleriores, v a gue no es posible tampoco evitar un cierlo porcentaje de hi-
drolisis del péptido al azar a medida que avanza el proceso. Tambiéna llegaba un
momenio en que la cantidad de aminodcido hidantoinilado que se formaba era
muy pequeiia, debido a las inevitables pérdidas de polipéptido a lo largo del pro-
ceso a causa de las manipulaciones que requiere cada ciclo. Por ello la secuen-
ciacién de una proteina completa requeria previamente su fragmentacion en unos
cuantos trozos. Obviamente un proceso repetitivo como el de Edeman se pres-
taba a la automatizacion. Para {963, Edman ya habia disefindo una mdquina au-
tomatica de secuenciar proteinas. Con ella logrd identificar sin ambigiicdades
los productos de los primeros treinta y cinco ciclos de degradacion a los que so-
melid a la globina.”® Cuatro afios mds tarde la mdquina de Edman habfa alcan-
zado su disefo definitivo que fue publicado en las primeras pdginas del primer
namero del Ewropean Journal of Biochemstry.” Una foto de la maquina, su dia-
grama general. v el de la cdmara de reaccidn aparecen recogidos en la Figura 3.
Las reacciones se tHlevaban a cabo en la copa marcada con A en el diagrama in-
ferior de la figura. Al objeto de conseguir que la proteina fuera expuesta en una
superficie muy grande para aumentar al midximo le eficiencia de las reacciones
quimicas y al mismo tiempo utilizar la menor cantidad posible de reactivo, esta
copa giraba a alta velocidad. Por elle esta maquina recibid el nombre de spin-
ning cup. nombre con el que aparece citada infinitas veces en la literatura. Con
aquella maquina Edman conseguia, finalmente. identificar sin ambigiiedades los
productos de los primeros sesenta ciclos de degradacidn secuencial de Ja mio-
globina.®

Alo largo de los afos 1a magquina disefiada por Edman ha ido sufriendo
numerosas modificaciones en su disefio. Se abandond el spinning cup. v se
sustituyo por un cartucho de reaccion que permitia llevar a cabo la mayor
parte de las reacciones en fase gaseosa. La miquina pasé entonces a llamar-
se gas phase segienator. Este cartucho de reaccion se abandond después por
olro sistema que permitia aun mayvor precision a la hora de afiadir los dife-
rentes reactivos y, por consiguiente, miniaturizar el proceso considerable-
mente. La miquina pasé entonces a llamarse pulsed liguid sequenator. Por
supuesto, hubo otros muchos disefios, pero ninguno de ellos consiguié con-
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Figura 3. Secuenciador de Edman. A, Aspecto general del aparato; B, diagrama del equipo:
C, cdmara de reaccién (etiquetada con Q en B) en la que aparece en esquema el spinning
cup (etiquetada como A).™

solidarse en el mercado, excepto estos tltimos mencionados expresamente.
Todas estas maquinas, no obstante, no son sino mejoras, con mayor o menor
fortuna de la de Edman. En sus primeros estudios, antes de desarrollar la ma-
quina automdtica, Edman venia a necesitar para sus secuenciaciones de 1 a
2 milimoles de proteina. Con su miquina de 1967 necesitaba sélo 300 nano-
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moles. Con las de hoy en dia basta 1 picomol (una ganancia en sensibilidad
de mil millones de veces}). y podemos identificar un aminodcido cada cin-
cuenta minutos. Con una de estas mdquinas actuales. el que les habla fue ca-
paz de secuenciar por vez primera ¢l factor de crecimiento para fibroblastos
humano en un mes partiendo sélo de cien microgramos de proteina, La in-
formacién proporcionada por los secuenciadores de proteina desde gue estu-
vieron disponibles ha sido inapreciable en numerosos campos de las ciencias
de la vida. En palabras de Birger Blombiick, una figura seiiera también de la
quimica de las proteinas:

It is no exaggeration 1o say that Pehr Edman’s sequence method is
instrumental in the avalanche of progress which followed in molecu-
lar biology. genctics and medicine. Edman will be remembered as a
scientist whose ideas gave the key for the understanding of the inner
core of the mysterious protein molecules. His work therefore marks
the beginning of a new era in the biological sciences. Structural elu-
cidation of hormones and enzymes has provided the information which
is a prerequisite for their synthesis. Studies of the amino acid sequen-
ce of substrates and active centra in enzvmes have given us clues as
to the mechanisms of their action. Changes in the genes have been de-
monstrated as amino acid substitutions in proteins, Knowledge about
the nature of these substitutions helps us to understand the pathogene-
sis of different diseases and gives us a clue with regard to adequate
therapy. Pehir Edman’s sequence method has provided us with a new
Systema Naturae in which the kinship between animal species is re-
gistered on the basis of similarities in the amino acid sequences of their
proteins. We can appreciate how species evolve in a natural section
process.™

Estas palabras estin escritas en 1977 con ocasion de la muerte de Edman.
Es obvio que hoy dia la secuenciacion de DNA ha tomado ¢l relevo de a se-
cuenciacion de Edman en muchos de los aspectos de la moderna biologia apun-
tados por Blombick, como ¢s ¢l caso de la gendmica evolutiva, disciplina que
dio sus primeros pasos gracias a la secuenciacion de proteinas por el método
de Edman. Sin embargo. hay que evitar que este desplazamiento se traduzca
en olvido de lo mucho que {os comienzos de esta moderna biologia debe & los
trabajos de Edman. Por otra parte. aunque desplazada de este papel protago-
nista, la secuenciacion de Edman sigue siendo todavia un instrumento inapre-
ciable de los laboratorios de los servicio centrales de nuestros centros de in-
vestigacion. La trascendencia de los resultados derivados de la metodologia
desarrollada por Edman lo sitdan, por tanto. a la altura de otros grandes cien-
tificos que revolucionaron la Biologia con sus desarrolios metodolégicos y por
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cllo recibieron el premio Nobel. Por citar a algunos: Svedberg por centrifuga-
cion anatitica; Tiselius por la electroforésis; Martin and Svnge por la cromato-
grafia; Merrifield por la sintesis de macromoliéculas en fase sélida; Mullis por
el PCR. Como dije mids arriba, es bastante dificil de imaginar que este reco-
nocimiento no le hubiera llegado también a Edman de no haberse interpuesto
una muerte prematura.
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6. EL ESTADO PLEGADO DE LAS PROTEINAS

Los estudios de Fischer, Hofmeister, Sanger v Edman. llevan inexorable-
mente a la conclusion de que las proteinas son unos largos polimcros lineales.
De acuerdo con ello. es posible imaginar a las proteinas en solueién como lar-
gas cadenas de aminodcidos serpenteando entre las moléculas de agua. Curio-
samente, sin embargo, no era comun hablar de las proteinas en estos términos,
a pesar de que las evidencias para rechazar este modelo de comportamiento en
solucion tardan mucho en acumularse y en formularse con nitidez. Es mas, ain
no ¢staba firmemente establecido que las proteinas eran ¢l tipo de polimero que
Sanger demostré definitivamente que eran, cuando ya Hsien Wu, a la sazén pro-
fesor en la Facultad de Medicina de Peiping.” propuso en 1931 que las protei-
nas en solucién (fueran polimeros lineales o no), debian adopiar una configura-
cién tridimensional compacta y ademds definida.® El punto de partida lo
constituyeron sus estudios sobre la desnaturalizacion de las proteinas.

La desnaturalizacion de las proteinas es un proceso tipico y exclusivo de
este tipo de compuesto quimico. Se trata de un proceso distinto del de pre-
cipitacion, tan frecuente en quimica. que no lleva consigo cambio quimico
alguno en las propiedades del compuesto, que vuelve al estado soluble ini-
cial tan pronto como se retira el agente precipitante. La desnaturalizacién,
por el contrario hace que la proteina cambie de propiedades de forma que
deja de ser ya seluble en las condiciones en que previamente lo era. Aparte
de ser un fendmeno especifico de las proteinas. la desnaturalizacidn se ca-
racleriza también por ser inducida por un conjunto extremadamente variado
de agentes (Tabla I11I); por el orden monamolecular del proceso de desnatu-
ralizacion: por no ir acompaiiada de cambio en el peso molecular u otra ca-
racteristica quimica o {isica de la proteina, aparte de la alteracion de la so-
lubilidad; por el aumento de la digestibilidad de la proteina desnaturalizada;
por el cambio en las propiedades antigénicas; y, finalmente. por la perdida
de la pérdida de la capacidad de cristalizar.



TABLA I

Agentes que inducen la desnaturalizacion de las proteinas™

Acidos y Alealis

Sales de metales pesados
Alcoholes, Eter. Fenol v numerosos otros compuestos orginicos
Urca concentrada

Sales de guanidinio concentradas
Calor

Congelacion

Luz ultravicleta

Altas presiones

Agitacion

Ultrasonido

Deshidratacion

Ya hemos hablado con anterioridad de la capacidad de las proteinas de cris-
talizar y de fo que supuso este descubrimiento pura atraer la atencidn de los qui-
micos, Cuando Hsien Wu llevaba a cabo sus estudios sobre la desnaturalizacion
de las proteinas. la resolucién de la estructura atémica de las moléculas peque-
fias a partir de la difraccién de los ravos X de sus cristales era una técnica bien
desarrollada que habia dado [ugar también a desarrollos tedricos importantes.
Estaba sdlidamente establecido el principio de que la clave de la cristalizacidon
consistia en la capacidad de las moléculas de precipitar ordenada y regularmente
en el espacio de forma que sus dtomos adoptaran también una disposicidn tri-
dimensional regular a lo ancho y largo del cristal. Al aplicar estos principios a
las proteinas. la conclusién de que las moléculas de éstas tienen que ser bas-
tante rigidas y que sus dtomos lienen que ocupar una posicion relativa fija se
impone necesariamente, lo que es obviamente incompatible con ¢l estado des-
plegado fluctuanie del que hablamos al comenzar este apartado. De alguna for-
ma. segliin Wu, la propia molécula de proteina nativa pueden scr considerada
ella misma como un microcristal. con la salvedad de que no tienc que haber ne-
cesariamente una regularidad interna en la disposicion de sus dtomos. Hsien Wu
postuld, en consecuencia. que el tipo de fuerzas responsables de la formacién
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de los cristales «valencias secundarias» las llamaba €1, para distinguirlas de las
valencias primarias. los enlaces quimicos covalentes que diriamos hoy. debian
ser las responsables también de la estructura interna de las proteinas. ¥ que los
agentes desnaturalizantes no harian otra cosa quc debilitar estas fuerzas. La des-
naturalizacion de las proteinas equivaldria, por tanto, a la disolucion de un cris-
tal. una equiparacidn que necesariamente obliga @ postular un proceso inverso.
la renaturalizacidn. para que ¢l modelo sea termodinamicamente correcto. Aun-
que por mucho tiempo la irreversibilidad del proceso habia sido considerada uno
de los atributos de la desnaturalizacion. en base a las observaciones de los cfec-
tos del calor sobre la albdmina de huevo. en 1925 Anson v Mirsky. v un par de
afios miis tarde el propio Wu, ya habian demostrado utilizando hemoglobina y
metahemoglobina que las proteinas desnaturalizadas pueden ser llevadas de nue-
vo a su estado nativo. de forma que recuperaban su actividad bioldgica v su ca-
pacidad de cristalizar. La observacion de que muchas otras proteinas se com-
portaban de forma equivalente demosiréd que la renaturalizacién era un proceso
suficientemente general en las proteinas v que la excepeion era mas bien el que
su desnaturalizacion fuera irreversible. %



7. NATURALEZA DE LAS VALENCIAS SECUNDARIAS
QUE MANTIENEN A LAS PROTEINAS EN SU ESTADO
PLEGADO NATIVO

Seguimos en este momento la terminologia que utiliza Hsien Wu cuando
propone que las proteinas en su estado nativo estin plegadas sobre si mismas
de un modo definido. Obviamente hay que postular algin tipo de enlace intra-
molecular para explicar que las proteinas mantengan esta estructura plegada. que
obviamente no puede ser de naturaleza covalente, dado el cardcter de los agen-
tes que inducen la desnaturalizacién de las proteinas v de las condiciones en que
se produce su renaturalizacion. En su articule Wu. propone que {a atraccién en-
tre los residuos con carga eléctrica de distinto signo es la responsable de que
las proteinas adopten una conformacién compacia definida,® Obviamente esta
explicacion carece en absoluto de sentido pues las fuerzas de tipo salino no exis-
ten en el agua. Por esta razon se desestabilizan y acaban disolviéndose los cris-
tales de sul vy les corresponderia hacer lo mismo a las estructuras cristalinas in-
tramoleculares de las protefnas. propuesta por Wu. La propuesta de Wu, sin
embargo. gozé de mucho predicamento y aunque John D. Bemnal en 1939 des-
cartaba ya sin el menor género de duda que los enlaces iénicos pudieran tencr
algo que ver con ¢l mantenimiento de las proteinas en estado plegado, pues es-
tos pasarian inmediatamente al estado hidratado.” hasta 1949 este mecanismo
todavia siguié siendo invocado de vez en cuando.®

7.1. Los puentes de hidrigeno

Los puentes de hidrégeno, puestos de moda a partir del afio 1933, cuando John
D. Bemal y Ralph Fowler utilizaron este concepto para proponer un modelo que
explicara las sorprendentes propiedades del agua liquida® tomaron el relevo a los
enlaces idnicos como responsables de que las cadenas polipetidicas adopten una
configuractén compacta bien definida en solucion. El concepto de los enlaces de
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puentes de hidrégeno habia sido propuesto mas de diez afios antes por Wendell
Latimer y Worth Rodebush.*” algo que Bemral y Fowler aparentemente ignoraban.
al poco de que Lewis formulara el concepto de enlace covalente como la unién
que se forma entre dos dtonmos cuando comparten electrones.”™ En el puente de hi-
drégeno, por el contrario, los que intervienen. ademds de este elemento, son dto-
mos con gran afinidad por los electrones. como pueden ser el oxigeno v nitrdge-
no, que atraen hacia si los electrones de los atomos de hidrogeno covalentemente
unidos a ¢llos. Como consecuencia de este desplazamiento de clectrones el dto-
mo de hidrégeno adquiere una carga parcial positiva que ¢s compensada median-
te la interaccidn con las cargas parciales negativas que necesariamente aparecen
alrededor de los elementos electréfilicos que han secuestrado los electrones de los
hidrégenos unidos covalentemente a ellos. Latimer y Rodebush reconocieron des-
de el comienzo ¢l cardcter electrostitico del enlace por puentes ¢z hidrégeno. su
cardcter de enlace débil, y que este tipo de enlace no se limita necesariamente a
la formacion de moléculas dobles o triples sino que puede dar lugar, como seria
el caso de algunos liquidos, a la formacidn de grandes agregados de moléculas
que estan formdndose v deshaciéndose continuamente a causa de la agitacion tér-
mica. La magnitud que puede llegar a alcanzar este fendmeno en el agua liquida
no pasé tampoco desapercibida a Latimer y Rodebush.”

Las investigaciones de John. D. Bernal a propésito de los puentes de hi-
drdgeno en el agua dieron lugar a desarrollos cuantitativos muy extensos de este
concepto. Bernal y Fowler calcularon que entre el hidrégeno y el oxigeno de la
molécula de agua hay una distancia de 0.96 A y que este enlace, con ¢l hidré-
geno como punta de flecha. apunta directamente hacia el dtomo de oxigeno de
una molécula adyacente en el caso del agua liquida. quedando los dos dtomos
de oxigeno a una distancia de 2.76 A. De acuerdo con esios cilculos, ¢l hidré-
£ENo NO OCupa, consecuentemente una posicién equidistante entre los oxigenos
de dos moléculas de agua ligadas por puentes de hidrogeno. En un modelo to-
davia mis elaborado publicado posteriormente John Bernal y su estudiante 1e-
ten Megaw introdujeron la nocion de que. en la masa de agua liquida. a natu-
raleza de los enlaces electrostdticos y covalentes que. respectivamente. unen ¢l
dtomo de hidrégeno a los dos dtomos de oxigeno implicados en un puente de
hidrégeno alterna continuamente de forma concertada. de tal manera que, en re-
alidad. no puede afirmarse que un dtomo determinado, de oxigeno o de hidré-
geno, forme parte de una molécuta concreta de agua, Este efecto unido al des-
lizamiento reciproco de ias moléculas del agua en estado liquido hace que los
dtomos de hidrdgeno y oxigeno pasen continuamente de unas moléculas a otras
v que, por tanto, deban verse mds como perienecientes a la masa total del agua
que a moléculas determinadas. Obviamente ello implica que, desde un punto de
vista termodindmico. el agua liquida posea un elevado nivel de entropia, una si-
tuacidén de la que tendremos que hablar mds adelante con cierta extension al ex-
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phicar las fuerzas que hoy dia se acepla undnimemente que son responsables de
que las proteinas adopten configuraciones tridimensionales compactas y defini-
das. Este salto continuo de los dtomos de hidrégeno de un oxigeno a otro ex-
plica también que la fluidez del agua sea compatible con la ordenacion tetraé-
drica (tipe cuarzo) de las moléculas del ;lguu."9

El principal responsable de que los puentes de hidrégeno ocuparan el papel
atribuido con anterioridad a los enlaces salinos en el plegamiento de las cade-
nas polipeptidicas fue Linus Pauling un autor que vio reconocida muy pronio
su autoridad en el campo de los enlaces quinticos a partir de la publicacion de
su libro The nature of chemical bond.”” Interesado inicialmente por la determi-
nacion de la estructura de compuestos inorgdnicos mediante difraccién de ra-
vos-X, Pauling se interesé pronto en la mecinica cudntica. disciplina que apli-
c6 al problema del enlace entre dtomos medianie electrones compartidos.
Aunque este no es ¢l caso de los puentes de hidrégeno. Pauling no dejé de ocu-
parse de ellos, reconociendo su naturaleza electrostitica tanto en el libro que
acabamos de citar como en articulos previos.” El interés de Pauling por las pro-
tefnas vino determinado por puras necesidades {inancieras cuando estaba inte-
resado en la determinacién de la estructura de los sulfuros y por la decision de
la Fundacién Rockefeller, que financiaba los estudios de Pauling, de cambiar
sus objetivos cientificos. En palabras del propio Pauling:

One day. when [ was visiting the Rockefeller Foundation headquar-
ters in New York City, Warren Weaver, who was in charge of research
grants in chemistry said to me that the Rockefeller Foundation in fact
had no interest whatever in the structure of the disulfide minerals; ins-
tead, at that time their interest was largely in biochemistry. I thought
about this for some time, and then submit an application for a larger
grant to permit me to investigate hemoglobin....”

Aunque el éxito acompafié a Pauling desde sus comienzos en sus investiga-
ciones sobre la hemoglobina, pronto se dio cuenta de que las proteinas eran un
tipo de compuesto quimico muy especial de los que sabia muy poco. Con buen
semtido decidio incorporar entonces a su grupo a Alfred Mirsky, un bioquimico
con experiencia en hemoglobina del que va hemos hablado a propdsito de la des-
naturalizacién de las proteinas.®* La interaccién de Puling con Mirsky hizo que
el primero se interesara por la desnaturalizacion de las proteinas y que ambos pu-
blicaran enseguida, en 1936. una teoria sobre la estructura de las proteinas en es-
tado nativo y desnaturalizado.”> ™ De acuerdo con esta teoria:

The polypeptide chain is folded into a uniquely defined configura-
tion. in which it is held by hydrogen bonds,”
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Segtin Mirsky y Pauling en las proteinas se darfan dos clases de puentes de
hidrégeno, unos que implican al oxigeno v al nitrégeno de los enfaces peptidi-
cos, v otros debido a los dtomos de oxigeno y nitrégeno de los grupos carboxi-
lo y amino de las cadenas laterales de los aminoicidos, aunque en el caso de
estos dltimos, no todos los grupos amino v carboxilo van a estar implicados en
puentes de hidrégeno, pues muchos de ellos deben de estar en la superficie de
la molécula. El trabajo incluye también las caracteristicas geométricas del puen-
te de hidrégeno. un cdlculo de la energia de cste enlace en las proteinas
(3 kcal/mol) y la aplicacién del modelo al caso de la estabilidad del plegamiento
de la tripsina.” En el caso de esta proteina, Mirsky y Pauling proponen que han
de romperse unos treinta puentes de hidrégeno, para dar cuenta de la energia de
activacién de esta ruptura, de los cuales se regeneraran unos veinticinco en el
estado desnaturalizado. En conclusién, por tanto en el caso de la tripsina habria
cinco puentes de hidrégeno clave que serian los realmente responsables de man-
tener su estado plegado nativo.”

Es obvio que los calculos termodindmicos que se proponen para explicar la
estabilidad y regularidad del plegamiento de las proteinas tampoco son correc-
los en este caso por razones similares a las que se adujeron anteriormente para
descartar que lo fueran las fuerzas clectrostiiticas. No es correcto decir que Ia
desnaturalizacion de las proteinas en solucién es debido a la ruptura de una se-
ric de puentes de hidrogeno, pues. aunque es verdad que se rompen. son reem-
plazados inmediatamente por otros con el agua o con los agentes que han in-
ducido la desnaturalizacién, cuando ésta ha sido inducida mediante tratamientos
quimices. Mirsky y Pauling lo reconocen expresamente al hablar de la desna-
turalizacién quimica. pero inexplicablemente no extienden sus observaciones al
caso de las proteinas en soluciones acuosas;

The reagents which cause denaturation are all substances which af-
fect hydrogen-bond formation. Alcohol, urea and salicylate are well-
known hydrogen-bond forming substances: they form hydrogen bonds
with the protein side chains, which are thus prevented from combining
with each other and hording the protein in its native configuration.”

En presencia de agentes desnaturalizantes, por tanto, la diferencia neta de
energia entre el estado native y desnaturalizado de la protefna es pricticamen-
te cero v tul debe ser en la mera presencia de agua dado su alta capacidad de
formar también puentes de hidrégeno v la alta concentracion de agua en la so-
luciones de proteina. Inexplicablemente parece que nadie cayd en la cuenta de
esta inconsistencia en ei trabajo de Mirsky y Pauling de forma que la idea de
que los puentes de hidrégeno eran los responsables de la estabilizacion del ple-
gamiento nativo de las proteinas persistié muchos afios. Sorprendentemente na-
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dic presté atencion tampoco a las dudas expresadas por quimicos tan conspi-
cuos como Hans Neurath™ ni a otras explicaciones que flotaban ya en el am-
biente y que acabaron imponiéndose casi veinte afios mds tarde.”™ Exactamente
a partir de los afios 1954-39 en que Kauzman las formulé explicitamente.™ *

7.2.  El efecto hidrofobico y la disparatada teoria de los cicloles

El efecto hidrofébico estd considerado hoy dia el principal responsable de
que las proteinas en solucién acuosa adopten un estado plegado compacto re-
gular. Esta teoria se formula, sin embargo. en el contexto de un modelo de ple-
gamiento de las proteinas totalmente descabellado. conocido como teoria de los
cicloles. Quizd haya que atribuir al hecho de que surgiera mezclada con las ex-
travagancias de ésta. la falia de atencidon que a los comienzos se presto a la te-
oria que explica la estabilizacion del estado plegado regular de las proteinas a
partir del efecto hidrofébico.

La teoria de los cicloles. un modelo bastante global de estructura quimica de
las proteinas, fue propuesta Dorothy Wrinch una matemdtico inglesa sin nociones
de quimica. Entre otras cosas, la teoria negaba el cardcter polipeptidico de las pro-
teinas. En su lugar se proponia que los aminodcidos adoptaban en las proteinas,
mediante un cambio quimico andlogo al tautomerismo lactama-lactima de otros
compuestos orgdnicos, una estructura de seis anillos que acababan, a su vez, for-
mando una especie de colmenas poliédricas que ella denominaba cicloles, nom-
bre con el que pasé a ser conocida la teoria.*'* La propuesta de Dorothy Wrinch
denotaba, sin embargo, un desconocimiento de la quimica mis que notable. Asi,
los radios atémicos no eran tenidos en cucnta y se {rabajaba sélo con enlaces, de
forma que las estructuras que proponia resultaban estéricamente imposibles. cuan-
do se tenfan en cuenta los volimenes de los dtomos. Es mds. las cadenas latera-
les de los aminodcidos (Figura 1) se representaban sin mis todas ellas con la le-
tra «R» sin tenerse en cuenta que esta letra podia estar representande un volumen
variable v desde Juego considerablemente mayor que el que delimitaba el propio
tamano de la letra en ¢l modelo. Para 1938 ya se habian publicado criticas de-
moledoras de la teorfa.*** Sin embargo. las buenas relaciones y el cardcter de Do-
roty Wrinch hicieron que se ignoraran estas criticas y se prestara a su teoria una
atencion extremadamente superior a la que merecfa. Asf, consiguio implicar en fa
demostracién de su teoria a personajes de la categoria cientifica de Irving Lang-
muir que por aquellos afios (1932) acababa de recibir el premio Nobel por sus
descubrimientos e investigaciones en quimica de superficies.

Desde los primeros tratados sobre los puentes de hidrégeno® y su relacién
con las propiedades del agua® se propuso que la repulsién caracteristica de la
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hidrofobicidad era debida a la fuerte interaccion que, a través de numerosos
puentes de hidrdgeno. se establece entre las moléculas de agua. Las moléculas
apolares no son expulsadas del agua porque haya una repulsion. sine porque
esta interaccion agua-agua es mucho mds fuerte que la que existe entre las mo-
léculas de agua vy las apolares. Conviene distinguir claramente este efecto, del
de atraccidn reciproca por similitud entre las moléculas apolares debida a las
fuerzas de van der Waals.*” El primero en echar mano del concepto de hidrofo-
bicidad fue Isidor Traube que lo utilizé para explicar por qué muchas sustan-
cias orgdnicas en la interfase aire-agua orientan sus regiones mds polares hacia
el agua y las menos polares hacia el aire.* No obstante. el que realmente ex-
plotd casi hasta la saciedad el efecto hidrofébico fue lrving Langmuir, en sus
estudios sobre fa tension superficial. estudios que ilevé a cabo en su mayoria
con un instrumento de la simplicidad del que ha pasado a la historia con ¢l nom-
bre de balanza de Langmuir.®® La formacién de micelas de detergente en agua
fue otro de los campos de aplicacién del efecto hidrofébico.”

Langmuir cra totalmente ajenc a la quimicofisica de proteinas, pero Dorothy
Wrinch logré captar su interés al proponerle una seric de nuevos experimentos
con su balanza para probar la teorfa de los cicloles. El éxito de los primeros ex-
perimentos entusiasmd a Langmuir que vio como se abrian nuevas perspectivas
de aplicacion para su balanza que juzgo llenos de promesas,

This should have great value as a biological 1ool: very likely it will
find a place in the diagnosis of disease.”’

fo convirtio en un defensor acérrimo de la teoria de los cicloles

Tratando de buscar un soporte tedrico para ésta. Langmuir eché mano de
sus conocimientos sobre el comportamiento de las susitancias apolares en la in-
terfase atre-agua. Inmediatamente se dio cuenta de que una fraccién sustancial
de las cadenas laterales de los amineicidos de una proteina es apolar. por lo que
el efecto hidrofébico en una solucién de proteinas en agua debe ser considera-
ble, e inducir que estas adopten formas compactas del tipo de las micelas de de-
tergente. Dado, por tanto. la necesidad de colapsar Ia proteina en un volumen
lo menor posible, esta puede llegar a adoptar conformaciones como la de los ci-
cloles que en otras circunstancias parecerian imposibles. Langmuir expuso es-
tas ideas primero en un simposio en Cold Spring Harbor y posteriormente en
dos conferencias impartidas en Inglaterra en la Roval Instinution (1938) v en la
Roval Society (1939)* cuando ya la mayor parte de los quimicos de proicinas
ingleses de renombre empezaba a estar mas que cansados de que a un dispara-
te como la teoria de los cicloles se le siguicra dando tanta audiencia. Especial-
mente molesto estaba J. D, Bernal al que yva nos hemos referido en diversas oca-
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siones. pues Dorothy Wrinch se habia permitido afirmar que los datos prelimi-
nares de difraccion de rayos-X por la insulina, publicados por Darothy Crow-
foot. estudiante de doctorado con Bernal. estaban a favor de la teoria de los ci-
cloles.”* Sin embargo. a pesar de que de hecho capitaneaba a los opositores a
la teoria de Wrinch. fue lo suficicntemente inteligente para darse cuenta de Ia
importancia de la aportacion de Langmuir v de la necesidad de separarla de la
ganga de los cicloles. En una conferencia dictada en la Roved Institution en el
mismo aiio de 1939 sale decididamente en defensa del efecto hidrofébico:™

The behaviour of the hyvdrophobe groups of the protcins must be such
as to hold together...... In this way a force of association is provided
which is not so much of atiraction between hydrophobe groups. which
is always weak. but that of repulsion of the groups out of the water me-
dium.

a la vez que reconoce:

Langmuir has used this picture as a justification of the cyclol cage
hypothesis. but it is strictly quite independent of it.

En este momento del debate estalld Ia secunda guerra mundial. Todos los
implicados en la discusion se vieron implicados de una forma u otra en ella.
Para cuando termind. todos parecian haber olvidado. junto con la teoria de los
cicloles, el efecto hidrofébico. incluso Bernal. En una conferencia que dicta en
la Fraraday Society en 1958 al hablar de las fuerzas que pueden inmervenir en
la estructura ¢ interacciones de las macromoléculas enumera los enlaces cova-
lentes, los enlaces idnicos y los pucntes de hidrégeno. El efecto hidrofébico del
que tan licidamente habia hablado en 1939 es pasado por alto.” Hubo que es-
perar a Kauzmann para que el efecto hidrofébico saliera a la luz de nucvo vy
ocupara definitivamente ¢l lugar que l¢ corresponde en la quimicafisica de las
proteinas.’ %

En pdrrafos inmediatamente anteriores hemos visto como el efecto hidrofd-
bico era conocido desde el comienzo del siglo XX y que al final de la década
de los afos 30 de ese siglo va se habia aplicado a las proteinas. Evidentemen-
te, el contexto historico rocambolesco en el que se generd Ia teoria del efecto
hidrofdbico como factor estabilizador de la estructura de las proteinas. no fue
una circunstancia que facilitase su ficil aceptacién por ka comunidad cientifica.
Iil que la reetaboracion de ésta por Kauzmann tuvicse lugar cuando la polémi-
ca de los cicloles ya estaba mds que olvidada contribuyd, sin duda, a que la aco-
gida de la teoria fuera bien distinta esta vez. Sin embargo, mds que el cambio
de contexto histdrico. ¢l verdadero factor clave de la ridpida aceptacion de la te-
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oria esta vez. lo constituyeron los estudios de Henry Frank sobre la termodind-
mica de la interaccion de las sustancias apolares con el agua, estudios que des-
velaren los verdaderos fundamentos fisicos del efecto hidrofébico. La aplica-
cién de las conclusiones de estos estudios al caso de las soluciones de proteinas
en agua constituye el ndcleo esencial de la reformulacion que lleva a cabo Kauz-
mann de la teoria de la estabilizacion de la estructura plegada compacta de las
proteinas por el efecto hidrofébico. como é mismo reconoce expresamente.®

Henry Frank era yva doctor en quimicafisica por los afios en que se hallaba
de misionero en China, donde le sorprendid la segunda guerra mundial. Hecho
prisionero por los japoneses. fue después objeto de un intercambio de prisione-
ros. La escasez de profesores. debido a la movilizacién. hizo que fuera contra-
tado por la Universidad de California. Alli reanudé sus estudios sobre termodi-
ndmica de los liquidos. En el tercero de los articulos elaborados como fruto de
estas investigaciones se describe el estudio del proceso de mezcla del agua con
sustancias apolares.” De acuerdo con el modelo que parecia mds obvio. el efec-
to hidrofébico se debia a que introducir una molécula apolar en agua supone
romper puenies de hidrégeno para como mucho sustituirlos por otras interac-
ciones considerablemente mds débiles. A temperatura y presiones normales, vy
sin ofras interacciones que perturben el equilibrio, la solucion tenderd, tarde o
temprano, a alcanzar de nucvo el estado en que el nimero de puentes de hi-
drégeno sea el mavor posible, lo que obviamente acabard expulsande al com-
ponente apolar de la masa de agua. Sin embargo Frank observo que la mezcia
de una sustancia apolar con el agua era un procese cuya principal caracteristi-
ca termodindmica era la de tener una entropia negativa v un calor de reaccién
nulo, algo, esto tdltimo, incompatible con la ruptura de puentes de hidrégeno.
Estas observaciones le llevaron por tanto a la conclusidn de que la mezcla de
sustancia apolares con agua no induce ruptura neta de puentes de hidrégeno sino
una reordenacidn de estos que debe hacer que en la masa del agua aparezcan
zonas de estructira mds ordenada que en el resto. Lewis, con quien Frank dis-
cutid a fondo sus conclusiones, propuso el nombre de icebergs para estas re-
giones, no porque la estructura del agua en cllas fuera en modo alguno la del
hielo, sino para indicar el tipo de fendmeno (aparicién de islotes de estructura
ordenada en medio de la masa de agua) que sugerian los datos termodinimicos.
Segiin Kauzmann, la estructura de los hidratos cristalinos que se forman a tem-
peratura ambiente a elevadas presidnes en las mezclas de agua con metano, cta-
no o propano puede dar una idea mds aproximada de la naturaleza de estos ice-
bergs que la estructura del propio hielo.*® En estas estructuras. conocidas con el
nombre de clatratos, las moléculas de agua forman grandes cstructuras polié-
dricas mediante uniones de puentes de hidrogeno, estructuras que a su vez se
unen con otras para formar una especie de esponja de celdillas altamente geo-
méltricas que albergan en su interior las moléculas apolares que inducen la for-
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Figura 4. Modelo de la celdilla fundamental de los clatratos. Los clatratos son un tipo de sé-
lido en el que las moléculas de agua forman una especie de jaula en la que queda atrapada una
molécula de gas (estructura en gris claro). Muchos gases excepto el hidrogeno y el hélio for-
man clatratos, incluidos los hidrocarburos de menos de cinco dtomos de carbono. Las esferas
grises oscuras representan los dtomos de oxigeno y las blancas las de hidrégeno.

Las barras grisses oscuras representan los puentes de hidrégeno.

macion del clatrato y lo estabilizan. La estructura propuesta para la celdilla fun-
damental del clatrato, estabilizado por la ocupacion del nicleo de la celdilla por
un gas hipotético, aparece recogida en la Figura 4. Cuando hablamos paginas
mds atrds de la estructura del agua hicimos notar que se trataba de una estruc-
tura de alta entropia debido a que los dtomos de hidrégeno y, reciprocamente,
de oxigeno estaban pasando continuamente de una molécula de agua a otra, de
forma que no podian asignarse a ninguna molécula concreta sino que debian ser
considerados como patrimonio comtin de toda la masa de agua. Este profuso in-
tercambio queda severamente limitado en el clatrato al quedar las moléculas de
agua insertas en una estructura que limita de forma importante el volumen en
que pueden moverse libremente, una condicion bésica para que tenga lugar el
profuso intercambio de los dtomos de hidrégeno tipico del agua liquida. Por esta
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razon, la formacion de los clatratos como consecuencia de las mezclas de sus-
tancias apolares con agua lleva consigo una considerable disminucién de la en-
tropia del sistema. factor que obviamente actia en contra de la formacién de la
mezcla y tiende a expulsar de la masa acuosa las sustancias apolares. ¢n el caso
que nos ocupa, los aminodcidos hidrofébicos. De no existir residuos hidrofili-
cos. la termodindmica del sistema llevaria a la exclusion de las proteinas de la
solucidn al modo de lo que ocurre con los aceites. La situacion se estabiliza. sin
embargo. gracias a los residuos hidrofilicos de la proteina que permitirin la for-
macién de una micela que alberga en su interior los residuos apolares. Sin em-
bargo, estos residuos no pueden ocupar cualguier posicion en el interior de la
molécula. como ocurre en las micelas de los lipidos solubilizados mediante de-
tergentes. Pero ello seri el objeto del siguiente apartado.



8. LA ESTRUCTURA TRIDIMENSIONAL
DE LAS PROTEINAS

Terminamos el apartado anterior afirmando que una micela de lipido manteni-
da en solucién acuosa por efecto de un detergente no era un modelo adecuado de
lo que era ¢l cardcter micelar de una proteina. Al contrario de lo que ocurre con los
lipidos. los aminodcidos de las proteinas no deben estar en estado liquido dentro de
la micela sino ordenados en el espacio con la suficiente rigidez como para penmitir
a las proteinas cristalizar. Este fue uno de los principales argumentos en que apoyo
W su propuesta de que los polipéptidos no desnaturalizados adoptaban en solucion
conformaciones compactas. regulures v rigidas. En sus propias palabras:

In a crystal the atoms are arranged regularly. and the process of
crystallization consists in the laying-on ol molecules in regular orienta-
tion... To explain the crystallizability of natural proteins we have to as-
sume that these proteins molecules are more or less rigid. that is. the
atoms in each molecule occupy fixed positions with respect to one ano-
ther, If this is the case. it will be necessary only to orientate the mole-
cule as a whole... in order 10 form the crystal.®

El interés de Pauling por las proteinas no acabd con la elaboracion junto con
Mirsky de su teoria sobre la estruclura compacta de las proteinas en estado na-
tivo y del papel de los puentes de hidrdgeno en la estabilizacion de esta estruc-
tura.” sino que intrigado por la difraccién de los rayos-X por determinadas pro-
teinas como las a-queratinas, tratd de buscar una explicacion a la regularidad de
plegamiento del polipéptido que sugerian estos datos, De nuevo vemos aqui im-
plicada tangencialmente a Dorothy Wrinch. En efecto, Pauling se interesé en la
estructura a nivel atdomico del plegamiento de las proteinas cuando la Fundacién
Rockefeller le pidio su opinién sobre las teorfas de Dorothy Wrinch sobre la na-
turaleza de las proteinas. Como ya mencionamos en el apariado anterior Lang-
muir y Wrinch pretendian que el andlisis de I difraccion de los rayos-X por los
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cristales de insulina claramente demostraban la teoria de los cicloles.** Estos
datos llevaron a Pauling. tras rechazar la teoria de Dorothy Wrinch.” a intere-
sarse por la difraccidn de los rayos-X por las proteinas, persuadido de que él ya
sabia lo suficiente sobre cadenas polipeptidicas, su plegamiento y, por supuesto,
sobre difraccion de rayos-X como para poder proponer un modelo de plegamicnto
de las proteinas a partir de las fotografias de la difraccidon de los rayos-X por las
queratinas obtenidas por Astbury.” '™ El intento resulté fallido. por el prejuicio
de considerar que las unidades repetitivas que revelaban las fotografias a una dis-
tancia de 5.1 A correspondian a los aminodcidos consecutivos del polipéptido.
Sin embargo. el estudio aporté uno de los conceptos clave en ¢l plegamiento de
las proteinas, el de la estructura del enlace peptidico (Figura 5A):

From the theory of resonance [ could predict that the carbon-nitro-
gen bond in the main chain of the proteins would have some double
bond character stolen from the carbonyl groups, and that as a result the
polypeptide chain would consist of planar groups joined 1o onc another
at the alpha-carbon atoms.”

El fracaso, no obstante, no indujo a Pauling a desistir del tema, sine a bus-
car datos adicionales en que apoyarse, como las estructuras de los aminodcidos
y de péptidos pequefios determinadas a partir de la difraccion de los rayos-X,
para lo que contd con la colaboracion de Robert P. Corey. Basados en estos da-
tos que permiticron calcular la distancia correcta de los distintos enlaces impli-
cados, en la estructura plana de del enlace peptidico (Figura 5A) v en el prin-
cipio de que cada grupo carbonilo e imino de éste (excepto en el caso de la
prolina ¢ hidroxiprolina) estd implicado en la formacién de un puente de hi-
drégeno con una distancia entre nitrégeno y oxigeno aproximada de 2.8 A, Pau-
ling v Corey propusieron en 1931 tres configuraciones bdsicas de plegamiento
de la cadena peptidica de los polipéptidos, las denominadas hélice-a (Figura 5B)
y ldminas-f3 antiparalela y paralela (Figura 5C y D).""" ' La belleza estructural
de estos plegamientos les hizo adquirir enseguida gran popularidad. Sin embar-
go, la explicacién de la relacidn que podian tener con el caricter compacto v
globular de las proteinas estos plegamientos que de por si parecian destinados
a dar lugar a la formacion de largas fibras v extensas laminas, hubo de esperar
a que tuvieran lugar desarrollos importantes de las técnicas de analisis de la di-
fraccion de los rayos-X por los cristales de protcinas.

Para cuando Mirsky v Pauling publicaron su teoria sobre los estados nati-
vos v desnaturalizados de las proteinas (1936) John D. Bemal v D, Crowfoot
ya habian dado a conocer un par de afios antes los datos correspondientes a la
difraccién de rayos-X por cristales de pepsina.'™ La regularidad en la distribu-
cién de dtomos en el espacio que revelan estos datos se convirtié para ellos en
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un poderoso nuevo argumenta a favor de su propuesta de que las cadenas poli-
peptidicas adoptan una configuracién bien definida en las proteinas nativas.”
Wu solo pudo conocer los datos de difraccion de ravos-X por fibras de protei-
nas, lo que no le permitié formular este segundo argumento.

John D. Bernal. que hizo contribuciones clave sobre la estructura del agua,
como va hemos mencionado anteriormente, fue discipulo de William Bragg, uno
de los pioneros en el uso de la difraccion de rayos-X para determinar la estruc-
tura atémica de los compuestos quimicos. En colaboracién con €l que determi-
né la estructura del grafito. su primer trabajo cientifico.'” Convencido de la po-
tencia del método se propuso enseguida utilizarlo para determinar la estructura
de las proteinas. Junto con su coliboradora Dorothy Crowfoot fue ¢l primero en
obtener fotos bien definidas de la difraccién de los rayos-X por las proteinas.
utilizando cristales de pepsina.' Los datos consiituycron una sorpresa memo-
rable. pues mostraban reflexiones a dngulos de valor elevado. que correspondi-
an a separaciones cercanas a los 2 A, una distancia proxima la de los enlaces
entre los atomos (1.534 A es la distancia normal del enlace C-C). Obviamente
muchos pensaron, Bemal y Crowfoot los primeros, gue estos datos ponian de
manifiesto que. gracias a la difraccién de rayos-X, el conocimiento de la es-
tructura atémica de las proteinas quedaba al alcance de fa mano:

Now that a crystalline protein has been made to give X-ray photo-
graphs. it is clear that we have the means of... arriving at far more de-
tailed conclusions about protein structure than previous physical o che-
mical methods have been able to give.'”

Sin embargo, estos estudios aparte de poner de manifiesio una vez mds el ca-
racter globular de las proteinas. el importante contenido en agua de los cnistales de
proteinas y las dimensiones de la celdilla unidad. no fueron capaces e sumintstrar
mucha mas informacién por el momento. La deduccién de la estructura atGmica
de las proteinas a partir de la difraccién de los ravos-X de sus cristales necesité to-
davia de avances importantes en !a teoria de la difraccidn, en el tratamiento mate-
nidtice de los datos y en la preparacion y el mancjo de los cristales de proteina.
Muchos cientificos de primera linea, algunos de ellos expertos en cristalografia cre-
yeron que se trataba de una tarea imposible. En 1934, en el discurso de presenta-
cién del Premio Nobel de Linus Pauling, G. Higg no dudaba en afirmar:

To make a direct determination of the structure of a protein by X-
ray mcthods is out of question for the present, owing to the cnormous
number of atoms in the molecule. A molecule of the coloured blood cons-
tituent hemoglobin. which is a protein, contain for example more than
8000 atoms.'”
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Sin embargo, por aquellas fechas, estdbamos ya a s6lo cuatro aiies de la pu-
blicacion de Ja estructura atémica de una proteina muy cercana a la hemoglobi-
na, la mioglobina, y a seis de la publicacién de la estructura aidmica de la mis-
ma hemoglobina, por John C. Kendrew y Max Perutz, respectivamente.'® '

8.1. La determinacion de la estructura de Ias proteinas por cristalografia

Si a mediados de los afios 1950 muchos consideraban algo rayano en la in-
sensatez el tratar de establecer la estructura atémica de la hemoglobina a partir
de la difraccion de los rayos-X de sus cristales, mucho mds lo era, obviamente
en 1936 cuando Max Perutz se traslado de Viena a Cambridge para incorporar-
se al laboratorio de John D. Bernal adonde seguian obteniéndose espectros de
difraccién de rayos-X de proteinas de los que no era posible sacar mds infor-
macién que las dimensiones de la unidad de celdilla y las distancias entre pla-
nos con gran densidad de electrones internos a esta, como hemos dicho ya unas
lineas més arriba.” "™ E| gran problema que se interponia eatre los espectros
de difraccién de los rayos-X por los cristales de proteina y la determinacion de
la estructura atémica concreta que daba lugar a esos espectros era el conocido
como ¢l problema de las fases. A solucionar este problema tanto de una forma
teGrica como prictica dedicéd Perutz la mayor parte de los afios que median en-
tre su legada a Inglaterra y la publicacién de las primeras estructuras alémicas
a finales de los afios 1950. A partir de 1946 pudo contar para el abordaje del
problema de las fases con la colaboracién de John Kendrew que acababa de ob-
tener su titulo de graduado en quimicafisica a los 19 afos en ¢l Trinity College
de Cambridge. Ambos compartirian ¢l Premio Nobel en 1962 por haber conse-
guido establecer por primera vez la estructura atémica de una proteina y por ha-
ber desarrollado la metodologia necesaria para ello. Obviamente, un esfuerzo de
tantos afios es inconcebible que hubiera podido mantenerse si tanto Perutz como
Kendrew, miembros Gnicos, a los comienzos, del grupo de Biologia Molecular
del Medical Reseca Council. no hubieran contado con el respaldo entusiasta de
un hombre con la visién cientifica de Lawrence Bragg, verdadero inspirador del
Cavendish Laboratory de Camnbridge, al que tanto debe fa biologia modema.

El problema de las fases es el siguiente. Es posible describir la distribucion
de dtomos de una proteina y sus clectrones mediante una funcidn periddica de
la que es posible obtener, por tanto, su transformada de Fourier. Cuando esta
molécula en un cristal es sometida a una radiacion de rayos-X, esta luz es di-
fractada por estas nubes de electrones a determinados dngulos del rayo incidente
con intensidades y fases caracteristicas. Si recogiéramos en una placa fotogrd-
fica el conjunto de estas difracciones y conociéramos la intensidad y fase de la
radiacién que ha dado lugar a las impresiones que observamos en clla, tendria-
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mos todos los datos que habriamos obtenido al calcular la transformada de Fou-
rier de la distribucion periddica de los electrones del cristal que ha dado lugar
a la difraccién. Como una de las propiedades de las transformadas de Fourier
es su reversibilidad, esto es que la sintesis de Fourier del resultado de una trans-
formada de Fourier nos da como resultado la funcién periddica original que se
transformé. es obvio que llevando a cabo la sintesis de Fourier de la distribu-
cion de impresiones recogidas en la placa fotogrifica en cuestidn, obtendriamos
la distribucién periddica de las nubes de electrones en el cristal de proteina que
difractd los rayos-X. Conocida la distribucién de las nubes de electrones con el
suficiente detalle podemos determinar inmediatamente la posicidn de los dto-
mos de la proteina que ¢s obviamente ¢n lo que consiste la determinacion de la
estructura de esta a nivel atdmico. Sin embargo existe una dificultad insalvable
para llevar a cabo la sintesis de Fourier. que es que al registrar la difraccién de
los rayos-X por el método que sea perdemos la informacion de la fase del rayo
que da lugar al registro. De ahi la denominacidn del problema, el problema de
las fases. A desarrollar una teoria ¥ una metodologia para resolver el prablema
de la determinacidn de las fases. dedicaron Peruiz v Kendrew muchos afios. Gra-
cias a estos esfuerzos, emprendidos cuando muchos estaban persuadidos de que
no les levarfan a ninguna parte, pudieron determinar la estructura atomica de
la mioglobina y de la hemoglobina.

Para la solucidn del problema de las fases Perutz v Kendrew recurrieron al
fenomeno. de sobra conocido por aguel entonces. de que los dtomos pesados
dispersan la luz con muchisima mayor intensidad que los dtomos ligeros como
el carbono y ¢l oxigeno, por poseer muchos mas electrones que esos Gltimos.
debido a que la diferencia de la capacidad de dispersion de la tuz entre dos dto-
mos es funcion directa del cuadrado del cociente entre el niimero de clectrones
que tiene cada uno de ellos. Asi. un dlomo de uranio que tiene quince veces mds
electrones que el carbono tendrd una capacidad de dispersion de los rayos-X es
doscientas cincuenta y cinco veces mayor.

La introduccion de un dtomo pesado en una proteina cristalizada puede ile-
varse a cabo sin distorsién de su estructura, pues éste puede acabar enciajando en
el sitio que normalmente ocupan en el cristal el solvente o determinados iones
de la solucién de cristalizacidén. De ahi el nombre que recibio el método: reem-
plazamiento isomérfico. Al no alterar la estructura de la proteina. logicamente no
se alterard la distribucidn caracteristica de su difraccion de los rayos-X. Sin em-
bargo. si causard alteraciones importantes en la intenstdad de alguna de las di-
fracciones, al sumar su elevada capacidad de dispersar los rayos-X a la de de-
terminados dtomos de la proteina. Una representacion de Patterson calculada a
partir de estas difracciones que se han vuelto especialmente intensas nos va a
permitir calcular Ia proyeccién en un plano de la distancia entre los distintas pun-
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tos del cristal en los que se han fijado los dtomos pesados. Hecho esto. es cn-
tonces posible calcular las fases de estas difracciones en base al cambio de in-
tensidad que ha causado en estas la introduccién del metal. En general la solu-
cidn es bastantente ambigua. Por ello con frecuencia hay que proceder a obtener
cristales de la proteina con elementos pesados diferentes y proceder a una com-
paracién miltiple entre las difracciones de la proteina sin modificar v tratada,
Por ello al método. con mds precisidn. se le denomina reemplazamiento isomor-
fico miltiple. L.a tarea es obviamente enorme por el nimero intensidades a com-
parar. Por otra parte, ficilmente, al introducir un elemento pesado. la estructura
de la proteina sufre ligeras modificaciones que hacen que el cristal no sea iso-
morfico y que, por tanto, no se pueda utilizar. Ello implica que después de cada
tratamiento el cristal deba ser medido para determinar si es isomdrfico o no. Fi-
nalmente la especificidad de la localizacidn del dtomo pesado en el interior de
la proteina tampoco suele ser absoluta, Por ello, ordinariamente. la eleccidn del
tiempo durante el que la proteina ha de ser tratada con éste suele ser también un
factor muy critico. Si es demasiado corto. ¢l elemento pesade no se distribuiri
homogéneamente por todos los sitios que puede ocupar, lo que producird difrac-
ciones de dudosa interpretacion. Si el tratamiento es demasiado largo empezarin
a ocuparse sitios inespecificos al azar que hardn también inviable el andlisis de
las difracciones de estos cristales. Obviamente cllo no se sabe hasta que los da-
tos se han adquirido. Lo desmesurado de la tarea explica que Kendrew y Perutz
tuvieran que emplear afios en acumular los datos necesarios para proceder al cil-
culo de Ias estructuras de la mioglobina v de la hemoglobina.

La proteina que inicialmente decidio estudiar Perutz fue la hemoglobina. Era
una proteina [icil de obtener y de 1a que cra posible obtener ficilmente crista-
les de calidad. Con el tiempo se vio que erit una proteina complicada para los
objetivos que Perutz se habia propuesto. Era muy grande por ser un tetrdmero,
como ya hemos menctonado repetidamente a lo largo de este trabajo. y las pre-
paractones no presentaban frecuentemente la homogeneidad necesaria para los
estudios cristalograficos. Esta heterogeneidad derivaba de que ta hemoglobina
ticne dos estados oxidado y reducido con estructura ligeramente diferente, y de
que lentamente sus dgtomos de hierro acababan pasando del estado ferroso nati-
vo al férrico, con cambio también de la estructura de la proteina. Por esta razdn
Kendrew comenzo6 un proyecto independiente centrado en la mioglobina, una
proleina gue ¢s cuatro veces mds pequena y sin la mayor parte de los proble-
mas de homogeneidad de la hemoglobina. Debido a elio la estructura de esta
proteina pudo resolverse dos afios antes que la de a hemoglobina en estado oxi-
dado. Se irata de un modelo calculado a partir de sélo cuatrocientas difraccio-
nes que requirié de la obtencién de nada menos que ocho derivados de la pro-
tefna con dtomos pesados. Todo ello ademids contando sélo unos computadores
todavia en estado embrionario y sin capacidad grdfica ninguna, El modelo pre-
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sentado por Kendrew aparece recogido en la Figura 6A. Se trata de un modelo
a una resolucién de s8lo 6 A en que uno solo ve aquellas regiones en que los
dtomos cstidn mds empaquetados. pero que permile trazar en su tolalidad el es-
queleto peptidico de la protefna. Fue un modelo sorprendente por el hito que re-
presentaba, pero también decepcionante para muchos que esperando encontrar
grandes simetrias intemas v espectaculares empaquetamientos de Liminas-a y
hélices-f} y se encontraron solo con una especie de salchicha plegada muy irre-
gularmente. En palabras del propio Kendrew:

Perhaps the most remarkable features of the molecule are its com-
plexity and lack of symmetry. The arrangement seems to be alimost to-
tally lacking in the kind of regularities which one instinctively anticipa-
tes. and it is more complicated than has been predicted by any theory of
protein structure.'®

Dos atos mds tarde Kendrew pudo publicar un modele caiculado utilizan-
do 9600 difracciones. lo que le permitio llegar a una resolucién de 2 A. En csta
estructura va se podia apreciar claramente que la cspecie de salchicha del mo-
delo a 6 A era en realidad:

... hollow cylindrical tubes of high density: projecting at intervals
from the cylindrical core are densec regions of various shapes and sizes.
which are clearly the amino-acid side-chains. More detailed examination
shows that. in fact, the cylindrical tubes are helices. consisting of a sin-
gle strand of high density with axial repeat about 5.4 A1

El modelo a 2 A (Figura 6B), por tanto. confirmaba que los plegamientos
propuestos por Pauling v Corey para la cadena peptidica no eran meras espe-
culaciones sino que efectivamente constituian un primer nivel de empaqueta-
miento de las proteinas. Pone de manifiesto también como estas hélices-a pue-
den acodarse para dar lugar a formas globulares de empaquetamiento
(Figura 6C). una cuestién que dejaba abierta la mera propuesta de Pauling. como
hemos hecho notar en pdginas anteriores, Sin embargo, la estructura de la mio-
globina invalida. a la vez. la hipdtesis de Pauling de que los puentes de hidréd-
geno eran los responsables de mantener plegada a las proteinas. La propuesta
de Pauling es verdad a nivel de las hélices-cz. No obstante todavia queda man-
tener empaquetadas a las hélices entre si. EI plegamiento de la mioglobina pone
de manifiesto que la interaceién entre las hélices-a en el interior de la proteina
es casi exclusivamente a través de-aminodcidos apolares v que aquellos que po-
drian participar en la formacidén de puentes de hidrégeno o interacciones i6ni-
cas se encuentran en la superficie. donde. por razones ohvias, no forman este
tipo de enlaces intramoleculares. La estructura de la mioglobina confirma por
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Figura 6. Estructura tridimensional de la hemoglobina obtenida a partir de una sintesis de
Fourier a 6 A (A), a2 A (B) y esquema del plegamiento de la cadena peptidica de la proteina
en un cilindro plegado sobre si mismo (C) que se observa en la estructura representada
en (B). Este cilindro tiene las dimensiones y el plegamiento del tubo retorcido
de la estructura recogida en (A)."" '™



tanto la teoria de Kauzmann sobre el origen de las fuerzas que manticnen una
proteina plegada.”’ Sin embargo, la misma estructura sugiere también la razén
de por qué la proteina adopta internamente los plegamientos propuestos por Pau-
ling. Es obvio que el confinamicnto en ¢l interior apolar de la proteina de un
numere lan importante de dipolos, como son los que entran a formar parte de
los puentes de hidrogenos de las hélices-a v ldminas-f}. €5 un proceso energé-
ticamente muy poco favorable. Si a pesar de 1odo ello la estructura de la prote-
ina no salta por los aires es por que las cargas parciales de estos dipolos (ue-
dan neutrahzadas al formarse los puentes de hidrégeno internos de las hélices-a
v kiminas-fi. plegamientos que permiten que, a pesar de las limitaciones estéri-
cas que impone la geometria de la cadena polipeptidica. s¢ forme un mimero de
puentes de hidrdgeno cercano al mdximo posible de ellos. Es obvio que el ba-
lance energético entre un estado en que estos dipolos formen puentes de hidré-
geno y otro en que estén hidratados en la superficie de la proteina es aproxi-
madamente neutro. En este sentido, como apuntamos paginas atrds, los puentes
de hidrégeno no estabilizan el plegamiento de las protefnas. Sin embargo, es ob-
vio que romper los puentes de hidrdgeno en el interior de la proteina para pro-
ceder a desplegarla es un proceso que requiere una cantidad de energia impor-
tante. En consecuencia, la formacién de las estructuras propuestas por Pauling
es la responsable de las importantes barreras energéticas de activacion que nor-
maimente separa el estado nativo de las proteinas del estado desnaturalizado.

8.2.  La renaturalizacién de las proteinas: factores responsables de que las
proteinas adquieran su estructura plegada especifics

De acuerdo con la teoria de Hsien Wu, la desnaturalizacién de las proteinas
consiste en la pérdida de un estado homogéneo de plegamiento como ¢l obser-
vado en la mioglobina y hemoglobina. Por ello las proteinas desnaturalizadas
no podrian cristalizar. Sin embargo, los indicios de que, efectivamente, las pro-
teinas adoptaban un estado desplegado vy sin estructura definida se basaban en
observaciones bastante indirectas e imprecisas, como podian ser. por ejemplo.
las del aumento de viscosidad de las soluciones de proteinas a medida que es-
tas se desnaturalizaban.” Los estudios sobre la desnaturalizacién y posterior re-
naturalizacion de la ribonucleasa permitieron a Anfinsen caracterizar de forma
mucho mds directa el estado desnaturalizado de las proteinas.

La ribonucleasa pancredtica bovina contiene ocho cisteinas cuyvo grupo sul-
thidrilo estd oxidado en la proteina nativa formando cuatro enlaces disulfuro
(entaces cominmente denominados puentes disulfuro en el casa de las protei-
nas). Si todas las cisteinas de una molécula de ribonucleasa se encontraran for-
mando puentes disulfuro, v estos se formaran al azar, un mero cilculo combi-

66



natorio nos dice que la ribonucleasa adoptaria ciento cinco configuraciones iso-
méricas de puentes disulfuro. lo que no es el caso de la molécula nativa en fa
que se detecta un dnico patrén (cisteinas 26-84, 40-96. 58-110. 65-72)."" An-
finsen redujo estos puentes disulfuro en presencia de urea 8 M. permitié que se
formaran de nuevo en presencia de aire afadiendo trazas de iones cobre v, fi-
nalmente elimind la urea. Observd que la preparacién carecia totalmente de ac-
tividad bioldgica. v que en clia estaban representadas la mayor parte de las cien-
to cinco formas isoméricas de la ribonucleasa que podiun obtenerse por
formacion de puentes disulfuro al azar. De no haberse procedido a oxidar pre-
viamente de nuevo los grupos sulthidrilo. 1a proteina habria vuelto al estado na-
tivo al retirar la urea. de acuerdo con el cardcter reversible de la desnaturaliza-
cién de proteinas que hemos mencionado repetidamente. Al permitir. sin
embargo que se formaran puentes disulfuro de nuevo cuando la proteina estaba
todavia en estado desnaturalizado Afinsen pudo sacar una especie de «foto fija»
del conjunto de estructuras en equilibrio que coexisten en el estado desnatura-
lizado de la ribonucleasa. Observo también que esta proteina fijada en su esta-
do plegado al azar recobraba su actividad bioldgica casi al cien por cien, como
cabia esperar de la reversibilidad caracteristica de un estado desnaturalizado de
proteinas, cuando era incubada con pequefias cantidades de reactivos con gru-
pos sulthidrilo de potencial redox suficientemente bajo como el a-mercaptoeti-
nol o el tioglicolato."*"® Estos experimentos por tanto e permitieron demostrar
a Afinsen que efectivamente la desnaturalizacion de una preparacion de protei-
na consistizt en que se perdia el plegamicnto homogéneo compacto de su cade-
na polipeptidica para pasar a ser substituido por toda una panoplia bastante he-
terogénea de plegamientos. Estos mismos expenimentos demostraban también,
de forma ya directa, la correlacién inmediata que existe entre pérdida de es-
tructura v pérdida de actividad biologica.

Los experimentos que apovan las conclusiones recogidas en el parrafo an-
terior parecian también demostrar que existia una relacion biunivoca estructura
funcién. Expresamente hemos evitado esta formulacién en el parrafo anterior,
pues los experimentos resumidos en el, aunque sugicren este tipo de relacion
biunivoca. no la demuestran estrictamente. Obviamente [a pérdida de plega-
miento nativo va asociado a pérdida reversible de actividad bioldgica. Sin em-
bargo quedaba por demostrar que la reversibilidad iba asociada estrictamente a
la adquisicién del estado nativo inicial. Légicamente admitir que la forma re-
generada totalmente activa no tenfa por qué no tener la estructura nativa inicial
suponfa admitir que diversos plegamientos de la ribonucleasa eran también ac-
tivos. Con los datos disponibles en ¢se momento. esia opeidn no podia descar-
tarse, a pesar de que la recuperacién de la capacidad de cristalizar de las prote-
inas renaturalizadas parecia constituir un argumento en su contra bastante
contundente.®** Por otra parte. admitir que la forma renaturalizada recuperaba
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la estructura tridimensional de la forma nativa suponia admitir que la informa-
cidn necesaria para que una proteina adquiera su plegamiento nativo estid codi-
ficada en su propia secuencia, un principio basico de la biologia molecuiar en
maodo alguno evidente por si mismo. La demostracion de todos estos principios,
hoy dia va clasicos, la llevd a cabo Frederick H. White, un antiguo colaborador
de Anfinsen trabajando conjuntamente con los cristaldgrafos J. Bello, D. Har-
per y £ De Jamette. Estos autores llevaron a cabo una investigacion extrema-
damente exhaustiva, con pruebas bioguimicas y quimicofisicas de todo tipo que
se extendian, incluso. al andlisis de la difraccién de tos rayos-X de las formas
nativa y renaturalizada de la molécula, respectivamente, que demosiraba que
ésta ultima recobraba efectivamente la estructura nativa original y que del pa-
trén altamente heterogénco de puentes disulfuro que presentaba la proteina des-
naturalizaba. la preparacion pasaba a tener un patrén unico. el de la proteina na-
tiva.'” Este estudio demostraba ademis que la proteina era capaz de adquirir su
estructura tridimensional nativa por si misma en base a informacién contenida
exclusivamente en su estructura quimica primaria, sin intervencién de ningiin
otre elemento celular,

L.as conclusiones de White y sus coluboradores hicieron aflorar inmediata-
mente la pregunta de cémo en la estructura primaria de una proteina puede es-
tar contenida la informacién necesaria para plegar de forma tan precisa y com-
pacta la cadena polipeptidica. De dominar estas claves, podriamos disefiar
proteinas con las estructuras que considerdramos conveniente. Bs algo de lo que
aun estamos muy lejos. Lo que hoy sabemos arranca, sin lugar a duda. de las
investigaciones que Anfinsen llevd a cabo con la ribonucleasa de Staphiviococ-
cus aurens uni proteina que al contrario de la procedente de pincreas bovino
no posee puentes disulluro. fo que permitia observar directamente ¢l fenémeno
de plegamiento sin potenciales interferencias derivadas de la concomitancia de
otros procesos, como podria ser el de la formacion de puentes disulfuro. La ri-
bonucleasa de §. aurens tienc ademiis la particularidad de que puede ser trata-
da con la proteasa tripsina. en condiciones que ocasionan sdlo una hidrdlisis
muy limitada (tras ¢l residuo 3 de su secuencia y tras los residuos 48 0 49), para
dar lugar a una torma, conocida como ribonucleasa T, que contintia siendo ac-
tiva. en la que los dos fragmentos mayores (residuos 3-48/49 y 49/50-149) con-
tindan asociados.” Los dos fragmentos de I ribonucleasa T pueden separarse
ficilmente. Anfinsen observd que cada uno de ellos, por separado, carecia de
estructura y, por supuesto, de actividad enzimatica.™ Sin embargo. cuando es-
tos dos péptidos se mezclaban, estos se asociaban de nuevo regenerdindose la
actividad especifica de la proteina antes de la disociacion y li estructura origi-
nal de la ribonucleasa T, como se encargaban de poner de manifiesto tanto las
medidas de cromatografia, dicroismo circular. estabilidad térmica v velocidad

“de sedimentacién, como la comparacién entre la difraccion de los rayos-X de
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los cristales de la ribonucteasa T original y reconstruida.'™ ! Este conjunto de
observaciones aparte de constituir una forma especialmente llamativa de poner
de manifiesto la adquisicién de un plegamiento definido en base exclusivamen-
te de la informacion contenida en la secuencia. ponen de manificsto que esta in-
formacion esta contenida en ¢l conjunto y no en los componentes por separado.
Asi. cada uno de los componentes sélo adquiere su estructura tridimensional es-
pecifica cuando se asocia con el otro componente. A este lendmeno se le cono-
ce como el principio de cooperatividad de la estructura de las proteinas y es res-
ponsable de las caracteristicas cinéticas de tipo cooperativo que se observan en
muchas propiedades de las proteinas.'”

Aiios antes de que Anfinsen iniciara sus estudios con la ribonucleasa 1% ya
habia sido descrito que la digestion de la ribonucleasa pancredtica bovina con
subtilisina en condiciones adecuadas hidrolizaba sélo tras el residuo 20 o tras
el 21 para dar lugar a una forma de la proteina conocida como ribonucieasa S
que conserva asociados los dos fragmentos generados por la hidrélisis y man-
tiene la actividad especifica de la proteina sin digerir.'® Por no estar unidos es-
tos dos fragmentos por puentes disulfuro pueden ser separados ficilmente. Los
péptidos por separado carecen de actividad ribonucleasa. pero como en el caso
de la ribonucleasa T es posible recobrar la actividad enzimitica cuando los dos
fragmentos se mezclan de nuevo. Sin embargo, cuando el fragmento mayor ha
estado incubado en condiciones en que puede tener lugar un intercambio en su
patrén de puentes disulfuro. éste pierde su patron nativo de puentes disulfuro v
la mezcla de los dos fragmentos no lleva a la recuperacion inmediata de la ac-
tividad enzimdtica. lo que no es el caso cuando se incuba en las mismas condi-
ciones la proteina completa o los dos fragmentos juntos antes de ser separa-
dos.'"'** No obstante, ¢s posible hacer que el fragmento que ha perdido ¢l patrén
nativo lo recupere incubandolo en presencia del fragmento de 20 aminodcidos
en condiciones que posibilitan el intercambio entre puentes disulfuro. Este pro-
ceso lleva también a la recuperacidn de la actividad enzimdtica de la prepara-
ci6én.'** Este conjunto de datos lievé a Anfinsen a la conclusion de que en frag-
mentos bastante pequefios de la secuencia de una proteina hay a veces también
informacién muy importante para gue toda ella adopte la estructura tridimen-
sional adecuada. En sus estudios con la ribonuclcasa S, Anfinsen llegé a deli-
mitar que los primeros quince residuos de la proteina contados desde su extre-
mo amino eran imprescindibles y sulicientes para que ésta adoplara su
conformacion tridimensional nativa.'** Con posterioridad pero sin alcanzar gran
precision. pues los métodos de la época no lo permitian. Anflinsen flegd a la con-
clusion de que probablemente eran sélo unos pocos residuos de este fragmento
de quince aminodcidos los que eran criticos para inducir el plegamiento nativo
de la ribonucleasa S."* Hoy dia gracias a las poderosas herramientas que la in-
genieria genética ha puesio en nuestras manos, todos los que hacemos ingenic-
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ria de proteinas sabemos que basta a veces con cambiar un aminodcido para que
una proteina sea incapaz de adoptar su plegamiento tridimensional nativo. y
permanezca permaneniemente en un estado desnaturalizado.

Un principio reciproco al de la importancia de determinados residuos para que
las proteinas adquieran su estructura tridimensional nativa es el de que numero-
sos aminodcidos de una proteina pueden ser alterados sin que ello altere su es-
tructura ni su actividad. Una vez mas fueron los estudios de Anfinsen con la ri-
bonucleasa los que permitieron establecer este principio.'” Estas investigaciones
s¢ basaron en la modificacion del grupo a-amino de las lisinas con el anhidrido
N-carboxi-a-alanina. La reaccion de este altimo compuesto con las lisinas con-
vierte a estos aminodcidos en iniciadores de una reaccion de polimerizacion que
penmite aitadir largas cadenas de polialanina a las proteinhas. En ¢l caso de la ri-
bonucleasa pancreitica se observd que siete de los grupos a-amino de sus diez li-
sinas se modificaban y que a cada uno de ellos podian anadirsele cadenas de po-
lialanina de hasta setenta residuos sin que se viera alterada la actividad enzimadtica
de la proteina. Es mas, esta ribonucleasa desnaturalizada mediante el tratamiento
cldsico con urea 8 M y reductores de los puentes disulfuro, cra capaz de nuevo
de recobrar su actividad v el patrén de puentes disulfuro caracteristico de la pro-
teina nativa cuando se retiraban los agentes desnaturalizantes y se la incubaba ¢n
las condiciones adecuadas, descritas anteriormente, para que estos puentes se for-
men de nuevo. Por tanto. asi como existen aminodcidos que juegan un papel cla-
ve en e plegamiento correcto de la proteina. muchos otros pueden ser modifica-
dos y presumiblemente sustituidos sin que ello Heve a alteraciones importantes de
la estructura tridimensional de la proteina. Consecuentemente, la funcién biologi-
ca de las proteinas parece que, a grandes rasgos, se correlaciona mds con su ge-
ometria a nivel macromolecular que con los detalles quimicos. La popularizacion
de la secuenciacién de proteinas. gracias a la mdquina disefiada por Edman v
de ta determinacidn de la estructura tridimensional de proteinas aporté enseguida
numerosos argumentos a favor de esta conclusion. La caracterizacion de hemo-
globinas y citocromos de un amplio abanico de especies v de numerosas protei-
nas bacterianas codificadas por genes con mutaciones diversas ha demostrado con-
tundentemente que la secuencia de las proteinas puede ser modificada ampliamente
sin que ello lleve necesariamente consigo pérdida de estructura v alteracion de
funcién.'”*'* En consecuencia, la naturaleza ha resuelto de formas muy diversas
a lo largo de la evolucidn el mantenimiento de una estructura geométrica apta para
la funcién encomendada a la proteina. En estas funciones. como por ejemplo en
la catdlisis enzimdlica solo intervienen un nimero limitado de residuos quimicos
que han de ocupar posiciones relativas muy precisas en ¢l espacio, con capacidad
de desplazamientos reciprocos también extremadamente precisos. El resto de la
estructura de la proteina solo ticne como funcion garantizar estas posiciones v des-
plazamientos relativos v ello lo consigue gracias a una geometria global que ob-
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por las mismas proteinas de la membrana celular, a través de unos pocos ami-
noicidos concretos de su superficie. Las veintitrés formas se han superpuesto ha-
ciendo coincidir verticalmente los aminodcidos conservados que van destacados
utilizande diversos tonos de gris (mis intenso cuanto mis conservados estdn),
como se detalla en el pié de la figura. En la figura se aprecia claramente como
la naturaleza ha conseguido el mismo efecto tridimensional de forma muy di-
versa. Las reglas quimicas que rigen este fendmeno estin todavia por dilucidar.
Tal vez nunca puedan llegar a formularse en forma de funciones lineales, dado
el alto niimero de efectos cooperativos que estin implicados en €1, Por su con-
tribucion al establecimiento de las relaciones entre la secuencia de aminodcidos
de las proteinas y su conformacién bioldgicamente activa Anfinsen recibid el
Premio Nobel en 1972,

8.3. Estructura nativa de las proteinas v flexibilidad: la aportacion
de la resonancia magnéiica nuclear

Lo que lNlevamos dicho u propdsito de la estructura tridimensional de las pro-
teinas en estado nativo va asociado a una cierta idea de rigidez de su plega-
miento. Al determinar la estructura tridimensional de una proteina es frecuente,
sin embargo, encontrarse con zonas en gue la difraccion de los rayos-X no per-
mite calcular la geometria que en ella adopia el polipéptido. Este fenoémeno se
observé muy pronto, cuando se flevaban resueltas las estructuras de sélo vein-
te proteinas y. curiosamente, afectaba a veces a zonas esenciales para la funcion
de 1a proteina,**"* Ello se atribuyé a que ¢l polipéptido adopta en esa zona un
plegamiento al azar. Obviamente si ello ocurre en el cristal es mds que razona-
ble presumir que debe ocurrir lo mismo cuando la praoteina se encuentra en so-
lucidn. Como hemos apuntixdo vy veremos, ademds, mds adelante con cierto de-
talle, estas regiones desordenadas parecen desempenar funciones bioldgicas
extremadamente importantes. Una caracterizacion a alta resolucion de estas re-
giones con objeto de profundizar en la correlacion entre estas caracteristicas es-
tructurales y la funcion biolégica de estas proteinas es obvio que no puede ser
abordado utilizando la difraccion de rayvos-X. casi por definicién. No obstante
es perfectamente abordable en la actualidad mediante la espectroscopia de re-
sonancia magnética nuclear, una écnica que permite determinar la estructura tri-
dimensional de las proteinas en solucion y estudiar en cstas mismas condicio-
nes la dindmica de esta estructura.

Felix Bloch y Edward 1Purcell fueron los primeros en estudiar sistenuitica-
mente los fendémenos de resonancia magnética nuclear. Sus investigaciones les
hicieron merecedores del Premio Nobel en 1932, La espectroscopia de reso-
nancia magnética nuclear deriva del hecho de que los micleos de determinados
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dtomos como los del H. el "C y el "N, tienen un cierto cardcter dipolar. Estos
nuicleos al girar, generan un campo magnético cuyo momento coincide con el
¢je de giro, Como consecuencia de ello, se comportan como verdaderos imanes.
Al introducir estos dtomos en un campo magnético. sus nicleos se orientan de
tal forma que la direccion y ¢l sentido de su momento magnético sean los mis-
mos que el del vector del campo en que sc¢ han introducido. Una vez creada esta
situacion, los dtomos pueden ser desviados de esta posicion aplicando encrgia
electromagnética de la frecuencia adecuada. Una vez que hemos dejado de apli-
car esta radiacion. los Atomos volverin a su posicion inicial mediante un movi-
miento de precesion alrededor del eje deflinido por el vector campo magnético.
Como consecuencia de ello se convertiran ellos mismos en emisores de radia-
cion efectromagnética cuya frecuencia correspondera a la de su precesion. A co-
mienzos de la década de 1950 se descubrié que la frecuencia de absorcion y
emision de energia de los dlomos en los que se observaban los fenémenos de
resonancia magnética nuclear era modificada por el ambiente quimico en que
s¢ encontraban estos dtomos, fendmeno al que se denominé desplazamiento qui-
mico. Bl descubrimicato de este fendmeno abrid a la resonancia magnética nu-
clear unas perspectivas importantes como téenica analitica. pues al estar cada
dtomo de una molécula en un ambiente quimico distinto cada uno de ellos 1en-
drd un desplazamiento quimico caracteristico que lo identifica. El problema con
que tropezo la téenica para imponerse como instrumento analitico en esos aiios
fue su baja sensibilidad. Sin embargo. la sensibitidad de ésta aumentd dramati-
camente al descubrirse que ¢l andlisis de Fourier permitia determinar los des-
plazamicntos quimicos de los diferentes Momos de una molécula a partir de fa
sefal clectromagnética que emite el conjunto de ellos al volver a su estado de
reposo. tras haber sido desviados previamente todos cllos a la vez de éste me-
diante un pulso de energia adecuado. La aplicacién de los métodos de Fourier
permitié también acortar sustancialmente 1a duracidn de los experimentos v des-
arrollar la resonancia magnética nuclear multidimensional. Esta dltima técnica
s¢ basa en que cuando se excitan las moléculas con trenes limitados de pulsos
cuya frecuencia se va variando progresivamente, es posible determinar median-
te el andlisis de Fourter de la radiacion electromagnética emitida al volver cl
sistema al estado de reposo v de los cambios de esta emision en funcidn del in-
tervalo de tiempo entre pulsos, junto con la frecuencia caracteristica de los dto-
mos resonantes (datos que ¢ posible obtener de los experimentos monodimen-
sionales), la distancia reciproca relativa que separa a los dtomos que estin
praximos. Con estos datos en la mano es posible identificar Ia naturaleza de los
diferentes grupos quimicos de una molécuia. la distancia a que se encuentran v
calcular la estructura global def compuesto. Richard R. Enmst recibid ¢l premio
Nobel de Quimica en 1991 por su contribucion al desarrollo de estas téenicas
desde el punto de vista tedrico v de Ia ingenieria extremadamente sofisticada
que requiere."”’



Al final de la década de 1970 Wiithrich tlevd a cabo, en colaboracién con
Ernst, ¢l menos en parte. una serie de modificaciones de la téenica para poder
aplicarla a la determinacion de la estructura de las proteinas. Es ficil de imagi-
nar la complejidad de la tarea dado el elevadisimo nimero de dtomos de las mo-
léculas en juego. Inicialmente Wiithrich tuvo en cuenta sélo la resonancia de los
datomos de hidrogeno. Para identificar la frecuencia de cada uno de ellos des-
arrolld la téenica de la asignacidn secuencial, a base de combinar los resultados
de dos tipos de medidas bidimensionales la denominada correlared spectroscopy
conocida por las siglas COSY vy los de la nuclear Overhauser enhancement spec-
troscopy (NOESY).™ ™ Una vez identificados la mayor parte posible de los
protones de la cadena polipeptidica de la proteina por su frecuencia caracteris-
tica. demostréd que ¢s posible establecer también a partir de los experimentos
NOESY una matriz de distancias reciprocas entre ellos. A partir de aqui, puedo
pasar a calcular la estructura de la proteina mediante un método matemitico que
busca el plegamiento tridimensional de ésta que mejor satisface el conjunto de
distancias reciprocas recogidas en la mairiz,'" teniendo en cuenta, por supues-
10, las resiricciones estéricas que impone la geometria de los distintos enlaces y
grupos quimicos del polipéptido. En 1983 Wiithrich consiguié determinar, me-
diante ¢ste conjunto de 1écnicas la estructura tridimensional del inhibidor I1A de
proteinasas del plasma seminal de toro.”*® La fiabilidad del método fue com-
probada resolviendo simultineamente y de forma independiente la estructura tri-
dimensional del Tendamistat. un inhibidor de la «-amilasa. utilizando resonan-
cia magnética nuclear y difraccidon de rayos-x. Ambas técnicas llegaron a
soluciones practicamente identicas.™*

Los algoritimos para calcular la estructura de las protefnas a partir de una
matriz de distancias no llevan a una solucion tnica. Es frecuente presentar es-
tas soluciones superpuestas como se ha hecho en la Figura 8 que corresponde a
un estudio en el que se determind la estructura de una variante del factor de cre-
cimiento para fibroblastos que pasee propiedades bioldgicas especialmente in-
teresantes que no viene al caso detallar ahora.'*® En este tipo de gréficas suele
representarse solamente la traza de la cadena peptidica de la proteina. pues re-
sultarian demasiado complicadas si se anadicran mds detalles. En la Figura pue-
de apreciarse un fendmeno que se observa con {recuencia en cstas representa-
ciones y es el de las caracteristicas diferentes de la superposicion de frazas en
las distintas regiones de la proteina. Asi, observamos, cémo hay zonas (superior
derecha) en que las diferentes soluciones a que llega el cilculo de la estructura
son muy parecidas, lo que da lugar a que las trazas aparczcan muy empaqueta-
das. Sin embargo en otras regiones (inferior izquierda) la superposicion de 1a
trazas cs muy laxa, lo que suele atribuirse a que en estas zonas la proteina es
especialmente movil. Esta conclusion. no deja de ser una suposicion, o a lo mds
una inferencia indirecta. del tipo de la que se hace en el caso de las estructuras
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Figura 8. Superposicion de las 24 estructuras de la cadena peptidica del factor de crecimiento
para fibroblastos FGF*''** que mejor se ajustan a la matriz de distancias (aproximadamente 1500)
utilizada en el cdlculo de su plegamiento tridimensional."*

calculadas mediante difraccion de rayos-X cuando resulta imposible determinar
la estructura de una determinada zona de la proteina. No obstante los dltimos
avances de la resonancia magnética nuclear permiten tener una informacion di-
recta bastante exhaustiva sobre la dindmica de estas zonas.

Un factor decisivo en el desarrollo de estas nuevas téenicas de resonancia ha
sido la posibilidad de preparar proteina marcada uniformemente con los isétopos
®N y "C, cuyos niicleos son también apropiados para la resonancia magnética
nuclear. La posibilidad de llevar a cabo un marcaje de las proteinas de este tipo
ha permitido desarrollar a cabo experimentos heteronucleares tri y tetradimen-
sionales.*" ' Este tipo de experimentos permite, en primer lugar, una asignacién
de resonancias mucho mds rdpida y una determinacion de distancias mucho mds
eficiente y exhaustiva, que, por consiguiente, hace posible calcular estructuras
mucho mas precisas en un tiempo mucho menor. Pero sobretodo, el marcaje con
“N y "C lo que permite es llevar a cabo experimentos de relajacién heteronu-
clear y, con ello, tener acceso al estudio de la dinamica de la estructura de la pro-
teina en solucién.”* Esta técnica una vez puesta a punto encontré aplicacion in-
mediata. Gracias a ella, se puso enseguida de manifiesto que un elevado nimero
de proteinas, muchas de ellas fisiologicamente muy importantes, poseen regio-
nes muy moviles y se pudieron calcular los pardmetros caracteristicos de la fle-
xibilidad de estas regiones.””" "™* Tgualmente permitié demostrar cémo, efectiva-
mente, la falta de densidad electrénica observada en determinadas zonas de las
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Figura 9. Estructura tridimensional de la cadena peptidica de la proteina priénica (aminodci-
dos 23 a 231) recombinante en el estado presumiblemente de la forma nativa celular (PrP©).
Aproximadamente la mitad de la cadena (residuos 23 a 120) carece de plegamiento tridimen-

sional estable y es representada en la figura, de forma simbélica, en una de las infinitas
configuraciones que puede adoptar,'™* '*

estructuras critalogrificas de las proteinas era debido a su intensa movilidad.'”
Quiza uno de los casos mas espectaculares de movilidad de una zona determi-
nada de una proteina es el de la forma presuntamente nativa de la proteina prio-
nica.”® ¥’ Como se observa en la Figura 9, la mitad de la proteina es globular,
compacta y rica en hélices-at (residuos 121-231) v la otra mitad (residuos 23-
120) totalmente flexible, como ponen de manifiesto los tiempos de correlacion
rotacionales de los grupos "N-"H (t.<1 ns). Obviamente la estructura de esta tl-
tima region que se recoge en la figura es puramente simbdlica y no representa
sino una de las infinitas configuraciones que puede adoptar. Una informacion
como esta no hubiera podido obtenerse mediante difraccion de rayos-X. Es mas
una proteina como la mPrP(23-231) nunca hubiera cristalizado pues como hemos
repetido varias veces a lo largo de este discurso la capacidad de cristalizar de las
proteinas fue uno de los argumentos mas importantes que usé Hsien Wu a la hora
de defender que las proteinas tenian una estructura compacta regular, interna-
mente ordenada y de una cierta rigidez.”

En el afio 1971 se estableci6 en los Brookhaven National Laboratories una base
de datos que fue denominada Protein Data Bank (PDB; http://www.rcsb.org/pdb/).

Se trataba de un archivo que ponia a disposicion de la comunidad cientifica las co-
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ordenadas de las estructuras de las macromoléculas bioldgicas que los estudios de
difraccién de rayos-X habian permitido ir calculando. A los comienzos ¢l archivo
contenfa datos de solo sicte estructuras, A fecha de 5 de agosto de 2003 el nime-
ro tle estructuras de proteinas cuyas coordenadas estin depositadas en esta base de
datos cs de veinte mil setecientos sesenta y ocho. A partir de finales de la década
de 1980. Ia base de datos tuvo que crear un apartado especial para recoger las es-
tructuras calculadas mediante una nueva téenica. la resonancta magnética nuclear.
En la fecha de agosto que acabamos de mencionar el 13.3 % de las estructuras de
proteinas depositadas habian sido va obtenidas mediante resonancia magnética nu-
clear. Kurt Wiithrich recibié ¢l premio Nobel de quimica en el 2002 por sus con-
tribuciones en resonancia magnética nuclear para determinar la estructura tridi-
mensional de las macromoléculas bioldgicas en solucidn.
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9. PROTEINAS NATIVAS DESORDENADAS

Hemos dedicado una gran parte de este discurso a la estructura homogénea
regular y compacta de las proteinas. Dilucidar estos aspectos ha necesitado gran-
des estuerzos, merecidamente premiados con el Nobel en muchos casos. Hemos
afirmado muchas veces a lo largo de este discurso. de una forma u otra, que
«Hsicn Wu establecié que las proteinas ticnen una estructura tridimensional
compacta regular internamente ordenada y relativamente rigida». Sin embargo.
a estas alturas del discurso no tenemos mds remedio que afirmar, como ocurre
muchas veces en Ciencia, que la afirmacién de Wu es verdad, pero que no con-
tiene toda la verdad. Es verdad para una mayoria aplastante de las proteinas co-
nocidas hasta hace algo mis de una década. Sin embargo, quedaban todavia nue-
vos tipos de proteinas por descubrir. Los expertos en proteinas, al necesitar en
sus estudios que éstas puedan purificarse con una relativa eficacia, acabaron de-
jando de lado inadvertidamente a toda una subpoblacién que carecia de estruc-
tura compacta y homogénea, dado que sin ésta es practicamente imposible di-
sefiar un procedimiento eficaz para la purificar una proteina en estado nativo.
Como consecuencia de ello acabd introduciéndose inadvertidamente un sesgo
muy importante, origen del error, en la muestra que sirvié de base para ir esta-
bleciendo las propiedades generales de las proteinas. Seria inexacto historica-
mente afimmar que fue la resonancia magnética nuclear la téenica que hizo caer
en la cuenta de que las proteinas sin estructura no eran una excepeiodn. sino que
se trataba de algo mds comuin de lo que hacia pensar ¢l selecto conjunte de pro-
teinas que era objeto de estudio por los especialistas. Existen otras técnicas que
apuntaban también hacia esto. Sin embargo, fue la potencia de la resonancia
magnética nuclear la que dio argumentos totalmente contundentes. Estos datos
unidos a los de la gendmica suministran razones muy solidas para pensar que
las proteinas desordenadas en estado nativo son muchas mds de lo que se crefa
y que a este grupo pertenccen proleinas con funciones bioldgicas muy impor-
tantes. Asi como para la catdlisis enzimdtica es muy importante una relativa ri-
gidez que oriente adecuadamente en el espacio los grupos que intervienen en el
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proceso, para olras funciones bioldgicas, lo decisivo seria precisamente lo con-
trario: la flexibilidad.

LEn 1950, E Karush puso de manifiesto que la seroalbtimina podia unir una
amplisima variedad de compuestos hidrofobicos aniénicos con una afinidad muy
alta, al contrario de lo que ocurria con las otras proteinas conocidas por aque-
lla época que manifestaban una especificidad asombrosamente estricta." Utili-
zando la misma légica que Fisher a la hora de formular su modelo de la Have
v Ia cerradura para visulizar la especiticidad de los enzimas por sus sustratos.
Karush propuso que el sitio de unidn de fa albimina era capaz de adoptar un
numero de configuraciones muy elevado todas ellas termodindmicamente equi-
valentes y en equilibrio dinamico en la proteina libre. El ligando se uniria con
aquella de estas configuraciones que mejor se le adaptara desplazando, consi-
guientemenlte el equilibrio hacia esta conformacién. Karush denominé a este fe-
némeno adaptabilidad configuracional. Una serie de estudios levados a cabo a
continuacién confirmaron el modele de Karush v pusieron de manifiesto ade-
mds que la velocidad de transicion de una conformacion a otra podia llegar a
ser muy lenta (del orden de segundos).”™ Con objeto de explicar cémo las pro-
teinas iban adoptando su conformacion caracteristica en base al creciente ni-
mero de interacciones intramoleculares que se iban estableciendo a medida gue
se avanzaba su sintesis en el ribosoma. Koshland propuso el modelo que deno-
mind de adaptacion inducida (induced fit) sin prejuzgar si la interaccién des-
plazaba el equilibrio entre diversas configuraciones preexistenies o sin mas in-
ducia la nueva conformacién.'® Al final el termino que se acabdé imponiendo
para designar el fendmeno inicialmente descrito por Karush fue ¢l de adapta-
cién inducida. Esta adaplacion inducida se utilizé para explicar el cambio de es-
tructura de la hexokinasa al unir glucosa que ponia de manificsto la dispersion
de rayos-X a pequeno dngulo, y la sorprendentemente capacidad de la asparta-
to aminotransfersa de unir una amplia diversidad de ligandos hidrofébicos de
diferente geometria.'"™'* Obviamente este fendémeno, con los datos que se tenia
a mano, podia implicar solamente un cambio de estructura. Sin embargo. muy
pronto, los cristalégrafos sugirieron la posibilidad de que zonas muy importan-
tes para la actividad biologica de determinadas proteinas, como podian ser las
de unidn a ligandos, estuvieran desordenadas en las proteinas nativas. pues con
frecuencia no observaban densidad electronica en la zona del polipéptido que
se correspondia con estas regiones, algo que la resonancia magnética nuclear se
encargd de demostrar.” 7 1 M4ds sorprendente todavia resultd el descubri-
miento mediante esta dltima técnica de proteinas en que la zona sin estructura
se extendia a todo lo largo de la cadena polipeptidica.’®'® Se empezo. asi, a
caer en la cuenta de que junto a las proteinas con estructura tridimensional per-
fectamente definidas existian otras que carecian de ella. bien a lo largo de toda
su estructura primaria bicn solo en determinadas regiones bien definidas de ésta.
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Actualmente, la lista de proteinas sin estructura tiene ya mas de cien entra-
das.'*'* A partir de 1994 en que se apunté la posibilidad de que la proteina
Tau carecicra también de estructura tridimensional definida, a este grupo se le
conoce como el de las proteinas nativas no plegadas (natively unfolded pro-
teins).'® En lista que acabamos de mencionar no estin incluidos los polipépti-
dos de menos de cincuenta aminodcidos, pues desde mucho tiempo atrds se con-
sidera que definen una clase polipeptidica aparte, separada de la que serfa la de
las verdaderas protcinas, precisamente porque, en general, carecen de estructu-
ra. A la luz de! descubrimiento de las proteinas nativas no plegadas y de que ¢l
nimero de estas no deja de aumentar (véanse los estudios gendmicos, mas ade-
lante) no es obvio que se deba seguir considerando a los polipéptidos de menos
de cincuenta aminodcidos como un grupo aparte. Mis bien parece que habria
que integrarlos en el grupo de las proteinas nativas no plegadas en el que re-
presentarian una solucion minimalista: a lo largo de la evolucion, se habria pres-
cindido de todas aquelias regiones ¢ue contribuyen a la adquisicion de un ple-
gamiento tridimensional homogéneo que ya no resultan necesarias. Aunque la
resonancia magnética nuclear sigue aportando los datos definitivos para clasifi-
car a un polipéptido dentro de este grupo, otra serie de experimentos mas sen-
cillos pueden aportar indicios fehacientes de que nos encontramos ante una pro-
teina nativa no plegada: la dispersién de rayos-X a bajo dngulo, el dicroismo
circutar en el ultravioleta lejano, la digestién por proteasas y el comportamien-
to hidrodindmico. ' 7 7!

Los experimentos de desnaturalizacién/renaturalizacion de la ribonucleasa
llevados a cabo por Anfinsen que hemos resumido con cierto detalle en aparta-
dos anteriores, demostraron que la secuencia de aminodcidos de una proteina
encierra la informacién necesaria y suficiente para que ésta adopte su plega-
miento tridimensional caracterfstico. D¢ acuerdo con este principio cabria es-
perar que fuera la secuencia de aminodcidos la responsable también de las ca-
racteristicas estructurales cspecificas de las proteinas nativas no plegadas.
Obviamente carece de sentido intentar demostrarlo con experimentos del tipo
de los llevados a cabo por Afinsen y por White."> ™" La demostracion ha re-
querido de una cierta sofisticacion computacional como cs el uso de redes neu-
ronales artificiales de cdlculo. Asi, asumiendo que efectivamente era verdad que
la secuencia de aminodcidos contenia la informacidn para que una proteina man-
tenga en estado native una estructura no plegada, Dunker y sus colaboradores
entrenaron a una red neuronal artificial con un conjunto de proteinas bien ca-
racterizadas como pertenecientes a este grupo. Los predictores obtenidos de es-
tos cdlculos mostraron una capacidad sorprendente de identificacion de protei-
nas o regiones no plegadas en estado nativo., Cuando se les hacia analizar
conjuntos que contenian un nimero equivalente de regiones no plegadas y con
eslructura compacta y ordenada, estos predictores eran capaces de distinguir con
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TABLA IV

Aminoacidos en las proteinas ¥ dominios nativos no plegados'™ '™
Escasamente Representados Altamente representados
Isoleucina Acido Glutimico
Leucina Lisina
Valina Arginina
Triptéfano Glicina
Fenilalanina Glutamina
Tirosina Serina
Cisteina ’rolina
Asparagina Alanina

una precision superior al 80% los elementos del conjunto que en estado nativo
mantiencn una estructara compacta y ordenada, de los que se mantienen des-
plegados. Esta precision estd tan lejos de la que puede esperarse de una mera
prediccidn al azar. que no hay mis remedio que concluir que la secuencia de
aminodcidos contiene la informacion determinante del estado nativo no plega-
do de las proteinas, dado que el predictor se construyd exclusivamente en base
a datos de secuencia.'®™ """ En general las secuencias que el predictor identi-
fica como correspondientes a un estado nativo no plegado se caracterizan por
su baja complejidad y por un importante sesgo en los aminoidcidos que apare-
cen en ellas (Tabla 1V). Este sesgo explica su baja hidrofobicidad. Los amino-
dcidos enumerados en la Tabla IV (columna derecha) no estin tampoco repre-
sentados todos clios al mismo nivel en las proteinas nativas no plegadas de forma
que, por lo general, estas proteinas tienden a poseer puntos isoeléetricos muy
extremos. frecuentemente dcidos.'* '™

Una vez que se puso de manifiesto la solidez del predictor, Dunker y sus
colaboradores lo aplicaron a diversas familias de proteinas v descubricron que
las regiones sin plegamiento estaban allamente conservadas en aquellas fami-
lias en que se detectaban, a pesar de que a veces pudieran existir grandes dife-
rencias en secuencia de aminodcidos entre estas regiones.'” El elevado indice
de conservacién de estas regiones a lo largo de ka evolucidén claramente apunta
a que esta caracteristica debe ser bioldgicamente muy importante. Dunker apli-
cé también el predictor a treinta y cuatro genomas. Veintidés de bacterias, sie-
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te de arqueobacterias y cinco de organismos eucariotas. Los resuliados no de-
Jjaron de ser sorprendentes ¢ inesperados. En las bacterias y las arqueobacterias
estudiadas, ¢l porcentaje de proteinas en las que el predictor reconocia secuer-
cias polipeptidicas sin plegamiento cra muy semejante en los dos casos (del 7%
al 33% en las primeras; del 9% al 37% en las segundas). Por el contrario. en
los cinco genomas de eucariotas analizados el porcentaje ascendia a un valor de
entre el 36% vy el 63%. La diferencia espectacular en el en ¢l nimero de poli-
péptidos de estado nativo no plegado codificados por estas dos clases de geno-
mas, sugiere que este Llipo de polipéptidos debe jugar un papel clave en el sal-
to en sofisticacion bioldgica que supone el paso de organisimo procariético a
eucaridtico. Sobre cudl pueda ser este papel. solo pueden ofrecerse en este mo-
menio indicios. La seiializacion intra v extracelular parece ser la mas obvia de
ellos. pues es evidente que los organismos cucaridticos estin dotados de sistc-
mas de sefalizacion de mayor sofisticacion que los procaridticos, que les van a
permitir evolucionar hacia la pluricelularidad y dar lugar a organismos con los
sofisticadisimos sistemas de correlacién funcional de los animales. Esta repeti-
damente descrito cdmo en numerosos casos estos sisiemas de control, como en
el caso de muchos elementos del sistema endocrino. corren a cargo de polipép-
tidos de bajo peso molecular. generalmente sin estructura. Muchas de las pro-
tleinas que los predictores desarrollados por Dunker clasifican como proteinas
nativas no plegadas forman parte también de sistemas de control.'”

A lo largo de este discurso hemos aludido varias veces a que ciertas funcio-
nes bioldgicas, como la catilisis enzimdtica exigen gque las proteinas tengan una
estructura tridimensional altamente precisa. Por el contrario. nada se opone «
priori a que funciones como {as de sefializiacién puedan ser desempeiiadas por
secuencias polipeptidicas lineales o por proteinas que s6lo posean estructura sc-
cundaria (hélices-c¢ v laminas-f). Por otra parte. las proteinas no plegadas pose-
en caracteristicas que pueden ser muy interesantes a la hora de desempeiiar este
iltimo tipo de funciones. Por gjemplo, a plasticidad estructural inherente de las
proteinas nativas no plegadas las hace muy aptas para reconocer un amplio aba-
nico de blancos bioldgicos y llevar a cabo regulaciones muiltiples de alta especi-
ficidad. Es el caso del polipéptido de aproximadamente ciento sesenta aminoi-
cidos p2 MMRB4 g6 inhibe un elevado nimero de quinasas dependientes de
ciclina a las que reconoce no en base a la complementariedad de dos superficies
preformadas de la proteina. sino de la capacidad del p21™™Om34 (e adoptar un
elevado niimero de conformaciones muy precisas.'™ Se ha propuesto también que
desde el punto de vista de la participacion en sistemas de control I falta de es-
tructura de un ligando que transmite una sefal puede suponer una ventaja, pucs
ello contribuiria a que el proceso de reconocimiento por el detector sea inde-
pendiente de la temperatura, lo que obviamente da estabilidad al sistema.'” Des-
de un punto de vista cinético, Shoemaker ha puesto de manifiesto, ademds, que
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las proteinas sin estructura pueden reconocer sus ligandos mids rapidamente que
aquellas con estructura pues su radio de captura es mayor.”™ Este efecto es muy
pequeno. no depende de la concentracidn del ligando. v a altas concentraciones
puede no ser tenido en cuenta. Sin embargo, a bajas concentraciones, en proce-
sos regidos por cinéticas de segundo orden para arriba, como son los procesos
de senalizacidn y regulacion a través de mensajeros bioguimicos. su contribucion
puede ser muy importante. De esta forma. la falta de estructura puede compen-
sar una excesiva lentitud en estos procesos a causa de la baja concentracion de
tos componentes quimicos del sistema que impone ta necesidad de optimizar su
sensibilidad vy precisién. Por otra parte. la afinidad global puede resultar también
relativamente ficil de regular a través de la complementaricdad en el caso de po-
lipéptidos sin piegamiento definido. Asi. por ejemplo. la unién del activador trans-
cripcional CBP (CREB binding protein) a sus dominios de activacion es induci-
do por la fosforilacion de estos que aumenta dramdticamente la afinidad al
aumentar considerablemente la capacidad de complementariedad.'™ "™ En esta
linea. es facil imaginar que dado el balance termodindmico exquisito que rige a
unién entre una proteina no plegada y su receptor y dada su elevada capacidad
para verse afectadas por numerosos otros factores tanto quimicos como fisicos
debido a su flexibilidad. este tipo de proteinas constituyen unos sensores exce-
lentes para cualquier proceso de regulacion y transmiston de senales. Finalmen-
te. hay que enumerar coma propiedad interesante desde el punto de vista de la
eficiencia también de estos procesos de regulacion, la alta sensibilidad de las pro-
tefnas y regiones nativas no plegadas a las proteasas. Una ficil eliminacion del
elemento regulador o que trasmite la senal puede contribuir de forma también
muy apreciable a que estos procesos funcionen con precisién, '** 74177

Podria objetarse que una regulacién precisa requicre especificidad y que esto
es algo que como ocurre en los enzimas parece que deberia exigir que las protei-
nas que intervienen en procesos de regulacion y control tuvieran una estructura tri-
dimensional bien precisa. Sin embargo. aunque a primera vista parezca paraddji-
co, el requerimiento de los polipéptidos no plegados de que tenga lugar una
transicidn caracteristica en su plegamiento para poder unirse a su blanco es un fac-
tor muy importante a la hora de elevar su especificidad. Como se han encargado
de analizar R. S. Spolar y T. Record." Ia consecuencia termodindmica de que ple-
gamiento v unién vayan acoplados es que hay que consumir energfa en el proce-
so para inducir ¢l plegamiento a costa de la energia libre total del proceso. Por ello,
esta unién sélo podrd tener lugar cuando fa complementariedad entre el sefaliza-
dor y su blanco sea muy elevada y en consecuencia tendrd una especificidad muy
alta. Es obvio que la termodindmica general del proceso actia contra la afinidad,
pero ello no es necesariamente no deseable a efectos de regulacion y sefializacion
mientras se mantenga una cspecifictdad alta. Un afinidad moderada permite que el
ligando sefalizador se separe con facilidad, algo que puede resultar muy conve-
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niente cuando hay que disparar y suprimir procesos con rapidez. siempre que haya
mecanismos gue prevengan la inestabilidad del sistema. En este sentido, es fre-
cuente detectar fendimenos importantes de cooperatividad en las uniones en que in-
tervignen proteinas o regiones nativas no plegadas. sobre todo cuando uno de los
elementos del complejo es DNA. Es paradigmadtico el caso del dominio del grupo
de alta movilidad (high mobility gronp. HMGY) del factor potenciador linfoide de
union-1 (lvmphoid enhancer-binding factor: LEF). Este factor regula el potencia-
dor del gen del receptor-¢ de tas células T mediante 1a induccidn de una curvatu-
ra importante en el DNA'"™ A la vez el dominio HMG que tiene un plegamiento
escasamente definido en ausencia de su ligando, adquiere una estructura tridimen-
sional regular y ordenada al unirse a su ligando."”’ Esta doble induccidn reciproca
hace que el reconocimiento entre estos dos ligandos sea altamente cooperativa,
efecto que crea una energia de activacion entre los estados ligados v libres def equi-
librio que puede impedir que una afinidad moderada se traduzea en inestabilidad
del sistema por la facilidad del complejo sefializador de disociarse.

Finalmente. solo sefialar antes de terminar este apartado que ¢l andlisis en
levaduras de la letalidad causada por la eliminacidn selectiva de proteinas pone
de manifiesto que aquellas cuya pérdida es menos tolerada ocupan. en una ele-
vada proporcién, los nodos mis densos en el mapa de su interactoma.'™ Ob-
viamente, por su alta capacidad de interaccionar con ligandos muy diversos, se
trata de proteinas con muchas opciones a pertenecer al grupo de las nativas no
plegadas, De ser esto asi. resultaria que es esta clase de proteinas la que resul-
ta mds imprescindible para Ia célula.

Hemos llegado al final de nuestro discurso. Nuestro discurrir ha sido como
el de uno de esos pequeios animales trepadores que partiendo de la base de un
drbol hubiera llegado a los extremos de una de sus ramas tras haber dejado de
lado muchas otras. Nuestro camino ha dejado también muchas encrucijadas sin
explorar para ocupamos exclusivamente de fa evolucion del conceplo de prote-
ina como compuesto quimice y de aquellos estudios y téenicas que han resul-
tado clave en este proceso. No nos hemos asomado mucho a contemplarlas fun-
cionando. aunque, eso si. hemos intentado subrayar aquellas caracteristicas
quimicas que ayudan a entender sus propiedades bioldgicas mds notables, He-
mos dejado de lado mucha investigacion extremadamente valiosa en proteinas.
conscientemente unas veces vy, en otras, por tgnorancia, Mis disculpas, en este
tltimo caso. son mis limitaciones. Espero, de todas formas, haber sido capaz de
delinear ante esta docta audiencia la historia de cémo se ha ido entendiendo qué
eran las proteinas desde que se creo el 1érmino hasta el momento actual.

Comenzamos este discurso citando a Francisco de Quevedo. Lo haremos de nue-
vo al llegar al final. Escribia en el Libvo de todas las cosas v otras nuchas mads:">
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Si guieres ser autor de libros de alquimia, haz lo que han hecho to-
dos que es fdcil, escribiendo jerigonza

Y como ejemplo, una formula para la obtencion de oro: sitira quevedesca
extremadamente maliciosa, llena de dobles sentidos, en un estilo perfectamen-
te imitado. de las recetas que ofrecian los textos de alquimia de la época.

Recibe ¢l rubio y matale y resucitale el negro. Item, tras el rubio
toma lo de abajo y subelo v baja lo de arriba y jiintalos v tendris lo de
arriba.

Espero, no sin una cierta ansiedad, que mi discurso no haya sonado asi a
esta docta audiencia v que las limitaciones de mi saber no le hagan pensar de
la ciencia de las proteinas lo que los diablos a cargo de los alquimistas de la
alquimia: algo que ni se entiende ni puede uno averiguarse con ella. Muchas
gracias.
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