
DE MEXICO. 
FACULTAD DE QUIMICA 

1¡51[! 
.:f ?-

"ESTUDIOS DE LA INTERACCION ENTRE LA CONCANAVALINA·A 

E IONES METALICOS" 

T E s s 
Que para obtener el Grado de: 

MAESTRO EN CIENCIAS QUIMICAS 
(QUIMICA INORGANICA) 

Presenta: 

RAFAEL MORENO ESPARZA 

México, D. F. 1981 
•, ·: .. 

------· TESIS CON 
1Mú LE ORIGEN . 



UNAM – Dirección General de Bibliotecas Tesis 

Digitales Restricciones de uso  

  

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA 

SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL  

Todo el material contenido en esta tesis está 

protegido por la Ley Federal del Derecho de 

Autor (LFDA) de los Estados Unidos 

Mexicanos (México).  

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y 

demás material que sea objeto de protección 

de los derechos de autor, será exclusivamente 

para fines educativos e informativos y deberá 

citar la fuente donde la obtuvo mencionando el 

autor o autores. Cualquier uso distinto como el 

lucro, reproducción, edición o modificación, 

será perseguido y sancionado por el respectivo 

titular de los Derechos de Autor.  

 



INDICE 

TABLA DE ABREVIATURAS ••••..•.••••..•.••.••..••.•••••.•.••.•.•.••••••••••••.• 1 

PREFACIO ••.••.....•..•.•..•••••..•.••••.••...••••••••••••••.••••••••••••••• 2 

CAPITULO I: La bioinorgánica ..••.••••..•.•..•••••••.••••••.•••.••••••••••••• 4 

1. l. Introducci6n ...•••.•..•.......•..•.............••..........•.. 5 

1.2. Importancia de los iones metálicos .............•.•••.•....••.. 9 

1.3. El papel de los iones metálicos en los sistemas biológicos .•. 11 

1.4. Caracterización de la función del metal •..................... 12 

CAPITULO II: Lils proteínas ................................................. 18 

II.l. Las funciones de las proteinas .....................•........ 19 

II.2. La composición de las proteínas ............................. 21 

11.3. La estructura de las proteina~ .............................. 21 

11.4. Las propiedades de las proteínas ..•......................... 27 

II.5. Comportamiento de las proteínas ............................• 30 

CAPITULO 111: Las proteínas metálica~ ..•................................... 34 

111.1. Introducción .............. , ................................ 35 

IIJ.2. El enlace metal proteina •.....................•............ 38 

111.3. El estudio de las proteínas metálicas ...................... 40 

CAPITULO IV: El método de stopped flow ..................................... 63 

IV.l. Introducción .....•......•.....•...............•............. 64 

JV.2. El aparato de stopped flow .................................. 67 

IV.3. Métodos de monitoreo acoplables ......•...................... 77 

CAPITULO V: Las lectinas ................................................... 80 

V.l. Resefia histórica .........................................•..• 81 

V.2. Propiedades, importancia y usos ........................•.•... 83 



V.3. La concanavalina-A ....••. , .. ~, .......... ,~ .. -~ ..... , .•. -.,_.;·~,}~_·: ••.. ; ••• ·86 

CAPITULO VI: Parte experimenta 1 ; .. , ...... , , .•.. ~ •• ~, ~ ••.•.• ,- •• _ ~ ,·: -~_-. -~-, ._-.-_-.": •• -~ .•• 114 

VI .1. Antecedentes •..••. , ..• ~., .••.. , •• , •• , • .', ,· •• _._.).~_-•. ~-~~--·- .~'-~.·. ~ •••• 115 

VI.2. Diseño del experimento., .•••.•..•••• -:_._~:_,._);: .••• :-~::~_·:~_·_.- ..•.•• 123 

VI.3. Descripción de las etapas experimentales>.--~~.; ••• _ ••• .-.••..•.• 125 

VI.4. Reactivos y aparatos utilizados .. ,,,, •. ·,._..:·.- •..•.• : •••.•....• 131 

CAPITULO Vil: Resultados y discusión • .,.,., ........ , •• ;., .................. 132 

VII.1. Introducción, .• ,., .....••••..•.•..• , ••••. ~- ....••••.•••..... 133 

VII.2. El mecanismo propuesto ..... , .....••••..••.•...••.•.••.•••... 133 

VII.3. Análisis de los resultados ••••••.•.. , .•.•..••••..•.•....••. 140 

VII.4. Tratamiento de las constantes de equilibrio~········· , •...• 155 

VII.5. Análisis de las constantes de velocidad •.••.••..•.••..•.... 158 

VII.6. Conclusiones ................................................ 166 

B!BL!OGRAF!A • ., .. , . , , .. , ..... , ............................................. 169 

REFERENCIAS ..... ., ... , .......... ., ................. , ....................... 171 



TABLA DE ABREVIATURAS 

Se ha intentado presentar una nomenclatura consistente con la de 

la literatura. Sin embargo ésto puede conducir al lector a cierta confu­

si6n. Por ello~ se hace aquí una pequeña tabla que muestra algunas de 

las abreviaturas más usadas a lo largo del trabajo, con su significado. 

JaJ =ángulo de la rotaciórí de la luz polarizada. 

a =isomería de la estructura proteica 

a =isomer{a de los sacáridos 

a =isomerí'a de la estructura proteica 

a =isomería de los sacáridos 

a1 =constantes de estabilidad globales 

e =coeficiente de extinci6n molar 

~ =longitud de onda. 

T =tiempo de relajación 

K;= constantes de estabilidad 

EDTA =ácido etilendiamintetraacético, 

f:on-A =Concanavalina-A nativa 

~pe-Con-A =Concanavalina-A desmetalizada 

p-nitro-~-n-D-man = paranitrofenilalfadextromanopiranosa. 

me'"Q-0-man =4metil-n~dextromanopiranosa 

MUM =Me ti 1-umbel iferi 1-n .. D-manopi ranosa 
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Prefacio 

El presente trabajo consta básicamente de 2 partes. Cada una de 

éstas describe, al menos en parte, los intereses de su autor, a saber: 

1°) El trabajo con los compuestos de coordi­

nación en el marco de la Bioinorgánica, comprendido en los capftulos 

1 a 111. 

2°) El trabajo en particular respecto a la 

cinética y los mecanismos de reacción que gobiernan las interacciones 

entre los iones metálicos y en este caso, una proteina en particular: 

la concavalina A. Lo anterior queda comprendido en los capftulos IV a 

VII. 

Por otra parte, a continuación se hace una descripción de los -

contenidos de cada capítulo, con objeto de hacer explfcito el moti'lo de 

la organización de este trabajo. 

El primer capitulo expone la relevancia de la Bioinorgánica. en 

términos de la importancia que tienen los compuestos que forman los -

sistemas biológicos con especies conocidas como inorgánicas. 

El segundo capftulo intenta mostrar en forma resumida las carac­

terísticas y las propiedades de las proteinas. 

El tercer capftulo explica cuáles son las interacciones entre los 

iones metálicos y los sistemas biológicos en general y las proteínas en 

particular. A la vez, se indica cuales son los métodos utilizados en el 

2 
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estudio de la interacción metal-proteina. 

El capftulo cuarto habla de una técnica especffica para el estu­

dio de las velocidades de reacción. Esta técnica es utilizada en el -

trabajo experimental. 

El capTtulo quinto reseña brevemente la clase de proteinas9 a la 

cual pertenece la proteina utilizada para la medición de las velocida­

des de reacción, en su interacción con varios iones metálicos. Y al -

final del capftulo se reseñan las propiedades de mayor importancia de 

esta proteina. 

El capftulo sexto aborda el trabajo experimental. Desde el dise­

ño del experimento, hasta la explicación de cada una de las etapas 

experimentales. 

Finalmente en el séptima capftulo representan los resultados y 

se discute el mecanismo propuesto, dejando al final las conclusiones 

obtenidas del desarrollo experimental. 



CAPITULO 1 

LA BIOINORGANICA 



CAPITULO 1 

l) INTROOUCCION 

Durante los dltimos 20 años se ha producido un notabilísimo incre­

mento en el conocimiento de las interacciones de los iones metálicos 

con los sistemas vivos. encontrándose que la importancia del papel que 

estos juegan en un gran número de procesos biológicos es incuestionable. 

Este incremento, tanto en el conocimiento de los fenómenos que oc!!_ 

rren entre los iones metálicos y los sistemas vivos propiamente, como 

la misma noción de su importancia, surge a través del desarrollo paral~ 

lo de dos factores: 

1° El enorme avance del marco teórico de la química inorgánica 

así como de la tecnología que sustenta éste. 

2° La consolidación del trabajo multidisciplinario en las áreas 

de la bioquímica y de la química inorgánica, dando como consecuencia la 

creación de una nueva área de conocimiento, que dependiendo de los autQ_ 

res toma el nombre de bioinorgánica o también de bioquímica inorgánica. 

Ahora bien, los requerimientos de los sistemas vivos por iones me­

tálicos es muy variado pero puede considerarse que existen en general 

dos grandes grupos de procesos biológicos en relación a sus necesidades 

de iones metál 1cos estos son: 
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Los sistemas o procesos que requteren no solo un elemento en parti 

cular sino un ion de éste elemento en un estado de oxidación especifico 

el cual es el único que puede cumplir con los requisitos, ya estructur!. 

les, ya catalfticos del sistema; y por otra parte los sistemas o procesos 

en los que puede efectuarse el intercambio de un ión metálico por otro 

similar sin que ello involucre cambios muy importantes en el sistema o 

proceso en cuestión. 

La presencia de los lenes metál ices en los sistemas biológicos puede 

mostrarse en toda su importancia a través de casi todas las llamadas 

"ciencias de la vida", en donde, el aumento en la comprensión de cada 

uno de los fenómenos estudiados por éstas, hace que cada vez sea mayor 

la necesidad de tener una idea clara de la interacción entre los iones 

metálicos y los procesos biológicos; con objeto de completar el esquema 

de acción del proceso estudiado{ 2}. 

Asi. en los estudios de estos procesos desde el punto de vista de 

la bioquímica es necesario tomar en cuenta los metales como el Fe2+ el 

cual, actúa en reacciones tan importantes como las de óxido-reducción 

o bien de transferencia de grupos. También tambien se pueden encontrar 

otros iones metálicos como el zn2+, sin el cual serian imposibles reacci.Q_ 

nes como la descarboxilación. algunos procesos hidroliticos o aun algu­

nas reacciones de catálisis ácida. Además de lo anterior, los iones met! 

licos también se encuentran involucrados en algunos de los compejos pro­

teínicos cuya"función es almacenar, transportar y controlar la con---
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centrac16n de iones para su incorporaci6n en los sistemas enzimáticos 

adecuados{ª}. 

Por otra parte desde el punto de vista de la fisiologfa es necesa­

rio explicar el mecanismo del impulso nervioso. en términos de la pre-
2+ 

sencia de iones tales como el Ca . 

Finalmente, en el campo de los estudios citológicos es muy conoci­

do el caso de la llamada bomba de K~ / Na+ en donde, son estos dos met~ 

les los que controlan las funciones de la pared celular. 

Ahora bién, es evidente que los metales mencionados no son sino 

una parte del total de los metales involucrados en los procesos y sis­

temas biológicos de la naturaleza. Así. aún cuandc, el Na+, el K+, el 

Mg 2+ y el Ca 2 + son los metales más importantes en estos sistemas desde 

el punto de vista cuantitativo{
4

J, ya que están presentes en mucho ma­

yor concentración que todos los demás iones metálicos, existen u~a gran 

cantidad de éstos que a pesar de encontrarse en mucho menor concentra­

ción que los cuatro mencionados anteriormente, cumplen con una serie de 

funciones de importancia fundamental. Una idea aproximada de las propor:. 

cienes existentes entre los iones metálicos en los sistemas vivos, 

la puede dar el siguiente hecho: el 99% del contenido metálico en el 

cuerpo humano lo constituyen los cuatro iones metálicos mencionados an-
{1,21 1 -terionnente . La tab il siguiente muestra a su vez cual es la consti 

tución aproximada de la biosfera con respecto a cada uno de los elemen-

tos: 



TABLA I l 1 l 

He 

L i Be B IIJ([]@J F Ne 

@® Al&@@@A 

©@se Ti V Cr~Zn Ga Ge Sb~Br Kr 

Rb Sr Y Zr Nb~ Te Ru Rh Pd Ag Cd In Sn Sb re& Xe 

Cs Ba La Hf Ta W Re Os Ir Pt Au Hg Tl Pb Bi 

ELEMENTOS QUE SE ENCUENTRAN EN LA BIOSFERA (ABUNDANCIA) 

o 0.05-1% ~ Menor que 0.05% 

a 
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2) IMPORTANCIA DE LOS IONES METALICOS 

Para poder comprender en toda su magnitud la importancia tanto de 

los iones metálicos en sí, como del estudio de sus funciones e interac­

ciones, conviene mencionar algunos de los ejemplos más comunes, de los 

fenómenos que ocurren cuando se presenta la deficiencia o el exceso de 

alguno de los iones metálicos mencionados. El primero de estos ejemplos 

y quizá de los más conocidos es el de la anemia, consiste esencialmente 

en una deficiencia de Fe en el organismo. Esta deficiencia conlleva un 

contenido menor de hemoglobina en las células sanguíneas y por tanto a 

la decadencia del organismo afectado hasta su eventual destrucción. 

Por otra parte cuando el mismo elemento se presenta en exceso en 

un organismo, lleva a la condición conocida con el nombre de siderosis. 

También, se tiene que, ante la deficiencia de Co, se presenta para el 

organismo la condición llamada anemia perniciosa. Como los ejemplos an­

teriores existen otros muchos que muestran la importancia de los iones 
! 2, 1} 

metálicos en los sistemas biológicos • 

Así, dada la importancia de los iones en los organismos vivos, es 

conveniente discutir acerca de la manera en que se pueden estudiar las 

interacciones entre los propios iones y los sistemas biológicos. 

Considerando que este estudio involucra varias ramas de la cien­

cia, será necesario que se le ataque de forma multidisciplinaria, de 

tal manera que pueda comprenderse cada fenómeno dentro de su contexto 

completo. 
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Es evidente que dependiendo del bagage académico que cada cientffi 

co tuviese al enfrentarse a alguno de estos problemas, enfocará el pro­

blema de diferente manera. 

De lo anterior puede concluirse, cual será el tipo de estudios en 

los que el qufmico inorgánico puede involucrarse. 

De los diferentes campos abiertos en la bioinorgánica que más ase­

quibil idad presentan para el químico inorgánico deben mencionarse los sj_ 

guientes: 

lº El estudio de la interacción metal-biomolécula propiamente, 

esto es, el estudio de las biomoléculas que por su función tienen con­

tacto con iones metálicos de alguna clase{
3

•
5

} • 

2° El estudio de las interacciones surgidas ante la presencia 

de iones metálicos en sistemas que no necesariamente actuen con el1os{
6

}. 

JºEl estudio de compuestos simples que tengan alguna o algunas· 

similitudes con las biomoléculas en presencia de iones metálicos, con 

objeto de comprender el sistema más simple para posteriormente, poder 

extrapolar a los sistemas biológicos complejos{
2

'
5

}. 

As1 se tiene, que la mera presencia de iones metálicos tiene cier­

tas ventajas para el estudio de los sistemas bio16gicos, ya que por 

sus propiedades se puede determinar y obtener información de estos si~ 

temas, es decir que, propiedades tales como la reactividad química 



11 

o la estructura electrónica.permiten utilizar una gran variedad de 

técnicas instrumentales muy poderosas que pueden resolver una gran ca.!l 

tidad de incógnitas que se presentan dur'ante el estudio de las bio~olf 

culas. A la vez, el hecho de existir un i6n metálico en un sistema bi.Q.. 

lógico provee de un guia adicional para la comprensión y elucidación 

de los mecanismos de la acción biológica. Además, se puede obtener in­

formación acerca de la configuración del sistema, a través de la corre­

lación entre la especificidad del mismo y los datos que se tienen 

acerca de la reactividad de los iones metálicos frente a diversos sus-

tratos reactivos. 

3) EL PAPEL DE LOS IONES METALICOS EN LOS SISTEMAS BIOLOG!COS. 

Como ya se ha indicado en los párrafos anteriores, loS iones metá­

licos pueden cumplir con una gran cantidad y variedad de funciones en 

los sistemas biológicos. Ahora bién, al parecer existe una ciert~ rela­

ción entre la función que cumple el metal y la fuerza de enlace con la 

cual se encuentra unido al sistema en el que actúa. Es obvio que lo 

anterior no es una regla, pero sin embargo es razonable y además puede 

explicarse cualitativamente. 

Así, se tiene, que para los iones cuya unión con el sistema en el 

que actúan es débil, se puede esperar que sean capaces de transportarse 

desde y hacia los sitios en que sean requeridos, por las necesidades 

del sistema. Lo anterior se explica fácilmente con base en la fuerza de 

unión del metal al entorno ya que la pequeña barrera de potencial repr~ 
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sentada por una unión débil será fácilmente vencida simplemente por un 

gradiente en la concentración del metal. Entonces, los iones metálicos 

pequeños, poco cargados ·y poco afines a coordinarse serán los que pre­

senten menor interacción ante el entorno que los rodea y por tanto, po­

drán estar involucrados en los sistemas que requieren del transporte 

de carga o masa. 

Ahora bién, aquellos iones cuya afinidad por algún sistema o parte 

de éste sea mayor, presentandose ésta por factores tales como: tener un 

valor de carga grande o gran capacidad de coordinación, serán no solo 

dificil es de transportar sino que producirán cambios en el entorno y 

aún más, fonnarán sistemas tan estables que resulte imposible separarlos 

sin antes destruirlo. 

Lo anterior implica que algunas de las propiedades del metal se 

vean modificadas, ya que la interacción entre éste y el sistema en el 

que actúa debe considerarse retroalimentada, esto es, el metal afecta 

con su presencia al sistema y el sistema afecta al primero. conforme m~ 

yor sea la interacción que éste tiene con aquel. {2
} 

4) CARACTER 1 ZAC ION DE LA FutlC 1 ON DEL METAL 

Ahora bién, can base en lo anterior se puede intentar hacer una 

clasificación de las deiferentes funciones de los metales en los siste-

mas biológicas donde se contemplen estos hechos. Con objeto de hacer 
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esta clasificación lo más clara posible,es conveniente especificar la 

función con un ejemplo ilustrativo en cada caso. Para ello se mostrará 

un tabla con los diferentes tipos de función y a continuación se hará 

un bFeve esbozo de las características del enlace con un ejemplo que 

ilustre la función. 

TABLA 1!{
2

) 

Correlación entre la función del metal y la fuerza de unión 

a) Mecanismos de control y disparo 

b) Influencia estructural 

e) Sistemas ácido-base 

d) Sistemas redox 

Como puede verse en la tabla anterior existen cuatro ti~v~ de in­

teracción propuesta, en orden creciente de la fuerza de unión del enla­

ce metal-sistema. Y como ya se ha indicado se reseñarán las propiedades 

de cada uno de los sistemas con un ejemplo.que muestre cada uno de los 

tipos de interacción. 

a} Los sistemas de control y de disparo: 

Se debe esperar encontrar iones metálicos pequeños y de carga tam-
+ + 2+ 2+ 

bién pequeña tales como el Na , el K , el Mg o el la ; su presencia 

implica que el entorno no se verá muy afectado por la presencia del ión 

Y por ello tendrá la capacidad parü moverse.de tal manera que podr~ ser 
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transportado con facilidad ante un mero gradiente de concentración. 

Aunado a lo anterior, el pequeño tamaño del ión~ permite tener una gran 

permeabilidad frente a la mayoría de las membranas biológicas. Un ejem­

plo típico de los iones que tienen esta función son el Na+ y el K+ en 

la llamada "bomba de sodio y potasio 11
, la cual se presenta como un pro­

ceso en el cual existe transferencia de materia a través de una membra­

na semipermeable (la pared celular) como respuesta a gradientes de la 

concentración. Otro ejemplo de gran importantia de esta misma clase de 

función es el que corresponde a la transmisión del impulso nervioso, 
2+ 

proceso en el cual el Ca • puede unirse tanto a los fosfatos de los 

carbohidratos,como a ciertas proteínas de la pared celular. Aún cuando 

el proceso de neurotransmisi6n no se ha logrado determinar de manera exaE_ 
(l,2,lt} 

ta,se pueden encontrar las características antes indicadas 

b) Las influencias estructurales: 

La formación de complejos entre ciertos iones metálicos y algunas 

proteínas tiene como consecuencia que ciertas configuraciones de las prQ. 

teinas mencionadas queden estabilizadas de manera tal que tanto sus prQ_ 

piedades fisicoquímicas como biológicas se vean modificadas. Así, iones 
2+ 2+ 2+. 

como Ca 1 Mg o Mn 1 pueden influir sobre una cantidad de proteínas, 

produciendo cambios conformacionales reversibles entre la proteína desm~ 

talizada que generalmente es inactiva y la proteína nativa y por tanto 

activa. La función más simple para los iones metálicos de esta clase se­

rá la de "hormado 11 
1 es decir la de producir un cambio en la estructura 

de la proteína que, en última instancia, le permite ejercer su función. 

También puede ocurrir que el ión metálico forme parte del sitio activo 
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del sistema y ahora su acción sea la de acercar el sustrato a la proteí­

na para que se produzca la reacci6n. Ejemplos de estos tipos de compor­

tamiento, se pueden observar en los siguientes casos: Al parecer los 

iones Mn 2 ~ y Ca ::?.+ afectan la estructura y la función de los ácidos nu­

cléicos y aún la de los nucle6tidos en la estabilización de la doble h.§_ 

lice.También son estos dos metales los que actúan en la cocanavalina pr.Q_ 

duciendo el cambio en la conformación de la proteína que conlleva a la 

fonnación del sitio activo. Otro caso es el de la carboxipeptidasa-A 

que actúa a traves de un ión divalente el cual tiene la función de 

atraer al substrato y orientarlo para producir la descarboxilación, 
2+ {l,2 1 3 1 8} 

este ión es el Zn 

e) Comportamiento ácido-base: 

Tomando en cuenta que los iones metálicos pueden aceptar pares 

electrónicos y así actuar como ácidos de Lewis, puede esperarse que pr~ 

senten un comportamiento diferente en principio, al que puede presentar 

el ión hidrógeno frente a cualquier sustrato. Es evidente que cada i6n 

metálico presentará un comportamiento de fuerza ácida diferente relati­

vo a los demás iones metálicos frente a los sustratos en cuestión. Aho-

ra bién, el orden en que la fuerza ácida de los iones metálicos varfa 

se puede sistematizar en términos de varios factores, a saber: tamaño 

del ión, carga del mismo y finálmente un factor que debe ser considera­

do cuando se habla de elementos de transición y que es el de su capaci­

dad de coordinación. Así por ejemplo se tiene que para los iones de la 

t'ª- serie de transición la capacidad de coordinación está determinada 

por la estabilización del campo cristalino, el cual, es producido por 
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el arreglo y el tipo de ligantes unidos al metal. El orden de variación 

de la fuerza ácida de estos iones para un arreglo octaédrico y para una 

multitud de ligantes usados es el siguiente{
9

}: 

Este orden se observa para la mayoría de las reacciones que involucran 

catálisis ácida en donde el ión participante es un ácido de Lewis. Sin 

embargo, este orden no se mantiene constante en todas las reacciones p~ 

ro el hecho de que cambie es muy significativo y puede dar una gran carr 

tidad de indicios acerca del sistema en donde ocurre el cambio mencio-

nado. 

d) Comportamiento redox: 

Un campo por si mismo es el estudio de las reacciones redox en 

los sistemas biológicos. Este proceso casi siempre tiene involucrado al 

menos ·1n ión metálico, el cual, cataliza el cambio en la valencia del 

substrato a través de un cambio en su estado de oxidación. En este tipo 

de sistemas la afinidad que presenta el entorno por el ión metálico es 

mucho mayor que en los casos anteriores y se observa que cuando se tra-

ta de Uesµlazar al ión del sistema, es necesario utilizar condiciones 

tan severas que el este queda desnaturalizado irreversiblemente an­

tes de perder al metal. Una caracterlstica muy importante de estos sis­

temas es la estereoquimica asociada al ión metálico la cual es extrema­

damente irregular y generalmente muy apartada de los tipos de simetría 

que tienen los compuestos de coordinación del metal en cuestión. Esta 
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aparente anomalfa es muy útil al explicar la función del sistema, pues 

los potenciales de óxido-reducción se ven seriamente afectados con este 

tipo de irregularidades en el entorno del metal. Los metales m~s impor­

tantes en este tipo de sistemas son Fe, Co, Cu y Mo. En general, los 

meta·1'es involucrados tienen funciones que van desde la transferencia 

simple de electrones hasta la incorporación de moléculas como el oxíg,g_ 
-0.2,3,5,'j} 

no o la de grupos cargados como el radical OH 

Con lo anterior, se muestra cual es la importancia tanto de los 

iones metálicos en sí, como de la necesidad de su estudio y por tanto 

la importancia que tiene la bioinorgánica queda tácitamente incluida en 

la discusión. 
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CAPITULO 11 

1) LAS FUNCIONES DE LAS PROTEINAS 

Si se toma en consideraci6n la extraordinaria complejidad de las 

proteínas. debido a su tamaño, es decir. la gran cantidad de posibles 

combinaciones que pueden surgir de las especies que las constituyen, es 

de esperarse que exista la necesidad de efectuar su estudio de~de una 

serie de puntos de vista que permita a la larga la comprensión cabal de 

estos compuestos. 

El primer enfoque que puede utilizarse para este estudio es el que 

usa como parámetro principal 1 la función de la proteína en el organismo 

en que el que actúa. Con ello, desafortunadamente, una gran cantidad de 

caracterfsticas se pasan por alto ya que, se ha observado que a pesar 

de que dos proteínas tengan la misma función en dos organismos cuales­

quiera, las diferencias estructurales presentadas por ambas protefnas 

son muy grandes. Sin embargo, aún cuando este tipo de clasificación es 

muy general resulta útil. En la tabla III se muestran las funciones de 

las proteínas y los nombres con los que se les conoce. Como ya se ha di 

cho este tipo de clasificación no representa un gran avance en el cono­

cimiento de las características de las protelnas, aunque sf ~ennite 

tener una primera aproximación a la reactividad de las mismas. 

19 



TABLA lll¡io¡ 

Clasificación de las proteínas por medio de su función. 

1) 

11) 

I 11) 

IV) 

V) 

VI) 

VII) 

Vil!) 

NOMBRE 

Hormonas 

Anticuerpos 

Antígenos 

Componentes virales 

Toxinas 

Componentes muscu 

lares. 

Enzimas 

Reguladores 

FUNCION 

Normadoras de algunos procesos 

Protección 

Ataque e invasión 

Aislamiento 

Venenos, mecanismos de defensa-ali­

mentación 

Acción-protecci6n 

Catálisis 

Control de pH, presión osmótica, etc. 

20 



21 

2) LA CDMPDSICIDN DE LAS PROTEINAS 

Otra clasificación de las proteinas, que es aún más general pero 

que permite iniciar el estudio de la estructura, estaría dada en térmi­

nos de la o las clases de compuestos, que pueden ser encontrados como 

resultado de una hidrólisis completa de la proteína. Se ha observado 

que ante este tipo de tratamiento todas las proteínas presentan básica­

mente dos clases de compuestos. Primeramente se tienen a los a-aminoácj_ 

dos, los cuales se encuentran sistem~ticamente en todas las proteínas, 

sin excepción. Por otro lado se ha observado también que en algunos ca­

sos se presentan a la vez algunos compuestos ya orgánicos, ya inorgáni­

cos. Lo anterior permite hacer una clasificaci6n de las protefnas en tér: 

minos de su composición esto es: 

i) Proteínas no conjugªdas: son aquellas que están constituidas 

solamente por a-aminoácidos. 

ii) Proteínas conjugadas: son aquellas que además de estar consti­

tuidas por a-aminoácidos tienen un grupo orgánico o inorgánico el cual 

recibe el nombre de grupo prostético o cofactor. 

3) LA ESTRUCTURA DE LAS PROTEINAS 

Ahora bién, en vista de que toda la clasificación presenta algunos 

defectos, se hace necesario estudiar a las proteínas desde el punto de 

vista estructural, con el objeto de poder comprender mejor tanto los pr.Q_ 



22 

cesos, como los mecanismos de participación de las mismas. Como todas 

las protefnas constan esencialmente de a-aminoácidos. los cuales son 

las especies químicas que se identifican como las unidades mínimas; r~ 

sulta evidente que el primer problema a resolver será el de conocer la 

manera en que los u-aminoácidos se unen para formar a la proteína. 

La Estructura Primaria de las Proteínas. 

Para poder iniciar la discusión acerca de la manera en que se 

unen los u-aminoácidos. debe considerarse lo siguiente: 

i) La síntesis de las proteínas involucra a sólamente 20 de los 

120 a-aminoácidos naturales que existen. 

ii) Esta síntesis ocurre a través de un proceso bio16gico de po­

limerización, el cual es dictado por el código genético de cada orga­

nismo en particular. 

iii) El proceso mencionado, consta básicamente, de una reacción 

entre el radical carboxilo de un a-aminoácido y el radical amino de 

otro para dar como resultado, por medio de la pérdida de una molécula 

de agua,a la unión que comunmente se conoce con el nombre de enlace pep­

tídico. 

iv} Dependiendo de las particularidades de cada uno de los a-ami­

noácidos que van formando este enlace y en virtud de las característi­

cas del mismo enlace, los a-aminoácidos adquieren la configuración 

ºtrans" los unos con respecto a los otros, pues lsta es la configura-
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ci6n de menor energfa para la cadena polipeptídica. Veáse figura 1<
11

}. 

o 

1 11 H-¡ ~ H-¡ ~ H- N"" /C"'- + r 0-H 
"-1,( "-o-H + "'-e~ ""'- O-H 

R¡ R2 

·ami noaci dos 

(Polimerización) -H,O l 1 + H20 (Hidrolisis) 

, íl r , 11 

/11""'- /e""'- /CH"" /N""- /e" 
H cr l f1 T "-tt 

R 1 ~ R3 

Cadena polipeptídica 

Figura I: Formación de la cadena polfpeptidica y disposicidn trans de 
la misma 

Tomándose en consideración lo anterior se puede concluir lo si­

guiente: la diferencia primordial entre una proteína y otra reside fun­

damentalmente en la secuencia de a-aminoácidos que las constituyen. De 

hecho, debido a que el enlace peptídico entre todos los a-aminoácidos 

es básicamente el mismo, la diferencia residirá en los diferentes gru­

pos unidos a los a-aminoácidos, conociéndose a estos grupos como resi-
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duos aminoacidicos, y en forma aislada, como cadena lateral de la pro­

tefna en su conjunto. Veáse figura l. 

Ahora bién, en vista de que cada proteína tiene una secuencia dif~ 

rente.de a-aminoácidos y dadas las características del enlace peptídi­

co, se observaque cada proteína tiene dos rasgos estructurales que las 

diferencian unas de otras, a saber: la secuencia de a-aminoácidos pro­

piamente, la cual varia de una proteína a otra y la conformación que 

adquiere debido a las repulsiones entre los residuos. A estos dos ras­

gos estructurales. se les conoce como estructura primaria de las prote.i 

nas. 

Estructura Secundaria de las Proteínas. 

Una vez que una proteína se ha sintetizado, resulta evidente que 

la configuración fluctuará de tal manera que, dependiendo del número y 

la secuencia de a-aminoácidos que se han unido, se obtengan los estados 

de menor energía potencial para el sistema en cuestión. De esta manera 

se observa que las interacciones que pueden surgir para una cadena poli 

peptidica pueden considerarse esencialmente de dos tipos: interacciones 

intcrmoleculares e interacciones intramoleculares. Dependiendo de cuál 

de estas dos clases de interacción ocurre en mayor extensión se podrá 

tener dos clases de configuraciones. Así, si la interacción es intramo­

lecular, es decir, que los a-aminoácidos que interactuán de manera atraf_ 

tiva pertenecen a la misma cadena polipeptídica y se localizan próximos 

uno del otro,se tiene como resultado un doblez en la cadena 0bteniéndoselc 
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que se conoce como estructura de a-hélice. Ver figura 2{
12

1. Por otro 

lado.si la interacción es intermolecular, es decir, que una cadena po­

lipeptídica actúa sobre otra produciendo un alineamiento de las cadenas 

dando lugar a la llamada estructura de capas. A este tipo de arreglo m.Q. 

lecular de las proteínas se le conoce con el nombre de estructura se­

cundaria. 

Estructura Terciaria de las Protefnas. 

Dado el gran tamaño de las proteínas es razonable esperar otro ti­

po de interacciones además de las ya mencionadas. Y si se consideran 

los residuos correspondientes a los 20 a-aminoácidos esenciales se puede 
• 

observar que fundamentalmente presentan cuatro clases de interacciones 

posibles, las cuales se muestran a continuación, en orden decreciente 

de la energfa asociada a cada una de e11as: 

Interacción covalente. 

Interacción iónica o puente salino. 

Interacción de puente de hidrógeno. 

Interacción de Van der Walls. 

Las interacciones mencionadas se producirán en cada molécula de prQ. 

tefna dependiendo si existen o no las siguientes clases de residuos: Fa­

ra el caso de la interacción cova1ente debe existir azufre de residuos 

cistefnicos. Para la interacción iónica deben de existir grupos ioniza­

bles de cargas opuestas. Para la interacción de puente de hidrógeno de­

ben existir grupos muy polares e hidrógenos disponibles. Finalmente, para 
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FIGURA 2 

e Nitrógeno 

Q Carbono 

~ Residuo aminoacfdico 

@ Oxfgeno 

O Hidrógeno 
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la interacción de Van der Walls se requiere la presencia de residuos· que 

no puedan ionizarse y sean poco polare~,que por su similitud puedan in­

teraccionar activamente. Todas las interacciones mencionadas dan como 

resultado que la proteína se doble de tal manera, que se produzca una 

confonriación particular para cada proteína dependiendo de las caracte­

rísticas de la cadena lateral de la proteína. A esta conformaci6n es­

tructural se le conoce con el nombre de estructura terciaria de las pr.Q. 

tefnas. 

Estructura Cuaternaria de las Proteínas. 

Finalmente, se tiene que algunas de las proteínas que se han estu­

diado presentan varias unidades peptídicas con un arreglo particular 

que generalmente est~ acoplado por un sistema externo, a las cadenas 

protefnicas. A este tipo de arreglo se le conoce con el nombre de es­

tructura cuaternaria de las proteínas. 

4) LAS PROPIEOAOES DE LAS PRDTEINAS 

Las protefnas,por sus características. tienen una serie de propie­

dades que deben estudiarse a profundidad. 

Considerando la estructura y el gran tamaño de las proteínas deben 

considerarse básicamente las siguientes propiedades para su ~studio: 

a) Solubilidad 

b) Densidad de carga 
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e) Distribución de carga 

d) Capacidad de hidratación 

e) Forma 

f) Tamaño 

g) Sitios reactivos 

a) Solubilidad: En general se tiene que una proteína puede di­

solverse en agua para dar soluciones coloidales. Esta disoluci6n se 

presenta como resultado de la gran cantidad de grupos ionizables o muy 

polares que, al interactuar con las moléculas de agua, producen que ~S­

tas se coordinen de manera tal que, al interaccionar las moléculas de 

agua restantes con las moléculas ya coordinadas, la proteína puede pa­

sar a formar parte del seno del disolvente.Naturalmente una proteína se­

rá más o menos en soluble en agua dependiendo del número de grupos ionl 

zables o polares que tuviese. 

b) Densidad de carga y e) Distribución de carga: Cuando una 

proteína se disuelve en agua desionizada, los grupos ionizables podrán 

ionizarse y se tendrá en solución igual número de cargas positivas 

(iones hidrógeno) que de cargas negativas (los grupos correspondientes 

en la cadena lateral de la proteína disuelta}. El fenómeno anterior de­

penderá de las constantes de disociación ácida de los grupos que compo­

nen la cadena lateral de la protefna en cuestión. El pH así obtenido en 

solución acuosa se le conoce como punto isoiónico de la proteína. Ahora 

bién cuando se hace un cambio al pH de la solución el número de grupos 

ionizados de una carga es mayor que el de la otra. Es evidente enton-
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ces que del pH obtenido en una solución de estos compuestos dependerá de 

la densidad de carga de estos. Por otra parte~ la distribución de la car: 

ga tendra varios efectos en una proteína, entre los cuales, se deben 

mencionar tanto su comportamiento frente a un campo eléctrico externo, 

como su capacidad de actuar como surfactantes. Por otra parte, se tiene 

que cuando a una solución acuosa de alguna proteína se le hace que dis­

minuya la constante dieléctrica manteniendo la fuerza iónica constante, 

las moléculas de la proteína se acercarán formando aglomerados que cau-· 

sarán a la larga la precipitación de la misma. Otro efecto causado por 

este tipo de propiedades de carga es el de precipitación de una proteí­

na cuando se añade a la solución alguna sal iónica de metales pesados. 

d) Capacidad de hidratación: Como ya se ha indicado, las protei 

nas tienen una gran capacidad de hidratación. En general se observa que 

una proteína puede tener entre 2g y 5g de agua por cada 10 g de protei 

na. Esta capacidad dependerá del número de grupos polares y ionizables 

que contuviese la protefna en cuestión. Es razonable esperar que, cuan­

do a una protefna se le elimi~a el agua, la variación del entorno prod!!_ 

ce un cambio interno en la conformación de la proteína. Ello ocurre 

porque cuando ésta pierde agua, los grupos polares pierden la protec­

ción que se ejercfa sobre ellos, de tal manera que ahora interactuán 

unos con otros. Como la interacción de los grupos polares es mucho ma­

yor en magnitud que la de los grupos no polares {interacción de Van der 

Walls vs. interacción de dipolo-dipolo) ello produce una rotación inter. 

na de manera que los grupos no polares pasan a la esfera externa de la 

proteína, la cual es la configuración contraria a la proteina en solu­

ción. 



30 

e) Forma: Generalmente se observan una gran cantidad de posibles 

formas para las proteínas, las cuales pueden determinarse generalmente 

a través de los rayos-X. Sin embargo, debido al tremendo trabajo que és­

ta técnica involucra, es preciso efectulr una determinación de la forma 

primera aproximación, ésta se hace a través del uso de técnicas de elef_ 

troforésis que lo permiten. 

f) Tamaño: Los tamaños observados en las proteínas son muy va­

riables, en general se expresan en miles de unidades atómicas. 

h) Grupos reactivos: Dependiendo de la,o lasJfunciones que ten­

ga una proteína, se podrá observar uno o varios grupos reactivos con 

una gran selectividad para determinados sustratos. Así, una vez que se 

conoce qu~ tipo de sitio reactivo tiene una proteína, resulta relativa­

mente fácil separar una mezcla que tenga, además de otra1 cosas una o 

más proteínas, por medio del uso de algunas resinas, las cuales tienen 

unidos grupos que son semejantes al sustrato con el que reacciona la 

proteína. Esto permite que la resina tenga una afinidad muy grande pa­

ra la proteína que se desea separar. 

5) COMPORTAMIENTO DE LAS PROTEINAS 

En general se ha observado que la mayoría de las proteínas presen. 

tan similitudes en su comportamiento frente a ciertas variaciones del 

medio que las rodea. Así, se tendrá que los factores que pueden variar 

se en una solución de proteínas son esencialmente los siguientes: 



a) El pH 

b) La constante dieléctrica 

e) La fuerza iónica 
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A continuación se describe de manera breve cual es el comportamien. 

to general de las proteinas frente a la variaci6n de cada uno de los 

factores antes mencionados. 

a) Variación del pH: En general cuando se varia el pH de una SQ. 

lución cambia 1a concentración del ión hidronio (H30+) o del ión hidro-

xilo {OH-). los cuales son dos radicales ionizantes. Conforme aumenta 

la concentración de alguno de éstos, dependiendo de la fuerza ácida 

del medio con el que interactuán, estos iones atacarán al medio ionizá!!. 

dolo. Asi cuando el medio citado contiene una proteína, ésta comenzará 

a ionizarse dependiendo de las constantes de estabilidad de los grupos 

ácidos o básicos de ésta. Al ionizarse, la carga de la proteína aumen­

tará, de tal forma que su solubilidad aumentará consecuentemente. En­

tonces cuando el pH de la solución está por encima del pH del funciona-

miento óptimo, la solubilidad aumenta también. Otra propiedad que varia 

con el pH, puede ser la reactividad de la proteína, la cual depende de 

que la proteína tenga,o no, desocupados y ionizados los sitios reac-

tivos. Como en el caso de la solubilidad,existe un pH de máxima activi­

dad o funcionamiento óptimo, de manera Que cuando el pH de la solución 

aumenta o disminuye, la actividad disminuye. 
( l 9 J 

Lo anterior se muestra gráficamente en la figura 3 . 
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Actividad 

pH 

FiOura 3: Variación de la actividad de una proteina con el pH 

b) Variación de la constante dieléctrica: Puede considerarse 

que la interacción entre dos cargas puede describirse como: 

F 
z• 

O r 2 

2 
e 

en donde z- Y z+ san la magnitud de las cargas negativa y positiva 

respectivamente, e2 es la carga del electrón, r~ la distancia que sepa­

ra a las cargas y finalmente Des la constante dieléctrica del medio 

en el que está el sistema. Entonces, cuando la constante dieléctrica del 
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medio aumenta, el valor de la interacción disminuye con lo cual puede 

lograrse que la solubilidad de la proteína aumente. Contrariamente1 cua.!!. 

do la constante dieléctrica del medio disminuye, el valor de la interaE_ 

ci6n aumenta con lo cual la proteína puede precipitarse. Lógicamente se 

espera que cuando se mezcla una solución de proteínas con algún solvente 

de baja constante dieléctrica, la proteína precipite. 

e) Variación de la fuerza iónica: Se ha observado que cuando 

una proteína se disuelve en agua 1 la cantidad de proteína disuelta va­

riará dependiendo de la fuerza iónica de la solución. Esta variación 

puede racionalizarse en la siguiente fórmula: 

logS aKS 1 

donde Ses la solubilidad de la proteína, e es la solubilidad de ésta a 

dilución infinita, Ks es una constante de proporcionalidad que indica 

el grado de solub111dad de la proteina y se conoce como constante de 

solubilidad e I es la fuerza iónica. Ahora bién, cuando en una solución 

de proteínas la fuerza i6nica es pequeña, la sal con la que se ajustó 

el valor de la fuerza iónica actúa primeramente sobre los dipolos y car_ 

gas de la proteína situándose de forma tal, que la interacción sea máxj_ 

ma, esto es cubriendo a la proteína, incrementando así la solubilidad de 

ésta. Por otro lado, los iónes también actúan sobre las moléculas de agua, 

orientando dipolos, provocando con ello la separación de las moléculas 

de la protefna. Este efecto se conoce con el nombre en ingles de "sal­

ting in". Sin embargo al aumentar la fuerza iónica y con esto la canee.!!. 
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tración de iones en la solución, estos producirán,al unírseles molécu­

las de agua, que el número de estas. disponibles para la hidratación de 

la proteína, sea tan pequefio,que la solubilidad de la proteína disminu­

ya. Cuando la concentración de iónes en la solución es muy grande, és­

tos comenzarán a formar pares iónicos de tal manera que las moléculas 

de agua podrán acercarse las unas a las otras provocando al fin la pre­

cipitación de la proteína. A este efecto se le conoce con el nombre tam­

bién en ingles de 11 salting out". 
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CAPITULO 111 

1) !NTRODUCCION 

Cuando se conoce la composición y al menos parte de la estructura 

de una protefna, se puede saber si la proteína analizada.es o no una pr.Q. 

tefna conjugada. Como ya se ha indicado en el capítulo anterior. pueden 

ser de dos clases, esto es, las proteínas con un grupo prostético o co­

factor que es un compuesto orgánico y las proteínas que tienen un grupo 

prostético inorgánica{
1

ºJ 

Ahora bién. cuando el cofactor de una proteína es un grupo que tie­

ne al menos unión metálico. se tiene lo que se conoce con el nombre de 

proteinas metálicas. Esta clase de protefnas puede a su vez dividirse 

en dos subclases, dependiendo de las características del enlace que far. 

man el metal y la proteína. De esta manera se tiene que la primera de 

estas subclases tiene como características, que el enlace entre la pro­

teína y el metal sea tan fuerte que no pueda romperse de forma reversi-
r" \ 

ble' , . Esto es9 si se intenta dezplazar al metal del sitio que ocupa 

en la proteína, ésta se desnaturalizar~ antes de perder el metal. Así, 

hasta la fecha, todos los intentos por sustituir el ión metálico de es­

te tipo de proteínas ha resultado infructuoso. Lo anterior permite con­

siderar que este tipo de proteínas tienen una altísima afinidad por el 

36 
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ión metálico correspondiente. A las proteínas con estas características 

se les conoce con el nombre de "metaloproteinas 11
• 

Por otra parte cuando la proteína presenta mucho menor afinidad 

por el ión metálico y consecuentemente es relativamente fácil romper 

el enlace y formarlo de nuevo, es decir, el proceso de separación de la 

proteína y el metal es reversible, entonces dicha propiedad conlleva a 

una serie de consecuencias muy interesantes, entre las cuales se puede 

mencionar la de poder sustituir al metal original por algún otro con 

ciertas características que permitan estudiar el comportamiento de la 

proteína. Este tipo de proteínas metálicas se les conoce con el nombre 

ele-" complejos metal-proteína". 

Por lo tanto. al purificar una proteína se puede conocer a cual 

de las dos subclases pertenece, por medio de la determinación de la r_g_ 

lación 11 metal/protefna" que tiene la solución de la protefna a través 

de las sucesivas purificaciones que se le vayan haciendo. De esta mane­

ra, se tendrá que cuando se purifique una metaloprotefna la relación 

ºmetal/proteína" tiende a ser constante conforme aumenta la pureza de 

la protefna. Contrariamente en el caso de que la purificación se haga 

a un complejo metal-protefna la relación variará, mas o menos, dependien­

do de la fuerza de enlace metal-protefna y en general no se observará 

constancia en éste, sino una ligera disminución, conforme más purifica­

ciones se hagan a la proteína. 
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2) EL ENLACE METAL PROTEINA 

En el campo del estudio de las proteínas metálicas uno de los te­

mas de mayor importancia es el de la formación del enlace entre metal 

y la proteína. En general se han propuesto dos posibles caminos para 

ello{z¡ Estos, diferirán en cuanto al lugar que ocupa el ión metálico 

en la síntesis proteica. Esto es, que el metal forme parte "ab initio" 

de esta o por lo contrario, el metal pasa a formar parte de la protei­

na después de que se hubiese sintetizado ésta. Es evidente que estos 

dos caminos no son mútuamente excluyentes y que ambos pueden ser con­

siderados como válidos en el contexto en el que pueden usarse, esto es 

en el caso que la proteína metálica sea de la clase de las metalopro­

teinas, la primera ruta de síntesis puede explicar la gran afinidad 

del ión metálico con la proteína ya que el entorno producido al rede­

dor del metal deberá ser muy estable. Lo anterior puede sostenerse en 

las observaciones que un nümero muy grande de investigadores han hecho 

sobre el tema del hormado metálico{1,2.s). Por otro lado, en el caso 

de los complejos metal-proteína, se tiene que es el segundo camino el 

que permite explicar el comportamiento del enlace pues en este caso, 

se observa una relativa facilidad de entrada o salida del metal a la 

proteína tal como ocurre en la mayoría de las reacciones entre los io­

nes metálicos y muchos de los ligantes. Esto puede esquematizarse con 

la siguiente reacción: 

p 
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donde Mes un ión metálico en el estado de oxidación n+ y P es una pro­

teína desmetalizada o apoproteína (en general se considera que una apo­

proteina es aquella, que por medio de algún tratamiento suave, ha perdi 

do de manera reversible el cofactor correspondiente). 

En el estudio de las proteínas metálicas deben hacerse una serie 

de consideraciones, las cuales, permitan comprender cual es la extensión 

del tema tanto respecto al estudio del enlace metal-proteína, como res­

pecto a las características propias del mismo, que lo hacen diferente 

a la mayoría de los enlaces entre metal y ligantes más simples. 

Lo anterior se puede resumir en los siguientes puntos: 

En primer lugar, aún cuando existen una gran cantidad de técni­

cas que permiten estudiar el enlace metal-proteína directamente, no de­

be perderse de vista que el enlace en cuestión es mucho más complejo d~ 

bido al gran número de posibles interacciones que pueden surgir entre 

el metal y el entorno correspondiente a la proteína. En segundo lugar, 

aún cuando se puedan hacer algunas simplificaciones tanto en la inter­

pretación del enlace como en el estudio del mismo, ya con base al cong_ 

cimiento que se tiene de ligantes similares a los componentes de las 

proteínas, ya a través de la síntesis de modelos químicos que simulen 

los enlaces más probables de una proteína, debe tomarse en considera­

ción que lo anterior no son más que hipótesis simples, si bien no inQ. 

tiles por completo, si incompletas y susceptibles de comprobación. 

Una vez que se han hecho las consideraciones anteriores es conveniente 

reseñar los métodos que pueden usarse en el estudio de los sistemas 
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bioinorgánicos en general. enfatizándose particularmente en el estudio 

de las protefnas metálicas. 

3) EL ESTUDIO DE LAS PROTE!NAS METAL!CAS 

Además de la evidente importancia de los estudios cristalográficos 

de rayos~X,en cualquier tipo de definición estructural de las protefnas 

metálicas. es conveniente hacer una revisión de los métodos que.aunque 

de manera menos precisa, también dan información estructural de los CD!!!. 

puestos en estudio y a la vez conviene estudiar los métodos que dan in­

formación diferente a la estructural. En la tabla IV se hace un resumen 

de los métodos que se utilizan más frecuentemente en los estudios de 

los sistemas con iónes metálicos. 



TABLA IV 12 l 

A) EL ESTUDIO DEL ENLACE METALICD 11 IN SITU" 

a) Reemplazo del ión metálico 

b) Pruebas químicas 

e) Métodos potenciométricos 

8) LAS TECNICAS ESPECTROSCOPICAS 

a) U.V. - Vis - l.R. (absorción) 

b) D.O.R.- o.e. 

e) R.M.N., R.P.E. {Resonancia magnética} 

C) LAS DETERMINACIONES TERMODINAMICAS 

a) Constantes de estabilidad 

b) Constantes de óxido-reducción 

D) EL USO DE COMPUESTOS MODELO 

a) Hormado para la síntesis de compuestos 

b) Síntesis de complejos simples 

E) DETERMINACIONES CINETJCAS 

a) Del comportamiento con otros metales 

b} De la interacción metal proteína en si. 

41 
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A continuación se hará una descripción de las aplicaciones de los 

métodos indicados en la tabla IV con objeto de tener idea de la inform-ª. 

ci6n que es posible recabar con cada uno de estos en el estudio del en­

lace metal proteina. 

A) EL ESTUDIO DEL ENLACE METALICO "IN SITU" 

En general 1 el entorno de un i6n metálico en los si temas biológi­

cos, puede incluir varios ligantes de diferentes lugares del sistema. 

Este comportamiento puede entenderse en términos de la estereoquímica 

del sitio donde se encuentra el metal y la manera como éste reacciona 

con su entorno. 

Para estudiar entonces, cómo reacciona un ión metálico con las prQ_ 

teínas se pueden utilizar las teénicas que se describen a continuación: 

a) Reemplazo del metal: En general esta técnica resulta de 

gran utilidad para el estudio de sistemas que tienen como componente mg_ 

tálico un ión cuyas características hacen que su estudio sea, ,i no imp.Q. 

si ble, sí muy problemático. Este es el caso de todos aquellos metales 

que, por ejemplo. son transparentes a las técnicas espectroscópicas que 

permiten detectar una gran cantidad de propiedades del enlace entre el 

metal y su entorno y aún del mismo entorno a través de los cambios en 

las propiedades antes mencionadas. Esto es, para un ión metálico que re 

sulta transparente para una teénica como la absorción en la zona del vi 

sible, resulta muy conveniente reemplazarlo por otro que sea activo, 

Así un metal representativo puede intercambiarse por uno de transición, 

el cual sf es activo en la zona del visible, de tal manera que ahora se 
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puede conocer cuales son los cambios que ocurren dada la interaccidn 

metal-entorno a trav~s de los cambios de la propiedad antes mencionada. 

El requerimiento fundamental para el uso exitoso de esta técnica es el 

de que el metal original y el usado para reemplazarlo deben tener simi-

1 itudes tales como: carga, radio i6nico* etc., lo anterior se conoce con 

el nombre de reemplazo isom6rfico. Una gufa que indica cuan isomórfico 

ha~sido el intercambio de iones metálicos es la de cu~nta actividad ori 

ginal del sistema se ha perdido con el nuevo metal 1 siendo el caso ópti 

mo aquel que mantiene la actividad original. A continuación se muestran 

algunos ejemplos {ver tabla V}. 



TABLA V !
2

J 

ION RAOIO ION REEMPLAZANTE 

NATIVO IONICO (nm} (RADIO ION!CO}, PROPIEDAD USADA 

K+ 0.133 Tl+ (0.140), fluorescencia y NMR 

NHt (0.145), NMR 

es• (0.169), NMR 

Mg2+ 0.065 Mn 
2+ 

(0.080), EPR, paramagnetismo 

Ni2 r (0.065), transiciones d-d 

Ca 2
+ 0.099 Mn 

2+ 
(0.080), EPR, paramagnetismo 

Eu 
2+ 

(0.112), Mossbauer 

Fe 
3+ 

0.053 '+ Gd (0.093), paramagnetismo 

Lantanidos, fluorescencia 

Zi: 
'+ 0.069 co2

+ (0.072), transiciones d-d 

Otros iones de transición. 

44 
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b) Pruebas químicas: El desarrollo en las técnicas analíticas 

para la detenninación de cierto tipo de grupos en forma selectiva, per­

mite conocer, tanto el número, como la clase de enlaces que tiene un si~ 

tema biológico con un ión metálico. El principio en el que se sustenta 

el método de detección química, para el estudio de las proteínas metal.:!_ 

cas se basa en el hechc deque en las proteínas metálicas nativas el enlace 

metal-proteína es tan fuerte que puede impedir que reaccionen los grupos 

unidos ul metal, mientras que en la apoproteína no existe ninguna res­

tricción para que ocurriese la reacción. Así., cuando una proteína metáli 

ca en su forma nativa se hace reaccionar con alguno de los reactivos e~ 

pecíficos para 1a detección de grupos -SH-. se podrá determinar 1a pro­

porción de estos relativa al peso de 1a proteina. Si de la misma manera 

se determina la proporción de estos grupos pero ahora respecto a la ap.Q._ 

proteina, la diferencia entre ambas determinaciones indicará el ~úmero 

de grupos -SH- unidos directamente al ión metálico. Este método, en ge­

neral puede considerarse como poco exacto pues la proporción relativa 

de grupos unidos al metal respecto al peso total de la proteína nativa 

y de la apoproteina son muy similares, lo cual trae como consecuencia 

errores en la interpretación ocasionados por ligeras desviaciones de 

los valores obtenidos experimentalmente. 

c) Los métodos potenciométricos: Una forma alternativa de abor­

dar el problema anterior es a través de la consideración de que los gr.!:!_ 

pos que potencialmente son capaces de fonTiar el enlace con el ión metá-

1 ico, son bases de Lewis que en solución acuosa se comportan como bases 

de8r0nsted Con ello la comparación de ambas formas de la proteina me-
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tálica frente a una titulación con ácido, permitirá determinar qu~ cla­

se de grupos están enlazados al metal, esto es, las curvas de titulación 

de cada una de las formas difieren una de la otra. Lo anterior ocurre 

porque el pKa de un grupo enlazado al metal es diferente a el pKa del 

mismo cuando está aislado. Ahora bién, a pesar de que éste es un método 

muy utilizado presenta problemas, pues el número de grupos en la prote! 

na que están involucrados en la titulación es mucho mayor que el de 

grupos enlazados al metal y aún cuando se puede determinar el pKa por 

medio de las curvas de titulación, siempre subsiste una cierta incerti­

dumbre{ 131 • 

B) LAS TECN!CAS ESPECTROSCOP!CAS: 

Una de las grandes ventajas propias del trabajo con moléculas que 

tienen iones metálicos, es la posibilidad de utilizar algunas de las 

propiedades intrlnsecas de estos iones para discernir el comportamiento 

de los sistemas en los que actúan. En general~ los iones metálicos pre­

sentan una gran variedad de propiedades observables a través de las téf. 

nicas espectroscópicas~ las cuales se revisan a continuación. 

a) Absorción U.V. - Vis. - I.R.: Se sabe que el patrón de apar.i, 

c1ón de las bandas de absorción y la intensidad de las mismas~ puede 

dar una gran cantidad de infonnación acerca de la unión metal-proteína. 

Así, se tiene que las diferencias en los espectros de absorción, tanto 

en la región de I.R. como en la de U.V., en las dos formas de una pro­

teína metálica pueden utilizarse para hacer determinaciones del comport! 
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miento tanta cinético como termodinámico del enlace metal-proteína. 

Por otro lado. tambien la infonnaci6n que se puede obtener a través 

del espectro en la región del visible. esto es, del patrón de aparición 

de las bandas correspondientes a las transiciones d-d 1 independienteme.D_ 

te de su uso en otro tipo de técnicas, puede elaborarse para determinar 

tanto la clase de ligantes unidos al ión metálico, como la estereoqui­

mica del sitio en el que se encuentra el ión metálico. También pueden 

tenerse indicaciones de la longitud de enlace. Algunos ejemplos de la 

aplicación de estas técnicas se muestran a continuación: En la anhidra-
2+ 

sa carbónic~ una proteína que en su forma nativa tiene un ión Zn por 
2+ 

monómero, se ha reemplazado por Ca con objeto de determinar la este-

reoquímica del sitio a través del espectro en la región del visible de 

la proteína con este ión. Los resultados indican que el sitio es tetraé 

drico distorsionado. Como contraparte, se ha efectuado el mismo experi­

mento para la piruvato-kinasa y la s-met11 aspartasa las cuales mues­

tran un entorno tetraédrico sin distorsión. Por otra parte, la eritroc!! 
2+ 

prina, que es una proteína de Cu , muestra un espectro en el visible 

que indica la presencia de cuatro grupos donadores por nitrógeno rodean. 

do al ión. Además, la intensidad de la banda observada puede atribuirse 

al grado de asimetría del sitio, tal como ocurre en los compuesto~ de 

este mismo metal con salicilaldehido. 

b} Dispersión 6ptica rotatoria y dicroísmo circular: El fenóme­

no de dispersión óptica rotatoria, conocido por las siglas de su nombre 

en ingles (0.R.O.), consiste básicamente de las variaciones en la activi 

dad óptica esto es, el ángulo de rotación ºa", respecto a la variación 
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de -la longitud de onda de la luz incidente A.· Asi,.cuando el medio a través 

del cual pasa la luz muestra dicroismo circular, entonces la luz polari 

zada a la derecha será absorbida de manera diferente que la luz polariz2._ 

da a la izquierda. Los espectros de O.R.D •• se presentan como gráficas 

de a como función de A, Weáse figura 4a). La medida del dicroismo circu­

lar por otra parte, está relacionado con la luz absorbida exclusivamen­

te. Ello tiene una gran relevancia en el estudio de los compuestos can 

actividad óptica. Los espectros de dicroísmo circular el cual, se cono­

ce también con las siglas de las iniciales de su nombre en ingles (C.D.), 

se presentan como gráficas de: la diferencia del coeficiente de extin­

ción de la luz absorbid.1 a la derecha 11 id est 11
: (ci - cd) vs la longitud 

de onda correspondiente ). (Veáse ahora la figura 4bl A estos dos fenóm,t 

nos se les conoce colectivamente como el efecto Cotton( vease figura4b) 

El trabajo efectuado con este tipo de técnicas en proteínas metálicas 

generalmente indica si el ión metálico involucrado, está colocado en un 

sitio asimétrico o no. Un ejemplo del uso de esta técnica es el de la 

proteína conocida como Ferritocromo-c, que en el espectro visible mues­

tra la clase de simetria correspondiente a la del grupo "hemo 11
, al efef_ 

(14} 
tuar e interpretar este por medio del efecto Cotton 

c} Las técnicas de resonancia magnética: R.M.N. y R.P.E.: Es­

tas dos técnicas. resonancia magnética nuclear y resonancia paramagnétj_ 

ca electrónica, han mostrado ser de un inmenso valor en los estudios de 

las proteínas metálicas. Así, la resonancia magnética prot6nica se ha 

utilizado tanto para estudios de los detalles estructurales de las pr.Q_ 

te1nas en solución, como para determinar qué clase de interacciones pr~ 

senta una proteína ante la presencia de un ión metálico, a través de la 
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Diagramas del efecto Cotton. 
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observación de los cambios mostrados en el espectro de la proteína en 

cuestión ante la presencia y en la ausencia del ión metálico corres­

pondiente. Por otra parte, la resonancia paramagnetica electronicaque se 

conoce por las siglas R.P.E.., puede dar información acerca del estado de 

oxidación de los iones metálicos, de la naturaleza de los ligantes uni­

dos a un ión, de la covalencia del enlace, así como de la estereoquími­

ca del entorno próximo al metal. Con lo anterior resulta evidente la 

utilidad de ambas técnicas en el estudio de las proteínas metálicas. 

Sin embargo, ambas presentan algunos problemas prácticos para la adqui­

sición de datos. 

C) LAS DETERMINACIONES TERMOOINAMICAS: 

Es por medio de este tipo de determinaciones que se consigue tener 

una medida cuantitativa de las interacciones entre los iones metálicos 

y el sistema en el que actúan. Evidentemente todas las determinaciones, 

ya de constantes de formación, ya de potenciales de 6xido reduccién, son 

asequibles solo en el caso de tener rever~ ibilidad en la reacción estu­

diada. Como es lógica, todas las determinaciones deben efectuarse cuando 

se ha llegado al equilibrio y, evidentemente, los métodos analíticos uti-

1 izados µara obtener las Cilntidades necesarias en cada determinación 

no deben alterar este equilibrio. Es un criterio general establecido, 

el reportar ese tipo de determinaciones para los experimentos efectua­

dos a temperatura ambiente (25ºC) y con ciertas condiciones de fuerza 

iónica que,, para el caso de los estudios en bioquímica y bioinorgánica 

resulta ser 0.lM. 
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a) Las constantes d.e fonnación: En general, se puede considerar 

que para el caso de la formación de compuestos de coordinación se pue-

den encontrar varios casos, los cuales se reseñan a continuación. pre-

sentando las relaciones que permiten obtener los valores numéricos que 

se pueden correlacionar con la estabilidad de los compuestos forma­
dos{l3.15}: 

M + L .. -.===='"' ML 

ML + L ML2 

ML ( n- l} + L "'"'====~ 

__ 11~1J__ 

IMI ILI 

~'-­
!MLI ILI 

En donde Mes un ión metálico, L es el ligante con el que está reaccio­

nando, n es el número máximo de ligantes con los que puede reaccionar 

M, K; son los valores obtenidos para las constantes de equilibrio de la 

formación del compuesto ML; y finalmente !L!. \MI, !MLj, \ML2 ~,etc., 

son las concentraciones de las especies correspondientes medidas en el 

equilibrio. Ahora bién, aunque en forma estricta deben de usarse las 

actividades de las especies en vez de la~ concentraciones, los valores 

de las constantes se determinan para varios valores de fuerza 

CEKTRD DE INFORMAQM 

º' PQSGRllDO 

d 
' 1 
i 1 
'1 
i ::¡ 

1 
1 
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entonces se puede encontrar el valor de las constantes de formación, 

para un valor hipotético de fuerza i6nica de cero, a través de una ex­

trapolación. Cuando lo anterior es impracticable, siempre se puede recu­

rrir a la comparación de varios sistemas con fuerza iónica idéntica, lo 

cual, tiene una gran utilidad. Una forma alternativa de expresar las 

constantes de formación es utilizando las llamadas constantes globales~s; 

de la reacción. Estas se expresan como sigue: 

M + L ML \ML\ 
\MI \L\ 

M + L 

M + 3L 
\ML3\ 

3 
\M\ \L\ 

M + nL 
\M\ \LI" 

Donde los símbolos ya han sido definidos. Ahora bién, es evidente que 

para el caso de que n sea igual a uno, esto es, que el compuesto tenga 

una relación estequiométrica metal: ligante de {1:1), no se presenta la 

necesidad de definir dos tipos de constantes pues S1 = ~l· A la vez, 
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cuando el número de metales al que puede unirse un ligante dado es mayor 

que uno, entonces deben considerarse las relaciones siguientes, que para 

el caso mas general se escriben como: 

M + L ~==="" ML 6¡ 
IMLI 

IMI ILI 

2M + L ;;====> M L 62 
IM2LI 

IMl
2 

ILI 

JM + L ====> M L 63 
lfbLI 

IMI 
3 

1 LI 

nM + L ;¡;:===" IMI n IL 1 

Desde ahora las e1 representan las constantes de formación globales pa­

ra el complejo polinuclear formado y todos los demás sfmbolos tienen el 

mismo significado que antes. Finalmente, en el caso de que los iones 

metálicos seandediferentetipoyhubiesendos o más clases de ligantes, 

se tiene la definición más general de las constantes globlales: 

¡Mm Nn Lg Tri 

IMlm l~J" ILlq ¡1¡• 



Donde las Bmnqr se refieren a la constante global correspondiente al com 

plejo que tiene los iones metálicos M y N, los ligantes L y T, con sus 

estequiometrias, m, n, q y r ~ respectivamente. 

Como ya se ha indicado, las constantes de estabilidad en un sistema pue­

den determinarse siempre y cuando el método analftico utilizado no per­

turbe el equilibrio del sistema. Un método ampliamente utilizado por sus 

características es el potenciométrico, el cual sÓlo requiere de la cap~ 

cidad de protonación del ligante, y por tanto el conocimiento del pKa 

del ácido conjugado del mismo. La exactitud de este método se ve seria­

mente cuestionada cuando el pKa del ácido conjugado al ligante estudia-

do es menor de 2. Como puede verse este método consiste básicamente en 

hacer competir al i6n hidronio y al ión metálico por el ligante. El de­

sarrollo del experimento es simplemente, titular el ligante en presen­

cia del metal en una solución con un ácido fuerte de concentración cono­

cida, leyendo el pH a intervalos de concentración adecuada. De manera 

alternativa, se puede titular una mezcla de un ácido en presencia de li­

gante con una solución de sal metálica. Finalmente, otra manera de efec­

tuar la detenninación es titular una mezcla del ión me~álico y el ligan­

te con una base fuerte. Los resultados se obtienen a través de la dife­

rencia de la concentración de iones de hidronio libre en solución y el 

ácido total agregado, esta. sera una medida de la cantidad de l igante 

protonado, por medio del pKa puede obtenerse la concentración del ligan-

te libre, lo cual permite a su vez determinar la cantidad de ligante 

coordinado pues: 

LT ¡ur¡ + \L\ + \LM"+¡ 
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Donde, LT es la concentración analftica del ligante, ILH+] es la canee.!!. 

tración de ligante protonado, ILI es la concentración de ligante libre 

y ILM"+I es la concentración de ligante coordinado. Evidentemente, para 

el caso de que el compuesto formado tenga la relaci6n metal: ligante 

de 1: 1 la detenninación de la constante de estabilidad es muy facil 

ya que se puede hacer directamente de los datos mencionados. Sin embar­

go si este no fuese el caso, el cálculo de las constantes se puede com­

plicar mucho. 

la utilidad de este tipo de determinaciones es de gran valía en 

una gran cantidad de campos de la química. En particular, en el caso de 

la bioinorgánica, facilita el estudio de la interacción metal-ligante 

a través de una serie de generalizaciones. Estas pueden ser sintetiza­

das en los siguientes puntos: 

1° Las constantes de formación sucesivas decrecerán, si no exi2._ 

te algún efecto colateral asociado a la propia interacción. Estn es un 

fenómeno estadfstico que refleja el decremento del número de sitios de 

coordinación asequibles del ión metálico o bien el decremento del núme­

ro de sitios en los cuales puede alojarse el ión metálico en un ligante 

con varios sitios. 

2º Las repulsiones intramoleculares e intermoleculares durante 

la interacción y posteriores a la formación del complejo producirán una 

disminución en el valor de la constante. 

3° La existencia de varios átomos donadores unidos en una misma 
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molécula, esto es si el ligante es multidentado, producirá un incremen­

to en el valor de la constante del complejo formado respecto a aquellos 

complejos cuyos ligantes no son multidentados. Este efecto se conoce con 

el nombre de 'efecto quelato'. Además de lo anterior se conocen una se­

rie de generalizaciones empíricas, acerca de los factores que afectan 

la estabilidad de los compuestos de coordinación, entre las que deben 

mencionarse las siguientes: 

La serie de Irving-Williams{~. 161 : Esta, indica el orden con el 

cual se incrementa el valor de la constante de formación (o estabilidad) 

de los complejos de los diferentes metales de transición 

Las clases a y b de los iones metálicos de Ahrland, Chatt y Davies 

{i 7 l. Aqui se proponen dos clases de iones metálicos dependiendo de la 

reactividad que estos presentan frente a diversos tipos de ligantes. 

El principio de ácidos y bases duros y blandos de Pearson{ 18 •19 ' 2 º}: 

Que basándose en las dos generalizaciones anteriores y una multitud de 

datos acerca de la reactividad de las especies químicas, propone este 

principio en el cual, indica lo siguiente: 11 un ácido duro (o blando). 

reacCiona preferentemente con una base dura (o blanda)". habiendose ob­

tenido los conceptos de duro y blando empíricamente. 

Así, considerando lo anterior y en términos de los valores nume-

ricos precisos de las constantes de estabilidad, se puede racionalizar 

una gran cantidad de información química que a su vez, permite predecir 

e inferir en lo concerniente a los sistemas sujetos a estudio. 
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Así, estas características de los iones metálicos, de gran impor­

tancia desde el punto de vista biológico. permiten establecer correla­

ciones entre la interacción a nivel molecular, con el fenómeno biológi 

co en si. A la vez. en el caso de profundizar en el estudio de la inte..!:_ 

acción a nivel molecular, se presenta en ocasiones la necesidad de 

efectuar cambios de los iones que resultan activos en una molécula. La 

información obtenida a través de las generalizaciones ya mencionadas 

es de importancia vital para el experimentador (veáse el párrafo corre~ 

pendiente a 11 intercambio metálicoº). 

Ahora bien, en el caso de los compuestos metálicos con actividad 

biológica se ha observado que existen cierta clase de preferencias de 

los iones metálicos por algunos grupos ligantes en particular. Esto es, 

existen átomos donadores que confieren mayor estabilidad a los compue.?_ 

tos que forman con algunos iones metálicos, que la que estos compues­

tos presentan con otros átomos donadores. A este respecto se m1Jestra 

en la tabla VI cuales son estas 'preferencias' para una serie de iones 

metálicos. mostrando tanto el tipo de átomo donador, como el grupo li­

gante del que procede. 



1 ON METAL! ca 

2+ 
Mg 

2 
Ca + 

2+ 
Mn 

2+ 
Fe 

3+ 
Fe 

3+ Co 

?+ 
Cu 

2+ Zn 

( 1 2 20¡ 
TABLA VI ' ' 

ATOMO DONADOR 

Oxígeno 

Oxígeno o Ni-

trogeno 

Oxígeno o Ni-

trogeno 

Nitrógeno u 

Oxígeno 

Nitr6geno o 

Azufre 

Nitrógeno u 

Oxígeno 

Similar al an-

terior. 

Azufre 

Nitrógeno u 

Oxigeno 

Nitrógeno 

PROCEOENCI A 

Donadores por oxígeno monocargado o 

neutro. 

Carboxilato, fosfato o donadores por 

nitrógeno no aromático. 

Afinidad ligeramente menor por fas-

fato, mayor por nitr6geno. 

Mayor afinidad por nitrógeno aromáti 

ca, menor por fosfato. 

-- si-i .. -NH de aminoácidos y en g~ 

neral menor afinidad por-e ==O 
1 

- NH 2 • Porfirínicos 

OH 

y-C=O 
1 

OH 

--s~: o --s --s-- de cisteina. 

R3N >» C= O 
1 
o 11 

De imidazol o de cisteina. 
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b) Los potenciales de óxido-reducción; Como en el caso de las 

constantes de estabilidad, este tipo de detenninaciones debe efectuarse 

manteniendo constantes tanto la temperatura (usualmente 25ªC), como la 

fuerza iónica, dependiendo del tipo de sistema medido (el caso de los 

sistemas de interés biol6gico es de O.lM). En general, se puede observar 

que los potenciales de reducción o de oxidación, varían de acuerdo al 

entorno que rodea al sistema óxido-reductor. Así, se tienen potenciales 

de lo más diverso para un mismo metal, dependiendo tanto de los ligan­

tes que lo rodean, como del arreglo de éstos alrededor del metal. En el 

caso de las proteínas metálicas y de los sistemas biológicos donde la 

presencia de los iones metálicos es importante en la función, estos dos 

factores se conjuntan, pues a la vez los posibles ligantes son todos 

los diversos grupos con átomos donadores de electrones (ver tabla VI) 

y se tiene una gran cantidad de restricciones para la posición que es­

tos ocupan alrededor del metal. Ello tiene como consecuencia la produc-

ción de entornos poco usuales para el ión en cuestión y consecuentemen-

te, diferencias muy grandes en sus potenciales de oxidación. Lo ante­

rior tiene una gran importancia pues permite explicar una gran canti­
¡20¡ 

dad de propiedades catalíticas de algunas biomoléculas 

O) LOS COMPUESTOS MODELO: 

La gran complejidad de los sistemas biológicos tiene como conse­

cuencia que su estudio resulte extremadamente complicado. As~ en el c~ 

so de los compuestos metálicos de las proteínas, se presentan una gran 

cantidad de inconvenientes respecto a la detección de los cambios en 
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las propiedades del ión metálico en la protefna, pues usualmente la re­

lación entre las concentraciones relativas entre el metal y la proteína 

es muy pequeña. Por ello, se tiene que la posible interpretación de los 

cambios mencionados. en el caso de lograr obtenerlos, se ve muy reduci­

da debido a la gran cantidad de interacciones en el sistema. Lo anterior 

obliga a buscar compuestos mucho mas simples. que pennitan 'simular', 

al menos en parte, las posibles interacciones entre los iones metálicos 

y el sistema en cuestión. Así, las conclusiones que puedan obtenerse 

del estudio de estos compuestos podrán extrapolarse en algunas ocasio­

nes al sistema original que se ha simulado. Amanera de ejemplo se tiene: 

la simulación del enlace metal-proteina por medio de los compuestos 

formados entre unión metálico y aminoacidos simples. 

Como corolario, estos compuestos modelo ilustran el papel de los 

iones metálicos en el hormado biomoleculas y su posible acción dentro 

de la bioslntesis. fs} 

E) LOS ESTUDIOS CINETICOS: 

En PStr tipo de P~tudios generalmente, el interes principal es el 

uso de los sistemas modelo para poder inferir a traves de su ·carr.portü- · 

miento ~rente a-los ~on~s metálicos, cuales son las relaciones entre 

estos Jltimos y los sistemas biológicos~ por un lado y el estudio de 

las interacciones metal-proteína por otro. Evidentemente el poder com­

parar los diferentes iones metál ices frente a un sistema dado tiene 
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gran importancia. Para compararlos cuantitativamente es necesario obte­

ner datos cin~ticos y a la vez datos de las constantes de formación. 

Con los datos observados se pueden obtener patrones de comportamien­

to y de ahi una guia para la deducción del mecanismo, de aquf a raiz de 

la proposición de este. se puede inferir cual es el tipo de interacción 

sur9ida entre el ión metálico y el sistemaen el que actúa. 

Asl por ejemplo. en muchos sistemas modelo el efecto catal1tico que 

presentan diversos iones metálicos sigue el orden de la serie de Irving­

Will iams, es decir, la velocidad de la reacción tiene la misma secuencia 

que la de las constantes de formación de complejos. Sin embarg~. si se 

analizan las velocidades de reemplazo del agua en los complejos octaédri 

cos, la velocidad de reemplazo del agua es: 

C,;12+.,. Mn2+':> Fp2+> caz+.,. ~~n2+.,. Ni2+< Cu2+:- Zn2+ 

que claro, es diferPnte a la serie de Irving-Williams. Esto sugiere para 

esta reacción. un mecanismo en el cual una molécula del ligante fonne 

un complejo de esfera externa por un proceso de difusión muy rápido y 

el paso determinante de la reacción involucra el reemplazo de la molé­

cula dP agua por el ligante a través del mecanismo apropiado. esto es: 

M(H O) Ln+ , 6 

rápido 

ill(H 20) + H20 lento 

de la comparación de las secuencias en los dos casos se sigue que en los 

compuestos modelo mencionados el paso dete-minante de la reacción, no es, 

el de la formación de un complejo, aún w.ás dado que la velocidad cata-
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lítica sigue el orden de la serie de Irving-Williams, podr{a pensarse 

que en el paso determinante de esta reacción existe un rearreglo del 

complejo metal sustrato en el cual el ión metálico asiste a la prote1-

na para orientar al sustrato para la reacción, 

Ast, la velocidad de la reacci6n 1 cambiarS de un metal a otro, depen­

diendo del grado de formación del complejo, de tal manera que existirá 

una relación directa entre la constante de la velocidad catalítica y la 

constante de formación. La reacci6n anterior puede entonces esquemati­

zarse como sigue: 

M + s 
MS* 

1-is·· 

--·----to productos 

K rápido 

k len to 

En forma alternativa cuando se estudian algunas proteínas, se utili­

zan varios iones metálicos con el objeto de tener manera de c~mparar 

los parámetros obtenidos para cada uno de los metales usados y así po­

der encontrar cual es la tendencia que presentan. Así, se pueden obser:.. 

var no solamente los cambios surgidos en la misma proteína ante los cafil 

bias del ión metálico, sino a la vez se pueden analizar las interaccio­

nes metal-pro~eina en si. 



CAPITULO IV 

EL METODO DE STOPPED FLOW 



CAPITULO IV 

1) !NTRODUCC 1 ON 

Tomando en consideración la gran variedad de métodos utilizados p~ 

ra la medición de parámetros cinéticos.accesibles en mayor o menor me­

dida en la actualidad, resulta conveniente situar al método utilizado 

en este trabajo, respecto a las características principales de los de-

más métodos en general y a través de una somera revisión, compararlo 

con los métodos correspondientes a la clase a la cual pertenece. 

Este método corresponde a la categoría de los métodos de flujo,. 

(veáse la tabla VI)los cuales se han discutido ampliamente en la litera-
(41,.42,43,41>} 

tura . Este tipo de métodos tiene la capacidad de detectar 

tiempos de vida media tan cortos como 0.001 s .. Ahora bien, es ='.•idente 

que esta capacidad de detección puede verse afectada por diversos fac­

tores, siendo el principal el de la mezcla de los reactivos, la cual 

además de que debe ser muy eficiente, debe efectuarse en el menor tiem­

po posible. Este problema se ha resuelto por medio del diseño de cáma­

ras de mezclado especiales con tiempos muertos {vide infra) muy cortos. 

Entre los métodos de flujo deben considerarse como importantes 

tres formas en las cuales se pueden tratar a los reactivos, las cuales, 

se describirán a continuación, presPntandose de manera esquemática en 
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Detector ! 6 Punto de captura, 

;;:::::::::::;;::::;;:::::::::::.-~~-•"'""Flujo 
.
0 

Fil tru 

M*= Mezclador 

Fuente 

G ,Pistón 

Pared de 
frenado 

u·· 
Fuente 

FIGURA 5: Los tres metodos de flujo maS comunes. 

i) El método de 'quenching flow•<
45

l: después de mezclar los 

reactivos, la reacción se amortigua o detiene por alguno de los métodos 

siguientes: enfriamiento brusco, precipitaci6n de un reactivo o bién 

destrucción por medio de un oxidante fuerte o un ácido concentrado. Ya 

detenida la reacción se inicia el análisis de los productos o reactivos 

escogidos. Lo anterior puede repetirse tantas veces como fuese necesario~ 

controlando cada vez, las concentraciones relativas de ambos reactivos 
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o el tiempo de la reacción. Esto se puede gobernar por medio de los ca!!! 

bias en la velocidad relativa del flujo de los reactivos, o bien.por me­

dio de los cambios en la distancia recorrida por la mezcla de la cámara 

mezcladora al sitio donde se le captura a ésta. De esta manera, se pue­

den obtener una serie de puntos que correlacionan las concentraciones 

de uno o varios de los reactivos contra el tiempo de reacción, es de­

cir, del grado de avance de la reacción, lo que permite determinar la 

constante de velocidad del sistema en cuesti6n. Este método cuyo nombre 

significa aproximadamente 'flujo capturado', a pesar de ser tan simple~ 

tiene varias desventajas, siendo la principal lo tedioso del método an~ 

lítico. 

ii) El método de "flujo contínuo"{
46

}: puede dejarse fluir la 

mezcla de los reactivos de manera continua, utilizando métodos de moni­

toreo convencionales para la detección de los cambios en la concentra­

ción, de uno o varios de los reactivos, ya sea en un solo punto del lu­

gar por donde fluye la mezcla de reacción, cambiando la velocidad de 

flujo de la misma, o bien en varios sitios a lo largo del camino de la 

mezcla. En ambos casos se obtienen una serie de valores quP. correlacio­

nan el avance de la reacción respecto al tiempo. Por medio de esta se­

rie de valores, se puede obtener el valor correspondiente de la constan. 

te de velocidad para la reacción medida. En este caso, la gran ventaja 

que representa el poder determinar las constantes de velocidad para di­

versas concentraciones relativas de reactivos se ve disminufda en mucho, 

por las enormes cantidades de reactivos consumidos, que hace prohibiti 

va el uso de este método en muchas ocasiones. 
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iii} El método de 11 stopped flow
111471

: finalmente se tiene que 

la mezcla no tiene que fluir constantemente, ni tampoco extraerse del 

sistema de reacción, sino que ahora, se le permite recorrer un determi­

nado camino, frenándose abruptamente iniciándose a la vez la observa­

ción de alguna propiedad relacionada con la concentración, en algún pun. 

to lo más cercano posible a la cámara de mezclado. En este método debe 

de contarse con una respuesta muy rápida del aparato de monitoreo, pues 

aquí las observaciones se efectuan de manera. continua para la totalidad 

de la reacción. Debido a la gran cantidad de ventajas que este método 

presenta con respecto a los dos anteriores, es este el más popular. Pu~ 

de considerarse que las ventajas principales de este método, respecto a 

los otros revisados son fundamentalmente, el no tener que hacer un gas­

to muy grande de reactivo, no tener que perturbar el sistema para ana-

l izarle y el poder examinar la reacción de manera contlnua y no por pun­

tos aislados. Aunado a lo anterior, este método puede acoplarse a una 

gran cantidad de métodos de monitoreo. 

2) EL APARATO DE STOPP ED FLOW 

!"'l 
Este aparato construido por vez primPra por Gibson y Milnes en 

lg6J, para el estudio de reacciones enzimáticas muy rápidas, en las cu~ 

les no se podían desperdiciar reactivos, no ha sufrido modificaciones 

importantes, desde su or1gen a la fecha. Ello puede constatarse tanto 

en los modelos experimentales descritos en la literatura {Gibson 1968, 

Taylor(l.970){"+ 7 48 49
}, como en los modelos comerciales fabricados por 
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compañías de instrumentación cientffica de los Estados Unidos (American 

Instruments o bién Gibson Durrum Inc.), los cuales son esencialmente 

idéntico~ al modelo original, salvo por pequeñas modificaciones de la 

disposición de algunos de los componentes del aparato. 

Considerando lo anterior es pues factible describir de manera ge­

neral las partes principales del aparato. Este, puede considerarse cowo 

dividido en tres partes principales(llamadas subsistemas de aqui en ad~ 

lante) a saber: 

I } El subsistema de f1 ujo 

1 I } El subsistema de contra 1 de temperatura 

111) El subsistema de detección 

A continuación se presenta un esquema que muestra cuál es la dis­

posición de los tres subsistemas (figura 6 ). 

I =fuente 
I I =monocromador 
II=filtro 
IV=fotomult1plicador 
V=registro 

A= B=}Reactivos 

1 
Pared de 
frenado 

M=mezclador 

1 o 

8 - ___ [ -1r------ -
salida del baño 

FIGURA 6: Esquema de la disposición de los subsistemas del aparato 
de stopped fl ow. 
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!) El subsistema de flujo. 

El principio de operación de este subsistema, puede comprenderse 

a través de la descripción funcional del mismo. Previamente debe consi­

derarse que el subsistema se encuentra dividido a su vez en cuatro blo­

ques los cuales son los siguientes: 

a) El bloque de válvulas 

b) El bloque de almacenamiento 

e) El bloque de mezclado y la cámara de observación 

d) El bloque de drenaje. 

A continuación se presenta un esquema que muestra a cada una de 

las partes del subsistema de flujo donde se indica cual es la disposi­

ción de cada uno de los bloques y las partes que lo componen (figura 7). 

Pared de 
frenado 

dirección del flujo. 

valvulas 

•drenaje 

FIGURA 7: El subsistema de flujo. 

jeringas de 

r.iezcl ado - b 
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Ahora bien, la descripción del subsistema se hará por medio del es­

quema indicando cuál es el camino de los reactivos durante la operación 

del aparato. 

1º Los componentes de la reacción se almacenan en las dos jeri!!. 

gas que componen el bloque de almacenamiento y que no están dentro del 

subsistema de control de temperatura. Estas jeri11gas se encuentran en 

la parte superior del bloque de válvulas (veánse las figuras 7a y 8). 

2° Los componentes de la reacción se hacen pasar a través del 

bloque de válvulas~ a las dos jeringas de mezclado que forman parte del 

bloque de mezclado, estas jeringas se localizan a la derecha del bloque 

de válvulas {veánse las figuras 7b y 8). 

3º Los componentes de la reacción pasan de las jeringas de mez­

clado al venturi de mezclado, el cual completa el bloque de me,¿:.::lado 

junto con el bloque de válvulas. El venturi de mezclado, está dispuesto 

de tal manera que los componentes de la reacción pasan directamente de 

las jeringas de mezclado al venturi por dos puertas conectadas a éste 

y salen de él por una puerta que se conecta a su vez con la cámara de 

observación (veánse figuras 7c y 8). 

4° Los componentes una vez que se han mezclado, pasan a la cám~ 

ra de observación cambiando su dirección 90º, haciendo con esto que la 

mezcla quede expuesta al trayecto de un haz de luz que pasa a través de 

una ventana y sale por otra que está colocada donde el flujo camb1a de 
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dirección 90° nuevamente {veáse la figura 7c). 

5º La salida de la cámara de observación está conectada al blo­

que de drenaje. Este se halla constitufdo por la jeringa de parado y por 

la válvula de drenaje. La válvula de drenaje está interpuesta entre la 

cámara de observación y la jeringa de parado con objeto de poder dre­

nar el sistema completamente. {veánse las figuras 7d y 9). 

6° Cuando los componentes de la reacción ya mezclados. fluyen 

a traves de todo el sistema. son detenidos bruscamente por la jeringa 

de parada.a la que se le puede graduar un volúmen cualquiera. Este vol!! 

men, queda determinado por un sistema mecánico externo. (veáse figura 

7e}. 

A cont1nuaci6n. se muestran los esquemas de los bloques de válvu­

las y de drenaje en las figuras 8 y 9 respectivamente. 
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Bloque de vilvulas 

3 

' 

" ' 

Sistema de llaves 
1 2 

' ' 

B 

sistema cerrado 

f"' 
" 2 

(Disparo) 
sistema abierto 

FIGURA 8: el bloque de v·~1Vulas y el sistema de 1 laves. 

5 
¡ 

[tJ 
Abierto 

FIGURA 9: el bloque de drenaje 

rn 
~ 

Disparo 

•. 5 
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Independientemente del camino seguido por los componentes de la reac­

ción dentro del subsistema de flujo, deben describirse algunos de los 

componentes del mismo para tener una idea de su funcionamiento y la dis­

posición que ocupan. 

El bloque de válvulas: consiste esencialmente de un sitio para ca­

da jeringa con su respectiva entrada y una salida para cada componente, 

controlándose el exceso de éstos por medio de cuatro válvulas que inter­

conectan los canales de entrada y salida. En la figura 8 puede verse el 

sistema de válvulas en las dos posiciones que usualmente se utilizan. 

Las jeringas de almacenamiento: generalmente se utilizan jeringas 

comerciales, pero también puede utilizarse equipo especial para manejo 

de compuestos que son sensibles al aire o a la humedad. 

Las jeringas de mezclado: son dos cilindros de vidrio de 2r.1l de 

capacidad con un pistón de cerámica o de acero, que se conectan al blo­

que de válvulas por medio de un empaque de tefl6n. Cuando el bloque de 

válvulas se coloca en posición de disparo y es accionado el sistema 

neumático. un pistón empuja violentamente los dos pistones de cerámica, 

desplazando un valumen idéntico de cada uno de las dos jeringas de man!!_ 

ra tal que ambos componentes son enviados al venturi de mezclado a una 

gran velocidad. 

La cámara de mezclado: consiste de un sistema de compuertas de dos 

entradas y una salida, que se interconectan de tal modo que efectúan el 
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mezclado muy eficientemente. El esquema de uno de estos sistemas se 

muestran en la figura 10. 

La cámara de observaciones: es un sistema que consiste de una se­

rie de tubos conectados con dos vidrios de cuarzo, los cuales permiten 

la entrada y la salida del haz de luz que sirve para detectar los cam­

bios que ocurren en el seno de la reacción. 

La jeringa de mezclado: consiste básicamente de una jeringa reves­

tida con acero para que pueda soportar los cambios bruscos en la pre­

sión a consecuencia del empuje de la mezcla de reacción. Al cambiar el 

volumen esta jeringa dispara tanto el mecanismo de registro, como el 

de lectura conectados al aparato. 

@ 
......... i 
·--·· ······- ··~:.::=.-·~@·····~ 

··········-·-···~ 
...... _,, __ .,, ... 

VENTURI DE MEZCLADO 

FIGURA 10: Vistas frontal 9 lateral y posterior 
del dc1 verituri de mezclado 

/ 
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!l) El subststema de control de temperatura: consiste de un tu-

bo de cobre en espiral sumergido en un baño de temperatura constante que 

se comun1ca con el subsistema de flujo por medio de una entrada y una 

salida de tal modo que los reactivos y la mezcla se pueden mantener a 

temperatura constante, Este tipo de control de temperatura mantiene la 

mezcla de reacci~n entre los intervalos de temperatura utilizados gene­

ralmente para las determinaciones cinéticas. El esquema de este subsis­

tema se muestra en la figura 11. 

1 
Camara de 
observación 

Bomba 
impulsora 

---------- - ---
Baño de temperatura 
constan te 

' 1 --~:"~', 1 "-S-;1í • :¡ ,¡-:~1 Espi 
'L '~:: .. ...'de e 
l ~.. 1: --.. .:-."":., 

re 

Figura 11: l>iagrama del sistema de temp. constante 
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III )El subsistema de detección: este sistema consiste básica­

mente en algún sistema de monitoreo conectado a la cámara de observa­

ción, de tal manera que permita detectar la propiedad medida. 

En el caso de los sistemas de monitoreo espectroscópico (UV,Vis. 

IR o fluorescencia), que son los métodos más usados con el aparato de 

stopped flow~se tiene generalmente el siguiente arreglo (veáse figura 

12a): el haz de luz emitido por la fuente apropiada es monocromatizado, 

permitiendo con ello esco9er la longitud de onda que se desee. El haz 

así tratado atraviesa la celda de reacción que consiste simplemente de 

dos ventanas de cuarzo, que están conectadas a una distancia de aproxi­

madamente 2cm, a los lados del tubo por donde fluye la mezcla de reac­

ción. Al atravesar la celda, el haz incide sobre un fotomultiplicador. 

Éste, conectado a un ampl ificador,al generar cambios de corriente ocasi.Q_ 

nadas por los cambios en la concentración de los reactivos, permite re­

gistrar estos como la variación en la coordenada "y" de un osciloscopio, 

respecto al tiempo (coordenada "x" del osciloscopio). En genr!ral, los 

modelos comerciales de stopped flow están equipados con un amplificador 

logarítmico que permite transformar la transmitancia en absorbancia, 

automáticamente. Puede ser conveniente en algunos casos usar un segundo 

amplificador logarítmico que grafique directamente las líneas re~tas C.Q_ 

rrespondientes a reacciones de ler orden y pseudo primer orden. A pesar 

de que la pérdida de reactivos o avance de la reacción sin detectar, no 

representa ningún problema para las reacciones de primer o pseudo pri­

mer orden, el aparato tiene un tiempo muerto asociado, que debe considg_ 

rarse en las medicione~ de reacciones de segundo orden cuando sean ex­

tremadamente rápidas. En el caso de que la detección sea por medio de 
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la fluorescencia se debe modificar ligeraaente la disposición del de­

tector. (veáse figura 12b). 

a) 
detector Haz de • , M 

1~ 
l yz 

.. ==! 1 @ @ 
al registro 

t 

cámara de mezclado 

b) 

ll al registro 

.. detector 
~ 

Haz de 

"' luz 

l o o ' 

t 

FIGURA 12: Opciones del aparato de stopped flow. para la detec­

ción de a) absorción y b) fluorescencia. 

3) METOOOS DE MON ITOREO ACOPLABLES 

La velocidad de una reacción se mide generalmente detectando los 

cambios en las concentraciones de los reactivos o productos {desaparj_ 
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c16n o aparici6n respect1varnente), por medio de la medici6n de los cam­

bios de la concentraci6n respecto al tiempo durante el curso de la rea~ 

ción, lo anterior se representa con las siguientes expresiones: 

-d (rea et i vos ) 

dt 

d(productos) 

dt 
velocidad 

donde las unidades de la velocidad son usualmente Moles x Litro x se­

-' gundo 

Ahora bien, aún cuando en principio cualquier propiedad relacionada 

con la concentración puede utilizarse para medir los cambios en la reaf_ 

ción y así detectar este cambio, no todas ellas están relacionadas de 

manera lineal, por tanto es necesario conocer previamente cuál es esta 

relación. Por otra parte, la medición de la velocidad de una reacc_ión 

es mucho más simple si se efectúa "in situ" y sin perturbar el sistema. 

También es evidente que si se sospecha el que la reacción es muy compl~ 

ja, se debe de hacer uso de más de un método de monitoreo. 

En la tabla que se muestra a continuación se pueden ver los méto­

dos más utilizados para el monitoreo de las reacciones en solución. 



TABLA VII 

ESTA 
SALIR 

TESIS 
DE lA 

N3 nrn: 
BIBLl8TECA 

t\ETODOS DE MON !TOREO 

METO DOS 

a) Espectroscópicos 

U.V. - Vis. 

Fluorescencia 

!.R. 

Polarimetria 

R.M.N. (H) 

R.P.E. 

b) Otros: 
Electrodos de H+ 

Electrodos de X 
(X = cati6n o ani6n} 

Polarografía 
Tennografia 

usos 

Es el más extendido de los métodos de 
monitoreo dentro del campo de la cin.§_ 
tica. Se utiliza en casi todos los mf 
todos. 

Generalmente utilizado para el caso 
de reacciones de proteínas con fluore~ 
cencia propia o bien en las reacciones 
en que uno de los reactivos pueda eti­
quetarse fácilmente. 

Su uso ha quedado restringido a la de­
tección en reacciones de intercambio 
protónico. 

Resulta imprescindible en el campo de 
la estereoquímica 6ptica. Por los mis­
mo es poca usado. 

Cada vez más desarrollada para la de­
tección de cambios en el entorno prot.§_ 
nico. 

Usada principalmente en las reacciones 
con radicales libres. 

Muy utilizados en reacciones que invo­
lucran un cambio en la concentración 

+ de H y en las cuales se puede establ~ 
cer la condici6nde estado tstacionario. 

Poco desarrollados. 

Muy poco desarrollada. 
Muy poco desarrollada. 
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CAPITULO V 

LAS LECTINAS 



CAPITULO V 

!) RESEÑA HISTORICA 

Las 1ectinas fueron detectadas por primera vez hace aproximadamen­

te cien años. Estas proteínas por su capacidad de aglutinar eritrocitos, 

reciben el nombre de hematoaglutininas y en particular las que proceden 

de vegetales se conocen con el de litohematoaglutinantes. Aparentemente. 

las lectinas se encuentran distribuidas muy ampliamente en el reino veg~ 

tal y particularmente en las legumbres. 

La primera descripción de lo que ahora se conoce como una lectina 

fue dada en 1868 porH. Stilmart(
221

, el cual durante el estudio de la 

toxicidad de un extracto de la semilla de ºricinus comunis" en sangre, 

observó la aglutinación de los eritrocitos. 

Más tarde se encontraron más de estos aglutinantes en otras plan­

tas. Ello atrajo la atención de P. Erlich{
22

}, el cual, estudiaba en el 

campo de la inmunología. Con su trabajo con las lectinas Erl ich desarr.Q. 

lla algunos de los principios fundamentales de la inmunología. Una ca­

racterística de la mayoría de los estudios efectuados con estas proteí­

nas es el que se hacían con extractos crudos de los vegetales de los 

cuales procedían. 

81 
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¡23a y 23b¡ 
No es sino hasta el año de 1919, que J.B. Surrmer logra 

aislar la primera de estas proteínas, siendo esta la concanavalina-A. Y 

fue este mismo investigador el descubridor de dos de las más importan­

tes propiedades de las lectinas en general y de la concanavalina-A en 

particular. Estas propiedades son: La aglutinación de glic6geno por una 

parte y la inhibición de la hematoaglutinaci6n al agregar azúcar de ca­

ña a una solución de la proteína. 

Es con el trabajo de Surrmer con el que se fundamentan las bases P.!. 

ra la comprensión del mecanismo de acción de las lectinas para la aglu­

tinación de las células sanguíneas, ya que gracias a ~l se puede infe­

rir que existen ciertos azúcares que aparentemente pueden ocupar los 

sitios de combinación de las lectinas interfiriendo con el acoplamiento 

de ésta con las células sanguíneas. 

• { 2'+} ~ Hacia 1945 C. Boyd descubre otra propiedad de estas prote1nas, 

esta se refiere a la selectividad de algunas de estas proteínas para 

aglutinar solo cierto tipo sanguíneo. Esta propiedadfué observada por 

Boyd en una lectina procedente de un cítrico. La protefna en cuesti6n 

aglutinaba solamente a los eritrocitos procedentes de sangre tipo A, 

sin poder aglutinar a los de tipo B. Como consecuencia de ello Boyd su­

giere el nombre de Lectinas para estas proteínas, pues este nombre pro­

cede de la palabra latina "Legere" que significa seleccionar. 

Aún cuando e~tc tipo de selectividad no lo presentan todas las 

lectinas, todas ellas muestran selectividad frente a los monosacáridos. 
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La conexión entre la selectividad ante grupos sangulneos y sacáridos 

fue establecida en 1953 por Watkins y MorganC
25

l. 

2) PROPIEDADES, IMPORTANCIA Y USOS 

Aparentemente la actividad biológica de las lectinas está supedit!_ 

da a una sola propiedad química, esta es, la capacidad de estas para err 

lazarse con los azúcares. 

Cada molécula de lectina tiene dos o más regiones en las que se pug__ 

de 1 ajustar' una molécula del azúcar complementario. En el caso de un 

oligosacárido, el ataque ocurrirá en varias unidades de proteína. En ge­

neral, a las regiones donde ocurre el ataque del sacárido se les conoce 

con el nombre de sitios reactivas. Ahora bien, en el caso de la hemato-

glutinación se tendrá, que la proteína se une a la pared celular por me­

dio de estos sitios reactivos. 

El enlace entre las lectinas y los azúcares es reversible, como en 
¡ 1+ 2} 

el caso de las reacciones enzima-sustrato y antigeno-anticuerpó . Esta 

última analogia es casi exacta en cuanto al probable mecanismo de reac­

ción, donde la proteína t1ene el papel del anticuerpo y el azúcar el de 

a~tigeno. Sin embargo, en el caso de las lectinas, nose ha logrado en­

contrar alguna que sea específica para compuestos que no sean carbohi­

dratos. cosa que no ocurre en el caso de los anticuerpos. Por otra par­

te, se encuentra que ante las similitudes estructurales entre los anti-
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cuerpos, las lectinas muestran una gran variedad de diferencias estruc-

turales entre ellas. De hecho, puede considerarse que las lectinas solo 

comparten en común el ser protefnas. 

La propiedad que más ha contribuido a darles a estas proteínas im­

portancia en el campo de la bioquímica, es su capacidad de aglutinar pr~ 

ferentemente células malignas. Esta propiedad fue descubierta, como oc.!! 

rre a menudo, por casualidad por J.C. Aub en el año de 1963{
261

• El cual 

al examinar la respuesta de células incubadas (normales y malignas} fre!!_ 

te a varias enzimas, observó que sulamente una de las enzimas present6 

resultados prometedores, pero al estudiarla de manera más profunda, en­

contró que estaba contaminada por una lectina. Posteriormente al estu­

diar diversas lectinas se encontró que la concanavalina-A también agl!!. 

tinaba preferentemente a las células malignas. Con estos experimentas, 

el mercado de las lectinas se extendió de tal forma que, en la actuali 

dad, es relativamente simple conseguir muchas de estas proteínas. con ca­

lidades de pureza excelente. 

Respecto a la aglutinación de las células malignas, debe decirse 

que por regla general, éstas son·. aglutinadas por concentraciones muy pe­

queñas de las lectinas activas (10 a 15 µg/ml). 

Finalmente, se debe indicar que aún cuando se han hecho grandes 

progresos en el estudio de los mecanismos de interacción entre las cé­

lulas malignas y las lectinas, todavía no se ha llegado, ni con mucho. 

a la comprensión completa del fenómeno. A continuación se muestra en la 
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tabla siguiente un resumen de las propiedades de las lectinas:(veáse 

tabla VI 11.) 

TABLA VIll
122

J 
PROPIEDAD APLICACION 

Especificidad ante grupos sanguíneos Tipificaci6n sanguínea 

'roxicidad en animales 

nducción de mitosis en linfocitos 

Precipitación de polisacáridos y 

glicoprote1nas. 

Enlace con sacáridos 

Aglutinación de células canceríge-

nas. 

Estudios estructurales 

Identificación de nuevos tipos 

Diagnósticos en secreciones 

Estudios de valor nutricional 

Constitución crosmosomática 

Detección de anomalías genéticas 

Aislamiento~ caracterización y 

purificación de polímeros con 

carbohidrátos. 

Modelos interacción antígeno-an-

ti cuerpo. 

Estudio de los sitios específi-

cos de combinación de protefnas. 

Investigación de la arquitectura 

de la pared celular y los cam-

bias que en ella ocurren. 

De la tabla anterior, se puede concluir que este tipo de proteínas tie­

nen una gran utilidad para la bioquímica. Sin embargos una de las pre-



guntas que durante mucho tiempo ha quedado sin respuesta, es el valor 

que este tipo de proteínas puede tener en el organismo del cual proce­

den, esto es, las plantas. 

3) CONCANAVALINA -A 

Las lect1nas, como la mayoría de los productos naturales, pueden 

purificarse por medio de métodos convencionales, tales como la cromat.!!. 

grafía de intercambio iónico u otros absorbentes. Sin embargo, hace re­

lativamente poco tiempo se ha estado desarrollando una nueva técnica de 

cromatografía,. que aprovecha la capacidad de combinación de algunas pr2.. 

teínas con sus sustratos respectivos. Este método se le conoce con el 

nombre de cromatografía de afinidad. 

De esta manera se ha logrado obtener una serie de lectinas con una 

gran pureza. Entre ellas se encuentra la concanavalina-A, la cual se 

purifica con geles de dextrano {Sephadex) eluyendo con glucosa o bien 

con una solución de pH bajo. 

La abundancia relativa de la concanavalina-A en la planta de la 

cual es originaria {Concanavallia ensiforme), es de 2.5 a 3% del peso 

total de la semilla, lo cual, aunado a la facilidad de extracción, la 

facilidad de su preparación y la gran variedad de mono y oligosac§ridos 

con los que reacciona, hace de esta lectina un sujeto ideal para ser e~ 

tudiado. 
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A) PROPIEDADES F!SICAS OE LA CONCANAVALINA-A. 

Aún cuando es.ta proteína es b1o16gicamente homogénea (95 a 98% de 

su peso precipita con dextrano) no lo es molecularmente en el intervalo 

de pH en el cual se une a los sacáridos. Este tipo de heterogeneidad 

se refiere al número de especies moleculares diferentes que son ac"ti­

vas en cada uno de los pHs en que reacciona. Así, se ha demostrado que 

esta proteína puede separarse en varias especies moleculares cuando se 

~tilizandisolventes disociantes fuertes. Las especies encontradas 

se han identificado como subunidades protoméricas, que al parecer perm~ 

necen intactas después de la separaci6n. El peso molecular reportado pa 

• ra estas subunidades es de 2.7 x 10 urna. Ahora bien, las pruebas de 

P.M. vs pH muestran que esta proteína tiene varias especies molecula­

res, dependiendo del pH que tenga la solución en que se encuentre. Así 

se tieneque, cuando la solución tiene un pH menor de 6, la proteína 
4 

fonna especies de peso molecular de 5. 5 x 10 urna, lo cual corresponde 

al de dos subun1dades protoméricas. Cuando el pH de la solución es ma­

yor que 6, pero menor que 6.7, el peso molecular por molécula varía le.!}_ 

• tamente hasta que.al llegar a pH de 6.7 omayor, éste llega a 10 urna, 

lo cual corresponde a cuatro subunidades protoméricas 
{27,26} 

B) LA ESTRUCTURA DE LA CONCANAVALINA-A. 

Según los resultados obtenidos por medio de cristalografía con ra-
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yos -X de baja resolución, se puede proponer que los prot6meros de la 

concanavalina-A, tienen forma similar a la de un domo, cuyas medidas 
D D D 

serían de: 39 A de ancho, 40 A de largo y 42 A de altura. Estos domos 

se aparean por la base con un eje de simetría C2 • Los dímeros, a su vez, 

se aparean para formar un tetrámero cuya simetría es similar a la de 

un tetraedro{
29

}. Ver figura 13. 

•= Manganeso 
0= Calcio 
• = Jodo 

fIGURA 13: Esquema del tetramero de la concanavalina-A, donde se mues­

tran las posiciones de los cofactores que la componen. 

El contenido metálico de cada uno de los protómeros es equivalen-
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2+ 2+ 
te a un Mn y un Ca por unidad protomérica, y el número de sacáridos 

unidos a la proteína en el complejo proteína-sustrato es tambi~n de una 

molécula de sacárido por unidad protomérica. 

En los estudios con microscopia electrónica de baja resolución, se 

ha observado que la superficie molecular aparenta ser relativamente su'ª­

ve,excepto por una pequeña depresión en cada protómero. Se ha observado 

también que es en esta depresión, donde se unen las moléculas de las es­

p~cies inhibitorias de la actividad de la proteína{
29

}. 

La estructura detallada de esta proteína ha sido determinada por m~ 

dio de los datos obtenidos con difracción de rayos-X de alta resolu­

ción{30Y31} y el estudio detallado de la secuencia de aminoácidos que 

la componen{
321

• Cada protómero intacto consta de 237 aminoácidos pero. 

debido a que el tratamiento para la extracción y aislamiento de la mol! 

cula es relativamente severo, algunas de las moléculas de concanavalina-

A sufren rompimientos internos. Veáse la figura 14. 
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FIGURA 14: Secuencia aminoacidica dela Concanavaílna-A 

Aparentemente~ las fragmentaciones internas en las moléculas de la 

proteína no hacen diferencia en cuanto a la estructura tridimensional 

de la proteína. Aún más, se ha observado que la actividad biológica de 

la proteína resulta ser constante, a pesar de que un gran número de las 

moléculas resultasen dañadas internamente durante el tratamiento ( 
34

} • 

También haciendo uso de las técnicas de R-X, se ha podido determi­

nar claramente cuales son los sitios de coordinación de los iones metá-
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licos. Estos, se encuentran en la parte superior del prot6mero. La dis­

posición de los aminoácidos alrededor de cada metal es octa~drica y pu~ 

de describirse como sigue: Cada metal está rodeado por seis ligantes y 

en ambos casos, cuatro de los ligantes pertenecen a la proteína Y dos 

son moléculas de agua. De los ligantes procedentes de la proteína, dos 

de ellos son comunes a los dos iones (ambos de ácido aspártico}. Enton­

ces el arreglo completo puede describirse como un complejo binuclear 

con estructura de dos octaédros compartiendo una arista. Es importante 

i~dicarque esta región de la proteína tiene carácter ácido, lo cual. 

la diferencia de otras regiones de la misma, Ahora bien. una de las 

moléculas de agua está enlazada a la cadena protefca, por medio de un 

puente de hidrógeno con una molécula de serina. La otra molécula de 

agua está expuesta a la superficie, en el caso del entorno del Mn. En 

el caso del entorno del Ca el sitio tiene menor simetría y como en el 

caso del otro metal, se encuentra en una región con carácter ácido en 

la molécula de proteína. Otra diferencia entre los dos sitios es que 

las moléculas de agua que están coordinadas al Ca2+ se unen, a la ca­

dena peptídica por dos grupos carboxilo a través de puentes de hidr6ge­

no. Un esquema de la disposición de ambos metales en la molécula de con. 

canávalina-A, se muestra en la figura 15. 

Otra de las características de esta proteína es la presencia de e~ 

tructura del tipo e, es decir, de estructura de capas por lo cual, la 

proteína puede formar dímeros y tetrámeros. Lo anterior confiere a la 

proteína una propiedad que se ha dado en llamar 11 valencia múltiple", y 

que se refleja en la capacidad de la proteína para aglutinar tanto gli-
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cógeno como eritrocitos o células maligna"s{
321

• 

~-. 
Ar9 273 

FIGURA 15· Disl'osición de los iones 111etálicos en el protómero de 13 proteí-

na. 

C) LA ACCION BIOLOGICA DE LA CONCANAVALINA-A. 

La gran reactividad de esta lectina y el conocimiento, tanto de su 

especificidad como de su estructura, ha permitido que su uso en siste-
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mas biológicos se haYa extendido a una infinidad de campos. A manera de. 

ejemplo lo anterior se puede ilustrar con los siguientes hechos: 

Con la concanavalina-A se han hecho estudios que penniten 1 ya 

modificar. ya reasignar; las configuraciones de algunos polisacáridos. 

Tambi~n. se ha usado en el aislamiento de un factor antihemofilico y su 

purificaci6n subsecuente. 

La sfntesis, relativamente reciente. de algunos derivados insoly_ 

bles de esta proteTna ha permitido usarla en el aislamiento de de algunas 

inmunoglobulinasf22}. 

Por otra pa.-te la concanavalina-A ha mostrado una serie de caraE_ 

teristiéas que la hacen un excelente objeto de estudio. Estas pueden r~ 

sumirse en los siguientes puntos: 

i) Toxicidad: Comprobada desde hace varios años en animales. 

ii} Aglutinación de algunas células: Embrionarias, espermatozooi 

deas, sanguineas y algunos virus. 

iii) Estirnulación de migración celular: En particular de ~lgunas 

clases de células tumorales. 

iv} Actividad mitogenica: 

Finalmente, como una de las características mas importantes y que 

le hace resaltar muy por encima de la mayoria de las lectinas comunes, 

esta su capacidad de aglutinar células malignas de manera preferente re~ 

pecto a las células sanas. En lo particular se tiene a este respecto, 

el hecho de que esta proteína a diferencia de otras, aglutina células le.!:!_ 
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cémicas en concentraciones tan pequeñas coma 250µ9/ml. También se ha 

observado que esta protefna tiene la capacidad de aglutinar cultivos de 

células transformadas por medio de su expasicidn a los rayos-X o con agen. 

tes qulmicos con propiedades carcinogénicas. A la par, se ha observado que 

esta lectina, no aglutina células sanas en las mismas concentraciones 
• (32) 

con l;as que actúa en celulas enfermas . 

Pcrr.ú.ltimo_, se tiene que conforme avanza el conocimiento de las pro .. 

P1edades químicas de esta proteína, se han modificado los mecanismos pro­

puestos para la acci6n biológica de ésta. 

O) PROPIEDAOES QU!M!CAS DE LA CONCANAVAL!NA-A. 

Como característica esencial de esta proteina se tiene su especifi-

cidad para aglutinar solo cierto tipo de sacáridos. 

La cancanavalina-A precipita con una serie de polisacáridos que ti,g_ 

nen monomeros del tipo a-0-manopiranosil. s-D-fructofuranosil o 0-arabi­

nofuranosil. Esto incluye glucanos tales como el glicógeno. las amilopeg_ 

tinas y el dextrano. De la misma manera.se tiene que la lectina reaccio­

na con polisacáridos procedentes de sintesis artificial tales como los 

0-manósidos o los fruct6sidos. 

Además se ha observado que esta proteína pierde su capacidad agluti 

nante cuando se hace reaccionar con algunos monosacáridos. Dos de los 
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principales inhibidores de esta propiedad son la metil-aD-manopiranosa 

y la metil-a-0-glucopiranosa. Aunado a lo anterior, ninguno de los mon.Q_ 

sacáridos B equivalentes puede inhibir la capacidad de aglutinar polis-ª. 

cáridos de la protefnaC
34

l_ Ver figuras 16 y 17. 

4-metil-a-D-glucopiranosa 

4-metil-B-D-glucopiranosa 

FIGURA 16: Las dos cori.fóY.maciones de la D-glucopiranosa 
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4-metil-a-D-manopiranosa 

FIGURA 17: Las configurñcinnP~ efe la 0-manopiranosa. 

Ahora bien, un estudio a fondo de la estereoespecificidad de esta 

protefna a través de una técnica muy utilizada para ello (técnica de 
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de Landsteiner) que consiste en determinar cu!les son las diferencias 

en el poder inhibitorio de un azQcar modificada, es decir, un azacar 

sustituida, ha mostrado una gran cantidad de hechos acerca de este fe­

n6meno{33 J. 

Por otra parte se tiene que las modificaciones en el pH o en la 

fuerza i6nica, afectan la formación del complejo sacarido-lectina de la 

siguiente manera: A mayor pH. menor constante de equilibrio de forma­

.ción del complejo. A menor pH 1 mayor valor de la misma constante; a su 

vez,cuando se aumenta la fuerza iónica el valor de la constante dismi­

nuye y cuando la fuerza iónica disminuye ~a formación del complejo se 

favorece{
351

. Al parecer. cuando la proteína se trata con grupos orad! 

cales de gran polaridad el complejo se estabiliza. Lo anterior permite 

concluir que la fonnación del complejo proteína-sacárido se estabiliza 

por medio de las interacciones dipolo-dipolo y se desestabiliza ante 

las interacciones carga-carga. 

Además de las reacciones de esta lectina con los a-glico y manopir~ 

nósidos, se ha observado que en el sitio reactivo de esta protefna tam­

bién reacciona con algunos sacáridos de cinco anillos tales como, a-0-

fructofuranósido y aún cuando esta interacción es considerablemente me­

nor, ello es explicable en ténninos de la similitud del anillo en las 

dos clases de sacáridos. 

Desafortunadamente, el enlace entre la proteína y el sacárido no 

se ha podido estudiar por medio de los métodos cristalográficos de ra-

yos-X, ya que el complejo proteína-sacárido se ha resistido a la crista-
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ltzactdn. Lo anterior ocurre aOn cuando seha tratado la protefna con 

concentractones muy altas de sac4ridos para favorecer la fonnación del 

complejo. Este efecto, al parecer, est! asociado a un cambio confonna­

cional para la fonnacf8n del complejo, 

E) EXAMEN CUANTITATIVO DE ALGUNAS DE LAS REACCIONES: 

La medici6n de parSmetros tanto cineticos como tennodin&micos de 

·1a concanayalina-A y diversos sustratos, se ha efectuado concienzudame_!l 

te con el objeto de poder comprender algunos de los mecanismos del en­

lace de la protefna. 

Ahora bien, como en todas las reacciones qu{micas, la posibilidad 

de medi"r estos parámetros dependerá las propiedades que sufran algún 

cambio como consecuencia de la reaccion por una parte y cuán notorio 

sea este cambio por otra, Por esto mismo, generalmente seran ma.s faci­

les de medir los parámetros tennodinámicos que los cinéticos. Lo ante­

rior ocurre por que cuando se mide algún parámetro tennodinámico, v.gr. 

la constante de equilibrio de alguna reacci6n 1 no es importante que el 

cambio cambio medido sea de grán magnitud, sino más bien, que este cam­

bio aún cuando sea pequeno. pueda diferenciar entre dos estados partic!!_ 

lares de la reacción id est, los asociados a los estados inicial y final 

de esta, Sin embargo. cuando se hace la medici6n de algún parámetro ci­

nético, es imprescindible que el cambio asociado a esta muestre, no s6-

lo los estados inicial y final de la reacci~n sino que además muestre 
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cdmo ocurre este cambio respecto al tiempo, 

Asi se tiene, que en el caso de la concanavalina-A lo anterior de­

be de tomarse en cuenta, además de ciertas consideraciones específicas 

propias de la lectina. A este respecto se tiene que los sustratos que 

presentan mayor interes Centro del estudio de la concanavalina-A, s'erán 

aquellas que tengan las características siguientes: 

i) Que sean buenos inhibidores de la reacción con polisacáridos. 

~sto es con objeto de asegurar que la reacción tenga una constante de 

estabilidad grande. 

i i) Que tengan conformaciones que permitan equipararles con los 

carbohidratos superiores con los que reacciona y aún con los componen-

tes de la membrana celular. 

Lo anterior tiene también por objeto el poder explicar, tanto la 

especificidad de la protelna, como algunos de los mecanismos de acci6n 

biol6gfca de la misma. En esta categoría se encuentra 4-metil-D-manopi­

ranosa, la cual tiene una serie de caracterlsticas que la hacen ideal 

para muchos de los estudios mencionados. 

La 4-metil-d-D- manopiranosa es un sacárido que se puede encontrar 

en ciertos polisacáridos de la membrana celular. A la vez se ha observa­

do que inhibe muchas de las reacciones de la concanavalina-A con sacári 

dos superiores y con células, mientras que el isómero 6 no es inhibito­

rio de nfnguna de las reacciones !
34

} (Vease la fiC1ura 17) 
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Evidentemente, les primeros estudios de la reacci6n entre la conca­

naval ina-A y este monosacárido se efectuaron para detenninar la afini­

dad de ~ste por la protefna. Estos mostraron{
37

}. por medio de la técni 

ca de Landsteiner, que la proteína tiene una gran afinidad por este sa-

cárido en particular y por algunos de sus derivados metilados. Poste­

riormente So y Goldstein (1968){
36

}, determinaron la constante de· est~ 

bilidad o de asociación de la reacción siguiente: 

Con-A + Me-a-D-man-====coMPLEJD ••.•.•.••• K; 

la cual es del orden de 0.4 x 10~ M-
1 

a 25ºC. La técnica utilizada para 

la determinación de la constante mencionada es la llamada "equilibrio 

por diálisis". A través del miswo estudio se determina la variación de 

esta constante con la temperatura y por medio de ello los valores de 

AG, 6H y 65. Estos valores se pueden ver en la tabla IX. Desafortunada­

mente esta reacción {y muchas con derivados de este sacárido) P.resenta 

el inconveniente de no tener ninguna propiedad medible que pueda asociar. 

se con el cambio de reactivos a productos, con la excepci6n ya hecha, 

de la determinación de la entrada o salida de productos a través de una 

membrana dializante, C.on ello1 el estudio de los parámetros de esta reac­

ción queda restringido a la determinación de la constante de estabilidad 

ya descrita. 

Sin embargo, existen una serie de derivados de este sacárido que 

han sido sintetizados expresamente con el objeto de poder determinar las 

caracteristicas de reactividad entre los sacáridos y la concanavalina-A, 
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TABLA IX 
Funciones tennodi námi.cas para la 

reacciO:n: 

Con-A + S ·===== 
S= sacárido 

4-metil-a-D-manopiranosa 

10"4 x K (M"l) 

0.90 

p-nitrofenil-a-D-manopiranosa 1.49 

4-metil-umbeliferil-a-D-ma- 4.26 

nopirariósa·¡ 

..¡.. Con-A'S 

-t.Hº 

6.l 

6.8 

B.5 

-AGº 

5.4 

5.7 

6.3 

2.3 

3.6 

7.4 

que con la 4-metil-a-D-manopiranosa, no se habian logrado determinar. 

estos derivados tienen al menos una propiedad detectable que puede aso­

ciarse con el cambio de la reaccion en que toman parte. 

Uno de estos derivados es la para-nitrofenil-a-D-manopiranosa(vease 

la figura 18)la cual 1 tiene al menos. dos propiedades detectables que V!!. 

rian durante la formación del complejo con la concanavalina-A. Estas so~ 

la absorción de radiación en la regiór: del ultra\linleta (e= lO'!cm-1M-1 

en >.max= 305nm) y el potencial de reducción del compuesto .. La primera 

varia al interactuar con 1 a proteína este derivado del monosacarido ori­

ginal, para formar el complejo. Lo anterior permite determinar cuál es 

el cambio de la concentración, ya del reactivo, ya del producto. La se­

gunda se presenta por que este compuesto tiene un potencial de reducción 

dependiente de la concentración y que es muy diferente al potencial que 

presenta la especie que ha formado el complejo. Por tanto se puede dis~ 

ñar un experimento en el cual partiendo de un potencial base, se pueda 

medir el cambio en la intensidad de corriente conforme avanza la reacci6n 
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D-manop i ranos a. 4 .. p-nitro-u-

FIGURA 18 
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Haciendo uso de la primera técnica, Loonticas et a1C
3
ªl. Detenni­

naron cual es el valor de la constante de fonnacitln del complejo con- la 

concanavalina-A: 

Con-A + p-ni tro- it .. o-man ~ COMPLEJO ••••••• K; 

4 _¡ 
la cual es del orden de 1.5 x 10 M , •que como se vé, es 1 igeramente 

mayor que .la del dertvado metilado. 

CH, 

4-metil-umbeliferil-n-D-mano iranosa 

FIGURA 19 
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Finalmente, se tiene otro derivado del 4-metil-a-D .. Manopiranosido, 

este derivado es el 4-metilumbeliferil-a-D-manopiranosa, el cual ha si-

do exaustivamente utilizado en la determinación de las propiedades del 

sitio activo de las proteínas que reaccionan con sacáridosC
39

l. En par-

ticular ha sido utilizado con la concanavalina-A debido a su gran afini 

dad, no solo para detectar cambios de las propiedades asociadas a la 

fonnac16n del complejo sacárido-proteína, sino para determinar toda 

aquella interacción entre la protefna y otros agentes. La 4-metil-umbel.i 

.feril- -D-manopiranosa. es un derivado etiouetado con una molecula flu.Q_ 

rescente cuya estructura se muestra en la f·igura 19. 

La característica esencial de este derivado y que lo hace tan útil 

para una gran cantidad de determinaciones asociadas con la formación 

del complejo con la proteína. es el que pierde la fluorescencia al reaE_ 

cionar con la proteína. Lo anterior permite, detectar de una manera par­

ticularmente sencilla, tanto la concentración del sacárido libre en el 

en el equilibrio, como el cambio de esta respecto al tiempo. 

En un trabajo que consta de dos partes, Loontiens. Clegg y colabo-
{39 ,40J 

radares detenninan, tanto la constante de equilibrio para la 

formación del complejo. como los parámetros cinéticos que caracterizan 

la misma. Así, haciendo uso de la fluorescencia y la absorción en la r~ 

gión de U.V •• determinan la constante de equilibrio midiendo la intensi 

dad de la fluorescencia o de la absorción, antes y después del equili-

brio; relacionándola con la concentración. Y a través del uso de una 

técnica de relajación (temperature jump o salto de la temperatura) y 
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aprovechando el c(l1T}bto de la intenstdad de la fluorescencia, detennina_n 

la desapar1cten del sac8rido con respecto al ttempo y con ello calculan 

las constantes de velocidad de la reacct~n. El mecantsmo propuesto, el 

valor de la constante de estabiltdad así como los valores de Gº, Hº. 

y Sº; se muestran en la tabla IX~ Por otra parte la vartactan de la 

fluorescencia respecto a la concentractan, se muestran en la figura 20. 

IOO 
~ 

u 
e 
ID 
u 
~ 
ID 
~ 
o 

" :;: 
ID ,, 
" 50 

400 nm '" >.~ 

FJGURA 20: Variaci6n del % de em1s1on fluorescente dé la 4~me­
til-a-D-manopiranosa respecto a la concentraci6n { 
desde concentraciones·de 10-7=k,hasta io-1=a) para 

un barrido de. A de 300 a 450 nm. 



106 

El mecanismo propuesto para la obtención de las constantes de velocidad 

es: 

Con-A + .MUH ===~ COMPLEJO K 

en donde, si se conocen las concentraciones en el equilibrio de ambas 

especies ICon-A\eY \MUM\e se puede determinar, a través del tiempo de 

relajación ~ cuales son las constantes de velocidad de la reacción, a 

través de la siguiente relación: 

_1_ 

' 

en donde, las concentraciones en el equilibrio, se calculan por medio 

de la constante de equilibrio de la reacción. 

F) LAS lNTERACC!ONES DE LA CONCANAVAL!NA-A Y ALGUNOS IONES METAL!COS 

Como·ya se ha indicado antes, la concanavalina-A es una proteína 

que tiene dos diferentes cofactores. Ambos son metales, el ca2+ y 
2+ 

el Mn . Estos metales son esenciales para la actividad tanto química 

como biológica de la proteína. La primera observación al respecto fue· 

efectuada por Sumner y Howel en el año de 1936{
23

C}. Estos observaron 

que si a una solución de la proteína se le cambiaba el pH a un valor 

por debajo de 1 y posteriormente se neutral izaba, la proteína perdía 

por completo su capacidad para aglutinar glicógeno. Sin embargo, si la 
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solución se dejaba reposar por un par de horas, la protefna recuperaba 

la capacidad original para aglutinar el glicógeno de la solución. 

Por otra parte, también se observó que cuando una soluci6n de pro­

teína se sometía a una diálisis ácida, entonces se perdfa por completo 

la capacidad mencionada, recuperándola sólamente si se reagregaba la S.Q. 

lución exterior de la diálisis y se neutraliza. 

Estas observaciones los llevaron a la detección de los metales men-

cionados, en las soluciones exteriores de la diálisis efectuadas y pos­

teriormente, a la asignación de éstos a la propia proteína. 

(23a) 
Más tarde, el mismo autor Sumner procede al estudio del com-

portamiento de la apoproteína frente a otros metales. De las observaciQ. 

nes efectuadas puede concluir que para el caso de los iones como: El NiZ+ 

el coz+. el Mnz+ y el znz+; se produce un complejo metal-proteína cuya 

actividad es equivalente a la de la proteína nativa, sin embarno los iones 

como el Srz+, cuz+. Baz+. Li+y Na+: no producen un compuesto activo a1·rr.enos 

en una proporción cualitativamente detectable respecto a los iones an­

teriores. 

El hecho de que el trabajo anterior adolezca de varios defectos, 

tales como la 'falta de pureza de la proteína y la clase de técnicas P2. 

rala detección de los iónes metálicos. no disminuye la altísima cali­

dad del mismo, considerando la época en que se llevó a cabo. 
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A pesar del gran avance efectuado por Sumner. el tema de la fun­

ción del metal en la concanavalina-A queda olvidado hasta 1969 fecha 

en que Nicolau y colaboradores{
501

, haciendo uso de técnicas tan elabo­

radas como E.P.R. 1 logran obtener los siguientes datos acerca del enla-

ce metal ligante: 

1 º Los metales de transición de la 1~ serie, tales como Nf2+ 1 

c0 2+ o bien Zn2+., previenen la entrada del Mn2+ a la proteína si se 

agregan a una solución de la apoproteína. Lo anterior les lleva a con­

.cluir que la concanavalina-A tiene un sitio específico para algún ión 

de la primera serie de transición. 

2º Los iones tales como Ca2 + no pueden impedir la entrada de 

los iones de los metales de transición y en particular la entrada del 

Mn2+. A la vez observan que la entrada del e#+ cuando la proteína ya tie­

ne Mn2+, cambia el espectro de este. Lo anterior les lleva a concluir 

que existe un cambio en el sitio del metal de transición al entrarel. 

ca 2+. Al analizar el cambio espectroscópico observado, sugieren un 

aumento de la simetría del sitio del metal de transición. Finalmente 

los autores postulan que la entrada del calcio a la proteína que pre­

viamente se ha hecho reaccionar con un metal de transición de los ya 

indicados (vide supra). induce un cambio conformacional de la proteína. 

Estos estudios llevaron a otros investigadores al estudio de la 

interacción metal-proteína intentando todos ellos caracterizar ambos 

sitios metálicos. 

Entre los estudios señalados se pueden mencionar los efectuados 



por McCubbin et al{
51

l, los cuales, por medio de observaciones del 

espectro de dispersi6n óptica rotatoria de la apoprotefna,a la cual se 

le agrega un sacárido posteriormente a la adición secuencial de Ca 2+y 

Mn2+; encuentran que la entrada del Ca ocasiona solamente una variación 

muy 1 igera del espectro, mientras que la del Mn2+ si le. produce un cam­

bio mucho mayor del mismo. Lo anterior les conduce a proponer que la en. 

trada del Ca solamente afecta a las cadenas laterales, mientras que la 

entrada del metal de transición, en este caso Mn2+, 

_nitiva la estructura secundaria de la protefna. 

involucra en defj_ 

Otros estudios. como el efectuado por Gachelin y colaboradores{s
2

}, 

caracterizan un compuesto de la concanavalina-A y el Ni 2+, en el cual 

este metal sustituye al Mn2+ y activa a la proteína. 

Además de los anteriores estudios se encuentra el efectuado por 

Glew<
53

l, el cual, por medio del estudio espectroscópico de la concana­

valina-A en la región del U.V.,con una técnica de alta resolución, mue2_ 

traque al agregar solamente Mn existe una diferencia ligera en la se­

ñal en esta región. y cuando se agrega el Ca la diferencia de la señal 

se hace mayor. Sin embargo, los resultados obtenidos son poco confia­

bles, ya que comete un error en las mediciones de la concentración del 

metal. A pesar de ello,este trabajo permite tener una idea cualitativa 

acerca de las velocidades de entrada de ambos metales. Estas, según este 

trabajo.son como sigue: la de Ca>> Mn. 

Sherry y Cottam{:;.'*}, por medio de varias técnicas (R.M.N., il~P.E., 
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fluorescencia de lantánidos), muestran varias característ1cas del enla­

ce metal-proteína, entre las que se encuentran el número de sitios por 

prot6mero para la uni6n metal-proteína esto es, uno para el calcio y 

uno para el metal de transición. Además,determinan los valores para las 

constantes de disociación del complejo fonnado por el metal de transi­

ción y la proteína en presencia y en ausencia de calcio. El esquema de 

reacción propuesto por estos autores es: 

los val ores 

en ausencia 

Mn(Con-A) o====!'Mn 
2
+ + Apocan-A .......... Kd 

_s 
de la constante para la reacción anterior son de 5 x 10 

2+ _5 
del Ca y de 10 en presencia de este metal. Estos resul 

tados indican que el Ca produce un cambio en la proteína que la lleva 

a un estado más estable. Aparentemente este cambio es conformacional. 

Grimaldi y Sykes{
55

l basándose en el trabajo anterior y utilizan-

do la técnica de 'stopped flow' acoplado a un aparato de resonancia mag_ 

nética nuclear, llevan a cabo un análisis cinético de la interacción mg_ 

tal proteína, proponiendo varios mecanismos probables para esta interaf_ 

ción. Sin embargo,éstos mecanismos no quedan sustentados adecuadamente, 

pues los datos cinéticos obtenidos no son suficientemente claros. 

Más tarde, Ricardson y Benhke{
56

} efectuan un estudio de las inte-
2+ 2+ 2+ 

racciones entre la proteína y el Ca , Mn y el Ca . Este estudio 

se hace a través de las observaciones en el espectro de dicrofsmo circ!:!_ 

lar de la proteína. Esta presenta la posibilidad de activaci6n parcial 
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con algunos de los metales de transición ya en ausencia, ya en presen­

cia del caz+. En este estudio se hace una primera aproximación al est!!_ 

dio cinético de la entrada de los metales a la proteína. 

Sin embargo, no es sino hasta el trabajo efectuado por Brown y C.!!_ 

laboradores {57} , en el que se determinan estos parámetros y se propQ. 

ne un mecanismo consistente con ellos. El método utilizado consiste en 

el uso de una técnica de relajación de resonancia magnética nuclear 

protónica, en el que se observa el tiempo de relajación protónica en 

varias frecuencias de excitación. Las condiciones de pH y temperatura 

son las siguientes: 5.3<pH<6,4 y 5 C<T<25 C. Los autores conside­

ran dos hipótesis de trabajo para la postulación del mecanismo, estas 

son: el Mn2+ produce un cambio conformacional en la concanavalina-A 

al unirse a ésta, este cambio es muy lento y sólo puede acelerarse 

en presencia de Ca2+. Con estas dos hipótesis los autores proponen 

el mecanismo representado por el esquema siguiente: 

M + apoCon-A ~-~M(Con-A)ª + M MM(Con-A)ª 

f l 1! 
M(Con-A)ª M(Con-A) 

y 

fl 
+ M =.~M(Con-A)c 

que en presencia de Ca+ debe producir un equilibrio adicional: 

M(Con-A)ª + Ca ~CaM(Con-A)ª 

ri 
M(Con-A)c 

u 
+ Ca - ·~ca(Con-A)c 

donde los superindices a y e representan las especies abierta y cerra­

da respectivamente. 
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Los esquemas anteriores son probados con diversas concentraciones 

de los reactivos. Además de los esperados cambios en el comportamiento 

de las interacciones ocasionados por la variación de pH y temperatura, 

los autores encuentran que la proposici6n de los dos estados confonna­

cionales es consistentes con los datos experimentales y a traves del 

analisis de estos, concluyen que existe una barrera de potencial dé 

potencial d- gran magnitud entre ambas conformaciones. 

Apoyando las hip6tesis de Brown y colaboradores, dos grupos de 

investigaci6n, en forma independiente el uno del otro{
58 

'
59

}, muestran 

que la concanavalina-A nativa difiere de la proteína desmetalizada en 

su estructura y esto se puede explicar en términos del cambio conforma­

cional sugerido por Brown. A la vez, también se puede explicar la inac­

tivación de la proteína desmetalizada arguyéndose el cambio de las dis­

tancias relativas entre los átomos que componen el sitio activo, oca­

sionado por el cambio en la morfologla de los sitios metálicos al per­

der cada uno el metal correspondiente. Las conclusiones en ambos estu­

dios son casi. idénticas. 



CAPITULO V 1 

PARTE EXPERIMENTAL 



CAPITULO VI 

l) ANTECEDENTES 

A rafz de la publicación del estudio de Brown y colaboradores{ 57 l 

se inician una serie de trabajos relacionados con el tema de las inter. 

acciones metal~.proteina y del enlace metálico en la concanavalina-A. 

que tienen por objeto, aclarar la función de los metales en ésta. Oebj_ 

do a que este estudio se sustenta en varias de las suposiciones y de­

terminaciones experimentales efectuadas en estos trabajo~. conviene hE. 

cer un resumen que haga explicito cuales son estas suposiciones. 

Uno de los primeros trabajos conectados con e- tema es de Sherry 

et al {501 , en el cual se sugiere, a partir de las proposiciones meca­

nisticas de Brown et al .• que la entrada de los iones metálicos a la 

proteina procede a través de dos pasos básicamente: el primero un paso 

muy rápido. es el de la entrada de ambos metales a la proteína que si 

bien no la activa. si permite la posibilidad de un arreglo conformaciQ_ 

nal. el cual es el segundo de los pasos propuestos y que se produce e~ 

mo resultado de las interacciones entre los residuos aminoacídicos del 

sitio de coordinación y los ionPS metálicos al entrar a él. Este paso 

es muy lento si se compara al anterior. El mecanismo anterior puede es 

114 
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quemattzarse como stguei 

M2+ + Ca2+ + apoCon-Aª ~ CaMCon-Aª k¡. k_¡ 

CaMCon-Aª <=====~ MCaCon-Ac 

en donde M2+ pude ser Mn2+, ca2+0 zn2+. Ahora bien para poder detectar 

el cambio en la concentracidn de la Qltima especie los autores empl~ 

an uno de los derivados de la metil-a·D-manopiranosa que por su gran 

reacttvidad frente a la protefna nativa y por sus propiedades es adecu'ª­

do para estas determinaciones. Este es el p-nitro-fenil-a-D-manopirano­

sa (Vease la tabla IX}, esta reacción puede presentarse como: 

· MCaCon-Ac + p-n-4'-a-man ...... ==~ HCaCon-fo • p-n-qi-n-man 

k31 k-3 

considerando el mecanismo anterior, haciéndole algunas simplificaciones 

obtienen los valores de las constantes de la reacción observando la va­

riación de la concentraci6n de la especie MCaCon-Aª·p-n-a-~-man respec­

to al tiempo. Las consideraciones que los autores de este trabajo hacen 

se basan en el multicitado artículo de Brown et al. Asf los autores S!! 

ponen que que tanto el ión metálico divalente como el calcio. reacci6-

nan rápidamente con la Protefna desmetalizada para llegar al equilibrio 

de manera tal> que esta reacción es mucho mas r~pida que la opuesta es 

decir la desmetalaci6n de la protefna. De hecho este proceso es muy 1 e!!_ 
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to (en el orden de horas} aún en condtc;ones de reacción severas, esto 

es, pH menor a 2 y temperaturas de 25 a 30 c. Por otra parte, en el equJ. 

librio representado por k2 , k_ 2 ;1a prtmera de estas es mucho mayor que 

la segunda, esto es, la reacci6n se encuentra muy desplazada a la der~ 

cha de manera que se puede considerar que la conversión de MCaCo~-Ac en 

CaMCon~Aª es despreciable. Sf adem~s se considera que la velocidad de 

reaccidn de MCaCon-A con el sustrato es mucho mayor que la velocidad 

del cambio confonnacional, osea que k3 >> k2, se puede entonces medir 

k • a traves del cambio en la concentración del complejo sustrato-pro­

te1na respecto al tiempo. Los autores efectuan esta medición por medio 

de una técnica polarográfica9 en la cual se mide el cambio en la co­

rriente de difusión a potencial constante contra el tiempo. Dado que 

para el reactivo utilizado la concentraciones p~oporcional a lacorrie~ 

te de difusión para el potencial empleado, entonces las mediciones son 

directas.(Vease la figura 21). Finalmente, a través de una serie de e~ 

perimentos como el descrito y basandose en los argumentos aqui enunci~ 

dos, los autores concluyen que la constante de la reaccion que involu­

cra el cambio conformacional 9 es decir k2 es muy similar para los meta­

les usados. 
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Poco después Ha rri ngton y ~Ji l ki ns { 
61 

} , ut i 1 izando un derivado del 

mismo sacárido pero ahora con una etiqueta fluorescente. logran obtener 

resultados consistentes con los reportados por Sherry et al. Para ello 

estos autores hacen previamente un análisis de las proposiciones que se 

hablan obtenido del articulo de Brown et al., para poder argumentar el 

mecanismo que sera propuesto por elb;;.fste ;inálisis se efectúa haciendo 

reaccionar varios derivados del a-D-manopiranosido con las formas meta­

l izadas de la proteína, además de otras reacciones que se mencionarán 

en su debido momento. Las reacciones analizadas son entre el derivado 

fluorescente, el cual es la 4metil-umbeliferil-a-D-manipiranosa,(veáse 

la figura 19}y la protelna nativa; la n-metil-0-manopiranosa y la pro­

teina nativa. A partir del examen efectuado por estos autores, se prop.Q_ 

nen loS siguientes mecanismos: 

Con-A + MUM ==Con-A ·MUM 

que ante un exceso de proteína la kobs se puede escribir como: 

kobs k¡ /Con-Al + k- 1 

donde kobs es de primer orden y refleja el avance de la reacción hacia 

el equilibrio. Las gráficas obtenidas para kobs vs /Con-Al resultan li­

neales(Véase la figura 22}. Sin embargo, los autores consideran necesa­

rio hacer una· medición más precisa de k1 y esperando as.i el aue se 

pueda comprobar el esquema. Esto se lleva a cabo por medio de una rac­

ción entre el complejo sustrato-proteína, es decir, MUM·Con-A y otro 

derivado sacárido compitiendo por la protefna, en este caso el a-metil­

o- manopiranosa designado en el esquema de reacción como MM. 
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• 
• 

• 

Mn (Con-A) 

CaMn(Con-A¡ 

Ca (Con-A) 

50 100 1 Proteína¡, µM 

pH= 7.2 

F"tGURA 22: Gráficas de Kobs Vs concentración de la proteína 

para la reacción con varios metales. 

El mecanismo proruesto se escribe a continuación: 

Con-A • MUM ~======~ Con-A + MUM 

Con-A + MM Con-A • MM 
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en donde, para las condiciones en las que k2 IMMI >> k1 IMUMI se puede 

considerar que kobs ~ k-1· Siendo lo anterior observable a través del 

retorno de la fluorescencia del sacárido etiquetado al ser liberado del 

complejo sustrato proteína. Con esta serie de experimentos se encuen­

tran los datos que se muestran en la tabla IX (ver capítulo anterior). 

Un hecho interesante es el que los valores de las constantes de 

reacción para las dos clases de proteína usada esto es la nativa y la 

equilibrada con Ca y Mn. son virtualmente idénticos. Además cuando la 

concentraci6n de éstos se hace variar respecto a la de la proteína se 

observa que,si su concentraci6n excede en 10 veces o más a la de la 

proteína entonces los valores de 'ttJresultan independientes a la concen­

tración de los iones metálicos. 

Así. a partir de los resultados obtenidos para una serie de experi 

mentas efectuados con las formas desmetal izadas de la proteína; los 

autores proponen un posible mecanismo para la entrada de los iones met! 

licos a la apoproteína 1 justificado en términos de las siguientes obse!:. 

vaciones: 

1° Cuando a la proteína metálica se le añade un secuestrante 

de i6nes metálicos tal como el EDTA,se observa que la proteína va per­

diendo su actividad original en el curso de varias horas. Lo anterior 

se puede atribuir a la pérdida de los iones metálicos al acomplejarse 

al EDTA. 
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2° Cuando a la apoprotefna se le trata con uno solo de los iones 

metálicos que actúan como cofactoes y al producto resultante de la reac­

ción se le trata con el mismo secuestrante. el proceso para la pérdida 

del ión metálico es sustancialmente más rápido que el anterior. 

3º Cuando a la apoproteína se le trata con ambos iones metáli-

cos<
6

ºJ el proceso de restauración de su actividad es lento. Si se deja 

11 egar al equilibrio en presencia de un exceso de iones metálicos la me~ 

cla se comporta de manera idéntica a la nativa. 

Con las observaciones anteriores se puede retomar el esquema pro­

puesto por Brown et al., y simplificarlo de tal manera que ahora se pu~ 

de efectuar un análisis concentrado en la manera en que el ión metálico 

interacciona con la proteína. El esquema que debe analizarse es el si­

guiente: 

MCon-A + Ca 
2
+ ~ CaMCon-Aª 

CaMCon-Aª .,:====" MCaCon-Ac 

siendo esta última especie la que reacciona preferentemente con los sa­

cáridos por ser la especie que tiene formado el sitio de unión del com­

plejo proteína-sacárido. Esto es: 
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así dado que los valores de k3 , k_3 y K3 son mucho mayores que los de 

k2 , k_2 y K2 se pueden cons1derar que esta última reacción está contr.Q_ 

lada por la aparición de MCaCon-Ac. Así. se puede suponer que este pr.Q. 

dueto se puede detectar por medio de la última reacción to sea por me­

dio de la desaparición de la fluorescencia del sacárido etiquetado). Si 

el sacárido se encuentra en concentración mucho menor que la de la' pro­

teína en su fonna final (es decir MCaCon-Ac), entonces puede suponerse 

que solo se detectará el resultado de la combinación de la primera y 

.de la segunda reacciones, pueiendo ahora simplificar el mecanismo pro­

puesto tomando en cuenta que para concentraciones de Ca superiores a 

10- 4 M la formación del producto CaCon-Ac es completa{G1l, de manera 

que se puede reconsiderar el esquema modificándolo, y como k2 >> k_ 2, 

entonces se puede suponer a este paso como irreversible quedando en­

tonces el esquema siguiente: 

MCon-A + Ca ~==~·...,. CaMCon-Aª 

CaMCon-Aª 

Este modelo permite expresar la constante de velocidad observada, co­

mo una función de la concentración del Ca 2 +. Esta función tiene la far 

ma siguiente: 

kz K1 1Ca1 ----
1 + K¡ 1 Ca\ 



123 

Que es una ecuación hiperb6lica. Está puede transformarse a su vez en 

otra ecuación más manejable, 11ue es lineal*; 

_1_ 

kobs 

1 + _!_ 
k2 

2) DISEÑO DEL EXPERIMENTO 

Partiendo del modelo propuesto por Harrington y Wilkins(
61

} se di­

señan una serie de experimentos que permitirán comprobar la validez del 

modelo propuesto. Con base en las hipótesis sugeridas en el modelo se 

procede a buscar las reacciones adecuadas para este. Asf se tiene ente!! 

ces que: 

a} Dado que el método sugiere la formación cuantitativa de la 

proteína mono-metalizada con los iones de los metales de transición, 
2+ 

previa a la reacción con el Ca , se hace necesario prepararlas. Para 

ello es necesario formar previamente la apoproteina, la cual se hace 

reaccionar con las sales de cada uno de los iones deseados. Esto se 

presenta en el esquema siguiente: 

*Nota: la discusión del modelo propuesto y el tratamiento para llegar a 

esta ecuación se muestran en el capítulo de discusión y resultados. 
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Con-A --~ ApoConA 
2+ 2+ ca · Mn 

Membrana 

de 

diálisis 

apo Con A + 
(aq) 

2+ 
M 

(aq} 

Membrana 

de 
diálisis 

MCon-A(aq} 

b) Ahora,considerándo las características del mismo modelo y 

debido a la forma de la ecuación que surge de este, es decir. debido 

a que la constante de velocidad observada depende de la concentración 

del calcio~es necesario efectuar una serie de reacciones,entre la pro­

teína monometa 1 izada con diferentes concentraciones de Ca 
2
+. para poder 

conocer la forma de esta variación. Lo anterior se muestra en el esque­

ma siguiente. 

MCon-A 

1 ca2+1 

1Ca 2 +1 

1 
2+ 

Ca 1 n 

l 
kobs 
, 

kobs 
-+ MCaConAc 

Para una misma concentración de la proteína mono metalizada y donde M 

puede ser Mn2+, Co2+. Ni2+ o Zn2+. 
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e) Conociendo los valores de la kobs para cada una de las dif~. 

2+ 
rentes concentraciones utilizadas de {Ca }, estas dos cantidades se 

ajustan por medio de una regresión lineal. Cada concentrac16n se prueba 

a 4 temperaturas. 

d) La regresión anterior permite encontrar los valores de las 

constantes buscadas, es decir k2 y Ki y con estos valores se puede aju~ 

tar con otra regresión lineal, la variación de k2 y Ki', respecto a la 

temperatura. Asi se pueden conocer los valores de los parámetros termo-

dinámicos de la reacción. 

3) DESCRIPCION DE LAS ETAPAS EXPERIMENTALES 

a)Preparación de los reactivos. 

a) Diálisis ácida: en un tubo de diálisis se pone una solución 

de ConA en NaCl (1:5.5.), en agua des-ionizada y destilada (2.5g/10mL). 

Este tubo se cierra y se sumerge en ll de una solución de ácido acético 

lM (57mL a.acético glacial/lL) a la temperatura de 4 C, con agitación. 

Este proceso dura 8 horas, transcurrido este tiempo, la solución exte­

rior se cambia por una solución recién preparada con las mismas condi­

ciones que la anterior. Este proceso dura 4 horas más. 

b) Diálisis neutra: la bolsa de diálisis tratada en solución 

ácida durante 12 horas, se transfiere a una solución de NaCl 0.3M y 
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EDTA 10 M. Se agita durante 4 horas y se cambia por otra solución idén-

tica. El proceso anterior se repite una vez más, en las mismas condicio-

nes. 

e) Diálisis neutra: la bolsa de diálisis se transfiere a una sp_ 

lución de NaCl 0.3M. Se agita durante 12 horas, bajo las mismas ccindi­

ciones que los dos tratamientos anteriores. 

d) Centrifugación: debido a que le proceso de diálisis ácida 

produce la desnaturalización parcial de la proteína, es necesario cen­

trifugar la solución de la bolsa da diálisis para separar la proteína 

que hubiese precipitado. 

e) Fitrado: para eliminar todas las partículas de proteína que 

no se hubiesen aglutinado y por tanto que no se hubiesen separado con 

la centrifugación, se debe filtrar la solución. El filtro utilizado es 

un filtro número 0.08 de Millipore. El filtrado se desecha y la solución 

se almacena a 4 e para su uso posterior. 

f} Disolución y ajuste de pH. fuerza iónica y concentración: la 

solución concentrada se lleva a lOmL con una solución de pH = 5 y fuer­

za iónica de 0.3M. (acetato de sodio: ácido acético 1:1 y NaCl 0.3M). 

De esta solución se toman 3 alicuotas que se usan como sigue: 

1) 0.3mL de apoConA llevan a 2mL y se colocan en una celda de 

cuarzo en un espectrofotómetro, donde se mide la absorbancia de la mue!. 
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tra a los 280nm. La absorbancia registrada permite conocer la concen­

tración de la apoConA si se considera que el coeficiente de extinci6n 

de la concanavalina al 1% en peso y lcm de recorrido en esa longitud de 

onda (E
1

% ) es de 12.4. 
2BOnm 

2) lml de la solución original se trata con ácido perclórico 

Y calor durante tres horas. La solución resultante se lleva a un aparato 

de absorción atómica donde se determina la concentración de los iones 

Ca
2
+ y Mn

2
+ Si la concentración observada resulta ser mayor al 3% del 

contenido metálico de la proteína nativa, se desecha la solución. En 

caso contrario se utiliza para las determinaciones. 

3) 0.6ml de la solución original se hacen reaccionar con el sa­

cárido 4-metilumbeliferil-a-O-manopiranosa para determinar su actividad. 

Si la actividad de la proteína desmetalizada excede el 6% del presenta­

do por la nativa, la solución se desecha. Por lo contrario si la activ.i_ 

dad presentada es menor al 6% de la nativa la proteína es utilizada. 

g} Solución patrón caracterizada: si la solución original ha P-ª. 

sado las pruebas 2 y 3 entonces se puede almacenar (caracterizada). E~ 

to se hace en plástico para evitar contaminación. 

h) Reacci6n de la Apo-ConA y los metales de transición: esta 

reacción se lleva a cabo mezclando lOmL de la solución patrón de apo-
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ConA conlmL de una solución de los cloruros de los metales divalentes 

que se emplean para hacer las determinaciones Las soluciones resul-

tantes tienen una concentraci6n de lSµM de la apoCon-A y lOmM de los 

iones metálicos. La fuerza i6nica es de 0.3M y el pH de 5.0. Estas so­

luciones se dejan 16h como minimo a una temperatura de 4ºC listas para 
2+ 

hacerlas reaccionar con el Ca . 

i) Soluciones de Ca
2
+: se prepara una solución patrón utilizan­

do CaC03 (reactivo primario) y titulado con HC1 1.0M para formar cloru­

ros. Esta solución permite preparar una serie de soluciones cuyas con­

centraciones van de 4mM a 25mM de Ca
2
+. Cada una de estas soluciones 

tiene una concentración del sacárido (MUM} de l.SµM. La fuerza iónica 

y el pH son de 0.3My 5.0 respectivamente. A las soluciones de mayor 

concentración se les titula con EDTA y murexida para determinar la con­

centración de Ca
2
+. 

'+ j) Reacción de Ca + MCon-A: Esta reacción se lleva a cabo en 

la apcrato descrito en el capitulo anterior, poniendo la mezcla indica­

da en {h) en una de las jeringas y la indicada en (i) en la otra. 

k) La variación con la temperatura: cada una de las reacciones 

se hace a 4 temperaturas diferentes{20C,25C,30C.35C), con objeto de co­

nocer esta variación (dependencia). 
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Con el objeto de tener una descripci6n global del proceso experi­

mental, se mostrará a continuaci6n un diagrama de bloque en el cual se 

representan cada una de las etapas del proceso que se han descrito antes 

(vide supra). En este diagrama de bloques se pretende hacer explicita la 

interrelaci6n de cada Etapa con las demas. 

a) Di~l is is acida !2a 30) 

(Con-A ,NaCl /H ,O) en la membrana vs (acido acético,H2 0;1.0M)fuera 

T=4 C pH=2.3 

b ' 

b) Diálisis neutra {30) 

{Apo-Con-A/H20)en membrana vs (NaCl D.3M,EDTA 10-3M/H2 O) fuera 

T=4 C pH=4.l 
(e) 

Apo-Con-A/H20)en membrana vs (NaCl D.3M / Hz O) fuera 

T=4 C aH=S.3 

d 

Centrifugación { G l } 

~ T=4 C; 10000 RPM ~ 

e) Filtrado;lfiltro millipore) 

.)ilucion de la protei na. X 
precipitado 

desmetalizada y ajuste 
se deshecha 

de pH y fuerza ionica 

pH= 5.0 ; != 0.3M 

J 
(n) 



Absorci6n atómica 

determinación de 

1ca2+1 Y 1 Mr.2+1 
(32) 

k 
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(a) 

Comparación de la 

actividad entre 

apocan-A y Con-A 

g 

f-3 
Espectrofotometria UV 

determinación de 

lapo-Con-Al ;E~8012.4 

de la 

de la 

olucion patrón caracterizada 

h 

Apo-Con-A + M ----+ M Con-A 

pH=5 .3 

T=4 C 

Stopped · 
flow 

I=0.3M 

18 horas 

caz.> (de 0.4mM a 25mM) 
+ 

MUM 2. 5xl0- M 

Determinación de la 

concentracion del ca2+ 

con EDTA y Murexida{G3 

CaM Con-Aª 

MCa Con-Ac 

M Con-A + Ca + o==="° 
CaM Con-Aª ---> 

T=20 C,25 C,30 C,35 C pH=S.O M=Mn 2+ .ca 2+ ,Ni 2+ .zn 2+ 

'¡ 
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4) REACTIVOS Y APARATOS UTILIZADOS· 

Reactivos: la concanavalina A fue comprada a sigma laboratorios, 

Inc., en forma de solución sólida ConA: NaCl (1:5.5)~ en peso. Los clo­

ruros de los metales de transición fueron J.T. Backer grado reactivo. 

El carbonato de Ca para preparar las soluciones de CaC1 2 fue comprado 

también a J.T. Backer (reactivo primario). El ácido etilendiamintetrac~ 

tico fue comprado a Merck. La murexida y el monitor fluorescente 4-me­

.tilumbel iferil-cx-0-manopiranosa se compraron a BDH inc. 

Aparatos: el aparato de flujo fue un stopped flow marca Ourrum 

Gibson acoplado a un osciloscopio Hewlet-Packard con almacenamiento de 

señales. Las regresienes lineales para calcular las constantes de la 

reacción se efectuan en una calculadora de bolsillo. T.I. 59 de Texas 

Instruments Inc. El espectrofotómetro usado fue un aparato Beckman 508. 



CAPITULO V lI 

RESULTADOS Y OISCUSION 



CAPITULO VII 

1) INTRODUCCION 

Cuando se examina una reacci6n de primer orden entre 2 reactivos 

A y B de la manera acostumbrada, es decir, uno de los reactivos se man­

tiene en exceso (B por ejemplo)1 la desaparición de A, usualmente será 

un proceso de primer orden. es decir, la constante de velocidad observ!_ 

da será una función logaritmica del tiempo. Ahora bién, cuando la con­

centración Bes pequeña (pero aún mucho mayor que A), el valor de la 

constante resulta proporcional a la concentración de B. Sin embargo, 

cuando se incrementa la concentración de B, esta proporcionalidad desa­

parece y eventualmente el valor de la constante aparecerá independien­

te de la concentración de 9{41}. 

Asf una primera revisión del comportamiento cinético de la reacci6n 1 

pennitirá sugerir un mecanismo para la reacción estudiada. siempre y 

cuando se tenga conocimiento del comportamiento químico de los reacti­

vos. 

2) EL MECANISMO PROPUESTO 

Asf en el caso de la reacción entre la concanavalina monometaliza-

133 
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da con el i6n divalente del Calcio se sabe lo siguiente; 

i} La protefna y el calcio reaccionan lentamente para formar pr~ 

duetos. 
2+ 

ii) Si el Ca está en ex.ceso (1:10 como mínimo) con res'pecto a 

la concentraci6n de la proteína y se hace variar la concentración ·del 

mismo (manteniendo la concentrac16n de la proteína constante) se observa 

en todos los casos, comportamiento logaritmico de la reacción. Y a la 

vez variación de la velocidad respecto a la concentración del calcio. 

1ii) Por otra parte según varios estudios cinéticos(Go,Gll efectu~ 

dos previamente, se puede sugerir la existencia de 2 posibles conforma-

cienes de la proteína, dependiendo de si está o no metalizada. Loan-

terior a su vez se ha demostrado por medio de estudios de difracción de 

rayos-X{se,s 9) muy recientes, hechos a la proteína nativa y la apoprotel 

na. 

Lo anterior sugiere entonces un sistema bimolecular del tipo si­

guiente: 

M Con-A + Ca 
2+o;==~ Ca M Con-Aª k1, k-,, K1 rápido 

Ca M Con-Aª ----. MCa Con-Ac k2 lento 

En donde se propone que la formaci6n del producto final ocurra a 

través de 2 pasos. Uno de ellos (el primero) r§.pido y reversible y el 
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otro lento y prácticamente irreversible. Asf se pueden identificar am-. 

bas etapas como sigue: la primera es una reacción en donde el calcio 

puede entrar y salir al sitio que le corresponde y la segunda etapa es 

un cambio conformacional lento que ocurre cuando ambos metales ocupan los 

sitios que les corresponden. Cuando este cambio ha ocurrido, Ta proteí-

na puede reaccionar con el sacárido presente en la soluci6n. 

Ahora bien, en vista de que la reacción es bimolecular, es decir, 

.que procede de acuerdo a la ley de velocidad emp'irica siguiente:{GG,67} 

diMCaConAcl 

dt 
k b jMConAI ¡ca¡ o s ...... ( l} 

y que se considera que el equilibrio previo a la formaci6n del producto 

final es muy rápido, es decir k-¡, k1 >> k2 , entonces se puede conside-

rar que este equilibrio no está siendo afectado por la segunda etapa a 

lo largo de la reaci6n. Esto permite hacer una aproximaci6n que· facili-

ta considerablemente la derivación de la ley de velocidad. La aproxima-
2+ 

ción utilizada es la de considerar entonces que M Con A y Ca estarán 

en equilibrio con CaMConAª durante toda la reacci6n9 es decir que 

jCaMConAª 1 

IMConAI !Cal 
K¡. ..•.•....... ( 2) 

se mantendr~ constante. Y por tanto es posible considerar: 

ICaMConAªI K1 IMConAI ¡ca¡ •.•••.. (3) 
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Ahora como CaMConAª es un intennediario en la reacción entonces: 

d IMCaConAcl k2 ICaMConAªI • •••••• ( 4 ) 

dt 

Resultando ser un proceso de primer orden, siempre y cuando la con~i­

ción de equilibrio sugerida, es decir, el estado estacionario, se cum­

pla. En caso contrario se tendrán desviaciones en el comportamiento o.!!_ 

servado. 

Lo anterior permite entonces al sustituir {3} en (4) y obtener: 

d IMCaConAc 1 kz K1 IMConAI ¡cal ••••• (5) 
dt 

la cual resulta indistinguible de la ley de velocidad observada. 

Ahora bien, para conocer la dependencia de la velocidad de reacción 

respecto al Ca, es preciso efectuar ciertas transformaciones algebraj_ 

cas, las cuales se indican a continuación: 

El balance de masa para la proteína utilizada se puede escribir 

como: 

IM ConAI + ICaMConAªI (6) 

Esto es, la concentración total de la proteína monometalizada es i­

gual a la concentración de la proteína que haya reaccionado con el 

caz+~ más la que no lo haya hecho. 



137 

Ahora bién, si se suma en ambos lados de la ecuac16rl (3) el faC:tor: 

(k¡ !Cal !CaMConAªll se tendr~: 

!CaMConAªi +(K1!Ca! !CaMConAªll .K1 IC•I !MConAI +(!(,!Cal !CaMConAªll (7) 

si esta ecuación se factoriza: 

!CaMConAªI + (J¡¡jca¡ ICaMConAªll= K¡jCal (!MConAI + !CaMConAªIJ •••••• (8) 

Si se sustituye (6) en la ecuación (8) se tendrá: 

!CaMConAªI + (~1 !Cal !CaMConAªll !:, !Cal (MConAt) •••.•••• (9) 

Si la ecuación (9) se factoriza: 

!CaMConAªI (1 + K1 !Ca!) K1 !Cal (MConAt) •••••••••• (10) 

de tal manera que se puede despejar ]CaMConAª\ obteniéndose: 

!CaMConAª 1 
K1 !Cal (MConAt) 

1 + Y.¡ 1Ca1 
••..••••• ( 11) 

Si ahora se sustituye la ecuación (11) en le ecuación (4) se tendrá: 

d!MCaConAcl 

dt 

kz K1 ICa 1 (MConAt) 

l+K:ICa! 
.•••••••••• (12) 

'i 

:¡ 

J 
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Ahora bien, si la concentración de MConAt se mantiene constante para to-

das las reacciones efectuadas se tendra: 

k 2 K1 1Ca1 
kobs 1 + KdCa 1 

Siendo esta la ecuación que se propone para la determinación de k2 y K1. 

Finalmente.debe indicarse que la situación descrita por el modelo sugerj_ 

do se presenta en muchos casos. Cabe mencionar entre otros los si~uien-

tes: 

a) Reacciones catalizadas enzima-sustrato, las cuales están ca­

racterizadas por la formación de un complejo entre la enzima E y el SU--ª. 

trato S. id est~ 41 
•

42
} 

E + S ;==!o (ES) 

ES ----->Productos 

b) Reacciones de sustitución nucleofílica en los compuestos de 

coordinación{ 41 ' 43 ' 9 } 

M + L ______., Productos. 
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e) Reacc1_ones de óxido-reducci6n a través de Ta formaci6n de 

un compuesto de coordinaci6n de esfera externa:{6B,s7,69J 

Mn+ + L IE===;r ML (n-m)+ 

ML(n-ml"" Productos. 
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3) ANAL!S!S DE LOS RESULTADOS 

Para poder efectuar este análisis, es preciso considerar la ecuación 

resultante del esquema propuesto. Esto es: 

k2 K1 lea 1 
kobs l + K 1 ¡ca 1 

donde K1 es la constante de equilibrio para el paso reversible rápido y 

k2 es la constante de velocidad para el paso lento de la reacción, es de­

cir la constante de velocidad de aparición del producto final. 

La ecuación anterior es una ecuación de tipo hiperbólico. Esta 

puede transformarse a una ecuación lineal más manejable. 

La transformación se efectua tomando el inverso de la expresión antedicha, 

esto es: 

o sea: 

1 l+K1 ¡ca¡ 

kobs k2 K1 ¡ca¡ 

l 
kobs 

Que como puede verse es una ecuación lineal respecto al inverso de la con­

centración del calcio. 
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Si se grafican entonces los inversos de los valores obtenidos de la kobs. 

2+ 
contra Tos inversos de la concentración de Ca utilizada, se debe espe-

rar obtener una línea recta. 

Si se hace entonces una regresión lineal con las parejas k~~s· / L'a/-1 ~e tendra 

que los valores de las constantes del esquema de reacción pueden calcula!, 

se, ya que la pendiente de la recta obtenida en la regresión,corresponden­

de al inverso del producto de K1 y k2 y la ordenada al orlgen será el in­

verso de k2 • es decir: 

m = 1 
k2i<l y x' 1 

k2 

por tanto 

= -h y 
X 

K¡ 2-'.. 
m 

A continuación se muestran los valores de la kobs y la concentración de Ca
2
+ 

para cada una de 1 as tempera turas a las que se hicieran experimentos. (Ver 

tabla X.) 

Los valores obtenidos de k
0

b
5

vs [Caj de la tabla (representados por 

los circulas negros en las gráficas) se grafican~ obteniéndose las distri­

buciones mostradas en las figuras 23 a 26. Cada una de estas figuras corre~ 

pande a cada uno de los metales usados e incluye las gráficas de k
0 

y /Cal 

para las cuatro temperaturas usada$. 



142 

TABLA X 

Mn 
+ 

~CaJmM 
3 

10 xkobs (20C) 
3 

10 xk
0

b5(25C) 
3 

10 xk
0
b5(3oC) 

3 
10 xkobs (35C) 

0.4 2.7 4.5 B.3 
0.8 5.0 7.15 13.3 
1.0 5. 5 8.80 17.3 

11.0 13.2 lB.2 29.9 
25.0 14.7 20.2 33.7 

Ca 
2+ 

lcalmM 
3 

10 xkobs (20:) 10
3
xk

0
b5(25C) 

3 
10 xkobs (30C) 

3 
10 xkobs (35C) 

0.45 4.15 5.5 9.42 11.2 
o. 75 5.3 7.0 J4.05 J7 .25 
1.3 8.1 JI. 35 J7.34 20.7 
8.5 J3.75 J8.40 32.J 38.4 

25.0 17.9 22.0J 39.9 46.J 

Ni 2+ 

ICaJmM 
3 

10 xkobs (20C) 
3 

JO xk
0

b5(25C) 
3 

JO xk
0

b5(30C) 
3 

10 xkobs (35C) 

0.4 2,5 4. J 6.8 J0.5 
0.8 4.0 7.0 JI. 2 J6.5 
1.0 4.5 8.4 12.5 20.0 

JO.O 13.0 J8.5 30.0 40.5 
25.0 15.9 20.8 34.0 46.9 

Zn 
2+ 

IC•lmM 
3 

10 xkobs (20 C) 
3 

JO xk
0

b5(25C) 
3 

JO xkobs (30C) 
3 

10 xkobs (35C) 

0.45 2.3 3.7 5. 26 7.84 
0.75 3.3 5.7 7.J9 11.3 
1.3 4.5 8.2 JI. 5 J4. 6 
8.5 10.9 15.B 21. 7 34.4 

25.0 J4.l 18.4 26.3 38.5 
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FIGURA 23 
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FIGURA 26 
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Ahora bien para poder evaluar k2 y K1 se deben efectuar las regresiones 
-' 1 _, indicadas antes. con los valores de kobs y Ca/ . En la tabla XI se en. 

1 is tan los inversos de los valores experimentnl es de las parejas kobs y. !Cal para 

cada reacción. 

-' y lea¡-' Al graficar los valores calculados de kobs mostrados·en 

la tabla XI (representados por círculos blancos en las gráficas) se obtig_ 

nen las distribuciones que se muestran en las figuras 27-30 junto con la 

recta teórica que mejor ajuste tuvo, al hacer una regresión lineal con el 

método de mínimos cuadrados. 
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TABLA XI 

Mn 
2+ 

L 
kobs (s) 

\ca¡-l M-
1 

20C 25C 30C 35C 

2500 370.4 222.23 120.5 

1250 200.0 140.25 75.2 

1000 181. 82 113. 50 57.8 

100 75. 76 55.00 33.5 

40 68.02 49.5 29.66 

Ca 
2+ 

-' 
kobs ( s) 

1 ¡-1 - ' Ca M 20C 25C 30C 35C 

2222. 23 242.1 181. 85 106.1 89.36 

1333. 34 lBB.7 142.9 71.2 58.0 

769.23 123.7 88.02 57.7 48.4 

117. 65 72.B 54.40 31.15 26.l 

40.0 56.02 45.43 25.1 21. 7 

Ni 2
+ 

_l 
( s) kobs 

1 ¡-1 _ l Ca M 20t 25C 30C 35C 

2500. o 400.0 244.0 148.0 95.23 

1250. o 250. o 142.9 89.3 60.6 

1000. o 222.23 119.04 80.0 50.0 

100.0 77.0 54.05 33.34 24.7 

40.0 63.2 48.1 29.4 21.3 
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TABLA XI (Continuaci6n) 

Zn2+ 

kobs-'(s) 

¡ca¡-1w1 20C 25C 30C 35C 

2222.23 434.78 270.30 190.12 127.55 
1333.34 303.3 175.44 139.10 89.84 
769.23 219.78 121.50 86.95 68.50 
117 .65 91.74 63 .21 46.10 29.10 
40.00 70.92 53.27 38.02 25.00 

Los valores de la pendiente y la ordenada al origen de cada una de 

rectas obtenidas por medio de las regresiones, se muestran en la tabla 

Xll. En la misma tabla se presentan los valores calculados de K1 y k2 

para cada una de las temperaturas utilizadas, debajo del metal al cual 

corresponde el experimento en cuestión. 

TABLA XII 

Mn2+ 

correlaci6n Pendiente intercepcion k, K¡ Temperatura 

0.9983 0.1217 60.2 0.0166 495 293"K 
0.9989 0.0703 44.41 0.0225 632 298ºK 
0.9953 0.0366 27.54 0.0363 752 303"K 
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TABLA Xl!C.continuaci6n) 

Co2 + 
correl acit'Sn pendiente intercepct6n k K Temperatura 

2 l 

0.9963 0.1084 57,40 0.0174 529 293ºK 
0.9971 0.0695 43.67 0.0229 628 298°K 
0.9963 0.0356 26.09 º· 0383 730 303ºK 
0.9951 0.0299 23,8 0.0420 797 308ºK 

Ni 2+ 

correlación pendiente intercepci6n k K Tempera tura 
2 l 

0.9958 o.1376 68.2 0.0147 497 293ºK 
0.9995 0.0792 44.1 0.0227 556 298ºK 
0.9993 o. 0481 28.9 0.0345 601 303ºK 
0.9990 0.0299 19.6 0.0510 655 308ºK 

Zn 2+ 

correlación pendiente intercepcion k K Temperatura 
2 l 

0.9970 0.1660 75.22 0.0133 453· 29j•K 
0.9993 0.0982 48.68 0.0205 495 29BºK 
0.9970 0.0706 36. 77 0.0272 520 303ºK 
0.9959 0.0468 26.22 0.0381 560 308ºK 

Finalmente. si se sustituyen los valores de K1 y k 2 en la expre­

sión hiperb6lica que define el sistema y se resuelve la ecuaci6n para 

varios valores de concentración, se obtienen las curvas te5ricas que se 

muestran como lineas s5lidas en las figuras 23 a 26 inclusive. 
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4) TRATAMIENTO DE L~ CONSTANTE DE EQUILIBRIO 

Si los valores obtenidos para la constante de equilibrio se anali-

zan se puede ver que varian respecto a la temperatura. Asi, se puede 

detenninar entonces los parámetros termodinamicos que caracterizan la 

reacci6n. 

En el caso de una constante de equilibrio se tendrá la siguiente 

. relación: 

bGº --¡¡'[ = - ln K 

por ello.si a la vez se considera: 

l1iº llHº - Tt.Sº 

entonces se puede obtener una relación lineal entre la constante de e­

quilibrio del sistema en términos de estos parámetros, esto es: 

l n K1 = - ~- + ~1 

de esta manera si se grafican los valores calculados de los datos obt~ 

nidos de.K¡. es decir, si se grafica ln K1 vs l/T • se esperará obtener 

una recta, cuya pendiente sea -(t:.Hº/RT) y su ordenada al origen sea {65°/R) 

esto es: 

y 

m OH~ 
- ""l<F 

OS" 
intcp.= ·-W-

y entonces - m R 

y por tanto 65} - intcp.R 

Por ello1 al hacer una regresi5n de los valores de ln K1 y 1/T 

se pueden conocer cuáles son los valores de AHº y A5ºpara la reacci6n. 
1 1 

En la tablaXIIIse muestran los valores obtenidos de ASl y AHlpara ca-
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da uno de los metales empleados en Tos experimentos. A su vez en Ta fi­

gura 31 se muestran las gráficas de Tn K1 vs 1/T (representados por Tas 

figuras geom~tricas en ~stas} junto con las rectas te5ricas obtenidas 

de la regresión. 

TABLA XIII 

METAL oHY(Kcal M-1) oSl{ue) correlación 

Mn2+ 7.34 37 ··O. 9960 

ca2+ 4.98 29 -0.9929 
Ni2+ 

3.30 23 -0.9975 
zn2+ 

2.43 20 -o .9951 
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5) ANAL!SlS DE LAS CONSTANTES DE VELOCIDAD 

Si se considera la energía de activación de Arrhenius: 
Ea dln k2 
-- = •••••••••••• (13) 
RT2 dT 

que en su forma integrada se puede expresar, como: 
~Ea 

ln k2 = -¡¡r- + A .......•.•. (14) 

y a la vez se toma en cuenta que la mayoría de las reacciones elementa­

les se ajustan a este comportamiento, siempre y cuando, en el intervalo 

de temperatura no se produzcan cambios que provocasen complicaciones en 

dicho proceso (desactivación de la protefna o desnaturalización de la 

misma). Entonces, es posible expresar el valor de esta energía de acti­

vación para la constante k2, pues se conoce c5mo varía ésta con respec­

to a la temperatura. Esto es, si se grafica ln k2 vs l/T,se tendrá una 

linea recta cuya pendiente es -Ea/R, esta gráfica se muestra en la figM_ 

ra 32. Los valores obtenidos de Ea para cada uno de los metales usados 

se enlistan en la-tabla XIV. 

TABLA XIV 

Metal Ea (Kcal w'¡ ln A Correlación 

Mn2+ 13.7 19 -0.9905 

Co 2"'· 11.8 15 -0.9923 
Ni 2+ 14.9 21 -O. 9998 
Zi 2+ 12.3 15 -0.9971 
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Por otra parte, si se considera que la constante de velocidad de 

una reacción está dada según la teoría del estado de transición, por: 

k 
2 

........... l 15) 

donde k es la constante de Boltzman, h es la constante de Plank, T es 

la temperatura y K#es la constante de formación del complejo activado. 
H 

Entonces dado que K se puede considerar como una constante de equili-

brio normal será posible: 

6G# - ln K# .....•.••.•.. (16) 

entonces: 

k, -1lf-- exp (-6G#/RT) .... (17) 

y dado que 6Gº puede expresarse: 

TtS# ......• (18) 

entonces: 
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Ahora, si la ecuación (19) se divide por T se tiene que: 

k2 # 
-T- = exp (-.<.H'/RT) exp (AS# /R) Jtlh ............ (20) 

si ahora se grafican los valores de ln (k2 /T) vs 1/T se obtendrá una 

linea recta cuya pendiente es -ti.H*/RT. A continuación se muestran los 

va 1 ores de 1 n ( ki/T) y sus parejas correspondientes de in versos de l ª· 
temperatura junto con los valores obtenidos de la pendiente y los cale..!:!. 

.lados de ti.H*correspondientes a cada uno de los metales.(Veáse tabla XV.) 

La figura 33 muestra a su vez la gráfica de los valores indicados junto 

con la linea recta determinada por medio de la regresión. 

TABLA XV 
Mri'+ co2+ Ni 2+ zn2+ 

3 
TºK 10/T -ln{k0 /T) -1 n { kz/T) -ln(k2 /T) -ln(k,/T) 

293 3.4129 9.7782 9. 7314 9.9000 10.000 

298 3.357 9.4913 9. 4824 9.4824 9.5844 

303 3.300 9. 02967 8. 9760 9.0805 9.3182 

308 3.246 8.831 0. 1060 8.997 

Corr= -0.989 Corr= -0.980 Coor= -O. 999 Corr= -0.996 _, 
10 X m= -6.63 -' 10 X m= -5.79 10 -' X m=-7.19 -' 10 xm=-5.93 

# 
.<.H2 = 13 .1 ti.H~= 11. 5 ti.H~= 14.2 AH~= !l. 7 
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Finalmente para conocer el valor de AS1 se debe considerar la expresión 

de AH~en términos de la K de equ111brio para una reacción en solución 

2 
RT 

dT 
- RT 

......... (21) 

y si se sustituye el valor de la constante de velocidad en esta expre­

sión se tiene 

de aqui 

RT2 d 1 n k 
dT - RT ••••••••••••••• (22) 

o bién Ea 11fli+ RT 

Si ahora se consideran las dos expresiones para la constante de veloci­

dad (Arrhenius y del complejo activado) se tiene: 

k2 A exp (-Ea/RT) •....•••••... (13) 

y 

y debido a que 

exp (-Ea/RT) • exp (-ilH#/RT) 
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se puede considerar entonces que: 

..lLf;- exp {AS# /R) = A 

de aquí sacando logaritmo natural se tiene: 

kT AS# 
ln -i¡ + -¡r = ln A 

por lo tanto: 

R (ln A • 13.2) AS# 

los valores obtenidos de ln A y calculados de ~5# para cada uno de los 

i6nes metálicos probados se muestran en la tabla XVI 

TABLA XVI 

Metal ln A ASg (ue) 

Mn2-F 19 11 
Co2+ 16 5 
Ni 2+ 21 15 
Zn2+ 16 5 
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6) CONCLUSIONES 

De los resultados obtenidos en este trabajo se puede concluir 

básicamente, lo siguiente: 

I) El iOn metalice de transici6n M2+, tiene muy poca influencia 

en el valor de k 2 , la constante de primer orden que muestra el cambio 

confonnacional de la protefna dimetalizada. 

JI) El enlace del Ca 2+ a la proteína, que queda descrito por 

la constante de formacidn K1 en este modelo, es d~bil y endot~rmico, tam. 

poco aparece estar muy influenciado por la naturaleza del i~n de transi 

cion M2+, aun cuando en este caso sí se puede observar una tendencia a 

presentar mayor estabilidad para los iones con menor número de electro­

nes 'd', esto es: Mn 2+>ca2+ >Ni2+>zn2+. 

111) La constancia de k2 ,demostrada previamente en otro trabajo 

en donde{GO} se detecta por medio de otro tipo de monitor el cambio con­

fonnacional, coincide razonablemente dentro de los limites del error e~ 

perimental, con la tendencia observada en este trabajo. 

IV) También, los valores obtenidos de la constante de la reacci6n 

entre la CoCon-A y el Ca 2+ por medio del espectro de dicrofsmo circular 

en la region del ultravioletaC 7oJ, coinciden con los aquí reportados. 

V) Finalmente, los valores reportados para ambas constantes K1 y 

k2obtenidos en el trabajo de Brown y colaboradores por medio del espec­

tro de RMN para la reacci6n entre la proteina con Mn2+ y el ca2+, coin­

ciden tambien con los de este trabajo{s?} 
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Por otra parte se tiene que aún cuando los par!metros termodinam1 

cos para el paso reversible de la reacción, es decir, AHi y ASi:son con­

sistentes con los observados por otros investigadores{ 57 60 70}; los va­

lores de t:.H: y de AS: (que describen el cambio conformacional), no con­

cuerdan con los que se reportan en este trabajo. Asi cuando los valores 

reportados por otros investigadores para AH; son~el orden de 20 KcalM-1 

los que se reportan aqui son mucho menores (12 a 15 KcalM-1 ).Consecuen­

temente los valores de 65: reportados en este trabajo son mucho menores 

que los de otros investigadores. Ahora bien, aunque existe cierta evideJl 
# cia que apoya los valores altos de AH2 , es decir, estos valores son con. 

sistentes con algunos datos que indican una isomerizacion 11 cis-trans 11 

para el proceso del cambio conformacional reportados en un estudio hecho 

a la proteína nativa y la apo-proteina con tecnicas de difraccion de r~ 
{31) . (71) 

yos-X 9 este punto esta en dlsputa hasta la fecha . Por el lo ln~ 

valores p~~uerrus ue energía de activación reportados, aún cuando produ-

cen cierta confusión, pueden tener validez, sobre todo si se toma en 

cuenta la gran cantidad de similitudes observadas en los otros par~me~ 

tras medidos. As1', se puede considerar la necesidad de efectuar otro tipo 

de mediciones que pudiesen apoyar estos resultados. Ahora bien, debido 

que los c~lculos de las constantes se efectuan por medio de los inversos 

de las constantes experimentales observadas y los inversos de las canee.!!_ 

traciones de ca2+, es posible que un error experimental en las medidas 

iniciales, se vea reflejado en los parametros calculados. Sin embargo. 

tanto las tendencias observadas.como las similitudes con los valores r,g_ 

portados.permiten si bien no argumentar validez, tampoco desechar los 
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resultados. 

Finalmente y resumiendo, es tnteresante el notar que la velocidad 

del cambio confonnacional, el cual aparentemente resulta independiente 

de la naturaleza del ión que contenga la proteina, es importante tambi~n 

en casos de otras protefnas met~licas a juzgar por una serie de.expe­

rimentos preliminares efectuados con otra proteTna procedente de una 

planta (banderiea s1mp11cifol1a) ! 7zl 
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