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INTROOUCCION 

LAS prote1nas constituyen sin duda uno de los grupos de 

moléculas de particular trascendencia en los seres vivos y se 

caracterizan, entre otras cosas, por su enornte diversidad funcional. 

Sin embargo esta dive~sidad funcional depende de un Untco fenomeno : 

la capacidad de las protelnas para interaccionar espec1f1camente con 

un ligando. Esta interacción es estereoquimicamente especifica y, 

par tanto. requiere la ordenacion espacial precisa y determinada da 

los grupos de la proteina. A esa conformación particular, 

biol69icamente activa, se le deno~ina nativa. 

La estructura nativa de una proteina se encuentra estabilizada 

por diversas interacciones puentes de hidrógeno, interacciones 

electrostAticas de grupos con carga~ interacciones hidrofóbicas. 

fuerzas de van der Waals y la interacción reciproca de grupos 

aromáticos. 

El estudio de las 9licoprotelnas se ha enfocado principalmente 

a las funciones biológicas de sus unidades de carbohidratos y poco 

se sabe de la capacidad que éstas tienen para modif1car las 

propiedades fisicoquimicas de las protelnas y de qué manera 

contribuyen para que adquieran su conformación correcto. 



1.2.5 OBJETIVOS 

ObJ•tivo a.neral. 

Determinar Ja influencia de las unidades de carbohidratos sobre 

la estabilidad térmica de la glicoprote!na a
1 

de plasma humano. 

Objetivos P•rticulares. 

;¡) Eliminar enzimáticamente las unidades de carbohidratos 

presentes •n la glicoprote!na a, 

bl Determinar los parámetros termodinámicos de la 

dasn•turalización térmica de la glicoprote1na a y de su derivado . 
libre de carbohidratos. 



ABREVIATURAS 

GluNAc - N-acetilglucosamina 

GalNAc - N-acetilgalactosamina 

ANAN - Acido N-acetilneuram!nico ( ácido siálico ) 

Gal - Galactosa 

Man - Manosa 

GPD - Derivado de$iali2ado de la glicoproteina ª~ 

GP - Glicoproteina a 
1 



1. GENERALIDADES 

1.1 GLICOPROTEINAS. 

Las gl icoproteinas son proteínas que se caract.er1::::an por tener 

cadenas de carbohidratos unidas covalentemente al pol1póptido. Estas 

cadenas forman parte de la estructura molecular de la prote1na. Las 

glicoprotelnas sa encuentran ampliamente distribuidas en los 

organismos vivos, presentándose en hongos. plantas, viruses, 

bacterias y células animales. Est•s moléculas son componentes 

comunes en la superficie de células animales, también se encuentran 

como constituyentes de los 1 i sosomas y junto a productos qL1e exporta 

la célula. Los productos secretados funcionan como enzimas, 

hormonas~ inmunoglobulinas y factores de transferencia del suero 

<tabla I>. Los carbohidratos en las glicoproteinas están implicados 

taMbién en el transporte de metabolitos través de la membrana 

celular. inserción y orientación adecuada de las glicoproteinas en 

la me~brana plasmática. en la secreción y en la protección contra la 

degradación proteolitica Cl>. 

Aunque las glicoproteinas son abundantes en las células 

eucari6ticas. las funciones biológicas de sus cadenas de 

oligosacáridos no se han elucidado. Sin embargo~ tal abundancia 

sugiera su importAncia en algún proceso fisiológico universal no 

definido aún. 

Se ha demostrado que muchas estructuras constituidas de 

unidades de carbohidratos en glicoprote1nas se han conservado a 
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través de la evolución y que la glicosilac16n es un proceso costoso 

para el organismo en términos de energl<il y mater-iales, reforzando la 

creencia de que estas unidades 

import ... ntes (2). 

1.1.1 CARBOHIDRATOS 

tienen funciones biológicas 

Una prote!na que contenga un monosacárido unido covalentemente, 

puede ser considerada una glic0Prote1na. Considerando una proteína 

con el peso molecular de la seroalbúmina que contenga una molécula 

de hexosa, su contenido de carbohidratos seria del 0.28 % Sin 

embargo, las glicoproteinas contienen m~s que esta cantidad. El 

intervalo es muy amplio, y varia desde menos del 1 % hasta más del 

80 Y. de la masa de la glicoproteina <3>. 

Tabla II-Tama~o. Número y Tipo de Oligosacáridos en algunas 

Glicoproteinas. 

Carbo- oL i.90- R••tduos TL po11 d• 
Prol•i. na hi. dra.- •a.ca.ri.do• Pº' oli.go-

l º" l un\ dade11/ ol \. goaa.ca.r L do 111a.ca.r i. do11 

< H ) molecula.> < No.) 

Orosomucoide 41.4 s 18 1 
Haptoglobina 18.6 13 14 1 
Fetuina 22.9 3 3 - 20 2 
Ribonucleasa B 11.3 1 B 1 
Trans'ferrina 5.9 2 12 1 
Tiroglobulina 10.6 24 6 - 29 2 
Ovalbúmina 3.2 1 8 1 
Mucina submaxilar 

de ovino 39.4 800 2 
Gl icoproteina de 

membrana de 
eritrocito 64.S 20 4 - 12 2 
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En la Tabla Il,. se presenta el porcentaje de carbohidratOS de 

varias glicoprote1nas bien caracterizadas. ~os carbohidratos que se 

encuentran Principalmente son dos hexosas D-:galactosa y 

D-manosa >,. dos N-acetilhexosaminas N-aceti 1-D-glucosamina y 

N-acetil-9alactos.:.m1na >. una metil pentosa C L-fucosa) y un ácido 

sial1co <ácido N-acet1lneuram1nico o !c1do N-glicoli1neuram1nico >. 

La glucosa puede presentarse en algunas 9licoprote1nas. como en la 

colagena. L~s estructuras de estos azucares se muestran en la 

figura L 
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Los C:il:rbohidrat.os en las 91 icoprotelnas Pl,eden encont.r·arse 

formando un oli9osacarido relativamente largo o en varios 

ol1gosac~ridos Peque~os unidos a l• cadena pept1dica. El numero de 

unidades de ol1gosacAr-idos por molécula de glicoprot.eina varia de 

a 800~ t Tabla II >. Algunos de éstos son simples di.sacar1dos. La 

mucina submaxilar de ovino, por ejemplo, contiene un disacárido que 

consta de N-aceti lneuramini 1-N-aceti lgalactos:amina wüda a. los 

grupos hidroxi.lo de serina o treonina de la cadena peptidica. Otras 

9l1coproteinas como el orosomucoide~ contiene caden~s la~gas de 

oligasaeáridos muy ramifícadas. compuestas de .ac:ido 

N-acetilneuraminico ANAN l, fucosa. galactosa, manos a y 

N-acetilglucosa.mina < GluNAc >. En la Tabla rr~ se muestra también 

la va.riaci6n en el número de residuos que hay por ol1gosacdrido en 

las diferentes protelnas. 

La mayor1.a de las 9licoprote1nas contíenen unidades de 

c:arbohidratos con un solo patrón estructural .. S1n embargo, algunas 

prote1nas tienen cadenas de oli9osacáridos de más de • . .In tipo ( Tebla 

II l. 

Hasta ahora SE: conocen las estructuras~ ya sea completas o 

parciales, de unidades de carbohidratos de algr..mas prote1nas. La 

elucidación de la estructura de oli9osac:aridos en 9l1coproteinas 

puede llevarse a cabo por eliminación secuencial de azúcares con 

9licos1dasas especificas, oxidación con peryodato, de9ra:dación 

secuencial al terr1ando con peryodato, reduc.r::i6n con borohidrut"'o 
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aicompaf'"íada de una hidrclisi"S. acida s1.1ave e d~9radaciót1 de: Srnith >, y 

la met1laci6n e ident1ficac1cn de metil éteres de monosacáridos 

seguida de una hidrólisis acida < tabla IlI ). En· la Tabla IV, se 

enlistan algunas glicoprote!.nas cuyas estruCtu~as de oJigosetc.\.rídos 

se han caracterizado completamente. 

-----
1'.b!J Il1 

DFJ1:1MINAC10N DE LA SEC'l.:ESlU CiLUCIOICA 

A.cw:lo!'l1111ral1ttC10 tt,SO,J 
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Tabla IV- Gl1c:oprote1nas c:uyas estructuras de oligosac:.aridos han 

sido caract~r1zadas completamente (3). 

Glicoprote1na 

a-2 Macroglobulina 
Substancias de grupos sangulneos 
Bario a-2 glicoprote1na 
Gonadotropina coriónica 
Colágena de la membrana basal 
Desoxiribonucleasa 
Glicoproteina de eritrocitos 
Fetulna 
Fibr1n69eno 
IgG inmuno9lobul1nas 
IgA inmunoglobul1nas 
Orosomucoide 
Ovalbúmina 
R1bonucleasa B 
Mucina submaxilar 
Mucina submaxilar 
T1ro9lobul ina 
Ceruloplasm1na 

Fuente 

Suero humano 
Ovario humano 
Suero humane.o 
Orina humano 
Varias 
P.ancreas bovino 
Eritrocitos humanos. 
Suero bovino 
Plasma bovino 
Suero humano 
Suero mieloma humano 
Suero hL1mano 
Huevo gallina 
PAncreas bovino 
Submaxilar de ovino 
Submaxilar de porcino 
Tiroides de bovino 
Suero humano 

La comparación de estructuras de algunos oli-;osaca.ridos7 

revela que hay ciertos enl.::..ces que aparecen frecuentemente en las 

glicoprote!nas de maml feros. La estructura común el 

heteroPolisacArido con la siguiente secuencia : ácido siál1co o 

fucosa ) - galactosa - GluNAc - manosa. Esta estructura, que se 

mt.1estra en la figura 2 está present'=!: en la fetuJ.na, macroglobulina 

orosomuco1de~ tiroglobulina7 fibrinógeno7 gonadotropina 

cori6nica7 glicoprotelna ~2 bario~ en las membranas basales del 

glomérulo, inmunoglobulinas y otras C3>. 

7 



1.1.2 TIPOS DE ENLACES 

Un rasgo estructural caracter1~t1co en las gJicoProteJ.nas ~s @1 

tipo de llnion de la porción carboh1drat:.os a la cadena peptldica. •En 

las 9l1coprote1nas de maml feri:"Js se han encontrado t.res tipos de 

enlaces entre el poliPéPttdo y los 9lUc1do; <3J. El primero de éstos 

constituye un enlace gJ1cvs1dico entre el carbón anomérico de la 

l~luNAc y el 9rupo amida de la asparagina, f"191.,ra J Esf;e: tipo de 

enlace se encuentra en protelnas de plasma que S•::in =.intet1=adas en 

el h19ado, asi como en las 1nm1.ino9lob1.d 1nas. Tambien se e:nc:uentra en 

la ovalbumina, riboni..,clet:tsa E y en m1.4chas otras protelnas, 

incluyendo las hormonas que son 9l1c0Prt:•t.>:!J.na=:. 

:~ 
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El segundo tipo de enlace entre carbohidrato y proteina es el 

a-0-glicosidico, entre el carbón anomérico de un azúcar 

( generalmente GalNAc en glícoproteinas de mamiferos > con el grupo 

hidroxilo de serina y treonina, figura 4. Este enlace está presente 

en la mayor!a de muc1nas epiteliales, incluyendo las mucinas 

submaxilares, las sustancias del grupo sanguíneo y también en la 

glicoproteina principal de los eritrocitos humanos. Algunas 

glicoProteinas tienen ambos tipos de enlace <el N-glicos!dico y el 

tipo 0-glicos!dico ), por ejemplo la glicoprote!na principal de los 

eritrocitos humanos, la fetuina, la gonadotropina cori6nica humana y 

algunas ínmunoglobt'l inas:~ 
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El tercer tipo de enlace se ha encontrado en la colágena y en 

la membrana basal del 9lomérulo. Este consiste en un enJace (J ent.r.e 

el grupo reductor de la galactosa y el 9rupo hidroxilo de la 

hidfoxilisina. 
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No todos los residuos de am1r10.=cidos potenc1almente enlazant, 

con carbohidratos C asPara:;1ina, ser1nt:1. treon1na, hidn:i);:Jlisina ; er 

una glicoprote1na dada, estan un1dc1s a Por 

consiguiente debe existir algún sitio en la cadena pept1d1ca que 

sirva de reconocimiento y dirija la llbicación de las cadena~ de 

oligosacár1dos. Después de que las unidades de oligosacáridc•s 

comienzan a sintetizarse por la adición de monosacaridos a la cadena 

creciente de carbohidratos, el primer paso de la glicosilacion 

involucra a los sitios de reconocimiento en la cadena peptidica. La 

secuencia de aminoácidos alrededor. de la asparagina unida a GluNAc~ 

se ha estudiado en numerosas glicoproteinas. En la Tabla V se 

muestra que la secuencia Asn-X-Ser C o Thr J puede ser la se~al par~ 

la formación de este tipo de glicopéPtido. La secuencia en el 

extremo amino terminal del enlace de asparagina no parece llevar 

ningon patron especifico (3J. 

11 



V~ Secuencia de aminoácidos alrededor del enlace 

Aspara9ina-Oli9osac~rido de ~lgunas 9licopYote1nas t3>~ 

CHO 

1 
Glu-Lys-Tyr-¡ Asn 1-Leu-Thr-Ser Dvalbúmina 

Lau-Ile-His- 1 Asn 1-Arg-Thr-Gl y Ovotransferr i na 

Leu-Gly-Ser-1 Asn 1 -Met-Thr- Il e Av1dina (Asn-17) 

Gln-Gln-Phe-1 Asn ¡-ser-Thr-Ile IgG, cadena H. conejo 

Ala-Ser-Gin-¡ Asn j-ILe-Ser-Asn IgG, cadena H, ratón 

Ala-Lue-Glu-¡ Asn 1-Ala-Thr-Arg Tiroglobulina humana 

SQr-¡ Asn J-Ala-Thr DNa:sa 1 bovino 

Lvs-Ser-Arg-1 Asn 1-Leu-Thr-Lys RNasa B, bovino <Asn-34J 

Ser-S•r-Ser-1 Asn ¡ -ser-Ser-Asn RNasa., porcino tAsn-21) 

Ser-Arg-Arg-1 Asn 1-Met-Thr-Gln RNasa, porcino <Asn-34) 

Tyr-Gln-Ser-¡ Asn 1-Ser-Thr-Met RNasa, porcino <Asn-76> 

Pro-Ile-Thr- ¡ Asn 1-Ala-Thr-Leu Or-osomucoide 

Asn J-t.ys-Ser Orosomucoide 

Asn j-Lys-Thr Orosomuco1de 

Asn j-Thr-Thr Orosomucoide 

Asn j--Gly-Thr Orosom1.1coide 

12 



1.1.8 HETEROClENEIDAI> l>E LAS UNIDADES f'E CARBOHIDRATOS 

Las cadenas de carboh1dratos de las 9licoprote1nas _.1:.resent.an 

heterogeneidad estructural. también denominada microhet.ero9eneidad .. 

La 1rticrohetero9ene1dad puede ser de varios t-ipos. Un tipo que 

aparece en la mayorla d~ las 9l1coprote1nas estudiadas, cons1ste en 

que algunas moléculas presentan cadenas incompletas de los 

ol19osac.:..ridos constituyentes. Algunas molkuJas que presentan esta 

microheterogeneidad son la _.croglobulina a
2 

de plasma humano. las 

mucinas submaxilares de porcino, la ovalbúm1na y el orosomucoide 

humano (4). Es probable que en la mayoria de las glicoprote!nas, 

incluyendo las que son hormonas. exhiban una microheterogeneidad de 

este tipo <3>. 

Otro tipo de m1croheterogeneidad es el isomer1smo posicional, 

sirva como ~jeMPlo el orosomucoide de Plasma humano < gl1coprote1na 

a
1 

) , que puede contener ANAN unido a galactosa en enlace 2-3, 2-4 6 

2-6. No se sabe todavía, si este isomerismo es al azar o es un 

fenómeno estructural espec1fico con un enlace dado, que aparece 

solamente en ciertas unidades de oligosacáridos <5>. 

No hay evidencias claras para una heterogeneidad en la qL1e haya 

substitución de un azúcar por otro, est.o es consistente con la alta 

especificidad de las glicosiltransferasas involucradas en la 

bios!ntesis de las glicoprotelnas. La microeheterogene1dad se 

presenta tanto en moléculas que contienen una cadena de 

carbohidratos como en aquellas que contienen varias. Mientras que en 

algunas glicoproteinas esta h~terogeneidad puede ser identificada en 

18 



la molécula 1ntacta por díferencia de carga < si el Acido siál1co es 

una variante), en otra5 puede establecerse por diferencia de 

tamaríos, si la porción de carbohidrat.os representa una parte 

substancial de.l J:)eso total CSl. 

La causa fundamental de la heterogeneidad de las unidades de 

carbohidratos de las 9lícoproteinas puede encontrarse en el 

mecanismo operativo de su b1os1ntesis. La biosintesis de la cadena 

peptLdica de las glicoproteln~s indudablemente comienz~ a nivel 

ribosomal a traves de la ope~ación del ANA mensaJero ( mRNA que 

trans~iere directamente los amino~cidos del aminoacil RNA de 

transferencia ( tRNA )~ Está bien establecido que la formac1on de 

las cadenas de oligosacáridos de las 9l1coprote1nas son el resultado 

de la transferencia secuenc1ul de grupos glicosil del azocar-

nucleótido a aceptares espec1ficos en la cadena creciente de 

ol19osac~ridos. La terminac1on de la cadena se lleva a cabo por la 

adición de fucosa o ANAN en el extremo no reductor de la caden~ C3>~ 

Como las protelnas pasan a través de los canales del r·et.1culo 

endoplásmico y del aparato de Golgi, donde la 9licosilación se lleva 

a. cabo, ahi no s1empre existe la opor-tunídad de -::¡ue todas la$ 

tr-ansferasas actuen en una cadena de carbohidratos que se va 

sintetizando. Si no se requier'e que las unidades de carbohidratos se 

completen antes de que la glicoproteina pued~ abandonar ld célula, 

moléculas con dife,..entes estados de síntesis podr1an ser exportadas 

y el grado de te,..minación dependeria d~ la rapidez con la -:¡ue el 

precursor de lu prot~ina pase a través de la membrana del reticulo 

(5J. 



También es posible que el ataque de un azúcar cargado, como el 

.\cido si~lico, a una rAmificación de la cadena de oligosac.1ridos .. 

antes de que se complete lA cadena principal de sacáridos, provoque 

un ¡~pedimento estérico a la acción de las glicosiltransferasas. En 

las unidades de carbohidratos de las glicoprote1nas de las glAndulas 

submaxilares, por eJemplo, tal ataque prematuro de un residuo síal1l 

en la GluNAc interna, podrla evitar la unión de los azúcares 

externos. Similarmente, el ataque inicial de residuos sialil en las 

cadenas de oligosacár1dos unidos asparagina, por impedimento 

estérico, podrla interferir en la terminación de las cadenas 

similares en la misma unidad. Esto sin embargo, ocurrir!a solamente 

si las 9l1cosil transferasas ubicadas en la menbrana no estAn 

•fectivamente segregadas, actuando sobre las unidades de 

carbohidratos en diversos estados de s1nf;.esis (5). 

Como se ha indicado, el sitio de ataque del primer azúcar a la 

cadena P•Ptidica es aún controvertido. Los estudios de la secuencia 

temporal de ensamble de las cadenas de oligosacAridos de una 

inmunoglobulina y otra glicoprote1na, sugieren que algunas de las 

unidades de glucosamina y todas las de manosa se 1..men a la 

glicoprotelna al inicio del proceso de síntesis de la prote1na, Y se 

lleva a cabo en el ret1culo endoplásmico liso, en el aparato de 

Golgi y posiblemente en la membrana plasmática (3}. 

Hay evidencias que indican que la mayor!a de las transferasas 

involucradas en esta transglicosilaci6n estan unidas a la membrana 
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(3). Podria ser· que la GlUNAc y manoS~ internas se urien primero a la 

cadena creciente de oligosac.ilridos y como la glicoproteitia se ml~eve 

a través de los canales del reticulo endoplasmico y el aparato de 

Gol91. las transferasas unidas a la membran~ veces agregan un 

azúcar a las unidades de oligosacáridos .. 

La secuencia de los azúcares y la natlWale=a de los enlaces, 

por lo tanto depende de la especificidad de las glicosiltransferasas 

y la disponibilidad de una 'fuente apropiada de azucar-nucle6tidos, 

que son moléculas donadoras.. Se: concluyo a partir de estudios 

realizados con antigenos de grupos sanguineos que, la estructura de 

las unidades de carbohidreitos se determina por la disponibilidad de 

las glicosil transferasas especificas, de modo que estas estructuras 

son productos secundario$ de los genes, siendo los producto::: 

primarios las enzimas antes mencionadas .. Varios alteraciones 

hereditarias del metabolismo, son debidas a deficiencias de enzimas 

especl ficas C\.Wa funcion es hidro! izar las cadenas de sac.iridos de: 

los proteoglicanos; ltna clase de 9l1coprote1nas de tejido conectivo 

<2>. 

La posit•ilidad de que la ma·::¡Uinaria catabólica de 

glicoprotelnas sea responsable de la heterogeneidad de las unidades 

de carbohidratos~ no puede ser descartada, en particular porque · el 

cot'locimiento de este proceso es escaso. Las 91 icosidasas-:-· están-

ampliament.: distribuidas los tejidos y parti~ipan en el 

metñbolismo de las glicoprot.e1nas. Se cree qlte estas enziinas est.in 

si tl1adas únicamente en los 1 isosomas'" pero estlldios reci:ntes 
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indican 'qlle: se : .. P'.Je"d.;n:·- enéOntr·a.r ·t~-mbi'~n unidas: . a la. rnembr;;.1;a 

plasm.;t·ica ·í:fe l.ia -.C.i.1U1as: ~i'~áS ~rlf\ma~\ _P?dr.l.ari d~9radÍ=ir "!as 

unidades de -~a.rb0~1id·;·atC··~·\:i~·;-~na~·-91i~~~·~~~te'1~ia etf ~u paso, haé:i& la 

celula .. o _fue~~ :d~~.:e~-~_::~.·-~.>: ~-~-~;'.~ _:~¡~. :···~~~~;~>-:t:.:, -_·---~~:: · ., · 
-;{:,'.f,• .. ~:/;:.' ;-::_;' •,-,.", ,·~:;; ':?:',:•••'e;·".• 

;:_;,,~- ·~-:1.;~~> ,~:\;;·:· ·. :,;:.; ':;:·.¡(' ,.:.(''"'-· ·/.'.: .. '. -·-[·~- ~·->~-:.,. -· > . 
. FúNi::'Icl~iES:~-~ &'. ·\·;~;f;: '\~::;,-~; ./~~% .. :-:,.?·· '.~~-J;;~. -~: .. _;;"· . 

i.:.4 ·.<:'.'.O".•'·' :e\¡;":!·.···"·'···.,.,,, .. '' " .••... 

E~dste -~:~fht~:/~rr~~fr~tl~~~Xff~~~;~~-'.:~~~~~-~ (,"'::.s.isñi ficado ·: bioló:;ico de 

los_ cat"bohidra1?.o~ 1 en ·1as 91icopro~e1nas • .'ESt'.i.\C:1a:t-·O q~~· la>.m•:t~vi,d.a . .j 

bioJcgiea~de;~Ie~ta~~~Ú~~~;;:~~¡1. Í,a~ se mo~,i~iéa ~or lá eJlrninac:i->n 

de·-~ iJ~:: ~¿i;~t~,r~;r~\;~~:.;::·}~~i~~,.~:~~~<i~~~ J'~~~t"Í'.~idad·-, ·l-n~ _. ~-~.,-l ~~~ ~-#_& ia 

-~f/!:-!~~~9~'.~;~i~?r}-··~:~¿9-~~r~6i~~~-Í~~~~i~-i~ÍCs/ Y j~· FSH de~ pitúilat-~a e:; 
'º"~"-'.•'- .. - •'/{>. ·,,. :_ ·.'.~/:-,.··:"'·?;·,- · .. ;: 

_ '"'.i~:tu~·1';,;~;~t·~ !~~St~\]td'a::pO'~')·;n'~ :.tr·~-~a-m.ient~; .. 'con·:- ~~u;:.~:~~:~~-~.~:;a;: Pcr 
-~ ot."rO. ·,1 iái:J~'.~,,:-J¡a:.,'aC:ÚV:idad ·fd.i: \Vár;i~S ·.91 icOprQ_t_e1ni:ts de·.-t.ransp_Ot-te ~· 'de 

-;,' 

e:n::'ima~'.,qú'e-~;;o-,;- ~~i~~9~-~~~,.j:f ~~s·: _no.- soi~--:·!~odi)~ici;~as-~PO~-·~-·; la _ rsmoc:ión 
- -,-- .--'' 

_etizim>..tica · 'de:l ~cidci si.i..lico.· Algunos ejemplos inclu:ren la 

hapto9lobi.""ia> t.ran:sT&rrina 1 Tosf'atasa alcalina~ coli:iesterasa de 

El tr at.~dc• df:: Morell (é} demuest.rQ que: l& desi&lizacir.:.n d€ 

varias 9lic0Prote1nas del plasma y hormonas que son glicoprote1nas> 

provoca que sa eliminen rápidamente de la circulaci6n. Esta remoción 

parece que se debe a la exposición de una galactosa que se une a las 

membranas de las células del parénquima hepático. Dicha eliminación 

rápida. podrla causar la pérdida de actividad de Ja FSH, 

gonadotropina cori6nica y hormonas eritropoyéticas~ si son tratadas 

con neuraminidasa. Sin embargo se ha demostrado que la gonadotropina 
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coriónica y la eritropoyet1na, después: de este trat.:.miento, 

conservan su actividad b1ologica cuando se prUebarl'.: .ú1 1,,1.L ~ro~ Puesto 

que la actividad se conserva, es posible Ctúe· la pro_t_ecC)ón .. ,---~ea una 
. -. ~:, 

función de los carbohidratos en las 91 ic6pr~t.e1ñas-<X?>~~~~= 

Evlar en 1965 sugirió que la unicn de los ~~~~-~(~i~-~::~,t.~;r~ a las 

glicoprote!nas es un paso necesario para la la 

si-i~~ ii{~~:i:·~', 
~:..' ;~> ~,-'. - . ' . ' . 

carbohidratos, mientras que aquel las que son extra~E:iUúi~;~e~·:, ~51 i·}.]oS :-. 

intracelulares no contienen cantidades 

contienen~ Aunque esta hipótesis es atra-=tiva, ,.cia ~Y-i~~·iÓ~~~~:i"ón 
• -.' ~- ~·.-·;< ' .. -;. e-,_ 

disponible no proporciona evidencias suficiente:s Para ,comprobar esto 

C3l. 

Está bien establecido que ciertas prote1nas como el 

orosomucoide, son relativamente resistentes la 

enzimas proteollt1cas y que su resistencia decrece con la 

eliminación enzimatica del ~c1do siálico. Por esta razón, debe ser 

considerada la posibilidad de que el papel del los carbohidrat.os sea 

proveer resistencia a dicha prote6lisis (3). 

La presencia de •;u-andes cantidades de carbohidratos con muchos 

grupos de acido siAlico, cargados negativamente, como ocurre 

especialmente en la::: mucina~ y en ciertas glicopr·oteinas de la 

membrana 7 produce una proteina extendida cuyo dominio excede al de 

una Proteína compacta de peso molecular comparable. Una proteina 

ácida extend1da 7 corno lo sef'íaló Ogston (7) en el estudio de 

muco'Pol isacáridos a.cides~ es el resldtado de traslapt1r domin1oz, aún 
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en concentraciones muy baJas. Esto podr-1a formar una matriz con las 

propiedades de un gel de axclusión altamente cargado. Es posible que 

dichas Propiedades tengan un signi Ficado important.e en las mucinas y 

en la periF&ria de las células. 

Otr-a suposición considera la posibilidad de que los 

carbohidratos actúan como sitios de reconocimiento. La cantidad de 

información que puede ser 11-evada en un simple disacárido es mayor 

que en un péptido simple. Esto se ilustra en la fig. 6. Un par dado 

de L-aminoácidos puede ser combinado de una sola forma. Sin embargo~ 

dos azúcare:s pueden combinarse en 16 diTerent"!S 'formas. Como el 

anillo de los azúcares es r!gido. cada uno de éstos es de forma 

distinta y los grupos hidroxilo estan orientados en direccione~ 

completamente diferentes formando puentes de hidrógeno con otras 

macromoléculas .. Es posible que la especificidad de las 

gl icoprote!nas por teJ idos blanco impl iq1.1e la al ta selectividad 

inherente en la estructura de sus carbohidratos C3) .. 
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1, 2 . GLICOPROTREINA « . 
La 91 icoprote1na º .. ~ es una globul ina presente: en el plasma 

humano y se distingue de las otras proteJ.nas del plasma por las 

propiedades s19lnentes : 

Cl) alto contenido en carbohidratos C4S:~ de·su·peso> 

C2> un elevado número de residuos de ácido sialico 

(3) microheterogeneidad periférica~ probablemente debida a los 

diferentes enlaces entre el ácido siálico-galactosa 

<4> punto isoeléctr1co mt.w acido 

CS> solub1l1dad elevada en agua y en ciertos solventes polares 

en los que otras protelnas serian desnaturalizadas por 

completo 

(6) elevado numero de substitucionie:s en los am1noacidos 

C7> homologla significativa con las inmunoglobulinas 

El punto isoionico de la gl icoprote1na c.i se encuentra PH 

3.53 <9J. Este valor considerablemente bajo, probablemente el más 

bajo de las prote1nas de plasma humano se debe al elevado número de 

residuos de ~cido siáJico. Los puntos isoi6nicos de las Tormas 

polim6rficas parcialmente separadas de esta prote1na se encuentran 

de pH 3.54 a 3.32 C9J. 

El punto isoeléctríco de la glícoprotelna '\' teniendo la 

capacidad de unir aniones de la prote!na~ dependo:~ por lo tanto~ del 

tipo de concentraci6n de aniones presente en el sistema usado para 
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el analisis Y podr!a ser tan baJo como pH 1.0 (10). La 9licoprote!na 

'\ des1alizada, también fue estudiada en func16n de alguna de sus 

Propiedades fi s1coqr.ümicas ( 11) obteniendo un punto isoeléctrico a 

PH 5.4. 

1.2.1 PROPIEDADES QUIMICAS. 

La glicoprote!na a, está compuesta de una porción de 

carbohidratos y de un polipéptido, que constituyen aproximadamente 

el 45 y SSY. de su peso. respectivamente. El contenido :- de -

carbohidartos es muy elevado, el de nitrógeno es bajo 10. 7 .• ,; :·¡, 

tabla VI. Esta globulina estA libre de colesterol. fosfol!pidos, 

ácidos grasos y ácido hexurónico. 

Tabla VI~ Composición Qulmica de 

Huma.no (8). 

Propiedades 

Nitrógeno, % 
Proteína, % 
Aminoácidos Terminales 

Amino terminal 

Carboxllo terminal 
Carbohidratos. /. 

Acido siálico 
Hexosas neutras 
Hexosamina 
Fucosa 

22 

la Glicoproteina o: de 
1 

Valores 

10.7 
55 

Plasma 

Acido pirrolidin-carboxilico 
<1 mol/moll 

Serina (1 mol/mol> 
45 

11-12 
13-17 
12-15 

o. 7-1.5 



1.2.2 CARBOHIDRATOS; 

a> Composición química. 

Jeanloz en 1972 <12), identificó los cinco monosacártdos de la 

glicoprotelna ~1 • La variación en el contenido de carbohtdratos de 

esta glicoproteina <tablas VI y VII> puede deberse a los diferentes 

métodos y técnicas;; de análisis para su cuant1ficac16n. El contenido 

de ácido siálico, varia muy poco mientras que el contenido de fucosa 

varia en • .. m 100/.::. Como se puede observar en las tablas VI y VII. la 

porción de carbohidratos está consti tul da aprc•ximadamente por 11/.: de 

Ac:ido siál ico, 14%' de hexosas neutras, 14% de hexosam1na y el D.: de 

fucosa. Es decir que un mol de protelna (Mr 40,000) contiene 14 

residuos de ácido siálico, alrededor de 34 residuos de hexosas 

neutras, 31 residLms de GluNAc y 2 residuos de fucosa. Las hexosas 

neutras, galactosa y manosa. se encuentran en relación 1:1 a 2:1 

(12) con un promedio de 1.4: 1.0. i.e., a:;.; de galactosa y 6%. de 

manosa (tabla VII>. Solamente se encontró un tipo de hexosamina7 la 

9lucosam1na. De los derivados del ácido neuraminico conocidos 

presentes en las glicoproteinas de mamíferos~ solamente el derivado 

N-acetil esta pr~sente en la glicoproteina a
1 

<13,14). 
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Tabla VII~ Composici6n de los Carbohidratos presentes en la 

Glicoproteina a de Plasma humano. 

Yar1ashina 

l 

Acido N-a.celi't 
n•urcunlnlc:o 

IN> 

C i95cSI 10.a 

Bezkorovainy 12.5 
y Winzler CiPcSl> 

Schultze r iPCSZ) 12.1 

Hu ges y 10.9 
.Jeanloz C 1PCS4. 1 

Isemura y 11 
Schmid Ct.P?l> 

Promedio 11.4 

a. ND, no determinado. 

ToLa.l 

de 

D-o~t c:ic t.·~~a. . ·Hexoaa.a 

D-ma.no•a. 

·1.:35 · 

'ND~,;.:::.-

1.40 

1.40 

b> Número de cadenas de heteropolosac~ridos. 

Satake y colaboradores (15) después de 

o-aluco~-

a.mi na. 1.-F'ucoa'a. 
(Jf) _(N>. 

>'.:'.::>·: 
·,.:_:,~Da.· 

/::~·¡;·:, >(~.' 

~;1 • i:o . 
Ver "fOJ 

la digestión 

proteolitica de la glicoprote!na a, separaron 5 glicopéptidos en su 
l 

forma pura y concluyó qua esta prote!na posee 5 unidades de 

heteropolisacáridos. 
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e> Estudio: con enzimas. 

Un número considerable de hidrolasas esPec1ficas eliminan 

secuencialmente los monosacár1dos de las 9licoprote1nas. Las 

investigaciones con dichas enzimas no solamente precisan 

secuencia de los monosacar1dos sino qL,e también el tipo de enlac~ 

< ec. 6 f?-9licos1d1co ) entre dos azucares consecutivos. 

Los estudios realizados sobre las unidades de c:arbohidratos de 

la glicoprote!na Q se dirigieron a la elucidación del . 
heteropol isacár idos que const.i tuyen esta gl icoprote1na. 

grupo ,, de 

Estudios que inchwe1-on degradacion enzimática y permeti lacion 

(16), presentan evidencias solidas de la estructura completa de los 

c:arbohidratos de la 9licoprote1na t.\ Cfig. 7). En invest1·,:raciones 

posteriores <17~18) se concluyo que, por lo menos cuatro de las 

unidades de heteropolisacáridos de la glicoprotelna son idénticas. 

También se destaco que, cuando la glicoprotelna sea usada como 

material de partida, la estructura proPl~esta en la. fig. 7 representa 

un promedio, con \.m cierto grado de microheterogeneidad. 
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Fig. 7 E&.n.cb..ra pmcdio ~ Ja-; Lnidrl.'l-0 re caibhidrntn; ch la gl:icqnt.cíni 
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1.2.3 PORCION POLIPEPf!DICA, 

La 9l1c0Prot.e1na c.\ posee una unica ca•je.na · P.i?li~ept1_'d1ca con 

ácido pirrol idin-carbox! l ico en el extre~O ·amino te'.'rmi'~al v en el 

extremo carboxilo terminal. ser1na. '(19.:20).'' Tierie' ,- dos e.nlaces 

segundo 

con los residuos 72~164, . fig. a. Además --Pre~ent.a 

sub_sti tuciones, todos los arñ_in.~_-:\Ci~os exceP.t.:• i ~-:,¿zfiC·1~·i, -"hh;t;·i-dln·ai-, 

prol ina y tr ipto'fano son r-e~mpl azad~s, _e~ - ~of;.a! _ de.:_substi t':Jc.io~es de 

aminoácidos es de 22. 
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El peso moJecula,.. de Ja glicopróte1ha "\ e~ alrededor de 

40, 000 .. Debe notarse que este valor. es. corisiderabJ e-mente baJo. 

comparado con el reportado o,..i9inálmeni:.e ':(21):-' y -:"ét cqal es aún 

citado en la literatura. 

indirectamente la secuencia de aminoac·i·d0s -de· 1~, 9.J"i20P.r.c;te1na '\ . a 

partir de la estructura primaria ,dei·;·~-· ·g~~ ':\~-.;~Or~-~-~sp~ndi~nte~ 
con ;un peso 

moleCular de 21,536 C22J. 

METABOLISMO y PAPEL BIOLDGICO DE' LA 'GércÓPliiN~:rNA; . ªi· 
La glicoprotelna a se sintetiza en el h19ado .. La síntesis de . 

los carbohidratos se inicia por la transferencia de un residuc• 

GluNAc a un residuo de asPara.gina a la naciente cadena polipeptldica 

mientras se encuentra aún en el ribosoma. Este residuo aSpara9inil 

está predeterminado por el tripéptido seNal Asn-X-Ser o Thr>. 

Durante el paso de la glicoproteina naciente a través del ret!culo 

endoplásm1co rugoso y liso, los residuos adicionales se van 

incorporando. la te,..minación de las unidades de heteroPolisac~ridos 

se lleva a cabo en el aparato de Golgi por la transferencia de: 

residuos si ali l C23> seguida por la secreción de la gl icoprote!na 

hacia la circulación. Estudios in vt tro demuestran que la 

bioslntesis de las unidades de carbohidratos de esta Prote1na es una 

slntesis secuencial post-ribosomal (24) y que la microheterogeneidad 

en las unidades de carbohidratos puede explicarse como "errores" 

posibles en la biosintesis de los heteroPolisacdridos en el momento 
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de unirse. La glic6prote1na '\ aislada del plasma normal cc•ntit:ne 

11Y. de ácido N-aceti lneuram1níco. mientras que el contenido del 

mismo en la glicoproteina obtenida del suero de pacientes con 

ciertas enfermedades crónicas es mucho más bajo. Un caso comparable 

de deficiencia parcial de ácido síálico se encontró en el estudio de 

ciertas membranas de eritrocitos (25>. Sin embargo no se ha 

presentado ningún caso natural de alguna 9l1coprotelna a libre de 
1 

~cido siAlico. Sobre el catabolismo de la 9licoproteina o1 ~ se 

demostró que la vida media de esta globulina cuando se marca con 

191I era de 5.5 dias. mientras que en otros estudios primero se 

reportó un valor de 1 a 2 d!as C26>. Un descubrimiento importante 

realizado por- Morell y colaboradores (6) revelaron que la protelna 

desializada tiene un periodo de vida media de solamente alrededor de 

2 min. Se demostró también qué las células del parénquima del hlgado 

selectivamente eliminan la prote!na modificada. Asl, parece ser ql¡e 

la galactosa terminal juega el papel mAs importante en el 

reconocimiento hepático de ésta y sin duda otras glicoprotelnas 

desializadas del Plasma (8}. 

Se sabe desde hace mucho tiempo que los niveles en la sangre de 

la glicoprote!na a
1 

aumentan, as1 como el total de la fracción de 

seromucoide7 durante el embarazo, por inflamación y dif~rentes 

enfermedades incluyendo el cáncer, PneUmonia y artritis reumato1de. 

Además de est.as condiciones. en los individuos normales qr.~e se 

someten a una ciruj!a mayor,, se observa un aumento de la 

concentración de esta globulina C( en el plasma hasta que la herida . 
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sana. El parámetro común en estos estados parece ser la 

proliferación de cOlulas. Sarcioni demostró que esos tejidos con una 

elevada proliferación de células liberan un factor hacia la 

circulación cuyo efecto e~ aumentar la slnt.esis de la glicoproteina 

a en el hlgado. No se ha establecido t.odav1a la función o funcione: 
1 

de los niveles elevados de esta glicoprotelna y de otras proteínas 

seromucoides. Dado que la glicoprote!na a
1 

presenta gran homolog!a 

con las inmunoglobulinas~ podrlan hacerse las s1guientes preguntas : 

~ se requieren altas concentraciones de estas proteinas como una 

ayuda para proteger las células ?. ~ estimulan las células~ y/o 

ellas proveen ciertos nutrientes para la división r~pida de las 

céllllas ? !S>. 

Una hipótesis interesante establece que la glicoproteina " l 
podrla actuar como agente anti-infeccioso no especifico~ inactivando 

bacterias al unirse a sus paredes a través de sus oJigosacáridos. 

Tripodi y asociados <27} observaron gue las 

transportan una cantidad suficient.e de 9licoprote1na (lit unida 

fuertemente a sus membranas. Como esta 91 icoprotelna cor1 su al to 

contenido de carbohidratos y un elevado número de resid1..1os sialil 

interactúa en una forma relativamente especifica en este mecanisrno, 

es necesario un estudio más detallado sobre el mismo. También se ha 

observad~ q1_1e la glicoprolt::lna a
1 

interviene en la formación de las 

fibras de colágena (8). 
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El estudio de la 91 icoprote1na o:
1 

continúa siendo de gran 

interés .. En la Universidad Autónoma Metropolitana se han realizado 

trabajos que contribuyen al conocimiento de sus pr·opiedades c:s~ 29) 

El objetivo de éste es. estudiar la glicoproteina a
1 

desprovista de 

las unidades de carbohidratos~ Firi.slmente es importante notar que el 

estudio de las 9licoprote1nas se ha enfocado principalmente a las 

funciones biológicas de sus unidades de carbohidratos y poco se sabe 

de la capacidad que éstas t.ienen para madi ficar las propiedades 

fisicoquim1cas de las proteínas y de qué manera contribuyen para que 

adquieran su conformación correcta. 
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2. MATERIALES Y METODOS 

2.1 Reactivos. 

La glicoprote1na o
1 

humana se obtuvo de SIGMA Chemtcal Co. Esta 

preparación contiene alrededor del 1% de impurezas de acuerdo con el 

proveedor Y según el método de PUrificaciOn empleado. Sin embargo, 

al analizar la homogeneidad de una disolución de la 9licoprote1na se 

observó un solo componente protéico. El resto de los reactivos 

utilizados fueron grado analltico (excepto enzimas). 

2.2 Pruebas de homogeneidad 

En estudios estructurales de carácter cuantitativo es n"=!:cesario 

verificar que la preparación de proteina en estudio esté constituida 

Por una sola especie molecular. En este caso la homogeneidad de la 

glicoproteina a
1 

se verificó utilizando cromatografía de intercambio 

i6nico y de filtración en gel. 

Cromatograf!a de intercambio i6nico de alta resolución. Se 

utilizo una columna MicroPak TSK. SP-5PW. con un di.a.metro interno de 

7.S mm y una longitud de 7.5 cm, usando como eluyente regulador de 

fosfatos O.Ot M, pH 7.4 con un flujo de 0.5 ml/min. 

Filtración en gel de alta resolución. Se utilizó una columna 

TSK-2000 sw. con un diámetro interno de 7.5 mm y una longitud de 30 

cm, con un guarda columna TSK-GSWP de 7.s cm de longitud. usando 

como eluyente regulador de fosfatos 0.01 M. pH 7.4 con un flujo de 

O.S ml/min. 
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Estas mismas técnicas se utilizaron para comprobar la 

homogeneidad del derivado de la glicoprotelna a libre de residuos . 
de ácido siálico. 

2.3 Análisis Cuantitativo de Carbohidratos. 

Se realizó un análisis cuantitativo de los azúcares presentes 

en la glicoproteina a~: ácido siálico (ácido N-acetil neuramlnico>. 

hexosas neutras (galactosa y manosa) y hexosamina 

CN-acetil9lucosamina>. empleando los métodos descritos en el 

Apéndice 1. 

2.4 Hidrólisis enzimática de las cadenas de oligosacáridos de la 

gl icoproteina a • . 
Para llevar a cabo la eliminación secuencial de los 

carbohidratos presentes en la glicoproteina a . se emplearon las 

enzimas especificas presentadas en la tabla VIII .Todas las enzimas se 

obtuvieron de SIGMA Chemical Co. 

Se trabajó con un volúmen de solución de glicoprotelna de 1 ml 

con una concentración de 12 mg/ml en regulador de acetatos 0.1 M pH 

5.0. Este valor de pH se eligió por ser intermedio para la acci6n 

óptima de todas las enzimas. ya que por el tama~o del electrodo 

disponible~ no era posible hacer el ajuste de pH volúmenes 

pequa~os. El tiempo de incubación con cada enzima Tue de 12 horas. 

a9re9~ndose de manera secuencial en el orden presentado en la tabla 

Vlll. Cada incubación se realizó a la temperatura se~alada en la 
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misma tabla. 

Terminando el último periodo de ir1cubacion. se hlzo i..ma 

filtración en gel de alta resolución. utilizando una columna 

TSK-2000 SW. con un díámetro interno de 7.5 mm y una lon9itud de 30 

an, ~coplada a un guarda columna TSK-GSWP de 7.5 cm de longitud-

Esto eon el fin de eliminar los azúcares liberados y las enzimas. El 

eluyente empleado fue fosfatos 0.01 M, pH 7.4 con un flujo de o.5 

ml/min .. 

Tabla VIII 

Enzima Fuente ... µg •n:z: • 

opti?l\O opli.ma 
~. 

a (LJ Fucosidasa Rif'í6n de Bovino 5.5 25°C 0.16 

Ne.uraminidasa Clostridium 5.0 37°C 2.08 
perfrin9ens 

(1-Galac:tosida:sa Asper9i 1 lus 4.5 30°C ·. 5.208 
oryzae 

(1-Galactosida:sa. Saccharomises 7.2 37°C 2.65 
'fra9ili$ 

~-N-acetil9lucosa- Epidimio de 4.25 25°C 0.70 
minidasa B bovino 

a-manosidasa Chicharo 4.5 25ºc 2.25 
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2.5 Ant..lis1s estructural por Dicro1smo Circular. 

El Dicroismo Circular e DC ) es una técnica empl~adg para el 

anAlis1s de sustancias Opt1caimente activas tales co,mO : , :f:!st,eroides.· 
:· ,'-

complejos metal-ligando. p<tptido& y prote1nas. En ~.~el'.:,·'es.tudi'o de 

prote1nas el DC proporciona 1nforma.c1on sobt·e 1 a.'' estructura 

secundaria y ciertas regiones de la estructura tr_idim~rlcional f30J ~ 

dependiendo de la región espectral analizada. 

El OC consiste en medir las variaciones que la luz 

circularmente polarizada sufre al atravesar la muestra que contiene 

estructuras ópticamente activas. La luz circularmente poJari=ada 

representa. una onda que forma una espiral alrededor de la dirección 

de propagación del haz de luz. Ya sea en sentido de las manecillas 

del reloj o en sentido contrario. Las estructuras secundarias de 

proteínas son configuraciones asimétricas que interaccionan con esta 

luz. 

En este estudio se obtuvo el espectro de DC de la glicoprote1na 

ª~ en la región comprendida entre 190 y 310 nm. A partir del 

espectro de OC en la zona del ultravioleta lejano (190-250 nm> puede 

estimarse el contenido de estructuras secundarias de la Protelna 

hélices~ hojas ~. giros. etc. En esta región se utilizó una celda 

con longitud de paso óptico de O.l cm. la concentraci6n de las 

muestras fue de O.l mg/ml en regulador de fosfatos 0.01 M. pH 7.4. 

Analizando el espectro en la región U.V. cercano C250-310 nm> 

se pueden observar cambios en el ambiente de los residuos aromáticos 

y '!enlaces disulfuro (31). En esta región se utilizó una celda con 
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longitud de paso 6Ptico de 1.0. cm .. :la ~~nc~~tración d~ las _muestra,s '--.- .. , ·-· .· -. -

fue de 0.5 mg/ml en regulador de foSf"~~oS 0:~·-0¡:· ~ .. ~-pH -7.4 • , 

2 .. 6 Termoestabilidad de la gliciproteina a
1 

;,ativa y de su .der.ivado 

desializado. 

2.6.1 Termodinámica de la desnaturalización térmica de una 

proteina .. 

Al estudiar la estabilidad térmica de una proteína se requiere 

del empleo de una técnica experimental que posea varias 

características ser sensible a los cambios en la conformación de 

las moléculas de protelna~ permitir el control adecuado de la 

ta1DPeratura de la muestra y tener su-ficiente sensibilidad como para 

poder detectar los cambios en una solución muy diluida (del orden de 

0.1 mg/ml) de protelna. esto último debido los problemas de 

agregación que presentan concentraciones mayores y que 

modifican los parámetros termodinámicos obtenidos del experimento 

132>. 

Algunas t~cnicas usuales en estos estudios son la 

espectroscopia diferencial ultravioleta (33), el dicroismo circular, 

la reactividad de algún grupo químico de la molécula. la pérdida de 

actividad biológica. etc~; en culaquier caso. experimentalmente se 

siguen los cambios de algún parámetro función del cambio 

conformacional de la protelna.. Llamemos Y a este parAmentro que 

puede ser la magnitud de bandas de absorción diferencial, la 
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elipticidad, l;¡ reactividad química,, ~f.;c .. 'En todos los caso~ se 

obtiene una curva de la variaciór1: de Y_en flinC:iÓn -de la temperatura. 

en la que cada punto experimental puede .. t~':"_er una incertidumbre al ta 

debido, entre otras razones. a las con~~cio"nes:de baja concentraciót1 

de la muestra en estos experimentos C34). 

D""=:sarrol lo 

Si la curva obtenida <Y en funci::'.:n de T> se anali=d asumiendo 

que la transición con~ormacional de la protelna sigue el modelo de 

una etapa (35), también conocido como de dos estados. en el cual se 

considera la existencia de sólo dos especies, la nativa CNJ y la 

desnaturalizada CDJ. se obtiene lo siguiente: 

El parámetro Y se considera aditivo de tal forma que a una 

temperatura T su valor es la suma de las contribuciones del estado N 

más el estado D 

y ( 1l 

en donde fN y f
0 

representan las fracciones de proteína en cada uno 

de esos estados, cumpliéndose que Os fN 1. 

Los símbolos Y y Y representan el valor de Y para la muestra en 
N D 

estado nativo y en estado desnaturalizado respectivamente .. Estos 

valores en general cambian con la temperatura y para =stimarlos 

comunmente se extrapola la tendencia observada experimentalmente a 

temperaturas baJas a toda la zona de la transición~ en el caso de YN 

~ y análogamente en las temperaturas altas para v
0 

De las 
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ecuaciones anteriores se encuentra __ q:r...ie,.:.,.f'.lar'_a cada-·.t.emperatUra del 

experimento: 

(2) 

Al construir la curva de transici~ , fn contra T, se observa 

una dependencia sigmoidal de la fracción desnaturalizada con tres 

zonas bien diferenciadas: la inicial y la final con pendientes 

peque~as, y una región intermedia donde lo$ cambios son abruptos y 

corresponden al grueso del cambio ccnformacional. 

Conociendo f
0

, la constante del e~uilibrio N ~ D puede 

calcr...ilarse fácilmente pues: 

K (3) 

Dado que podemos conocer el valor de f
0 

para cada temperatura 

del experimento, tenemos una serie de valores para la constante de 

equilibrio a diferentes temperaturas. Puesto que: 

[

- l>.G ] 
K ~ exp ~ 

como 

-AH 
se tiene que lnK ----+ 

R T 

38 

Tl>.S 

l>.S 

R 

lnK (4) 

RT 

(5) 

(6) 



La capacidad calor1fica de una soluc1on de protelna aumenta con 

la desnaturalización debido a. la expos1c1on de residuos 

hidrofóbicos al solvente acuoso. Se ha observado que el cambio en la 

capacidad calor1 fica (.6Cp) de protelnas. globulares pequerías es 

independiente de la temperatura (35~36> de manera que 

M:. CT-T > . '" 
(7) 

donde Tm es la temperatura a la cual f
0 

f = 0.5. es decir la ,.. 
temperatura medi~ de la transición y 6.Hm es la entalpia de l'a 

desnaturalización calculada en la Tm 

A fin de obtener los parAmetros termodinamicos de la transición 

conformacional. utilizando las ecuaciones <3) a C7>. es posible 

deducir la si9uiente expresión <ver Apéndice 2 ) : 

exp 

¡ • exp { [ :m - 6:P ] [ - : m ] } [ : ] ~P 
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De illCuerdo con esta ecuación y- a paf:tü-:·· de los datos 

experimentales de f
0 

a diferentes temper~'turas; es posible 

determinar los valores de los PilrA1netros Trn' .61-t!'t y·.AL;p • mediante un 

método de regresión no lineal. 

Para facilitar los cálculos se propuso un modelo con el 

siguiente mecanismo : no transformar .los puntos experimentales. sino 

encontrar una ecuación donde la relación f y T sea a trav~s de los 
D 

parámetros termodinámicos. Este modelo se describe detalladamente 

en el Apéndice 2. 

2.6.2. Espectroscopia de Absorción Diferencial Ultravioleta .. 

Para la aplicación de este método se requiere que la estructura 

nativa posea cromóroros en su interior, ya que el espectro de 

absorción de un cromóforo puede modificarse con el ambiente 

molecular que lo rodea 133). Cuando una Proteína cambia 

conformacionalmente del estado nativo al desnaturalizado, varios 

grupos de cromóforos son expuestos al solvente acuoso, es decir que 

pasan de un ambiente predominantemente no-polar a uno polarª Este 

hecho lleva a un desplazamiento del espectro de absorción de los 

cromóforos a longitudes de onda menores C37). Por tanto. en un 

espectro diferencial de proteína desnaturalizada contra nativa, se 

presentan en general varias bandas negativas que reflejan las 

variaciones del ambiente local de diferentes cromóforos. 

principalmente residuos de tirosina y triptofano; tales mínimos son 

el resultado del corrimiento al azul del espectro de proteína 
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desnaturalizada en relación al de la nativa. 

2.6.3 Desarrollo Experimental. 

Para el estudio de desnaturalización tGrmica se utilizó un 

espectrofotómetro de doble haz. VARIAN DMS 80 con registrador de 

escala expandida y portaceldas con camisas de circulación de agua. 

Se emplearon celdas de 1 cm de recorrido óptico, con control de 

temperatura independiente. La celda de referencia se mantuvo a una 

tGmPeratura constante de 15°C mientras que la otra celda se calentó 

gradualmente, con velocidades inFeriores a JºC por minuto. El tiempo 

de incubación da la celda fué de 10 min. en cada temperatura de 

trabajo. 

En un experimento típico. se colocan soluciones idénticas de 

prote!na en ~mbas celdas. en concentración de 

determinada espectrofotométricamente con un valor 

0.05 mg/ml. 

de EJ.cm 
200,19' 

de 

8.93, para la glicoprotelna a
1 

(8). El aumento de temperatura en una 

de las celdas provoca cambios conFormacionales en la molécula. Estos 

cambios involucran la pérdida de estructura nativa y la exposición 

al solvente acuoso de grupos arom~ticos, que se encuentran 

inicialmente en un entorno predominantemente hidroF6bico. De esta 

manera se generan bandas diferenciales negativas cuya intensidad es 

proporcional a la fraci6n de prote!na desnaturalizada. 
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3. RESULTADOS Y DISCUS!ON 

3.1 AnAlisis Cuantitativo de Carbohidratos. 

Los resultados del análisis de la composición glicos1dica de la 

glicoprotelna realizdo en el laboratorio, se presentan a 

continuación Ctabla IX) junto con los valores reportados en la 

literatura. 

Tabla IX 

NANA 

10.36 :>.: 

Reportados (8) 11 :>.: 

Hexosas 
neutras 

13.61 :>.: 

NAGA 

13.57 :>.: 

14 :>.: 

Como se puede observar estos valores confirman los resultados 

reportadas por otros investigadores, e igualmente nos permiten 

suponer que se partió de una muestra intacta. 

3.2 Hidrólisis Enzimática. 

Después de someter a la gl icoprote1 na a a la accion enzimática 
1 

de las diferentes glicosidasas. el producto se separó por filtración 

en gel de alta resolución • Esta preparación mostró ser homogénea 

usando la técnica ya descrita. Posteriormente~ se realizó el 

anAlisis cuantitativo de N-acetílglucosamina~ hexosas neutras y 
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acido siálico, para valorar la accion de las enzimas sobre la 

9licoprote1na. Los resultados obtenidos de este andlis1s fueron los 

siguientes <tabla X> : 

Azúcar 

Acido siálico 

Hexosas neutras 

N-acetilglucosa~ina 

fabla X 

99 

•ncontr~o 

100 

100 

Esto indica que la hidrólisis se llev6 a cabo únicamente sobre 

el azúcar terminal < ácido siálico> y que el resto de las enzimas no 

actuaron sobre la glicoproteina~ Como la ~-galactosidasa de 

Aspergillus oryzae fué la enzima que no permitió que la hidrólisis 

se llevara a cabo por completo. se prob6 otra ~-9alactosidasa de 

Saccharomyces fr-agi lis bajo ot1·as condiciones de PH y temperatura. 

utilizando la muestra desializada. La preparación final se filtró en 

HPLC con regulador de fosfatos O .. 01. M~ pH 7. 4 como eh.,yente .. 

Posteriorm~nte se hizo el anális1s cuantitativo de hexosas neutras7 

encontrando nuevamente que la enzima no actuó sobre el sustrato .. 

Debido a la alta especificidad de las enzimas y a que ninguna 

de las dos n-9alactosidasas fue efectiva~ se obtuvo solamente el 

derivado desializado de la glic:oprotelna ~1 • 
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3.3 Espectroscopia diferencial Ultra-ViOleta. 

Los estudios de desnaturalización térmica se hicieron con el 

derivado desializado ( GPD J Y con la glicoprote1na o
1 

nativa ( GP ) 

a pH fisiológico { PH 7.4 ) . 

En la f19. 9 se muestran los espectros diferenciales obtenidos 

a diferentes temperaturas para el caso de la GP. los espectros de la 

GPD fueron cualitativamente similares. Se observan tres bandas. 2 

b~ndas negativas a 292 nm y 284 nm. y una banda positiva a 300 nm. 

Las bandas negativas son típicas de la desnaturalización y 

aumentan con la intensidad de la temperatura. Como se mencionó 

anteriormente. estas bandas surgen de la exposición de los residuos 

aromáticos, principalmente triptofanilos y tirosinilos, al solvente 

acuoso. 

Los espectros diferenciales pueden exhibir bandas cuyo origen 

es distinto a el de las bandas negativas. por lo que se les conoce 

como bandas anómalas. Una banda anómala típica es la que aparece en 

la región cercana a los 300 nm. Puede ser positiva o negativa, y se 

ha interpretado como debida a cambios en la orientación de residuos 

de triptof~no con respecto a un dipolo, una carga o un grupo 

polari2able (38.39); o a la pérdida de interacción entre grupos 

ind6licos inicialmente cercanos (40). 
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'Ctn:r.;; difcnn:ia.I~ u.ltruvitikt.J F1·3. 9 E-..p. 

a dift.'f~ b.trp.'r"..ituas. 
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En las fi9uras 10 y 11 se grafican las dos bandas ne9at1vas de 

los espectros diferenciales~ para la GP y la GPD respectivamente. 

Las fracciones de protelna desnaturalizada se calcularen a 

partir de la banda negativa mayor presente a 284 nm. En esta figura 

se muestran t~mbién las extrapolaciones utilizadas para calcular la 

magnitud de las bandas correspondientes a la conformación nativa y 

desnaturalizada. de acuerdo con la sección 2.S. 

En la fig~ 12 se representan las curvas de las transiciones 

conformacionales para la GP y la GPD. Los puntos representan los 

valores de f
0 

obtenidos a partir de los datos experimentales 

representados en la~ figuras 10 y 11. mientras que las lineas 

continuas representan la función ajustada c:on los valores 

axP•ri•entales según la ecuación <13) descrita en el Apéndice 2~ 

utilizando el ~étodo de regresión no-lineal implementado en el 

laboratorio de Biofisicoqu!mica~ También se obtuvieron los 

par~etros termodinArnicos para cada transición conformacional, estos 

valores se observan en la tabla XI : 

Tabla XI 

T Mi M;p 
m m 

Protelna ºe Kcal/mol ) cal/mol K J 

Desializada 64.4 105. o 2132 

Nativa 60.4 46.6 990 
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48 



'o 

6 GP 

o.s - - - - - - - - - - - - - - - -

10 6o ¡o 

F19. 12 _Var_iacil::n ·de-la f~acci.::in (-f.
0

-->--de-. ia· GP~-y- la GPD 

desnatl1rali=adas en func1cn de la tem~erat1..1ra.. 
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En esta mis•~ figura puede observarse que la transición de la 

GPD se lleva a cabo a temperaturas superiores a las de la GP> es 

decir que, es necesario aumentar más la temperatura para llegar al 

SO X del proceso. La temperatura de transición media ( Tm ) para la 

GPD es 64.~ºc y la correspondiente a GP es de 60.4°C, esto indica 

que la GPP es más estable. 

La desnaturalización térmica es un proceso cooperativo lo cual 

indica que la proteina estA conformada de tal manera que si un 

enlace se rompe favorece el rompimiento del siguiente. Por otra 

Parte, se trata de un fenómeno endotérmico por lo que la entalpta 

C .AH de la reacción. es positiva. 

El AHm para la GPD es de 105.0 Kcal/mol y para la GP es de 46.6 

Kcall•ol. Analizando estos valores de ~m obtP.nidQs, se deduce que 

los proceso~ de desnaturalización son endotérmicos para ambas 

y que es necesario aplicar mayor energia para 

la desnaturalización de la GPD 2 por lo que se confirma que éste es 

más estable. Adem~s puede observarse en la f ig~ 12 que el proceso de 

desnaturalización para la GPD es más cooperativo. Esto es. que 

ocurre en un intervalo de temperatura m~s reducido. 

Para determinar la dirección en que ocurre un proceso es 

necesario conocer la dirección de los cambios de energla del mismo. 

La ener9ia libre o ener9la de Gibbs, permite conocer la 

espontaneidad de un proceso, si AG O el proceso está en el 

equílíbrio, si por el contrarío AG < o el proceso es espontáneo y si 

AG > O la reacción no es espontttnea. Una de las caracte.rist.icas más 
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Utiles de la energla libre es la de su relación con el equilibrio 

quimico. Este hecho permite el cálculo del cambio de energia libre 

C AG ) de una reacción, si se conoce la constante de equilibrio. De 

esta manera, ~G0es el parámetro termodinámico que se relaciona 

directamente con la estabilidad relativa de las dos especies 

conformacionales en equilibrio. La fi9. 13 muestra los valores de 

AG
0 

obtenidos a partir de los valores de f
0 

de la fig. 12, para la 

GP y la GPD. Puede observarse que la curva para la especie GPD se 

encuentra por encima de la correspondiente a la GP en casi todo el 

intervalo de temperatura, hasta 69°C aproximadamente. Esto indica 

que en definitiva que la GPD es más estable que la GP. 
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Comparando los espectros obtenidos del estudio por Dicrolsmo 

Circular Para la GP y la GPD, en la región de absorción de lo~ 

residuos aromáticos (250-310 nm), no se observó ningún cambio 

significativo. Por otro lado, en la región del U.V. lejano C250-190 

nm> los espectros de ambas especies rnoleculares también fueron 

iguales, dentro del error experimental. Esto con'fir-ma las 

observaciones hachas por otros investigadores (41) en el sentido de 

que las cadenas de oligosacáridos no alteran de manera significativa 

las estructuras secundarias de la cadena poliPept1dica de la GP. 

El que el derivado desializado sea más estable no se debe a un 

cambio estructural importante a juzgar por los espectros de DC, pero 

podría explicarse por una posible eliminación de repulsiones 

electrostáticas superficiales debidas a las cargas negativas del 

ácido siAlico terminal, lo cual podria ocasionar que aumente el 

núntero da contactos entre grupos hidrofóbicos internos de la 

molécula (42), haciéndola más compacta. Esta suposición se ve 

~poyada por los valores de fJ:p obtenidos Para la GP y la GPD, ya que 

existe una correlación entre el valor de ACp con el número de 

contactos entre residuos hidrofóbicos internos (43). La 

glicoproteina a
1 

tiene un valor de ACp relativamente bajo con 

respecto al de otras proteinas, además existe evidencia de que la GP 

presenta una región poco compacta en su cadena polipept!dica, que 

podría s&r una cavidad apropiada para unir y transportar moléculas 

no polares (44). Puede observarse en la tabla XI que el valor de 6Cp 

para la GPD es mayor qua el de la GP, esto Parece indicar que 

eFectiv~mente la proteina sin elácido siálico es más compacta. 
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4-. CONCLUSIONES 

1J La eliminación del ácido siálico en la gl icoprote!na o aumenta . 
la estabilidad de la molécula, presentando mayor resistencia a la 

desnaturalizacion térmica con un cambio notable en los parámetros 

termodinámicos del proceso con respecto a los de la glicoproterna o 

' 
nativa. 

2> La estructura secundaria del derivado desializado, no cambia 

con respecto a la de Ja proteína nativa. Es posible, sin embargo que 

haya ligeros cambios con~ormacionales, que hagan a la molécula mAs 

compacta, debido a la eliminación de posibles repulsiones 

electrostáticas entre los residuos de ácido siálico. 

54 



PERSPECTIVAS 

Con base en los resultados de este estudio en el que se Propone 

que la estructura de la GPD es más compacta que la de la GP, se 

esperaría que la capacidad de unir li9andos no polares se encuentre 

disminuida en el derivado desializado. Por ello seria interesante 

mnalizar comparativamente la unión de progesterona 

•steroides en ambas especies. 

y otros 



APENDICE I 

I Determinación de Acido N-~cetilneuraminico por el método del ácido 

tiobarbitUrico. 

PRINCIPIO 

Los ácidos siálicos, como los acidos N-acetil o N-9licolil son 

constituyentes de glicoprotelnas. mucinas y glicol!pidos. 

Los métodos para el análisis quimico del ácido siálico se hacen 

con resorcinol o con el ácido tiobarbitúrico. El método del ácido 

tiobarbitúrico es aproximadamente 12 veces más sensible que el 

método del resorcinol y es también más especifico. En una 

modificación reciente al método del ácido tiobarbitúrico se obtiene 

una solución en la que el cromóforo es estable por lo menos un dia 

eliminando la extracción del cromóforo con ciclohexanona según el 

procedimiento original. Estimaciones del contenido de ácido siálico 

en 9licoprote!nas y otros compuestos que contienen ácido siálico se 

obtienen con una sensibilidad de 1-15 µg/ml. El siguiente 

procedimiento fuQ propuesto por Skoza y Mohos (45). 

REACTIVOS 

Arsenito de sodio al 2/. (p/v> en HCl 0.5 N. Acido 

tiobarbitúrico al 6/. (p/v) en H
2

0 ajustada a pH 9 con NaOH. 

Metaperyodato de sodio 25 mM H SO 0.125 N. Dim~tils1.1lf6xido. 
z • 

H SO de concentración apropiada, para llevar a cabo la hidrólisis 
z • 

de la muestra en H SO 0.025-0.05 M. 
2 • 
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Hidrólisis : 0.2 ml de muestra se calientan a una temperatura de 

80°C, por 60 minen H
2

S0
4 

0.025-0.05 M. Asegúrese que el PH de la 

soluci6n de hidrólisis esté entre 1.6 y 2.0. EnFr1ar en bafio de 

hielo después de la hidrólisis y dejar a temperatura ambiente para 

la adición de los reactivos siguientes. Las muestras usadas para la 

construcción de la curva standard deben ser tratados bajo las mismas 

condiciones de hidrólisis para la prote!na. 

PROCEDIMIENTO 

Se agregan 50 µl de la solución de metaperiodato 25 mM a cada 

muestra, La oxidación se lleva a cabo a 37°C por 30 min. Al término 

de este periodo de oxidación • para la reacción agregando 50 µ1 

de arsenito de sodio al 2% en HCl O.S N. Se agregan 100 µl de Acido 

tiobarbitúrico 67. a pH 9.0 y se mezcla en un vortex. Caliente las 

~uastras, hidrolizadas a 100°C por 7.5. Despuás de este tiempo de 

r•acci6n, se enfr!a r~idamente en un baNo de agua helada. Se 

agregan 400 µl de dimetilsul,6xido y se mezcla bien en el vortex. La 

absorbancia se lee a 549 nm. 

II Determinación de hexosas n&Utras por la reacción del Fenol-ácido 

sulfúrico 

PRINCIPIO 

Un procedimiento rápido y reproeducible Para la determinación 

de azúcares simples y sus derivados fue descrito por Dubois et al 

(46), el cual utiliza el fenol como el agente que desarrolla el 

color. 
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Además de la sencillez Y sensibilidad. este método tiene la 

ventaj• de que la reacci6n no es afectada por la presencia de 

proteinas. Por lo tanto. es una técnica útil para estimar 

directamente el contenido de carbohidratos en glicoprotelnas C47). 

REACTIVOS 

H
2

S0
4 

concentrado. grado reactivo. <densidad especifica 1.84). 

Fenol, 80% en peso. con 20 g de agua destilada. Esta solución es 

estable por varios meses a temperatura ambiente. desarrolla un color 

amarillo pAlido con el tiempo. pero no interfiere con el ensayo. 

PROCEDIMIENTO 

Para la determinación se requieren de 10-70 µg del azúcar en 2 

ml de solución acuosa. Se agregan O.OS ml de fenol seguido de la 

adición rápida de 5.0 ml de ácido sulfúrico concentrado. Después de 

30 min a temperatura ambiente. el color se ha desarrollado por 

completo y permanece estable por varias horas. La densidad 6ptica se 

lee a 485-490 nm. El ensayo se hace por triplicado y se lee contra 

un blanco que contenga agua destilada en lugar de muestra. 

III Determinación de Hexosaminas por el método de Reissig. 

PRINCIPIO 

El método Para la determinación cuantitativa de hexosaminas 

elaborado por Elson-Morgan se basa en que estas sustanclas- cuando 

son tratadas con acetilacetona en solución alcalina se convierten en 

un derivado del pirrol. el cual se condensa c:on el 
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p-dirnetilaminobenz•ldehldo (DMAB> dando un producto color púrpura 

(48). 

La estimación del contenido de amino azúcares en proteinas 

presenta algunas di~icult~des, ya que los métodos para su 

determinación se aplican a los amino azúcares que han sido liberados 

previamente de la protelna por una hidr6lis1s ~cida y temperatura 

alta, esto trae como consecuencia que la hexosamina se destruya~ 

debido a que al enlace del grupo amino es muy lábil bajo las 

condiciones de hidrólisis- La glucosamina en solución puede 

convertirse cuantitativamente en N-acetilglucosamina en pocos 

minutos, simp!em~nt~ agregando anhidrido ac6tico a la solución 

acuosa del amino azúcar»la cual es muy e~tabl&. El análisis se hace 

directam~nte por el método de Re1ssi9 et al (49). Este método puede 

emplearse también para la cuantificación de 9alactosamina-

REACTIVOS 

Tetraborato de potasio : se prepara una solución 0.8 M de 

borato y el pH se ajusta a 9.1 con KOH. 

p-Dimetil aminobenzaldeh1do CDMAB> : 10 gr de DMAB se dísuelven en 

100 ml de ácido acético glacial 9rado ana1Ltico el cual contiene 

12.5X Cv/v) de HCl 10 N (grado analitico>. Este reactivo puede 

guardarse a 2~c por un mes sin que sufra un deteYioro significante. 

Antes de usar este reactivo debe diluirse con 9 volúmenes de Acido 

acético glacial (49>. 
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PROCEDIMIENTO 

A 0.6 ml de hexosamina en solución (libre de base) se agregan 

0.1 ml de anhidrído acético al 1 .. 5:1. (v/v) en acetona (pr-eparac:16n 

fresca>. seguida de O.S ml de tetraborato de potasio o.a M. Se 

coloca un tapón de vidrio en la boca del tubo, el cual se calienta 

en un bai"io de agua hirviendo por 3 m1n ext:lictarnente. DesPués de qi.Je 

se enfria el tubo~ se agregan 6 ml de DMAB.. El t.l1bo se tapa 

nuevamente y se mezcla el contenido. El desarrollo del color se 

lleva a cabo por 20 m1n a 37•C La densidad del color se lee 

inmediatamente después de que se enfrla el tubo en agua, una 

longitud de onda de 544 6 585 nm.. Sin embargo se prefiere la 

longitud de onda de 585 nm por ser más sensible, va que el color 

debido a otras sustancías que pued1eran interferir se reduce 

considerablemente a esta longitud de cnda. 
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APENDICE 2 

MODELO MATEMATICO 

La ventaja que presenta este programa de cómputo es que hace el 

trabajo en 1 6 2 minutos en una microcoputadora est~ndar que además 

de estimar AH'm. áCp y Tm puede calcular los puntos teóricos de la 

transiciónª 

De la ecuaciál (3) obtenemos 

sustituyendo <4> en (8) 

· exp · !--AG/RT 1 

+ exp C-AG/RT 

aplicando (5) 

[~ 1 exp ,..--
f' 

D 

+ exp [ -:1 1 • -y-

por otro lado AH AH 

'" 
áCpCT - Tm> 

AS ACp tln CT IT ,.> 1 
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(9) 

(7) 

(10) 



y dado que Mi - T.1>5 Clll 

Y a la Tm i>G -RTlnK se tiene que O Tm.ASm 

donde finalmente 
~m, __ T_m __ (12) 

Al sustituir <7>, <10) y __ <12_) en (9) ~btei:iernos : 

[~· 
ACp(T-Tm> Mi .l>Cp[lnCT/Tmll r axp + __ m_ + 

RT RT RT m 
f'D 

[~· 
.l>CpCT-Tml l>H óCp Un CT/_T mfl ] 1 + exp + __ m_ + 

RT RT RT R 

factor-izando el argumento de las exponenciales 

exp { :Tm [ l + +] - />Cp[ i_ i :m]- + ln[ :m] ~Cp } 
m .. R' . ·,; -

l + exp { ~[ l + ~1 
_ RT .- ; __ T,., .. 

- , ll.C~ [ 1 _:: l] + 
__ -- R - T 
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finalmente 

f' 
D 

exp 

1 + exp { [ ;m _ ~:p ] [ 1 _ :m ] l f~] :P 

Esta expresión es simplemente la dependencia de f 0 con la 

temperatur~ en función de los parámetros termodinámicos por 

determinar : M-im. TM y ACp • Es en este punto donde se realiza la 

regresión no lineal con los puntos experimentales. de acuerdo con la 

ecuación (13>. determinando los valores de las magnitudes 

termodiná.micas que minimizan a la diferencia entre los puntos 

experimantales y la función que se acaba de deducir (13). 

Este método tiene la ventaja de que los puntos experimentales 

no requieren pasar a la serie de transformaciones que se emplean 

comunmente para la construcci6n de la curva de van't Hoff. la 

obtención de las derivadas de ese gráfico y la regresión lineal de 

estas últimas para estimar ¿Cp. 

Al sustituir las ecuaciones (7). (10) y (12) en (11) se obtiene 

es decir. la dependencia de la energia libre de Gibbs con T de donde 

puede calcularse el valor a 25°C para compararlo con el de otras 
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Protelnas, o bien toda la curva en el intervalo del estudio e 

incluso su extrapolacion fuera de esa zona. 

El efecto de c~da uno de los tres par~metros termodinámicos por 

determinar sobre la forma de la curva de transición no es sencillo 

de determinar pues la dependencia de f 0con cada uno de ellos es 

compleja como puede verse en la ecuación <13>. Sin embargo pod~mos 

decir de manera aproximada que un aumento en Tm principalmente 

desplaza la curva de transición a la derecha. ademas de hacer 

ligeramente menos cooperat1vo el proceso. esto hacer que la curva 

sea má.s ancha. Si .6H crece, la pendiente de la curva aumenta siendo 

asi el proceso de desnaturalización mAs cooperativo. sin embargo en 

el intervalo de valores típicos para este parámetro <60 a 200 

kcal/mol) la variación no es muy marcada. Finalmente, un aumento en 

.ACp incrementa la asimetrla de esa curva si9mo1dal. pero el cambio 

en la forma de la graf íca es prácticamente imperceptible en el 

intervalo de O a 3 kcal mol-1K-~ que es el observado comunmente en 

estos procesos. 

Discusión : 

Las incertidumbre en los parámetros AHm. Tm y ACp obtenidos por 

el programa de regresión no lineal dependen de la incertidumbre en 

los valores de f con que el programa se alimente. De una 
1) 

incertidumbre en f
0 

de to.os. razonable estos estudios. se 

obtiene una precisión en Tm de alrededor de medio grado centígrado. 

un valor de Mi"' con variaciones del 10;.; pero una incertidumbre muy 
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grande en ~p, incluso arriba del 70~. esto es debido a que, según 

el modelo termodinámico que describe al proceso, variaciones 

peque~as en ese parAmetro no afectan sensiblemente a la distancia 

Promedio de los puntos experimentales a la curva teórica; quedando 

en el ajuste no lineal, según el cr1terio de xzmlnima (59), una zona 

amplia de valores de ACp para un conjunto de valores experimentales. 

Dentro de las limitaciones de este método también se encuentra 

que las variaciones en el conjunto de puntos e~perimentales pueden 

arrojar valores muy diferentes de ACp por las razones propuestas 

anteriormente y cambios moderados en AHm y Tm. Por otra parte, las 

extrapolaciones de la entalpia, entropla y energla libre de Gibbs 

son fuertemente dependientes del valor de ACp disminuyendo la 

confiabilidad de las estimaciones. El valor de ACp puede depender 

ligeramente de la temperatura. sin embargo la variación es 

sificientemente peque~a para considerarlo constante en el intervalo 

de temperaturas del estudio. 

El presente modelo toma como premisa inicial que el proceso de 

desnaturali:zeción ocurre en una etapa. Para algunas proteínas 

globulares peque~as esto es cierto, pero no para la totalidad de Jos 

casos, en los que pueden presentarse desviaciones importantes a este 

mecanismo. Sin embargo aún para mecanismos en los uqe existen uno o 

mAs intermediarios termodinámicamente estables en concentraciones 

apreciables, los valores obtenidos con este modelo arroja cifras 

aparentes que resultan ser una cota inferior de los valores reales 

132,34). 
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Un requisito necesario, aunque concluyente para que el 

mecanismo se lleve a cabo en una etapa es que la caurva de 

transición sea sigmoidal y monofásica, es decir que no presente 

escalon~s o mesetas entre el estado inicial v el Final. Además, las 

curvas obtenidas si9uiendo diferentes par~metros y deben s~r 

coincidentes C32). 

Un criterio que se considera prácticamente concluyente es la 

coincidencia, dentro del error experimental, entre el valor de tJi 

obtenido de estos estudios Y el medido directamente de estudios. 

calor1métricos C32), destacando una nueva ut1l1dad del presente 

modelo para obtener el Primero de estos valores. 

Una posibilidad alternativa en estos estudios es el empleo del 

valor del l::.Cp obtenido calorimétricamente paro disminuir la 

incertidumbre en este parámetro ajustar el modelo matemático 

optimizando la entalpia Y la temPerati...1ra media de transición. 
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