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Una proteína es un polímero de
(L)-α−aminoácidos.

1. Propiedades de los aminoácidos



α-aminoácido denota que un mismo
carbono une un grupo carboxilo y 
un grupo amino



La estructura tetraédrica regular del átomo de carbono permite enlazar un máximo de 4
sustituyentes distintos. Dos isómeros son posibles. Uno, y su imagen en el espejo
(enantiómeros). La relación de enantiomería es llamada quiralidad.



L-aminoácido denota quiralidad, 
la capacidad de desviar el plano de la 
luz polarizada hacia la izquierda
(levo-rotación).



La naturaleza ha seleccionado L-aminoácidos 
para formar proteínas y D-azúcares para formar
Polisacáridos y ácidos nucléicos.



Potencialmente, con 20 aminoácidos
Se podrían formar:

202=400 dipéptidos diferentes
203=8000 tripéptidos diferentes
20100=1.27x10130

Proteínas diferentes conteniendo
100 residuos de aminoácidos.

El número de átomos del universo
Es estimada en 9x1078.

Los aminoácidos pueden
diferenciarse por su polaridad,
propiedades ácido-base,
Hidrofobicidad, tamaño, flexibilidad
conformacional, reactividad química,
capacidad de formar puentes de
hidrógeno.



Las cadenas laterales de estos aminoácidos son capaces de establecer puentes de Hidrógeno



La oxidación de 2 cisteínas vecinas permite formar puentes disúlfuro.
Estos enlaces pueden unir covalentemente cadenas polipeptídicas
diferentes o también imponerle restricciones espaciales a una misma
cadena polipeptídica.



El agua tiene la estructura de un dipolo eléctrico gracias a la alta electronegatividad
del oxígeno en relación al hidrógeno, de modo que los electrones de enlace tienden
a acercarse hacia el oxígeno. Este dipolo no posee cargas formales sino que se gene-
Ra por una distribución asimétrica de los electrones de enlace. pPermite la formación 
de puentes de Hidrógeno.



Ejemplos de polaridad. Una molécula lineal será apolar cuando los vectores que forman el dipolo se anulan.









Las cadenas laterales no polares interactúan a través de interacciones hidrofóbicas, tales como
Interacciones de Van der Waals, que corresponden a interacciones débiles, en estrechos rangos de 
Distancia (en el radio de Van der Waals). Los grupos apolares son incapaces de formar interacciones
Polares, tales como puentes de Hidrógeno o interacciones iónicas.





Los residuos aromáticos absorben luz ultravioleta, alrededor de los 280 nm de longitud de
onda. Estos grupos son capaces de formar interacciones hidrofóbicas, principalmente
entre grupos aromáticos.



A, absorbancia; Io, intensidad de luz incidente; I intensidad de luz
transmitida al atravesar la muestra en un trayecto l.

Un cromóforo es una molécula capaz de absorber luz en un cierto rango de
longitudes de onda característico, en el espectro UV-VIS. La absorbancia de un
compuesto en solución es medida en un espectrofotómetro.

Filamento de
Tungsteno: VIS
Deuterio: UV

Selecciona rangos estrechos
De longitud de onda.

Si A > 0; I <  Io A = log(Io/I)



La forma de zwitterion predomina a pH fisiológico



La ecuación de Henderson-Hasselbach rige la
disociación de cualquier ácido o base débil a un
pH determinado. Sin embargo, no predice el
comportamiento de un poliácido, tal como una
proteína.

Donde,        HA          H+ + A-         Ka = [ H+][A-]

[HA]
pH = -log [ H+] 



pH = - log [H+]



Cadenas laterales ácidas, pueden formar interacciones iónicas, dependientes del pH



Estas cadenas laterales tienen propiedades ácido-base, pueden formar interacciones iónicas.



El punto isoeléctrico (pI) corresponde al valor de pH al cuál una molécula tiene carga neta (z) igual a cero.
En un zwitterion simple, pI = (pK1 + pK2)/2 (a); Para un aminoácido de cadena lateral ácido-base, pI es el promedio
De los pK entre la especie con carga +1 y -1 (b).

Z =         +1                           0                          -1                                     +2                   +1                    0                     -1

Cálculo del Punto isoeléctrico (pI) de un aminoácido.

(a)



Distintas proteasas digieren proteínas a distintos valores de pH.



Al trabajar con proteínas, es importante conocer la
clasificación de los aminoácidos en relación a sus
carácterísticas de polaridad, hidrofobicidad, y propiedades
ácido-base, así como sus nombres y abreviaturas en los
códigos de 1 y 3 letras.





2. Niveles de la estructura de las proteínas y métodos de análisis



Un péptido se define por la formación de al menos un enlace peptídico.
El enlace peptídico se forma entre un grupo α−amino y α−carboxilo 
provenientes de dos aminoácidos.



La estructura primaria de una proteína es su secuencia de aminoácidos, es carácterística de cada proteína y 
Puede ser determinada mediante métodos químicos o físicos.



La degradación de Edman (c) es un método químico para determinar la secuencia de aminoácidos (estructura primaria)
 en una cadena polipeptídica.



La espectrometría de masas es un método físico usado para determinar la estructura primaria de una proteína



En la espectrometría de masas
(MS,
del inglés), la muestra de
proteínas es
 particulada finamente, ionizada
 mediante pulsos de alta energía,
y fragmentada en iones
moleculares. Estos fragmentos
son separados por su relación
masa/carga (m/z) en un analizador
de tiempo de vuelo. Éste
corresponde a un campo eléctrico
en el vacío, dentro del cuál los
Fragmentos son alineados en
un campo magnético, y alcanzan
el detector, de acuerdo a su m/z.
El registro obtenido muestra un
Número de señales que corres-
ponden a los fragmentos
producidos. Estos vienen a ser
Como piezas de un
rompecabezas, Sólo una solución
es posible para que todas las
Piezas calcen y den la estructura I
Completa. Tal solución es hallada
Usualmente por contraste contra
Bases de datos o incluso
manualmente. El patrón de
fragmentación de una molécula
es propio de cada molécula y
constituye una huella digital.



Varios métodos analíticos pueden ser
Usados en conjunto para averiguar es-
tructuras I. En este ejemplo, la muestra
Biológica fue fraccionada y luego
analizada por SDS-PAGE  (1). La banda
de interés fue electroeluída del gel, es
decir fue liberada del gel
electricamente, luego fue digerida
Con tripsina bajo condiciones
controladas (tripsinización) (2), y la
mezcla de péptidos resultantes fue
separada por métodos
cromatográficos (3). Luego, los
péptidos purificados se sometieron
a MS (4), y la señal de mayor tamaño
fue analizada y dirigida a un segundo
MS (5) dónde fue fragmentada
 en trozos más pequeños que
permitieran su fácil identificación.



Avances recientes han acoplado un microscopio a un
Espectrómetro de masas, de modo que un corte de
Tejido puede ser sometido a MALDI, de manera que 
Se puede analizar por MS una muestra que está siendo 
Observada al microscopio.



Otro avance reciente en MS es la comparación cuantitativa de dos proteomas. En este caso, un gusano mutante para el 
Gen daf-2 (en verde) vive el doble de tiempo que el animal normal (en blanco). El mutante se crece en un medio rico en
El 15N, de modo que cada una de sus proteínas pesara 1 g/mol más que el normal por cada N que haya en la estructura.
Al mezclar la muestra de proteínas de ambos animales
Se obtendrán patrones de fragmentación correspondientes
A la colección de proteínas expresadas en cada individuo
(proteoma).  De este modo es posible determinar los 
Cambios en el proteoma en cada condición y obtener
Una lista de proteínas sospechosas del fenotipo
En cuestión.



El enlace peptídico define a un péptido, y tiene carácter parcial de doble enlace. Por
ello, el enlace peptídico es plano y no permite la libre rotación de sus sustituyentes.



Los ángulos de torsión en torno al Carbono alfa permiten flexibilidad conformacional a la
cadena principal (cadena polipeptídica, sin considerar los grupos de cadena lateral,
carácterísticos de cada aminoácido.



Un subconjunto restringido de valores para los ángulos de torsión de la cadena principal son observados en proteínas y 
Se pueden distinguir rangos de valores esperados para cada estructura secundaria.



La proteína para ser funcional adopta una estructura
definida, llamada usualmente su estado nativo.

Denaturación: El estado nativo se puede perder
Por la acción de la temperatura, fuerza iónica, detergentes,
agentes oxidantes, y caotrópicos.

Principio de Anfinsen:
“La estructura tridimensional de una proteína
 está determinada por la secuencia de
aminoácidos”.

Pese a numerosos progresos, el código de plegamiento,
es decir, la predicción del estado nativo en base a la
secuencia de aminoácidos aún no ha sido elucidado.



Niveles de la estructura de proteínas

I: secuencia de
aminoácidos

II: Estructura 3D
Estabilizada por
Puentes de Hidrógeno
De cadena principal
(establecidos por el
Grupo amida formado
Por el enlace peptídico

III: Estructura 3D de una 
Cadena polipeptídica 
Completa. Involucra arreglos de 
Estructura II (estructura super-II) 
e interacciones de cadena lateral, 
mediante puentes de Hidrógeno, 
interacciones hidrofóbicas, 
interacciones iónicas (puentes 
salinos) y eventualmente, 
puentes disúlfuro.

IV: Ensamble de cadenas
Polipeptídicas en un complejo
Funcional. Todas las interacciones
Presentes en III pueden estar
Presentes en IV



Estructuras secundarias: el alfa hélice



Hoja β antiparalela (los puentes de H corren perpendiculares a la cadena principal).
Una hoja β es el arreglo de varias hebras β.



Hoja β paralela. Los puentes de H corren oblicuos a la cadena principal



Determinación experimental del contenido de estructuras secundarias

Las estructuras secundarias de proteínas pueden 
ser determinadas mediante dicroísmo circular, una
técnica, en principio, similar al de la espectrofotometría
sólo que ahora se incide luz circularmente polarizada
sobre la muestra. Para la luz polarizada en cada sentido 
(izquierda o derecha), una molécula quiralpresenta dos
 valores de su coeficiente de extinción molar 
εL y εR. La diferencia entre ambas (Δε) es graficada contra 
La longitud de onda incidente y se obtiene un espectro
De dicroísmo circular. En la figura se muestran los espec-
Tros carácterísticos de alfa hélice (α), hoja b (β) y una cadena
Desestructurada (random coil, rc).





Estrucutra Super Secundaria (super-II). Correspopnde a arrreglos regulares de estructuras II



Se asume que la estructura nativa
Corresponde al mínimo energético
Global. Sin embargo, numerosos mínimos locales
pueden ser identificados. Algunos de ellos pueden
Corresponder a intermediarios en el camino
de plegamiento de la proteína.

Paradoja de Levinthal:
El tiempo en segundos, requerido para
Que una proteína explore todas las conformaciones
Posibles se estima como

t = 10n/1013; 
donde n = número de residuos en la 
Estructura I. 
 Para una proteína de 100 residuos,
t = 1087 s

Esto es mucho más que la edad del
Universo, estimada alrededor de 
20x109 años = 6x1017 s.
Luego,
“Es imposible que una proteína 
explore todo su espacio conformacional
para adoptar su estado nativo.  Ciertos
Caminos de plegamiento deberían ser 
identificados para cada proteína”



3. Métodos de separación de proteínas de proteínas.
Electroforesis, cromatografías y Técnicas de afinidad.



INMUNOFLUORESCENCIA

ANTICUERPO PRIMARIO
ANTI-TUBULINA ANTI-ACTINA

ANTICUERPO SECUNDARIO
FLOURESCEINA RODAMINA



• INMUNOHISTOQUIMICA/INMUNOFLUORESCENCIA
DETECTA LA PRESENCIA DE UNA PROTEINA EN UNA
CELULA/TEJIDO/ORGANISMO PERMITIENDO CONOCER
SU EXPRESION ESPACIAL

INMUNOFLUORESCENCIA

A) DIRECTA B) INDIRECTA

INCUBACION

LAVADO

VISUALIZACION EN
MICROSCOPIO



Electroforesis en solución (teoría)

Electroforesis es una técnica de separación de proteínas y ácidos nucléicos basados en su migración
en un campo eléctrico. En solución:

Ez = 6Πηrv
Donde E, campo eléctrico; z, carga eléctrica del analito; η, viscosidad del medio; r, radio de Stokes (similar
Al radio hidrodinámico), v, velocidad de migración.
Luego, µo = z/6Πηr       (Tiselius, 1937)
Donde µo es la migración electroforética en solución, o también llamada migración específica. 

La electroforesis en solución fue reemplazada por la electroforesis en gel. En el caso de separar proteínas
Se realiza electroforesis denaturante en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE, del inglés “SDS-Polyacrylamide
Gel electroforesis). El gel funciona como soporte y es un medio poroso capaz de filtrar las proteínas por su tamaño
(las moléculas pequeñas atraviesan el gel más rápido), mientras que el campo eléctrico aplicado sobre el gel, 
Permite su separación por carga. La acción del detergente aniónico, SDS permite imprimirle a la proteína denaturada
Una carga eléctrica negativa, aproximadamente proporcional a su masa. En SDS-PAGE, se cumple aproximadamente que:

 µ = µo (A - logMW)/A,

Donde MW, peso molecular en daltons (g/mol); A = logMWo, una especie de tamaño tal que no migraría en el gel;
µ, migración en mm. Luego µ es inversamente proporcional al logMW, con una pendiente µo/A, y un intercepto µo.



SDS-PAGE





WESTERN BLOT.
Transferencia electroforética de proteínas desde un gel a una matriz
Sólida (ej. nitrocelulosa). Proteínas específicas son identificadas después de incubarlas con anticuerpos
específicos y revelarla reacción antígeno-anticuerpo mediante una reacción coloreada o quimio-luminiscente.



WESTERN BLOT

3. INCUBACION CON EL ANTICUERPO PRIMARIO
4. INCUBACION CON UN ANTICUERPO SECUNDARIO ACOPLADO A UNA 
ENZIMA (FOSFATASA ALCALINA O PEROXIDASA)
5. DETECCION

PROTEINAS

PROTEINAS
INMOBILIZADAS

ANTICUERPO PRIMARIO

ANTICUERPO SECUNDARIO

ENZIMA
(FA/PEROXIDASA)



Las proteínas también pueden ser separadas por su punto isoeléctrico



Isoelectroenfoque: Las proteínas migran en un campo
eléctrico a través de una gradiente de pH. Las proteínas
dejan de migrar cuando encuentran el pH que corresponde a
su pI (z=0).

Electroforesis 2D: Después de un isoelectroenfoque
Se corre un SDS-PAGE y se obtiene una separación
En 2 dimensiones. Permite el análisis de muestras
Conteniendo muchas proteínas distintas. Se usa en 
Proteómica.



Las proteínas también pueden ser separadas sólo por su tamaño



Cromatografía de Filtración en Gel (o de exclusión molecular)
Una matriz sólida porosa permite incluir en ella proteínas
De bajo peso molecular (eluyen tardiamente de la columna
porque recoren un camino más largo), y excluir proteínas de
Mayor peso molecular (que no caben en los poros de la
Fase sólida. La separación ocurre en solución. 



Kav = (Ve - Vo)/(Vt-Vo); donde Vo, volumen de exclusión; Ve, volumen de elución; Vt, volumen total.



Cromatografía de intercambio catiónico.

La matriz sólida (fase estacionaria) está cargada negativamente
De mdo que interactúa con cationes (cationes son retardados en la columna,
Mientras que los aniones son repelidos y eluyen inmediatamente.
Los cationes pueden ser eluidos después de adicionar cationes
Que interactúen con la matriz, permitiendo la elución de proteínas básicas,
Esto es, cargadas positivamente. El mismo principio es usado para
Realizar cromatografías de intercambio aniónico, sólo que en este caso,
La matriz está cargada positivamente y permite el intercambio de aniones
(proteínas cargadas negativamente, proteínas ácidas). 

Ambos son casos de cromatografías
de intercambio iónico.



Cromatografía de afinidad.

En este caso, un ligando específico de una
Proteína de interés está unido covalentemente
A la matriz sólida. La proteína que une el ligando
Permanece incluída en la columna, y puede ser
Eluida por la adición de ligando soluble en 
La fase móvil (solución). Se utiliza en los últimos pasos
De una purificación. Es ampliamente usado en
La purificación de proteínas recombinantes.



La cromatografía de afinidad
ocupa muestras
de proteínas en estado nativo, de
modo que permite
identificar proteínas que
interactúan con otras formando
Complejos que pueden tener un
significado funcional.
Después de un análisis
electroforético, los componentes
Del complejo pueden llegar a ser
identificados.



El principio de afinidad se puede usar a gran escala para probar interacciones proteína -proteína de una colección
Deproductos génicos. Es una aproximación usada en análisis proteómicos.



En la medida que se progresa en la purificación de proteínas, se pierde actividad total, pero se gana actividad específica



Inmunoprecipitación

Ver demo en:

http://www.bio.davidson.edu/courses/GENOMICS/IMPfolder/IMP.html

El principio es similar al de la cromatografía de afinidad, sólo que se hace en ausencia de una columna.
Un anticuerpo específico se une a bolitas de sefarosa. Dado el tamaño de las partículas de sefarosa,
Permite la precipitación del antígeno específico, y tambien permite co-precipitar otras proteínas que interactúan con 
La proteína de interés.



Sistema de Doble Híbrido. Permite identificar interacciones entre proteínas in vivo. Una proteína de fusión con un
Dominio de unión a DNA sirve como carnada, mientras que una proteína de fusión con un dominio de activación sirve como
Presa. Cuando el dominio de activación y el dominio de unión a DNA se encuentran cerca, producto de la interacción
entre la proteína carnada y la proteína presa, se activa la transcripción de un gen reportero que evidencia que la interacción
Ocurrió. Todo el sistema debe ser expresado en una misma célula, usualmente en levaduras.



Artefactos del sistema de doble híbrido

Falsos positivos:
1. Si un factor de transcripción es usado como cebo
2. Por interacciones inespecíficas
3. Si el cebo o la presa afectan la viabilidad celular 
4. Eventos aleatorios de origen desconocido

Falsos negativos:
1. Impedimento estérico entre las proteínas de fusión previene la función del reportero
2. Inestabilidad de las proteínas de fusión
3. Falla en la localización subcelular relevante para la actividad del reportero

Identificación de los Artefactos:
1. Confirmar la reproducibilidad de la interacción
2. Uso de múltiples reporteros
3. Uso de métodos independientes para determinar especificidad



Método Ventajas Desventajas

Doble híbrido Simple, barato y sensible Falsos positivos
in vivo

Espectrometría de Masas Detecta complejos proteicos Caro, sofisticado
 y lento (*)

in vivo

Chips de proteínas Condiciones definidas potencialmente 
in vitro  no fisiológico (*)

(*) Requiere purificación de proteínas
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