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Las hemoproteinas representan un grupc de proteinas de
gran importancia para los biologos y filsicos.

Para estos ﬁltimog las hemoproteinas (hemoglobina, mioglo
bina, etc.) equivalen en su utilidad al adtomo de hidrdgeno en
la fisica atdmica, o al de =ilicio en las decadas 1950-1960 en la
flsica de sdlidos y se han transformado en moleculas modelo de
la biofisica.

La curiosidad de los flsicos ha sido despertada por causa
de una feliz combinacidn de circmstancias. De un lado existia
una descripcidn detallada de su estructuta ya que la hemoglobina ..y la
mioglobina han sido las primeras . proteinas cuya estructura
tridimensional ha sido desdifrada por la difraccidon de ' ra-

. Este trabajo titanico fue efectuado por Perutz
(hemoglobina) y Kendrew (mioglobina) en los anos 1950 y 1960y
- constituye el inicio de un periodoc en el cual se comienzava a
obtener mapas tridimensionales de las macromoléculas bioldgi
cas. La eficiencia de este proceso ha aumentado mucho, y su
resolucidn tambien. Hoy en dia el limite estd mas bien en la
cristalizacidn de estas moleculas. Los cristales necesarios
para obtener las estructuras pueden ser microscopicos, pero
aun asi la tecnologia de crecimiento de cristales mo acompana
la de difracciOn de raios X.

Por otro lado las hemoproteinas contienen ions de hierro.
La hemoglobina tiene cuatro hierros por molecula, la mioglobi

(7,2) | 1a presencia de estos ions €s esencial para

na un solo
el papel bioldgico desempenado bor estas proteinas.
El hierro &s un metal con propiedades magnéticas bien

conocidas. Su magnetismo permite el uso de varias técnicas fi
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sicas desarrolladas desde la década de los 40, tales como la

susceptibilidad magnética, la resonancia paramagnética y la
absorpcidn Optica,las primeras técnicas utiliiadas en estos
estudios. Con el tiempo este catilogo ‘¢recidé y ahora incluye
la espectroscopia M8ssbauer, el efecto Raman, la resonancia may
nética nuclear, etc.

En consecuencia, se ha conseguido una descripcidn bastante
razonable de la estructura electrdnica del hierro en variascir
cunstancias, varias de ellas correspondientes a situaciones f1
sioldgicas.

En las condiciones fisioldgicas la hemoglobina estd en el
estado de oxihemoglebina, con moleculas de 0, ligadas al Fe (Fig. 1),
o en estado desoxigenado, con esta misma posicidn desocupada.
Ya in vitro, en hemoglobina extraida de la sangre, el hierro
1liga una variedad de pequenas moleculas, como CO,.HZO, NO, CN,
etc. Lo interessante de este fendmeno, s gque el ligante de-

2+ 5 Feth vy el esta

termina el estado de carga de hierro (Fe
do de su spin (fig. 2). De esta manera la natureza ofrece al
fisico un vasto campo de estudios de magnetismo con posibili-.
dad de faciles manipulaciones en la preparacion de las mues
tras(s).
Los resultados de estos estudios han sido muy interesantes.
El ion de Fe se encuentra casi en el plano de la heme (fig. 3)
cuando este estd ligado. En el estado desoxi el hierro sale
del planc por casl un k.

Este pequeno movimiento &s suficiente para desencadenar vas

tos cambios en la proteina entera produciendo desplazamientos

atdmicos de varios &. La hemoglobina, que contiene cuatro hier



CBPF-NF-040/86

ros por molécula, muestra bien estos efectos cuando observada
por difraccidon de raios X. Otra singularidad de la hemoglobina
‘de mucha importantté:va que &s responsable por nuestra éxistencia : puede

apreciarse-en la fig. 4. Ella muestra la fraccién {f) de los atomos de
hierro con moleculas de o, ligadas (f=0 sin 02, £=1 con 4
moleculas de 02). La circulacidon de la sangre en el organismo
lleva cada molecula de hemoglobina a regiones arteriales de
alta presidon parcial de 02 y venales de baja presidn. Em mio-
globina £f=1 corresponde al unico Fe ligado a 02 y la curva és
una hiperbola, correspondiente a una interaccidn bimolecular.
Ya la saturacion de hemoglobina esta descrita por una sigmoide
(Fig. 4). La diferencia entre estas  dos curvas es acentuada
y al miemo tiempo fundamental. De un lado se nota que la mio-
globina no sirve como distribuidora de 02 ya que su saturacidn
es casi igual para las dos presiones extremas existentes en
el organismo. Verdaderamente,; la funcién de la mioglobina és de
almazenar oxigeno en los miisculos. Ya la curva de saturacidn

de la hemoglobina muestra que unos 35%:&#1!32 se desprenden en
regiones pobres en 02 y la molécula se satura nuevamente en los

pulmones. Impresiona aquli el alto grado de reserva de O, man-—

2
tenida para los casos especiales {ejercicio, altas montaﬁaé,
etc.).

Las curvas de saturacidn tienen relacidn con las diferen-
tes conformaciones de la hemoglobina antes meneionadas. En
afecto, la oxygenacidon de la hemoqlobina corresponde a un efec
to cooperativo, los suceesivos hierros de cada molecula ligan

el oxigeno con cada vez mayor facilidad.

Existen modelos gue describen este comportamiento. ELl mis
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(4)

simple y conocido &s el de Monod-Changeux que simple

mente considera la existencia de dos conformacionés de hemoglo
bina diferentes, cada una con diferente constante de reaccidn
K(Fe+-402§ Fe402). Klyhxz corresponden a las dos conformaciones
extremas (oxihemoglobina y desoxihemogiobina).  Tambien entra
en la teoria la concentracidn relativa de moleculas en las dos
conformaciones. Con estos tres parametros se reproducen las cur-
vas experimentales de la figura 4. La hipérbola . correspondiente
a la mioglobina significa simplemente que existe soloc un hier-
ro y un valor de K. Si para la hemoglobina-k1 fuera 1gual a K2
la curva tambien seria hiperbblica, pero no se conocen - casos
de este tipo. )

Estos modelos no atacavan el problema fundamental de una
descripcidn en un nivel molecular de como se difunde el ligan
te del solvente hacia el ion de hierro. Faltaba un modelo -mi-
croscbpico de los aconteciﬁientas.

- Una buena parte de las respuestas ya era conocida '@ "porgue
Landau demostrd que un sistema compuestd de N componentes ti-

ene---weN estados de energia casi degenerados(s)

. Aplicado a una
proteina esto significa que hay un enorme numerc :-de estados
(NHb Z 146) con energias del estado fundamental casi idénticas.

En estas condiciones la difraccidn de raios X nos da sola-
mente una media tomada sobre un .conjunto de moléculas, cada
una de las cuales tiene una conformacidon un poco difernte y - una
energia ligeramente diferente: En esta situacidn media no se
detecta un camino (canal) para el pasaje del ligante.

La respuesta reside en la dinamica de 1as_p:oteinas, ~tal

como ha sido analizada en los ultimos 10 aﬁos(6’7).
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Experimentalmente los estwlios en hemoproteinas inciluyen
principalmente la cinética que sigue despues de la foto~disocia
cidn del ligante. Un inpulsc d&: luz de longitud de onda apropia-
da disocia el ligante (fig. 5). En experimentos efectuados en
bajas temperaturas (< 40K) se kam'a comprobar que el ligante
disociado no se aleja mucho del ion de hierro y, una vez el
impulso temmina, se asocia via efecto tunel (fig. 6).

| En temperaturas un poco mas altas ‘(40-200K) el ligante  re-
corre una distancia mas larga, hasta que, en temperaturas cer-
canas a kas del ambiente, se'escapa de la proteina.

La reasoclacidn ha sido analizada en funcidn de varias ba
"rreras de potancial que el ligante tiene que atravesar er el
camino hacia el ion de hierro (fig. 7). La primera corresponde
a la penetracion del liganﬁe del solvente a travez de la superfici¢ de la.
proteina. Ias otras barreras todavia no han sido identificadas.

Expe:imentalmente se obtiene curvas como las de la fig. 5.
Si la reasociacidn :consistiese simplemente de un salto por encima.
de una barrera de potencial, la dependencia de la concentracion
de las moleculas réasociadas en funcion del tiempo, seria ex-

ponencial y a.que:

K = Rexp(-E/KT)

donde E reprgsenta la altura de la barrera, y K la constante de
reaccidn. Se obtiene-un acuerdo entre la teoria y los resultados ex
perimentales postulando una distribuéddn g(E) de las. energias
E, cada una de ellas correspondiente a una conformacidn un po-
co diferente. Las moleculas congeladas désde la temperatura am

blente se quedan'en una de estas conformaciones dependiendo de
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la rapidez del enfriamiento, etc. Abajo de 200K la energfa té&rmi-
ca no és suficiente para permitir que una molécula congelada en
una -conformacidén pase a una conformacidn diferehte. Por encima
de 200K cada molecula pasa por una variedad de conformaciones.

La difraccidn de raios X ha dado un apoio a estas ideas. Me-
didas en funcidn de la temperatura (entre 80 e 300K) han sido ana-
lizadas para obtener la amplitud cuadrada media, <X?> de los mo
vimientos atémicos: de casi todos los atomos de mioglobina(8).

Ha sido demostrado que <X?> &s.de la orden de 10 82, siendo
mayor para los atomos de superficie y menor para;&es del iInte-
rior de la proteina (fig. 8) de acuerdo con lo esperado.

La espectroscopia de Mdssbauer tambien ha sido efectivamen-

(9)

te utilizada en estes estudios . E1 factér f (Debye-Waller)oor

responde a la fraccidn de los nicleos de re’’ que emiten los
rayos gamma sin emisidn de fonons. Este. factor permite el cal-
culo de <X2> del nficlec de Fe (fig. 9). Lasmedidas de f en funcidn
de la tewperatura sirven para obtener-un tipo mas de informasion re
lacionada con los procesos dinamicos. Como la vida media del es
tado excitado del F&>’ as de:10"%s, los fendmenos que .ocurren con
frecuencias mayores que 108/s seran sentidos por el ¥y, encuanto
procesos ' mas lentos que 1083-1 no seran notados. : El’:efecto
Mbgsbauer muestra que en temperaturas alrededor de 200K se pa-
sa de una situacidn a otra.

Mucho esfuerzo tedrico ha sido dirigido en busca de una in-
terpretacion detallada de la dinamica de'proteinasclo). Existen
varias escuelas con interpretaciones bastante diferentes de las
cinéticas de foto disociacidn. La complejidad del problema &s
grande y no se debe esperar una descripcion completa en un futu

ra proximo.
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Por otrc lado, estd en.juego una descripcidn microscdpica

que permita juntar las cantidades observadas en las cindtieas

de fotodisociacidn con las constantes macroscopicas observadas

en experimentos de oxigenacidn.
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FIGURAS

Fig. 1

Fig., 2

Fig. 3

Fig. 4

FPig, 5

Fig. 6

FPig. 7

Fig. 9

Heme, la parte principal de la mioglobina y hemoglobina.
El circulo representa al ligante (p.e. Ozenluxﬁicnmmﬁ

fisioldgicas). El ion de Fe no estd exactamente en el pla
no de cuatro N's (Vef fig. 3).

Los estados de carga y el spin § del Fe dependen del
ligante.

La posicidn del Fe y de la histidina prdxima para (a)
el caso del Fe sin ligante, y (b) con ligante X (de 1a
ref. 11).

La aﬂnuaccﬁ&ram1oz vs presidon parcial de 0, para mioglo
bina y hemoglobina.

la cinética de la -~reasociacion después de. la fotodisociacidn

de O, en la mioglobina. N(t) - la fraccidon - .de  1ligantes

2
no-reasociados en funcidn de tiempo y temperatura . (de
la ref. 6).

Los dos posibles mecanismos de transicidn de un e-
lectron o molécula del pozo B al pozo A. En el caso de
los ligantes de hemoproteinas predomina el efecto tu-
nel abajo de 40K, y proceso Arrhenius. adima de 40K.
Vision esquematica de las varias barreraé de potencial
6hETé el solvente y el atomoc de Fe (estado ligado).
Movimiento <x2?> de los atomos en ia mioglobinacﬂﬁimidq

Eﬁar difraccidén de raios X. El ancho de la faja és pro
porcicnal ‘a <x*> (de la ref. 8).

Variacidn del desplazamiento <x?> del Fe en mioglobi=-

na en funcidn de la temperatura. Resultados de experi

mentos .dal efecto M8ssbhauver (de la ref. 8).
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