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Introducci6n y objetivos 

El estudio estructural de proteinas ha permitido en años recientes encontrar las 

relaciones estructura-actividad. Su aplicación más importante, aparte de la comprensión de 

los procesos de el desarrollo de nuevos 

de las 

ningún 

Hoy en 

núcleos 

",W¡'~~~~ca para 

de 

La 

coDollllíoa mucho la 

pueden 

ms<lía¡i!é(e1 ¡ííaJrcaJe ~~~ selectivo 

~ :":~~~~"~ ~~es;pectrosde2, 
:~~~ ~¡~ 

Conocer_la estructura tridimensional de las proteinas es útil en-algunas aplicaciones 

de la biologia molecular, ingeniería genética o en el desarrollo de nuevos fánnacos, pero la 

técnica para resolver estructura de proteínas es un área que no ha sido suficientemente 

explotada en México, esto como consecuencia de que no existe la infraestructura adecuada 

ni el personal capacitado para la realización de dichas tareas. 
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Los objetivos del presente trabajo son: 

11> Cimentar las bases para utilizar la Resonancia Magnética Nuclear en la elucidación de 

la estructura de proteínas en México. 

3Dde 
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Protelnas. generalidadei 
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inhibidores, principalmente en la transducción de seftales; o la fonnación de enlaces disulfuro, en 

el que cistelnas separadas en la secuencia, quedan unidas mediante un enlace covalente, 

manteniendo juntas dos regiones separadas. 

Figura 1.1.- Estructura qu{m;ca de los 20 am;noócidM más comunes presentes en la mayor'a de hu prolelnas. 
Aunque existen algunos otros aminoácidos porticuJaru de ciertos seres vivo.s, es/m 20 aminoácidos son comunes o 
lodos,' estereoqu{micamente casi siempre pertenecen o lo serie L Su estructura qulm;ca general es: H2N-HCR. 
COOH. donde R es la cadena lateral que corDe/eriza o cada uno de ellos. Exislen varias formas de agrupar los 
aminoócidOJ, todas el/as dependen de las caracteristiCQ.f fuicoqufmicQS de la cadena Ialeral (R): la más general los 
agrupo en base en su polaridad y afinidad por el agua. De esta manera, tenemos /03 hidrófobos, cuya cadena lateral 
esta compuesto por metilos y metilenos; los polares neu/r(lf como la Thr. que posee un OH en su cadena lateral y los 
polares cargados, los cuales por/as condiciones del pH fISiológico se encUentran pro/onados (NHJ +, G/n, Asn. etc.) 
o desprotonados (coa, G/u, Asp, etc.) 
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Los aminoácidos poseen la estructura general 'H,N-CHR-COO·, donde R, la cadena 

lateral, detennina la identidad única y, por lo tanto, su estructura y su reactividad. La fonnación 

del polipéptido o proteína involucra una reacción de condensación de los aminoácidos donde el 

nitrógeno de la amina de 

fonnar 

de 

Flgura/.2.- Elementos regulares más comunes de la estructura secundaria: a) las a hélices, b) las hebras plegadas 
p y c) 103 vueltas DI U. Los prolelnas son macromoléculas altamente estructuradas con regiones de Conformación 
local particular, Estas conformaciones locales dependen de muchos factores, entre los que se encuentran: la 
polaridad de las cadenas laterales Y,los puentes de hidrógeno. En la figura se muestra una a hélice (una de varias 
conformaciones existentes de esle lipo; los di/eren/es tipos de hélices dependen del número de aminoácidos por cada 
vuel/a y 'del diámetro de la misma); (ambién, se mues/ro una hoja plegada p antiparalela (en el caso de lar hojas 
sólo hoy 2 IipOs: las paralelas y antiparalelas); las vueltas en U también adquieren varias conformaciones 
dependiendo de la dirección y de la disposición de los aminoácidos en esta estruclura local. 
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Figura I.J.- Planos de IQj unidades peptldicQj y nomenclatura de los ángulos de torsión interplanar. El enloce 
peptldico (~-N) posee un carácter parcial de dC?ble enlace, debido a lo deslocalización del par electrónico del 
nitrógeno; la deslocalización del par electrónico restringe el giro del enlace ~ -N. quedando restringido el 
libre giro a los enlaces N-C" (ángulo,)}' ca~'" (ángulo \11. 
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Para cada proteína, el número de confoIlIUlCiones. que puede adoptar es astronómico, 

debido a la gran cantidad de enlaces y a la rotación qUe presentan algunos de ellos. Sin embargo, 

cada proteína se pliega en una estructura activa única Una de las principales fuerzas que 

determina y mantiene la 

de 

Este 

de la 

if.4i;i1 '.i~j .~~dena e 

e 

fyorla de~~~El 
Pue1l!e!.de f!,..dJ;Qg~ el 

;¡U;~'¡;Ú.,~.at¡íl~lfcil~~~~s;;;';~Ií."Íe;: El virus atrajo la atención 

mundial cuando en 1960, algunos investigadores encontraron que em uno de los muchos virus 

que contaminabao las célulaS del riñón de monos· macacos rhesus, que fueron utilizados en la 

producción inicial de la vacuna contra la poliomielitis de Sabin y Salk. 

Preocupados por los posibles efectos adversos del SV40, los investigadores pronto 

encontraron que producia aoormalidades en células aoimales y cáncer en hámsters. Basados en 
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La pooteioa del antígeno T del virus siamés (SV40Tag) está compuesto por 708 

aminoácidos. En el presente trabajo sólo se utilizaron los aminoácidos 1-108 (SV40[1-108]) de la 

región amino terminal, debido a que esta región ha mostrado ser capaz de inducir la 
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transformación celular por si sola. Además, ha mostrado que posee la capacidad de inhibir la 

actividad de las proteínas Trp53 y Rb 1, que son las responsables del control celular; esta proteína 

promueve la transformación celular de células nonnales a cancerosas. 

'l> iniciador de las funciones proteicas que promueven la replicación del ADN por mutagénesis 

'l> funciona como helicasa para desenrollar el ADN, previo al funcionamiento de la maquinaria 

de polÍDlerización de ADN 
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La estructura primaria del fragmento 1-108 de la proteína SV 40 es: 

1 5 10 15 
Met Asp 

30 
Leu Met 

45 
Arg Lys 

60 
Gly Lys 

75 
Lys Gly 

90 
Gly Glu 

105 
Trp Cys 

Ser-

(12.4 

kDa), 
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Resonancia Magnética Nuclear, generalúJades'-11 

La resonancia magnética nuclear (RMN) es la técnica espectroscópica más eficaz en la 

determinación de la de moléculas orgánicas e 

de 

se 

la 

mm:OO:im::re~é~:.~c~~~S:~~¡:~~~~~~~~t.1:~~~!~tOOI'IOIP~~1~S~~l~~p,~il~~ 
di 1O,~~l!:.J¡¡i~I)s en la 

detenninación de una a partir de 

espectros NOE 20 (NOESY). Con el recienre desarrollo de los espectros 30 y 40 Y los 

espectr6nietros~de camPo ruto (750 y 800 MHz) el límite de peso molecular se ha incrementado a 

más de 30 kDa (un poco más de 350 aminoácidos). 

En general, muchos de los avmces metodológicos recientes en RMN, se han basado en el 

desarrollo de una gran cmtidad de secuencias de pulsos para la obtención de diversos tipos 'de 

info=ión de una muestra, asf como de los diferentes núcleos que se pueden utilizar ahora. 
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Marcando unifonnemente las protelnas con 13C, I'N y/o 'H, muchos experimentos nuevos 

pueden aplicarse para obtener mejor información de los espectros de RMN. Esto incluye el uso 

de los amplios intervalos de las constantes de acoplamiento heteronucleares, para dispersar las 

seilales en espectros multidim~nsionales.reduciendo·con.ello.el traslape de las mismas; de las 

constan. tes.d..-.;co¡;¡amíén\llli;ele\bM~1J1~~\Jxtrab¡¡iJci~i6i¡~11'C9on~ ángulos 
.. (.\\'\\\\\:Ii;¡\\Jt\íi \)n\J~,I" \\. flU, ,.I¡IUlrt! n L l/In" ..... 

diedro u¡n~9"-en e refiílamiento-de·la-estroctura,-;~emáSJ!~I. uso de é,~1 e<lltadoS 

1 ., \l' --h-r-· I ·..r-¡,Util· d I ~ í>;"d I--;'-':':::'~~'!..U I 'bl se ectivamenre P91 .. eteronuc eos. {! Izan o as secuenCias, e .. p:u sos ap«)p'l~es poSt e "-' ,r-... nl..-'" "". C" " '1. ... ' ......... ~-..:..;I' 0<--- _.v .1 fI.:.~'~ /..,. . '.' 13" .... ~ !.is,.~ 
crear sUr~~~~:~.2,410s que",~~~~\e protones~~,~~::a.~ ... c'o\..,-"~~~~YfD1ente 
incluidk il1~cli\i<!1>,f Simplificand,gi éon' ello conSiderablemente los espef~ltY; .. fa):!,li¿;'do el 

'''' """," "iIf.<:. ftA'f" ·\,'t ,·'AI ' '>" • h'.I.~' ~ 
trabajo de78si8!!'!cio~e'lasreilales&A'deñiás, las iécnicas.de.edicióntÍsOtO'pi~enContrado 

unaamii~~;li~~'f6~éñlfl'''' s~g~;).:~ 1.·~.-.. 1::;'",- ¡{:-¡ ~~. \W.~ 1 

W 
ild~innl~JIBfjljj¡ =1 ~.~_._--- ... _'"; ¡SI ~.w..:ftA!;"lf2nel~l@ 
¡f~~~tP3'g(J,< m ).,~1¡ ~ - ~ \1;P~~~Wt{1~~~ ~ 

'Mú&aS"deláSl~ciasJae pUí~oi1l!e~lladas recien¡~méúi;;!kllan""hineficl¡¡¡¡o por la n r:¡i1~M',~~ilí~ ~ !~""'ll ~\>r-_......... ',' i ":J<;;11~,¡ ",,'l!~~!J\1l 
incorp2ra'ción,ije'la,tecilolo-:\ra'¡¡e,pulsos de graiIi, 'en.Ie.'de, campo"Estos,~e.htesíseÜlÍtili:i.iín en la 

JI "\ ¡;¡"P"'cI.\1 \J " •• "1~' ~;" ...... ::' . ";J' 'c· ;~b[oil~¡¡ ~P.I" 
selecct~~jtd.~~IJ.tilVlas ~\w.'~m!nsferencia ('d. el'Co. he¡'eifClll.· ,,(q¡.~('~etéilriinaJiil ~eza 

o.o.~ fl, ~.~~"'.1 t~ " -~I ~l "I/t€t1rí~~~Y~<r~r~~ l .. <:»~;~tf t: .. 
v 

i.fl '~¡ M ~ ~ f-d • 
multidiiriehsioÍÚl)j de.IQslel'P!m!!!.' entos de RMN)., y. ,~:.Ia. :.SUPreSiÓÍl.~ .. de. ,señále~n\t~CSéádas del 

~ ¡~' 'i,.\) ~ \ ~ • Wll ¡;h'p~, .'f" I 'i! X1 .v Ji! t~;¡ IJ '1 
diSOlveilt~I(gerie<!ilmenJe;agJ;.) .se\han desarroll~o~.si#ifi~átiv~ !l'ej~~ meto'dOIÓg.W¡~ 

~,~ ~ "'~, ';¡f" ~ ~~ ¡--, '" , " • '¡ .... ,," "Ii.~"","" " ·"1 ~~;:' I ~ -.... ~. I '.,,-J,. WJr.-/~"'..t. ' v, ' ", '1..... lE'" " . " .' .". ,,,,,-,,,". 
• •. \." ' ;1"""""""'1 ". . .... .. '. -,~....) ..... ,j.. :;ir 
.' .. ~ __ , .... M '1. ", • '. 1,. • l'~ \.1. ~ 

Lot avances'; ~~~~~~,~,_ que h~: aco~~o,\¡A>~estosfi. nuevost:ldes:urollos 

metod.f!fgi~~,;::,,! el ~~T.!71~ .. ~el "f'?!""~~w:éti/"0ejo~\~Ja precisi~:! ~~~i1idad 
en la electióiiica'iiue geñera los pulsós,de' radiofrecuenci .... el desarrollo del hardWiire j>ara los 

~ .• "M:,~ ~'V "~ '- .':;' . ". "..-....../"., , 
pu1sosr~~ ~,~h~~de'.~P.f~Yl.!Pejt0F.I~n lá·tecnología de ,la son4á /'.- ..... ~ ~;..~*".,.'"~., 

""''';' ")"" ", i i ' \" ~,.",'~' ",' , "'" i. ' ,; .• #""" 
4' - ,··-:-t." _: ~ '" .: .. 1'" l.:.... '.0,;",> • ',,...01 

La '~strategia generW'(figula i:l)'para la deternllnación,de ,la estructurií'tiidimensional de 
- -r.", .. • ...... r-· "..) 

una pro~eín)t,(es!rnc~;!~~i~a·d~!"i>roteí~). utili~d? espectroscoPia;.dá'_~ involucra 

varios pasos: (1) asignaciÓ~dé'liís"seílales de RMJ'I,(~l;I; 13C y UN) a átomos o grupos de átomos 
l' ' -.:,~ 'J.. 

de la proteina. (2) extracción de las restricciones experimentales de los datos de RMN. las cnales 

proveen de infonnación fundamental acerca de la posición espacial de estos átomos dentro de la 

proteína y (3) el uso de las restricciones para que un programa de cómputo obtenga conjuntos de 

estructuras de la proteína, cada una de las cuales satisface las restricciones experimentales. 
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masa mO"~81~%L~ p~DteiJja."Ua pripter.·'iip~~Jiaci,5Í1 im(oluc:ra eilclusivarr,ente 

detenninación de proteínas cuyos pesOs"'!i¡¡le¡:UlIiu.);,S;~~lmlpor· débÍijo de los 5 KDa. Este método 

se ha utilizado con un éxito muy limitado para protefnas cuyos pesos moleculares superan los 10 

kDa;cómó -una ruta más eflciente se ha extendido la estrategia de asignar experimentos 

heteronucleares de tres dimensiones, aprovechando el marcaje isotópico de 13C y/o "N .. La 

presencia de ese marcaje se utiliza simplemente para dispersar los espectros 2D homonucleares 

de acuerdo al desplazamiento químico del núcleo de 13C/''N al que se encuentran unidos, 

incrementando de manera significativa la dispersión espectral. Los experimentos de triple 

resonancia, que correlacionan los desplazamientos químicos de lH, 13C, 1~ en subconjuntos de 
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señales relacionados a través de correlación escalar, proveen una" gran alternativa parn lograr la 

asignación de sei\ales a una secuencia de aminoácidos específica. 

El desarrollo de 

se 

~E~4.1~~~~~~~~~d~~;;'efpe1odo~é me3"lado en la 
~. ~ -~, . 

fre'cu,:ncia propia del núcleO:Cltie"'ófill!J~l9ic:ru¡~i@~sía m,,,It~",:ióií se traduce en el aumento y 

la disminución de la intensidad de las señales, de una fOnDa muy similar al libre decaimiento de 

la inducción (FID, en la segunda dimensión IJ) y si se realiza una segunda transfonnada de 

Fourier, obtendremos un espectro cuadrado con dos dimensiones de frecuencia (mJ, Ill]). En los 

experimentos homonucleares 2D, las señales de la diagonal son iguales a los experimentos ID y 

los elementos de correlación entre los espines son las seflales fuera de la diagonal. 
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'!le¡ '1U! se crea 

'. 

Figura 2.3.- Esquema para obtener experimenlos 2D. Con una secuencia de pulsos se obtienen n experimenlos en 
los que se incremenla periódicamente el tiempo de evolución (tJ. La primer transformada de Fourier (que opera 
sobre el tiempo de adquisición, t:J genera n espectros ID cuya inlensidad está modulada por el acoplamiento con 
otros. durante ti. Al lomar uno.frecuencia a lo largo de t, se observa una variación de la intensidad de las seila/es. 
este comportamienlO armónico es idéntico al FID que observamos durante el periodo de detección; al realizar una 
nueva transformada de Fourler sobre 1 .. obtenemos el espectro 2Do' las seiJales de la diagonal son similOl'e3. a las 
que se obtendr/an en un espectro ID Y las seifales fuero de lo diagonal nos indican la co"elación entre dos núcleos; 
el significado de las correlaciones depende de lo secuencia de pulsos utilizoda en cada experimento. 
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Los experimentos se distinguen por la naturaleza de la correlación obtenida durante el 

. periodo de mezclado. El acoplamiento escalar enlte protones separados hasta por !tes enlaces de 

distancia es utilizado en el experimento de espectroscopia de COrrelación (COSY) para generar 

las señales de correlación ~sJ!ales.fuem.de·la.diagonal) .• E~rimento de COrrelación TOtal 

(TOCSY •• tam¡;¡e&'~~niídbíCon'ló 1¡¡'b'iL~).~! ex~LlJ.QMR~~~Il4hn) es 
. (.\~\\:-J\-~\\\)¡'\Ü ;1r,vftJffl'r~ nü'IUIlutY/j.j f( /VI .~~" 

de un valor\m,¿~\espe~ yil.que.potencialmente·pueden·obseJ:vars.; to<Jas las' o :¡ones enlte 
'\ 'J \ ~,' . ""'1 t'd'm ---~ .... " 1.1 , 1. 

los protogr!que","co~~ ~lf"~i!t~ma~de espines de '!!l.lJ)mó!~~estp es, ... el~ protones 
__ o "'; •• , 'i)\~, ,,19. ~ ~~~~ /¡''''C .~ 

que ~ecenr, .. a"un.antinoáéidO~(H •. 'H", H • W::::';tl!.,.pi'óduce un_P.!'trón1Q.,._acop." amiento 
V ('1fj,'.M~4! 'l'l~il¡;¡ ...?:~. h1 W{¡o!iP'~~V 

caracteffstiC01P9~.,~.SU1,ijeSPlazamie'!!",. qüfi'ñ¡co, el ñúm~ .. a.~l.seflales y la 'Pu!t¡~·liC.Ciid8d:~ . oe éstas 
~ '. <i(~ J7,,",,;\{\\~ "'..,..... '''~1 ~~:.;....;;J'. 

(figura ~ 2;'1l~ ~~ ~s":lV:?~.rci(dOQ~_.se~o!iS$M.JLf!~~éá!.íP.8~hauser) 
correlaCib~IOS¡p.W'{Jñ'~.c~F',o,~~~~~iO L::t~1~?~? pu~v~~~WJ~a 2.2 la 

d'f¡ ¡;¡J~mttn'II!.Í.!iJPJIY .. ,~.-.\. ,nO, I tural dI' t~.~L'I'iid,-;!WIE' ,R 1 erenCIa en e'\j¡)¡.v'~a ex~nmentos:es a na eza e pen ue:mezc o~ I il 
l!tlJl'Y,t~y~' . ¡lp""f.~~'"' '"*"',·\."A c--., ~i.._ 1.~;;:r;!Vlo/!'i'· J. lJ 
~ .. 'li (;r,il~,Q ~c:·,· '<?J~,'1 le~ • 
~ ... 'i.:!.ilDu tilhrll:D~l •• ~ • ..t.. ~ u. ~ GIn.GIu.Mec .t' 

... Ia le.., lbt 'o., \"·'Y 'N'" -""' .... 

... ''''' 

'" ., ..... 

'" 

~rl.·~,~~~r '" ,. 

P=~~==r=~, ,~='==T==r==:L , , 
Figura 2,4,· Sistema de espines de los 20 aminoácidos más abundantes en la naturalud En este esquema 
observamos la similitud entre los sis/emcu de espln de varios aminoácidos. GI", Glu y Me/ presentan 6 seRales en el 
espectro (If [no se muestro en es/os esquemas]. Ir. H'. d', /P, H''), ocasionolmelJle los ¡.¡# y IP aparecen como 
una sola selfal (son equivalentes). Algo similar sucede con los amln06cidos Asp, As", Cys, Ser, Hu, Phe, Trp y 7yr 
donde se observan 4 seRales y eventualmente los protones d son equivalentes. Los aminodcidos con sislemaS de 
espln único son Ala, Thr, Val, GIy e l/e. 
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En la primera etapa de la asignación de las señales de RMN, se asigna el sistema de 

espines a un grupo aminoácidos cuyo patrón de señales es similar en los experimentos 2D de 

acoplamiento escalar (TOeS)', eosY). 

res\~tÍldlo de la 

qUÚl}Í'Cós i~él{ticos o 

por~~~~~~~!~~M~~~rn~l~~~a~ ~~j(~cende 
HN

• UU'l. ,·c¿ <1110 ':lI!~íí('p<;<l'!"M'i~f~e¡¡éJ'II,~e resiiluos 

por 

secuencia de 3 ó 4 aminoácidos se puede. asignar a una secuellcia específica con una certeza del 

99.98 %; una vez localizado el fragruento se puede ampliar fácilmente en ambas direcciones. Este 

proceso se repite basta que todas las asignaciones se hayan realizado. 

La asignación completa e inequívoca de las señales utilizando solamente experimentos 

homonucleares, generalmente es inadecuado para proteínas con peso molecular mayor a 5 kDa, 
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en protón (IH) durante. 1,. Dos transformaciones de Fourier nos proporcionan el espectro 2D, en 

los que se obtiene directamente los desplazamientos qulmicos de los protones y el 

desplazamiento qulmico del nitrógeno al que se encuentra unido. 

(A) 

11 

" u)' 
tJ' t, 

" Tt' t 
tJ,t, 

rrr::n'W-
(B) ~.-L..!.!'-+ 

2~ T,.. 
:t 

',./, 

'" ':rw
~ 
~--"--'-~ 
ml:rw-

/2 /, 

pla"o J 

/l./{ 
,; 

,. , 
plano 2 

/7 
= -

planull 

/-A-/ 
Figura 2.5."- (A) Construcción de un experimento de RMN-TF-3D a partir de dos experimentos 2D. El periodo de 
detección de la primer secuencia de pulsos es eliminado junto con el periodo de preparación del segundo 
experimento. Los tiempos de evolución se transforman ahora en t. y t2 Y el periodo de detección es tJo (B) 
Procesando el experimento 3D. Los tiempo de evolución t, y t2 se incrementan m y n veces, respectNamente; 
primero, se obtiene una serie de m espectros e1l los que se incrementó tI. mientras t2 se mantiene constante. A 
continuación, se incrementa t2 y con este nuevo valor fijo, se repite la serie de experimentos incrementado ti' Este 
proceso se repite _ n ~_eces. Al ,efech!...ar las dos prim~erf!S_ transf~~mod~ _ rj'f _Fo~rier (sobre _ÍJ y t¡J, se obtielJe un __ 
conjunto de n espectros en 2D. La iñtensidoa de-/tU seRales en este espectro estarán moduladas por el incremento en 
tlo por lo que al aplicar una tercera transformada de Fourier creará el tercer eje en el dominio de lasfrecuencias. 
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Preparación Evolución Mezclado Detección 

~esp,laza¡mi9,ió"'Cl~.~ilJbi,cado el 

asigna al grupo de 

aminoácidos que compartan el sistema de espines que coincida con el que presenta el espectro. 

Pma asignar a un amiDoácido particular es neceSarlo utilizm. el experimento JD-NOESY-HSQC· 

(que se construye de la misma manera en la que se hi"" el JD-TOCSY-HSQC), pma lo cual 

primero se obtienen las conectividades secuenciales, utilizando las correlaciones entre los HN del 

esqueleto. Una vez encontradas las secuencias se comienza a identificar las posibles 

combinaciones de las franjas con la estructura primaria de la protelna. Como se indicó 

anierionnente, cuatro aminoácidos son suficientes para hacer W18 asignación a dicha secuencia 
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con un 99 % de certeza. Cuando se han asignado todos, o la mayoría, de los sistemas de espines y 

se han coloeado en su posición dentro de la secuencia correspondiente a la estroctura primaria, se 

procede a obtener las restricciones de larga distancia de este mismo espectro. 
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_ 4trr¡r; 
T ----, 3kT' 

con 

la 

las 

éluc!S!!.ción esl!!'~tw4~;p;;;:;'¡ello es 

anterionnente mencionados. Cualquier ambigüedad en la asignación se puede resolver mediante 

un proceso- de cálculo iterativo, en el que se calculan estructuras de proteínas con los datos 

obtenidos. Estos resultados de estructuras preliminares se utilizan para resolver las asignaciones 

ambiguas, ya que estas seftales serían inconsistentes con las estructuras calculadas. Se hacen 

nuevos cálculos incluyendo nuevas asignaciones y eliminando o corrigiendo las erróneas del 

cálculo anterior; las nuevas estructuras, deberán ser mejores que las anteriores, utilizándose para 
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donde Iv es la intensidad de la señal fuera de la diagonal de interés. Debido a que estas distancias 

son estimaciones, es muy conveniente dividirlas en tres categorlas generales: 1.8-2.8 A, 1.8-3.5 A 
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y 1.8-5.0 A, donde 1.8 A es el radio de van der Waals que corresponde a la distancia de la nube 

electrónica de dos protones que están en contacto (cabe mencionar que la medición exacta de 

estas distancia no es fundamental para los cálculos de dinámica molecular, es más importante 

donde 

W¡lláctica los 

nasUi}~t':',.;;'!.'1:U . Los 

utilizan sólo aquellas delos aminoácidos que pertenecen a las regiones con estructura secundaria 

defInida (a hélices o las hojas plegadas (3), convirtiéndolas en ángulos para utilizarse como 

restricciones en el cálculo de las estructuras. 

Aunque existennumerosos métodos para medir la constante de acoplamiento, se debe 

tener cuidado con la resolución de los espectros que se utilizarán con este fIn. Se han desarrollado 
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Figura 2.7.-~ Gráfico que muestra la dependencia-de la const~te· de acoplami~o tJ~,J en/unción del ángulo de 
torsión ~ 

Despla1.llmiento qufmico. 

El desplazamiento químico de los núcleos es muy sensible al ambiente químico que lo 

rodea. Se ha observado que el desplazamiento químico de los núcleos de protón (Hj y del 
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carbono eje", l3d' y 13C""bonil") están fuertemente influidos por el tipo de estructura secundaria a 

la que pertenecen. Por ejemplo, los protones H" pertenecientes a una a-hélice muestran un 

corrimiento de su desplazamiento químico hacia campo alto, relativo a los valores que se 

presentan en los péptidos de.cadena-aleatoria."'Ocurre·lo-contrari~ corrimiento del 

desplarm~~¡¡!;rtM'a cW r,M.ls~hfj&) sl~lbl T.Q.nl~!JlJc.,Antra'il e~wui·¡I)Oja'Plegada-f}. 
. ~~~~t\\\l\Ut\Ü' :IPI>J.'v:..::.:..~ _ .:.::..~~i'1Ul/rt1 U q/¡nr,'i 

Estos ~ I~\~ rum.J!lterpretado e¡Qi!ññmos de los m'dl.i!e!;d/!'desplazam enlo,qulm,co para los 
l ... ~ "\. r': ' nl~ r--_..:vV.l 

núcleos anté'ñormente,menciodáliosJ lá\que permite una,prcilicción·muy precisa de;los,eIementos 
- ., V ';;l>ll ,t!{' ~. - .t;~ ~ " "-- ...... :.:::::---

de la iül;tw:l':~~cund'!fia dé'la'pr~t~~\ X--' \.~.g-.JJ.;",.¡::.~ 
~:i(~\ . .,Y.~~:fi '<':¿'l U~. 5.$ 'w'~~~Y 

C4LctftPdifi{~,;.,~fJl!!.GXUMfJ!fRC~,:it.'P4RTJR DEJ{J1I!:tiif¡Tor~~f;RMN. 

•

'" ~~"'Ó!. 1tl>:?1i~ &A. 1'ff l~ ~~tt~ 
¡ ~~&iiil' en~la'aRIWl!gi6iJ!ful~U'1'..PS!'.ime.w2idc¡..BMN''!'ftet!')a'dete'WinÍlCiÓn de 

HRIHQIhlil~P. ~ I#' t{\~. l~.tll \') .¡"""W' f~ ~nli','.·3 
la e 'á&l~prote{nas;l~co~~~lel}~~ desarrollo d~ los m'é.~fj,&O~~~táCig~es que 

'1' W ".".!a~l~¡;¡5[tunili dV" .•.• A--""'-d' ,l>¡."ln¡"" t\',.,. ... A uti :il~ sm)ñl0nel:iestrilc es env¡;wa;) de'RMN para geneI'a!';.;as estructuras tercianas. 
" .~'alJjl'l , . ..J,f .~.:-;-:.'tt"'''''' ,r 1"'>ln(iw.r'~,~'Nlnn;;~~J 

pesar ~ ti IP,fd.l"u.\kgr~ú1tiples métod5'§~d?CáJ.culo, ¡~s.rnd'u"íil&:;'dlfs'~~'"I~iaétbaIidad 
lr.~ ~r--t t;.~""'¡ ... ~~ .'~ ""'1 fi!J V¡WfYI3~ ~~.'" 

son: g ~ ~ ¡¡¡sti'i;c%tJ dinámica nt.;¡'J;;;'iFfé$;1lg;'da. !Ji ¡) ffl Ji. , ff ~ ~ , " ,,~¡~ 'l;,l~~!U,¡~f»J·tD ll~ M,~j¡ 
. f¡¡L' . \\(I}~ Geometrfa de. d.is.tancias. ~~. t ~~J .~. {. 
, '. J;:,".">",g. ,,"' ." • ~ .. '''''<>1><''' -1 ".... - ; I~, '~ ... \ ;->':;ft""~· t". ~,,,S':t. 1 .. ,¡ 

éometriade(distancias es una rama de;Jás'matemáticas,alllicadasia'la construcción de 
t\\~.Ji "'" ... ;;;,. \ " i-,' !;: /~C-".','.;~~ t.¡ i;'; 

estrucltlraSJ" partir de dis,;ancias~~~, siend.p mu~A\i.l:r)~90nstrucción de ,1" estructura 
'~1as( 1f,L!ff:lln • Wd · ... d 1';' ./,.f.~ .• " \:!;n\",fI l' d'''' . 

" tercl . f IAProtelUG:J;~p~en o fv., e~,-a;~~5Cl(tIJ' ~Jt~ por~$nclas 

~. ec o~&;'s'Ror los e~~.to .. '.:S. E¡¡¡g(.,n dos a1g0¡Zritmos ara el:cáIculo de las . ,.\ ' ~. ~~ ,d'''' -...,.r ..... 
tle P'2t. ~ ¡al~lp~4atos de RMN: uno que.~· ,.coñ·C¡iStanciaS"'espaciales 
'''Y' :: ..... ,......... .I .• j."., 

(llamado apro ió~ tIéhñaíri): ~ét¡i't') y 'el-t>tt¡fe;}eb~sJl3'ii!}de áhl!\lÍos'éle torsión . 
• """'I~ ,l. ~r-tb~. ,. ~.., /. . .","' .~..iL., .........:"~"" , t· ... ~ '- . ~\..: .... "C;«o o\:~\ ~~"-.4.. :t;---;:i~ .. ;'"''''$,..... ~. "\ 

Q • 4 ,..."., ••.• '~·~r ~ p-" '.,¡":~'.,. • 

priinet\¡progfari¡¡l.de:geometpa\!l?~cias,~I1a.Po'~aja ciilcl'la,r.:c;structuras de 

datos de RMN estuvo b~¿J~iffi';:;¡ó'\l~triz ~é~~: (DISGEO). Esta involucra 

cincofases distintas: 1) generación de la matriz~e las distancias de los enlaces, 2) refinamiento 

de las distancias de los enlaces, 3) generación de distancias de prueba, 4) fijación (embedding) y 

5) optimización. En el primer paso, la matriz que se construye contiene los límites superior e 

inferior de las distancias entre los enlaces de dos átomos directamente unidos; una matriz 

simétrica de este tipo contiene (N' -1);2 distancias para proteínas con N átomos. La distancia 

núninia inicial es la suma de los radios de van der Waals de los dos átomos, mientras la distancia 
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máxima es la derivada de los datos de los experimentos NOE, o en caso de no contar con ellos 

(como sucede cuando se utiliza el algoritmo de espacio de ángulos de torsión), se utiliza 

cualquier valor arbitrario, tan largo como el propio tamaño de la protelna. En las restricciones 

iniciales también se covalenle" y los ángulos 

pJtl,lF1NilMA [¡ n~TIJltJ/! [J 

refi~J?~~~~::~1~1i¡~~~~i: del 

disminuyj~;~\q' ~tájilfi#e'lle la 

i,j 

y,tOlldSl<fl, por 

si 

son 

calculadas utilizando los tres y los eigenvectores asociados. 

" Eingenvector'es negativos implican distancias negativas, por lo que se descartan las estructuras -

que den estos valores. Las estructuras que surgen de este proceso podrán no satisfacer todas las" 

distancias, por lo que es necesario un proceso de optimización que satisfaga las distancias 

máxima y mlnima de los enlaces. 
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La optimización se lleva a cabo con una función de error que mide dicho error entre las 

distancias de la estructura calculada y las condiciones límite. La fOnDa típica de la función de 

error es (E): 

La geometria ·de distancias se considera el método óptímo (rápido y confiable) para 

calcular las estructuras iniciales de los datos de RMN. Sin embargo. cada una de las 

aproximaciones anteriores tienen ciertas dificultades . 

. El éxito del algoritmo de matriz métrica depende estrechamente de la adecuada elección 

de las distancias de prueba En la mayoria de los programas que utilizan esta aproximación, dicha 
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distancia es un valor elegido de manera aleatoria entre los límites máximo y mínimo del enlace. 

Con ello se aswne que el conjunto de las distancias posee una distribución unifonne entre los 

límites de enlace, mientras que en la teorla de poUmeros se predice que la distribución estará 

sesgada hacia los El resultado es que esta 

9!StoKd~~J;~#en una 
~C!'~n~l~ irlteÍ'ilCC!!>'DF¡~enl~e los 

o las 

donde los términos K son constantes de fuerza. El primer término es un annónico de potencial 

que representa el estiramiento del enlace rovalente a lo largo de h y la longitud del enlace con la 

menor energla ha. que varia con el tipo de enlace covalente. Términos similares son utilizados 

para describir la energía de~ arqueo de los ángulos de enlace a. Se utiliz= dos términos en la 
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descripción de la distorsión de los ángulos diedros: un término annónico utilizado en ángulos 

diedros ~ en los que no son posibles las transiciones (por ejemplo. los ángulos diedros que 

forman los anillos aromáticos). mientras que el término senoidal es utilizado para ángulos diedms 

:;~'~:;;~~~~~~~~:~~ij~\~~l'I:~m¡j~~~~~A~~:~~:~ interatómicas de los p ,v31i'"d,,,,,_'Wwils (un 

al 

Los térnri(!1!'S 

de maneniilii!.nillar 

donde 

y 



Rqpmurdq MamId'4 NUrhar 31 

si 'Po > 'P; 

si tp~ .S iJ'IJ S tp; 
si I 

'Po > 'P. 

son 

@,¡!i;q.ble de 
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Desarrollo experimental 
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propio grupo de trabajo. La visualización de las estructuras se efectuó en Bonampak utilizando el 

programa MOLMOL" (MOLecules display & MOLeeules procesing, ver. 2K.l). 
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El experimento TOCSY puede mostrar (en teoría) todas las señales de la molécula; en la . 

práctica sólo se observan señales de correlación entre protones que no rebasen los 7 enlaces de 

distancia. Afortunadamente, el aminoácido más largo es la UsiDa, en la que bay 7 enlaces entre el 

HN y 'H; en los 3lj,¡p.~.d.O¡~~¡~"ffi@i¡,SfCñ~Pi'iw~M()·;4-Ó.5 .. cmJl~es 

los de'!~~~~~~~~~~~~~~~~;:::~~~~~~~~~~~: ~ y 

la posic:i61!'~ 

espin 

de la pJ~!¡'W!!i 

entre 

desplazamientos similares), mientras que la arginina (Arg) muestra 4 ó5("HY'Hson similares)" 

y la glicina (Gly) generalmente sólo presenta 2 señales (ocasionalmente los aH son distintos y 

aparece una señal para cada uno de ellos). La prolina (Pro) no aparece en estos espectros por 

carecer de protón HN (figura 2.4). 

"·~-~·i 
I 
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Ala 

proporciona seilales de correlación se encuentran próximos en el espacio 

(la distancia máxima a la que podemos observar este efecto es aproximadamente 5 A), sin 

importar el número de enlaces entre ellos, a diferencia del experimento TOCSY en el que los 

núcleos necesariamente tienen que estar acoplados y a menos de 7 enlaces de distancia. Otra 

característica importante del NOE es que se observan señales de correlación entre protones 

interresiduos (dos residuos de aminoácidos distintos) e intrarresiduo (del mismo residuo de 

aminoácido), mientras que en el TOCSY sólo se observan señales intrarresiduo. ~ 



36 

En ~I experimento 3D 'H-"N-NOESY -HSQC utilizamos los desplazamientos qulmicos 

de las señales que fueron asignadas previamente con el experimento 3D 'H-"N-TOCSY-HSQC 

(debido a que las 3 dimensiones utilizadas en ambos experimentos son las mismas). El 

experimento NOE de 5 A de distancia; los 

para 

y VH,_H,.LlI 

cad .. ~, utjJjz.are¡ilos il~!,:~uétu!1l ¡iJW,.lja de la 

este pro,:"", tonl3Illlijj,de;¡¡ual.quie('i!!d"na wl~.'r¡mjla 

(Mel, por 

I 
;....r. . 

. _ se presenta~metionma 
".".<'\ 

(todm¡¡!c .. '.inj~~,¡C!,:l2'¡;""C11~U~11raJ1,,!iás.~e,::: 1.'(. v~ •• en la SV~~'elfg~5'~.~.!!.e'las PQsiciones 

ft'ii;l"Ut§ yó6s.etviiun(,~c,Jál',,~, I . ác'd . .' '" .• . ..... ~·~I· d P.' e arnmo I o slgwente; examtnamos SI e SIstema e 
'. ... I'P-", .. ' : !i .. .. .. ".J/' . 

la'¡'t-J"'lranJa ~~~.ciSle~'!,~I~~!I\que observar/amos. para el áminoácido presente en la 
. : . ,,~~¡~.~,....~...-..."'-/, 

" .. ~l ~~oác.!do ~~rnte en la 

: .~~~~~os -ahaminoácido Mel 

ob:>érvaÍ·.!el;'arniIlloá,cido ;+1; nos regresamos a la ;+1 

franja y observam(js si el sistema de espines de ésta. coincide _con las que.-presentaria el 

aminoácido i+ 1 presente en la estructura primaria. Si nuevamente no coinciden las señales con el 

sistema de espín, elegimos la posición siguiente y continuamos de esta manera, hasta que se 

tenninen todas las posibilidades para el aminoácido i = Mel. En el caso de que no hayan 

coincidido, entonces probamos asignando la franja i a otro aminoácido de ese grupo, por ejmplo 

Glu; repetimos el proceso de obserVar el aminoácido i+ 1 y verificar con el sistema de espines de 
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la franja i+ l. Cuando encontremos que el sistema de espines de dos franjas adyacentes coinciden 

con dos aminoácidos contiguos en la estructura primaria, revisamos la i+2 franja, asignada a 

algún grupo de aminoácidos, cuyo sistema de espines debe coincidir con el aminoácido i+ 2. 

a1'20i?$elJ ~~:,~~~~:: 
se enclieDrnl!! pU~~J~;!!§eij4Wí·o, que 

que 

que 

en la estrijf.tura prinlÍÍii~.; ( e;¡;s¡'a¿I¡.IlOI~ .. cion~J¡e 

de 

~§cia 'lIl,enOl)¡"5-A~~Jpor la cual 

el (S1~.Pi;yl¡tf;~~!t~;;;;;;')'I';¡ñí~"", seftales de correlación 

observadas en el experimento TOCSY. Sin embargo, ¡,¡ experimento 3D 'H-''N-NOESY-HSQC 

mostrará sellales que no se presentan en el esPectro TOCSY, que son el producto de la' 

correlación entre protones de aminoácidos distantes, y serán estas sel!ales las que más nos 

interesan para la obtención de las restricciones de larga distancia, con las que fijaremos la 

estructura terciaria de nuestra proleioa Por ejemplo, la sellal del protón aH, en la franja de H,N, 

por su proximidad espacial con los protones del aminoácido j, mostrará una sellal de correlación 
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con el aminoácido j; esta señal será muy parecida a la que se muestra en H,N pero se presentará 

en la franja del HjN ubicada en el desplazamiento qulmico de ''N (figura 3.2). 

Figura 

.. ., .. ' .. .:."" ...... -

planos qu~,~]Ú?":''''l·e~~recliró~~:r~.UI'.p':9c'es~~in¡,~.;1~1"tO.,PO[ lo que es prefepbh¡ utilizar las 

subrutin\iSintegradas trabajo de ,~úsquedade.las señales de 

;~¡ñij~;~,d,e }(:ea1iy:"¡¡S.!ill~~!"'un cOrte transversal del espectro 3D a 

través de la dinlensión de ''N. dimensión utilizada en la dispersión de las señales de 'H (los 

planos desplegados por el progrmna muestran planos cuyas coordenadas son de desplazamientos 

qulmicos de 'H. figura 3.3). Las se!!ales de correlación forman un cuadrado. dentro del espectro 

se escogeo los desplazamientos químicos que forman dicho cuadrado y se hace un corte 

transversal del espectro. es más sencillo de trabajar el espectro de I dimensión de protón (a lo 

largo de los desplazamientos químicos de nitrógeno) lo que nos permite comparar fácilmente 
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estas cuatro regiones; cuando dos señales de larga distancia correlacionan, dos picos coinciden en 

. el desplazamiento químico en las que se presenten las señales de correlación de larga distancia. 

Adicionalmente a la anterior, otro programa (xppm) busca señales, alrededor de un 

desplazamiento químico determinado (con un pequeño intervalo de certidumbre), de la base de 

datos que se ha generado en el proceso de asignación y los aminoácidos en los que se encuentran 

las seOales encontradas. De esta forma obtenemos la seOal del protón con el que probablemente 

esta correlacionando ("H, 'H, 'H, etc.) y los desplazamientos qufmicos en los que se encuentra. 
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Por lo anterior, es posible detenninar fácilmente las regiones que poseen determinada 

estructwa secundaria y los aminoácidos que conforman dicha región. Para ello obtenemos el 



Hélice 

a-hélice 

a-hélice 

a-hélice 

a-hélice 

11 

III 

IV 

Aminoácidos 

9-19 

24-41 

49-71 

89-103 

41 
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IDdiI;:e de prot6n (SV4O(I-IOI» 

." 

• , 10 1 2 • " .. • " , lo " 100 • 

-<,., 

-1 ... ~ ¡." 

~
'i:l~Ii"\~ ~-,'<1"" ' ·,..·,f·:,1Rl ~ll'·¡"I!'I!.IX iI Wf.'l t}). M'"~ :r'~"'~' ¡ ..... l. j" ,j ¿~~"~;;~~1i\:=Ji ~¡'{i ri"~Y..R f1 tt e: 

Figura ~.r·I/?r4({~a..~~cfe: índi~e '.~e,: prOIÓn, en la ,~.~.ljl~~U~ ~il!~f! qr¡.~;c9'f~r:/9f·lfl ,ltITUclUra 
secund"f1q.7~arf';~ta gráflc!l">,se U1~lua el desplazam'ent0lP!bj,p!!~.J~;l!fi~l;~ó#"~ <l9'/~;:S!K'lfW'~ un valor 
de Indic~t ~!/; -,:J¿ G~~:J, >.(9..:1; e/lfrtdice es 1; si -f)./ S (~~:~.o:/:tf/1ñd¡~ ~;~.'f{nd~ces f?nl(~~Uf!: ~os indican 
Jo presenglg!Jd~;.~~emenlos regulares de estructura secun#r¡f1:{~!~IJay~all'l!!!f?3 ffndlCes -/.t.FonlflfJ!~,'·/ndican la 
presenciaJde'uno 'a:,hélice; si hay al menos 3 Indices / se tia/tiTó.de una ,~ión lipq 'hoja plégada filEn cualquier 

. otra serie"iiéllndiJeS iíó~e.J posible afirmar lo e:cislencia dé fin 'elelnénto diiiitrú'clura seCimdária. ti ¡~y 
\r1 \' ... ~" '?.:>-'" ~',;é/\:';/f;i :'t~~ . 10/ 
\\ ,> - '- ':: ',!'I/fr'""?',, ','-, !t 

j.:,¡¡,~~~ca d~ lnp;?, de protón,no ~ e~~l'l!P.~~~:~11iR~~ de hojas:l~ga~ll; las 

region~~restFt~s:¡¡e la proteína no poseen.uña eStru~ secÚíÍdarlÍl definida á:.,Y'.\ 
.{{ • '" " .... ~/~; _\ 'c .,'1> .... '~·l""'. ,;<' l ,111 '" . , , ,., • 
",,,. • .... ' " '/1, , . .,-1"''''1);>- l ,,,. '\..¡¡ • .....,. ...... :~ .. 

4.... . :- , . , ~: . . iI 
Adeinási~e.Ios datos de índice de.prot6n,.sCutiliza el'palró,n,de,señales de correlación 

. ..do-' ,. ~,. ". ~ , ~ " .. -- '') . /r. it /. Y ~ .. . '"" .. . .. ~ .... ,!. .; " .... ~ 

NOE de corl;l ~istanci .. para confirmar ,la'presencia:de';}~Jl!,entos ~on es~ctuta,secundaria 
¡(A, -:". .::.'~ .., .... ". . , 1 

definida,¡,7.YO,12"[;a 'interpretación cualitativa;;de, H¡. 'señales NOE,~secueitciales<íios permite 
., '. . .. ,.- ' ..... '\~ ~n-,.. ~.~ .... ..,. ...... ~ 

distinguir los elementos de estructura secundaria; por' ejemplo, las a-hélices se caracterizan por la 

presenciade sefiales muy intensas H,N-H'+JN, ademáS de señales de intensidad media (o débil) 

"H;-H/+/N, aH¡H
'
+3N, H¡N-Hf+2N y ocasionalmente se observa "H;-HI+4"N. Mientras que las hojas 

plegadas-p se caracterizan por sefiales muy débiles H¡N-H'+JN y muy intensas uHrH'+JNY'JO 
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Cálculo de las estructuras. 

El proceso de elucidación de estructuras de proteínas es un trabajo cíclico: una vez que 

hemos asiign~'W¡)..llÚ'!!'~~iti!~~~ft~~~¡q¡~wg¡ci'fl!e:~elll",¡J:!!!Llrestricciones para 

la 

más 

para 

la estr¡¡.FWi 

el 
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Análisis de resultados y discusi6n 

En cualquier determinación estructural por RMN es necesario primero asociar cada una de 

las seftales de los a grandes 

.de 

el 

por la 

aun 

la de 

y 

de la 

selecti"as favorecen la aplicación de experimentos en 3 ó 4 dimensiones que aprovechan las 

constantes· de acoplamiento heteronucleares a un enlace que mejora la transferencia de 

magnetización y que evita el traslape de señales. 

La metodologla para la asignación de las señales de RMN involucro los siguientes pasos: 

obtener los desplazamientos quimicos de ''N para ubicar los planos en los experimentos 3D, 

asignar las franjas a un grupo de aminoácidos, encontrar las correlaciones que nos permitan 



Andll.d.t de rquitadot r t!Iypd4" 

ordenar las franjas en cadenas, hacer la asignación de cada franja a un aminoácido dentro de la 

secuencia primaria de la proteína, encontrar las seflales de correlación de larga distancia, 

detenninar las regiones con estructura secundaria definida y conjuntar todos los datos obtenidos 

en reStric.~cl~· o:n:es::~;;.~~~~~r\ii1ilArA'jfT(ltm~~-;~"":"_ 
ro;':~ 

que 

que 

~¡¡¡Signaro,n algunas franjas a un aminoácido 

particular (algunas alaninas y treoninas) y principalmente se asignaron las señales a los diferentes 

tipos" de protó".s, además de que a cada franja se asignó a un grupo de aminoácidos. A 

continuación se procede a asignar secuencialmente las franjas en cadenas utilizando el 

experimento 3D lH-''N-NOESY-HSQC; la distancia entre los protones HN
" Ha, y HP, de un 

aminoácido 1 y el protón HN
, del aminoácido siguiente (1+1) siempre es menor a 5 A, entre ellos 

se presentarán sellales de correlación NOE (figura 4-3) que utilizamos para organizarlas 
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secuencialmente a partir del amino tenniniu. progresivamente hacia el carboxilo tenDina! y con 

las franjas en orden lamino terminal-H,N,. 1+1. 1+1. 1+3. 1+4 • •••• ,."COOH-carboxilo terminal} 

utilizamos la estructura primaria de la proteína para asignar las franjas a un aminoácido 

especifico. En laflgura 

de Ir' 

11.00 10.00 9.00 "00 7.00 6.00 

Figura 4-1.- Espectro 2D IH_JJN_HSQC. En él se aprecia que /0 dispersi6n de las seRales en /0 dimensión de IJN 
abarca de alrededor de 105 ppm hasta cerca de /JO ppm (aproximadamente 25 ppm),' en contraste, la dispersi6n en 
la dimensi6n de I H abarca s6/0 J ppm: de 7 hasta aproximadamente 10 ppm. Por ello las seRa/es en la dimensi6n de 
nitr6geno presentan menos traslape. mientras que en la dimensión de hidrógeno hay 1tJ(u seRa/es en el mismo 
desplazamiento ·qufmico. Esta es la gran ventaja de los experimentos heteionucleare3 multldimensionales: la 
utilizaci6n de los desplazamientos químicos del heteramícleo evita el traslape de las seRales. 
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121.29 106.61 116.11 120.21 118.48 116.97 115.46 119.56 

66 VAL 
1.00 + 66 VAL + 1.00 ALA 

+ 

+ + 

2.00 • . ~ + 
2.00 

+ t 
+ 

+ 
+ 

3.00 

4 TRP 
TRP 

4.00 
!lA 97 

+ 

-5.00 5.00 

6.00 
4· 

6.00 

+ 

7.00 7.00 
+ 

8.00 • + + SER + 

+ 
+ + 

9.00 9.00 
7.36 7.86 8.55 7.92 7.91 8.02 8.44 7.66 

Figura 4-2.- Se muestran 8franjas del experimento 3D 'H-~jN-TOCSY-HSQC. que corresponden a: 1) Ala 97. 2) 
G/y 65. 3) 1ñr 57.4) Val 66. 5) Tyr 68. 6) His 70. 7) Ser 10 y 8) Trp 24. Estas franjas son cortes de diversos planos 
del espectro 3D colocados al mismo nivel. Las primeras cuatro franjas son relativamente fáciles de asig1l(1r. los 
sistemas de espln únicos hace posible una identificación sin muchos problemas (por el número de señales y el 
desplazamiento qu(mico de cada una de ellas). Las siguientes 4 corresponden a aminoácidos de un mismo grupo que 

. no son fáciles de asignar. En la parte superior se observa el desplazamiento qu(mico de 15 N de cada 1411(1 de las 
franjas. a los lados y en la parte inferior se observan los desplOtllmienlos qu(mj~os de 1 H. 
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a) 

5.24 A 

b) 
HAI 

~ 5.12 A 

Figura 4a3.- Esquema en el que se muestran las distancias promedio entre los diferentes prOlO1U!.f dentro tk las dos 
estructuraf secundarias más comunes a) a hélice y b) hoja plegada p. En ambos C0303 puede observarse que la 
distancia tzH¡_Hi+,N es menor a J. Á (presentará seRal de co"elaci6n en los espectros NOE). mientrQJ que /0 
distancia a/7¡..H¡.lN es mayor a 5 11, distancia Ifmi/e a la que aparecen las seifaJes de correlación NOE. 

Para asignar secuencialmente las franjas a un aminoácido particular utilizamos las cadenas 

que previamente hicimos con ayuda del experimento 3D 'H-''N-NOESY-HSQC; Para detenninar 

la estructwa terciaria de las proteínas mediante RMN es requisito indispensable que previamente 

conozcamos la estructura primaria de la proteína en estudio. Por ejemplo, asignemos 

secuencialmente una cadena de la que desconocemos su ubicación dentro del fragmento de 

proteína compuesta por los siguientes 30 aminoácidos: 

M'-IY-K3 _,.. -L' -W-R 7 _E' _E9 -s 10 -L "_Q '2 -L 13 _MI< -D" -L ,6 -L 17 _G18 -L '9 _E2• _N2I _S22 -A 23_ W"

G" _D26_I27 _p28_L29_M3., 

los números indican su posición dentro de la estructura primaria; tomemos la cadena 

correspondiente a los 10 primeros aminoácidos: 
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121.89 113.90 107.43 119.08 121.89 

4.00 

4.50 

5.00 

5.50 5.50 

6.00 6.00 

6.50 6.50 

7.00 • 7.00 

o • 

7.50 

8.00 

8.50 

11.29 11.35 7.95 7.67 11.66 
Figura 4-4.- Región del espectro 3D 'H.I'N_NOESY_HSQC de -1 ppm a 8 ppm donde aparecen hu seiJales de 
co"elación utilizadas en la secuenciación de las franjas. Las seiJa/es mát importan/es para éste fin son 1m sefJa/es 
de correlación 'H.,N.lHt+IN y 'H¡,'.lHt+IN. ----



dn41hl¡ de '!'l"1It1d91 r di.'Pu/lÚ! 

M-D-K-V-L-N-R-E-E-S. 

asignada provisionalmente (con ayuda del experimento 3D 'H-ISN-TOCSY-HSQC) a los 

siguientes aminoácidos o grupos de ellos: 
--..- --- .-. - , ........... _-.........., .. 

~ ... ,. ..... - .. ¡ '¡:.:";~"¡~; ·~f~!'i.:· ....... 
{QEM},{DNCSHFWY)-K-V~{IL}'{DNCSHFWiY):-R,{QEM)-{QEMJ.1{DNCSJiF.y¡y) 

, .~\'\. :" - - ~ . -_ .. -. ' . :'t ,:.'} 

entre corchetes están agrupados los aminoácidos que. comparten sistema' de espines. similares; 

elegimos cualquier franja para iniciar eHrabajo. supongamos que iniciamos con la primera de 
' .. ,':'-' ; " _ ' ~ . -:."N"~ ,. ~ ," ~ 

esta cadena'Seléccionada (figura ,Ü. pág.'.S3): {QIlM)/ 'Comenzamos suponiendo que la franj. 
:" " .. ': .~ - . ..', .\.... '-,--,,'«' . ..... ~ .... 

es debida al aminoácido Q (Gln);;·revisamos,laestructuraprimari. buscando.todas las~posiciones 
. , , " ' l( . ;. .. ~J."_. i'.~ . . ' .; . - . ," :. 

donde se presenta este aminoácidó,'en nuéstro ejemplo· sólo se presenta en la posiCión 12. En la 
.) .,.id.·. . r. - . . 

estructUra priIÍiaria ¡.¡, observa que la 'glutamina ~2 (QI2) está precedida por la lisiDa 11 (L") Y 

después está 'l~' iisinld 3' (L 13). Revisando'los espectros observamos que en la cadena.,después de 
;'. ':_;t~i~ ; • '" i . ~ .. -. . ... 

la franj •. de.rQ!'·.·.·la franja nO'olUestra un siste~'de espines parecido, al de la lisiDa, sistema 
;: \, ::71. .' , . . ... " ' : -:." '.' :- ¡ 

compuestepor.6señáles. sino que en la franj •. sólo·hay2 seflales.Debido a que el· sistema de 

espineS n~ cO~cide"~on las sellaÍes presentes e~·.ia s.;g,;"d. franja observada, de";~os que el 

fragmento corresponda a l. región de 12. Ante ello. cambiamos y suponemos que la primera 
'. ' ... . " 

franja elegida pertenece ahora a·. otro aminoácido del mismo' grupo E (Glu). Nuevamente 

revisamos las posiciones de la esír'uctura primaria que conti~nen a dicho aminoácido: 8. 9 Y 20. 
~. . . - .--" ~ " . 

ElegiIílOsmiliaj.r priméro con' el, aminoácido 8;y.,observamos que" continuación está el ácido 
.~ . -, . • N' ,~ ., ,> " 

glutámico 9:Révisando la segunda' franja 'de l. cadena observamos que ésta contiene 2 seflales y 
. ' ~ •• p"' • 

el Glu tiene un sistema de espines de 4 seflales. por lo que esta cadena tampoco corresponde • 
~ ,-¡ .' -.', " . '. • . 

esta región de la protefna. Ahora elegimos trabajar con el otro ácido glutámico: el aminoácido " ~ . '.' . 

nueve. A continuación está la serina 10. cuyo sistema de espfn coincide con la segunda franja de 

la cadena,' ;m;¡'~ ¡X;seen dos "l'.fIales, en.!os despl~entos qufmicos típicos. Ya que coinciden 
• • ',.- ;.. 'lo' • 

los dos primeros aminoácidos con lils franjas correspondientes. observamos la siguiente franja 

que debe de Coincidir con el tercer aininoácido de la secuencia elegida. En este caso se trata de la 

leucina lO. cuyo sistema de espines no coincide con el observado: hay el nUmero de seflales 

adecuado. pero no están en los desplazamientos qufmicos que corresponden al sistema de espines 

de la leucina, por lo que se desecha esta región y se estudia la última posición donde se presenta 

el ácido glutámico. Después del Glu 20 en la estructura primaria está la Asn 21. cuyo sistema de 

espines coincide con la segunda franja de la cadena. Sin embargo. nuevamente para el tercer 
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aminoácido no coincide el sistema de espines esperado con el que se muestra en la franja: el 

aminoácido 22 es una alanina, con un·sistema de espines de 2 seiiales y la tercera franja muestra 

6. Descartados los dos primeros aminoácidos del grupo continuamos con la metionina, la cual se 

haya presente en tres posiciones de nuestra proteína: en 1, en 14 y en 30. En este caso podemos 

descartar de principio que se trate de la meíionina 30: nuestro fragmento sólo consta de 30 

aminoácidos y ·la cadena muestra que hay más aminoácidos después de la metionina, por lo que 

no se puede tratar de ésta. Así, sólo se analizan los fragmentos de las metioninas 1 y 14. El 

segundo aminoácido de la secuencia es ácido aspártico cuyo sistema de espines coincide 

perfectamente con el que se presenta en la segunda franja de la cadena; examinamos el siguiente 

aminoácido, una lisina, y observamos en la tercera franja que el número de sellales y los 

desplazamientos quúnicos coinciden con el sistema de espines de la lisina. Continuamos 

revisando y encontramos que el siguiente aminoácido (valina 4) coincide con sistema de espines 

de la franja 4. Si se revisan los siguientes aminoácidos se encontrará que en éstos siempre 

coincidirán los sistemas con las sellales que se muestran en las franjas, logrando asignar estas 

franjas a los primeros 4 aminoácidos de la secuencia 

En el ejemplo anterior se expuso el método que se siguió para la asignación secuencial de 

las franjas dentro de una cadena cualquiera; esta estrategia se simplifica si comenzamos la 

. asignación con franjas de aminoácidos con sistema de espín único: son caracteristicos los 

sistemas de la glicina (G), alanina (A), arginina (R), treonina (1), lisina (K) y valina (V). La 

asignación del· fra/;mento anterior se simplificarla mucho si se ini~ia la asignación por la lisina 3, 

valina 4, arginina 7, glicina 18,25 ó alaiUna 23; Y en este caso particular el trabajo se simplifica 

más por que hay dos aminoácidos de sistema de espín caracterlstico (la Jisina 3 y la valina 4) 

contiguos, esos dos aminoácidos son el punto de partida para la asignación, fácilmente se logra la 

identificación de dos de los tres aminoácidos con los que comenzamos la asignación secuencial. 

Cuando ya tenemos asignadas tres o cuatro ·franjas consecutivas se facilita el trabajo, por 

que sólo hay que" Seguir la secuencia primaria para asignarlas siguientes franjas y únicame~te 

tenemos que verificar que el número y posición de las señales concuerden con el sistema de 

espines del aminoácido. Lo anterior se fundamenta en teorla de permutaciones: la probabilidad de 

que un arreglo ordenado de 3 objetos (por ejemplo, la siguiente secuencia de aminoácidos: SLQ) 

suce&. teniendo 20 posibles objetos (aminoácidos), es de 1 en 6840. La probabilidad para que se 

presente un arreglo de 4 objetos (del mismo grupo de 20 posibilidades) es de 1 en 116280. Esto 
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quiere decir que al identificar una secuencia de 3 aminoácidos dentro de ·una cadena, tenemos una 

certidumbre del 99.985 %; si la secuencia identificada es de 4 tendremos una certidumbre del 

99.999 %$ 

121.7:l.119.13118.27118.O5l2O.4312O.64120.21119.78120.21 J 15.46 

.- • 
1.00 • LOO 

2.00 

3.00 

4.00 

5.00 5.00 

6.00 6.00 

• .. + • 
7.00 <!> " 7.00 • 

* • 
8.00 • 8.00 

IOIiEB. 

• 
9.00 9.00 

8.44 
Figura 4.s.~ Se muestra una cadena con 10 franjas del experimento 3D 'H·JJN.TOCSY-HSQC. correspondientes a 
la secuencia MI.IY _KJ• 0 ·L' .t..f·R7.f! ·p;9·S' . ÚJ asignaci6n secuencial de cadn una de estas franjas es un proceso 
cfclico en el que se comparan las señaJes de una franja con el sistema de esp{n de un aminoácido de la secuencia; si 
el sistema de espfn coincide con el número de señales presentes en la franja, se compara la siguiente franja con el 
aminoácido que está a continuaci6n en la secuencia; si no coinciden, se elige otro aminoácido de la secuencia . 
primaria y se repite el proceso de comparación. Esto se continúa hasta que las señales de las franjas coinciden con 
los sistemas de espín de los aminoácidos de una secuenCia. 
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Con la asignación de las seflales se defmen las regiones de estructura secundaria (a 

hélices, hojas plegadas ~ ó regiones de estructura aleatoria) y los aminoácidos que pertenecen a 

cada una de éstas. J~J9 El desplazamiento qulmico es un fenómeno que depende esencialmente del 

ambiente qulmico que rodea a los núcleos y la existencia de grandes diferencias en densidad 

eleclrónica entre las 3 principales estructuras locales que confonnan las protelnas, fundamenta el 

uso de este importante factor en la asignación de las regiones de estructura secundaria. Uno de los 

protones más sensibles a modificar su desplazamiento qulmico en función de las diversas 

regiones de estructura secundaria es el protón 0., cuyo valor en regiones de estructura aleatoria se 

toma como referencia. El arreglo espacial de las a hélices ejercen un efecto de protección 

magnética sobre los H" afectando los desplazamientos qulmicos, trasladándolas hacia un campo 

más alto. Sucede lo contrario en una hoja plegada p, donde ésta ejerce un efecto de desprotección 

magnética que desplazará las seflales hacia campo bajo. Estas modificaciones de los 

desplazamientos qulmicos de los valores caracteristicos de una región de estructura aleatoria, se 

ven clanlmente en una gráfica de índices de protón donde se observan dichas desviaciones a lo 

largo de la Secuencia de la proteína. Esta se construye como se indicó en la sección de Desarrollo 

Experimental (figura J.~. 

Las diferentes regiones de estructura secundaria se deducen cuando se presenta un grupo 

continuo de al menos cuatro indice' idénticos. Las regiones de la proteína donde se presentan 4 

Indices -1 continuos, indican que estos aminoácidos fonnan parte de una a hélice; las hojas 

plegadas pse deducen cuando se presentan regiones con 3 índices +1 continuos. En la SV40 (1-

108) no observamos este tipo de regiones, suponemos que esta proterna no posee regiones de hoja 

plegada-P. En la gráfica se observan regiones continuas de Indices -1, donde es clara la presencia 

de estructuras de hélice; sin embargo, en algunas regiones hay unas zonas discontinuas dentro de 

la tendencia de índices, asignando las estructuras helicoidales de manera continua. Ello se debe a 

que en la gráfica de índice de protón se asigna un índice de ± 1 a los desplazamientos qulmicos 

que exceden el intervalo de ±O.l ppm del valor estándar; sin embargo, esto no toma en cuenta la 

tendencia del desplazamiento químico que se acerca al límite establecido, sin sobrepasarlo; 

supondríamos con ello que la estructura regular tennina algunos aminoácidos antes, como puede 

observarse en la comparación de las gráficas (figura 4-6). Pese a este pequefio inconveniente, es 

preferible utili7llr la gráfica "indexada" porque en ella se observan claramente las tendencias de 

los Indices de protón, facilitando la delimitación de las regiones de estructura secundaria. De esta 
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manem encontrarnos que la proteína SV 40 en la región de 1-108 está formada por 4 u hélices que 

van de los residuos 9 - 19,24 - 41, 49 - 71 Y 89 - 103. 

Grafico de írxii:e de protón 

- • • • • • •• • 

0.5 

o 10 20 30 40 50 60 70 80 90 lOO 

Aminoácido 

Figura 4-6.- Comparación de lO! desplazamientos quimicos del a hélice con y sin lndice. En ésta gráfica se muestra 
que los lndices de protón no toman en "cuenta" la tendencia del desplazamiento quimico y por ello no loma en 
cuenta algunos residuos que pertenecen al elemento regula de estructuro secundaria. 

En adición a los indices de protón, se utilizó la intensidad de las señales de correlación 

. NOE de corta distancia pam definir con mayor precisión los residuos que pertenecen a las u

hélices, además de que con ello confirmarnos que se trataba de este elemento de estructura 

secundaria. Observarnos la presencia y la intensidad de las señales como se indica en la 

litemturaY·9.ID señales de correlación muy intensas H,N-H'+/N y señales de intensidades mediana 

o débil aH,-H'+/N (generalmente mediana), aH,-H,+,N y aH;-H'+4N (débiles) y aH,-HI+JN (muy 

débiles). Con estos dos datos no hubo lugar a dudas en cuanto a la asignación de las hélices. 

La última fase del proceso de obtención de la estructura terciaria de una proteína es la 

identificación de las correlaciones de larga distancia, que contribuyen principalmente en la 

determinación de la estructura terciaria. Para ello es importante la identificación de las regiones 

de estructura secundaria: conocer los aminoácidos que forman una región con estructura definida 

nos permite suponer que al encontrar una seftal de correlación dentro de esta región, los 

aminoácidos adyacentes mostrarán correlaciones hacia la misma región o zonas muy cercanas; 
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las seftales de correlación aparecerán regularmente, en Patrones característicos, permitiéndonos 

deducir regiones de estructura secundarla que se encuentran próximas, dirigiendo la búsqueda de 

seflales a las zonas adyacentes a las regiones donde encontramos la sella! de correlación (figura 

4-7). 

Figura 4-7,· Esquema donde muestra el orden de las regiones de estructura secundaria el cual provoca que se 
encuentren sefJales de correlación con regularidad Obsérvese que los-aminoácidos de una hélice próximos a otra 
muestra una regularIdad en su cercanfa, por lo que se espera que las señales NOE lambién aparezcan con 
regularidad 



Parn encontrar las señales de correlación de larga distancia, buscamos en diferentes planos 

del espectro 3D (fignra 4-8). En los experimentos 2D cuando dos protones correlacionan, las 

sefiales forman un cuadrado; en los experimentos 3D cuando dos protones correlacionan no es tan 

sencillo encontrar dichas señales. Supongamos el caso de una glicina próxima en espacio a una 

alanina, lejanos en la secuencia La franja de la glicina se encuentra en el desplazamiento químico 

''No, correspondiente al plano X y la alanina se encuentra en el desplazamiento químico de ''NA, 
que corresponde al plano Y. En cada uno de los planos se muestran las señales del sistema de 

espín característico de cada aminoácido y las seilales debidas a la correlación espacial entre ellos 

(figura 3.2). Puede observarse en las franjas que las señales del espectro NOESY incluyen las del 

propio aminoácido y las del aminoácido con quien se correlaciona; por ello primero deben 

identificarse las señales del sistema de espin con ayuda del TOCSY y las señales remanentes se 

asignan como correlaciones de larga distancia En la franja de la glicina se observan las señales 

de este aminoácido, las correlaciones secuenciales y tres señales adicionales, las correlaciones 

con los protones de la alanina El procedimiento para encontrar los aminoácidos que 

correlacionan utilizando los subprogramas de Xeasy, se describió en la sección de ,Desarrollo 

Experimental (fignra3.3). Idealmente se espera que en las franjas aparezcan señales de 

correlación entre todos los protones de los aminoácidos, pero no sucede así, por que n~ todos los 

protones se encuentran a la distancia requerida para que la señal de NOE sea apreciable (menos 

de 5 A); sin embargo, son muchos los protones que se encuentran a la distancia necesaria para 

observar la mayoría de las señales de correlación. 

3D 

o 

20 

Figura 4-8.- Los experimentos 3D vis/os como un con junio de espectros 2D (planos) que se extienden a lo largo del 
desplazamienlo qufmico del he/croó/omo ('JN Ó IJC). . 
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La zona que presentó mayor dificultad en asignar fue la que comprenden los aminoácidos 

75-89, que muestra muy pocas señales. No fue pnsible determinar la razón pnr la que dicha 

región no muestra ni siquiera seftales de correlación intrarresiduo; creemos que es una zona que 

carece de estructura secundaria definida, cambiando constantemente de conformación que no 

permite una transferencia de magnetización, adecuada para la observación de señales. Sin 

embargo, lo~ espectros con los que contamos no son concluyentes al'respecto, son necesarios más 

experimentos para poder concluir si esta región tiene una estructura secundaria definida o no, 

además de si correlaciona con algún otra región de l. proteína 

El parámetro esencial en la determinación de la estructura terciaria de las proteloas son las 

restricciones obtenidas del experimento NOB, que al no poderse obtener con precisión, se 

agrupao en tres 'categorías principales y a cada una se le asignan valores limite superior e inferíor: 

señales muy intensas 1.8-2.8 A, señales con intensidad intermedia 1.8-3.5 A o si la sellal es débil 

1.8-5 A. A pesar de estas categorías, está plenamente probado que la resolución, de la estructura 

terciaria esta dada,pnr la cantidad de restriccioneS:' más que la precisiÓn de las restricciones, el 

número de' éstaS, ,'es la· que mejom la resólución de la estructura. Por ello clasificar 
,,', 

cualitativamente en tres grupns las distancias no afecta el proceso de obtención de la estructura. 

En el caso de las constantes de acoplamiento sucede algo muy distinto. Es muy importante 

medir las constantes con la mayor precisión posible, un leve cambio en la constante modifica 

bruscamente el ángulo diedro; una gmn cantidad de constantes de acoplamiento nos 

propnrcionará estructums con el mayor refinamiento posible. Es factible medir las constantes de 

acoplamiento con una gmn precisión,>" pero para ello se requieren de espectros que tengan la 

mayor resolución espectral posible, requiriendo éstos de un gmn tiempo de equipo. 

Durante los primeros cálculos de las estructuras únicamente se utilizaron restricciones de 

distancia (NOE) y puentes de hidrógeno (que estabilizan las hélices y mantiene su 

conformación). Estos -cálculos iniciales proporcionaban estructums con hélices mal plegadas, 

Este problema se resolvió utilizando valores de ángulo diedro reportados, basándonos en los 

resultados de las gráficas de indice de protón que muestmn las regiones de estructum secundaria, 

que en el caso de la SV 40 son a hélices.'- l~ u 
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La mayoria de las restricciones utilizadas para calcular la estructura terciaria de las 

proteínas provienen de los datos de NOE y representan la distancia límite a la que se pueden 

encontrar dos protones; la distancia mínima entre dos protones se toma como la suma de los 

radios de van der Waals. Adicionalmente a las restricciones de distancia, se introducen a los 

cálculos restricciones de ángulos diedros y restricciones de puentes de hidrógeno. 

Se han desarrollado una gran variedad de métodos para calcular las estructuras de 

proteínas a partir de las restricciones obtenidas por RMN; el objetivo de todos estos programas es 

. determinar las posiciones de los átomos de la proteína que satisfagan las restricciones obtenidas 

de los diferentes experimentos de RMN. Los datos de RMN no definen una estructura única, 

debido a que sólo se conoce un pequeño subconjunto de restricciones (no se pueden determinar 

todas las distancias, el NOE está limitado a distancias menores a 5 A) y estas distancias 

representan diferentes intervalos de valores permitidos; además, sólo se conocen algunos ángulos 

diedros y puentes de hidrógeno. Por ello, el cálculo es repetido múltiples ocasiones para obtener 

un conjunto de estructuras (de baja energía) consislentes con los datos experimentales. Un "buen" 

conjunto de estructuras minimiza las violaciones" a las restricciones y la raíz cuadrada de la 

desviación media (RMSD), entre los ntiembros del conjunto!·47 ..... 11l,21.n 

A veces el RMSD global no es una buena medida de la precisión de la estructura 

calculada, ya que éste no es capaz de discriminar entre. estructuras que en promedio son 

pobremente reproducidas de estructuras reproducidas con precisión, excepto en regiones que no 

poseen estructura secundaria definida (debida al movintiento rápido). En algunas ocasiones es 

preferible medir el RMSD de amplias regiones o .segmentos, tratando de abarcar la mayor parte 

de la estructura. Sólo cuando se tiene un gran conjunto de datos experimentales (10 restricciones 

o más por residuo, que en una proteina de 100 aminoácidos implica cerca de 1000 señales 

asignadas) puede dermirse con precisión toda la estructura de la proteína y en estos casos es útil 

obtener el RMSD global. 

En lafigura 4-9 se muestra la superposición del esqueleto de las 10 estructuras con menor 

energia, calculadas a partir de los datos de distancia (NOE), ángulos diedros y puentes de 

hidrogeno. En esta figura puede observarse la estructura general de la proteína, que a pesar de las 

pocas restricciones se pliegan "unifonnemente", reproduciendo una sola estructura. Las regiones 

con mayor dispersión son debidas a la falta de restricciones, el espectro no presenta muchas 

--~1 
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señales para los aminoácidos de esa zona, por lo que no fue posible obtener restricciones que 

detenninen con precisión una estructura. El RMSD general es muy alto, producto de la gran 

dispersión entre estructuras calculadas con pocas restricciones; al determinar el RMSD de 

diversas regiones por. sep'~do •• obtenemos-valores-muy_bajo.s de RMSD, que indican un 

plegamiento'adeci~~d~';ct; :b{esái~~ QfJ [J rekiJJ[ri~ ¡isi'g'ri:;i;si;La:SÚPen>Osici6n de las 
f ,\,·\! ... tr·';\~·· l\nlJ¡.V~nL n!ji¡lj'~~.'¡'I:! f"f 1';.;. ~"1.";."" 

estructuraS,,; comparando' ciertas ~regiones;-ayud6"a" identificar .. fáCilmente/las restricqiones que 

produc~n_ vi~laCiori~s. "¡"cálculO: q~¡;; fueron corregich,¡'::ni~ante la· ~-iñierp.reiaéión de los 

espectros; -.... ." :''' _ .. 

Figura 4-9.- Muestra la superposición del esqueleto de /03 JO estructuras con menor energia. A pesar de que aún 
existen diferencias significativas entre a/guna.! estructuras, éstas muestran una tendencia general de 
empaquetamienlo de la estructura, en todos'/os casos ésta tiende a compactarse o/rededor en dos largas hélices 
antipara/e/os. 
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Así la figura 4-10 representa la región fonnada por la a hélice que abarca los 

aminoácidos 9-19 plegándose unifonnemente en las 10 estructuras calculadas, el RMSD para esta 

región es de 0.460. En la tabla 4-1 se presentan los RMSD para las diversas regiones de la 

proteína con estructura secundaria definida:-En-Ios·casos·de·las.hélices 9-19, 24-41 Y 89-103 se 
.' .' . '! ..- . 

tiene un RMSD a~eptable, todos ~stán ~r 'debajo de 1,000."" j ':,'. i .•. 
, . "'-

Figura 4-10.- Superposición del esqueleto ·.de lo . región, a hélice comprendido. en/re los aminoácidos 9-/9; el 
plegado de esta región en los 10 estructuras calculadas es uniforme. existiendo pocas diferencias en/re éstas 
estructuras calculadas. . 

Región' RMSD 

9-19 0.460 

24-41 0.840 

49-71 1.651 

89- \03 0.602 

24-71 2.207 

1-108 5.461 

Tabla 4-1.- RMSD de la superposIcIón del esqueleto de /O estructuras calculadas con menor energla en las 
regiones con estruclura secundaria definida. 
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La región más interesante es la comprendida entre los aminoácidos 24 y 7\, es la región 

más extensa en la que se detenninó una estructura secundaria definida, en esta zona se encuentra 

la mayor cantidad de se¡¡ales en el espectro NOE, comprobando que una mayor cantidad de 

restricciones produce una meio~_2'Cf!!lli:J~11_deJa_e$V~~~ región está fonnada por dos 

hélices antiP'¡¡raIelas:~I,a'primer hélice', l.iíatca,' '¡del aírimOác,' . ido'2.th¡;;"taJel"41.(si~ndO la segunda 
.-' ...• \11":1':",.". .", 1..\i'.l~I-\) Hi' f"¡'J~II~I.1) . I nnr': .... ~ 

hélIce ~e !~~~~'Lnw.1 g~neral) y.la llg]!!~'hé).!,~:.':a ~:eL~~~=I~O 4({rr.Jr¡~li?'percera 
dentro de la' estructura,.jigura 4-11). ,En un trabajO antenor! se trató dedetenmnada estructura 

1 ~ ....-_ " ' .. " ;"";.'~' /' _~_ -:---..:_ i 

terciaria.fragmeñto.-l-\35de la SV40,.~ro el grupo deWr.,.wagner sólo de!l'.rfuInó:!~·estructura 
t·.~ .. _\"""".~-..~... ; '> : '~'., .... '" .-. 

de los residuos .;1-7.\;' encontram'os que, a grandes rasgos, el fragmento' la 
."" . ~.;.. ~l" , _,.t' " '" ". .'_' 

estructura,<Iel'fiiiginento \·7\ (figura .4"12); por la' cantidad de la 
(F}t~, ',""\<'"' .. -... , ' .. ~': . ':. ,,\.~:.~ ~:- .. -" ~,. ::...' 

región ,24!7\J[e's,.la .... que presenta ·un~·m~yor··parecido-;en. Am,M',·_'.., 
.i!':f>':t" r"'Út}t;, _. : 1 ,'P) ~~" '~' . 

indepe~fí~~¡r~HI¡¡¡.;W l~ \ O estructurá¡¡.co!!~men~r én,,!&'¡,~ ~.,~Ilo ,1 ,ir¡'1~stiÍ~'~i¡'!.~ lá'¡";p'ión 

posee '!{f. ~3eJ!..~I~n, dlst~ta a la esl"!~ <!.f6<nDlnada por étgru,.p ~.;ilfJ~~~f.4¡¡~~)F~ lregión 

no se ¡~I~.j'líb~; ~~C,l1as, seilales, por'eJ]o~ ~~tura pre"j'~ta ~, '.' 'J. --, ,~",r.,; 
reproducibiIiiliüt 'En,general se observa que este fraglllento P'~'!~I~~Uru~) 

P"' l1~'jHr.t.·", ". e¡ . '. t~ ·'··0 .... ~. . ' 

dete~¡>§!¡ellgn,po~, ~I Dr.Wagner. ~':/:~,':';,;~';>;' H., , 
'::t\.l.;;U(,i\t.l,*~..t.~,- _ . • ~.:í(!.;.,kC~''''~~·.f",'?,r.-. 

Figura 4-11.- Superposición del esqueleto de las JO mejOl'1!3 estructuras en la región de len aminoácidcn 24-7 J, el 
plegamiento de esta zona muestra dos largas a hélices antipara/e/as. 
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Figura 4-12.- Superposición del es\!!,!i~eto' de las IO.,mejores eslruclru'as y. de la estructura terciaria de/fragmento J-
71 de la sv40. determinado por Jung. En general ambas estructuras son muy similares y sólo en 3 de las 
estructuras ca/culadas. el jragmenJo 1-2/ posee una orien/ación distinta a la ca/culada para el fragmento J -7 J. 

Las ~giones amiDo y carboxilo terminal generalmente carecen de una estructura 

secundaria definida, son zonas con una alta movilidad. En la proteína estudiada (SV 40[ 1-1 08]) no 

hay señales de correlación de corta y/ó larga distancia (NOE) en las regiones l - 8, 72 - 88 Y 104 

- 108 Y son escasas las señales de correlación intrarresiduo (TOeS Y); esta carencia de señales 

provoca que no se puedan definir regiones con estructura secundaria; se cree que la alta 

. movilidad de estas regiones provoca que no se definan elementos regulares de estructura. 
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Conclusiones 

Basados en la gráfica de índice de protón y confirmando por la presencia de señales de 

correlación NOE de' corta distancia HIN - H;+/N intensas, °H,_ H/+/N, uH,_ HJ+1N, °HI_ 

H,+,N, aH, - H,+,N Y HiN - H'+lN,. de .intensidades media o débil, se encontró que el 

fragmento de 'Ía' proteina SV40. '[1-IÓ8í está formado ,únicamente por a hélices, 
" ; '. 

determinando que los aminoácidos de dichas"regiones de estructura secundaria son: 

Hélice Aminoácidos' 

I '. 9-19 

U 
.... 24-41 - .j, 

III - 49-71 

'r IV . ' . 89-103 
..... :.~" 'L~'I 

, ~'. J' -, ~. '." ,.' ," ., . i ' 
Se de8,cart¡t':1~'~~~eJlcia ~e elementos re~ares deh~ja ple~:wa'p, ,ya que la ,~~ca de 

índice" de p~t6n:. no mueStra la tendencia de desplazamientos químicOs caractimsticos, 
" . . 

además de que no se presentan los patrones: característicos de las seftales de correlación 
. " . "', 

NOE de corta distancia (carencia de señales de correlación H,N - H'+/N Y señales aH, -

H'+/N muy intensos). 

El gmpo del P,\,f. Wagner ha estudiado la.región 1-135 de la proteína SV40, sin haber 

encontrado la estructura secundaria cOmpleta. Unicamente, pudieron enContrar el 

plegamiento del fragmento comprendido entre los residuos 1-71, el cual es similar al de la 

misma región del fragmento 1-108. Especialmente, en los residuos 24-71, las diferencias 

observadas entre .estas proteínas se atribuy~~ al número escaso de restricciones que han 

sido asignadas en esa zona. 

El RMSD del esqueleto de "las regiones de estructura secundaria definida es bastante bajo, 

lo que indica que en estas zonas las restricciones son suficientes para ajustarlas; sin 

embargo, el RMSD de todo el esqueleto es elevado, quedando pendiente su refinamiento, lo 

cual sería un tema de tesis de un grado superior. 
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Anexo] 

Espectros TOCSY de los 20 L-aminoácidos más comunes, Los círculos corresponden a las 
señales de correlación COSY; los rombos y los circulos corresponden al sistema de espín 
observado en los espectros TOCSY, 
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:,' I 

Anexo 2 

A continuación se muestran las franjas del espectro· 3D lH.l'N-NOESY-HSQC: uiilizadas 
en la detenninación de los elementos regulares de estructura secundaria y de la' estructura 
terciaria de baja resolución, del fragmento 1 - 108 de la :proteína SV40. En ellos; sólo se 
muestra la asignación de las señales en el eje y (que corresponde a una dimensión· de 'H); 
en el programa Xeasy se designa a los protones como: .':,.: ' 

H HN 
H" HA 

H"H" QA 
HP HP UBl.HB3 

H' QB 
H'H' HG2,HG3 

H' QG 
H/I H/I Hm,HD3 

H' QD 
11' HE 

la designación QB indica que los protones beta son equivalentes. El eje x del espectro, es el 
desplazamiento quimico de 'H que se indica debajo de cada franja; el eje. z es el 
desplazamiento químico de "N indicado en la parte superior de cada franja. 
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Hoy en día, en la detennlnación de la estructura terciaria de las proteínas utilizando 
RMN, el análisis de los espectros se efectúa con la ayuda de computadoras y de programas 
adecuados para ello. XEASY es un programa muy versátil, que nos pennite manejar espectros en 
2, 3 ó 4 dimensiones y asignar. las señales de correlación'a protones específicos . .. __ ......... _'~, .¡, ... , - .... ~h· 

,.. • ..--. '\"", ro;, ¡ , !' ,. 1 [1 <~' " /'¡ ., ....... - ''''' ". .. - ~ r ' \ < .", ¡ <, 1_ , ' • ~ 1 , ...... 

En.riranscurso del'trabajo de asignación, las Señales que son aSignadas'se"almacenan en 
un archivo 'quees:una,J>ase deÍlatos en' la que se gnarda la infonnaciónacelca:aeI piCo (31 que el 
program;.;lé';"¡igria un'núiÍlero), desplazamientos químicos yJos números de l(;~,picos asociados 
a esta corieIai:ión. Así.mismo".en el programa se genem otra base'd~ datos que'asOCia,cada pico 
(su númeñÍ)'oo¡'''el tipo de'protón asignado (HN, H"; HP, H', W;' H'). Cuáñdo Seintegm el 
espec~! se asocia á cada una de las Señales de correl';"ión un volumen <,o área, dependiendo de 
si es un espeCtro en 20 ó 3D) relativo; producto de la intensidad de las seilaleseneÍ.eSpeétro. 

,tiJ , •• ~ --. ~,. .... : __ ~-:.': ~ _.? .. ' -. --~. .-: .... _ ~ .. ,;~¿~~~~.t;%;-;bl-::\ 
<::uando se' ha asignado un 'número suficiente de señales se efectúaiJ. cálcUlos 'de prueba 
, , ",' • ." - ¡ , . .;, . " .' ¡~. 'o °0 '" ~,', .,', • 

que nos permiten inspeccioriar'el plegamiento· de la'protelnáy observar slieimiten,errores en la 
asignació~. (esto: lo sabemos por que una correlación maI·.asigruwa\'pfo~ÓCiiráí:que, varias 

,,; l. - '¡' , "'1 :1"'''' .1 • 

restricciol1es'nos~ cuinplim;' lI)as cuaIes"se'les'lltlma violación1del;<@cU¡0); lciique.n~s obliga a 
revisar y. ~¡~jnterPre~ eJ :~s~~tro o contin~~n:)a:8signaci~Í! si ~S:q~#i~~~se,~p~1!;~~~nguna 
violaci6n; én',caso dehaber'Ssigt¡ado ladas (o c:aSi,todas) las señales 'del eSpecfro piocedemos al 
calcUlo'fiilá! de la estructura.·P.m ello necesitaMos triinsformar la irrl'onriació¡"contenida en los 
archivos, generados domote la ásignación (archivos de XEASY) a un fonnato BdecUado para el 
programa que efeCtúa los cálculos (CNS); el programa que efectúa la tmIlSformación de'la base 
de datos de XEASY al fonnato que se utilizará en CNS es CAUBA. Para jioder cambiar el 
formato dé ,los archivos de XEASY (que sólo contiene correlacioneS entre números).CALIBA 
utiliza lossignientes árchivos qúe contienen la infonnación adecuada 'para la transfo'nnación: 

f . . . '\. 

l' lusrllocaI/xeasy/src.new/ecepp.lib, archivo que contiene las distancias entre Atomós, dentro de 
los residuos de anñnoácidos;" . /' .... 

, '" 

2' archi~~'.seq, este es un archivo que contiene la estructura primaria (secuencia) de·la proteína; 
debe de.estar en fonnato de tres letras mayúsculas seguido por la posición(que ocupa dicho 
aminoácido,dentro de la'Socuencia (ALA 1 MET 2 CYS 3 THR 4 ARG 5 ... ); ,i 

• ,.1 
'",. "c ~ . 

3' archivo.p,ro4 archivo g"!lemdo.en XEASY que contiene la siguiént. ¡nfonnación del pico: # 
de pico, d~splazamiento químico en·la·dim~ó!l adecuada, tipo de pico.(N;·HN; ~~fa, Hbeta, 
etc.) y residuo~aI que"peftepece;.. ~1·'.·"'~. ::0.::' ¡ , .~ (O ,/ .,.' ••• .,.., :-=",,1. 

~, .~.,_ ..... ,.' ,,:/,' l.:-":_ ...... ..,.-' .. _>- •• ~-, ••• '.,~~ 

4' archivo.peaks, archivo de XEASY'qúecontieÍle los parámetros de correlación y los volúmenes 
(o área) de, la señal de correlación NOE; 

5' caI.caI, archivo de CALIBA con los parámetros de calibración necesarios para genem< el 
archivo que se utilizará en los cálcUlos con CNS. 

De este proceso se obtiene un archivo que contiene correlaciones entre tipos de álomos 
(p. ej., el HN del residuo 34 está a 3.5 A del HA [alfa) del residuo 70) el cual reconoce CNS para 
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calcular estructuras, plegando a la proteínas de tal forma que se satisfagan las distancias 
obtenidas de los espectros NOESY. 

CNS es un programa modular, integrado para efectuar múltiples tareas (cálculo de 
estructuras a partir de datos de RMN ode difracción de rayos X, refinamiento de las estructuras, 
transformación de datos, etc.) y que genera los diversos archivos que necesita para efectuar la 
tarea requerida. ._~ • ..,.._. , ... -;--: ;--p~ .... .. 

CNS puede utilizJu. Una ult~lf~ 'de red (archivos web manejados desd~ los navegadores 
comunes) para geÍlenir Ib~i,;n,hivos de entrada (archivo.inp) que contienen los parámeiros que el 
progiama necesita, pará efectuar 'las tareas requeridas, generando un archivo 'de salida 
(archivo.out) que'contien'e infórmación global de los resultados del cálculo y archivós que el 
programa va generañdo .... . -, . ~ ,;; t . ,,'.~:=.-;..) 

. : .~~~ •. :' ~:~- ,",~I , -.';/.·,V 
Para el cálcUló.de estructuras dé;protefnas con datos de RMN, CNS.necesita·de dos 

archivos anxiliare;, .aí:c~ivq,mtfY.lu:chi~~_exlendedpdb. El archivo mtf contierie.información 
necesaria para el, programa CNS y,.i:1 archivo exlendedpdh-contiene la estructura;totalmente 
extendida (lineal) de la protelna" esto es porque el cálculo necesita una estructura Wcial y para 
los primeros'cálculos,es"imejor coineD7Jlr de una estructura 'con la geometria de',-Ios enlaces 
adecuados, pero cO~plet8niente lineal para no influir al cálculo. En el proceso de rl:fuiamiento, 
ya se podrá utiliz8t,;Como'c!Structura de piUtida,una que contenga el plegamiento caJculÍldo. 

. : "'" :"_' .,,~.:..:: •. -:::.:'. . I . ;.¡:;I·~ ~ 

Para crear uno,de los:archivos auxiliares, obtenemos de la interfase de red el 'archivo de 
inicio generale _ mif. inp, que necesita de un archivo.seq que especifica la estructura primaria de la 
proteína. Obtenido él archivo'inp,·se inicia un calculo en CNS de la siguiente manera: " '. . , 

'. cns '" generate _ mtf.inp > generate _ mtf.out 
. ~l.'. ~ . ,," -.\ 

el programa creará los archivos generale _ mif.out y el archivo.mtf. 
; . . 

Con el archivo mtf, podemos crear el otro archivo auxiliar, que contiene ,la estructura 
lineal de la protebia(exterided.pdb). Este también se genera con un archivo de entrada ,obtenido 
de la interfase de)a red. El archivo eXlendedinp necesita del archivo.mtf: ' 

" cns ':' extended.inp > extended.out 

creando los archivos exlendedoul y exlendedpdh, éste último contiene la estructura lineal. 

Con los archivo~' de restricciones (distancías derivadas de NOE, ángulos diedros 
derivados de constantes de acoplamiento, despllWll1liento qufmico, puentes de hidrógeno, etc.), 
obtenidos de la interpretación de los espectros de RMN, Y estos archivos, podemos efectuar 
cálculos de la estructura de la proteloa. - .. 

annealing,inp es el archivo que le indica a CNS que calcule la estructura de la protefna, 
considerando las restricciones guardadas en los archivos adecuados. Estas restricciones se 
almacenan en forma de tablas de datos (archivo. lb!), algunos de los cuales son: 

Archivo con datos de distancias. obteni~ de lo~ espec"--os de efecto nuclear Overhauser: 
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assign (resid # and name H$) (resid # and name H$) d""", dm;. 0.5 

# son los aminoácidos que muestran la correlación; 

H$ son los protones entre los que se presenta la correlación 
._~.,-_ .. , .. _-- ... _,.,.--~--..... -- ' .. 

d..,., Y d..., son las distancias entre 'Ios ~";;¡otie~: determi~.del experimento NOE (la distancia 
mínima es de 1.8 A)'.' ,. . . • 

". 

0.5 es la incertidumbre de la dis~~i~ máxima 

Archivo:con datos. de puentes de'hldrogeno, responsab/~s de.~mantener la estructura secundaria, 
lo. pueTÍle •. de hidrÓgeno se deducen'de la'gráfica deíndice'dp prolón: '....; ..: 

. .' , ... 'j';< .. :'~.~·V~ ·\·,;;;F,;" ,~--;-.:: ¡ '''-." < ",' 
assign (resid #a and name O) (resid:#b and'name HN) 1.95'0,35 0.35 
assign (resid #a and name O) (resid #b and name N) 2.90,0.40 0.40 

• . ... '........... L.. ~ .,>1 .~; , . . I . _ .... __ .~. __ ....... ". 

#a y #b' Ulleyamente repiesentaq~s':aminoácidos entre los que se establece. eli. puente de 
hidrógeno; en las a hélice .los puentes"de liidrógeno se establecen entre el caHXinilo de un 
aminoácidoiY'el'HN delaininoácido i+4,'¡';;r lo que #b'debe de cumplir con este requisito. 

í _,;, ........ ~-~. {;.;'~ ." ' . . 
1.95 Y 2.90 son las 'distanciás entre los núcleos señalados; .~ . ',. . 

0.35 Y 0.40 son I~ ;nc~rtidumbrés. '. :'.'" , 

Archivo con restricciones de ángulo diedro, estos ayudan en el plegamiento COrrecto de los 
elementos de eslruclura secundaria; esle archivo proporciona los ángulos diedro (¡f¡) que se 
forman entre el plano del residuo #a y el plano del residuo'siguienle #b: 

Assign (resid #a and name c) (resid #b and name n) 
(resid #b and name ca)(resid #b and namec)' 1.0 -57.0 15.02 

. ., - : 

1.0 es un parámetro que utiliza CNS; 

-57 es al ángulo diedro para una a hélice; 
' .. 

15 es la incertidum?rede dicho ángulo; 
.' 

2 es un parámetro utilizado por CNS. 
_. _ ~:"'.L .' ..J -_""-o 

Para calcular liis estructuras en CNS utilizamos el comando: 

cns < anneal.inp > anneal.out 

El resultado de estos cálculos es una familia de estructuras de la proteína, cada una de las 
estructuras estará en un archivo protein.pdb. La comparación de las estructuras generadas 
durante el cálculo nos permite determinar si existe una correlación que obligue a la estructura a 
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pleg.,.. de una roanem inadecuada, lo cual produce una violación al cálculo; de ser asi, tenemos 
que revisar la asignación que provoca la violación y corregirla mediante la re-interpretación del 
espectro. Si no se han producido violaciones, la compamción de las estructums nos permite 
visualizar la tendencia 'del plegamiento de la proteina y centrar la búsqueda de restricciones en 
las regiones de la proteína que van mostrando interacciones. Por eso, necesitamos de un 
progmma que nos facilite la visualización· y análisis de las estructums; el progmma Molmol se 
desarrolló como una,herriUnientaque facilita la visualización y análisis de estructums de proteina 
(en fonnato de:dr~h¡¡';;s!pdb). Este es un,progmma muy dinámico, el cual no· sólo ,facilita la 
visualización de la eStnictura de la proteiDa; permite la sobreposición de varias estrUctUr8s de la 
proteina y calcular'ia'dispersión (RMSD) de la estructura global o de diferentes regioneS; puede 
seleccionar átomos y;CaJcular la distancia entre ellos; puede calcular superficies de.isopotencial, 
hacer gráficas de Ramachandmn, etc. .. ' .. -.-' 

• ,,' • - • !' '.~ .~ {. ¡ 

Pani'sobreponer, comparar y determinar el RMSD de n estrueturas debemo~¡uÍiíizar los 
siguientes dos'comandos:, ': ;." '1', 

. '. ~.~~'<':;,:i''; -. . I 
"':'!':,I¡,!¡~,¡~. ~ SelectAtom'#I-n:x-yandbb' el 

,'f,',,''''·}l¡HIs·{¡''.jl, . . . -,"~oí" • ,,' 
n es el núme~ de ~túras que se quieren comparar (2, 5,10, etc.);." •.•. ' ......... ' •.. ~ 

1'. ,.'I'":~.(it'/~~~·:·'., , ... ::;'~,' {l' ... 

x-y indiCa que residuos se quieren comparar (1-108,del1 al 108,9-19, deI9:a1:J9;:etc.r, ' 
" - ; ;.~~ ',"{' ' . '. . '~,.' ... ' :: ' . 

bb indica que ~Io t,?¡n~ en cuenta la cadena principal (el esqueleto, ba~kbone J .. ' 
" '. Fit toJust 'selected' 

" . '-,' 

con este ""iruu',dó,.Molmol efectúa la sobreposi~ón de las estrueturas en.la ,!,gi~nindieada y 
mueslm la desviacióÍl,(RMSD).· '. . 

En IIluchas ocasiones deseamos estudiar una región de la proteina y debemos esconder el 
resto deJa ÍIlisma; especialmente si queremos determinar la desviación de una región; si se 
quiere ver uru.región de la proteina o esconder esta región, utilizamos el comando: ~. 

" . 
SelectRes '#I-n:x-y' 

y del menú de opciones se escoge la opción que se desea (invisible [pam esconder), ribbon [para 
ver la estructura en forma de cintas), etc.). 

En algunas ocasiones deseamos resaltar. únicamente cierto tipo de átomos, lo que nos 
facilita su selección pam calcular la distancia entre ,ellos; esto lo logmmos con el siguiente 
comando: -,--

SelecAtom '#I-n:x-Y@H&' 

donde H& representa el tipo de átomo que deseamos resaltar (HN, HA, HB, CA carbono n, CB, 
CO, etc.), y del menú de opciones podemos escoger la que más nos convenga. 
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