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El andlisis detallado de la estructura y conformacién de fragmentos del ADN nos permite entender los
procesos biol6gicos basicos, tales como, la relacién de la estructura con el reconocimiento por parte
de las proteinas y las interacciones con el agua y otras moléculas. El problema de la dependencia
de la estructura tridimensional del ADN sobre la secuencia nucleotidica [1] es uno de los problemas
més importantes e interesantes de la biofisica molecular. Esta dependencia juega un importante
papel en varios procesos que involucran el reconocimiento del ADN [2 — 4]. Los cambios pequetios
en la geometria del ADN a lo largo de la cadena determinan muchos aspectos de su funcionamiento,
incluyendo la expresién genética y la interaccién con sus componentes activos. La oclusién especifica
de ciertas partes del material genético es uno de los posibles caminos de intervencion dentro del
metabolismo celular para combatir enfermedades tales como cancer o sida.

Desafortunadamente, es muy diffcil estudiar estos problemas cuantitativamente. Existen dos métodos
experimentales para tales investigaciones, el estudio de rayos X de cristales de fragmentos de ADN
v el estudio de resonancia mag;né'tiéa nuclear (RMN) de fragmentos en solucién. La cristalografia
de rayos X px'éggrciona una visién detallada de la estructura, los resultados obtenidos se refieren al
estado sélido, a la conformacién de fragmentos de ADN gue interactian con muchos otros fragmentos,
por lo que, estos resultados estdn influenciados por las fuerzas cristalinas de confinamiento [5].

Fl método de RMN proporciona una informacién. més limitada ya que el rango de las distancias
interproténicas esta limitado por el efecto Nuclear Overhauser (N OE), por lo que, no se puede
obtener una determinacién exacta de las propiedades globales del ADN [6]. Sin embargo, los datos
obtenidos con este método se refieren a la conformacién de fragmentos en solucién acuosa, lo cual esta
relacionado muy de cerca con el funcionamiento biolégico del ADN. El método de EM N ha sido muy
utilizado en el refinamiento de conformaciones de ADN {7 —9], incluyendo pares de bases modificadas
[10, 11], hélices con pares de bases mcorrectos [12, 13}, complejos de ADN-proteina {14, 15} y otros.

Muchos estudios muestran desacuerdos entre las conformaciones derivadas por cristalografia de rayos
X y las conformaciones en solucién obtenidas con RMN {9,16,17], y a pesar de gue han sido identifi-
cados un gran mimero de factores que contribuyen a la determinacién exacta de estructuras de RMN
[18 —20], los datos expeﬁmehtal&ﬂ que proporcionan estos dos métodos Do son por si solos suficientes

para determinar con detalle la estructura tridimensional del ADN, pero pueden ser itiles para elegir
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conformaciones desde un amplio rango de estructuras de baja energia, obtenidas por andlisis tedricos
de conformacién. Este método, basado en los caleulos de la energia intermolecular, ha contribuido
mucho al entendimiento de las posibles conformaciones que el ADN puede tener; predijo la existencia
de varias familias de conformacién [21] y la posible variabilidad dentro de una familia, antes que
e:qmrimentalmente fueran confirmadas.

El andlisis tedrico de conformacin es una parte imseparable de las técnicas modernas experimentales
ya que €3 inposible extraer informacién de estructuras gin la construceion de modelos. Para ia
construccion de un conjunto tedrico de conformaciones de minima energia es Lecesario un campo de
fuerzas tedrico. La energla de las conformaciones dependerd de como se contruya ¥ parametrice el

campo. Para una conformacion en particular, los diferentes carpos de fueza darsn geometrias de

equilibrio similares, pero st energia serd diferente 1221.

El objetivo de esta tesis fue construir un conjunto de conformaciones de minima energia para una con-
formacién B de un: octa-nuclestido en solucion, con la secuencia A(CTGT ACAG)-d(GAC‘ATG’TC).
Para esta secuencia existen resultados experimentales de RMN en solucion, lo que siguifica que se
tienen las intensidades NOE experimentales entre pares de protones. Estas intensidades proporcio-
nan un intervalo entre las distancias interproténicas, pero 1o definen una conformacién. Con analisis
tecricos de conformacion se buscard un conjunto de conformaciones cuyas intensidades NOE tedricas
sean las mAS cercanas & las intensidades NOE experimentales. Y se propondrd una conformacién
como la ms cecana 2 Jos resultados experimentales, con 1a finalidad de que los experimentalistas

interesades en esta secuen :» analicen los principales parametros de conformacién del octa-nucledtido.

Se inicia ¢l trabajo reslizando -en el primer _capitulo-una _exposicién general dela estouctura del
ADN y de sus componentes. En el segundo capitulo se presentan los fundamentos de la Mecénica
Molecular; 10s cndles permitenla construccién de un potencial senii-empirico con €l cual se valoran
las interacciones-intermoleculares: Fn el tercer capitulo se describe €l programa CONAN [24], con
el cual se obtuvieron las conformaciones de minima energia para el fragmento de ADN estudiado en
este trabajo. En € cuarto capitulo se presenta una ‘breve introduccién a la RMN 7y se explica el
ofecto NOE. Y finalmente en ¢l capitulo cinco se realiza el andlisis de los resultados obtenidos.
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Capitulo 1
Estructura y conformaciones del ADN

A través de millones de anos de evolucién, la célula ha adquirido y perfeccionado una memoria
genética donde esta registrada toda la informacién necesaria para fabricar, con un rigureso control
de calidad, todas las proteinas requeridas para sus procesos vitales. Los dcidos nucléicos son las
moléculas que contiene esta memoria genética. Las células contienen dos tipos de dcidos nucléicos: el
acido desoxirribonucléico (ADN) y el dcido ribomicléico (ARN), ambos son el material indispensable

en el inventario molecular de todo organismo, desde el virus mas simple hasta los seres humanos.

El ADN fue descubierto por el fisico suizo Fritz Miescher en 1868 y los atributos esenciales del
material genético fueron interpretados hace mas de cien afios por los trabajos sobre plantas que realhzé
Gregorio Mendel, cuyos resultados le permitieron concluir que las caracteristicas de los individuos son
proporcionadas por el padre v la madre como resultado de la aparicién de factores hereditarios, que
posteriormente se identificaron como genes. Fue hasta 1953 cuando Francis Crick y Jim Watson [25]
propusieron un modelo de su estructura, con el cual se sintetizé cast un siglo de investigaciones sobre
la naturaleza del material genético y durante los ltinos 40 afios ha sido la base de Ja Biologia Molecu-
lar. Hoy en dia sabemos que €l ADN es el portador de la informacién genética y que cada especie
tiene un ADN especifico. El ADN se encuentra en el nicleo de las células en forma compacta dentro
de los cromosomas (ver fig.1.1), es una hebra muy angosta de forma helicoidal con un didmetro de 20
A v con un giro cada 34 A; puede llegar a tener una longitud total de 2m. A lo largo de su longitud
contiene muchos segmentos denominados genes, los cuales pueden presentar formas alternativas que
determinan la expresién de alguna caracteristica particular o dar un tipo de célula; pero en esencia
el ADN de los diferentes érganos y tejidos es el misto para una misma especie.

El ADN se sintetiza por replicacién, es decir, hace una copia de si mismo, la cual proporciona ADN a
las mevas células formadas por divisién celular y a los nuevos organismos formados por reproduccién.
Cuando el ADN se replica, la copia va hacia la maquinaria que hace protefnas: los ribosomas. Fstas
copias de ADN son transportadas por el ARN desde los cromosomas a los nbosomas El ARN es
usualmente una molécula lineal y posee la capacidad de formar hélices. Existen tres clases de ARN,
el ARN mensajero (ARNm), ARN de transferencia (ARNt) y ARN ribosomal (ARNr).
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Figura 1.1 Diagrama que representa al nidecleo de la célula, en el cual se encuentran los cromosomas.
Dentro de los cromosomas la informacidn genética se encuentra en forma de una hélice muy angosta

que puede llegar a medir dos metros.

El ARNm es el encargado de llevar las instrucciones para hacer una proteina en particular desde
los cromosomas a los ribosomas. La funcién principal del ARNt es transportar aminodcidos a los
ribosomas [26], las células tienen por lo menos un tipo de ARNt para cada uno de los veinte aminos-
cidos {27]. EL ARNr es parte integral de los ribosomas y en asociacion con algunas proteinas ayuda
a alinear una serie de moléculas de ARNt & lo largo de una cadena de ARNm, asi, una serie de

amino4cidos puede unirse para formar una proteina.

El proceso de replicacién del ADN es casi perfecto, pero a veces se producen errores conocidos como
mutaciones. Algunas mutaciones son perjudiciales, pueden causar la muerte o enfermedades llamadas
hereditarias [27], mientras que otras ayudan a incrementar la capacidad de un organismo para so-
brevivir [27]. La estructura y conformacién del ADN aseguran su almacenamiento y transmisién; su
estructura heterogénea, flexdble y dindmica puede experimentar considerables cambios, por lo que es
necesario un anslisis detallado de las conformaciones del ADN para entender los procesos biolégicos
bésicos, como la relacién de la estructura con el reconocimiento por parte de las proteinas, las interac-
clones con moléculas de agua, proteinas y otras moléculas, etc. Por ejemplo, la interaccién del ADN
con moléculas de agua juega un papel importante en la formacién de su estructura tridimensional
[28], ¥ se ha sugerido que los cambios en la conformacién son reconocidos por proteinas y que existe
un codigo de conformacién de reconocimiento proteina-ADN durante el proceso de la transcripcién
[29]. En los ltimos afos se ha acumulado una cantidad considerable de datos nuevos sobre el rango
de conformaciones que puede adoptar el ADN. Se han encontrado nuevas variedades de dos, tres
y cuatro hélices, se ha aprendido acerca de su curvatura intrinseca, de sus transiciones dindmicas
y de conformacién, también muchos tipos de dafios y deformaciones han sido investigados. En la
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actualidad los conocimientos acerca de la estructura y funcién del ADN han sido infroducidos dentro

del drea terapéutica y de diagndstico de las principales enlermedades humanas.
1.1. Estructura primaria del ADN.

Las moléculas de ADN son polinucleétidos, es decir, moléculas muy grandes compuestas por muchas
unidades de nucledtidos que se repiten; cada nucleétido (fig.1.2) esta constituido por una base nitro-
genada, una unidad de azicar y un grupo fosfato, los cuales se componen principalmente de carbono
(C), nitrégeno (N), oxigeno (O), hidrégeno (H) y fésforo {P). La combinacién de una base y una

umdad de azicar se denominada un nucledsido. La unidad de amicar del ADN es la desoxarribosa.

jnitropenad

—chlace

glicos{dico

Figura 1.2 Un nuclestido de ADN compuesto por una base nitrogenada, una unidad de azicar
desoxirribosa y un grupo fosfato P. La numeracion de 1’ a 5 en la unidad de axdcar, representa a

los carbonos CI’, ..., C5’, respectivamente.

Las bases nitrogenadas se derivan de dos compuestos fundamentales: la pirimidina y la purina
(fig-1.3). En el ADN se encuentran dos purinas: adenina (A) y guanina (G), y dos pirimidinas:
timina (T) y citosina (C), (fig.1.4). Las bases son moléculas rigidas y planas, tienen varios cen-
tros hidrofilicos (4tomo protén-aceptor y protén- donador) que permiten la formacién de enlaces de
hidrégeno (N-H- - - N(O)). La diferente posicién de los hidrégenos donadores y los grupos aceptores,
da a las bases la identidad estructural dnica que les permite servir como informacién genética. Los
4tomos de hidrégeno de los grupos amimo (NH;) proveen enlaces de hidrégeno donadores, mientras
que los exigenos del grupo carbonil (C=0) y los nitrégenos proveen enlaces de hidrégeno aceptores
[30,31]. La base y la unidad de é.zﬁcar se encuentran unidas por un enlace covalente entre un ni-
trégeno de la base purinica (N9) {pirimidinica (N1)) y el carbono C1’ de la unidad de aziicar, lamado
enlace glicosidico {ver fig.1.2). Al unirse varios nucleétidos por medio de grupos hidréxilo (OH) en
la posicién 3’ de un muclestido y €l grupo 5’ del nucleétido siguiente, se forma una secuencia de
nuclestidos denominada polinuclestido (polt 6 cadena de polinucledtidos) ( f.ig.'1.5). La secuencia de
los mcledtidos en la doble hélice determina la estructura primaria del ADN, la cual puede escribirse
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basandose en €l orden diferente de las bases, ignorando las unidades de azucar y los grupos fostatos.
Se puede empezar por €l extremo 5’ libre (no ﬁgado a otro mudeétido) y seguir hacia el extremo que |
tiene el grupo hidréxilo 3’ libre (fig.1.5), direccién de 5’ a 3'(0 también de 3’ a 57), como por ejemplo
en la figura 1.5 la secuencia es ATGC.

H
| I
N
a e
/CE\.:’ 2 \:l‘/ chz\'-" c ~H
H .
Purina Pinrmidina

Figura 1.3 Compuestos fundamentales de los cuales se derivan las bases nitrogenadas del ADN, la

purina ¥ le pirimidina.

2 1
H
N T e
2 BL— 2 4c\
S e
i . H
Adenina (A) Guarina (G)

i . 2
CH

NoReT I}n{/tc\sc/H

ofcz\&/ec \ 0’/,02\'?/6!\“

H H
Tunina (T} Citesina (C)

Figura 1.4 Bases nitrogenadas que componen ¢l ADN. Notar que las purinas (A y G) se enumeran

de manera distinta a las pirimidinas (T y C).

“TESIS CON
FALLA DE QRIGEN




H “H
Extremo 5 \H/ ' _
/LH Adenina
;

0==II’—0—CH
H HH
L Ny

B
0=F—0—
0- .
&\N’H
) | "/LN/”
0 |

H  Guanina
o=r—-n——cn

o-

a
H.L I“\N/H
H N/ko Timina

Omp—0—cH
o-

Extrema 3’

Figura 1.5 Fragmento de un polinucledtido, cornpuesto por la unidn de nuclestides de ADN. Los
nucledtidos se unen por medio de grupos OH en la posicién 3’ de un nuclestido y el grupo 5 del

nucledtido siguiente. La secuencia ACGT tiene direccion de 5’ a 3.

1.2. Estructura secundaria del ADN.

La estructurg secunderia del ADN fue establecida por los trabajos de James D. Watson y Francis
Crick en 1953 [25]. El modelo propuesto del ADN se basé en numerosos estudios de difraccién de
rayos X y muestra al ADN como una doble hélice con dos cadenas de po]inﬁcieétidos enrolladas
sobre el mismo eje y unidas por puentes de hidrégeno entre las bases. La molécula se asemeja a una
escalera girando sobre una colunma cilindrica imaginaria (fig.1.6). En esta analogia los peldafios
representan las bases nitrogenadas provenientes de cada una de las cadenas dé la. doble: hélice. Los
pasamanos de la escalera representan a las unidas de azticar y a los grupos. fosfatos.

Las bases se unen de dos formas: adenina con timina, A : T y guanina con citosina, G.: C, estos

T THSE G0N
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pares se llaman pares de bases de Watson-Crick (W-C) (fig.1.7) y a este unién de las bases se le
denomina complementariedad. El par G:C tiene tres enlaces de hidrégeno y el par A:T tiene dos. Los
pares de W-C son estables y del mismo tamano por lo que se adaptan facilmente dentro de la doble
hélice, se encuentran en el interior de la cadena mientras que las unidades de azicar y los fosfatos se
encuentran en el exterior.

El modelo también establece que las cadenas de polimiclestidos corren en direcciones opuestas, por lo
que son antiparalelas. Una de las cadenas corre en direccién de 5" a 3°, y la cadena complémentaria
de 3’ a 5 (fig.1.6). La doble hélice tiene su giro hacia la derecha y al modelo con todas estas
caracteristicas se le conoce como la forma B del ADN. La doble hélice también exhibe dos canales
o surcos alrededor de su superficie de diferente ancho y profundidad, son el surco mayor y el surco
menor { fig.1.6).

La formacién de otros pares de bases distintos a A : T'y G : C, significa un error en la replicacién del
ADN, la cual puede resultar en la signiente replicacién como una mutacién [28]. Durante la replicacién
del ADN las bases estdn normalmente determinadas por el apareamiento de bases de W-C (A:T y
G:C), no solo por ser estables, sino por que dan una doble hélice con cadenas de azticar-fosfato

antiparalelas en la secuencia de las bases.

Figura 1.6 Representacién de la doble hélice del ADN propuesta por Watson y Crick. Dos cadenas
polinucleotidicas A y B, se enrrollan sobre el mismo eje imaginario, asemejando una escalera de
caracol, donde los peldaiios (lineas) representan a las bases y los pasamanos (bandas) a las unidades
de azdcar y a los grupos fosfato. Lo cadena A (B) tiene la direccion 5°— 8 (3°—5’). También se

ejemplifican los surcos mayor y menor.



Sl S

/ Adenina / P © \Guanina

Timina Citosina H

Figura 1.7 Pares de bases de W-C A Ty G:C. Blpar A: 7T tiene dos enlaces de hidrogeno y el
par G2 C tiene tres.

1.3. Conformaciones A, By Z del ADN.

La doble hélices del ADN es una estructura heterogénea flexible y dindmica, la cual pueden expe-
rimentar cambios mutuos considerables. Esta definicion da como resultado una gran variedad de
conformaciones. Fxisten hélices regulares que siguen el modelo de W-C, esto es, hélices con pares de
bases AT y G:C, antiparalelas y con giro hacia la derecha. También podemos encontrar hélices irre-
gulares (que no siguen el modelo de W-C) y hélices con pares de bases incorrectos. Las variaciones
en la estructura secundaria del ADN pueden ser influenciadas por la secuencia de las bases, por
ejemplo, las secuencias de cadenas de polinuclestidos de Adenina (A) y Timina (T): d{A)-d(T), es
una estructura que prefiere la forma denominada B, mientras que la secuencia d(G)-d(C) la forma
denominada 4; [28]. Las diferentes conformaciones también se deben & lg posicidn relativa de las
bases, un par de bases puede variar su orientacién relativa a Sus companeras por rotacitn alrededor
de los ¢jes x, y o-z, los parm de bases pueden moverse en conjunto y también las bases de un par
pueden tener movimientos opuestos (fig.1.8). Las conformaciones de ADN ge clasifican en la familia
A (ADN-A), la familia B (ADN-B) y Ia forms 7 (ADN-Z) [30].

encuentran desplazadas 4.5 A fuera del eje de 1a hélice, esto crea un hueco ep el centro del eje de 3 _
A de dismetro (ver f%9.1.9). Hay 11 bases por cada giro helicoidal y est4n inclinadas 20°. Su surco
mayor es profundo y estrecho, y el surco menor es superficial y amplio (30].
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Figura 1.8 Diagramas que ilustran los movimientos de las bases, sus nombres corresponden a de-
signaciones internacionales. (aj-(c) Muestran rotaciones locales, las rotaciones son en los ejes «, v,
2, de derecha a izquierda, respectivamente. a) Bases de pares moviéndose juntos. b) Bases de un par

maoviéndose en forma opuesta. ¢) Movimientos entre dos pares de bases. d} Movimientos de pares de

bases relativos al eje de la hélice y a los surcos mayor y menor.
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Figura 1.9 Ejemple de una conformacion ADN-A

La familia ADN-B se forma cuando la humedad es alta (92%) [30], sigue el modelo de W-C con una
doble hélice derecha y antiparalela (ver fig.1.10). Los pares de bases se sitdan sobre el gje de la
hélice, por lo que los surcos (mayor y menor) son de profundidad similar. Las bases se amontonan
sobre sus vecinas en la misma cadena y son perpendiculares al eje de la hélice. Tiene 10 bases por
cada giro helicoidal ligeramente inclinadas., Los fésforos de la misma cadena estén un poco mss
separados que en.el ADN-A. La estabilidad estructural de la familia B esta ligada a su alta humedad
y es muy flexible. La espiral doble cambia constantemente dentro de los limites de las familias A y
B, y es posible el paso de una familia a otra [27].

La forma ADN-Z (f ig.'l.ll) se presenta en altas concentraciones de sal. También es una doble hélice
antiparalela; pero sus dos cadenas corren en sentido contrario a las manecillas del relo ], son izquierdas.
Los pares de bases de W-C se mantienen, tiene 12 pares de bases por cada vuelta helicoidal y sus
fésforos. tienen una apariencia de zig-zag. Esta forma de ADN es mds favorable para secuencias
d(G)-d(C). El surco menor es estrecho y muy profundo; pero el surco mayor llega a ser tan superficial
que las partes inaccesibles de las bases C y G estén expuestas [30].
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Figura 1.11 Ejemplo de una conformacién ADN-Z
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1.4, Parametros de conformacién de los nucleétidos.

La estructura tridimensional del ADN puede ser caracterizada por longitudes de enlace, dngulos de
enlace y rotaciones de los grupos de atomos alrededor de los enlaces [32]. La longitud de enlace !
(fig.1.12) es la distancia entre los centros de dos dtomos conectados por un enlace. El dngulo de

enlace , es la medida de la abertura que se forma cuando una secuencia de tres 4tomos se encuentran

conectados por enlaces (fig.1.12).

Longitud
de Angnlo de
enlace enlace

Figura 1.12 Diagrama que muestra la longitud de enlace 1 y el dngulo de enlace .

Consideremos cuatro dtomos, 7 § k£ L Si los cuatro 4tomos son conectados por enlaces i-j-k-1, el dngulo
de torsion £ se lama dngulo de torsion propio ( fig. 1.13 (a) y (b)) y se define corno el dngulo entre
las proyecciones de los enlaces cuando se ve a lo largo del enlace central, en cualquiera de las dos
direcciones j—+k o k—j. Si el dtomo % se enlaza a 4, 7 ¥y [, el dngulo de torsidn @ se llama dngulo de

torsion impropio ( fig. 1.13 (¢)) y es el dngulo entre los planos jki y jh.

(@) (b)

Figura 1.13 Definicion de dngulos de torsion 0. (a) Angulo-de torsion propio (i-j-k-1) con respecto
al enlace central 5-k. (b) Vista a lo largo de § — %, 0 es el dngulo de torsion entre las proyecciones

de los-enlaces. - (¢} Angulo de torsion impropio, definido como el dngulo entre los planos ikl y .
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1.4.1 Angulos de torsién en los nucledtidos.

En la figura 1.14 se muestran los dngulos de torsién para el n-ésimo nucleétido de una cadena
polinucleotidica y en la tabla 1.1 se especifican los dtomos involucrados. La columna de azicar-
fosfato esta constituida por la secuencia de los étomos P—05'—C5'—C4’, etc., y se define por los
dngulos de torsién «, 3, v, 6, £, {, en orden alfabético. Los dangulos de torsién de la unidad de azicar
son denotados por vy, 11, V2, V1 ¥ 14 ¥ la orientacién de la base relativa a la unidad de amicar esta
dada por el dngulo de torsién glicosidico .

Las bases pueden tomar dos principales orientaciones del enlace glicosidico, lamadas conformaciones
syn (0°) y anti (180°) y se definen por el dngulo de torsidn x (fig.1.15 y tabla 1.1). En la figura

1.15 se muestran como ejemplos las conformaciones syn y anti de la dexosiadenosina.

TFabla 1.1

Angulos de torsion y los dtomos involucrados en una unidad de nucledtido n. Para lo numeracion de

los dtomos ver lo figura 1 14.

Angulos de torsién Atomos involucrados

& {n—1)03% — P—05' — C%'

3 P05 -C5 - C4

“ 05 - 08 - C4' - ¥

) Cs —C4 —C3 — 03

€ CY-C3¥-03-P

¢ C3 -03 - P—-05'(n+1)

- X C2 — C1' — N1 — C8 pirimidinas
2 - C1’' — N9 — C8 purinas

to C4 —04 -CV-C2

¥ o4 -C1V-C2-C¥%

g Y —-C2-C3 —-Co

3 C2 ~-C3 —-Cda' — 04

vy C3¥-C4-04-C1
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Direccion de C3 "
ol lacadema /]

P
umdad
de P
meledtido
3.
n+1

Figura 1.14 Angulos de torsion para el n-ésimo nucledtido de una cadena polinucleotidice. o, f3,
’y-, 8, €, ¢ representan a los dngulos de torsion de la columna azidcar-fosfato; vo, Vi, V2, V3 y Vy

representan a los dngulos de torsidn de la unidad de azicar y x es el dngulo de torsion glicosidico.
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N

XS 0

0 X O X

OH OH
desoxiadenosma (syn) desoxiadenosina (anti)

Figura 1.15 Diagramas que ilustran las dos principales orientaciones del enlace glicosidico x, syn y

antt.

1.4.2 Plegamiento de la unidad de azdcar y concepto de pseudorotacion.

En esta seccién se caracterizardn las diferentes conformaciones que puede tomar la unidad de azicar.
La unidad de aziicar esta compuesta principalmente por un anillo de 5 dtomos, al que se denomina
furanosa {ver fig.1.2). Los cinco miembros de la unidad de azticar no son planocs, algunos de sus
4tomos adquieren una forma plegada. En general, se pueden clasificar los plegamientos en dos tipos,
Ey T. En la forma E, ‘cuatro 4tomos se encuentran en el mismo plano y el quinto se desplaza fuera
de este (fig.1.16). En la forma T, dos dtomos adyacentes se desplazan en direccién opuesta, fuera del
plano que forman los tres stomos restantes {fig.1.16). En la forma T los desplazamientos rara vez
tienen la nﬁsma'nﬁagnitud, la desviacién m4és grande da lugsr a un plegamiento mayor y la desviacién
més pequefia a un plegamiento menor. Otra caracteristica importante de la unidad de aztcar es que
el plegamiento se puede dar hacia la direecién en que se encuentra el 4tomoe C5'. El dtomo que forma
el pliegue y se desplaza en esta direccién se le denomina endo. Si lo hace en direceién opuesta se

denomina ezo, por ejemplo, C§ —endo, C2'—ezo.
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. N C,
c5 30 2 2' N 2
E E
» 0O )
(a) 4, 0 21 1 (b) 4! 3! 1
’ ’ N . N
Cg v C, 5
. 1 . 0 1
{e) 4 (d) 4 :
2 2

Figura 1.16 Ejemplos de plegamientos de la unidad de azicar. a) C8-endo E, b) C2’-endo E, ¢)

un simétrico C3-endo-C2’-exo T y d) un antisimétrico C3’-endo(mayor)-C2’-exo(menor) T.

Las conformaciones F v T describen el plegamiento de la unidad de aziicar en forma aproximada,
en general no son considerados modos intermedios de la forma & o T'. Por lo que €l plegamiento de
los cinco miembros de la unidad de azicar se trata analiticamente con el concepto de pseudorotacién
[33]. Los cambios de la conformacién de la unidad de aziicar no proceden por planos intermedios,
existe un mimero infinito de conformaciones que pueden ser descritas en términos del 4ngulo méximo
de torsion (grado de plegamiento) V., ¥ por el dngnlo fase de pseudorotacién, P (fig.1.17). La
amplitud del plegamiento (Vmaz) de la desoxirribesa no depende del tipo de base ni de les dngules
de torsién x y v (fig.1.14) [33]. En nucledtidos el dngulo fase de pseudorotacidn P, es calenlado de
acuerdo a los d4ngulos de torsién de la unidad de azticar vy, 11, M, 13 ¥ vy (fig.1.14, table 1.1} como
en [34]:

- {va+ve) — (v1 +v3) _ (1.1)

2vp(sen36° + sen72°) |

El dngulo fase P=0° es definido tal que, €l dngulo 15 es mdximamente positivo, correspondiente a
wa forma C%—endo— €2 —endo T (3T). Su imagen 27T, es representada por P=18¢°. Dado el
éngulo fase P, los cinco dngulos de torsién estdn relacionados por:

tan P

Vi = Vinaz 008(P +§ - ¢), @

donde j= 0 a 4 y p=144°. El dngulo maximo de torsién v, es derivado tomando 7=0:

12
‘mar — . 1.3
" cos P (1.3)

De la Ec[1.2] se deriva facilmente la Ec[1.1].
En cada dngulo fase P, la suma de los cinco dngulos es cero:

o+ F+ret+igt+ vy =0 (1.4)
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Figura 1.17 Ciclo de pseudorotacion de la unidad de azicar. Los valores de P se dan en maltiplos
de 36°. Las formas alternativas F y T se dan cada 18°. Después de rotar 150° las imdgenes de las
posiciones iniciales son encontradas. Sobre la periferia del circule las unidades de azticar indiean los
signos de los dngulos de torsidn, posttive (+), negativo (-) y 0 representa. el dngulo de 9°. Por ejem-
plo, en la designacion 3Ty, los superindices (subindices) indican: dtomos exo {endo), el 3 (2) denota
al dtomo C3 (C2) y los nimeros colocados antes (después) de T denotan al plegamiento mayor
(menor). En el caso de una forma B con plegamiento definido por C3 — exo,. esta conformactdn se

denotar por 2E.

Al ser el anillo de aziicar en-los nucledsidos sustituido- asimétricarnente, el dngulo fase de- pseu-
dorotacién caleulado determina-que las- estructuras-de nucledsides y nuclestides no se distribuyen
uniformemente sobre €l ciclo de pseuidorotacién [34]. Estdn centradas en dos dominics CF —endo,
P =~1°a34°, y C2—endo, P = 137° a 194°. Los plegamientos de las formas %' —endo y C2'—endo
son preferidos por que las interacciones entre &tomos que no estén enlazados son minimas (33]. El
paso de conformaciones C'§' —endo — C2'-endo se realiza a través de una conformacién denominada
04'~endo (P ~ 90°) y en solucién esta en rdpido equilibrio. La forma ADN-A tiene sus unidades
de aztcar en la forma C8 —endo, mientras que ADN-B en la forma.C2'—endo y el paso entre estas
dos familias es a través de la forma O4'—endo [33]. |
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Capitulo 2
Fundamentos de la Mecanica Molecular

El método de mecdnica molecular (MM) es una consecuencia natural de las viejas ideas sobre enlaces
entre dtomos y moléculas, y las fuerzas de van der Waals entre 4tomos no enlazados. Atun cuando
estas ideas aparecieron alrededor de 1930, intentos de utilizar €l método no surgieron sino hasta 1946.
En este afio fueron publicados tres articulos fundamentales, Hill [35] propuso que las interacciones
de van der Waals junto con las deformaciones de enlaces y dngulos podrian ser utilizadas para
minimizar energias y obtener estructuras de equilibrio. En forma simulténea aparecieron los articﬁlos
de Dostrovsky [36] y Westheiner [37]. Este ultimo, el m4s importante, tuvo éxito en mostrar que su
formulac_:ién de MM podria ser utilizada para obtener informacién relacionada con la estructura de
los sistemas. Con el advenimiento de las computadoras alrededor de 1950 v de ahi en adelante, el
interés en aplicar el método se incrementé rdpidamente a tal grado que en la actualidad la MM es
uno de los métodos estandar para realizar cdlculos moleculares, principalmente de moléculas con un
mimero muy grande de dtomos, como el ADN y las proteinas.

La MM define un método de calculo que proporciona informacién acerca de las estructuras y energias
de las moléculas de la manera mas préctica posible [38]. El rango de aplicacién de la MM incluye: (1)
El estudio de moléculas que contienen miles de dtomos, como moléculas orgdnicas, oligonucleétidos
y péptidos. (2) Moléculas en el vacio o con ambientes de solventes explicitos. (3) Estados base
dnicamente.

La MM predice la energia asociada con alguna conformacién baséndose en los siguientes principios:
‘El micleo y los electrones son considerados como un todo dentro del &tomo.

-El 4tomo se considera como una particula de forma esférica de radio r y con una carga neta.

-Las interacciones se describen por medio de resortes y potenciales cldsicos.

-Las interacciones determinan la distribucién espacial del 4tomo como particula y su energia.
2.1. Funciones de potencial en la mecédnica molecular.

La MM utiliza como modelé una molécula compuesta de dtomos unidos por enlaces. Utilizando
pardmetros como longitudes de enlace, dngulos, y permitiendo interacciones entre dtomos no enlaza-
dos, la MM construye una expresién de eﬁergz_’a potencial, la cual no solo seré funcién de las posiciones
atémicas, sino también de los pardmetros requeridos para describir el comportamiento de diferentes

4tomos y enlaces. Minimizando esta expresién, el método de MM predice las geometrias de equilibrio
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¥ las energias. El modelo de potencial planteado tiene varias ventajas. Primero, la energia puede ser
calculada rapidamente para una configuracién de dtomos dada. Esto hace posible la deterrminacién
de la estabilidad relativa de las distintas conformaciones moleculares. Segundo, se puede obtener
ficilmente la expresién analitica de las derivadas espaciales de la energia. Entonces, las [uerzas que
actiian sobre los dtomos y los gradientes de éstas fuerzas pueden ser calculados. Finalmente, porque
la energia potencial puede ser analizada usando conceptos estructurales simples.

En general, la forma del potencial es desconocida, sin embargo, se puede modelar seleccionando un
conjunto de funciones de potencial llamado campo de fuerzas, el cual se expresa en términos de las
coordenadas internas de las moléculas. . Para una molécula, el campo de fuerzas se puede escribir como
una serie de potencias que involucran el estiramiento de los enlaces, las variaciones en los dngulos,
las atracciones y repulsiones de van der Waals entre d4tomos no enlazados uno con el otro a un 4tomo
comun (fig.2.1), interacciones de dtomos capaces de formar enlaces de hidrégeno y las interacciones

electrostaticas. Sumando todas estas contribuciones se obtiene que [38}: |

V= Z p:aatiramiento + Z chrvatm-a -+ Z ‘/tor.eié’n + Z I/mm der Waals + (2-1)
Z Ven!ac? de hidrdgeno =+ Z E'relfect'.r'astcitico--

La suma se extiende sobre todos los enlaces, dngulos de curvatura, dngulos de torsién, interacciones de
van der Waals, enlaces de hidrégeno e interacciones electrostiticas. La suma de todos éstos términos
se le denomina energia estérica V de una molécula. Las expresiones explicitas para cada término en
la Ee. [2.1] define lo que es llamado un campo de fuerzas mecdnico-molecular, entonces las derivadas
de la funcién de energia potencial determina la fuerza sobre los dtomos. Cada término de la Fe.
[2.1] contendré pardmetros que se requieren para describir €l comportamiento de diferentes dtomos
-y enlaces. )

Interacciones de no enlace

Figura 2.1 Diagrama que representa los pardmetros utilizados en la mecdnica molecular.

20



Para encontrar un minimo de energia local de una molécula se toma la derivada de la energia (Fe.
(2.1}) con respecto a las coordenadas internas. Lixisten varios métodos que permiten la localizacion de
los estados restringidos de una molécula o las conformaciones de minima energia {38, 39]. Las técnicas-
mas sofisticadas para minimizar la energia utilizan la primera y segunda derivada. La minimizacién
de la Fe. [2.1] produce las geometrias de equilibrio de una conformacion en particular. Es necesario
enfatizar que el valor numérico de la energia estérica de equilibrio de una conformaciéon no tiene un
significado fisico por si mismo. El nivel cero de V corresponde a una molécula ficticia en la cual todas
las longitudes de enlace y angulos tiene sus valores de referencia, y las interacciones electrostéticas y
de van der Waals estdn ausentes. También es importante mencionar que diferentes campos de fuerza
dardn geometrias de equilibrio similares para una conformacién en particular, pero la energia estérica
serd, diferente para tal conformacién. Esto se debe a que la energia estérica depende de como fue

construido y parametrizado el campo de fuerzas.
2.2. Potenciales para los enlaces y los dngulos.

En la mecdnica molecular los dtomos de una molécula pueden pensarse umdos entre si por resortes
mutuos e independientes. Se puede suponer un potencial armdnico para describir el estiramiento de

los enlaces Fe. [2.2] y la variacién de los angulos Ee. [2.3].

1 ‘
Vestiramienta = EZ ksi(re—1i0), (2.2)

donde k,;, s la fuerza constante para el enlace 4, este pardmetro controla la rigidez del resorte
enlazado, 7;q define la longitud de equilibrio y r; representa el desplazamiento de la posicién de
equilibrio. Unicamente los pardmetros &, ¥ 7io son designados para cada par de dtomos enlazados
baséndose en su Eipo (por ejemplo, C-C, O-H, C-H, etc.). Esta ecuacién estima la energfa asociada
con la vibracién alrededor de una longitud de enlace de equilibrio.

1 "
chruatuma. = E ; kv,é (Uz‘ - U'i,O.) . (23)

donde k,,; es la fuerza constante para el dngulo de curvatura %, v;p define el dngulo de equilibrio y
v; representa el desplazamiento de la posicién de equilibrio. Solamente los pardmetros &, ; y v;0 son
asignados para cada tercia de 4tomos enlazados baséndose en su tipo (por ejemplo, C-C-C, C-O-C,
C-C-H, etc.). Esta ecuacién estima la energia asociada con la vibracién alrededor del é.ngiﬂo de enlace
de equilibrio. | |

21



2.3. Potencial para los dangulos de torsién.

La forma general del potencial de torsidn para rotaciones alrededor de enlaces se escribe como una
funcién periddica Ee. [2.4], como puede verse en la figura 2.2. La energia de torsién puede pensarse
como €l resultado de una repulsion entre los enlaces no cubiertos por las interacciones de van der

Waals.

Viorsion = Z % {1 4 cos(n;)), (2.4)

n,§
donde ¢ es el d4ngulo de torsién, V;, ; es un pardmetro que controla la amplitud de la curva y n controla

su periodicidad. Unicamente para cada cuarteto de atomos enlazados se asigna los pardmetros de
torsién basandose en sus tipos (por ejemplo C-C-C-C, G-O-C-N, B-C-H-C, etc.).

—

TESIS CON— ]
FALLA DE ORIGEN

loo Y

=03

Figura 2.2 Diagrama que representa la periodicidad del potencial de torsion.

2.4. Potencigles para las interacciones de van der Waals, del enlace de
hidrégeno y electrostaticas.

Las interacciones entre 4tomos que no estdn enlazados unos con otros a un dtomo comin generalmente
son referidas como interacciones de van der Waals. El potencial de van der Waals es una interaccién
electrostética que se compone de dos partes. La primera es una parte repulsiva que actiia a distancias
cortas v la segunda es una parte atractiva que actia a distancias largas.

Las fuerzas repulsivas se originan cuando las nubes de electrones de dos moléculas se aproximan lo
suficientemente cerca que se superponen, el principio de superposicién de Pauli prohibe a algunos
electrones ocupar la regién superpuesta y asi, se reduce la densidad electrénica;, en la regién. Entonces,

los micleos de ambas moléculas cargados positivamente ejerceran una fuerza repulsiva. La repulsién
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ocurre cuando las distancias entre los Atomos que interactian llegan a ser méas pequedias que la suma
de sus radios en contacto y se Tepresenta por r~i2,

Las fuerzas atractivas se originan cuando la superposicién de las nubes electrénicas es pequena y
son proporcionales r—°. Hay tres posibles contribuciones, las cuales dependen de la naturaleza de las
moléculas que interactiian y son las sigulentes:

(a) Contribucion electrostética. Esta contribucién se debe a la interaccién de moléculas que poseen
momentos dipolares y dependen fuertemente se su relativa orientacion. Algunas moléculas no dipo-
lares poseen un momento cuadripolar, el cual contribuye al potencial electrostético de manera similar.
(b) Contribucién inducida. Se presenta cuando interactdan moléculas con momentos dipolares perma-
nentes con moléculas no polares. El campo eléctrico de 1a molécula polar distorciona la distribucién
de la carga electrénica de }a molécula no polar, produciendo un momento dipolar inducido. Este
dipolo inducido interactia con el dipolo produciendo una fuerza atractiva.

(c) Contribucién de dispersién. Representa la ‘nteraccién de las capas electrénicas de los atomos y
moléculas con valencias saturadas. No depende de la existencia de cargas, de los momentos dipo-
Jares, momentos cuadripolares, etc. Esta contribucién tiene su origen en la representacién de los
electrones en una molécula como osciladores arménicos. En un instante la molécula poseé un dipolo
cléctrico instantdneo, el cual induce un dipolo instantdneo en una segunda molécula, produciendo

una atraccién.

Asi, la forma més general del potencial para las interacciones de van der Waals se representa por el
potencial de Lennard - Jones 6-12 (figura 2.3} y es la suma de las fuerzas repulsivas ¥ atractivas,
Ec. [2.5].

. ;  Bi
v =3 |28 2] 25

i<j 20 i
El pardmetro Ay determina €l grado de dureza de los stomos, el pardmetro Bj; determina el grado
de adhesividad de la atraccién de van der Waals v ry; es Ia distancia interatémica.

Para la energia de interaccién entre Atomos capaces de formar enlaces de hidrégeno, el potencial de
Lennard - Jones 6-12, es reexplazado por 10-12 [40}:

. B,
v~ |24 -8 (25)

iy LT ij

' Finalmente, €l término electrostatico se representa principalmente por la ley de Covlomb y el potencial

tiene la forma:
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;¢ 7

(2.7)

Letectr'astdtz'co - E >
— ETyj
<7

donde 755 es la distancia interatdmica, e; , €; son las cargas de los 4tomos y € es la constante dieléctrica.

[41]

E'/'J

)
0N

Atraceidon

-

Iy

X3 Posicidn de equbbrio

-

Figara 2.3 Diagrama que representa el potencial Lenard-Jones 6-12. A distancias cortas el potencial

esta representado por v* y es repulsivo, mientras que para distancias grandes es atractivo y es
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proporcional a r8.

2.5. Parametrizacién

El conjunto de fumciones de potencial de la Ec. [2.1] contiene pardmetros que se obtienen a partir de
datos experimentales y de estudios de peguenas moléculas que son guimicamente similares a segmen-
tos de la molécula de interés. Las propiedades moleculares utilizadas para calcular los pardmetros del
campo de- fuerza incluyen, por ejemplo, estructuras moleculares, energias de conformacion, frecuen-
cias vibracionales, barreras de rotacién interna, momentos aipqla.res, e interacciones ntermoleculares.
Para obtener buenos resnltados, los pardmetros deberan ser cnidadosamente derivados y selecciona-
dos. Los pardmetros son usualmente redefinidos para dar resultados correctos en célculos sobre
sistemas experimentales bien caracterizados antes de ser aplicados a nuevos sistemas.

El procedimiento general para encontrar los valores de los pardmetros en un campo de fuerzas es
utilizar informacién experimertal o informacién teérica de cdlculos con mecsnica cudntica, ab ini-
tio. Algunos de los métodos experimentales son: espectroscopia vibracional, difraccién de rayos X,
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resonancia magnética nuclear (RMN), difraccién de electrones, espectroscopia de microondas, entre
otros [2,38]. |

El ajuste de los pardmetros se realiza tomando en cuenta que cada dtomo de una molécula pertenece
a algunos de los tipos de dtomos posibles [42,43], lo cual depende del mimero atémico y del entorno
molecular. Por ejemplo, algunos tipos de dtomos comanmente utilizados en campos de fuerzas para
compuestos organicos son carbonos sp® (saturados), carbopos sp? (enlace doble), carbonos sp (enlace
triple), carbonos del grupo carbonil €' = O, carbonos aromdticos (por ejemplo, dtomos de carbono que
pertenecen a anillos de carbono y el carbono (5 de la timina [43]), carbonos unidos a H, hidrégenos
unidos a O, hidrégenos unidas a N, etc. Asi, los campos de fuerzas contendré sus tipos de atomos,

los cuales dependersn de las decisiones de sus constructores.
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Capitulo 3
Programa CONAN

El programa CONAN (CONformational ANalysis of nucleic aicids) {24], fue disefiado para el anélisis
de fragmentos de ADN que contienen algunos nucledtidos con bases naturales y modificadas. Permite
-modelar tanto fragmentos regulares con diferentes tipos de simetria, como fragmentos irregulares
que incluyen curvatura, pares de bases .incorrectas v lesionadas. Los cdleulos v la minimizacién de la
energia se desarrollan en el espacio de variables estructurales internas las cuales determinan el arreglo
mutuo base-base, aztcar-base, asi como el plegamiento de la unidad de azicar. El procedimiento
analitico es aplicado a las unidades de azicar v a los fragmentos de la columna entre 1ﬁlidades de
azticares adyacentes. Hsto da un rango suficientemente largo para la variacién de los dngulos de
torsidn de la cadena, debido a los tipos diferentes de arreglos mutuos entre las bases sucesivas. Para
una energia de minimizacién més efectiva, es calculado el gradiente analiticamente. Las conforma-
ciones de minima energia obtenidas con el programa CONAN pueden ser comparadas con datos de
difraccidn de rayos X para cristales y fibras, y con datos RMN para soluciones.
Como variables estructurales internas se escogen parametros definidos con respecto al ¢je de la hélice,
tales como torcedura (1), cambio (Dz), proulsor (7), inclinacién (1), giro (p), (ver fig.1.8) ete.
También se incluyen las variables de la unidad de azicar y los dngulos de torsién glicos{dicos. Se
introduce un conjunto de pardmetros para cada base el cual describe las desviaciones de la geometria
de los pares de bases de Watson-Crick (fig.1.4) tales como rizo (k), propulsor (7), abertura (o),
deslizamiento, alargamiento y escalonamiento, (ver fig.1.8). El conjunto de pardmetros que utiliza
el programa CONAN es més grande que el conjunto minimo, pero da la oportunidad de defimr
estructuras regulares e irregulares con caracteristicas predefinidas al escoger las variables. Por lo que
resulta facil la construccién de conformaciones inusuales a partir de estructuras regulares u otras

conocidas v €l andlisis de los resultados se hace en términos de las desviaciones de estas estructuras

regulares.
3.1. Método

Se considera una doble hélice de un fragmento de ADN que consiste de N, pares de nucleétidos o
N,=8N, nucleésidos. Los nucleétidos son numerados empezando por el extremo 3’-final de una de las
hélices. Una hélice de ADN consiste de unidades estructurales. Una unidad estructural (se mmestra

en la fig.3.1) incluye una base, una unidad de azticar desoxirribosa y un fragmento de columna que
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conecta a dos unidades desoxirribosas.

La estructura tridimensional de un fragmento de ADN se define por constantes y variables de con-
formacién [24]. Los enlaces y los dngulos se consideran constantes, excepto los dngulos internos de la
unidad de aziicar v €l dngulo que forman los 4tomos P-03’-C3’(a). La estructura interna de las bases
se considera rigida (sus dngulos y enlaces son constantés) y plana [24, 44] {excepto los hidrégenos de

los grupos metil (CH;) de la timina y de las bases modificadas).

n+1) base

Figura 3.1 Unidad estructural n (separada por lineas punteadas) incluye la base n (un rectdngulo,
N denota purina N9 o pirimidine N1) y le "cadena principal” C1°, C2°, C%, C4’, C§’, 05’ y P,
se escribe como 1, 2, 8, 4, 5, 6 y 7, respectivamente. Los dtomos laterales tienen dobles indices;
para Ny,los dtomos laterales de la cadena de a lado, conectada a la principal i, los tndices son (1,2),
(2,8)...(1,Ni). Ast el dtomo O3’ tiene el indice (3,2) cuando este pertenece a la (n+1)-ésima unidad
estructural y el tndice (7,4) cuando pertenece a la n-ésima. Los dngulos de enlace dentro de la unidad
desoxirribosa 8y 3, g, a3, Oy, tienen valores variables. Los dngulos de enlace (v, a4, o5, 05, a7) ¥
los dngulos de enlace de los dtomos de a lado son constantes. @y es el dngulo de torsidn glicosidico,

e Y 4 son calculados por los dngulos de torsidn del azicar.
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Para poder modelar cualquier curso del eje de un fragmento de ADN, incluyendo diferentes tipos de
curvaturas y enroscamientos de segmentos de ADN de familias diversas, €l programa CONAN define

el siguiente subconjunto de variables

1. Variables de los plegamientos de la desoxirribosa S ={S,, n=1,...,N_}.

2. Angulos de torsién glicosidicos X ={xn,7 = 1,..., N, }.

3. Torsién de los grupos metil CHjz (para ba.seé con grupos metil).

4, Variables que definen la posicién de las bases en un par K ={K,,, n=1,..,N_}.

5. Variables que caracterizan la posicién de un par bases relativa al eje de la hélice, H ={H,,
n=1,.,N}

6. Variables que describen la posicién mutua de pares de bases adyacentes, B ={B,, n=1,..,N,,

—1}.

3.1.1 Variables del plegamiento de la desoxirribosa.

Dos métodos para la descripeién de la conformacién de la unidad de aziicar son posibles en CONAN.
El primer método esta basado en el algotftmo para €l célculo analitico de la geometria de un ciclo
cerrado N con las longitudes de enlace fijas como se describen en [45,46]. Un conjunto de cuatro
variables independientes, dos dngulos de enlace ¥ dos dngulos de torsién, escogidos como se muestran
en la figura 3.2,"5 ={vU14, Van, ¥1n, Vs, }, definen completamente a la desoxirribosa {24]. En cuanto
al segundo método, cinco sngulos de enlace y cinco dngulos de torsion pueden calcularse via fase y
amplitudes de pseudorrotacién, § ={F,, A}, como en [34]. Los dngulos calculados de esta manera no
dan una unidad de azticar completamente cerrada. El programa CONAN utiliza este metodo para

obtener los valores de las cuatro variables para el primer método.
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Figura 3.2 Variables independientes de la conformacion del azicar. Angulos de enlace vy, 1o, ¥

dngulos de torsion ¥y, ¥,
3.1.2 Célculo de la energia potencial de un fragmento de ADN.

La energia total E de una conformacién de fragmento de ADN es calculada por la suma de funciones
de potenciales semi-empiricos especialmente ajustados a los dcidos nucleicos {43,47] y términos adi-
cionales Fadd.

332e;e; A By Vai . / 5 .
F = 2 _T’!‘,;— o} Z I:—’J:ﬁ — 7"_6 —+ Z T (1 i+ COS(?‘LLP,)L +- (3.})
i<g : i< ¥ w7 n,Jj
Vn i s
; _?1 (1 + cos(ny;)) + Z;kv (vi — vip)’

+ ks (08 — o) + Boa

-

El primer término es la suma de interacciones electrostaticas entre cargas e;, ¢;, de dtomos 4, j,
separados una distancia r;;, €l factor numérico es elegido de tal forma que la energia tenga unidades
de kilocalorias/mol cuando las distancias son expresadas en A y las cargas en unidades de la carga
fundamental. El segundo término es ¢l potencial de Lennard-Jones 6-12, el cual es reemplazado por
. 10:12 para pares de dtomos capaces de formar enlaces de hidrégeno [47]. Ambos potenciales dependen
s6lo de la magnitud de las distancias de separacién de los Atomos y representan las mteracciones entre
pares de dtomos. Los términos tercero y cuarto de la Ec.[3.1] son el potencial de rotacién interna de
la columna y de los dngulos de torsién de Ja unidad de aziicar, respectivamente. El quinto termino
esel poﬁencial para los #ngulos de enlace de 1a unidad de azticar. El término kg (o — o) esla
consecuencia de las desviaciones del 4ngulo de enlace og {ver fig.3.1) desde su valor promedio en

» | msscon ]
FALLA DE ORIGEN




cristales a3=121.8°. Como regla se consideran interacciones entre nucleétidos cercanos, pero en casos
especiales mteracciones entre nucledtidos mas distantes pueden ser también consideradas dentro de
los célculos.

Términos adicionales: Il nimero de térmmos adicionales y su composicién dependen del modelo
utithzado y del problema estudiado, por ejemplo, son restricciones entre las distancias interatémicas,

interproténicas o entre la diatancia entre los planos de bases adyacentes H, etc {24].

Para 4cidos nucléicos, los pardmetros que utiliza el programa CONAN en la Ec.[3.1] se calcularon
estudiando una gran variedad de sistemas, empezando con fragmentos guimicos bésicos como hidro-
carburos, polipéptidos, y sus andlogos de bajo peso molecular. Después se extienden los cdlculos a
una gran variedad sistemas de dcidos nucléicos, empezando con unidades de nucleétidos, anillos de

furanosas, pares de bases; cadenas aziicar fosfato, etc.[43, 48, 49]
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Capitulo 4
Resonancia Magnética Nuclear

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear {RMN) es una de las herramientas més poderosas
para elucidar la estructura molecular. La RMN se basa en la medicién de la absorcién de la radiacién
electromagnética en la regién de radio [recuencia de 4 a 600 MHz. En contraste con otros tipos
de espectroscopia en RMN se obsérva. el proceso de absorcidén por parte de micleos atémicos. La
informacién que se obtiene acerca de los micleos se utiliza para deducir su ambiente quimico. En regla
para que los micleos desarrollen los estados de energia requeridos para que el proceso de absorcién
ocurra, €s necesario colocar la muestra a estudiar en un campo magnético intenso. Para explicar la
RMN consideremos un niicleo con espin I y momento angular 7. Sabemos que el momento angular
7P esta cuantizado en miltiplos de h/27, donde h es la constante de Planck. También sabemos que
el micleo tendrd (274 1) estados y que la componente del momento angular (por ejemplo p,) de estos
estados en cualquier direccién tendrd valores de I, 17—~ 1, ..., —I. Iin ausencia de un campo magnético
externo, los estados tendran energias idénticas.

Consideremos el momento magnético nuclear 77’ de un micleo, en particular, la componente en el eje

Z es

B = yhmy, (4.1)

donde v es Ia. constante de proporcionalidad denominada radio giromagnético y tiene diferentes valores
para cada micleo.— Bm; es la componente z del momento angular 7. Cada valor de m; corresponde
a diferentes orientaciones del espin nuclear y por lo tanto del momento magnético nuclear. En un
campo magnético E: los 21 + 1 estados cudnticos del micleo tienen diferentes energfas, las cuales
estdn dadas por

Epy = —p, B = —vyhBm,. _ (4.2)

Las energias son expresadas en términos de la frecuencia de Larmor v, como

Em_, = th!/L, (43)
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donde

B
ry, = ’;_7'( (4..4)

Los cuatro nticleos ¢ue han sido de gran interés para la quimica orgédnica y la bioguimica tienen espin
I =1/2 e incluyen 'H ¥*C ¥F y 3P Para estos micleos, existen dos estados que corresponden a

m=1 /2 ¥y m = —1/2. La scparacién de energia entre los estados posibles es entonces

1 1
AE=Ez—E,= 575}3 — (Eq{hB)_ = vhB. (4.5)
Cuando un nicleo esta en un campo magnético, la poblacién inicial de sus estados de energia esta
determinada por la distribucién de Boltzmann'. Esto es muy importante y significa que el estado
menos energético a{m = 1/2) tiene ligeramente mas micleos que el estado 3{m = —1/2). Si el
sistema se irradia con radiacién de frecuencia v, los micleos entraran en resonancia st la frecuencia v

satisface

hv = kB = hyy. (4.6)

Esto es, hay resonancia cuando v = vz vy la radiacién tiene la frecuencia de Larmor. En resonancia
hay un fuerte acoplamiento entre espines nucleares y la radiacién; y una fuerte absorcién ocurre

cuando un espin hace la transicién o — 3.

La interaccién de la sefial de radio frecuencia (rf) con los niicleos no es directa debido a que la
frecuencia de rad-iacién de un micleo es fuertemente afectada por su ambiente quimico, esto es, por
electrones y micleos vecinos. El momento magnético nuclear i, interactia con un campo magnético
local. Este campo local difiere del campo magnético aplicado debido a que este tltimo induce un
momento angular orbital electrénico, €l cual da lugar a un pequefic campo magnético § B en el niicleo.

El campo 6B es generalmente opuesto y proporcional al campo aplicadoe, esto es

6B =—0oB (4.7)

?

! Distribucién de Boltzmann
%ﬁ = @cp(_—%}, Nj es el mimero de micleos en el estado 5, Np es el ridmero de mitleos en el estado o, T es la

temperatura, k& = 1.38210~25k ! es la constante de Bolzmann y AE = +/iB.
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donde o se denomina constante de apantallamiento, Ja cual es determinada por la densidad electrénica

y la distribucién alrededor de los micleos. De esta forma, el campo magnético local es

B =B+ 6B ={(1—-0)B, (4.8)
v la frecuencia de Larmor
’)’Bloc ’YB
= — = 1 —_ —_— N
L 27 (1-0) 2m ' (4.9)

Esta frecuencia es diferente incluso para micleos iguales en diferentes ambientes. Aiin cuando las
frecuencias se pueden reportar en términos de o, es conveniente utilizar una cantidad empirica de-
nominada cambio quimice, la cual se define como la diferencia entre la frecuencia de resonancia del
nicleo en cuestién y uno de referencia. Por ejemplo, para el isétopo *H con un protén, la referencia
es Si(C Hs)s. El cambio quimico se emplea para la identificacién de grupos funcionales y ayuda a
determinar su arreglo estructural. Los cambios quimicos son reportados en la escala 8, la cual expresa

¢l cambio relativo en partes por millén y se define como

§ =22 07108, (4.10)

Yo
donde vy es la frecuencia de resonancia de referencia. El valor de § es un indicative del apantallamiento
de un nicleo relativo al micleo de referencia. § > 0 indica que el campo B es mds fuerte que el
campo que experimenta el micleo de referencia en las mismas condiciones. Para 'H el rango del

cambio quimico es de 15 a { ppm.

En la actualidad, las técnicas de RMN son mds sofisticadas que buscar simplemente la frecuencia a la
cual ocurre la resonancia. En los experimentos, niicleos en un fuerte campo magnético son irradiados
periédicamente con pulsos breves de rf intensoé, ver figura 4.1. La longitud de los pulsos es 7 y
es usnalmente menor que 10us, el intervalo tl‘ entre pulsos es de uno a varios segundos. Durante el
tiempo t;, una sedal de rf dependiente del tiempo S(t), llamada seftal de decaimiento de induccién
libre (F'ID) es emitida conforme los micleos retornan a su estado original. Esta sefial es entonces
convertida a una sefial en el dominio de frecuencias al aplicar la transformada de Fourier a S(t), as

se obtiene que

I(v) =2Re f " S(t)erids, (4.11)
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donde I(v) es la intensidad y €2 es la senal con frecuencia v.
Cuando la senal en la figura 4.2(a) es transformada de esta forma (Fc.[4.11]), se obtiene un espectro
en el dominio de las frecuencias como se muestra en la figura 4.2(b).

Cada linea representa la frecuencia de Larmor de cada uno de los micleos involucrados.

¥ 3

ampiitud

i r=13 10usg
tl =15 T

»
tiempo

Figura 4.1 Perfil de un pulso de rf en las téenicas modernas de RMN. T es el intervalo entre pulsos

y 7 es la longitud de un pulso.

sefial

ﬁ'ccuep:cia
Figura 4.2 (a) Ejemplo de une seital de FID y (b) su andlisis en sus eomponentes de frecuencia.
4.1. Procesos de relajacién en RMN

En principio, cuando un nicleo es expuesto a radiacién de una frécuencia dada, la absoreién ocuire

. debido al ligero excese de micleos en el estado de baja energfa. Puesto que este exceso es pegueiio,

siempre existe el peligro de que después del proeese de absorcidn se iguale el nimereo de micleos en
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ambos estados cudnticos, en cuyo caso, la sefial S(t) decaera y se aproximars a cero. Cuando esto
ocurre, se dice que el sistema esta saturado. En regla para reducir la saturacién y producir senales de
" absorcién facilmente detectables, la relajacién debe ocurrir tan rédpido como sea posible, esto es, el
tiempo de vida de los micleos en estado excitado debe ser pequetio. Existen dos procesos de relajacién
principales, el primero se denomina relajacion espin-red y el segundo relajacion espin-espin.
Relajacion espin-red. Los micleos que absorben la radiacién en un experimento de EMN son parte
de un ensamblaje de dtomos que constituyen la muestra. Este ensamblaje es denominado red. En
liquidos y gases sobre todo, los micleos gue forman la red se encuentran en movimiento rotacional
y vibracional, lo cual crea un campo magnético complejo alrededor de ellos. Este campo contiene
un continuo de componentes magnéticas, algunas de estas compenentes serdn ignales a la frecuencia
de Larmor vy, de los micleos de interés. La interaccién con las componentes magnéticas lleva a los
micleos de un estado de espin alto a un espin bajo. La energia absorbida por la red simplemente
incrementa la amplitud de las rotaciones y vibraciones, lo cual corresponde a un minimo aumento
de la temperatura de la red. La relajacién espin-red es un proceso que puede ser caracterizado por
un tiempo de relajacién 17, el cual es una medida del tiempo promedio de vida de los micleos en el
estado de alta energia.
Relajacion espin-espin. Este proceso tiene lugar debido a la interaccién entre niicleos vecinos.que
tienen frecuencias de resonancia idénticas pero se encuentran en estados cudnticos distintos. Iiste
tipo de nteraccidn corresponde a un intercambio de los estados cudnticos entre dos nicleos que se
hayan en estados distintos; un nicleo en el estado de baja energia serd exeitado, mientras que el
nticleo excitado se relaja al estado de baja energfa. No hay un eambio neto en la poblacién 'de los
estados, pero en promedio el tiempo de vida de un micleo en un estado excitado decrecerd: -Este

efecto.es normalmente descrito por un tiempo de relajacidn T,
4.2. Efecto Nuclear Overhauser

El efect;o Nuclear Overhauser es un cambio en la intensidad de la radiacién de radio frecuenc1a (rf)
absorbida por-un espin cuando otro espin vecino essaturado. Los espines que interfieren pueden ser
diferentes.

Recordemos que un miicleo con espin 1/2 en un campe magnético B tendri dos niveles de energia,

que difieren en energia por
AE =~vhB. ' (4.5)

Si un campo de rf eon frecuencia 1gua1 ala frecuenma de Lamour vy, de los espines nucleares es

aplicado, ciertas transiciones serdn inducidas entre estos niveles de energia. El mimero de trabsiciones
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« — [3 causadas por la senal de rf serd proporcional a £,, la poblacién del estado «; el nimero de
transiciones § — « serd similarmente proporcional a Fu. Asi, la intensidad neta de la absorcidn serd
proporcional a P — F,,. 5i la senal de rf irradiada es muy fuerte se producird saturacién F, ~ FPg y
Ia intensidad de la absorcion neta sera nula.

El principal mecanismo del retorno de los niicleos al equilibrio serd la relajacion espin-red. (descrita en
la seccién anterior). Denotemos por W, la probabilidad por unidad de tiempo de que una transicién
ocurra entre los estados o y [ debido a la relajacidn espfn-red. Consideremos ahora un sistema
de dos miicleos con espin 1/2 suponiendo inicialmente que son de la misma especie, quinicamente

combinados, pero no acoplados. Denominemos a estos espines [ y 5. Asi, los miveles de energia serdn

Tabla 4.1
Fistados de energta del sistema de espines S y 1.
Nivel | Estado de espin S | Estado de espin [ | Estado del sistema
1 o’ 4 Qo
2 o 8 af
3 Jé] o Jé2e’
1 B B B8

Bistos niveles de energia y las transiciones posibles son mostradas en la figura 4.3.

1, oo — .
TN
1 W W}
3.08 \ ‘\\\WD \ o
S ‘ 3 fo
. Wl w; ,
\ )
4. B ——x ._”

Figura 4.3 Diagrama de los niveles de energia para un sistema de dos espines. Las W representan
las probabilidades de transicion debidas a la relajacion espin-red. El estado del espin S se menciona

primero; por ejemplo, af significa que Sesa el es 5.

La descripcién de la relajacion espin-red requiere de cuatro probabilidades de transicién W{ W3, W,
y Wo. Las probabilidades de transicién se pueden definir de la siguiente manera.
Wi: La probabilidad de transicién vinica del espin I del estado @ — B (y 8 — «) mientras el ¢spin
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S permanece sin carmbio.

W: La probabilidad de transicién tinica del espin S del estado @ — 8 (y 8 — ) mientras el espin
I permanece sin cambio.

W,: Representa las probabilidades de transicién de los dos espines I y S, cuando se relajan si-
multdaneamente en la misma direccién.

Wo: Es la probabilidad de transicién nula que se da cuando los espines sélo intercambian sus espines,
esto es, af — fPa o fa — af.

Denotemos las poblaciones de equilibrio por P?. Asi, para los niveles 2 y 3 las poblaciones corres-
pondientes P y PY serdn casi iguales ya que los niveles de energia son similares, denotemos por
Il tales poblaciones. La poblacién del nivel 1, el mds energético, serd menor por una cantidad &,
mientras que €l nivel 4, el menos energético, serd mayor por la misma cantidad ¢'. Las poblaciones

de equilibrio se muestran en la tabla 4.2.

La resonancia del espin S consistird de dos transiciones, 1-2 y 3-4, del mismo modo, la resonancia del
espin [ tendra dos componentes, 1-3 vy 2—4. La intensidad de la absorcién del espin [/, seréd prorcional

a
(B~ Py) + (Py— P, (4.12)

cuyo valor de equilibrio es igual a 28 (ver tabla 4.2 y 4.3). Si una fuerte sefial de 1f es aplicada a S

con su frecuencia de resonancia, este espin serd saturado con el resultado
PB=hRyPh=F (4.13)

Puesto que el mimero total de espines

P1+P2 +P3—|—P4:4H, (4.14)

pérmanece constante, puede demostrarse facilmente cuales son las poblaciones de los niveles resul-
tantes de la saturacién del espin S, las cuales se muetran en la tercera columna de la tabla 4.2. Estos
cambios de poblacién, sin embargo, no dan como resultado ningin cambio en la intensidad de la
absircion del espin I (ver tabla 4.3).
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Tabla 4.2

Poblaciones de los niveles de energia del sistema de los espines en equilibrio, con espin S salurado y

bajo los efectos de las transiciones W y Wo por separado. Aqui, sc significa sin cambio.

Nivel | Poblaciones de equilibrio | espin S saturado | Efecto de W, | Efecto de W) solamente
Lao PR=1-¢ -3¢ M-8 —d | se
208 PP=11 - 16 se - D—38+d
3.8¢ PP =11 I+ 38 . 8¢ N-1§-d
468 | PP=TI+¢& O+1§ H+38+d sc
Tabla 4.3

Intensidad de la absorcidn por el espin I cuando el espin S es saturado y se llevan a cabo diferentes

transiciones, Wi W Wy y Wy, cada una por separado.

| P,— P, | P,— P, | Intensidad de la absorcién de I
Equilibrio & & 28
S saturado & & 28
Wi 5 § 28/
WS § | & 2/
W, §+d | +d 28 + 2d
Wo | 8—d | &§—d 2§ — 2d .

Consideremos ahora el efecto de la saturacién de S en la ‘probabﬂidades. Como puede verse en la
figura 4.3, W} Causa relajacién entre 1-3 y 2-4, no obstante, como la saturacién de S ha dejado

estos niveles en equilibrio entre si, esto es
P3 — Pl = .P:? - P{l = (S,, (4.15)
P—P=P-P)=¢,
no habré cambio en la intensidad de I por efecto de W{ (ver tabla 4.3). Ademds, debido a la
saturacién W no podra causar transiciones 1—2 6 3—4. Observemos a continuacién que pasa con

las transiciones W Y Woe.-

En el caso de W, la diferencia de poblaciones Py — Py = ¢ serd menor q1_'1<? el valor de equilibrio

38



P — P = 2§. Por tanto, para restablecer €l equilibrio el efecto de W, serd incrementar P, y

disminuir £;. Denominemos d a la cantidad de poblaciéon transferida de 1 a 4, entonces
PR—P=P—-P=>5§4+d, (4.16)

y como puede verse en la tabla 4.3, la intensidad de la absorcién de I sera incrementadal por 2d
sobre su valor de equilibrio. Por otra parte, la saturacién de S causard que P; — P, = §, muentras
que en equibibrio P = F,. Por lo tante, el efecto de Wy serd incrementar £ y disminuir P;. Si la
cantidad de poblacién transferida de 3 a 2 es definida de nuevo por d, la intensidad de la absorcién
serd disminuida por 2d (ver tabla 4.3).

En un caso real, todas las transiciones serdn posibles W/, Wy, Wy (W es poco probable debido a la
saturaciéon de S). W, dard como resultado un aumento en la intensidad de la absorcién del espin 7,
mientras que, Wy dard como resultado una disminucion en la intensidad de la absorcién del espin /.
El efecto es muy 1til para determinar la estructura de las moléculas, aunque solo es posible estudiar

dos micleos que se encuentren muy cerca uno del otro (menos de SA)
4.3. RMN en dos dimensiones

Para explicar la esencia de la RMN en dos dimensiones {en dos dimensiones el efecto Nuclear Qver-
hauser es lamado NOESY') observemos la figura 4.4. El diagramia ilustra el curso del tiempo en
los métodos de transformada de Fourier en RMN en una (1D) y dos (2D) dimensiones. En 1B los
espines nucleares son expuestoé a un pulo, después del cual la senales detectada en el receptor como
funcién de un tiempo t. En 2D los espines nucleares son sujetos a dos (o més) pulsos, con interyalos
de tiempo ;. Dﬂspuéﬁ del segundo pulso la sefial es adquirida en la misma forma que en 1), aunque
aqui llamaremos al tiempo £5. Después de esto, se retorna al inicio de el experimento y se repite para
otros valores de ¢;.

_ ID : s
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Figura 4.4 Comparacién de las sefiales de RMN en 1y, 2D.

Una secuencia de un pulso tipico de experimentos de 20} se muestra en la figura 4.5. La primera
perturbacién (pulso) es lamada preparacion del sistema de espines, el primer pulso {90;) rota la mag-
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netizacién en equilibrio M, (en el caquilibrio no hay magncetizacién transversal M, o M,) colocandola
sobre el plano XY . Después sigue un fiempo de refrazo t; durante el enal la magnetizacién tiene un
movimiento de presecién en el plano XY. Fl segundo pulso convierte la magnetizacién en el plano
XY en magnetizacién en ¢l eje Z. Fste pulso es seguido por un periodo de tiempo denominado fiempe
de mezela by, La composicién del periodo de mezcla puede variar para cada tipo de experimento. En
algunos experimentos puede ser un corto retrazo, mientras que en otros una series de pulsos. Para el
experimento NOESY el perido de mezcla es un retrazo de 50 — 200 ms, tiempo durante el cual ocurre
el efecto NOE (relgjamiento cruzade). El tercer pulso convierte la magnetizacién en magnetizacién

observable v la senal se detecta en funcién de ¢; v 5.

90y 90y 90y Adquisicion

Preparacion I Eyolucitn I Mezcla

ty 12

Figura 4.5 Fesquema general de un experimento NOESY.

El cambio de t; modifica la sefial medida durante ¢s. Esto proporciona una tabla en dos dimensiones
que contiene la intensidad de la sefial como funcién de Ly ¥ t2. Después de la transformada de Fourier
con respecto a {1 y {2, uno obtiene el espectro de frecuencias en dos dimensiones-en la forma de un
mapa mostrando la dependencia de la intensidad de la sehal respecto a los dos variables de frecuencia
denotadas por F1 y F2. Tal como se mauestra en las figuras 4.6 y 4.7. En la figura 4.7 se muetra un
ejemplo de un mapa visto desde arriba, hay picos en una de las diagonales del mapa, asi como-también
fuera de la diagonal. La diagonal divide al espectro en dos partes iguales, los picos en la diagonal
son contribuciones de la magnetizacién que no han sido cambiados por la secuencia de mezcla, tienen
igual frecuencia en las dos dimenciones. .os picos que se encuentran fuera de la diagonal se originan
por nicleos que intercambian margnetizacién durante el tiempo de mezcla, indican una interaccién
entre micleos con frecuencias distintas en las dos dimensiones. Las contribuciones fuera de la diagonal
se deben al efecto NOE.
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intensidad

Figura 4.6 Serial de RMN en 2D. Aqui se muestra en el dominio del tiempo y de frecuencia.

ppm-uJ_LL\LWMLLM

::n. ) .. *g-g ’ %
- o " w F
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s:'m: " - " o & L
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Figura 4.7 Espectro de RMN en 2D en la escala §(; ppm).

Cuando el efecto NOFE es observado, la distancia entre dos protdnes esta dentro de 5A y se tienen
tres rangos: ’

-intensidades NOE fuertes: distancias entre protones de 2.54.

.intensidades NOFE medias: distancias entre protones de 3.7A.

-intensidades NOE débiles: distancias entre protones de 5A.

Una mala interpretacién del efecto NOE se debe principalmente a la difusion del espin. Consideremos
tres protones A, B y C. Si A genera un efecto NOE en B, entonces el efecto NOE en B puede ser
difuso para C. Para pequeiias moléculas el efecto NOFE entre A y B es menor que el esperado ya
que algo del efecto NOE es difuso desde B. La difusién del espin durante los experimentos de RMIN
disminiye al utilizar la aproximacion de pares de espines aislados (ISPA ), en la cual sélo se considera

la mteraccién de dos niicleos.
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Finalmente se describird de manera general la dindmica de la magnetizacién M, de un sistema con

espines nucleares 1/2, la cual esta dada por la ecuacién generalizada de Solomon (23, 50],

O = —Re (M. - M), (4.17)

donde M, es un vector nxl con sus elementos M,; representando la magnetizacién z del i-ésimo espin
v MB representa la magnetizacién z en el equilibrio. La matrix de relajacién K con elementos en la

diagonal p; y con elementos ¢;; fuera de la diagonal:

Pi Fi1a 013 .. Oip
Jo1 P2 O . On
031 032 P33 ... Oan
R= . . , . , (4.18)
L Tn1 Tn2 Onjg Pn ]
donde
Ty = kfi [6 J“ (27/}_ Jij (9)17 e {4 }aga)
n - ..
pi= D kald(0) — 37%(2w)] + p}. (4.19b)

* Jsti

R es la matriz-de relajacién para sistemas con muchos espines, su andlisis completo por integracion
numérica {51,52] o por métodos de diagonalizacién {53 — 56] permite resolver &l problema de la
difusion del espin y hace posible la obtencién de distancias interproténicas mds exactas.

Los términos o;; en la Fc.[4.19a] son denominados términos de relajacion-cruzade, estos términos
son los que hacen posible el efecto Nuclear Overhauser. En la £c.[4.1 9b), pi representa la relajacién
externa e Incluye posibles interacciones de espines lejanos. La constante de proporcionalidad kj; es
inversamente proporcional a la distancia interproténica,

P (4.20)

7 1008y’
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v J(v) es la desnsidad espectral del vector que conecta al espin 4 con el espin j, la cual describe
la dependencia de la frecuancia de un movimiento. Para una molécula isotrépicas J¥ esta dado por

[23]

Jij(y) = n E-UT)W o (4.21)

donde 7 es el tiempo de correlacion, €l cual caracteriza al movimiento que causa la relajacién.
Utilizando la Fe.[4.18] las intensidades de los los picos cruzados NOE, pueden ser calculadas [23, 57, 58]

L= [eXP(—Rtm)].ﬁsz(O): (4.22)

donde tn, es €l tiempo de mezcla y M,;(0) es la magenetizacién z del j-ésimo proton antes del primer
pulso de xf [57].
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Capitulo 5
Resultados

La espectroscopia de RMN' ha progresado répidamente en los 1iltimos afios [59 — 61] y es una de
las herramientas mnés poderosas para la deduccién de estructuras moleculares. Las bases de la RMN
para la determinacién de estructuras es el efecto Nuclear Overhausser (NOE)?. El efecto NOF da un
conjunto de datos con los que se pueden formular restricciones para las distancias interproténicas.
Al ser los diiplex de ADN estructuras heterogéneas, flexibles y dindmicas, sus pardmetros de confor-
macién varian en un amplio rango. Un fragmento de ADN en solucién puede tener una gran variedad
de conformaciones y se encuentra predominantemente en la forma B. Atn cuando un mimero de
factores que contribuyen a la determinacién exacta de estructuras de RMN han sido identificados
[18 — 20], es muy dificil verificar en cada caso particular, que tan “real” es la estructura determinada
debido a que no de tienen “patrones” que puedan ser utilizados para conipara:. Los datos comtin-
mente disponibles de RAMN no son suficientes para determinar estructuras exactas de fragmentos de
ADN. Por lo que es necesario hacer un analisis tedrico de conformacién utilizando célculos de energia
de interacciones no-enlazadas y los métodos de la Mecdnica Molecular, para obtener las conforma-
ciones de minima energia y algunas regularidades importantes que ayudarian a entender la estructura
del ADN.

El fragmento de ADN estudiado en este trabajo se denomina Octdmero, es una doble hélice de
forma® ADN-B compuesta por ocho pares de bases que alternan las cuatro bases que componen al
ADN, esto es, dos purinas Guanina (G} y Adenina (A), y dos pirimidinas Citosina (C) y Timina(T}.
EL Octdmero eg un octa-nucledtido con la siguiente secuencia en la cadena polinucleotidica que
denominaremos A: C T GT A C A G, y en su cadena complementaria denominada B: G AC AT
G T C. El objetivo de este capitulo es hacer un analisis teérico de conformacién para el Octdmero,
comparar los resultados teéricos con los resultados experimentales y elegir las conformaciones con
intensidades NOFE mds cercanas a las experimentales.

De RMN se obtuvieron la secuencia primaria del Octdémero y las intensidades NOE experimentales -
de pares de protones. El andlisis tedrico de conformacién (seceidén 5.1) se inicié con la bisqueda de un

conjunto de conformaciones de minima energia y con la obtencién de los pardmetros de conformacién.

. 1En el Capftulo 4 se presenté una introduccién a la RMN.
2En el Capitulo 4, seccién 4.2 se describié el efecto NOE.
3Las caracteristicas de una hélice regular de forma ADN-B fueron clescnt;as en €} Capitulo 1, seccién 1.3.



In la-seccion 5.2 se hizo una seleccién de la intensidadesd NOE experimentales, la cual se basé en

la eleccion de las intensidades interproldémicas mds confiables. Para estos pares de protones en la

seccion 5.3 se realizé un andlisis de las distancias interprotémcas de las conformaciones obtenidas

en la seccién 5.1. Fl anadlisis consistié en seguir los cambios de las distancias interproténicas con

respecto a los pardmetros de conformacién y sirvié para elegir que distancias interproténicas que se

ajustaron en la seccién 5.5. En la seccion 5.4 se caleularon las intensidades NOE tedricas para las

conformaciones obtenidas en la seccidon 5.1. Finalmente, en la seccidon 5.5 se impusieron restricciones

en las distaneias interproténicas (las de la seccién 5.3) para ajustar las intensidades NOF calculadas

con las experimentales. El proceso se realizé varias veces hasta proponer una eonformacién, cuyas

intensidades NOF calculadas son més cercanas a las experimentales. En la figura 5.1 se muestra un

diagramea. descriptivo del procedimiento que se siguid para la obtencién de estas estructuras.

Eslructura primaria
det Octamer

hJ

Calculos con
CONAN

¥

Parametros de
conformacion y estructuras
pers, un conjunto de
conformaciones de baja
energia

intenstdades
NOE
expetimentales

A
Distancias interprotonicas
¥ sus dependencias sobre
los parémetros de

conformacion

k4

intensidades
NOE
tebricas

Figura 5.1 Diagrama del procedimiento

—
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.
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5.1. Analisis tedérico de conformacién para el Octdmero.

Usando el programa CONAN se obtuvieron mas de 100 conformaciones de baja energia para ¢l
Uctdmero. Se consideraron conformaciones con pares de bases de Watson-Crick sin tomar en cuanta
la posibihdad de la apertura del par de bases terminal. Como éstos pares son G:C, esta apertura no
puede ser substancial. Durante todos los caleulos nunca se observo el rompimiento de los enlaces de
hidrégeno entre bases en un par, aunque distorsiones considerables en su planaridad tuvieron lugar.
Algunas de las conformaciones para el Octdmero fueron obtenidas por minimizacién libre empezando
con conformaciones iniciales, las cuales corresponden a diferentes estructuras de la familia B. La
mininizacién libre generalmente da lugar a cambios en el plegamiento de la unidad de azicar de una,
dos o tres pirimidinas desde la forma C2' — endo a la forma O4' — endo.

Si se fija el plegamiento de la unidad de aziicar la tendencia més probable es hacia la forma O4' —endo
para los nucleétidos con pirimidinas, una o dos de las otras unidades de azicar de estos nucleéti-
dos cambiard su estructura a esta forma. Al continuar la minimizacién libre de algunas de estas
estructuras resultan en la forma C3' — endo para la unidad del azicar de uno de los nucleétidos
con pirimidinas. Para obtener plegamientos de la unidad de azicar 04" — endo de los nucledtidos de
la cadena A: C'1 T2 y T4, se graduaron los cambios en los dngulos de torsién de estas unidades de
aziicar a la regién de valores (J4' — endo. Por cambios graduales de algunas de las variables (como
por ejemplo los dngulos de inclinacién {tilt) 7), seguidos por una minimizacién libre sobre ciertas
variables y fijando otras (por ejemplo 4ngulos de torsién de las unidades de azicar de las pirimidinas),
se obtuvieron una variedad de conformaciones con diferentes valores de sus parametros helicoidales
v de los plegamientos de la unidad de azicar de los nucledtidos con pirimidinas. Algunas otras con-
formaciones fueron obtenidas imponiendo restricciones sobre los valores de los dngulos T o sobre la
longitud total del Octdmero (para mantener los parémetros helicoidales promedios del Octdmero casi
iguales a los del ADN en cristales y soluciones).

En este trabajo se analizaran parte de estas conformaciones, se omitieron aquellas con valores cercanos
a la mayoria de los pardmetros de conformacién. Estas conformaciones difieren significativamente en
pardmetros tales como {2 ( ver fig. 1.8), distancias entre pares de bhases adyacentes H, en dngulos 7,
py = ( ver fig. 1.8), asf como también en los plegamientos de sus unidades de aziicar de mucleétidos
con. pirimidinas. Cabe mencionar que los nuclestidos con purinas ne tienen la tendencia a. cambiar
su plegamiento de la unidad de azicar de la forma C2 — endo. Algunas de estas estructuras se
muestran en. la figura 5.2 y sus principales pardmetros de conformacién se encuentran en_la fabla
5.1.

Algunas correlaciones entre los pardmetros de conformacién mencionadas-hace tiempo tanto en tra-
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bajos experimentales {1] como de computo [24] pueden ser seguidas de estos resultados, pero no serén
examinadas. Es importante mencionar una caracteristica interesante de una de las conformaciones
(figura 5.2) llamada a, la cual presenta la formacién de un enlace de hidrégeno entre dos pirimidinas
de diferentes cadenas de pares vecinos. Aungue esta conformacién no corresponde a datos de RMN,
tal caracteristica puede existir en dobles hélices bajo clertas condiciones en solucién o en los procesos

bioldgicos.

g h ]

Figura 5.2 Algunas de las conformaciones que se obluvieron para el Octémero. En la tabla 5.1 se

encuentran sus principeles pordmetros de conformacion.
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Tabla 5.1

Frincipales pardmetros de conformacién para las estructuras denominadas a, b, ¢, d, e, f, g, h v j. Los dngules Q, T,K, D, T, lafase y
el dngulo glicosidico X estdn dades en grados. Los desplazamientcs DX y DY, asi como la distancia entre pares de bases adyacentes H, se
dan en A y la energia E, en keal/mol. Los valores de H ¥ Q corresponden a pales de bases adyacentes. La primera (segunda) columnpa de

la tase v de X5 (X ) corresponden a valores de la hélice A (B).

a BE=-173.2

HELICE H . 2 T K Y ™ DX DY FASE Xr XD
1 C:G 3.2 30.2 1 -6.1 125 | 3.3 1.2 | -01 24.5 114 L 548 123.8
PEAL 38 362 5 27 129 | 9.8 1.2 0 34.4 1494 | 93.7 135.¢

t G 29 | 38 4.6 -20 1.8 45 0.8 04 | 1735 | 37.2 | 138.1 | 8438

PT:AL 33 | 401 12.8 9 8.0 127 ¢ L1 | <04 1 469 177.6 | 97.3 138.5

b T =-1459

taal! 3.6 376 | -161 | 05 | -7.5 18 | -08 [ -0.3 | 1449 | 158.2 | 1158 | 111.1

' T:A Y | 38 34.9 | -16.7 6.9 -2 36 | -0.5 | 063 | 1466 | 1465 | 125.9 | 128.7

1G:Ct [ 303 | 441 | -20.4 51 46 -1 <02 [ 04 | 1713 ) 1379 | 1283 | 108.6

T TiA L 37 | 355 | -14.7 03 1.4 1 -0.3 | -0.1 | 1486 { 1807 | 121.2 | 1273

C E =-168.6

VC:GEL 42 | 407 | 94 6.2 179 | -4.8 | 0.8 | -0.9 | 24.6 | 1587 82 90.5

PTiAL 3.5 1§ 80.2 3.2 -87 | -06 | 42 | -0.1 0 1415 | 1641 § 125.3 | 134.1

'G:ct | 28 | 344 | 23 157 | -39 | 13 0.2 1 1.0 [ 1723 | 64.8 | 133.9 | 895

! T:A 3.6 | 39.2 23 10.1 46 | 127 | 1.2 | -00 . 46.1 } 1724 | 95.1 | 137.8

'd " E=1583

P! 3.4 | 398 | -28 3.7 9 2.8 14 | -02 | 259 | 165.1 | 890 | 1134

P T:A ! 34 | 328 2.1 2.3 -3.6 1 3.2 88 | -0 | 421 | 163.3 | 123.4 | 1348

te:ct | 31 | 368 | -28 -2 | 32 ] 19 L1 0.2 | 143.7 | 1365 | 1287 115

1At ] 34 1353) 00} 81 | -0t} 63 | 14| 0 | 438 | 1464 | 1245 | 1304

€ B =-1536

P CiG ! 4 353 | -11 10.7 57 1 -44 | 13 | -0.2 145 167.6 } 107.9 | 107.5

1 T:A! 3.6 34 -2.4 -1.3 0.9 4 1 0 1454 | 149.6 | 123.3 § 1204

V@01 3.1 | 375 5.8 -T.7 0.6 13 11 02 '151.7 | 139.5 | 129 1131

1 T:AL 3.5 | 343 ¢ 4.2 -0.1 0.7 2.5 1.1 o 1425 | 1458 | 123.1 | 126.7
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[ B =

CG 49 3672 | -231 131 3.6 -85 ¢ -0.1 1 -04 [ [39.1 156.2 957 2937

P T:AL 3.9 328 | -1161 -15.8 ) 22 34 {01 02| 1473 | 1543 | 1243 | 1248

PG 2.9 423 | -162 | 234 14 -1.8 0.2 6.5 1707 | 1309 130 1047

P TA L 35 3% -11.9 1 -24 08 | 03 | 01 | -01 | 14558 | 1536 | 1249 | 1289

P CiG 3.1 377 | -1.2 45 35 -05 0.7 02 68.3 16566 | 1002 | 1284

! AL 4,5 323 -5 1e.7 38 71 13 | -02 | 447 | 1686 | T 131

L GiCt 2.8 41 44 | -161 | -22 | -0.2 .8 03 167.5 | 1282 | 1324 | 10563

PTHA Y 33 822 | -23 -3 | -18 1.8 0.

=1

01| 1441 | 1465 | 1284 | 1326

h E=-156.9

I C:G ! 3.1 l 37.3 4.9 -7.1 68 3 06 03 818 166.5 | 113.6 | 1331

'THAY 3.4 321 01 6.6 18 4.1 1.1 | -0.4 67.4 170.9 96.3 13138

P G:C ! 31 39.6 [y 18 -0.4 3.2 0.8 0 1448 | 185.8 | 131.5 | 1224

PTA 35 i 34.8 0.8 5.1 13 7.1 1.1 | -01 141 168.9 | 1281 | 1318

7 T =150.8

NeHel: 3.1, 373 1.9 -7.1 68 3 0.5 0.3 81.6 166.4 | 1136 | 1331

1 -
PTHA G 34 ;321 ] -0.1 6.6 17 4.1 L1 p-03 3 674 | 170.8 1 963 | 1313

L G:C! 31 39.6 0 18 -0.4 | 3.2 0.8 0 1449 | 186.1 | 1815 | 1225

| T:A L 3.5 348 | 0.8 5.1 13 7.1 11 |01 | 1406 | 1589 | 1231 | 131.8

5.2. Analisis de los resultados NOE experimentales.

La estructura primaria estudiada en este trabajo fue determinada por RMN* utilizando el efecto
NOE® en dos dimensiones (2D) y fue proporcionada por ¢l Dr. Robert Eaton del departamento de
Quimica de la Universidad de Londres. En la tabla 5.2 se encuentran los cambios quimicos® y en la
figura 5.3 se muestra el espectro 210 del Octdmero. El espectro fue calculado para los tiempos de

mezela” de 50 — 200 ms .

4En el Capitulo 4 se presenté una introduccién a la RMN,

SEn el Capitulo 4, seccién 4.2 se describi6 el efecto NOE.

$El cambio qufmico es la diferencia entre la vz, de un nicleo y la vy de referencia. Ver detalles en el Capitulo 4.
"En el Capitulo 4, seccién 4.3 se definié el tiempo de mezcla. :
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De la tabla'original de las intensidades NOI: experiemntales se obsevé que no hay intensidades entre
nucledtidos de cadenas distintas y que las intensidades entre protones de nucleétodos adyacentes son
en general pequenas.

En muchas moléculas, algunos protones son indistinguibles por RMN y generan un solo pico. Esle es
el caso para los protones H6...H21’(H22") de C8, como puede observarse en la tabla 5.3 tienen la misma
intensidad, esto se debe a que tienen el mismo cambio quémico y por lo tanto son indistinguibles para
el espectro NOE. Estos picos son ineficases para la construccién de la estructura. Para los protones
H51'...H52, es decir, para el par de protones del carbono C5’ de las unidades de aziicar, tampoco hay
pico y en general se observé que los picos de los protenes adyacentes en las unidades de azicar no son
confiables, por lo que no fueron cosiderados. Asi, los picos obtenidos de NOE fueron agrupados y los
més importantes estdn relacionados con a) distancias intra-aztcar, b) distancias intra-nuclestidos y
¢) distancias inter-nucleétidos. Por lo que se utilizé el conjunto de picos que se muestra en la tabla
5.3.

Sabemos que las mtensidades estdn relacionadas con las distancia interproténica r v que es inver-
samente proporcional a r®, por lo que intensidades grandes nos indicaran que tenemos distancias
interproténicas pequenas y viceversa. También es conocido que al incrementar el tiempo de mezcla
se obtienen picos més grandes, por lo que algunas intensidades de la tabla 5.3 tienen que ser igno-
radas ya que no presentan cambios monétonos. Este hecho se debe principalmente a que se tienen
errores experimentales. La intensidad mds importante es la de 50 ms ya que en este caso es valida

la suposicién de que solo nteractiian dos micleos uno con el otro.

Tabla 5.2
Cambio Quimico (ppm).

Residuo | H8/H6 | H2/HS5/Me | H/ | H2 | H22” | H3' | Ho | H5D | H52>
e 7.95 550-| 253 | 272 | 485 | 4.16| 4.11 | 419
A2 8.27 6.27 | 275 | 2.94 | 5.05 | 446 | 4.11 | 4.17

C3 7.98 5.29 558 | 2.05 | 2.42 | 482 | 4.15| 4.16 | 4.23

Ad 8.23 754 | 6.24| 2.64 | 2.04 | 501|442 411 | 4.17

T5 7.13 1.41 576 | 211 | 243 | 493|416 416 | 42

Ge | 779 596 | 2.50 | 273 | 491 |4.37 | 416 | 42

T7 7.31 1.4 6.11 ] 2.14 | 25 [487|425| 416 | 42

cs | 763 574 6.97 | 227 | 297 | 456 | 4 | 4.16 | 4.05
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Figura 5.3 Espectro del Octdmero proporcionado por el Dr. Robert Eaton del departamento de
Quimica de la Universadad de Londres.

-

TESTS GON
FALLA DE ORIGEN




Tabla 5.3

Picos seleccionados del Octdmero. Las inténsidades corresponden a tiempos de mezcla de 50-200
ms. a) Picos relacionados con las distancias intra-aztcar, b) picos relacionados con las distancias

intra-nucledtidos y ¢ picos relacionados con las distancias inter-nucledtidos.

Picos Notas Intensidad

a) 50 ms | 100 ms | 150 ms | 200 ms
HI'Gl H4GL |V 0127 | 0287 |0333 |0.470
HI A2 ' HA A2 | * 0.187 | 0288 | 0265 |0.285
HI'C3  HLC3 | P 0.164 | 0479 10358 | 0.320
HI’ A4 | HO A4 [P 0253 | 0352 | 0353 | 0.206
HI’T5 | H4' T5 | P 0.112 | 0269 |0.347 | 0.453
HI' G6 | HA’ G6 | * 0.237 | 0.286 |0.296 | 0.346
HIT7 ' H4e T7 | * 0.493 | 0621 |0.635 | 0.700
1 CR  H4' C8 | * 0.203 |0.237 |0.299 |0.291
b)

HSG1 | HI’G1 | * 0.105 | 0.091 0.101 0.101
H8A2 |HI’A2 [P |0.080 |0.050 |0.052 |0.114
H3 A4 | HI’ A4 | P 0:081 | 0.164 |0.181 | 0.119.
H8G6 | H’G6 | P,L. | 0074 | 0062 |0.076 |0.089
H6C3 { HI'C3 | P 0.103 | 0.114 |0.125 |0.153
H6T5 | HI' T5 | * 0072 | 6126 | 0.110 | 0.145
H6T7 | HI’T7 | * 0.113 | 0:128 |0.146 | 0.185
H6C8 {HI’C8 |*  10.000 |0095 |0.100 |0.136
H8 A2 | HOU'A2 |V 1767 | 1792 | 1743 | 1.681
H8 A4 | HOUA4 |V 2474 | 2553 | 2.309 | 1.179
H8 G6 | H21'G6 | V 0.536 | 0.587 | 0574 | 0.460
H6 C3 | H21'C3 | V 3.027 | 3188 |2.854 |2.267
H6 T5 | H21'T5 | * 1782 | 1.846 - | 1.610 | 1.506.
H6 T7 | H2U'T7 |V 2190 | 1.684 | 1549. |1.790
H6 C8 | H21I)C8 | P 1302 | 1.546 | 1.460 | 1.484
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HS A2 | H22°A2 | V | 0.366 | 0.278 | 0.354 | 0.625
HS Ad | H22A4 | V | 0.329 | 0.724 | 0.570 | 0.447
H8 G6 | H22'G6 | V. | 0.869 | 0.976 | 0.942 | 0.939
H6 C3 | H22’C3 | V | 0.363 | 0.508 | 0.615 | 0.529
H6 T5 | H22'T5 | P | 0.206 | 0.366 | 0.440 | 0.503
H6 T7 | H22'T7 | V | 0.519 | 0.573 | 0.776 | 0.821
H6 C8 | H22°C8.| P | 1.302 | 1.546 | 1.460 | 1.484
HSA2 | HY A2 | P | 0.046 | 0.060 | 0.101 | 0.114
HS A4 | H3 A4 | P |0.052|0.095| 0.162 | 0:103
H8G6 | HY G6 | * | 0.043 | 0.052 | 0.054 | 0.063
H6T5 | H T5 | * |0.101 | 0.095 | 0.103 | 0.128
H6T7 | H¥ T7 | P |0.210 | 0.16F | 0.152 | 0.154
H6C8 | H3 8 | * |0.2500.320  0.342 | 0.360
<)

H8 A4 | HI'C3 | P |0.063 | 0.167 | 0.147 | 0.111
HS 66| HE T5 | P- | 0.144 | 0.140 | 6.155 | 0:151
H6C3 | HI’A2 | P.|0.151 [ 0.165 | 0.206 | 0.215
H6T5 | HI'A4 | * |0.161|0.123 | 0.136 | 0.164
H6 T7 | HP G6 | * | 0:120 [ 0.156'] 0.197 | 0.176 |
L H6 €8-| HI* 7| * | 0413 |0.128 | 0:146 | 0.185 |
H6 C8 | HI' T7 | *,L. | 0.042 | 0.054 ] 0.092 | 0.091
HS A2 | H5€3 | %L | 6:031 | 0.651 | 0.650 | 0.066
H3 A2 | HEC3 .| L- |o0.018 | 0.043] 0.058 | 0.072
HRA4| H6T5.| L |0.004 | 0.033 | 0.038 | 0.049
H6 T7 | H5 C8 | P,L [ 0.032 | 0.062 | 0:053 | 0.069

* Pico bien seperado.

P Pico parcialmente ocluido.

V Pico mal separado - resolucidn escasa

I: Pico con intensidad reducida - menos de 10 % para H5 - H6 para 200 ms.
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5.3. Anélisis de las conformaciones obtenidas para el Octdmero.

El ajuste de las conformaciones del Octdmero a los datos NOFE se inicié con el andlisis de las dis-
tancias interproténicas dentro de cada uno de los nucleétidos. Para algunas de las conformaciones
del QOctdmero se construyeron las dependencias del dngulo glicosidico y v el dngulo fase P con las
distancias interproténicas /2. |

La primera dependencia (grdfica 5.1) es para la distancia entre los protones H1” y H4’ de la unida
de azticar (mostrada en el recuadro). Esta distancia es independiente dé la base, caracteriza a la
unidad de azidcar y solo se construyé la dependencia para las pirimidinas ya que las purinas no
presentan grandes cambios. Como puede verse en la grd fica 5.1 al cambiar de la region C2' — endo
(dngulo fase P grande) a la regién €3 — endo (dngulos fase P pequeiio) aparece un “minimo” el
cual corresponde a la regién 04 — endo. En general se tiene esie tipo de comportamiento (pardbola)
donde las distancias més pequenas se encuentran en la regién 04’ — endo. Los puntos adicionales que
no siguen €l comportamiento parabdlico en la gréfica 5.1, corresponden al nucledtido C8 para el
cual se impusieron restricciones en esta distancia para ajustar los datos al experimento {ver seccién

5.5).
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Gréfica 5.1 Dependencia del dangulo fase P con la distancia interprotonica D, para las distancias entre
los protones H1’ y HY’ de lo unidad de azticar (ver recuadro). Solo se consideraron los cambios en

las pirimidinas.

También se construyeron las dependencias Prsl) y ywsD para las distancias de intra-nucleétidos.
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La primera de ellas fue para la distancia entre los protones H6 y H1’ (gréfica 5.2 (a)), la cual
depende practicamente solo del dngulo glicosidico. Se consideraron solo las dependencias para las
pinmudinas ya que para las purinas sc obtuvieron practicamente las mismas distancias. La tendencia
de la distancia a dismmnuir con la disminucién de P y de x, puede observarse en la grdfica 5.2
{a), pero estos cambios en las distancias son muy perquefios para que sean considerados con detalle
(menos de 0.24).

Las otras distancias de intra-nucleétidos que se consideraron fueron entre los protones H8(H6) y
H21’(H22"), y entre los protones H(H6) y H3’. Estas distancias caracterizan a la conformacién de
los nucledtidos v dependen de P | vy de x. En general los cambios en las purinas no son considerados
debido a que sus cambios en las distancias interproténicas son muy pequenos, tal como se puede
ver en las graficas 5.2 {¢) y 5.3 (¢), para las distancias H8...H3’ y H8...H22', respectivamente. Los
cambios en las distancias no son més de 0.25A para las diferentes conformaciones. Mientras que para
las pirimidinas los cambios en las distancias son considerables tal como se muestra en las grd ficas 5.2
(8) v 5.3.(a) — (), para las distancias H6...H3’, {6...H21’ y H6..H22’, respectivamente. En la gréfica
5.2 (b) se puede observar que para los angulos fase P que corresponden a la region €2 —endo (dngulo
fase P grande) las distancias H6...H3’ son més grandes que para la regién C3 — endo {4ngulos fase
P pequetio) por alrededor de 2A; también podemos observar la tendencia de la distancia a disminuir
con la disminucién de ¥, los cambios en las distancias son de alrededor de 2A. Para las distancias
H6...H21’ y H6...H22’, la tendencia de la distancia a disminuir con £ v x puede observarse en las
graficas 5.3 (a} y (b), respectlvamente Los cambios en las distancias H6...H21” son menores de 2A
(gréfica 5.3 (a)), mientras que para las distancias H6...H22’ los cambios son de alrededor de 14
{(grafica 5.3 (b)).

Estas dependencias serdn utilizadas en la seccidn 5.5 para seleccionar las conformaciones del Octdmero
{calculadas utilizando el programa CONAN), que son mds cercanas a la conformacién en solucién.
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Grafica 5.2 Dependencias de la distancia D con respecto a los dngulos Py x. (o) Dependencias
para la distancia entre protones H6 y H1’ de las pirimidinas (ver recuadro). (b) Dependencia para
la distancia entre los protones H6 y H3' de las pirimidinas (ver recuadro) (c) Dependencia para la

distancia entre los protones H8 y H3’ de las purinas (ver recuadro).
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5.4. Célculos tedricos de las intensidades NOF para varias conforma-
ciones del Octdmero.

Existen varios programas que permiten calcular las intensidades NOFE [23, 51, 52| utilizando las coor-
denadas interproténicas de alguna estructura en particular. Estos programas se basan en el andlisis
completo de la matriz de Solomon [50] (ver la Fc.4.17), por integracién numérica {51, 52] o por méto-
dos de diagonalizacién [33 — 56]. Esta matriz es la matriz de relajacién para sistemas con muchos
espines y su solucién permite resolver el problema de difusién del espin (descrito én el Capitulo 4,
seccién 4.3} y hace posible la obtencién de distancias interproténicas mds exactas.

Para calcular las intensidades de las conformaciones que se obtuvieron para el Octdmero, se utilizé
el programa BIRDER [23]. El programa permite la relajacién de protones con diferentes ambientes
guimicos, considerando autométicamente la recuperacién incompleta de la magnetizacién al utilizar
tiempos de retraso para la relajacidn lo suficientemente largos para asegurar que el sistema de espines
este cercano a su completa relajacién. Y tiene la opcién de incorporar los modos de decairniento
anisotrépicos para moléculas no esféricas.

El programa BIRDFER necesita como datos de entrada un conjunto de distancias interprotdnicas, asi
como €l tiempo de correlucidn, los tiempos de mezela y el tiempo de refraso para la relajacién.®

A partir de las coordenadas interproténicas obtenidas para cada conformacién del Octdémero (los
archivos PDB), se obtuvieron las intensidades para un tiempo de correlacion de 3ns, un tiempo de
retraso de 2.41s y para cuatro fiempos de mezcla de 50 — 200 ms. Se consideré que los modos
de decaimiento son isotrépicos ya que para acidos nucléicos con menos de 10 pares de bases esta
consideracién es vilida [62].

Las intensidades obtenidas con el programa BIRDER para las conformaciones del Octdmero no estdn
en la misma escala que las intensidades experimentales de la tabla 5.3, por lo que se hizo un cambio de
escala utilizando una distancia bien conocida: H6(C3)...H5(C3). Para analizar el comportamiento de
las intensidades calculadas respecto a las distancias obtenidas para algunas de las conformaciones del
Octdmero, se construyeron las dependencias que se muestran en las grédficas 5.5 y 5.6. Se eligieron
.solo las distancias H1...H4’ de A2, C3, G6, T7 y C8, y H8(H6)...H3’ de G6, T5, T7 y C8, por tener
picos con una buena separacién (ver tabla 5.3). Las dependencias mostradas en las grd ficas 5.5 y
5.6 son para las intensidades calculadas para los tiempos de mezcla de 50 y 100 ms. Las lineas en
cada una de estas gréficas representan las intensidades experimentales de la tabla 5.3.

Como podemos observar el comportamiento en cada una de estas gréficas s similar, a distancias

pequeiias le corresponden intensidades grandes y viceversa. Para la intensidad calculada para el

5En el Capitulo 4, seccién 4.3 se definieron cada uno de estos tiempos.
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tiempo de mezcla de 150 y 200 ms, el comportamiento es similar a de los otros ftiempos de mezcla.

Las dependencias de las gréficas 5.5 y 5.6 serdn utilizadas en la seccién 5.5 para el ajuste de las

conformaciones obtenidas para el Octdmero, principalmente se hardn ajustes en las pirimidinas T7 y

C8.
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5.5. Ajuste de las estructuras del Octdmero a las datos NOFE experimen-
tales.

En general las conformaciones que se obtuvieron para el Ocldmero no corresponden completamente
a los datos NOF experimentales. Para hacer coinadir los datos experimentales de la tabla 5.3 con
las intensidades calculadas con el programa BIRDER, fue necesario imponer restricciones en algunas
distancias.

El ajuste de las conformaciones no fue tratado de manera que las intensidades NOFE calculadas
correspondieran a las experimentales para todos los tiempos de mezcla, solo para el tiempo de 50
ms. Los valores de tiempos de mezcla grandes estan influenciados por efectos como el de la difusién
del espin {descrito en el Capitulo 4, seccién 4.3). No obstante, se debe mencionar que para las
conformaciones finales con picos confiables, las intensidades calculadas cambiaron con el tiempo de
mezcla en la misma direccién que los datos experimentales. FEste no fue el caso para todas las
conformaciones de baja energia.

El ajuste de las conformaciones consistié en la comparacién de las intensidades NOE calculadas
con las mtensidades NOEF experimentalem. Sabemos que las intensidades estdn relacionadas con
las distancia interproténica r y que es inversamente proporcional a r6, por Vlo que, intensidades
grandes nos indicaran que tenemos distancias interproténicas pequenas y viceversa. Entonces, si las
intensidades calculadas son pequefias (grandes) comparadas con las experimenteles, se hardn ajustes
en las distancias interproténicas para hacerlas més grandes (pequefias). _

El ajuste de las estructuras del Octdmero a los datos NOE experimentales se realizé sigmendo dos
pasos. Durante el primero, se ajustaron los pardmetros de conformacién de los nuclessidos, esto es, las
distancias mencipnadas en la seccién 5.2 para los datos ¥ OF, iniciando con la conformacién denom-
inada 0, cuyas intensidades NOE calculadas para algunos pares de protones, son mas cercanas a las
experimentales (tabla 5.3). Unos pocos pasos del refinamiento correspondieron a las conformaciones
¢, h, 7 y k. Durante este paso las conformaciones de las unidades de azticar de los nucledsidos C3 y
T4 se fijaron (al fijar dos 4ngulos de torsién), asi como los valores calculados de las intensidades NOE
para estos nucledsidos. Se impusieron restricciones sobre las distancias H1’ (T7)...H{’ (T7), HI’
(C8)...H{’ (C8), H6 (T7)...H3’ (T7) y H6 (C8)...H3 (C8) (esto es, Ya distancia entre los H1’ y Hj’
de la moisma unidad de aziear, y la distancia entre Hf de la unida de azticar y el H6 de la pirimidina
en un nuclestido de la misma cadena} (tabla 5.4), para cambiarlas a los valores correspondientes a
las intensidades de la tabla 5.3. Como resultado se obtuvo la conformacion denominada g.

Las intensidades de los picos NOE entre las bases es muy pequefia (tabla 5.3) y solo algunos de los
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picos son confiables. Por lo que, solo se ajustaron durante el segundo paso algunas de las distancias
inter-nucleotidicas para forzarlas a estar cencanas a los valores correspondientes a los datos NOFE ex-
perimentales (tabla 5.3}, También se debe mencianar que no hay picos entre nucleétidos de diferentes
cadenas v que las intensidades calculadas no difieren de las experimentales para las conformaciones
finales gque se obtuvieron. Las distancias restringidas en este segundo paso fueron H1’ (A2)...H6
(C3), HI’ (G6). H6 (T7) y HI’ (T7)..H6 (C8) (tabla 5.5), esto es , las distancias entre el H1’ de
la unidas de azdicar de un nucleétido v el 6 de las siguientes pirimidinas en la misma cadena. Las
distancias inter-nucleotidicas que fueron ajustadas para reproducir los datos NOFE en el primer paso
también fueron restringidas durante el segundo y se agregaron las distancias H6 (T7)...H21'/H22’
(T7) (tabla 5.5).

Después de algunas minimizaciones, con restricciones de las distancias inter-nucleotidicas y compara-
ndo las intensidades calculadas con las experimentales, se obtuvo la conformacién denominada kb
(fig. 5.4). La conformacién es una conformacién B tipica, con valores medios de H y 7 de 3.3A
v 36.6°, respectivamente {datos detallados se presentan el la tabla 5.6). La conformacién tiene sus
unidades de azicar en la forma C2' — endo para todas sus purinas y también para las pirimidinas
C6 y T4, las otras pirimidinas T2 y C1 tienen sus unidades de azicar en la forma O4' — endo y
C3' — endo, respectivamente. Fsta conformacién se considera como la final v la mas cercana a los

datos NOE experimentales.

Tabla 5.4

Distancias de los intra-nucledsidos que fueron restringidas para ajustar las conformaciones del Octdmero a

los datos NOE experimentales. Las distancias de las conformaciones inicial y final estdn dadas en A.

Distancia Conformacién inicial | Conformacién final
1| HI’ {T7)... B4 {T7) 2.55 2.88
2| H6 (T7) ... H3 (T7) 3.90 319
3| H6 (C8)... H¥ (C8) 3.82 3.27
4 | HY’ (C8)... H4’ (C8) 2.68 3.20
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Tabla 5.5

Distancias de los intra-nucledsidos e inter-nucleétidos que fueron restringidas para ajustar las conformaciones
del Octdmero a los datos NOE experimentales. Las distancias de las conformaciones inicial y final estdn

dadas en A

Distancia Conformacién inicial | Conformacién final
1| HY” (T7).. H& (T7) 2 88 2.80
2 | H6 (T7) .. U3 (T7) 319 3.40
3| H6 (C8) . H3 (C8) 397 3.15
4 HY’ (C8).. He (C8) 3.20 3.22
51 H6 (T7)... H2U(T7) 3.74 3.11
6 | H6 (T7). H22(T7) 4.57 4.33
7| HY (A2)... H6 (C3) 3.08 3.36
8 | HY’ (G6)... 16 (T7) 2.70 3.30
9 | H1’ (T7)... H6 (C8) 5.03 412
Tabla 5.6

Principales pardmetros de conformacién para la estructura denominada kb. Los dngulos £, 7, k, p, T, la fase
y el dngulo glicesidico ¥ estén dados en grados. Los desplazamientos DX y DY, asi como la distancia entre
pares de bases sdyacentes I, se dan en A y la energfa E en keal /mol. Los valores de H y §2 corresponden a
pares de bases adyacentes. La primera (segunda} columna de la fase y de ¥y (xp) corresponden a valores

de la hélice A (B).

kb E=-1458

HELIX | BE | @ | 7 | K | p | ™ | DX DY FASE Xi | Xp

teiG! | 87 4376 | 02 ] 1.7 151 | -258 1 0.1 57.5 175 a9 122.6

P T:AY | 321822 14 ¢ 5.3 26 | 4 LY | -0.3 | 789 | 1729 | 98.56 | 1286

!'G:Ct ] 3.2 408 | 1.8 | 66 | -2.2 3.9 | 08 01 | 1424 | 1373 | 1263 § 12355

IT:Al 83| 335 | 19 | 28 lO..2 7.5 13 | -0.1 | 137.8 | 162.2 | 126.7 | 130.1

VAT! [ 32408 1.9 .28 -D.2 78 | L3 | G} .162»2 137.8 | 130.1  136.7

VCG Y| 32 322 1.9 | -6.8 1.6 3.9 | 0.8 | -0.1 | 137.3 | 1424 | 125.5 | 126.3

PAT! 1 37T 1 376 14 | -53 | -25 4 1.1 ) 0.3 [ 1729 | 76,8 | 128.6 | 98.5

N eHeN -0.2 { -1.7 | -15.2 | -2.5 1 -0.1 175 575 | 1226 99
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En la tabla 5.7 se muestran las intensidades NOFE calculadas para el tiempo de mezcla de 50 ms y
sus correspondientes intensidades NOE experimentales. La desviacién promedio de las intensidades
calculadas de las experimentales para la conformacion &b es del 11%. Algunas de las intensidades no
fueron ajustadas exactamente, como por ejemplo, para el pico del intranucledsido H8(G1)... H1{G1),
la intensidad de este pico corresponde a la unidad de amicar en la forma C2-endo y todas las
conformaciones tienen para este pico (ver tabla 5.7}, casi las mismas intensidades.

Seguramente, después de algunos pasos adicionales y quiza algunas otras restricciones, se podrian
mejorar los resultados de la tabla 5.7. Esto no fue considerado debido a la exactitud limitada de los
datos experimentales. La principal fuente de desviacién de las intensidades NOF calculadas con las
experimentales, es la existencia en solucién de varias conformaciones con diferentes pardmetros de

conformacién, y, por lo tanto, distancias interproténicas (e intencidades NOE) algo diferentes.

Figura 5.4 Conformacion kb, en la tabla 5.6 se encuentran sus principales pardmetros de conforma-

cion.
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Tabla 5.7

Intensidades NOE calculadas para el tiempo de mezcla de 50 ms y su correspondientes intensidades NOE

experimentales para los pares de protones con picos bien separados

Parcs dc protones NOE exp Intensidades ¢aleuladas
50 ms d ! 1 a b 0 g h k kb

Hi' A2 H4' A% 0,187 0.254 0.271 0.282 0.287 0.312 0328 0171 0.187 0.168 e.160
Ht’ G§ H4* G6 0.237 0.299 0.156 0.344 0.148 0.145 0.181 0.159 0.271 0.280 0256
H1' T7 H4 TT 0.193 0376 0.347 0.319 a.377 0.327 { 0.862 0 441 0.503 0.501 0.504
HY' 8 H4’ €8 0.202 0.267 0.370 0.308 0.955 0.318 0.640 0 225 0.225 0.242 0.220
HE Gt H1* Gt 0.105 0.054 0.052 0.055 0.060 0.053 0058 Q961 0.065 0.062 0.058
H& T6 Hy T 0072 9.100 0.101 0.093 | 0.006 0.096 0.095 4103 | 0099 0.098 0,102
HE T7 H1I’TT 0.113 o.1c1 0.103 0.1¢2 0101 0.£02 0.097 ¢.116 0.09¢ 0.094 2.09¢
H6 C8 H1” €8 0090 0.101 0.687 0093 0.10% 0.052 2.098 0.687 0.994 9097 0.098
HE T& H21' TS 1.782 1.870 1.907 0.842 9.201 1528 6.334 2.235 1716 1629 2,106
HE G6 H¥ Go 0.043 0.054 0.062 B.052 0.076 0¢.060 2.668 0.065 0.082 | ¢.058 | 0057
HE TS5 H3* TS5 0.101 0099 0.092 0.07g8 0.583 0.079 0.108 0.10% ¢ 09z 0.090 0108
Hg C8 H3 C8 G.259 0.775 0.039 D.067 1.150 0.066 0.090 0.201 &.246 €.242 0.249
HE T5 HL” A4 0.161 0.163 | 0.17¢9 0187 0.262 0.224 0.202 0.148 0.1%4 0.199 0162
Hé TT H1' G6 0.126 @147 | 0.219 | 0.147 0.331 0.212 0.200 0.562 0.189 0.159 | 0.13¢-.
HE C8 "1 T7 6.113 0.306 | 0.352 | 0.290 4.033 9,243 0.100 0.036 0.086 D.p3d 3104
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Conclusiones

1. Un estudio combinado se realiza para la estructura espacial de un octa-nuclestido (Octdmero):
dCTGTACAG)-A(GACATGTC).

2. Utilizando el programa CONAN {CONformational ANalysis of nucleic aicids) se encontré un
conjunto de conformaciones de baja energia para el Octdmero. Estas conformaciones difieren princi-
palmente en las unidades de amicar de los nucledtidos con pirimidinas, en sus pardmetros helicoidales
y en los dngulos tilt de sus pares de bases. Un analisis de las distancias interproténicas para varias
conformaciones de baja energfa, perimitié elegir las diferencias mds importantes en las distancias,
caracteristicas de las conformaciones de la doble hélice. Se construyeron las dependencias de las

distancias interproténicas sobre los pardmetros de conformacién de los nucledsidos.

3. Se realizé un andhisis de las intensidades NOF del Octdamero y se seleccionaron los picos mas
importantes y confiables. Estos picos caracterizan a los plegamientos de unidad de azicar, a la

conformacién de los nucledsidos y al arreglo de las bases en la misma cadena.

4. Utilizando el programa BIRDER se realizaron cdlealos tedricos de las intensidades NOE para
un conjunto de conformaciones de baja energia del Octdmero. Las intensidades tedricas fueron
comparadas con las experimentales, y se eligieron las conformaciones con valores més cercanos a las

intensidades de los picos.

5. Al imponer restricciones sobre las distancias interproténicas, se realizé el ajuste de las confor-
maciones a los datos NOE experimentales. El ajuste incluys dos pasos: (1) ajuste de las distancias

inter-nucleotidicas, (2) ajuste de las distancias intra-nucleotidicas.

6. Se sugiere la estructura del Octdmero mads cercana a los datos experimentales.
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