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Resumen 

Desde hace muchos años, los químicos se han preocupado por conocer el arreglo 

espacial de los átomos que componen una molécula. Dicho conocimiento ha permitido 

proponer modelos moleculares capaces de explicar fenómenos tales como sitos reactivos, 

mecanismos de reacción y procesos biológicos. 

Áreas como la bioquímica, la biología molecular, la medicina y la novedosa 

ingeniería genética, se han visto enriquecidas con el conocimiento estructural de las 

biomoléculas (proteínas, DNA, RNA, ATP, etc). 

La Resonancia Magnética Nuclear (RMN) es una técnica espectroscópica muy 

eficaz en la determinación de estructuras moleculares en disolución. Sus grandes avances se 

deben a la implementación de experimentos multidimensionales, a la aplicación de nuevas 

secuencias de pulsos, al uso de imanes superconductores y al apoyo de computadoras para 

el procesamiento y manejo de los datos. Todas estas herramientas han hecho posible 

determinar estructuras de enorme complejidad, siempre que éstas posean núcleos 

magnéticos activos. 

Desde hace más de dos décadas, esta técnica ha sido capaz de elucidar estructuras 

de proteínas en disolución de hasta 30 KDa (poco más de 350 aminoácidos). Los 

experimentos de RMN permiten simular el medio fisiológico controlando pH, fuerza iónica 

y temperatura, lo que permite una mejor comprensión del papel que desempeñan las 

proteínas en su medio biológico. 

En el presente trabajo se describe la metodología para la determinación estructural 

de cualquier proteína menor a SKDa por RMN empleando únicamente experimentos en dos 

dimensiones y cálculos de dinámica molecular. Esta metodología se aplicó para la 

determinación de dos péptidos, la Cobatoxina 1 y el decapéptido TCMDTPQCMT. 
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La Cobatoxina 1 es un péptido de 32 aminoácidos. Fue aislado del veneno del 

alacrán mexicano Centruroides noxius. Las pruebas de toxicidad exhiben que esta toxina 

bloquea de fonna selectiva los canales de potasio, por lo que se considera una toxina K. Su 

estudio estructural pueden proveer una herramienta muy valiosas en el estudio de canales 

iónicos a futuro. 

El decapéptido TCMDTPQCMT puede unirse a un anticuerpo monoclonal Anti

selectina-E, se cree que su unión modifica las funciones del anticuerpo. Con el 

conocimiento estructural de dicho péptido se realizaran estudios para conocer el sitio de 

unión con el anticuerpo y la forma en que actúa. 
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1.1 Introducción 

Tanto la Cobatoxina 1 como el decapéptido TCMDTPQCMT son proteínas de bajo 

peso molecular. En las siguientes paginas se tratará de fonna general cuales son las 

funciones de las proteínas y como están constituidas. Además, como la función de una 

proteína sólo puede comprenderse refiriéndola a su estructura se explicaran los cuatro 

niveles de organización presentes en este tipo de macromoléculas. 

1.2 Funciones de las Protcinas 

Las proteínas son macromoléculas que se encuentran presentes en todos los seres 

vivos, poseen propiedades fisicoquímicas muy bien definidas y están involucradas en un 

gran número de procesos biológicos:0 > 

}> Catálisis enzimática. Casi todas las enzimas son proteínas, estas aceleran las reacciones 

químicas en los sistemas biológicos al menos un millón de veces.0 > 

}> Transporte.' Muchos iones y moléculas pequeñas son transportadas por proteínas 

..•. especif'jcas de un sitio a otro dentro de un organismo o célula. 0 > 

}> Canales y bombas. Son receptores proteicos de alta especificidad encargados de 

·controlar el potencial de membrana en las células.<1> 

}> Estructural. Las proteínas son componentes muy importantes de tejidos musculares, por 

ejemplo, el colágeno el cual le da una enorme tensión a Ja piel.(I) 

}> Protección inmune. Los anticuerpos son proteínas altamente especificas que reconocen 

y se combinan con sustancias extrañas tales como virus, bacterias y células de otros 

organismos evitando que infecten o causen daño al organismo.<1> 

}> Receptores celulares. Intervienen en la generación y transmisión de los impulsos 

nerviosos así como la recepción de estímulos específicos; entre otros.<ll 
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1.2.l ¿Cómo está Constituida una Proteína? 

Una proteína puede ser vista como un pollmero donde los monómeros son 

moléculas llamadas a-aminoácidos. Cada a-aminoácido (figura 1.1), poseen un grupo 

amino primario (-NH/), con excepción de Ja pro/ina, un grupo carboxilo(-COO") y un 

grupo radical R, todos estos se encuentran unidos a un carbono denominado carbono alfa 

(Ca.) y al cual además, esta unido un átomo de hidrógeno (H).<IJ 

NH+ 
1 3 

H-c--coo· 
1 

R 
Figura t. I Representación general de los a-aminoácidos 

El agrupamiento tetraédrico de cuatro grupos diferentes alrededor del Ca. le confiere 

actividad óptica a cada aminoácidos. Las dos formas especulares objeto-imagen se 

denominan isómero L y D. Sin embargo, sólo los aminoácido L son constituyentes de las 

proteínas.0 > 

En la naturaleza se encuentran generalmente 20 grupos R (figura 1.2) los cuales le 

dan una característica especial a cada aminoácido, originando una variación en tamaño, 

forma, carga, capacidad de formar puentes de hidrógeno y reactividad química.<•> 

Los 20 aminoácidos que se encuentran en la mayoría de las proteínas son 

clasificados de acuerdo a la polaridad de sus cadenas laterales (grupos R). Por lo que una 

forma simple de clasificarlos es en polares, no polares y grupos que poseen carga. <2> 

Los aminoácidos se polimeriz.an por la formación de un enlace peptldico. El grupo 

carboxilo de un aminoácido se une al grupo amino de otro, en esta reacción química 

(deshidratación) es liberada una molécula de agua, el enlace que se forma es rígido debido a 

su carácter parcial de doble enlace. <2> 
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Fig. J.2 Estructura de los 20 aminoácidos encontrados en la naturaleza. su naturaleza depende del 

grupo R. m 

Los polímeros se conocen como dipéptidos, tripéptidos, oligopéptidos y 

polipéptidos, según el número de residuos (aminoácidos) que constituye la cadena 

peptldica. Las proteínas son moléculas constituidas por una o más cadenas de polipéptidos. 

Su función sólo puede comprenderse refiriéndola a su estructura, esto es, a la relación 

tridimensional que guardan los átomos que la componen.<21 

1.2.2 Estructura de las Proteínas 

Las proteínas poseen estructuras estables nativas como resultado de un fino 

equilibrio entre las diversas fuerzas no covalentes a las que se hayan sometidas, tal como 

las interacciones iónicas, dipolares, los puentes de hidrógeno y las fuerzas hidrofóbicas.<21 
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La estructura nativa de las protelnas se han formulado refiriéndolas a cuatro niveles de 

organi:zación:<2> 

• Estructura primaria, es el orden secuencial de los aminoácidos en una cadena 

polipeptldica. Comúnmente se nombran comen:zando con el residuo que posee el 

extremo amino terminal (NH3 +) al residuo que tiene el extremo carboxilo terminal 

(C00-).<2> 

• Estructura secundaria. es la disposición espacial local de los átomos de un esqueleto 

polipéptidico, sin tener en cuenta la conformación de sus cadenas laterales. Los 

esqueletos son también llamados estructuras regulares de las que tenemos la hélice a, la 

hoja plegada p y los giros.(2) 

La hélice a, es una cadena polipeptídica en la que los enlaces peptldicos y el Ca 

forman un cilindro. Las cadenas laterales se extienden hacia fuera en un arreglo helicoidal 

(figura 1.3). Esta estructura queda estabili:zada por puentes de hidrógeno entre el oxigeno 

del CO de un residuo y el hidrógeno del NH situado cuatro residuos más adelante en la 

cadena principal, por lo que todos los grupos CO y NH de la hélice a quedan enlazados por 

dichas interacciones.<2> 

a.(3.1613) 
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La hoja plegada p, es una conformación estructural en forma de lámina. La cadena 

polipeptídica se encuentra prácticamente extendida. Esta conformación queda estabili2:ada 

por puentes de hidrógeno entre los grupos NH y CO de filamentos polipeptldicos diferentes 

(figura 1.4). Las cadenas adyacentes en una hoja plegada p pueden orientarse en la misma 

dirección (hojas p paralelas) o en direcciones opuestas (hojas p antiparalelas).121 

'c-o-H-N,.. 
/ ji ' H-c, .r ,..c-H 
,..N-H;::-o-c, t 

o-e, t ', ,..N-H 
C-H .... H-C 

H-N,.. ·,, 1 'e-o 
t 'c-o~H-N,.. 
H-C/ ,/' 'c-H 

'N-H-O•C,.. 
/ ' 

Figura 1.4 Hojas plegadas p a) antipara/e/a b) paralettf'i 

Giros, son inversiones de cadena, donde el oxígeno del grupo CO de un residuo n de 

una cadena forma un puente de hidrógeno con el NH de residuo (n+3) En consecuencia, la 

cadena polipeptídica puede cambiar bruscamente de dirección (figura l.5).121 

• Estructura terciaria, se refiere a la estructura tridimensional del polipéptido completo, 

este nivel de organización es estabilizado por interacciones de tipo electrostático, 

interacciones de Van der Waals, puentes de hidrógeno y puentes disulfuro (enlace 

covalente que surge por la unión de dos cisteínas) la estructura terciara es la causante de 

la compactación de las estructuras dando origen a las estructuras globulares (figura 1.5) 

• Estructura cuaternaria, se refiere al ordenamiento espacial de las subunidades que 

integran una proteína y la naturaleza de sus contactos mutuos. Para que exista este tipo 

de estructuras deben existir dos o más cadenas polipeptídicas.121 

9 



fupítulo-2 

Fig. 1.2 Estructura tridimensional de una proteína, en la que se observa la estructura terciaria y las 

diferentes organizaciones de estructura secundaria ( http://wuw.1110/.bio/.e1hz.ch) 

La Cobatoxina l es un péptido que proviene del veneno de alacrim., e~ capaz de 

bloquear en forma específica los canales de potasio por lo que se considera una toxina K. 

Para conocer aspectos generales de la Cobatoxina l, en las siguientes páginas se tratará de 

forma general algunas características de los canales iónicos,. (a forma· en que operan los 

canales de sodio y ~ota5io;· laconstituciÓn del, venen~ de alacrán y generalidades de las 

toxinas K proveniei{tes de álacrán: 

1.3 Canal~~ Ióiiicos 

Coll1º·;~:@.·lo;~~~!~~JJ~iP~ºti:i~as cumplen un gran número de funciones 

biológicas! en!re ell~~úl ,de.controlar' el .flujo de iones y moléculas a través de las 

· membr<lJl~ bioÍógi¿~~:pcir'in~cHo'de dos complejos proteicos, los canales y las bombas. Los 

cruiale~ p~riúii~~ ~t~·; i6's Úéi~~~ . fluyan rápidament~. a· través ·de· 1a5 membranas en una 
" ' • • - '': c. ~. • '"· ••• '. ' - •• : • • • 

dire~éión tei:niodi~áini~~~nte favorable. Por el contrario, las bombas utilizan una fuente 

de cnerg!a/ccnnO él J\ TP o la luz, para conducir el transporte en contra del gradiente de los 

iones o molécula.5.<3> 
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Todos los canales pueden presentar un estado cerrado y uno abierto. La transición 

entre la forma abierta y la cerrada esta regulada alostéricamente por el voltaje en la célula, 

la unión de otra molécula o por una modificación covalente.<3> 

1.3.1 Canales de Na+ y K+ 

Los canales de Na+ y K\ forman una gran familia de proteínas integrales de 

membrana, las cuales están presentes en todas las células vivas, regulan los potenciales de 

acción de las membranas axónicas nerviosas, controlando de esta forma las funciones que 

dependen de estos potenciales. 

Alan Hodgkin y Andrew Huxley llevaron a cabo ingeniosos experimentos que 

demostraron que el potencial de acción se debe a cambios intensos y transitorios de 

permeabilidad de la membrana del axón respecto a los iones Na+ y K+. Primeramente, 

cambia la conductancia de la membrana para el Na+. La despolarización de la membrana 

por encima del umbral lleva a la apertura de los conductos de Na+. Los iones sodio fluyen 

hacia el interior de la célula debido al fuerte gradiente electroquímico a través de la 

membrana plasmática. La despolarización y entrada de Na+ da Jugar a un cambio muy 

rápido y profundo del potencial de membrana, desde-SO mV a +30 mV en un milisegundo. 

La entrada se detiene cuando se alcanzan los +30 mV, éste es el potencial de equilibrio del 

Na+. A partir de este momento, los conductos de Na+ se cierran espontáneamente y se abren 

las compuertas del K+. En consecuencia, los iones potasio fluyen hacia el exterior y así el 

potencial de membrana vuelve a sus valores negativos. Al cabo de 2 ms, el potencial de 

membrana es de -75 mV, el potencial de equilibrio para el K+. El potencial de reposo de -

60 mV se establece al cabo de ·algunos milisegundos, a medida que la conductancia para el 

K+ disminuye hasta los valores característicos del estado no estimulado.<3> 

1.3.2 Veneno de Alacrán 

Los alacranes pertenecen a la clase de los arácnidos, existen aproximadamente 

1,500 especies los cuales han conservado su moñología·inalterada desde hace más de 400 

millones de años. 
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El veneno de alacrán está compuesto entre otras sustancias, por una mezcla de 

toxinas (péptidos) capaces de reconocer y bloquear los canales iónicos (canales de Na+, K\ 

Ca2+ y Cr) y receptores de membranas excitables, alterando los procesos ya comentados en 

la sección anterior. Por lo que resultan nocivos a diferentes organismos, incluyendo al 

hombre.141 

Existen cuatro familias diferentes de toxinas (péptidos) que actúan al nivel de 

canales iónicos y que se encuentran presentes en el veneno de alacrán. Se clasifican por el 

número de residuos y sus puentes disulfuro.<5
> 

Toxinas especificas P'l!:!!.__Canales de Na+ (toxinas Na): son péptidos de entre 60 a 76 

residuos de aminoácidos y son estabilizados por cuatro puentes disulfuro. 

Toxinas especificas para canales de K (toxinas K): tienen de 31 a 39 residuos de 

aminoácidos y son estabilizados por tres puentes disulfuro. 

La Clorotoxina, es una toxina especifica para canales de cr. Es un péptido de 36 residuos 

de aminoácido y cuatro puentes disulfuro. 

También se ha mostrado que algunos péptidos de masa molecular muy variada tienen 

actividad sobre los canales de ca2+ y sólo están presentes en algunas especies de alacrán. 

1.3.3 Toxinas K 

Las toxinas K son neurotoxinas que selectivamente bloquean los canales de K+. Se 

han agrupado basándose en su similitud en tamaflo y puentes disulfuro. Algunas han 

mostrado ser herramientas importantes en farmacología, en el estudio de la estructura 

molecular, función y diversidad de los canales de K+.(7) 

La acción de las toxinas especificas para canales de potasio provenientes de alacrán 

y dendrotoxinas han sido muy estudiados. Se ha demostrado por mediciones 

electrofisiológicas directas y análisis mutacional que estas toxinas bloquean los canales 

desde el lado externo del canal, ocluyendo de esta forma el poro.171 
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Gracias a las toxinas de alacrán fue posible identificar la forma del poro del canal de 

potasio, clarificar la estequiometría de las subunidades estructurales, e identificar la 

estequiometrla funcional de la inactivación de los canales de potasio.<7> 

Dado que cada toxina K presenta un patrón individual de selectividad y 

especificidad para la gran variedad de canales de potasio existentes, el descubrimiento de 

nuevas toxinas puede proveer una herramienta muy valiosa para el estudio de estos canales 

a futuro. 

1.3.4 Cobatoxina 1 

La Cobatoxina 1, es una toxina K de 32 residuos de aminoácidos. Contiene tres 

puentes disulfuro entre las cisteínas 3 - 22, 8 - 27 y 19 - 29. Posee la siguiente secuencia 

primaria: 

CoTXl: AVCVY5 RTCDK1ºDCKRR15 GYRSG2ºKCINN25 ACKCY3ºPY 

Fue aislada del veneno del alacrán mexicano Centruroides noxius. Su secuencia 

primaria muestra aproximadamente el 40% de identidad con otras toxinas K, por lo que fue 

propuesta de acuerdo con la clasificación de Miller126> dentro de una nueva subfamilia junto 

con la Cobatoxina 2. Su análisis toxicológico ha mostrado que dicha toxina bloquea los 

canales de potasio dependientes de voltaje.<1> 

Los canales Shaker y Kvl.l (canales de potasio) mostraron moderada afinidad hacia 

esta toxina. Se cree que es debido al impedimento estérico que existe entre el residuo Phe 

425 que se encuentra presente en estos canales y la valina 4 de la toxina, ya que la 

Cobatoxina 1 mostró una alta afinidad por el canal Kv 1.3 (canal de potasio) el cual posee 

una glicina en la posición 425. Además, el bloqueo de los canales de Shaker por la 

Cobatoxina 1 depende de la concentración extracelular de K+.<7> 
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1.4 Deeapéptido TCMDTPQMCT 

Todos los seres vivos son susceptibles a los ataques de organismos causantes de 

enfermedades. En respuesta a estos predadores, los animales han desarrollado un elaborado 

sistema de protección conocido como el sistema inmunológico. Los anticuerpos son 

protelnas altamente especificas del sistema inmune, constituyen un método de defensa 

biológico, capaz de reconocer y destruir sustancias extrañas, tales como virus, bacterias y 

células de otros organismos evitando que infecten o causen daño. Los anticuerpos 

monoclonales (anticuerpos provenientes de un sólo clon) han llegado a ser herramientas 

indispensables en biomedicina. Pueden utilizarse para detectar y aislar cantidades 

extremadamente pequeñas de prácticamente cualquier sustancia biológica especffica.12> 

En 1998 la Dra. Adela Rodriguez encontró la estructura de un Fab, fragmento de un 

anticuerpo monoclonal Anti -selectina-E, llamado 7a9, que inhibe los ataques neutrófilos 

hacia las células endoteliales.18> Estudios posteriores¡ de comparación con librerías de 

péptidos mostraron que el anticuerpo puede modificar su estructura funcional al ser 

integrado un péptido con la siguiente secuencia: 

Thr-Cys-Met-Asp-Thr-Pro-Gln-His-Cys-Tyr, 

sin que se conozca cual es o como es el sitio de unión entre el decapéptido y el anticuerpo 

monoclonal anti-selectina-E. 

En el laboratorio de la Dra. Rodríguez se cuenta con el decapéptido: 

Thr-Cys-Met-Asp-Thr-Pro-Gln-Met-Cys-Tyr; 

este decapéptido varia exclusivamente con respecto al primer decapéptido en que se 

sustituye una His por una Met en la posición 7. El objetivo de este estudio es obtener la 

estructura terciaria del decapéptido TCMDTPQMCT. Con la obtención de la estructura de 

este péptido, se pretende que el grupo de la Dra. Adela Rodriguez realice estudios de 

"Doking" para tener alguna evidencia respecto al sitio de unión entre el decapéptido y el 

anticuerpo, además de las modificaciones estructurales del anticuerpo . 

1 Datos sin publicar, 2000. 
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Resonancia Magnética Nuclear< 9• 
1º· 11 > 

La Resonancia Magnética Nuclear (RMN) es una herramienta invaluable en 

química, bioquímica y recientemente en las ciencias médicas. Con el desarrollo de 

experimentos en dos y tres dimensiones es posible determinar estructuras moleculares de 

enorme complejidad. 

2.1 Principios de RMN 

Los protones y neutrones tienen intrínsecamente momentos angulares de espln. La 

suma vectorial de los momentos angulares de estas partículas genera un momento angular 

total del núcleo, P, el cual se encuentra cuantizado y definido por:<9> 

P = (1 (1+1)) 112 
• (h/2n) (1) 

donde 1 es el número cuántico del momento angular nuclear y toma los valores 1 =O, 112, 1, 

3/2, 2 ... y h es la constante de Planck. 

El momento angular, P, se encuentra asociado con el momento magnético nuclear, 

µ. Ambos vectores están cuantizados y son directamente proporcionales por la relación:<9> 

µ= y*P (2) 

donde y se conoce como la constante giromagnética. La sensibilidad de los núcleos en 

experimentos de RMN dependen de esta constante. Los núcleos con un alto valor de y son 

muy sensibles, por ejemplo, 1H, y= 26.7519 rad r 1s·1• 

Si combinamos las ecuaciones (1) y (2) tenemos: 

µ = y*((I (1+1)) 112 
• (h/2n)) (3) 

En la ecuación (3) se observa que los núcleos con 1 =O no poseen un momento 

magnético nuclear por lo que no se observan en experimentos de RMN.<9> 
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2.1.1 Núcleos en un Campo Magnético Externo 

Cuando un núcleo con momento angular, P y momento magnético, µ, es colocado 

en un campo magnético Do orientado sobre el eje z, tanto el momento angular como el 

magnético se alinean en la dirección de campo Bo y por tanto, P se transforma en:<9> 

P~=m*(h/2n) (4) 

donde mes el número cuántico magnético o direccional y presenta los valores de m=-1, 1-1, 

2-1, .•. , 1-2, 1-1, 1, según sea el espín nuclear. Mientras el momento magnético es 

determinado por: <9> 

En ausencia de un campo magnético externo, las distintas orientaciones de los 

vectores µ y P corresponden al mismo valor de energía. Pero, en presencia de un campo, la 

degeneración de los niveles se rompe y la componente en z de sus vectores se orienta a 

favor o en contra de dicho campo.<9> 

El momento magnético µ puede tener 21+1 estados energéticos, por lo que, un 

núcleo de espín igual a 1/2 tiene dos orientaciones del momento magnético angular (m=l/2 

y m=-112), donde el estado de menor energía se denomina a (a favor del campo) y el estado 

de mayor energía se denomina 13 (en contra del campoi9> (figura 2.1). 

•-i 
·t 1 

Estado degenerado 

Campo Bo aplicado 

---+p 

a -··l 

Fig. 2. / Desdoblamiento de los niveles energéticos debido a Ja presencia de ""' campo magnético 

externo. (PJ 
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El vector del momento magnético, µ, no se orienta totalmente con el campo externo, 

el ángulo de separación entre µ y el eje z depende de la cuantización. De acuerdo con el 

principio de incertidumbre de Heisenberg solo puede conocerse la superficie probable del 

vector. Para cualquier valor de m dicha superficie es un cono cuyo eje es paralelo al campo, 

con una altura myh y ángulo de abertura 0 = cos-1(m/ll(l+l)) 112
).11 º1 

La cuantiz.ación en z genera 2 conos con niveles de energía de alturaµ, para 1=1/2. 

Los conos con valores positivos de m se alinean con el campo y aquellos con m negativa en 

la dirección opuesta. El vector magnético recorre la superficie del cono con una frecuencia 

característica. El movimiento se conoce como precesión (figura 2.2) y la frecuencia de 

rotación como frecuencia Larmor VL y está dada por la ecuación: 

orbitadc 
pn:ccsión 

Momento 
mmg~co nuclear. 

" 

Fig. 2.2 Representación de un núcleo a) en ausencia de un campo magnético externo, el momento 
magnético y angular tiene el mismo valor. b) En presencia de un campo magnético externo, lo que provoca 
una orientación de los vectores con el campo, el momento magnético nuclear no se alinea complelamenle con 
el campo.''01 

La frecuencia Larrnor es la misma frecuencia asociada a la energía necesaña para 

realizar una transición permitida entre los niveles cuantizados, la diferencia entre estos 

niveles energéticos se calcula por la ecuación: <9> 
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Como se observa en la ecuación (7) la diferencia entre los dos niveles de energia 

depende de dos factores, la constante giromagnética y el campo magnético externo (figura 

2.3) 

--112 1111 

... 112 l•l .. 
Fig. 2.3 El aumento en 
el campo Bo resulta en 
un aumento en la 
diferencia de los niveles 
energélicos<PJ 

Cada nivel energético depende, además de los factores anteriores, de los momentos 

magnéticos angulares. Los niveles de energía son conocidos con el nombre de niveles 

nucleares de Zeeman y se determinan por: 

------E =J/2*;r*Bo*(IV211) 

------E~J/2*;y*Bo*(hl211) 

Fig. 2.4 Valores de los niveles energéticos para m=l/2 y m=-lf2"'J 

2.1.2 Condiciones de Resonancia 

La transición de un nivel de menor energía a uno de mayor energia corresponde a 

una energia de absorción y en el sentido inverso corresponde a una energía de emisión. 

Ambas transiciones son igualmente posibles e igualmente probables. La pequei'ia diferencia 

de núcleos en el nivel de menor energía permite que el efecto observable sea una absorción, 

a este fenómeno se le conoce como resonancia de los núcleos donde la frecuencia de las 

transiciones establece las condiciones de resonancia, dicha frecuencia debe ser igual a la 

frecuencia Larmor, vi., (frecuencia de precesión de los núcleos).<10> 
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2.1.3 Población de Núcleos y el Vector de Magnetización Macroscópica Mo 

Si colocamos un conjunto de núcleos de espín Y,, en un campo magnético externo, 

existe una diferencia poblacional de núcleos entre los niveles energéticos, esto se debe a 

que una pequeña mayoría tiende a tomar el estado de menor energla. La diferencia 

poblacional para este tipo de núcleos puede calcularse según la distribución de Boltzmann 

por la ecuación:<9
> 

Np /Na= e -&E/ KDT (9) 

La suma de todos los vectores magnéticos de los núcleos durante la precesión 

genera un vector magnético total Mo en la dirección del campo, su magnitud depende de la 

diferencia poblacional entre los dos estados (figura 2.5).<9> 

Fig. 2.S Los núcleos con m = ~se orientan a favor del campo, los núcleos con m = -112 se orientan 

en contra del campo. La diferencia poblacional de los núcleos en estos niveles genera un momento magnético 

total Mo. (9) 

Entre mayor sea la diferencia entre los niveles energéticos, más núcleos tenderán a 

permanecer en el estado de menor energía, la diferencia poblacional será mayor y por tanto 

también el vector Mo. En RMN esto es muy importante, ya que facilita la detección de los 

núcleos.<1°> 

Si observamos la ecuación 7, para aumentar la diferencia entre los niveles 

energéticos necesitamos aumentar el campo magnético externo Do y/o núcleos con gran 

abundancia isotópica y/o una constantes giromagnética grande. Por ello la RMN de protón 
1H es la más utilizada ya que la abundancia isotópica del protón es del 99.985% y su 

constante giromagnética es de y=26.7519• J07 rad r 1s-1 
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2.2 Experimentos de Resonancia Magnétiea Nuclear 

En la actualidad un experimento de RMN se obtiene por el método de transformada 

de Fourier, este método, permitió el desarrollo de experimento multidimensionales tanto 

homonueleares como hetemnucleares, Además, con el uso de imanes superconductores los 

cuales hacen más sensible la técnica, y las secuencias de pulsos especificas se han logrado 

elucidar macmmoléculas con una alta resolución. 

2.2.1 Método de Pulsos 

Un pulso es una radiofrecuencia (radiación electromagnética) aplicada en un corto 

periodo de tiempo. Por el principio de incertidumbre de Heisenberg, esta radiación esta 

compuesta de un espectro de radiofrecuencias. Cada frecuencia del pulso esta asociada a la 

componente magnética de la radiación 81 y sólo unos cuantos poseen la frecuencia que 

establece las condiciones de resonancia.<1 11 

La aplicación de un pulso 81 en una dirección perpendicular al campo magnético 

Bo, eje x o y , provoca un cambio en la dirección del vector de magnetización macroscópica 

(figura 2.6), el ángulo de desviación del vector es calculado mediante la ecuación.0°> 

a1=y*'tp*81¡ (10) 

donde 'tp es el tiempo de aplicación del pulso, el cual es del orden de los µs. 8 1¡, es el campo 

que cumple con las condiciones de resonancia, a¡ determina el ángulo del pulso que puede 

ser aplicado, a = 90°, 180°, etc. 

Fig. 2.6 El vector de magnetización Mo cambia de dirección al ser aplicado un pulso de 

radiofrecuencia sobre un de los ejes perpendiculares al campo aterno. fPJ 
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Después de la aplicación del pulso el vector Mo tiende a regresar al equilibrio, esta 

relajación puede describirse en dos tiempos T1 y Ti. El primero depende de la relajación en 

la dirección z y esta relacionado con el restablecimiento del equilibrio poblacional de los 

núcleos. Ti se refiere a la relajación en el plano xy, esto es el desfasamiento de los 

momentos respecto a la frecuencia resonante.111> 

F. Bloch desarrolló las ecuaciones que expresan este decaimiento, el cual puede ser 

apreciado como un cambio de componentes del vector Mo con el tiempo al regresar al 

estado de menor energia:<11> 

dMz/dt = -(Mz-Mo)ff1 (11) 

donde Mz es la componente vectorial sobre el eje z del decaimiento y que al llegar al 

equilibrio se transforma en Mo, Mx y My que son las componentes vectoriales de Mo. 

2.2.2 FID y Transformada de Fouricr 

El decaimiento es exponencial y es registrado por un detector que oscila a una 

frecuencia ligeramente diferente a las frecuencias resonantes de los núcleos por lo que el 

detector mide en realidad un Av. El decaimiento transversal de la magnetización detectado 

recibe el nombre de "Decaimiento Libre de la Inducción" (FID).19> 

La información obtenida en el FID no puede ser analizada directamente. Para que la 

información de los núcleos resonantes pueda ser interpretada es necesario realizar un 

cambio en el dominio de tiempo del interferograma a un dominio de frecuencias, este 

cambio de dominio se logra por medio de una operación matemática llamada uansfonnada 

de Fourier. <9> 

Una transformada de Fourier esta definida por: 

ff{t)é"1dt = ff(t)[cos(rot)-isen(rot)]dt ...... (14) 
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La transformada de Fourier extrae la información del interferograma para obtener la 

función en el dominio espectral, se fija el valor de frecuencia y se aplica la función 

matemática para todo el intervalo del tiempo; el resultado es la contribución de cada uno de 

los núcleos a la frecuencia de resonancia.<9> 

2.3 RMN en Dos Dimensiones 

Los experimentos en dos dimensiones consisten de cuatro periodos: a) Período de 

Preparación, en este tiempo, los núcleos alcanzan su estado de equilibrio mediante una 

determinada secuencia de pulsos el vector de magnetización modifica su orientación a 

donde se desea. b) Periodo de Evolución (t1), la precesión del vector de magnetización Mo, 

marca a los núcleos con su propio desplazamiento químico. c) Período de Mezclado, en 

este tiempo las magnetizaciones se mezclan, por lo que los núcleos adquieren información 

de los núcleos con los cuales se encuentran acoplados. d) Período de Detección (ti), en este 

tiempo es registrado el decaimiento libre de inducción FID (figura 2.7) 

Preparación Evolución 

Fig. 2. 7 Esquema que representa los cuatro períodos que componen un experimento en dos 

dimensiones. fil) 

La transformada de Fourier en dos dimensiones da como resultado un espectro en 

20 definido por dos ejes de frecuencia S(w1,w2), en el cual las señales tienen coordenadas 

(01,02), la intensidad puede ser vista como una tercera dimensión. Las señales exhiben las 

correlaciones existentes entre los dos núcleos acoplados.O 1 > 

En general, los experimentos en dos dimensiones (20) se pueden dividir en dos 

grandes grupos:<9> 
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1) Los resueltos en J, la localización de Ja seftal depende del desplazamiento del 

núcleo y de su acoplamiento con otro núcleo. 

2) Los de espectroscopia de correlación, donde las seftales son función de dos 

desplazamientos químicos de núcleos acoplados y que a su vez se pueden dividir de 

acuerdo a la naturaleza de sus acoplamientos. 

Existen acoplamientos escalares y dipolares, en los primeros la transferencia de 

magnetización se da a través de los espines y en el segundo a través del espacio. Los 

acoplamientos entre núcleos pueden ser homonucleares, si se trata de núcleos de una 

misma especie (1H - 1H. 13C - 13C, 19F - 19F) y heteronucleares si se trata de 

acoplamientos entre núcleos diferentes (1H- 13C, 1H - 1 ~N). <9> 

La descripción detallada de algunos experimentos en 20 tales como Correlation 

Spectroscopy (COSY), Total Correlation Spectroscopy (TOCSY) y Nuclear Overhauser 

Spectroscopy (NOESY) se incluirá en Ja descripción del método para determinar la 

estructura de proteínas; sin embargo, estos experimentos pueden ser aplicados a 

cualquier tipo de moléculas. 
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Objetivos: 

}> Determinar la estructura terciaria, del péptido Cobatoxina 1 (CoTXl) con el 

apoyo de diferentes experimentos de RMN y con programas de dinámica 

molecular. 

}> Comparar la estructura obtenida con otras toxinas K. 

}> Determinar la estructura tridimensional del decapéptido TCMDTPQMCY 

Hipótesis: 

Si la mayoría de las toxinas K presentan en su estructura tridimensional 

elementos regulares tal como una a-hélice y una hoja j3, además de una carga neta 

positiva, entonces la Cobatoxina 1 puede presentar estructuras secundarias muy 

semejantes y carga neta positiva. 
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Áreas de estudio como, la bioqulmica, la medicina. la biologla molecular, la 

ingeniería genética e ingeniería de protelnas, se han visto enriquecidas con el conocimiento 

estructural de las proteínas. En la actualidad existen dos técnicas para conocer la estructura 

tridimensional de las proteínas, Rayos X y RMN. 

3.1 Rayos X 

Esta técnica puede revelar con gran exactitud la posición espacial de todos los 

átomos que componen una molécula proteica. Para obtener la estructura de cualquier 

protelna por esta técnica, es necesario tener su cristal, por lo que una de las incógnitas que 

acompañan a la cristalografia de Rayos X es saber si la estructura proteica dentro del cristal 

corresponde también a la conformación que posee en disolución.(2) 

Algunas proteínas cristalizan con relativa facilidad, mientras que otras requieren de 

mucho esfuerzo para encontrar las condiciones correctas para su cristalización, por lo que 

este paso resulta determinante en la elucidación de la estructura por esta técnica. 

La técnica de Rayos X consiste en acelerar electrones contra una pieza de cobre, 

esta. produce un haz de Rayos X con una longitud de onda de 1.54 A. El haz se hace incidir 

en el cristal proteico. Parte de este haz atraviesa el cristal sin ningún cambio de dirección, el 

resto se dispersa en diferentes direcciones. Los haces dispersos son detectados mediante un 

contador de radiación (patrón de difracción). Una vez obtenido el patrón de difracción, la 

determinación de la estructura proteica se puede lograr con el apoyo de programas de 

cómputo.121 

3.2 Resonancia Magnética Nuclear (RMN) 

La aplicación de RMN a la determinación de estructuras proteicas es muy reciente. 

La primera estructura globular determinada por esta técnica fue reportada en 1985º21• A 

partir de entonces el número de proteínas elucidadas por esta técnica se incrementó 

rápidamente. Esto se debe a los avances en espectroscopia de dos o más dimensiones y 

programas de cómputo aplicados a esta área.<12> 
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La técnica de RMN es capaz de revelar la estructura de macromoléculas en 

disolución, por lo que es posible simular el medio fisiológico de las proteínas fijando 

parámetros como temperatura, fuerza iónica y pH. Además no requiere la obtención de un 

cristal proteico lo que constituye una ventaja sobre la difracción de rayos x.<12> 

Hasta el momento sólo se puede trabajar con proteínas pequeñas (del orden de 400 

aminoácidos) debido al gran traslape de señales. Entre algunas de la condiciones para la 

determinación de estructuras proteicas es que se requiere que ésta sea muy soluble en H10 

y altas concentraciones de la muestra (del orden de lmM de la muestra).<12> 

3.2.1 Procedimiento General(ll, u, 14• 15> 

Las proteínas están compuestas por una o varias cadenas de aminoácidos. Cada 

aminoácido tiene átomos con núcleos magnéticamente activos por ejemplo, 1H. Además, 

tanto la ingeniería genética como la biología molecular han desarrollado técnicas para 

marcar selectiva o totalmente los aminoácidos con núcleos magnéticamente activos, por 

ejemplo isótopos de 13C, •sN y 2H. Estos núcleos dan señal en RMN, proporcionando 

información muy valiosa sobre el ambiente químico que los rodea y por ello de la 

estructura molecular de la protelna. 

Para determinar la estructura de una proteína por RMN es necesario seguir una 

estrategia general que depende de su tamaño molecular. Es requisito indispensable contar 

con la estructura primaria de la proteína por razones que se explicarán más adelante.u3> 

En una proteína de 5 KDa o menos, el traslape de las señales en los experimentos de 

RMN no es significativo, por lo que sólo se requiere de experimentos en 20 de conelación 

homonuclear ( 1H - 1H) COSY, TOCSY y NOESY en H10 y 0 20 para elucidar su 

estructura.< 14 > 

Cuando se trabaja con proteínas mayores a SKDa no es posible utilÍ7lU" sólo 

experimentos en dos dimensiones. Los resultados no son satisfactorios debido al enorme 

traslape de señales. En este caso, es necesario utilizar un marcaje isotópico de 13C o 1'N, ya 

que permite la dispersión de señales con experimentos en tres o cuatro dimensiones.U4> 
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En este_. trabajo, ·:sólo .·se -·mencionará la metodología utilizada para resolver 

estructuras de pmteín(IB ci'e~s_iq>a_o.mcnos, la cual consiste de los siguientes pasos: 

:.> Obte~ci6n:de los espectros ~idi~ensionales COSY, TOCSY y NOESY 

:.;;.· Asignación delos si~tem~cle espín. 

:.> Asignai:iónsecuencial de los sistemas de espín. 

> Identificación de los elementos regulares de estructura secundaria. 

> Identificación de las correlaciones de larga distancia 

> Cálculos moleculares de la estructura. 

> Refinamiento de la estructura. 

El diagrama 1 muestra que la metodología empleada no es siempre consecutiva. Se 

requiere en muchas ocasiones regresar al análisis de todos los espectros con el fin de 

obtener una mayor información de los núcleos para que los datos converjan a estructuras 

similares. 

;z.~~-~1:speétros:~~.,·? 

,_COSY Y. TOCSY .. 

· Protc~tia Pura. 

Espectro:· .
NOESY 

~8eCücllc'i& i>rfóíárii' 
Puentes disulfuro 

r-·· ....................... .: 

··,Asignación secuencial de los sis~eoiais::'. 
~ : .:~ · de espia. · . ..: -~~~~: 

Estructura ·frlilimenslonal 
Protelnas 

Diagrama J. Propuesta de la metodología para elucidar una proteína (menor a 5 KDa) utillzando 

únicamente experimento bidimensionales de tipo homonuclear. fUJ 
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Para resolver la estructura tridimensional de cualquier protelna es necesario que esta 

conserve su estructura funcional. El aislamiento y purificación de la muestra son pasos 

determinantes para la obtención de buenos resultados. Por consiguiente los experimentos 

son obtenidos en condiciones muy similares a su medio biológico. 

Como ya se comentó, para elucidar la estructura de una proteína de bajo peso 

molecular (<SKDa) es necesario efectuar los siguientes experimentos: 

COSY (Correlatioo Spectroscopy) 

Los espectros COSY son experimentos en dos dimensiones. Se realizan aplicando 

una secuencia de pulsos determinada por 90º.-ta-90º•· El análisis de este espectro muestra 

correlaciones homonucleares ( 1H- 1H, 13C- 13C, 19F-19F) de núcleos acoplados de forma 

escalar a dos o tres enlaces de distancia. O ll 

En un espectro COSY es posible observar dos tipos de sei'lales. Unas forman una 

diagonal, donde cada sei'lal que la compone corresponde al desplazamiento de un mismo 

núcleo en los dos ejes<1•>, su desplazamiento tiene las coordenadas (cSH,., cSH ... ). Las otras 

sei'lales son las que aparecen fuera de la diagonal, corresponden al acoplamiento de dos 

núcleos diferentes, las coordenadas de esta correlación se simbolizan (cSH,., cSHe) figura 3.1. 

Fig . .3.1 Representación de las seilales generadas en un espectro COSYJ"' 

31 



TOCSY (Total Correlation Spectroscopy) 

Al igual que el COSY, es un experimento en dos dimensiones de correlación 

homonuclear. Se llevan a cabo mediante una secuencia de pulsos determinada por 90º.-t1-

bloqueo de espín. La información que se puede extraer del análisis de este espectro es el 

acoplamiento escalar entre núcleos hasta siete enlaces de distancia cuando los núcleo 

involucrados están acoplados.< 11> 

Los espectros TOCSY exhiben también una diagonal que podemos interpretar como 

sefiales que se observan en espectros de una dimensión. Las sefiales fuera de la diagonal 

muestran la correlación entre dos núcleos acoplados de forma escalar. En este experimento 

se observan además de las señales TOCSY, correlaciones observables en los espectros 

COSY {figura 3.2).04> 

9"". 
--e-• a.. 

Fig. 3.2 Representación del espectro TOCSY de una Alanina, las señales en forma de circulo • son 

también observables en un experimento COSY (acoplamiento a tres enlaces de distancia), el romba • 

corresponde a un acoplamiento a cuatro enlaces de distancia y sólo se observa en espectros TOCSY. (/Ji 

NOESY {Nuclear Overbauser Eobaoeemeot Spectroseopy) 

Es una aplicación del Efecto Nuclear Overhauser, el cual se tratará con mayor 

detalle en el anexo 1. Los espectros NOESY son experimentos en dos dimensiones. Se 

efectua aplicando la siguiente secuencia de pulsos 90º-ti-90º 'tm· 90", su análisis es 

determinante para la elucidación de cualquier proteína, ya que permite identificar 

correlaciones {'H - 1H) a través del espacio a una distancia menor de SA. 
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Al igual que en los espectros COSY y TOCSY, se observan sei\ales que forman una 

diagonal y que corresponden al desplaz.amiento químico de cada núcleo. Las sei\ales fuera 

de la diagonal son generadas por el acoplamiento entre núcleos que se acoplan de forma 

dipolar, la intensidad de cada sei\al es proporcional a la distancia relativa entre los dos 

núcleos. 

3.2.2 Asignación de los Sistemas de Espln 

Los residuos que componen a una proteína poseen núcleos magnéticos ( 1H) que 

correlacionan con otros a través de los enlaces {'H-1H), dichas correlaciones son 

identificadas por espectros bidimensionales COSY y TOCSY.02> 

La identificación de todas estas correlaciones en un residuo constituye lo que 

llamamos un sistema de espín. De los 20 aminoácidos encontrados en la naturale:za sólo 

algunos muestran un sistema de espín inequlvoco (Ala, Gly, Val, Thr, y Leu ), mientras que 

otros pueden separarse en grupos cuyos sistemas son semejantes, tal es el caso de Asp, Asn, 

Cys, Ser, His, Trp y Tyr.<14> 

3.2.3 Asignación Secuencial de los Sistemas de Espln 

Una vez que los sistemas de espín se han locali:zado, es necesario conocer a qué 

residuo pertenecen, para ello se deben acomodar en forma secuencial, esto es, ordenarlos de 

acuerdo a la estructura primaria de la proteína, esto se logra encontrando sei'iales que 

correlacionen los sistemas de espln de forma adyacente.( 13) 

Para ello, los espectros NOESY muestran acoplamientos <1H-1H) entre sistemas de 

espín adyacentes en la secuencia, estos son Ha¡-HN1+1, HN1-HN1+1 y en algunos casos Hlh

HN1+1· La interpretación de estas sei\ales nos lleva a asignar de forma secuencial los 

sistemas y por consiguiente a diferenciar entre sistemas de espín semejantes, es por ello que 

en múltiples ocasiones se debe recurrir a la secuencia primaria y asignar a los sistemas de 

espín con un patrón semejante al aminoácido correspondiente.<13> 
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3.2.4 Identificación de los Elementos Regulares de Estructura Secundaria. 

Una proteína puede poseer varios tipos de estructuras secundarias, la a-hélice, la 

hoja jl y los giros, en todos los casos la estabilidad de la estructura esta dada por la 

formación de puentes de hidrógeno entre el oxígeno del carbonilo (CO) de un residuo con 

el protón de la amida (HN) de otro residuo, en una a-hélice ocurre entre COi-HN1+4 y en 

una a-hélice de tipo 310 entre CO,-HN;+J, mientras que en una hoja j3 los puentes se forman 

entre dos hebras paralelas o antiparalelas entre aminoácidos muy separados.03> 

La estabilidad de estas estructuras fija la distancia entre algunos protones, cuando la 

distancia entre dos protones es menor a 5 A y estos se acoplan de forma dipolar, presentan 

una señal en los experimentos NOESY. La tabla 3.1 muestra la distancia en A entre dos 

protones cuando está presente algún tipo de estructura secundaria.04> 

I d"""'"' Ci, i+t) JL=~~~·-J _ 2.9-3.o JI 3.2-c.2 . :l._ __ ~:~~:~ _j[_.:_9:'~.. J 

L dua-HN (i, i+2) 11 4.4 n l.. .. ~B. - J ·- :l_ ____ JL_3.6 _ __¡ 
1 dHN·l!N c1. ;+2> JI 4.2 1[_. 4.1 _. ¡¡ .. ... ....... JI :=JI 3.6 J 
1 d"ª·'"'c1,i+J> __J[ . 1.4 __¡¡ ____ 1~ . _/I !L ... _.ll__~J 
1 d11a-11p(i,i+J> IL2·'::'.·4 .J 3.1-5.1 il JI.. _____ J ____ .J 
L. _dtl~HN~i:!_~_J[ __ .. 4: H .JI 11 !l. __ ][ ___ J 
L d11a.HN(i,j) :=JL. ll_._ il 3·2 jl_ ____ ~=il J 
L. dHN-HN (i,j) I[ JI 11 3·3 JI 4·º_ .~I . J 

Tabla 3. 1 Distancia 1 H-1 H en Á cuando se tiene presente alguna estT11ctura secundaria en 1111a protelna. l"i 

34 



La intensidad de las señales observadas en los espectros NOESY pueden ser 

transformadas a una distancia entre dos núcleos, por lo que su Wlálisis nos da la 

información de la estructura secundaria presente. Por ejemplo, en una a-hélice las 

distWlcias entre Ha1-HN1+1 es de 3.5 A, mientras que una hoja p es de 2.2 A. Entre los 

núcleos HN1-HN1+1 se tiene una distancia de 4.3 A para una hoja P y 2.8 A para una 

a-hélice. 

El desplazamiento químico de los Ha está influenciado por la estructura secundaria 

a la que pertenece su residuo, por lo que otra forma de conocer o confirmar la o las 

estructuras secundarias presentes en una proteína es utilizando la técnica de índice de 

protón (Tabla 3.2).06> 

1 Residuo 11 l>Ha(ppm) 11 Residuo ,1 ¡¡ Ha_(PPID) J 
'--~-~--=-Al~-- - __ _11__ _ '!,~5 = o_.1 _ 

" 
Met 11 4.52± 0.1 _] 

1 C;)'s IL 4.6s=o,_i __ _JI_ Asn iL __ -~·_75 ;-0~1-__J 
I __ --~_sp __ - - 11 4.76±0.1 11 Pro ~ 1 4.44±0.1 J 
1 Glu __jl_ _____ 4:2iiQ_,_!_ -- il Gin 11 ___ 1·~? = oi__J 

1 Phe JI__ __ 4.66±()-1_ JI Arg :I_ _ _4_,_~8-~__Q,! __ __J 
l ____ GI)' __ JI --- _3.97±0.l 11 Ser 11 4.50± 0.1 _J 
e_ ______ Hi_s JI 4.63 = 0.1 11 Thr ;J 4.35_ ±_ O._I _ _I 
L_ __ _!~~- ___ _J[_ ___ i9~±0.l_ :1 Val 1 J.9_5__:io__Q,!_ _ _J 
[ _____ Lys !I 4.36±0.l 'I Trp 1 4.70± 0_.!_ __ J 
l__H __ !-~U- -- il 4.17±0.1 ;I Tyr ·I 4.60~0.l_ __ J 

Ya identificados y asignados los residuos, se compara el desplazamiento químico de 

los Ha con los valores de la tabla 3.2. y se construye una gráfica con los siguiente datos:!l6> 

> Si el desplazamiento químico del Ha es 0.1 partes por millón (ppm) menor que el 

mostrado en la tabla se le asigna un valor de -1 a ese residuo. 

> Si el desplazamiento químico del Ha es igual o con una diferencia menor 0.1 ppm al 

mostrado en la tabla se le asigna un valor de cero. 

> Si el desplazamiento químico del Ha es 0.1 ppm mayor que el mostrado en la tabla 

se le asigna un valor de+ 1 a ese residuo. 
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Cuando se tienen más de cuatro residuos consecutivos con un Indice de protón de -1 

se dice que estos residuos están formando una a-hélice, si tres o más residuos consecutivo 

tiene un Indice de protón de +I, estos residuos se encuentran formando una hoja 13 y si 

tienen un valor de cero se dice que estos residuos no poseen una estructura secundaria 

definida.1161 

3.2.5 Identificación de las Correlaciones de Larga Distancia 

Las protelnas tienden a mostrar una estructura compacta, por lo que dos residuos 

muy separados en Ja secuencia primaria pueden estar muy cerca en el espacio. Este 

plegamiento es estabilizado por interacciones de tipo Van der Walls, determinando de esa 

forma su estructura tridimensional.(3) 

Las señales NOE a larga distancia son aquellas que correlacionan dos protones de 

residuos separados al menos por 5 aminoácidos. Estas correlaciones son restricciones 

espaciales entre núcleos, la intensidad de las señales corresponden a la distancia entre dos 

núcleos, por lo que es necesario transformar estas señales a parámetros de distancia. Oll 

Entre mayor número de señales NOE de larga distancia se tengan, mayor es la 

información sobre el plegamiento de la molécula y los cálculos de dinámica molecular 

tenderán a converger a una estructura definida más fácilmente.0 2> 

3.2.6 Cálculos Moleculares de la Estructura y Refinamiento 

Los pasos finales para elucidar la estructura de una proteína por RMN son los 

cálculos moleculares y la etapa de refinamiento. Este desarrollo es cíclico, ya que se 

requiere revisar cada uno de los cálculos para conocer si se tienen violaciones. SI esto 

sucede, es necesario identificar los posibles errores y recalcular las estructuras cuantas 

veces sea necesario. La estructura tridimensional se tiene cuando los cálculos convergen a 

una estructura de mínima energía y sin violaciones. 
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Los cálculos moleculares traducen toda la información obtenida del análisis de los 

espectros en un modelo. Estos cálculos se basan en parámetros de distancia entre protones 

(geometría de las distancias) y conformación molecular (dinámica molecular). La 

geometría de las distancias construye estructuras a partir de distancias intramoleculares y 

ángulos de torsión. La geometría de las distancias involucra diferentes fases, la generación 

de la matriz de las distancias de los enlaces, refinamiento de las distancias de los enlace, 

generación de distancias de prueba, fijación y optimización.< 13> 

Una vez que una protelna es calculada por geometría de las distancias, los cálculos 

deben ser refinados mediante la minimización de energla o de dinámica molecular. Estos 

cálculos contemplan las interacciones entre átomos no enlazados, tales como fuerzas de 

Van der Walls, atracciones electrostáticas y conformaciones estéricas.<' 3> 

Los cálculos finales son la suma de múltiples restricciones de distancias obtenidas 

de los espectros, de puentes de hidrógeno, de constantes de acoplamiento, distancias entre 

enlaces covalentes, ángulos de enlace, geometría de anillos aromáticos y traslape en los 

radios de Van der Walls entre átomos no enlazados. 
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4.1 Determinación Estructural de la Cobato:dna 1 

La Cobatoxina 1, fue extraída del veneno del alacrán mexicano Centruroides noxius, 

su aislamiento, secuenciación y pruebas de toxicidad se realizaron en el Instituto de 

Biotecnología de la UNAM en Cuemavaca, Morelos, a cargo del Dr. Lourival Possani y su 

grupo de trabajo.<7> 

Los estudios químicos muestran que esta toxina es un péptido de 32 residuos, al 

igual que muchas toxinas K contiene tres puentes disulfuro (Cys 3- Cys 22, Cys 8- Cys 21 y 

Cys 12- Cys 29) y posee la siguiente secuencia primaria: 

CoTXl: AVCVY5 RTCDK1ºDCKRR15 GYRSG2ºKCINN25 ACKCY3ºPY 

4.1.1 Obtención de los Experimentos de RMN 

Se obtuvieron aproximadamente 100 µg de la Cobatoxina 1 pura. Como esta 

cantidad de toxina es muy baja. los experimentos de RMN se realizaron en el laboratorio de 

Resonancia Magnética Nuclear del Instituto Pasteur, en Paris, Francia con la colaboración 

de la Dra. Muriel Delepierre. El equipo empleado es un Varian Unit Plus 500 con las 

siguientes condiciones: 

Se utilizó un "nanoprobe" de dos núcleos de detección indirecta. Los experimentos 

se real izaron en 90% H20 y 10% D20 

Frecuencia del espectrómetro: 499.798 MHz 

Ventana espectral: 5999.700 Hz 

COSY: se realizaron a dos temperaturas (35 y 40)°C con ni = 256 

TOCSY: se realizaron a dos temperaturas (25 y 35)ºC con ni= 256 

NOESY: se realizaron a dos temperaturas (25 y 35)°C con ni= 256 
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Una vez efectuados todos los experimentos de RMN se transfirieron al Instituto de 

Qulmica donde se realizó la conversión y procesamiento de los datos. Los archivos.fid 

generados por el equipo Varian pueden ser transformados a espectros 

multidimensionales mediante el programa NMRPipe<20> (figura 4.1). 
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Fig. 4. J Espectro TOCSY de la Cobatoxina J obtenido a JS"C 
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Para manejar de forma adecuada los espectros se utilizó el programaXEAsy<2ll. Este 

programa permite asignar cada una de las sei\ales presentes en los espectros 

multidimensionales, medir con buena precisión los desplazamientos qulmicos, visualizar 

los sistemas de espín, identificar y asignar correlaciones a corta y larga distancia e integrar 

la intensidad de las sei\ales. 

4.1.2 Asignación de los Sistemas de Espin 

Como ya se comentó, un sistemas de espín está conformado por todas las 

correlaciones escalares entre protones intrarresiduo. Aminoácidos como la lisina, arginina e 

isoleucina presentes en la Cobatoxina I, tienen protones separados hasta por siete enlaces de 

distancia (correlaciones HN-HI>). Con los espectros TOCSY fue posible observar en la 

mayoría de los casos estas correlaciones. 

Para localizar los sistemas de espín se requirió de un análisis detenido de todas las 

señales de correlación intrarresiduo. Los sistemas se construyeron dividiendo de forrna 

imaginaria los espectros en: 1) la región de HN y aromáticos, 2) la región de los Ha y 3) la 

región de los alifáticos. Posteriormente se localizó la conexión entre estas regiones (señales 

fuera de la diagonal). Por ejemplo, la valina (figura 4.2) la cual muestra un sistema de espín 

característico, se observó en su desplazamiento químico de HN; la conexión con su protón 

alfa (l>HN,OHa) y la conexión con los protones alifáticos (011N,1>11p) y (1>1m,B111). Además se 

observaron las correlaciones entre Ha y alifáticos (011a,Bup) y (1>11a.1>Hr) y entre los mismos 

alifáticos (l>Hp,ou1). Todas estas señales de correlación confirman la presencia de este 

aminoácido. 

Hasta este momento, no es posible decir mucho de aquellos sistemas con un patrón 

semejante; pero con el apoyo de la secuencia, se puede tener idea de que aminoácidos 

encajan con estos sistemas. Por ejemplo, el espectro TOCSY mostró 15 sistemas de espín 

muy semejantes, al observar la estructura primaria, se concluyó que los sistemas pueden ser 

de Cys, Asn, Ser, Tyr o Asp, mientras que los sistemas de glicina, valina y prolina al 

mostrar un patrón inequívoco fueron identificados rápidamente. 
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Fig. 4.2 Sistema de espln de una Val/na. donde se observan todas las correlaciones a través de 
enlace, incluso es posible diferenciar entre los dos metilos unidos al carbono p (espectro TOCSY) 
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El espectro TOCSY obtenido a 35ºC mostró en el mismo despla7.allliento químico 

de HN un traslape de señales. Para comprobar que se trataba de dos sistemas diferentes se 

sobrepuso el espectro TOCSY obtenido a 25ºC y se observó que el despla7.allliento químico 

de un conjunto de señales que aparecían en el mismo despla7.allliento se modificó 

ligeramente, mientras que otras prácticamente no cambiaron. Este análisis confirmó Ja 

presencia de dos sistemas diferentes, pero con el mismo desplaz.amiento químico de HN a 

35ºC. 

4.1.3 Sccucnciación y Asignación Total de los Sistemas de Espin 

La secuenciación de Jos sistemas de espln se obtuvo de análisis del espectro 

NOESY. Para ello, se localiz.aron y asignaron las señales de correlación entre residuos 

adyacentes Ha1-HN1+1 y HN1-HN1+1. (Figura 4.3). Para observar de forma secuencial los 

sistemas, el espectro se dividió en franjas. Cada franja corresponde al despla7.allliento 

químico del HN y sus correlaciones intrarresiduo. Las señales observadas sólo en Jos 

espectros NOE conectan las franjas. Entre Ja residuos 15 al 18 no se encontraron estas 

correlaciones, pero se encontraron conexiones entre las cadenas alifáticas. 

HJl-HNi+I 

H3C, ~CH3 
HC O 

1 11 
-N--C--C--N 

1 1 1 
H H lfa-llN • • H 

llNrHN,., 
.,, 

Fig. 4.3 Correlaciones observadas en los espectros NOESY que elucidan la secuenciaci6n de los 
sistemas de espín. 

Para determinar por nombre y número cada sistema de espín fue necesario localizar 

dentro de Ja secuencia de los sistemas aquellos que muestran un patrón inequívoco. De esta 

forma, fue posible conocer quienes son Jos sistemas adyacentes a estos residuos, esto 

permitió identificar por nombre cada una de las señales mostradas en Jos espectros TOCSY 

(figura 4.4) y las correlaciones NOE. Es por ello que resultó imprescindible contar con la 

estructura primaria, de otra forma no es posible nombrar con precisión todos los sistemas y 

por tanto las correlaciones dipolares entre residuos. 
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Fig 4.4 Sistemas de espln de a) lisina JO y b) tiras/na 5 los cuales forman parte de 11111a a

hélice.(espectro TOCSY a JSºC) 

4.1.4 Determinación de la Estructura Secundaria 

Los elementos regulares de estructura secundaria fueron identificados localizando y 

cuantificando la intensidad de las señales características: Ha1-HN1+1. HN1-HN1+1 y Ha¡

Ha1+i. para una hoja p; y, HN1-HN1+i. Ha1-HN1+J y Ha1-HP1+J para una a-hélice. Fue 

necesario transformar la intensidad de estas señales en parámetros de distancia y 

compararlos con la valores de la tabla 3.1 

Además se utilizó el método de índice de protón, para ello se observó el 

desplazamiento qulmico de los Ha de cada uno de los sistemas ya secuenciados, se 

comparó con los desplazamientos qulmicos mostrados en la tabla 3.2 con estos datos se 

construyó el gráfico 4.1. 
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Grafico ./, J Determinación de las estructuras regulares presentes en la Cobatoxina mediante el 

método de Indice de protón. Se observa una a-hélice entre los residuos 5-14 y una hoja p de dos hebras entre 

los residuos 19 al 23 y 27 al 32. 

Los desplazamientos químicos de los Ha. entre los residuos 5 al 8 y 10 al 14 

muestran un comportamiento característico de una a.-hélice, aunque el residuo 9 no muestra 

un desplaziiniiento químico característico de esta estructura regular es posible que el 

·r~slduo_¿~~~nezca a la a.-hélice que comprende por tanto los residuos 5 al 14 (figu~ 4.3a). 

1..os residuos 19 al 23 y 27 al 32 se tiene una hoja(} de dos hebras (figura 4.3b), la cercanía 

entre los residuos indica que estas hebras son antiparalelas. 

b) 

Fig. 4.3 Elementos regulares de estructuras secundarias presentes en la Cobaloxina l. a) Una a

hélice presente entre los residuos 5 al 14 y b) una hoja p antipara/e/a de dos hebras entre los residuos 19 al 

23 y 27 al 32. la visualización de estas estructuras se realizó con el programa Mo/Mol.'11J 
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4.1.5 Correlaciones a Larga Distancia 

Una vez identificados los elementos regulares, se localizaron las correlaciones a 

larga distancia, estas sei\ales son restricciones que construyen la estructura tridimensional 

de la proteína. Las sei\ales NOE a larga distancia correlacionan dos protones separados al 

menos por 5 residuos de distancia, como ya se comentó, la intensidad de cada sei\al es 

proporcional a una distancia relativa entre dos núcleos menor a 5A. 

Se integraron las sei\ales por medio del programa peakint que se encuentra dentro de 

XEASY y luego se tradujeron en distancias mediante el programa Ca/iba. Se utilizó un 

patrón de referencia el cual fue una señal bien definida de correlación Ha1-HN1+1 que se 

encontró dentro de la a-hélice y se le asignó una distancia de 3.5A. 

Las correlaciones a larga distancia fijaron la estructura tridimensional de la toxina. 

Sin embargo, no se logró una buena definición en algunas regiones de la estructura debido a 

las pocas señales NOE que se encontraron. 

4.1.6 Cálculos Moleculares y Modelación 

Los cálculos moleculares se realizaron con el programa CNs<22> (Cristalographics 

and Nuclear Magnetic Resonance System). A este programa se le almacenó la información 

conocida de la Cobatoxina I, secuencia, puentes de hidrógeno, puentes disulfuro, ángulos 

diedro y las restricciones encontradas por análisis de los espectros NOESY (previamente 

convertidas a distancias). El proceso fue iterativo, ya que en muchas ocasiones se 

encontraron señales ambiguas. Esto requirió realizar los cálculos con y sin estas sei\ales, 

observar los cambios de energías y las violaciones hasta determinar con precisión las 

correlaciones a las que corresponde cada señal del espectro. El proceso de refinamiento 

terminó cuando se asignaron de forma inequívoca la mayoría de las correlaciones a larga 

distancia. 
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Para.vls~'iiÜ~r las 111~léculas obtenidas por los cálculos de dinámica molecular se 

utilizó elprogr~a'fvioLMOL (MOLecules display & MOLecules procesingi21 l, la figura 

·. 4.4.nrnestr~ (~ .. ·sobreposición de las 1 O estructuras de menor energía, se observa que en 

algunas. part~s de 1/~structura no existe convergencia sobre todo en los extremos inicial y 

final de la cadena peptídica. El RSMD (raiz cuadrada de la desviación media estándar) para 

:. toda la estructura es de l. 732, este valor es alto debido a la movilidad que presentan las 

. estructur~ en las regiones de no convergencia y en los grupos R de los residuos. 

/ 

Fig. 4.4 Sobreposición de los JO estructuras de menor energlo •. su RSMD es de 1.732 debido al 

movilidad que p:esentan las estructuras en los ex/remos inicial y final decadená y sus ~r11P~~-·R. · 

La figura· 4.5 muestra la representación del esqueleto de la· Cobatoxina I y la 

representación en H~todes. ·En ella se ob~e..ia,' de forma clara, lo elementos regulares 

presentes en esta tcíxil1af>unk a-hélice y una hoja J3 antiparalela. Estos dos elementos se 

encuentran pleg~do~ ~~6~~g¡~id'~1 ;~i~~;i~or lo que la estructura es compacta. 
'· '·-·;.:.-::-, .. ,· ...... ,. '· 

ª~_,~.,/~cvs /L~s.,. vtC:." --- . . .. . "'''"'""'.--; 
1t1' 23 

~y·~G~~,1tt-.GLV~~-CY&2-Y 
'tt-V'&! 1~AG+ 18 --{YS 12 

..., \rua!....~+~SP11 r:\.58 ~ ¡-~LA1 
( r-'°"'"' . T~'64 AV2 
'\J.v$• to \rnR t·' 

<.A~G+6 
Fig. 4.5 Modelo tridimensional de la Cobatoxina J generado por el programa MOL.110lf1/! 

a) Esqueleto (cadena peptldira) y b)Modelo de listones. 
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Con elprograma' l'vÍOL~OL':se r~alizaron cálculos de superficie de potencial. La 

. C~batoxlna I es uná proie!n'a' que posee c~gá neta, ya que tiene 8 cargas positivas por la 

pr~sencia de cu~tro•r~siduo~d~·l,isi~a§c~atro residuos de Arginina. Además de dos cargas 

n~gativas por lá presenc.ia d~ d~s,·Aspártato: La figura 4~6 muestra la superficie de potencial 

p~ l.a ~olécula de ~enor e~erg!a, la parte de color azul indica un densidad de carga 

positiva, las zonas de color rojo indican densidad de carga negativa y la zona blanca 

pertenece a la parte hidrofóbica. 

Fig.4.6 Cálculo de superficies de potencial de la Cobaloxina 1 

4.1.7 Comparación de la Cobatoxina 1 con otras Toxinas K 

' .• e 

La Cobatoxina I al igual que otras toxinas K, son bloqueadoras selectivas de los 

canales de potasio, responden a cambios específicos de voltaje lln _la membrana ocluyendo 

el poro del canal por el lado externo. (7) A continu~ció~. ~e p~esenta una breve comparación 

entre la secuencia, la estructura y las·~upe::fi~i~;cd~ poténéial de toxinas K de diferentes 

alacranes. ., > ><· . ,, .. 
;:',\:1-2:> ... ;' ;. 

Las toxina5 PitX-Ka/AgT;¿;~~~-cii"fX'~~n también toxinas K, todas mostraron ser 
· ._ '. '._ \,'.;,;_ .:._·._,, __ :r-··,_·-c.'.'v::,::.:.; '~•'?'·'_."''f _' ,,_, ": · 

activas al bloqueo de canal~~- 'd~ ¡,~¡~¡~~<1?J sé extrajeron de alacranes de diferentes 

regiones: Poseen nuís-dd30~;;~~-{J~ri'¡¡·¿~~?~t{1~ Cobatoxina l. A excepción de la toxina 

ChTX, !Odas con¡l~~~116ci'~~~in~ ~{·¡;g;¡~i~rie~ muy. semejantes formando tres puentes 

disulfuro. 
:.·;::e,< :,:> 
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En .·Cl·;sig~.iente listado se hace una comparación de la estructura primaria 

(secuenciá) ·de.Jas'diferent~s toxinas, las letras en color rojo indican residuos con carga 

posÍtivá, lasitftiai~r1~Ci1cif rojoindican proteínas con carga negativa. Las letras subrayadas 

son ci~;eiñ~s q~c:i r~irna puentes dis
0

ulfuro . . _._,",•,,- '-· . 

Pi tx...:Ka :' TISf.Tº NPKQf1º YPHfK" KE:TGY2º PNAKf25 MNRKf.3º Kf.FRG30 

AgTX2: GVPINº VSfTG 1º SPQfI 15 KPfKD20 AGMRF20 GKfMN30 RKfHf.30 TPK 

ChTX: XFTNVº Sf.TTS 1º KE:XWS'° VfQRL2º HNTSR20 GKfMN 3º KKXRf.30 YS 

La figura 4. 7 muestra una comparación de la estructura tridimensional de estas 

toxinas, se observa que la Cobatoxina 1 (a) posee los mismos elementos regulares que Pitx

Ka (b) y AgTX2 (e). Aunque esta última toxina presenta una hoja p de tres hebras. La 

toxina ChTX no muestra la hoja p, sin embargo, el comportamiento espacial de la cadena 

es semejante a las estructuras anteriores. 

Fig . ./. 7 Comparación de la e.,·1r11c111ra tridimem·ional de diferentes toxinas K. a)CoTXI, b)Pitx-Ka. 

c)AgTX2 y e) ChTX (modelo de listones) 
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Ln figura·4.s:.ni:;estra'una ccunpn.inción de las superficies de potencial entre estas 

toxinas, se observa que )ns estructuras p.oseen regiones con carga negativa y principalmente 

con carga positiva debido n la presencia de aminoácidos como Arginina R, Lisina K e 

Histidina H, por lo que todas estas toxinas poseen unn carga neta positiva, esto resulta 

lógico yn que dichas toxinas deben ser eléctricamente similares al potasio. 

Fig . ./.8 Comparación de las superficies de potencial de diferentes toxinas K. a)CoTXI, b) Pitx-Ka, 

e) AgTX2 y e) ChTX (modelo de listones) 

50 



4.2 Determinación Estructural del Decapéptido TCMDTPQMCY 

El decapéptido TCMDTPQMCY, quien de ahora en adelante será llamado únicamente 

decapéptido fue proporcionado por la Dra. Adela Rodríguez Romero y su grupo de trabajo. 

Como ya se comentó, el decapéptido posee la siguiente secuencia: 

Thr-Cys-Met-Asp-Thrs-Pro-Gln-Met-Cys-Tyr10 

donde los residuos Cys 2 y Cys 9 forman un puente disulfuro. 

4.2.1 Obtención de los Ellperimentos de RMN 

Los experimentos de RMN se realizaron en el laboratorio de Resonancia Magnética 

Nuclear de la Universidad Autónoma Metropolitana (UAM) en un equipo BRUKER AMX 

500, la frecuencia de espectrómetro fue de 499.897 MHz y una ventana espectral de 

5482.456 Hz. 

Se obtuvieron experimentos bidimensionales del tipo homonuclear COSY, TOCSY y 

ROESY con las siguientes condiciones: 

);>o COSY: se realizaron dos experimentos en 90% H10/JO% 020 y dos experimentos 

con 100% de D20 ambos con un ni = 256 

);>o TOCSY: se realizaron dos experimentos en 90% H10/10% 020 y dos experimentos 

con 100% de D20 ambos con un ni = 256 

);>o ROESY: se realizaron dos experimentos en 90% H10/IO"/o 020 y dos experimentos 

con 100% de D20 ambos con un ni = 256 

Los experimentos se procesaron con el programa NMRPipe<20> utilizando como 

interfase gráfica NMRDraw. El macro de conversión fue corrido con 512 puntos para cada 

dimensión ya que no se necesitó de una gran resolución de las seftales. Cabe mencionar la 

gran dificultad que se tuvo durante el procesamiento de estos datos debido a la poca 

experiencia en el manejo de datos de los equipos Bruker. Esto requirió una exhaustiva 

revisión sobre la adquisición de los datos y su transformación al formato NMRPipe (ver 

anexos). 
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Los espectros generados se transformaron a un formato que reconoce el programa 

XEASY121 > (figura 4.9), ya que este último permite un gran manipulación de los espectros 

multidimensionales. La estrategia que se siguió para la asignación de cada una de las 

sei'iales y su posterior interpretación es análoga a la ya comentada en la caracterización de 

la Cobatoxina. 
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Figura 4.9 Espectro ROESY generado por XEASY del decapép/jdo, las seilales más intensa se deben 

a la presencia de agua. 
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4.2.2 Asignación y Secue~ciación de los Sistemas de Espín 

Se enccintraron loslO ~istemas de,espín. Se agruparon de acuerdo a su similitud y se 
' " 

asignaron aquc'uos que resultaron inequívocos. A pesar de tratarse de sólo 1 O residuos se 

obsc~a '~n u·aslapc de ,señales en los NH de los aminoácidos 1 y 2, el cual fue resucito 

fácillTlente al encontrar las correlaciones intrarrcsiduo de cada sistema. 

La asignación secuencial de todos los sistemas se logró identificando las señales de 

correlación entre sistemas adyacentes (Hai. HN1+1 y UN¡, HN1+1), posteriormente se 

etiquetaron por número y residuo, de esta forma se logró un amplio conocimiento de las 

señales de correlación (figura 4.1 O). 

4.2.3 Determinación de la Estructura Tridimensional 

El grafico 4.2 de índice de protón,116¡ y las señales de correlación a corto alcance 

muestran que no existen elementos regulares de estructura secundaria en el decapéptido, 

recordemos que para que exista una a-hélice o una hoja J3 deben existir al menos 3 residuos 

adyacentes con un mismo índice. 

Índice de Protón del Decapétido 

0.5 

Thr 

·0.5 

·I 

Residuo 

Grujico 4.2 Índice de pro1ón del decapépiido 
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ll.9S R.90 8.9S R.90 R.70 R.6S R60 R.SO R4S 8.10 R.05 R4S R.40 R.JSRJS R .. lO 8.2S 8.20 1.20 l.IS 

2.00 2.00 

3.00 '3.00 

4.00 4.00 

5.00 5.00 

6.00 6.00 

1.95 8.90 8.95 8.90 B.70 8.6S 8.60 8.SO B.•S 1.10 R.05 8.4S 8.40 8.3511.JS 8.30 1.25 8.20 L20 1.15 

Fig. 4.10 (Espectro ROESY 90% H,0110"/o D,O )Ordenación secuencial de los si.stellfas de espin. las 

franjas corresponde a Jos desplazamientos de HN para cada residuo y sus correlaciona, no se observa la 

Prolina 6, los residuos I y 2 tienen su HN en el mismo desplazamiento, sin embargo, se pueden diferenciar 

por sus correlaciones .. 
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Ya encontradas todas las seftales NOE de correlación a corta y larga distancia se 

transformaron las intensidades de cada una de ellas a distancias relativas entre dos protones. 

Cada correlación se transformó en restricciones de distancia entre dos protones para cada 

seftal. Al igual que la Cobatoxina los cálculos de dinámica molecular fueron generados por 

el programa CNS (Cristalographics and Nuclear Magnetic Resonance System). Las 

restricciones con las que se desarrolló el cálculo fueron puentes de hidrógeno, puentes 

disulfuro, restricciones NOE y constantes de acoplamiento a tres enlaces de distancia 3J 

(HN-Ha). 

La figura 4.11 exhibe las ocho estructuras de menor energía. Las estructuras 

muestran que los cálculos convergen hacia una estructura. Se observa la presencia de un 

giro entre los residuos 1 al 4. El puente disulfuro que se forma entre la cisteína 2 y la 

cistelna 9 y las correlaciones a larga distancia entre Treonina 1 y la Metionina 8, compactan 

la estructura. Entre los residuos 5 al 1 O no se tiene una estructura secundaria definida. 

Fig. 4. 11 Modelos generado por el programa CNS y visualizados con el programa MOLMOL'"J del 

decapéptido: a)Cadenas péptidicas de las ocho estructuras de menor energla. b)Modelo de listones de la 

molécula de menor energla. 
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El'd~capéptido en su estructui:a' primaria posee sólo un aminoácido (Aspartato) con 

carga~ las cálculos de superficie (figura 4.12) muestran que el decapéptido posee dos cargas 

negativas (rojo) debidas al Aspartato y al carboxilo terminal (R-COO") de la Tirosina. La 

carga positiva (azul) se debe al extremo amino inicial (H3N-R) de la Treonina. 

Fig. 4.12 Cálc11/os de superficies de potencia/, a) la Thr / (azul) y Asp 4 (rojo), la parte de color 

blanco corresponde a las región hidrofóbica, b) la región roja de superior corresponde a la Tyr 1 O. 
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Conclusiones 

Cobatoxina 1 

~ La Cobatoxina 1 presenta elementos regulares de estructura secundaria donde se 

observa una a-hélice entre los residuos 5 al 14 y una hoja 13 antiparalela de dos 

hebras entre los residuos 19 al 23 y 27 al 32. 

~ Los cálculos de superficie de potencial muestran que existe una carga neta positiva 

en la estructura del péptido debida a la presencia de argininas, lisinas y el residuo 

amino (R-NH3 +) terminal de la alanina 1. 

~ La comparación estructural de las toxinas K provenientes de diferentes alacranes, 

muestra en la mayoría de los casos, la presencia de una a-hélice y una hoja 13. Los 

cálculos de superficie de potencial indican, en todos los casos una carga neta 

positiva en los péptidos por lo que es posible que estas regiones son las que 

interaccionan directamente con el canal. 

Dccapéptido TCMDTPQMCTY 

~ La estructura tridimensional del decapéptido TCMDTPQMCTY exhibe un giro 

entre los residuos 1 al 4 

~ El ligero plegamiento del decapéptido se debe a la presencia del giro, del puente 

disulfuro que se forma entre los residuos 2 y 9 y de las correlaciones NOESY ( 1H-

1H) de las cadenas laterales entre los residuos 1 y 8. 
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Efecto Nuclear Overhauser 

En 1965 Anet y Boum observaron que tanto el núcleo HA como el núcleo H8 de la 

molécula I, (figura A. l) mostraban un singulete en el espectro de RMN, pero al saturar de 

manera selectiva el núcleo HA (igualar las poblaciones en los dos estados energéticos) 

observaron que su señal desaparecía mientras que la de H8 se incrementaba en un 45%. La 

explicación a este fenómeno fue dada por A. W. Overhauser y es conocida como Efecto 

Nuclear Overhauser (NOE). Para entender el efecto nuclear Overhauser es necesario 

conocer un fenómeno involucrado denominado "Relajación dipolar". <9> 

Figura A. J Uno de los compuesto con Jos que Anet y Bourn demostraron el acoplamiento dipo/ar, 

A.1 Relajación Dipolar de los Núcleos. 

Una vez que un conjunto de núcleos son sometidos a un pulso de radiofrecuencia 

tienden a relajarse por dos procesos: 1) En la dirección del campo aplicado, relajación 

longitudinal (spin-lattice) determinada por el tiempo T1, 2) Perpendicular a la dirección del 

campo, relajación transversal (spin-spin) observada en el tiempo Ti. Una de las 

contribuciones más importantes a la relajación longitudinal es la relajación dipolar.<• 0> 

La velocidad o la eficiencia de la relajación dipolo-dipolo depende de la fuerza y la 

frecuencia de los campos magnéticos fluctuantes, los cuales dependen de tres factores a) la 

distancia entre los núcleos involucrados rAo, b) el tiempo efectivo de correlación, 'Te; y c) de 

la naturaleza de los núcleos. Las señales NOE son una medida de la fuerza de interacción 

dipolo-dipolo entre dos espines, por lo cual dependen de las distancias interatómicas y los 

tiempos de correlación.<10> 
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A.1.2 Relajación Dipolar en un Sistema de dos Espines 

Para ejemplificar la relajación dipolar consideremos un sistema de dos núcleos, los 

cuales no presentan acoplamiento escalar (JAa=O). La figura A.2 muestra una distribución 

de espines en equilibrio. Las transiciones entre los niveles aa - IXx y ap ++ pp 
corresponde a la relajación de núcleo A, mientras que el núcleo B presenta las transiciones 

de relajación aa ++ ap y pa - pp. Todas estas transiciones son simple cuántica y, por 

tanto, son observables.191 

Además de las transiciones ya comentadas existen otras dos rutas alternas de 

relajación, conocidas como relajación cruzada (cross relaxation). La transición aa ++ pp 

es considerada doble cuántica, mientras que la transición ap ++ pa es cero cuántica. En 

estas rutas los núcleos A y B se relajan al mismo tiempo, ambas son considerados no 

permitidas por tener un run = ± 2 y .O.m =O, respectivamente.<9> 

pp 

.. . . . 
ªª 

ap 

Figura A.2 Sistema de dos núcleos en un estado basaf'°J 

Al igual que los experimentos de Anet y Boum, este sistema de dos núcleos 

mostrará en un espectro de RMN dos singuletes ya que no existe acoplamiento escalar entre 

ellos. Sus desplaz.amientos químicos dependen del ambiente magnético que los rodea y la 

intensidad de las seftales son función de la diferencia poblacional entre los niveles 

energéticos. Por ejemplo, como se observa en la figura A.2 tanto para el núcleo A como 

para el núcleo B se tiene una diferencia poblacional entre sus niveles energéticos 

equivalentes por lo que ambas seftales tendrán la misma intensidad.<9> 
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A.1.3 ¿Como Ocurre el NOE? 

La figura A.3a muestra un sistema de dos núcleos en los cuales sólo se tiene 

acoplamiento dipolar. Se encuentran en estado basal dentro de un campo magnético 

externo. Si se irradia selectivamente el núcleo A (figura A.3b) de tal forma que sus niveles 

energéticos tengan igualdad de población, su señal desaparecerá sin modificar la diferencia 

poblacional de la transición del núcleo B. Sin embargo, durante la relajación (relajación 

longitudinal) los núcleos A y B se relajan al mismo tiempo debido al acoplamiento dipolar 

por que las transiciones favorecidas son aquellas que se consideran prohibidas (figura 

A.3c).110> 

Al comparar ahora la diferencia poblacional entre los niveles aa y 1313 con respecto 

al estado fundamental (figura A.Ja con A.3b) se observa que existe una diferencia 

poblacional menor (Arund=4 a Asa1=3). Si el proceso dominante es la transición doble 

cuántica la señal de núcleo B se incrementará en un 25% (NOE positivo), sin embargo, si el 

proceso dominante es la transición cero cuántica pa a al3 se observa que la diferencia 

poblacional con respecto al estado fundamenta aumenta (Arund.=O a Asai=2), por que la sei\al 

de núcleo B se reducirá en un 50% (NOE negativo).<10
> 

pa 

pp 

ªª 

Relajación 
longi1"'fl-; 

a) 

ap 

Saturación del 
núcleo A 

pp 

aa 

llP b) 

ap 

ªª c) 

ap 

Figura A.3 Esquema general de efecto nuclear Overhauser a) estado fundamenlal. b) dupul• de la •ahlración 

del núcleo A ye) relajación de los núcleos. (IOJ 
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La presencia de "NOE's" positivos o negativos dependerá de la relajación que 

predomine. En general, en moléculas pequeñas con tiempos de correlación cortos la 

transición predominante es la doble cuántica y su efecto resultante es un NOE positivo, 

mientras que en macromoléculas con largos tiempos de correlación la transición 

predominante es la cero cuántica. La señal NOE esta fuertemente influenciada por el campo 

magnético externo, por ejemplo en espectrómetros con un alto campo magnético se 

observará comúnmente "NOE's" negativos debido al gran desdoblamiento de los niveles 

energéticos.110> 

A.I 4 NOESY (Nuclear Overhauser Enhancement Spectroscopy) 

Los experimentos NOESY 2D son una valiosa aplicación del efecto nuclear 

Overhauser. Para su adquisición se necesita aplicar una secuencia de pulsos característica: 

(90°-t1-90º--rm1.-90°-t2 ). La figura A.4 representa un experimento NOESY, En él se 

observan dos núcleos acoplados únicamente de forma dipolar y representados por sus 

vectores de magnetización Mo. Antes de aplicar el primer pulso de 90° ambos vectores de 

magnetización Mo se encuentran alineados con el campo(figura A.4a). Al aplicar el primer 

pulso de 90° los vectores magnéticos son orientados en plano xy (figura A.4b) y se dejan 

precesar cada uno a su propia frecuencia (vA y vo) durante el tiempo t1 (figura A.4c). Si se 

aplica otro pulso de 90° sobre el eje y, la componente en x de cada uno de los vectores se 

orienta sobre el eje z (figura A.4d). Durante el tiempo de mezclado ("tmi.) los espines 

intercambian información (transferencia de magnetización) por medio de una relajación 

cruzada (cross relaxation) (figura A.4e). La información que se adquirió en el proceso 

inmediato anterior se convierte en observable con el último pulso de 90° en ti (figura A.4f). 

Este intercambio de información genera una señal cuya intensidad es proporcional a la 

distancia entre estos dos núcleos.Cl •l 

En un espectro NOESY se observa una diagonal que corresponde al desplB7aIDiento 

qulmico de cada uno núcleos, esto es como si se observara un experimento unidimensional, 

pero inclinado, las señales fuera de la diagonal (cross peales) son el resultado del 

intercambio de magnetización entre dos núcleos como se mencionó en ejemplo anterior. 
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Algunas señales que se observan fuera de la diagonal son también observables en 

experimentos COSY y TOCSY. Dichas señales no proporcionan información adicional a la 

que se tiene del análisis de estos espectros. Las señales que proporcionan gran infonnación 

en los espectros NOESY son aquellas que surgen únicamente de la interacción dipolar entre 

dos núcleos. 
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Figura A.4 Esquema del experimento NOESr<"J 

La señales NOE son generadas por la transferencia de magnetización vía dipolar de 

dos núcleos que se encuentran a una distancia menor a SÁ, por lo tanto su eficiencia 

depende de la distancia entre los núcleos y se encuentra dada por la ecuación:<••> 

donde "te es tiempo de correlación (indica cuanto tiempo tarda un molécula en girar un 

radian) y r es la distancia entre los protones A y B. 
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Como se observa, las intensidades de las seftales NOE decrecen muy rápidamente 

(1/r6
) al aumentar la distancia entre los núcleos (l/r6).< 11> 

A.1.5 Difusión de Espin 

Como ya se comentó, durante el tiempo de mezclado (Tm;,) en un experimento 

NOESY, un núcleo adquiere información del núcleo con el cual se está acoplando 

dipolarmente. La información que se genera puede ser traducida en una distancia entre 

núcleos. En una molécula, cada protón en movimiento genera campos magnéticos 

oscilantes como resultado del movimiento molecular. En muchas ocasiones, estos campos 

pueden contribuir a la relajación cruz.ada del sistema en observación, este fenómeno se 

conoce como difusión de espin.<• •> 

La difusión de espín es un fenómeno que debe evitarse en los experimentos 

NOESY. Se observa cuando la transferencia de magnetización se da en etapas sucesivas a 

través de protones vecinos y sus resultados pueden conducir a las siguientes caracteristicas: 

a) generación de falsas seftales fuera de la diagonal, producto de la correlación de dos 

núcleos a través de un tercero, por lo que se tiene la apariencia de que correlacionan 

directamente, b) cambio de intensidad en las seftales debida a la influencia de campos 

magnéticos vecinos (generalmente se tiene un disminución en la intensidad de la señal).< 11 > 

Una señal NOE no debe presentar el fenómeno de difusión de espín, por lo que se 

sugiere realizar los experimentos con tiempos de mezclado (Tmix) muy cortos, de esta forma 

se evita la influencia de otros núcleos durante el proceso de relajación y la intensidad de la 

seftal será únicamente proporcional a la distancia entre dos núcleos.<11 > 
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Sistemas de espln de los 20 aminoácidos más comunes. Los rombos corresponde a 

correlaciones observadas únicamente en los espectros TOCSY. Los círculos son 

correlaciones entre núcleos a tres enlaces de distancia por lo que son observados tanto en 

un experimento COSY como en un experimento TOCSY . 
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A3.I XEASY 

XEASY es un programa muy versátil que nos permite manejar espectros en 2, 3 ó 4 

dimensiones al mismo tiempo y asignar las señales de correlación entre protones 

específicos. Las señales asignadas se almacenan en un archivo, el cual funciona como una 

base de datos en la que se guarda la información acerca del pico (desplazamientos químicos 

y los números de los picos asociados a esta correlación). El programa genera otra archivo 

de datos que asocia cada pico con el tipo de protón asignado (HN, Hª, HP, H1, H5
, H"). 

Cuando se integra el espectro, se asocia a cada una de las señales de correlación un 

volumen (o área, dependiendo de si es un espectro en 20 ó 30) relativo, producto de la 

intensidad de las señales en el espectro. 

A 3.2 Conversión de Intensidades a Distancias 

Cuando se ha asignado un número suficiente de señales se efectúan cálculos de 

dinámica molecular de prueba que nos permiten inspeccionar el plegamiento de la proteína 

y observar si existen errores en la asignación (esto lo sabemos porque una correlación mal 

asignada provocará que varias restricciones no se cumplan en el cálculo de dinámica 

molecular, a las cuales se les llama violación del cálculo), lo que nos obliga a revisar y en 

algunos casos a re-interpretar el espectro o continuar con la asignación de no encontrarse 

ninguna violación. En caso de haber asignado todas (o casi todas) las señales del espectro 

procedemos al calculo final de la estructura. Para ello necesitamos transformar la 

información contenida en los archivos generados durante la asignación (archivos de 

XEASY) a un formato adecuado que reconoce el programa que efectúa los cálculos de 

dinámica molecular (CNS), el programa que efectúa la transformación de la base de datos 

de XEASY al formato que se utilizará en CNS es CALIBA. Para poder cambiar el formato 

de los archivos de XEASY (que sólo contiene correlaciones entre números) CALIBA 

utiliza los siguientes archivos que contienen la información adecuada para la 

transformación: 

1° /usr/locaVxeasy/src.new/ecepp.lib, archivo que contiene las distancias entre átomos, 

dentro de los residuos de aminoácidos; 
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2º archivo.seq, este es un archivo que contiene la estructura primaria (secuencia) de la 

proteína; debe de estar en formato de tres letras mayúsculas seguido por la posición que 

ocupa dicho aminoácido dentro de la secuencia (THR 1 CYS 2 MET 3 ASP 4 THR 5 ... ); 

3° archivo.pro!, archivo generado en XEASY que contiene la siguiente información del 

pico: # de pico, desplazamiento químico en la dimensión adecuada, tipo de pico (N, HN, 

Halfa, Hbeta, etc.) y residuo al que pertenece; 

4° archivo.peaks, archivo de XEASY que contiene los parámetros de correlación y los 

volúmenes (o área) de la señal de correlación NOE; 

5° cal.cal, archivo de CALIBA con los parámetros de calibración necesarios para generar el 

archivo que se utilizará en los cálculos con CNS. 

De este proceso se obtiene un archivo con las correlaciones entre lipos de álomos (p. 

ej., el HN del residuo 34 está a 3.5 A del HA [alfa] del residuo 70) el cual reconoce CNS 

para calcular estructuras, plegando a la proteínas de tal forma que se satisfagan las 

distancias obtenidas de los espectros NOESY. 

A3.3 CNS 

CNS puede utilizar una interfase de red (archivos web manejados desde los 

navegadores comunes) para generar los archivos de entrada (archivo.inp) que contienen los 

parámetros que el programa necesita para efectuar las tareas requeridas, generando un 

archivo de salida (archivo.oul) que contiene información global de los resultados del 

cálculo y archivos que el programa va generando. 

Para el cálculo de estructuras de proteínas con datos de RMN, CNS necesita de dos 

archivos auxiliares: archivo.mlf y archivo_exlendedpdb. El archivo mlf contiene 

información necesaria para el programa CNS y el archivo exlendedpdb contiene la 

estructura totalmente extendida (lineal) de la proteína. 
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Para crear uno de los archivos auxiliares, obtenemos de la inteñase de red el archivo 

de inicio generate_mtf.inp, que necesita de un archivo.seq que especifica la estructura 

primaria de la protelna. Obtenido el archivo inp, se inicia un cálculo en CNS de la siguiente 

manera: 

cns < generate_mtf.inp > generate_mtf.out 

el programa creará los archivos generate _mtf.out y archivo.mtf. 

Con el archivo mtf podemos crear un archivo auxiliar, que contiene la estructura 

lineal de la protelna (extended.pdb). Este también se genera con un archivo de entrada 

obtenido de la interfase de la red. El archivo extended.inp necesita del archivo.mtf: 

cns < extended.inp > extended.out 

creando los archivos extended.out y extendedpdb. Éste último contiene la estructura lineal. 

Para los primeros cálculos es mejor comenz.ar de una estructura con la geometría de 

los enlaces adecuados, pero completamente lineal para no influir a una conformación 

predeterminada. En cambio durante el proceso de refinamiento, se puede utilizar cálculos 

previos de la estructura. 

Con los archivos de restricciones (distancias derivadas de NOE, ángulos diedros 

derivados de constantes de acoplamiento, desplazamiento qulmico, puentes de hidrógeno}, 

obtenidos de la interpretación de los espectros de RMN e información adicional como 

puentes de disulfuro, podemos efectuar cálculos de la estructura de la protelna. 

annea/ing.inp es el archivo que le indica a CNS que calcule la estructura de la 

protelna, considerando las restricciones guardadas en los archivos adecuados. Estas 

restricciones se almacenan en forma de tablas de datos (archivo.tbl), algunos de los cuales 

son: 
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ATchivo con datos de distancias (obtenidas de los espectTos NOESY) 

assign (resid # and name H$) (resid # and name H$) dmax dmin 0.5 

# son los aminoácidos que muestran la correlación; 

H$ son los protones entre los que se presenta la correlación 

d'""" y dmin son las distancias entre los protones, determinadas del experimento NOE (la 

distancia mínima es de 1.8 Á) 

0.5 es la incertidumbre de la distancia máxima. 

ATchivo co11 datos de puentes de hidTógeno, Tespo11sables de manteneT la estTuctuTa 

secundaTia, los puentes de hidTógeno se deducen de la gTáfu:a de Indice de pTotón: 

assign (resid #a and name O) (resid #b and name HN) 1.95 0.80 0.35 

assign (resid #a and name O) (resid #b and name N) 2.90 1.40 0.40 

#a y #b nuevamente representa los aminoácidos entre los que se establece el puente de 

hidrógeno; en las a hélices los puentes de hidrógeno se establecen entre el carbonilo de un 

aminoácido i y el HN del aminoácido i+4, por lo que #b debe de cumplir con este requisito. 

1.95 y 2.90 son las distancias máximas entre los núcleos señalados. 

0.80 y 1, 40 son las distancias mínimas entre los núcleos. 

0.35 y 0.40 son los márgenes de error. 

ATchivo con TestTicciones de ángulo diedT., Estos ayudan en el plegamiento co,,ecto de 

los eleme11tos de estTuctuTa secundaTia; este aTchivo pTopoTciona los ángulos diedro(;) 

que sefoTman entTe el plano del Tesiduo #a y el plano del Tesiduo siguiente #b: 

Assign (resid #a and name c) (resid #b and name n) 

(resid #b and name ca) (resid #b and name c) 1.0-57.0 15.0 2 

1.0 es un parámetro que utiliza CNS; 

-57 es al ángulo diedro para una a hélice; 
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Para calcular las estructuras en CNS utilizamos el comando: 

cns < anneal.inp > anneal.out 

El resultado de estos cálculos es una familia de estructuras de la proteína, cada una 

de las estructuras estará en un archivo protein.pdb. La comparación de las estructuras 

generadas durante el cálculo nos permite determinar si existe una correlación que obligue a 

la estructura a plegarse de una manera inadecuada, lo cual produce una violación al cálculo. 

A. 3.4 MOLMOL 

Es un programa que nos facilita la visualización y análisis de las estructuras de 

proteínas (en formato de archivos.pdb). Permite la sobreposición de varias estructuras de la 

proteína y calcula la dispersión (RMSD) de la estructura global o de diferentes regiones. Es 

posible seleccionar átomos y calcular la distancia entre ellos. Además realiza cálculos de 

superficies de potencial. 

Para sobreponer, comparar y determinar el RMSD de n estructuras debemos utilizar 

los siguientes dos comandos: 

SelectAtom '# 1-n:x-y and bb' 

n es el número de estructuras que se quieren comparar (2, 5, 10, etc.); 

x-y indica qué residuos se quieren comparar ( 1-1 O, del 1 al 1 O, 9-19, del 9 al 19, etc.) 

bb indica que sólo tome en cuenta la cadena principal (el esqueleto, bac/chone). 

Fit to_first 'selected' 

con este comando Molmol efectúa la sobreposición de las estructuras en la región indicada 

y muestra la desviación (RMSD). 

74 





Conversión de Datos Bruker a NMRPipe 

El programa de conversión bruk2pipe soporta diferentes datos de fonnatos digitales 

AM 3-byte, AMX 4-byte, y DMX 4-byte. Los parámetros-DMX, -AMX o -AM y -decim 

son archivos de rigurosa lectura de los datos adquirido durante el experimento. El valor 

DECIM es también tomado por datos Bruker. La conversión es influenciada por el 

DSPFVS y AQ_mod además de valores que son especificados durante la adquisición y que 

no pueden ser modificados. 

A) La conversión bruk2pipe se obtiene por los siguientes pasos: 

1. Ejecutar el programa NMRPipe por medio de la ventana gráfica NMRDraw. 

2. En el menú del programa ir al Proc y selececionar Converler Brulcer. 

3. Dentro de la ventana de conversión bruk2pipe, abrir los archivos que el macro de 

conversión necesita (infonnación generada durante la adquisición de los 

experimentos). Para el caso de experimento obtenidos por equipos Bruker son 

archivos: .ser, SER, o Fid. 

4. Direccionar los archivos de salida (los archivos .out son generados durante la 

conversión. 

5. Ejecutar los parámetros de conversión de datos. 

B) Conversión de los archivos NMRPipe a espectros multidimensionales. 

6. Dentro del menú de NMRDraw seleccionar edil macro 

7. Seleccionar Process 2D 

8. Seleccionar los archivos de lectura (generados en el paso 4) 

9. Se modifican, si es necesario los diferentes parámetros de procesamiento (SP, ZF, 

FT, PS, TP) 

1 O. Ejecutar el macro 

11. Modificar de ser necesario, las fases pO y pi y se corre nuevamente el macro. 

12. Se visualiza el espectro obtenido dentro de la ventana NMRDraw. 
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Los siguientes datos muestran un macro de conversión de un experimento ROESY 

obtenido por digitalización DMX. 

A) Conversión de los datos de adquisición de Bruker a NMRPipe 

l!/bin/csh 

/usr/local/nmrpipe/runrbin.linux/bruk2pipe -in 
/home/ernestol/decapeptido/23/ser -bad O.O -ext -swap -DMX -decim 32 -
dspfvs -l \ 

-xN 2048 -yN 512 \ 
-xT 954 -yT 256 \ 
-xMODE Complex -yMODE Complex \ 
-xSW 5482.456 -ySW 5482.456 \ 
-xOBS 500 .132 -yOBS 500 .130 \ 
-xCAR 4. 725 -yCAR 4. 700 \ 
-xLAB F2 -yLAB Fl \ 
-ndim 2 -aq2D States \ 
.::out /home/ernestol/decapeptido/23/test.fid -verb -ov 

·s_leep l 

B) Macro para la conversión de archivos NMRPipe a un espectro en 20 

#!/bin/csh 

• i Basic 20 Phase-Sensitive Processing: 
# Cosine-Bells are used in both dimensions. 
i Use of "ZF -auto" doubles size, then rounds to power of 2. 
# Use of "FT -auto" chooses correct Transform mode. 
# Imaginaries are deleted with "-di" in each dimension. 
# Phase corrections should be inserted by hand. 

runrPipe -in /home/ernestol/decapeptido/23/test.fid \ 
1 nmrPipe -fn SP -off 0.5 -end 1.00 -pow l -e 1.0 
1 nmrPipe -fn ZF -auto · 
1 nmrPipe -fn FT -bruk 
1 nmrPipe -fn PS -pO "'.123. 00 .,-pL-108. 00 ,-di -verb 

: :~:i~: =~~ ~: li~f,0;5 ';;~~d ¡_óo -pow i _¡, l.O 

1 . nmrPipe -frí ZF. =~~!i'.'.''.Ú • / : : :~:i~:. =~~::~ -'J?o .o.oo :.~·1 ~:oo: :..ci1. 00v.;rb~ 
: :~:!~:•=~~ ~~~~::~;~i~r: : :.' : < '.. .. . . ·. . . 

-ov,-out /home/ernestol/decapeptido/23/test.ft2 
•':·-,. 
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