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Resumen

Resumen

Desde hace muchos afios, los quimicos se han preocupado por conocer el arreglo
espacial de los dtomos que componen una molécula. Dicho conocimiento ha permitido
proponer modelos moleculares capaces de explicar fenomenos tales como sitos reactivos,

mecanismos de reaccién y procesos biolégicos.

Areas como la bioquimica, la biologia molecular, la medicina y la novedosa
ingenieria genética, se han visto enriquecidas con el conocimiento estructural de las
biomoléculas (proteinas, DNA, RNA, ATP, etc).

La Resonancia Magnética Nuclear (RMN) es una técnica espectroscépica muy
eficaz en la determinacion de estructuras moleculares en disolucién. Sus grandes avances se
deben a la implementacién de experimentos multidimensionales, a la aplicacién 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 ntcleos

magnéticos activos.

Desde hace mas de dos décadas, esta técnica ha sido capaz de elucidar estructuras
de proteinas en disolucién de hasta 30 KDa (poco mas de 350 aminodicidos). Los
experimentos de RMN permiten simular el medio fisiologico controlando pH, fuerza iénica
y temperatura, lo que permite una mejor comprensién del papel que desempeiian las

proteinas en su medio bioldgico.

En el presente trabajo se describe la metodologia para la determinacién estructural
de cualquier proteina menor a 5KDa por RMN empleando Gnicamente experimentos en dos
dimensiones y célculos de dinamica molecular. Esta metodologia se aplicé para la
determinacién de dos péptidos, la Cobatoxina 1 y el decapéptido TCMDTPQCMT.




Resumen

La Cobatoxina 1 es un péptido de 32 aminoacidos. Fue aislado del veneno del
alacrdn mexicano Centruroides noxius. Las pruebas de toxicidad exhiben que esta toxina
bloquea de forma 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

i6nicos a futuro.

El decapéptido TCMDTPQCMT puede unirse a un anticuerpo monoclonal Anti-
selectina-E, se cree que su unién modifica las funciones del anticuerpo. Con el
conocimiento estructural de dicho péptido se realizaran estudios para conocer el sitio de

unién con el anticuerpo y la forma en que actia.
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1.1 Introduccién

Tanto la Cobatoxina I como el decapéptido TCMDTPQCMT son proteinas de bajo
peso molecular. En las siguientes paginas se tratard de forma general cuales son las
funciones de las proteinas y como estdn constituidas. Ademas, como la funcién de una
proteina sélo puede comprenderse refiriéndola a su estructura se explicaran los cuatro

niveles de organizacidn presentes en este tipo de macromoléculas.
1.2 Funciones de las Proteinas

Las proteinas son macromoléculas que se encuentran presentes en todos los seres
vivos, poseen propiedades fisicoquimicas muy bien definidas y estan involucradas en un

gran niimero de procesos biolégicos:!"

» Catdlisis enzimdtica. Casi todas las enzimas son proteinas, estas aceleran las reacciones

quimicas en los sistemas biolégicos al menos un millén de veces.!"

»v.;Trarispéile._ﬁ Muchos iones y moléculas pequeiias son transportadas por proteinas

- especificas de un sitio a otro dentro de un organismo o célula.tV

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

“controlar el potencial de membrana en las células.¢"

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

ejemplo, el colageno el cual le da una enorme tensién a la piel.

> Proteccion inmune. Los anticuerpos son proteinas altamente especificas que reconocen
y se combinan con sustancias extrafias tales como virus, bacterias y células de otros

organismos evitando que infecten o causen dafio al organismo.¢"

> Receptores celulares. Intervienen en la generacién y transmisién de los impulsos

nerviosos as{ como la recepcion de estimulos especificos; entre otros.("
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1.2.1 ;Cémo esti Constituida una Proteina?

Una proteina puede ser vista como un polimero donde los monémeros son
moléculas llamadas a-aminoicidos. Cada a-aminoicido (figura 1.1), poseen un grupo
amino primario (-NH;"), con excepcion de la prolina, un grupo carboxilo(-COO") y un
grupo radical R, todos estos se encuentran unidos a un carbono denominado carbono alfa

(Ca) y al cual ademas, esta unido un atomo de hidrégeno (H)."

NH.

H— ¢ —CO00~
R

Figura 1.1 Representacién general de los a-aminoicidos
El agrupamiento tetraédrico de cuatro grupos diferentes alrededor del Ca le confiere
actividad 6ptica a cada aminoécidos. Las dos formas especulares objeto-imagen se
denominan isémero L y D. Sin embargo, s6lo los aminoacido L son constituyentes de las
proteinas."
En la naturaleza se encuentran generalmente 20 grupos R (figura 1.2) los cuales le
dan una caracteristica especial a cada aminoacido, originando una variacién en tamafio,

forma, carga, capacidad de formar puentes de hidrégeno y reactividad quimica.("

Los 20 aminoacidos que se encuentran en la mayoria de las proteinas 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.(z)

Los aminoécidos se polimerizan por la formacién de un enlace peptidico. El grupo
carboxilo de un aminoicido se une al grupo amino de otro, en esta reaccién quimica
(deshidratacion) es liberada una molécula de agua, el enlace que se forma es rigido debido a
su carécter parcial de doble enlace.®
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‘Fig.- 1.2 Estructura de los 20 aminodcidos encontrados en la naturaleza, su naturaleza depende del
grupo R. @

Los polimeros se conocen como dipéptidos, tripéptidos, oligopéptidos y
‘ polipéptidos, segin el numero de residuos (aminoacidos) que constituye la cadena
peptidica. Las proteinas son moléculas constituidas por una o mas cadenas de polipéptidos.
Su funcién sélo puede comprenderse refiriéndola a su estructura, esto es, a la relacién

tridimensional que guardan los &tomos que la componen.?
1.2.2 Estructura de las Proteinas

Las proteinas 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 iénicas, dipolares, los puentes de hidrégeno y las fuerzas hidrofébicas.®
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La estructura nativa de las proteinas se han formulado refiriéndolas a cuatro niveles de

organizacion:?

e Estructura primaria, es el orden sccuencial de los aminoicidos en una cadena
polipeptidica. Cominmente se nombran comenzando con el residuo que posee el
extremo amino terminal (NH3") al residuo que tiene el extremo carboxilo terminal
(CO0H.®

e Estructura secundaria, es la disposicion espacial /ocal de los dtomos de un esqueleto
polipéptidico, sin tener en cuenta la conformacién de sus cadenas laterales. Los
esqueletos son también llamados estructuras regulares de las que tenemos la hélice a, la

hoja plegada B y los giros.®

La hélice a, es una cadena polipeptidica en la que los enlaces peptidicos y el Ca
forman un cilindro. Las cadenas laterales se extienden hacia fuera en un arreglo helicoidal
(figura 1.3). Esta estructura queda estabilizada por puentes de hidrégeno entre el oxigeno
del CO de un residuo y el hidrégeno del NH situado cuatro residuos mas adelante en la
cadena principal, por lo que todos los grupos CO y NH de la hélice a quedan enlazados por

dichas interacciones.®

a(3.1643)

Fig.1.3 Hélice
tiene 3.6 unidade
péptido por vuelt
Y un paso de rosc
de 5.2 A
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La hoja plegada 3, es una conformacion estructural en forma de lamina. La cadena
polipeptidica se encuentra pricticamente extendida. Esta conformacién queda estabilizada
por puentes de hidrogeno entre los grupos NH y CO de filamentos polipeptidicos diferentes
(figura 1.4). Las cadenas adyacentes en una hoja plegada f§ pueden orientarse en la misma

direccion (hojas P paralelas) o en direcciones opuestas (hojas antiparalelas).®”

N, e
C=0 —— H-N H-C H-C
e AN AN ~ N\,
H-c{ S Dc-H # Lox¥ Ceo
N-H-~—0=c{ } ~N H-N
N N \ P N
0-c{ s N-H C-H7%
JC-He=p-c{ 0=C< ﬁ,;, o=c(. ¢
H-N_ \‘l ,C-O N- ~ N
1t c-0—2H-N{ H-c{ H-cC
H-c{ c-H ﬁ /c-o\\t =0
N-H~=0-c{ ~N{ ~N

Figura 1.4 Hojas plegadas f3 a) antiparalela b) paraleld™

Giros, son inversiones de cadena, donde el oxigeno del grupo CO de un residuo n de
* una cadena forma un puente de hidrégeno con el NH de residuo (n+3) En consecuencia, la

cadena polipeptidica puede cambiar bruscamente de direccién (figura l.5).‘z’

e Estructura terciaria, se refiere a la estructura tridimensional del polipéptido completo,
este nivel de organizacién es estabilizado por interacciones de tipo electrostitico,
interacciones de Van der Waals, puentes de hidrégeno y puentes disulfuro (enlace
covalente que surge por la unién de dos cisteinas) la estructura terciara es la causante de

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

e Estructura cuaternaria, se refiere al ordenamiento espacial de las subunidades que
integran una proteina y la naturaleza de sus contactos mutuos. Para que exista este tipo

de estructuras deben existir dos o mas cadenas polipeptidicas.?’
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hélice o

Giros!

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

diferentes organizaciones de estructura secundaria ( htup://www.mol.biol.ethz.ch.)

kkLa Cobatoxina | es un péptido que proviene del veneno de aléci'éri; e‘svézylpézV de.

S bloquear en forma especxﬁca los canales de potasio por lo que se. consxdera una toxma K.
: :.; Para conocer aspectos generales de la Cobatoxina I, en las snguxcntes pégmas se tratard de
forma general algunas caracterlsucas de los canales lémcos, la forma en que operan los
“canales'de” sodxo y potasxo, la consmuclén del veneno de alacrén y generalidades de las

toxmas K provememes de alﬂcrén

1.3,Camrxles Ié!iiéos

Y ioneso moléculas( ’-‘

10
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Todos los canales pueden presentar un estado cerrado y uno abierto. La transicién
entre la forma abierta y la cerrada esta regulada alostéricamente por el voltaje en la célula,

la unién de otra molécula o por una modificacién covalente.™

1.3.1 Canales de Na* y K*

Los canales de Na' y K', forman una gran familia de proteinas integrales de
membrana, las cuales estin presentes en todas las células vivas, regulan los potenciales de
accién de las membranas axdnicas 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 accion se debe a cambios intensos y transitorios de
permeabilidad de la membrana del axén respecto a los iones Na* y K*. Primeramente,
cambia la conductancia de la membrana para el Na*. La despolarizacién 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 electroquimico a través de la
membrana plasmatica. La despolarizacién y entrada de Na* da lugar a un cambio muy
rdpido y profundo del potencial de membrana, desde —50 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 espontianeamente y se abren
las compuertas del K*. En consecuencia , los iones potasio fluyen hacia el exterior y asi 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 caracteristicos del estado no estimulado.®
1.3.2 Veneno de Alacrin

Los alacranes pertenecen a la clase de los ardcnidos, existen aproximadamente
1,500 especies los cuales han conservado su morfologia inalterada desde hace méds de 400

millones de afics.

11
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El veneno de alacrian esta compuesto entre otras sustancias, por una mezcla de
toxinas (péptidos) capaces de reconocer y bloquear los canales i6nicos (canales de Na*, K*,
Ca* y CI') y receptores de membranas excitables, alterando los procesos ya comentados en
la seccion anterior. Por lo que resultan nocivos a diferentes organismos, incluyendo al

hombre.®

Existen cuatro familias diferentes de toxinas (péptidos) que actian al nivel de
canales i6nicos y que se encuentran presentes en el veneno de alacrin. Se clasifican por el

niimero de residuos y sus puentes disulfuro.’

Toxinas especificas pgra canales de Na® (toxinas Na): son péptidos de entre 60 a 76

residuos de aminodcidos y son estabilizados por cuatro puentes disulfuro.

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

aminodcidos y son estabilizados por tres puentes disulfuro.

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

de aminodcido y cuatro puentes disulfuro.

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

actividad sobre los canales de Ca®* y sélo estin presentes en algunas especies de alacran.
~1.3.3 Toxinas K

Las toxinas K son neurotoxinas que selectivamente bloquean los canales de K'. Se
han agrupado basindose en su similitud en tamafio y puentes disulfuro. Algunas han
mostrado ser herramientas importantes en farmacologia, en el estudio de la estructura
molecular, funcién y diversidad de los canales de K*.¢

La acci6n de las toxinas especificas para canales de potasio provenientes de alacran
y dendrotoxinas han sido muy estudiados. Se ha demostrado por mediciones
electrofisiolégicas directas y analisis mutacional que estas toxinas bloquean los canales

desde el lado externo del canal, ocluyendo de esta forma el poro.t”

12




Capitule 2 Proteinas

Gracias a las toxinas de alacrin fue posible identificar la forma del poro del canal de
potasio, clarificar la estequiometria de las subunidades estructurales, e identificar la
estequiometria funcional de la inactivacién de los canales de potasio.t”

Dado que cada toxina K presenta un patrén 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 I

La Cobatoxina I, es una toxina K de 32 residuos de aminoacidos. Contiene tres
puentes disulfuro entre las cisteinas 3 — 22, 8 — 27 y 19 — 29. Posee la siguiente secuencia

primaria:
CoTXl1: AVCVY® RTCDK ' DCKRR'* GYRSG? KCINN?** ACKCY* PY

Fue aislada del veneno del alacrdn 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 clasificacién de Miller'?® dentro de una nueva subfamilia junto
con la Cobatoxina 2. Su analisis toxicologico ha mostrado que dicha toxina bloquea los

canales de potasio dependientes de voltaje.”

Los canales Shaker y Ky1.1 (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 I mostré una alta afinidad por el canal K, 1.3 (canal de potasio) el cual posee
una glicina en la posicién 425. Ademds, el bloqueo de los canales de Shaker por la
Cobatoxina I depende de la concentracién extracelular de K*.(7
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1.4 Decapéptido 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 proteccion conocido como el sistema inmunolégico. Los anticuerpos son
proteinas altamente especificas del sistema inmune, constituyen un método de defensa
biolégico, capaz de reconocer y destruir sustancias extrafias, tales como virus, bacterias y
células de otros organismos evitando que infecten o causen dafio. Los anticuerpos
monoclonales (anticuerpos provenientes de un sélo clon) han llegado a ser herramientas
indispensables en biomedicina. Pueden utilizarse para detectar y aislar cantidades

extremadamente pequeiias de practicamente cualquier sustancia biolégica especifica.®

En 1998 la Dra. Adela Rodriguez encontré la estructura de un Fab, fragmento de un
anticuerpo monoclonal Anti -selectina-E, llamado 7a9, que inhibe los ataques neutréfilos
hacfa las células endoteliales.™ Estudios posteriores' de comparacién con librerias 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-GIn-His-Cys-Tyr,
sin que se conozca cual es o como es el sitio de unién entre el decapéptido y el anticuerpo

monoclonal anti-selectina-E.

En el laboratorio de la Dra. Rodriguez 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 posicién 7. El objetivo de este estudio es obtener la
estructura terciaria del decapéptido TCMDTPQMCT. Con la obtencién 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 unién entre el decapéptido y el

anticuerpo, ademas de las modificaciones estructurales del anticuerpo .

i Datos sin publicar, 2000.
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Resonancia Magnética Nuclear! %' ')

La Resonancia Magnética Nuclear (RMN) es una herramienta invaluable en
quimica, bioquimica 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 intrinsecamente momentos angulares de espin. La
suma vectorial de los momentos angulares de estas particulas genera un momento angular

total del niicleo, P, el cual se encuentra cuantizado y definido por:®
P=[1(@+D]"?e (b2R) (1)

donde I es el niimero cudntico del momento angular nuclear y toma los valores1=0, 1/2, {,

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

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

4. Ambos vectores estan cuantizados y son directamente proporcionales por la relacion:®

u=yr @

donde y se conoce como la constante giromagnética. La sensibilidad de los nicleos en
experimentos de RMN dependen de esta constante. Los nticleos con un alto valor de ¥ son
muy sensibles, por ejemplo, 'H, y=26.7519 rad T's™".

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

= a+D]"e (h2m) (3)

En la ecuacién (3) se observa que los niicleos con I = 0 no poseen un momento

magnético nuclear por lo que no se observan en experimentos de RMN.®
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2.1.1 Nicleos en un Campo Magnético Externo

Cuando un nicleo con momento angular, P y momento magnético, 4, es colocado
en un campo magnético Bo orientado sobre el ¢je z, tanto el momento angular como el

magnético se alinean en la direccién de campo Bo y por tanto, P se transforma en:®

P=m*(h2n) (4)

donde m es el niimero cudntico magnético o direccional y presenta los valores de m=-1, 1-],
2-L..., -2, I-1, I, segiin sea el espin nuclear. Mientras el momento magnético es

determinado por: ®
H:=m*y*(h/2r)  (5)

En ausencia de un campo magnético externo, las distintas orientaciones de los
vectores i y P corresponden al mismo valor de energia. Pero, en presencia de un campo, la
degeneracion de los niveles se rompe y la componente en z de sus vectores se orienta a

favor o en contra de dicho campo.®

El momento magnético p puede tener 2I+]1 estados energéticos, por lo que, un
nicleo de espin igual a 1/2 tiene dos orientaciones del momento magnético angular (m=1/2
y m=-1/2), donde el estado de menor energia se denomina a (a favor del campo) y el estado

de mayor energia se denomina B (en contra del campo)'® (figura 2.1).

Campo Bo aplicado

--—{p

Fig. 2.1 Desdoblamiento de los niveles energéti. ala pr ia de un 1po magi

externo. i
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El vector del momento magnético, p, no se orienta totalmente con el campo extemno,
el dngulo de separacién entre p y el eje z depende de la cuantizaciéon. De acuerdo con el
principio de incertidumbre de Heisenberg solo pucde 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 angulo de abertura 6 = cos™ (m/[I(1+1)]*?].0'?

La cuantizacién en z genera 2 conos con niveles de energia de altura p, para I=1/2.
Los conos con valores positivos de m se alinean con el campo y aquellos con m negativa en
la direccion opuesta. El vector magnético recorre la superficie del cono con una frecuencia
caracteristica. El movimiento se conoce como precesion (figura 2.2) y la frecuencia de

rotacién como frecuencia Larmor vy, y esta dada por la ecuacion:

vo=ly/2z|Bo (6)

: BE Momento
orbita de " = magnético nuciear,
precesion -~-r.-— N

L

Fig. 2.2 Repr ion de un nicleo a) en ia de un po magi externo, el momento
magnético y angular tiene el mismo valor. b) En pr ia de un ipo magnético externo, lo que provoca
una orientacion de los vectores con el campo, el momento magnético lear no se ali 1pl te con
el campo.”'?

Sei

La frecuencia Larmor es la misma frecuencia asociada a la energia necesaria para
realizar una transicién permitida entre los niveles cuantizados, la diferencia entre estos

niveles energéticos se calcula por la ecuacién: ¢

AE = y*(h/2n)*Bo  (7)
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Como se observa en la ecuacion (7) la diferencia entre los dos niveles de energia
depende de dos factores, la constante giromagnética y el campo magnético externo (figura
2.3)

;-2 (N

pra PTA Fig. 2.3 El aumento en
[ ] el campo Bo resulta en
un aumento en la
diferencia de los niveles
.o 1/2 (a) energéticos™

L] 8, L)

Cada nivel energético depende, ademas de los factores anteriores, de los momentos
magnéticos angulares. Los niveles de energia son conocidos con el nombre de niveles

nucleares de Zeeman y se determinan por:

E = 14*Bo = m*y*Bo*(h/2n).....(8)

E=1/2*y*Bo*(k/27)

E=1/2*y*Bo*(h/279)

Fig. 2.4 Valores de los niveles energéticos para m=1/2 y m=-1/2"

2.1.2 Condiciones de Resonancia

La transicién de un nivel de menor energia a uno de mayor energia corresponde a
una energia de absorcién y en el sentido inverso comresponde a una energia de emisién.
Ambas transiciones son igualmente posibles e igualmente probables. La pequeiia diferencia
de niicleos en el nivel de menor encrgia permite que el efecto observable sea una absorcién,
a este fenémeno se le conoce como resonancia de los nucleos donde la frecuencia de las
transiciones establece las condiciones de resonancia, dicha frecuencia debe ser igual a la

frecuencia Larmor, vy, (frecuencia de precesion de los niicleos) '
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2.1.3 Poblacién de Nicleos y el Vector de Magnctizacién Macroscépica Mo

Si colocamos un conjunto de nicleos de espin Y2, en un campo magnético externo,
existe una diferencia poblacional de nucleos entre los niveles energéticos, esto se debe a
que una pequefia mayoria tiende a tomar el estado de menor energia. La diferencia
poblacional para este tipo de niicleos puede calcularse segun la distribucién de Boltzmann

por la ecuacién:®

Np/Ng=eE/KBT  (g)

La suma de todos los vectores magnéticos de los nucleos durante la precesién
genera un vector magnético total My en la direccion del campo, su magnitud depende de la
diferencia poblacional entre los dos estados (figura 2.5).*

"
L3 -2

-2
LY
Fig. 2.5 Los niicleos con m = % se orientan a favor del campo, los ricleos con m = -1/2 se orientan
en contra del campo. La diferencia poblacional de los micleos en estos niveles genera un momento magnético
total Mo.™

Entre mayor sea la diferencia entre los niveles energéticos, mds niicleos tenderdn a
permanecer en el estado de menor energia, la diferencia poblacional serd mayor y por tanto
también el vector Mo. En RMN esto es muy importante, ya que facilita la deteccion de los
nicleos.{!?

Si observamos la ecuacién 7, para aumentar la diferencia entre los mniveles
energéticos necesitamos aumentar el campo magnético externo By y/o nucleos con gran
abundancia isotdpica y/o una constantes giromagnética grande. Por ello la RMN de protén
'H es la mas utilizada ya que la abundancia isotopica del protén es del 99.985% y su
constante giromagnética es de y=26.7519*10" rad T"'s™*

20




Capituts 2 RMN

2.2 Experimentos de Resonancia Magnética Nuclear

En la actualidad un experimento de RMN se obtiene por el método de transformada
de Fourier, este método, permitio el desarrollo de experimento multidimensionales tanto
homonucleares como heteronucleares, Ademas, con el uso de imanes superconductores los
cuales hacen mas sensible la técnica, y las secuencias de pulsos especificas se han logrado

elucidar macromoléculas con una alta resolucion.
2.2.1 Método de Pulsos

Un pulso es una radiofrecuencia (radiacién electromagnética) aplicada en un corto
periodo de tiempo. Por el principio de incertidumbre de Heisenberg, esta radiacién esta
compuesta de un espectro de radiofrecuencias. Cada frecuencia del pulso esta asociada a la
componente magnética de la radiacion By y so6lo unos cuantos poseen la frecuencia que
establece las condiciones de resonancia.'"

La aplicacién de un pulso B; en una direccién perpendicular al campo magnético
Bo, eje x 0 y, provoca un cambio en la direccion del vector de magnetizacién macroscopica

(figura 2.6), el dngulo de desviacién del vector es calculado mediante la ecuacion.'?
a=r*tp*B; (10)

donde T, es el tiempo de aplicacién del pulso, €l cual es del orden de los ps. Byj, es el campo
que cumple con las condiciones de resonancia, o; determina el angulo del pulso que puede
ser aplicado, a = 90°, 180°, etc.

28,
s 2
Fig. 2.6 El vector de magnetizacién Mo bia de direccién al ser aplicado un pulso de
radiofrecuencia sobre un de los ejes perpendiculares al po externo.™
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Después de la aplicacién del pulso el vector My tiende a regresar al equilibrio, esta
relajacion puede describirse en dos tiempos 7; y 73. El primero depende de la relajacién en
la direccién z y esta relacionado con el restablecimiento del equilibrio poblacional de los
nicleos. 7 se refiere a la relajacién en el plano xy, esto es el desfasamiento de los

momentos respecto a la frecuencia resonante '

F. Bloch desarrollé las ecuaciones que expresan este decaimiento, el cual puede ser
apreciado como un cambio de componentes del vector Mg con el tiempo al regresar al

estado de menor energia:\'"

dM/dt = -(M-Mg)/T;  (11)
dM/dt=-M/T> (12) y dMy/dt=-M,/T> (13)

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

equilibrio se transforma en My, My y M, que son las componentes vectoriales de Mo.
2.2.2 FID y Transformada de Fourier

El decaimiento es exponencial y es registrado por un detector que oscila a una
frecuencia ligeramente diferente a las frecuencias resonantes de los nicleos por lo que el
detector mide en realidad un Av. El decaimiento transversal de la magnetizacion detectado
recibe el nombre de “Decaimiento Libre de la Induccién” (FID).®

La informaci6n obtenida en el FID no puede ser analizada directamente. Para que la
informacién de los nicleos 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 operacion matemética llamada wansformada

de Fourier. ®

Una transformada de Fourier esta definida por:

FRYedt = fR1){cos(ot)-isen(o)]dt ......(14)
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La transformada de Fourier extrae la informacion del interferograma para obtener la
funcién en el dominio espectral, se fija el valor de frecuencia y se aplica la funcién
matemaética para todo el intervalo del tiempo; el resultado es la contribucién de cada uno de

los niicleos a la frecuencia de resonancia.’®

2.3 RMN en Dos Dimensiones

Los experimentos en dos dimensiones consisten de cuatro periodos: a) Periodo de
Preparacion, en este tiempo, los nicleos alcanzan su estado de equilibrio mediante una
determinada secuencia de pulsos el vector de magnetizacion modifica su orientaciéon a
donde se desea. b) Periodo de Evolucion (t,), la precesién del vector de magnetizacién Mo,
marca a los nicleos con su propio desplazamiento quimico. ¢) Periodo de Mezclado, en
este tiempo las magnetizaciones se mezclan, por lo que los nucleos adquieren informacion
de los nicleos con los cuales se encuentran acoplados. d) Periodo de Deteccion (t2), en este

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

Preparacién  Evolucion Mezclado Deteccion

Fig. 2.7 Esq que repr los cuatro periodos que componen un experimento en dos

dimensiones. "

La transformada de Fourier en dos dimensiones da como resultado un espectro en
2D definido por dos ejes de frecuencia S(w1,02), en el cual las seiiales tienen coordenadas
(81,62), la intensidad puede ser vista como una tercera dimensién. Las sefiales exhiben las

correlaciones existentes entre los dos niicleos acoplados.!"?

En general, los experimentos en dos dimensiones (2D) se pueden dividir en dos

grandes grupos:®
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1) Los resueltos en J, la localizacién de la sefial depende del desplazamiento del
nlcleo y de su acoplamiento con otro nucleo.

2) Los de espectroscopia de correlacion, donde las sefiales son funcién de dos
desplazamientos quimicos de niicleos 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
magnetizacién se da a través de los espines y en el segundo a través del espacio. Los
acoplamientos entre nicleos pueden ser homonucleares, si se trata de nucleos de una
misma especie ('"H — 'H. C - BC, F —~ "F) y heteronucleares si se trata de

acoplamientos entre nucleos diferentes (‘H - '3C, 'H - lSN). ®

La descripcion detallada de algunos experimentos en 2D tales como Correlation
Spectroscopy (COSY), Total Correlation Spectroscopy (TOCSY) y Nuclear Overhauser
Spectroscopy (NOESY) se incluird en la descripcién del método para determinar la
estructura de proteinas; sin embargo, estos experimentos pueden ser aplicados a

cualquier tipo de moléculas.
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Objetivos e Fipdtesis

Objetivos:

> Determinar la estructura terciaria, del péptido Cobatoxina I (CoTX1) con el
apoyo de diferentes experimentos de RMN y con programas de dindmica

molecular.

> Comparar la estructura obtenida con otras toxinas K.
> Determinar la estructura tridimensional del decapéptido TCMDTPQMCY

Hipétesis:
Si la mayoria de las toxinas K presentan en su estructura tridimensional
elementos regulares tal como una a-hélice y una hoja 8, ademds de una carga neta

positiva, entonces la Cobatoxina I puede presentar estructuras secundarias muy

semejantes y carga neta positiva.
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eapt’tula.? Det i ide Eat 4, L de Puoteis

Areas de estudio como, la bioquimica, la medicina, la biologia molecular, la
ingenieria genética e ingenieria de proteinas, se han visto enriquecidas con ¢l conocimiento
estructural de las proteinas. En la actualidad existen dos técnicas para conocer la estructura

tridimensional de las proteinas, Rayos X y RMN.
3.1 Rayos X

Esta técnica puede revelar con gran exactitud la posicion espacial de todos los
atomos que componen una molécula proteica. Para obtener la estructura de cualquier
proteina por esta técnica, es necesario tener su cristal, por lo que una de las incégnitas que
acompaifian a la cristalografia de Rayos X es saber si la estructura proteica dentro del cristal

corresponde también a la conformacién que posee en disolucién.?

Algunas proteinas cristalizan con relativa facilidad, mientras que otras requieren de
mucho esfuerzo para encontrar las condiciones correctas para su cristalizacién, por lo que

este paso resulta determinante en la elucidacion 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 ningin cambio de direccién, el
resto se dispersa en diferentes direcciones. Los haces dispersos son detectados mediante un
contador de radiacién (patréon de difraccién). Una vez obtenido el patrén de difracci6n, la
determinacion de la estructura proteica se puede lograr con el apoyo de programas de

cémputo.(z)

3.2 Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

La aplicacion de RMN a la determinacién de estructuras proteicas es muy reciente.
La primera estructura globular determinada por esta técnica fue reportada en 198512, A
partir de entonces el nimero de proteinas elucidadas por esta técnica se incrementd
rapidamente. Esto se debe a los avances en espectroscopia de dos o mais dimensiones y

programas de cémputo aplicados a esta area.!'?
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La técnica de RMN es capaz de revelar la estructura de macromoléculas en
disolucién, por lo que es posible simular el medio fisiolégico de las proteinas fijando
parametros como temperatura, fuerza i6nica y pH. Ademads no requiere la obtencién de un
cristal proteico lo que constituye una ventaja sobre la difracciéon de rayos XU

Hasta el momento sé6lo se puede trabajar con proteinas pequeiias (del orden de 400
aminoécidos) debido al gran traslape de sefiales. Entre algunas de la condiciones para la
determinacion de estructuras proteicas es que se requiere que €sta sea muy soluble en H;O

y altas concentraciones de la muestra (del orden de 1mM de la muestra).t'?

3.2.1 Procedimiento General(12 131419

Las proteinas estin compuestas por una o varias cadenas de aminoacidos. Cada
amino4cido tiene 4tomos con niicleos magnéticamente activos por ejemplo, 'H. Ademas,
tanto la ingenieria genética como la biologia molecular han desarrollado técnicas para
marcar selectiva o totalmente los aminoacidos con nicleos magnéticamente activos, por
ejemplo isétopos de '*C, '*N y 2H. Estos niicleos dan sefial en RMN, proporcionando
informacién muy valiosa sobre el ambiente quimico que los rodea y por ello de la

estructura molecular de la proteina.

Para determinar la estructura de una proteina por RMN es necesario seguir una
estrategia general que depende de su tamafio molecular. Es requisito indispensable contar

con la estructura primaria de la proteina por razones que se explicarin mas adelante

En una proteina de 5 KDa o menos, el traslape de las sefiales en los experimentos de
RMN no es significativo, por lo que sélo se requiere de experimentos en 2D de correlacién
homonuclear ('H — 'H) COSY, TOCSY y NOESY en H,O y D,O para elucidar su

estructura,(¥

Cuando se trabaja con proteinas mayores a SKDa no es posible utilizar sélo
experimentos en dos dimensiones. Los resultados no son satisfactorios debido al enorme
traslape de sefiales. En este caso, es necesario utilizar un marcaje isotépico de BCo N, ya

que permite la dispersién de sefiales con experimentos en tres o cuatro dimensiones. ¥
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'estructuras de'prdteihas ’mc‘:nos,* la cual consiste de los siguientes pasos:

J:Obtenmén de los especlros bxdlmensxonales COSY, TOCSY y NOESY

: Asxgnacnén de Tos sistemas de espm.

) "Asngnacnén secuencnal dc los snstemas de espin.

v v,v VoV

" Identifi cacxén de los elementos  regulares de estructura secundaria.

Identificacién de las correlaciones de larga distancia.

Y ¥

Calculos moleculares de la estructura.

.Refinamiento de la estructura.

Y

El diagrama 1 muestra que la metodologia empleada no es siempre consecutiva. Se
requiere en muchas ocasiones regresar al andlisis de todos los espectros con el fin de
obtener una mayor informaciéon de los niclcos para que los datos converjan a estructuras

similares.

I .~ “Proteina Pura’
1

1
=T

1 T —rs o
YT Espectros: T " Espectro: Secuencm Primaria
, COSY y TOCSY NOESY Pucntes disulfuro .
L ] H

1

lstemas dc espln ' [}

4
Asng i6 ial de los sist
EE . de espin.

orrelacnones de larga dlshnc
(H-"H)<SA

eflinamiento

%L Cilculo de las estructuras ]

* - Estructura tridimensional
. Proteinas
Diagrama 1. Prop de la lologia para elucidar una proteina (menor a 5 KDa) utilizando
ini € experi. bidi ionales de tipo | Jear./V
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Para resolver la estructura tridimensional de cualquier proteina es necesario que esta
conserve su estructura funcional. El aislamiento y purificaciéon de la muestra son pasos
determinantes para la obtencién de buenos resultados. Por consiguiente los experimentos

son obtenidos en condiciones muy similares a su medio biolégico.

Como ya se comentd, para elucidar la estructura de una proteina de bajo peso

molecular (<5KDa) es necesario efectuar los siguientes experimentos:

COSY (Correlation Spectroscopy)

Los espectros COSY son experimentos en dos dimensiones. Se realizan aplicando
una secuencia de pulsos determinada por 90°%-t;-90°. El analisis de este espectro muestra
correlaciones homonucleares ('"H-'H, '*C-°C, 'F-'°F) de nucleos acoplados de forma
escalar a dos o tres enlaces de distancia.""

En un espectro COSY es posible observar dos tipos de seflales. Unas forman una
diagonal, donde cada seiial que la compone corresponde al desplazamiento de un mismo

nucleo en los dos ejes'®

, su desplazamiento tiene las coordenadas (8H,, 8Ha). Las otras
sefiales son las que aparecen fuera de la diagonal, corresponden al acoplamiento de dos

nucleos diferentes, las coordenadas de esta correlacién se simbolizan (8H,, 86Hg) figura 3.1.

5Hua, 8Huc

©

HC
8Hua. 8Hia

© @ ©
®

HA

Fig. 3.1 Repr ion de las sefiales generadas en un espectro COSY.!"Y
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TOCSY (Total Correlation Spectroscopy)

Al igual que el COSY, es un experimento en dos dimensiones de correlacién
homonuclear. Se llevan a cabo mediante una secuencia de pulsos determinada por 90°-t;-
bloqueo de espin. La informacién que se puede extraer del andlisis de este espectro es el
acoplamiento escalar entre nicleos hasta siete enlaces de distancia cuando los nicleo

involucrados est4n acoplados.!'"

Los espectros TOCSY exhiben también una diagonal que podemos interpretar como
seflales que se observan en espectros de una dimensién. Las seifiales fuera de la diagonal
muestran la correlacion entre dos micleos acoplados de forma escalar. En este experimento
se observan ademds de las seilales TOCSY, correlaciones observables en los espectros
COSY (figura 3.2).('%

I: Alanine (Ale. A) Agx
e e
' = .
o0
HN-C-N
an
un
835 —
Fig. 3.2 Repr ion del espectro TOCSY de una Alanina, las sefiales en forma de circulo ¢ son
también observables en un experi COSY (acoplami. a tres enl de di: ia), el rombo o
corresponde a un acoplamiento a cuatro enl. de di ia y s6lo se observa en espectros TOCSY.""

NOESY (Nuclear Overhauser Enhancement Spectroscopy)

Es una aplicacion del Efecto Nuclear Overhauser, €l cual se tratard con mayor
detalle en el anexo 1. Los espectros NOESY son experimentos en dos dimensiones. Se
efectua aplicando la siguiente secuencia de pulsos 90°-1;-90° t,- 90° su anilisis es
determinante para la elucidacion de cualquier proteina, ya que permite identificar

correlaciones (‘H - 'H) a través del espacio a una distancia menor de 5A.
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Al igual que en los espectros COSY y TOCSY, se observan seilales que forman una
diagonal y que corresponden al desplazamiento quimico de cada nicleo. Las seilales fuera
de la diagonal son generadas por el acoplamiento entre nicleos que se acoplan de forma
dipolar, la intensidad de cada sefial es proporcional a la distancia relativa entre los dos

nucleos.
3.2.2 Asignacién de los Sistemas de Espin

Los residuos que componen a una proteina poseen niicleos magnéticos ('H) que
correlacionan con otros a través de los enlaces (‘H-'H), dichas correlaciones son

identificadas por espectros bidimensionales COSY y TOCSY.!'?

La identificacién de todas estas correlaciones en un residuo constituye lo que
llamamos un sistema de espin. De los 20 aminoicidos encontrados en la naturaleza s6lo
algunos muestran un sistema de espin inequivoco (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.!"¥
3.2.3 Asignacién Secuencial de los Sistemas de Espin

Una vez que los sistemas de espin se han localizado, 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 proteina, esto se logra encontrando sefiales que

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

Para ello, los espectros NOESY muestran acoplamientos ('H-'H) entre sistemas de
espin adyacentes en la secuencia, estos son Hoy-HNj+1, HNi-HN;,; y en algunos casos Hf3;-
HN;+1. La interpretacion de estas sefiales nos lleva a asignar de forma secuencial los
sistemas y por consiguiente a diferenciar entre sistemas de espin semejantes, es por ello que
en miltiples ocasiones se debe recurrir a la secuencia primaria y asignar a los sistemas de

espin con un patrén semejante al aminoécido correspondiente./'®
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3.2.4 Identificacién de los Elementos Regulares de Estructura Sccundaria.

Una proteina puede poseer varios tipos de estructuras secundarias, la a-hélice, la
hoja B y los giros, en todos los casos la estabilidad de la estructura esta dada por la
formacién de puentes de hidrogeno entre el oxigeno del carbonilo (CO) de un residuo con
el protén de la amida (HN) de otro residuo, en una a-hélice ocurre entre CO~HN+v y en
una a—hélice de tipo 330 entre CO~HN;.3, mientras que en una hoja § los puentes se forman

entre dos hebras paralelas o antiparalelas entre aminoacidos muy separados.!'?

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

protones cuando est4 presente algin tipo de estructura secundaria.t'¥

D:"',' cia a-hélice gl Hélice 3, I . Wojap i\ Hoja p Gires

am I . .. | tmperslels ||  parslcls
l_ j d'fi'.'t‘_(:'_!).._—,l B Ir 27 !I 2 ll' 28 _ I 28 ]
,,,,, dwwd || 2200 [ 2225 [ 2220 [ 2329 || 2209 ]
[ dwwGd | 3od [ oad [ 2427 [ e || aess |
| duann G, i+1) WI 35 ‘L 34 I B 1:2 _j . 22 I 34 ]
[ dinvam G, i+1) j| 2.28 r 26 ‘l‘ _,-.4'1- "_ 42 L ’j
[ GwemGien) )| 2s3e | w30 Y saaz a4 | sl

IO I D R | ]
I B "

__du.,.m;(l, i+3) J Mo ll B Il - ir o 3142 ,_]
|7 dyians G, i+3) I 2544 ‘I 3151 7 “ B | )
I N
L dwew@d ) = = |
eeGd [ T e ]

Tabla 3.1 Distancia '"H-'H en A cuando se tiene presente alguna estructura daria en una proteina.”?
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La intensidad de las sefiales observadas en los espectros NOESY pueden ser
transformadas a una distancia entre dos nicleos, por lo que su andlisis nos da la
informacién de la estructura secundaria presente. Por ejemplo, en una a-hélice las
distancias entre Hoy-HNi+y es de 3.5 A, mientras que una hoja $ es de 2.2 A. Entre los
niicleos HN;-HNy, se tiene una distancia de 4.3 A para una hoja B y 2.8 A para una

a—hélice.

El desplazamiento quimico de los Ha esta 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 proteina es utilizando la técnica de indice de
protén (Tabla 3.2).¢9

[[_ Residuo "|[ sHa@pm) | Residuo {  8Ha(ppm) |
. Ala__ ][ _435%0.1 [ Met | 452z0.0 ]
[ Cys [ __465x0.1_ [~ Asn [ _ 475¢0.1 ]
I_____Asp__ . _47%=x01 |[ ~ Pro | a4azo0a ]
{ Glu L _429%0.1 il Gl [ _ 43701 ]
[ Phe [__4d66x0.1 | Arg [ 438201 ]
Gy M __ 397201 I[ " ser [ 4s0£01 |
[ His ][ _463x0a1 |[  Thr B 435%0.1 |
L Me L. 395=0.1_ [ val {39501 _ |
[ " Lys 1 a36%x0.1 | Trp | 470x0.1 |
[T Lew [ 4a7x0a i Tyr [ 460x01 ]

Ya identificados y asignados los residuos, se compara el desplazamiento quimico de
(16)

los Ha con los valores de la tabla 3.2. y se construye una gréfica con los siguiente datos:
> Si el desplazamiento quimico del Ha es 0.1 partes por millén (ppm) menor que el
mostrado en la tabla se le asigna un valor de —1 a ese residuo.
> Si el desplazamiento quimico 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 quimico 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 mas de cuatro residuos consecutivos con un indice de protén de —~1
se dice que estos residuos estan formando una a-hélice, si tres 0 mas residuos consecutivo
tiene un indice de protén de +1, estos residuos se encuentran formando una hoja B y si

tienen un valor de cero se dice que estos residuos no poseen una estructura secundaria
definida.'®

3.2.5 Identificacion de las Correlaciones de Larga Distancia

Las proteinas tienden a mostrar una estructura compacta, por lo que dos residuos
muy separados en la 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.®®

Las sefiales NOE a larga distancia son aquellas que correlacionan dos protones de
residuos separados al menos por 5 aminoacidos. Estas correlaciones son restricciones
espaciales entre nucleos, la intensidad de las sefiales corresponden a la distancia entre dos

niicleos, por lo que es necesario transformar estas sefiales a parametros de distancia.!'»

Entre mayor numero de sefiales NOE de larga distancia se tengan, mayor es la
informacion sobre el plegamiento de la molécula y los cilculos de dinamica molecular

tenderdn a converger a una estructura definida mas facilmente.'?

3.2.6 Cilculos Moleculares de la Estructura y Refinamiento

Los pasos finales para elucidar la estructura de una proteina por RMN son los
cdlculos moleculares y la etapa de refinamiento. Este desarrollo es ciclico, ya que se
requiere revisar cada uno de los cdlculos 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 calculos convergen a

una estructura de minima energia y sin violaciones.
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Los cédlculos moleculares traducen toda la informacién obtenida del analisis de los
espectros en un modelo. Estos calculos se basan en parametros de distancia entre protones
(geometria de las distancias) y conformacién molecular (dinamica molecular). La
geometria de las distancias construye estructuras a partir de distancias intramoleculares y
éngulos de torsion. La geometria de las distancias involucra diferentes fases, la generacion
de la matriz de las distancias de los enlaces, refinamiento de las distancias de los enlace,
generacién de distancias de prueba, fijacién y optimizacion.t!3

Una vez que una proteina es calculada por geometria de las distancias, los célculos
deben ser refinados mediante la minimizacién de energia o de dinAmica molecular. Estos
cdlculos contemplan las interacciones entre atomos no enlazados, tales como fuerzas de

Van der Walls, atracciones electrostaticas y conformaciones estéricas.!'”

Los célculos finales son la suma de multiples restricciones de distancias obtenidas
de los espectros, de puentes de hidrogeno, de constantes de acoplamiento, distancias entre
enlaces covalentes, dngulos de enlace, geometria de anillos arométicos y traslape en los

radios de Van der Walls entre 4tomos no enlazados.
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4.1 Determinacién Estructural de la Cobatoxina |

La Cobatoxina I, fue extraida del veneno del alacrdn mexicano Centruroides noxius,
su aislamiento, secuenciacién y pruebas de toxicidad se realizaron en el Instituto de
Biotecnologia de la UNAM en Cuernavaca, Morelos, a cargo del Dr. Lourival Possani y su

grupo de trabajo.”

Los estudios quimicos 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 27 y

Cys 12- Cys 29) y posee la siguiente secuencia primaria:
CoTX1: AVCVY® RTCDK ' DCKRR'® GYRSG?’ KCINN* ACKCY*’PY

4.1.1 Obtencidén de los Experimentos de RMN

Se obtuvieron aproximadamente 100 pg de la Cobatoxina I 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 colaboracién
de la Dra. Muriel Delepierre. El equipo empleado es un Varian Unit Plus 500 con las

siguientes condiciones:

Se utilizé un “nanoprobe” de dos nicleos de deteccidn indirecta. Los experimentos
se realizaron en 90% H,O y 10% D,O

Frecuencia del espectrémetro: 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)°C 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
Quimica donde se realiz6 la conversion y procesamiento de los datos. Los archivos fid
transformados a espectros

generados por el equipo Varian pueden ser

multidimensionales mediante el programa NMRPipe®® (figura 4.1).
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Fig. 4.1 Espectro TOCSY de la Cobatoxina I obtenido a 35°C
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Para manejar de forma adecuada los espectros se utilizo el programa XEASY?", Este
programa permite asignar cada una de las sefiales presentes en los espectros
multidimensionales, medir con buena precision los desplazamientos quimicos, visualizar
los sistemas de espin, identificar y asignar correlaciones a corta y larga distancia e integrar
la intensidad de las seiiales.

4.1.2 Asignacién de los Sistemas de Espin

Como ya se comentd, un sistemas de espin estdi conformado por todas las
correlaciones escalares entre protones intrarresiduo. Aminodcidos como la lisina, arginina e
isoleucina presentes en la Cobatoxina I, tienen protones separados hasta por sicte enlaces de
distancia (correlaciones HN-HS3). Con los espectros TOCSY fue posible observar en la

mayoria de los casos estas correlaciones.

Para localizar los sistemas de espin se requirié de un andlisis detenido de todas las
sefiales de correlacidn intrarresiduo. Los sistemas se construyeron dividiendo de forma
imaginaria los espectros en: 1) la region de HN y arométicos, 2) la region de los Ha y 3) la
regién de los alifaticos. Posteriormente se localizé 1a conexion entre estas regiones (sefiales
fuera de la diagonal). Por ejemplo, la valina (figura 4.2) la cual muestra un sistema de espin
caracteristico, se observo en su desplazamiento quimico de HN; la conexién con su protén
alfa (8un,S1a) ¥y la conexidén con los protones alifaticos (8im,OHp) ¥ (Onn.Ouy). Ademas se
observaron las correlaciones entre Ha y alifaticos (811a,91p) ¥ (S1a.81y) y entre los mismos

alifiticos (8up,81y). Todas estas sefiales de correlacion confirman la presencia de este
aminodécido.

Hasta este momento, no es posible decir mucho de aquellos sistemas con un patrén
semejante; pero con el apoyo de la secuencia, se puede tener idea de que aminoacidos
encajan con estos sistemas. Por ejemplo, el espectro TOCSY mostré 15 sistemas de espin
muy semejantes, al observar la estructura primaria, se concluy6 que los sistemas pueden ser
de Cys, Asn, Ser, Tyr o Asp, mientras que los sistemas de glicina, valina y prolina al

mostrar un patrén inequivoco fueron identificados rapidamente.
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Fig. 4.2 Sistema de espin de una Valina, donde se observan todas las correlaciones a través de
incluso es posible diferenciar entre los dos metilos unidos al carbono f (espectro TOCSY)
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El espectro TOCSY obtenido a 35°C mostré en el mismo desplazamiento quimico
de HN un traslape de sefiales. Para comprobar que se trataba de dos sistemas diferentes se
sobrepuso el espectro TOCSY obtenido a 25°C y se observé que el desplazamiento quimico
de un conjunto de seflales que aparecian en el mismo desplazamiento se modificé
ligeramente, mientras que otras pricticamente no cambiaron. Este andlisis confirmé la

presencia de dos sistemas diferentes, pero con el mismo desplazamiento quimico de HN a
35°C.

4.1.3 Sccuenciacién y Asignacién Total de los Sistemas de Espin

La secuenciacion de los sistemas de espin se obtuvo de andlisis del espectro
NOESY. Para ello, se localizaron y asignaron las sefiales de correlacién entre residuos
adyacentes Ho-HN;+y y HNi-HN;,y, (Figura 4.3). Para observar de forma secuencial los
sistemas, el espectro se dividié en franjas. Cada franja corresponde al desplazamiento
quimico del HN y sus correlaciones intrarresiduo. Las sefiales observadas solo en los
espectros NOE conectan las franjas. Entre la residuos 15 al 18 no se encontraron estas

correlaciones, pero se encontraron conexiones entre las cadenas aliféticas.

HNrHN,.s v

Fig. 4.3 Correlaciones observadas en los espectros NOESY que elucidan la iacidn de los
sistemas de espin.

Para determinar por nombre y niimero cada sistema de espin fue necesario localizar
dentro de la secuencia de los sistemas aquellos que muestran un patrén inequivoco. De esta
forma, fue posible conocer quienes son los sistemas adyacentes a estos residuos, esto
permitié identificar por nombre cada una de las seiiales mostradas en los espectros TOCSY
(figura 4.4) y las correlaciones NOE. Es por ello que resulté imprescindible contar con la
estructura primaria, de otra forma no es posible nombrar con precisién todos los sistemas y

por tanto las correlaciones dipolares entre residuos.
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Fig 4.4 Sistemas de espin de a) lisina 10 y b) tirosina 5 los cuales forman parte de una a-
hélice.(espectro TOCSY a 35°C)

4.1.4 Determinacion de la Estructura Secundaria

Los elementos regulares de estructura secundaria fueron identificados localizando y
cuantificando la intensidad de las sefiales caracteristicas: Hoj=HN;.1, HNi-HNiy y Hoy-
Hoyey, para una hoja B;y, HN;-HN;,, Ho-HNiy3 y Hoy-HBj.3 para una a-hélice. Fue
necesario transformar la intensidad de estas sefiales en parametros de distancia y

compararlos con la valores de la tabla 3.1

Ademids se utilizd el método de indice de protén, para ello se observé el
desplazamiento quimico de los Ha de cada uno de los sistemas ya secuenciados, se
compar6 con los desplazamientos quimicos mostrados en la tabla 3.2 con estos datos se
construyd el grafico 4.1.
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4 . £ . )
Grafico de Indice de Protén

-1.5
Residuo

Grafico 4.1 Determinacion de las estructuras regulares pr en la Cob, ina medi. el
método de indice de protén. Se observa una a-hélice entre los residuos 5-14 y una hoja f3 de dos hebras entre

los residuos 19 al 23 y 27 al 32.

Los desplazamientos quimicos de los Ho entre los residuos 5 al 8 y 10 al 14

mueslran un comportamxento caracteristico de una a-hélice, aunque el residuo 9 no muestra

‘un desplaza.mlento qufmlco caracteristico de esta estructura regular es posnble que el

‘resxduo penenezca a la a-hélice que comprende por tanto los residuos S al 14 (ﬁgura 4. 3a) ’
1Los re5|duos 19 al 23 y 27 al 32 se tiene una hoja p de dos hebras (figura 4.3b), la cercania

B entre los residuos indica que estas hebras son antiparalelas.

a) b)

Fig. 4.3 Elementos regulares de estructuras darias pr en la Cob ina l. a) Una a-
hélice presente entre los residuos 5 al 14 y b} una hoja 8 antiparalela de dos hebras entre los residuos 19 al

23y 27 al 32. La visualizacion de estas estructuras se realizé con el programa MolMol.?!
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4.1.5 Corrclaciones a Larga Distancia

Una vez identificados los elementos regulares, se localizaron las correlaciones a
larga distancia, estas sefiales son restricciones que construyen la estructura tridimensional
de la proteina. Las seflales NOE a larga distancia correlacionan dos protones separados al
menos por 5 residuos de distancia, como ya se coment6, la intensidad de cada sefial es

proporcional a una distancia relativa entre dos niicleos menor a SA.

Se integraron las sefiales por medio del programa peakint que se encuentra dentro de
XEASY y luego se tradujeron en distancias mediante el programa Caliba. Se utilizé un
patrén de referencia el cual fue una seilal bien definida de correlacion Hai-HN;+q que se

encontré dentro de la a-hélice y se le asigné una distancia de 3.5A.

Las correlaciones a larga distancia fijaron la estructura tridimensional de la toxina.
Sin embargo, no se logré una buena definicion en algunas regiones de la estructura debido a

las pocas sefiales NOE que se encontraron.

4.1.6 Cilculos Moleculares y Modelacién

Los calculos moleculares se realizaron con el programa CNS®? (Cristalographics
and Nuclear Magnetic Resonance System). A este programa se le almacené la informacién
conocida de la Cobatoxina I, secuencia, puentes de hidrégeno, puentes disulfuro, dngulos
diedro y las restricciones encontradas por anilisis de los espectros NOESY (previamente
convertidas a distancias). El proceso fue iterativo, ya que en muchas ocasiones se
encontraron seilales ambiguas. Esto requiri6 realizar los calculos con y sin estas seiiales,
observar los cambios de energias y las violaciones hasta determinar con precisiéon las
correlaciones a las que corresponde cada sefial del espectro. El proceso de refinamiento
terminé cuando se asignaron de forma inequivoca la mayoria de las correlaciones a larga
distancia.
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"‘uulxzé el p""b_;grama MOLMOL (MOLecuIes display & MOLecules procesing)®", Ia figura

' 4. 4 muestra la sobreposncnén de las’ 10 estructuras de menor energia, se observa que en

"_algunas partes ‘dé'la’ estructura no exlste convergencia sobre todo en los extremos inicial y

,,ﬁnal de la cadena pepudlca EI'RSMD (raiz cuadrada de la desviacién medxa estdndar) para

_ftoda la estructura es de 1.732, este valor es alto debido a la’ movxhdad que presentan las

.eslrucluras en las reglones de no convergencia y en los grupos R de los resnduos.

Fig. 4.4 Sabrepns:c:dn de las 10 estructuras de menor energla, su- RSMD es de l 732 deblda al .- :

movilidad que pre.wnlan las estructuras en los extremos inicial y final decadena y sus grupas R

La ﬁgura‘4v5 muestra Ia representacxon del esqueleto de Ia Cobatoxma [yla
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- Fig. 4.5 Modelo tridi jonal de la Cab ina 1 generado por el programa MOLAMOL®PY
a)Esqueleto (cadena peptidica) y b)Modelo de listones.
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: ;'negauvas por la pr encla d‘_ do Aspartato La'ﬁgura 4.6 muestra la superficie de potencial
- para Ia molecula de menor energia, la parte de color azul indica un densidad de carga
posmva, lasv zonas -de color rojo indican densidad de carga negativa y la zona blanca

pénenecc a la parte hidrofébica.

Fig.4.6 Cdlculo de superficies de potencial de la Cob inal
4.1.7 Comparacién de la Cobatoxina I con otras Toxinas K ch

La Cobatoxina I al igual que otras toxinas K, son. blocjuéado'ras‘ sélectivaé de los

canales de potasio, responden a cambios especxﬁcos de vohaje en la membrana ocluyendo

¢l poro del canal por el lado externo. MDA contmuaclén se presenta una breve comparaclén

entre la secuencia, la estructura y las superﬁcxes,de potencxal de toxinas K de diferentes

alacranes.

Las toxmas Pi n Laknbiéxi toxinas K, todas mostraron ser

activas al bloqueo d _x@rﬂjeronr de alacranes de diferentes

! Vreglones Posee
: »,ChTX todas contlen
’ dxsulfuro E :

Cdﬁéioxina I. A excepcion de la toxina

es muy semejantes formando tres puentes
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’ Ayg'\'/y?”k'rgoxm DCKRR'® GYRSG?® KCINN?® ACKCY™ PY
STISCT® NPKQC'® YPHCK!® KETGY?® PNAKC?® MNRKCY KCFRG
'AgTX2: GVPIN® VSCTG!® SPOCI'® KPCKD® AGMRE?® GKCMN’® RKCHC™ TPK

; ch;xé""' XFTNV5 SCTTS!® KEXWS'® VCORL®® HNTSR? GKCMN' KKXRC® YS

“"La figura 4.7 muestra una comparacién de la estructura tridimensional de:estas

- toxinas, se observa que la Cobatoxina [ (a) posee los mismos elementos regulafes que Pitx-
Ka (b) y AgTX2 (c). Aunque esta ultima toxina presenta una hoja 8 de tres hebras. La

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

es semejante a las estructuras anteriores.

Fig. 4.7 Comparacién de la esiructura tridimensional de diferentes toxinas K. a)CoTX1, b)Pitx-Ka,

S)AgTN2 y ¢) ChTX (modelo de listones)
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Lu ﬁgura 4. uestra na compa c16n ‘de las superficies de potencial entre estas

toxmas, se observa que las estructuras poseen reglones con carga negativa y principalmente
con carga posmvu debido a la presencm de aminodcidos como Arginina R, Lisina K ¢
Histidina H, por lo que todas estas toxinas poseen una carga neta positiva, esto resulta

légico ya que dichas toxinas deben ser eléctricamente similares al potasio.

Fig. 4.8 Comparacion de las superficies de potencial de diferentes toxinas K. a)CoTX1, b) Pitx-Ka,
) AgTX2 y ¢) ChTX (modelo de listones)
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7o

4.2 Determinacién Estructural del Decapéptido TCMDTPQMCY

El decapéptido TCMDTPQMCY, quien de ahora en adelante sera llamado tnicamente
decapéptido fue proporcionado por la Dra. Adela Rodriguez Romero y su grupo de trabajo.

Como ya se comentd, el decapéptido posee la siguiente secuencia:
Thr-Cys-Met-Asp-Thr*-Pro-Gln-Met-Cys-Tyr'®

donde los residuos Cys 2 y Cys 9 forman un puente disulfuro.
4.2.1 Obtencién de los Experimentos de RMN

Los experimentos de RMN se realizaron en el laboratorio de Resonancia Magnética
Nuclear de la Universidad Auténoma Metropolitana (UAM) en un equipo BRUKER AMX
500, la frecuencia de espectrometro 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:

> COSY: se realizaron dos experimentos en 90% H>0/10% D,0 y dos experimentos
con 100% de DO ambos con un ni = 256

> TOCSY: se realizaron dos experimentos en 90% H,0/10% D20 y dos experimentos
con 100% de D,0O ambos con un ni = 256

> ROESY: se realizaron dos experimentos en 90% H>0/10% D20 y dos experimentos
con 100% de D0 ambos con un ni = 256

Los experimentos se procesaron con el programa NMRPipe?® utilizando como
interfase grafica NMRDraw. El macro de conversi6n fue corrido con 512 puntos para cada
dimensién ya que no se necesité de una gran resolucién de las sefiales. Cabe mencionar la
gran dificultad que se tuvo durante el procesamiento de estos datos debido a la poca
experiencia en ¢l manejo de datos de los equipos Bruker. Esto requirié una exhaustiva
revisién sobre la adquisicién de los datos y su transformaci6n al formato NMRPipe (ver

anexos).
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Los espectros generados se transformaron a un formato que reconoce el programa
XEASY®! (figura 4.9), ya que este ultimo permite un gran manipulacién de los espectros
multidimensionales. La estrategia que se siguié para la asignacién de cada una de las

seftales y su posterior interpretacion es analoga a la ya comentada en la caracterizacién de

la Cobatoxina.
8.00

1

4.00

1.00 - L 1.00
2004 4 2,00
' .l ¥ti )
3004 " f L 3.00
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! .00
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Figura 4.9 Espectro ROESY generado por XEASY del decapéptido, las sefiales mds i se deben

a la presencia de agua.
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Se encontraron los 10 S|stemas de espm. Se agruparon de acuerdo a su similitud y se

asxgnaron aqucllos quc resultaron mequnvocos A pesar de tratarse de so6lo 10 residuos se

o observa un traslape de senales en los NH de los aminoécidos 1 y 2, el cual fue resuelto

‘ facxlmente al enconlrar las correlacnones intrarresiduo de cada sistema.

La asxgnacufm secuencml de todos los sistemas se logré identificando las seﬁalcs de
3 correlacxon entre “sistemas adyacentes (Hoy, HNiy y HN;, HNy), postenormemc se
'euquetaron por numero y residuo, de esta forma se logré un amplio conocnmlemo de las

seﬁales de correlac1én (f gura 4.10).

Bt “'4;2‘.3 o Dictcrﬁxinaéidn dela Estructura Tridimensional

El grafco 4. 2 de mdlce de protén,!'® y las sefiales de correlacién a corto alcance’
muestran que no existen elementos regulares de estructura secundaria en el decapéptido,
recordemos que para que exista una o-hélice o una hoja 3 deben existir al menos 3 residuos

adyacentes con un mismo indice.

r indice de Protén del Decapétido

0.5

-1

s 0 v -~ v -

- Thr Cys[ Met  Asp Thr P Gln
-0.5

Residuo

Grafico 4.2 Indice de protén del decapéptido
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Fig. 4.10 (Espectro ROESY 90% Hy0/10% D;0 )Ord i ! de los si: de espin, las

)

Jranjas corresp a los despl, de HN para cada residuo y sus correlaci no se observa la

Prolina 6, los residuos 1 y 2 tienen su HN en el mismo desplazamiento, sin embargo, se pueden diferenciar
por sus correlaciones..
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Exp

Ya encontradas todas las sefiales NOE de correlacion a corta y larga distancia se
transformaron las intensidades de cada una de ellas a distancias relativas entre dos protones.
Cada correlacién se transformé en restricciones de distancia entre dos protones para cada
seiial. Al igual que la Cobatoxina los célculos de dinamica molecular fueron generados por
el programa CNS (Cristalographics and Nuclear Magnetic Resonance System). Las
restricciones con las que se desarrolld el cdlculo fueron puentes de hidrégeno, puentes
disulfuro, restricciones NOE y constantes de acoplamiento a tres enlaces de distancia *J
(HN-Ho).

La figura 4.11 exhibe las ocho estructuras de menor energia. Las estructuras
muestran que los cdlculos 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 cisteina 2 y la
cisteina 9 y las correlaciones a larga distancia entre Treonina 1 y la Metionina 8, compactan

la estructura. Entre los residuos 5 al 10 no se tiene una estructura secundaria definida.

b)

Fig. 4.11 Modelos generado por el programa CNS y visualizados con el programa MOLMOL™ del

decapéptido: a)Cade péptidi de las ocho estructuras de menor energla. b)Modelo de listones de la
molécula de menor energia.
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3 ) pépudoen su eSti'uctLikzi:pfimafia posee s6lo un aminoacido (Aspartato) con
i’ "carga,.kla's gélcﬁlds'de superficie (figura 4.12) muestran que el decapéptido posee dos cargas
' ;né‘ghti'\)as' (fojo) debidas al Aspartato y al carboxilo terminal (R-COQ") de la Tirosina, La

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

Fig. 4.12 Calculos de superficies de potencial, a) La Thr 1 (azul) y Asp 4 (rojo), la parte de color

blanco corresponde a las region hidrofébica, b) la regidn roja de superior corresponde a la Tyr 10.
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Conclusiones

Conclusiones

Cobatoxina I

v" La Cobatoxina 1 presenta elementos regulares de estructura secundaria donde se
observa una a-hélice entre los residuos 5 al 14 y una hoja B antiparalela de dos

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

v Los célculos 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.

v La comparacion estructural de las toxinas K provenientes de diferentes alacranes,
muestra en la mayoria de los casos, la presencia de una a-hélice y una hoja . Los
cdlculos 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.
Decapéptido TCMDTPQMCTY

v La estructura tridimensional del decapéptido TCMDTPQMCTY exhibe un giro

entre los residuos 1 al 4

v 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 ('H-

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

En 1965 Anet y Bourn observaron que tanto el nicleo H* como el nacleo H® de la
molécula I, (figura A.1) mostraban un singulete en el espectro de RMN, pero al saturar de
manera selectiva el nicleo H* (igualar las poblaciones en los dos estados energéticos)
observaron que su seiial desaparecia mientras que la de H® se incrementaba en un 45%. La
explicacién a este fenémeno fue dada por A. W. Overhauser y es conocida como Efecto
Nuclear Overhauser (NOE). Para entender el efecto nuclear Overhauser es necesario

conocer un fenémeno involucrado denominado “Relajacién dipolar”,

A B
ci_ H H

Cl

Ci
cl Cl

Figura A.1 Uno de los compuesto con los que Anet y Bourn demostraron el acoplamiento dipolar.

A.l1 Relajacién Dipolar de los Nucleos.

Una vez que un conjunto de micleos son sometidos a un pulso de radiofrecuencia
tienden a relajarse por dos procesos: 1) En la direccién del campo aplicado, relajacién
longitudinal (spin-lattice) determinada por el tiempo T, 2) Perpendicular a la direccion del
campo, relajacion transversal (spin-spin) observada en el tiempo T,. Una de las
contribuciones mas importantes a la relajacién longitudinal es la relajacion dipolar.“o)

La velocidad o la eficiencia de la relajacion 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 nicleos involucrados rag, b) el tiempo efectivo de correlacion, T3 y ) de
la naturaleza de los nicleos. Las sefiales NOE son una medida de la fuerza de interaccién
dipolo-dipolo entre dos espines, por lo cual dependen de las distancias interatdmicas y los

tiempos de correlacion.('?
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A.1.2 Relajacién Dipolar en un Sistema de dos Espines

Para ejemplificar la relajacion dipolar consideremos un sistema de dos nucleos, los
cuales no presentan acoplamiento escalar (Jop=0). La figura A.2 muestra una distribucién
de espines en equilibrio. Las transiciones entre los niveles aa < Pa y aff & B
corresponde a la relajaciéon de nicleo A, mientras que el nicleo B presenta las transiciones
de relajacién aa <> af y Ba <> BB. Todas estas transiciones son simple cuantica y, por

tanto, son observables.®

Ademas de las transiciones ya comentadas existen otras dos rutas alternas de
relajacién, conocidas como relajacion cruzada (cross relaxation). La transicién aa <>
es considerada doble cuéntica, mientras que la transicion af} <> Ba es cero cuantica. En
estas rutas los nicleos A y B se relajan al mismo tiempo, ambas son considerados no

permitidas por tener un Am =% 2 y Am = 0, respectivamente.®

Figura A.2 Sistema de dos niicleos en un estado basal'”

Al igual que los experimentos de Anet y Bourn, este sistema de dos nicleos
mostrard en un espectro de RMN dos singuletes ya que no existe acoplamiento escalar entre
ellos. Sus desplazamientos quimicos dependen del ambiente magnético que los rodea y la
intensidad de las sefiales son funcién de la diferencia poblacional entre los niveles
energéticos. Por ejemplo, como se observa en la figura A.2 tanto para el nicleo A como
para el nicleo B se tiene una diferencia poblacional entre sus niveles energéticos

equivalentes por lo que ambas sefiales tendran la misma intensidad.’”
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A.1.3 ;Como Ocurre el NOE?

La figura A.3a muestra un sistema de dos nucleos en los cuales sélo se tiene
acoplamiento dipolar. Se encuentran en estado basal dentro de un campo magnético
externo. Si se irradia selectivamente el nicleo A (figura A.3b) de tal forma que sus niveles
energéticos tengan igualdad de poblacion, su sefial desaparecera sin modificar la diferencia
poblacional de la transicién del nicleo B. Sin embargo, durante la relajacién (relajacion
longitudinal) los nucleos 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).1®

Al comparar ahora la diferencia poblacional entre los niveles aa y BB con respecto
al estado fundamental (figura A.3a con A.3b) se observa que existe una diferencia
poblacional menor (Apna=4 a Ax=3). Si el proceso dominante es la transicion doble
cuéntica la sefial de nicleo B se incrementara en un 25% (NOE positivo), sin embargo, si el
proceso dominante es la transicién cero cuantica fa a aff se observa que la diferencia
poblacional con respecto al estado fundamenta aumenta (Apna=0 a Agy=2), por que la seilal
de nacleo B se reducird en un 50% (NOE negan‘vo).("”

Saturacion del
micleo A

Relajacién
longitudinal
—_—

Figura A.3 Esquema general de efecto nuclear Overhauser a) estado fundamental, b) después de la saturacidn
del niicleo A y c) relajacidn de los niicleos. /%
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La presencia de “NOE’s” positivos o negativos dependera de la relajacion que
predomine. En general, en moléculas pequeiias con tiempos de correlacién cortos la
transicién predominante es la doble cuintica y su efecto resultante es un NOE positivo,
mientras que en macromoléculas con largos tiempos de correlacion la transicién
predominante es la cero cudntica. La sefial NOE esta fuertemente influenciada por el campo
magnético externo, por ejemplo en espectrémetros con un alto campo magnético se

)

observard cominmente “NOE’s
10

negativos debido al gran desdoblamiento de los niveles

energéticos.
A.l1 4 NOESY (Nuclear Overhauser Enhancement Spectroscopy)

Los experimentos NOESY 2D son una valiosa aplicacién del efecto nuclear
Overhauser. Para su adquisicion se necesita aplicar una secuencia de pulsos caracteristica:
(90°-4,-90°-7,,,x-90°-¢; ). La figura A.4 representa un experimento NOESY, En ¢l se
observan dos nicleos acoplados unicamente de forma dipolar y representados por sus
vectores de magnetizacion Mo. Antes de aplicar el primer pulso de 90° ambos vectores de
magnetizacién 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 (v4 y vp) durante el tiempo t; (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 (tnix) los espines
intercambian informacion (transferencia de magnetizacién) por medio de una relajacion
cruzada (cross relaxation) (figura A.4e). La informacién que se adquirié en el proceso
inmediato anterior se convierte en observable con el Gltimo pulso de 90° en t, (figura A.4f).
Este intercambio de informacién genera una sefial cuya intensidad es proporcional a la
distancia entre estos dos nicleos.!'?

En un espectro NOESY se observa una diagonal que corresponde al desplazamiento
quimico de cada uno nicleos, esto es como si se observara un experimento unidimensional,
pero inclinado, las sefiales fuera de la diagonal (cross peaks) son el resultado del

intercambio de magnetizacion entre dos nicleos como se mencioné en ejemplo anterior.
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Algunas seilales que se observan fucra de la diagonal son también observables en
experimentos COSY y TOCSY. Dichas sefiales no proporcionan informacion adicional a la
que se tiene del andlisis de estos espectros. Las seflales que proporcionan gran informacion
en los espectros NOESY son aquellas que surgen tnicamente de la interaccion dipolar entre

dos niicleos.

9¢° i

r——

S

X %
FA
90° T
~tllf———e ~iff——
Y
X X

Figura A.4 Esquema del experimento NOESY"”

9

La sefiales NOE son generadas por la transferencia de magnetizacién via dipolar de
dos niicleos que se encuentran a una distancia menor a 5A, por lo tanto su eficiencia

depende de Ja distancia entre los nucleos y se encuentra dada por la ecuacién:!'?
NOE = (1 / r®ap)*tc

donde 1. es tiempo de correlacién (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 sefiales NOE decrecen muy rdpidamente

(1/r% al aumentar la distancia entre los niicleos (I/r"(’).(l R

A.1.5 Difusién de Espin

Como ya se comentd, durante el tiempo de mezclado (tmix) €n un experimento
NOESY, un niucleo adquiere informacién del nicleo con el cual se esti acoplando
dipolarmente. La informacién que se genera puede ser traducida en una distancia entre
nucleos. En una molécula, cada protén en movimiento gencra campos magnéticos
oscilantes como resultado del movimiento molecular. En muchas ocasiones, estos campos
pueden contribuir a la relajacién cruzada del sistema en observacion, este fenémeno se

conoce como difusion de espin.'"

La difusion de espin es un fenémeno que debe evitarse en los experimentos
NOESY. Se observa cuando la transferencia de magnetizacion se da en etapas sucesivas a
través de protones vecinos y sus resultados pueden conducir a las siguientes caracteristicas:
a) generacion de falsas sefiales fuera de la diagonal, producto de la correlacién de dos
nucleos a través de un tercero, por lo que se tiene la apariencia de que correlacionan
directamente, b) cambio de intensidad en las sefiales debida a la influencia de campos

magnéticos vecinos (generalmente se tiene un disminucién en Ia intensidad de la sefial).'"

Una seilal NOE no debe presentar el fenémeno de difusién de espin, por lo que se
sugiere realizar los experimentos con tiempos de mezclado (tmix) muy cortos, de esta forma
se evita la influencia de otros nicleos durante el proceso de relajacién y la intensidad de la

sefial ser tinicamente proporcional a la distancia entre dos nucleos.*"
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Sistemas de espin de los 20 aminoacidos mas comunes. Los rombos corresponde a
correlaciones observadas fnicamente en los espectros TOCSY. Los circulos son
correlaciones entre niicleos a tres enlaces de distancia por lo que son observados tanto en

un experimento COSY como en un experimento TOCSY.
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Anexo 3 XEASY, CNS y MOLMOL

A 3.1 XEASY

XEASY es un programa muy versitil que nos permite manejar espectrosen 2,3 6 4
dimensiones al mismo tiempo y asignar las seilales de correlacion entre protones
especificos. Las seiiales asignadas se almacenan en un archivo, el cual funciona como una
base de datos en la que se guarda la informacién acerca del pico (desplazamientos quimicos
y los numeros de los picos asociados a esta correlacion). El programa genera otra archivo
de datos que asocia cada pico con el tipo de protén asignado (H", H®, HP, H", H®, H").
Cuando se integra el espectro, se asocia a cada una de las seiiales de correlaciéon un
volumen (o drea, dependiendo de si es un espectro en 2D 6 3D) relativo, producto de la

intensidad de las seiiales en el espectro.

A 3.2 Conversiéon de Intensidades a Dist:

Cuando se ha asignado un numero suficiente de seiiales se efectuan célculos de
dindmica molecular de prueba que nos permiten inspeccionar el plegamiento de la proteina
y observar si existen errores en la asignacion (esto lo sabemos porque una correlacién mal
asignada provocard que varias restricciones no se cumplan en el cdlculo de dinidmica
molecular, a las cuales se les llama violacion del calculo), lo que nos obliga a revisar y en
algunos casos a re-interpretar el espectro o continuar con la asignacién de no encontrarse
ninguna violacién. En caso de haber asignado todas (o casi todas) las seiflales del espectro
procedemos al calculo final de la estructura. Para ello necesitamos transformar la
informacién contenida en los archivos generados durante la asignacion (archives de
XEASY) a un formato adecuado que reconoce el programa que efectia los célculos de
dindmica molecular (CNS), el programa que efectia la transformacion de la base de datos
de XEASY al formato que se utilizard en CNS es CALIBA. Para poder cambiar el formato
de los archivos de XEASY (que solo contiene correlaciones entre nimeros) CALIBA
utiliza los siguientes archivos que contienen la informacion adecuada para la

transformacién:

1° /usr/local/xeasy/src.new/ecepp.lib, archivo que contiene las distancias entre &tomos,

dentro de los residuos de aminoacidos;
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2° archivo.seq, este es un archivo que contiene la estructura primaria (secuencia) de la
proteina; debe de estar en formato de tres letras mayusculas seguido por la posicién que
ocupa dicho aminoacido dentro de la secuencia (THR 1 CYS 2 MET 3 ASP4THR 5 ...);

3° archivo.prot, archivo generado en XEASY que contiene la siguiente informacién del
pico: # de pico, desplazamiento quimico en la dimensi6n adecuada, tipo de pico (N, HN,

Halfa, Hbeta, etc.) y residuo al que pertencce;

4° archivo.peaks, archivo de XEASY que contiene los parametros de correlacién y los

volimenes (o 4rea) de la seiial de correlacién NOE;

5° cal.cal, archivo de CALIBA con los parametros de calibracién necesarios para generar el

archivo que se utilizara en los célculos con CNS,

De este proceso se obtiene un archivo con las correlaciones entre tipos de dtomos (p.
¢j., el HN del residuo 34 esta a 3.5 A del HA [alfa] del residuo 70) el cual reconoce CNS
para calcular estructuras, plegando a la proteinas de tal forma que se satisfagan las
distancias obtenidas de los espectros NOESY.

A 33 CNS

CNS puede utilizar una interfasc de red (archivos web manejados desde los
navegadores comunes) para generar los archivos de entrada (archivo.inp) que contienen los
parémetros que el programa necesita para efectuar las tareas requeridas, generando un
archivo de salida (archivo.out) que contiene informacién global de los resultados del

céalculo y archivos que el programa va generando.

Para el célculo de estructuras de proteinas con datos de RMN, CNS necesita de dos
archivos auxiliares: archivo.mtf y archivo_extended.pdb. El archivo mtf contiene
informacién necesaria para el programa CNS y el archivo extended pdb contiene la

estructura totalmente extendida (lineal) de la proteina.
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Para crear uno de los archivos auxiliares, obtenemos de la interfase de red el archivo
de inicio generate_mitfinp, que necesita de un archivo.seq que especifica la estructura
primaria de la proteina. Obtenido el archivo inp, se inicia un cdlculo en CNS de la siguiente
manera:

cns < generate_mtf.inp > generate_mtf.out
el programa creard los archivos generate_mif.out y archivo.mtf.

Con el archivo mtf podemos crear un archivo auxiliar, que contiene la estructura
lineal de la proteina (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 extended.pdb. Este ultimo contiene la estructura lineal.

Para los primeros célculos es mejor comenzar de una estructura con la geometria de
los enlaces adecuados, pero completamente lineal para no influir a una conformacién
predeterminada. En cambio durante el proceso de refinamiento, se puede utilizar célculos

previos de la estructura.

Con los archivos de restricciones (distancias derivadas de NOE, angulos diedros
derivados de constantes de acoplamiento, desplazamiento quimico, puentes de hidrégeno),
obtenidos de la interpretacién de los espectros de RMN e informacién adicional como

puentes de disulfuro, podemos efectuar calculos de la estructura de la proteina.

annealing.inp es el archivo que le indica a CNS que calcule la estructura de la
proteina, 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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Archivo con datos de distancias (obtenidas de los espectros NOESY)

assign (resid # and name H$) (resid # and name H$) dyax din 0.5

# son los aminodcidos que muestran la correlacion;

HS$ son los protones entre los que se presenta la correlacion

dmax Y dmin son las distancias entre los protones, determinadas del experimento NOE (la
distancia minima es de 1.8 A)

0.5 es la incertidumbre de la distancia maxima.

Archivo con datos de puentes de hidrdgeno, responsables de mantener la estructura

secundaria, los puentes de hidrogeno se deducen de la grdfica de indice de proton:

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 aminoécidos entre los que se establece el puente de
hidrégeno; en las a hélices los puentes de hidrégeno se establecen entre el carbonilo de un

aminodcido i y el HN del aminodcido i+4, por lo que #b debe de cumplir con este requisito.

1.95 y 2.90 son las distancias maximas entre los nuacleos seiialados.
0.80 y 1, 40 son las distancias minimas entre los niicleos.

0.35 y 0.40 son los margenes de error.

Archivo con restricciones de dngulo diedr., Estos ayudan en el plegamiento correcto de
los elementos de estructura secundaria; este archivo proporciona los dngulos diedro (¢)

que se forman entre el pl. del residuo #a y el pl del residuo siguiente #b:

Assign (resid #a and name c¢) (resid #b and name n)

(resid #b and name ca) (resid #b and name c) 1.0-57.015.02
1.0 es un parametro que utiliza CNS; 15 es la incertidumbre de dicho éngulo;
~57 es al angulo diedro para una a hélice; 2 es un parametro utilizado por CNS.
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Para calcular las estructuras en CNS utilizamos el comando:
cns < anneal.inp > anneal.out

El resultado de estos calculos es una familia de estructuras de la proteina, cada una
de las estructuras estard en un archivo protein.pdb. La comparaciéon de las estructuras
generadas durante el cdlculo nos permite determinar si existe una correlacién que obligue a

la estructura a plegarse de una manera inadecuada, lo cual produce una violacion al calculo.
A.3.4 MOLMOL

Es un programa que nos facilita la visualizaciéon y anilisis de las estructuras de
proteinas (en formato de archivos.pdb). Permite la sobreposicion de varias estructuras de la
proteina y calcula la dispersion (RMSD) de la estructura global o de diferentes regiones. Es
posible seleccionar atomos y calcular la distancia entre ellos. Ademds realiza célculos de

superficies de potencial.

Para sobreponer, comparar y determinar el RMSD de » estructuras debemos utilizar

los siguientes dos comandos:
SelectAtom “#1-n:x-y and bb’

n es el nimero de estructuras que se quieren comparar (2, S, 10, etc.);
x-y indica qué residuos se quieren comparar (1-10, del 1 al 10, 9-19, del 9 al 19, etc.)

bb indica que sélo tome en cuenta la cadena principal (el esqueleto, backbone).
Fit to_first ‘selected”

con este comando Molmol efectia la sobreposicion de las estructuras en la regién indicada
y muestra la desviacion (RMSD).
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Conversién de Datos Bruker a NMRPipe

El programa de conversién bruk2pipe soporta diferentes datos de formatos digitales
AM 3-byte, AMX 4-byte, y DMX 4-byte. Los parametros—DMX, -AMX o0 ~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 conversién es influenciada por el
DSPFVS y AQ_mod ademids de valores que son especificados durante 1a adquisicién y que

no pueden ser modificados.

A) La conversion bruk2pipe se obtiene por los siguientes pasos:

1. Ejecutar el programa NMRPipe por medio de la ventana grafica NMRDraw.
En el ment del programa ir al Proc y selececionar Converter Bruker.

3. Dentro de la ventana de conversién bruk2pipe, abrir los archivos que el macro de
conversién necesita (informacién generada durante la adquisiciéh 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 .our son generados durante la
conversién.

5. Ejecutar los pardmetros de conversion de datos.

B) Conversién de los archivos NMRPipe a espectros multidimensionales.
Dentro del meni de NMRDraw seleccionar edit macro
Seleccionar Process 2D

Seleccionar los archivos de lectura (generados en el paso 4)

0 ®Na

Se modifican, si es necesario los diferentes pardmetros de procesamiento (SP, ZF,
FT, PS, TP)

10. Ejecutar el macro

11. Modificar de ser necesario, las fases p0y p! 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 conversion de un experimento ROESY
obtenido por digitalizacion DMX.
A) Conversion de los datos de adquisicion de Bruker a NMRPipe
#!/bin/csh

/usr/local/nmrpipe/nmrbin.linux/bruk2pipe -in
/home/ernestol /decapeptido/23/ser -bad 0.0 -ext -swap —-DMX -decim 32 -
dspfvs -1 \

-xN 2048 -yN 512 \
-xT 8954 -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 F1 \
-ndim.. 2 ~aq2D States \

-out /home/ernestol/decapeptldo/23/test fid -verb -ov

sleep 1

B) Macro para la conversién de archivos NMRPipe a un espectro en 2D
#!/bin/csh

Basic 2D Phase-Sensitive Processing:
Cosine-Bells are used in both dimensions.
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.

a-:*:&*-ﬁs

nmrPipe ~in /home/ernestol/decapeptido/23/test.fid \

nmrPipe -fn .SP -off 0.5.-end:1.00 -pow.l'-c-1.0 \
‘'nmrPipe -fn ZF -auto . \
nmrPipe -fn- i f_" ; . SN
nmrPipe -108;00l7di -verb; : N\
nmrPipe - Sl e AT S\
nmrPipe . A
3 N
SON
o \
\
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