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1 Introducción 

Estamos en la era de la investigación biológica. El siglo XX se caracterizó por 

avances tales en las ciencias físicas que obligaron a la reinterpretación de los 

fenómenos naturales. La reestructuración del conocimiento físico, en consecuencia, 

promovió el desarrollo de nuevas concepciones en otras áreas como la química y la 

biología. Ahora, el siglo XXI perfila una era donde es la meta primordial la exploración 

de los sistemas biológicos, desde la perspectiva molecular hasta la ecológica. 

La biología estructural constituye una de las vertientes más importantes de la 

actividad científica moderna. Como un enfoque reciente de exploración de los sistemas 

biológicos, intenta dar respuestas más contundentes, halladas en la forma espacial de 

las moléculas biológicas, a interrogantes como cuál es la naturaleza de las interacciones 

de moléculas durante procesos metabólicos o constitutivos, o cuáles son las vías de 

encuentro de unas con otras, cómo procede estructuralmente la catálisis enzimática y 

muchas otras. 

En los últimos 20 años, la cristalografía ha abierto una puerta al universo de 

análisis de las moléculas esenciales para la vida: los ácidos nucleicos y las proteínas. 

Aunque en sus inicios el campo destinado a la cristalografía era principalmente la 

mineralogía, con el paso del tiempo, sus virtudes analíticas, así como los avances en 

sus técnicas de estudio, han fomentado su utilización en otros campos, como es la 

investigación de las biomoléculas. Desde mediados del siglo XX la determinación de 

estructuras protéicas -como la insulina (Blundell, 1969)- sentó las bases que permitieron 

combatir enfermedades -como la diabetes-; comprender fenómenos fisiológicos, como 

el transporte de oxígeno en la sangre, al resolver las estructuras de la hemoglobina 

(Perutz, 1959) y la mioglobina (Kendrew, 1960) y, desde que se conoció la estructura 

del DNA (Watson, Crick y Franklin, 1953), desarrollar la genética molecular; solo por 

mencionar algunos casos de los más famosos. 

Al dilucidar la estructura de la hemoglobina e interpretar su mecanismo de 

transporte de oxígeno, fue posible no sólo explicar un fenómeno fisiológico muy 

-1-
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importante, sino también reconocer un tipo de regulación de la función proteica 

encontrada en muchas enzimas esenciales en el metabolismo de los organismos, así 

como en otras funciones celulares importantes como es la regulación alostérica 

(Monod, 1964). 

Con la creciente disponibilidad de estructuras tridimensionales de proteínas, se 

ha desarrollado el interés por estudiarlas en mayor detalle, con dos finalidades 

principales: clasificar patrones estructurales y hacer relaciones es.tructo-funcionales, 

aspectos insoslayables en la investigación bio-estructural. 

El Protein Data Bank (PDB) es el resultado de esta impetuosa búsqueda. Desde 

1971 ha sido el depositario de modelos biomacromoleculares, y de los datos 

experimentales de sus estructuras, generados tanto por Resonancia Magnética Nuclear 

(NMR) como por Cristalografía de Rayos X. 

Durante mucho tiempo la húormación estructural más valorada ha sido la 

posición de .ca~a' át()!li;o,sin embargo, el comportamiento vibratorio del mismo, puede 

explico¡, cua;{a~/\~~;;~fuhd~ cuidadosamente, las propiedades funcionales desde una 

perspectiva q~~ .;J1:~~ ha sido abordada lo suficiente. Esta circunstancia se ha debido 

a la falta de: -d~_tos~·para validar los componentes vibratorios. Actualmente, el 

advenimiento de. ~st~ucturas a muy alta resolución (más de 1,5 Á) ha permitirlo 

atender esta fuente de información para explicar las propiedades vibratorias de las 

macromoléculas. Sin embargo, los datos experimentales de muchas estructuras del 

PDB no son suficientes para dimensionar esta información de manera tradicional, 

haciendo expedito su análisis. 

·'' ' 

Numerosos. trabajos han señalauo la posible importancia de la flexibilidad 
' ';,¡,;_ .. · .. ,1 

conformaclonal'.en .el despliegue funcional de toda proteína; sin embargo, aún no ha 
'. " .. , . ~,-, -,, ... 

sido estudiadC:i"~istemáticamente. Recientemente, nuestro grupo ha abordado este tema 

. buscando expli~aciones sobre el papel de la flexibilidad estructural en el caso de la 

Glucosamina-6-fosfato-desaminasa (Rudiño, et al., 2002), a partir de la información 

vibratoria de los datos de difracción. Para ello, se han utilizado modelos isotrópicos 

con conformaciones alternas y anisotrópicos 
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Desde esta perspectiva, en este trabajo desarrollamos un método de selección y 

evaluación de estructuras de proteínas alostéricas -o sistemas michaelianos con 

distintos estados conformacionales-, depositadas en el PDB. Con la finalidad de 

explicar el posible papel de la flexibilidad molecular en dichos complejos 

macromoleculares, se aplicaron análisis vibratorios tradicionales y nuevos (integrando 

vectores direccionales a grupos pseudo-rígidos (TLS)), generando información 

estructural que esclarece el comportamiento biológico en algunos ejemplos. 

A partir de los hallazgos del trabajo mencionado de Rudiño, en la presente tesis, 

se busca evidenciar el papel de estos fenómenos de flexibilidad en la función biológica 

de proteínas a partir de su comportamiento vibratorio. 

El estudio aquí realizado consta de tres partes primordiales: la primera 

orientada a la selección y evaluación de estructuras resueltas, depositadas en el Protein 

Data Bank (PDB); la segunda, encaminada al tratamiento directo de la información 

vibratoria como un elemento indispensable en los afinamientos estructurales para 

obtener mejores ajustes que expliquen las propiedades dinámicas direccionales de las 

proteínas. La tercera sección se concentra en el análisis de esta información vibracional, 

su repercusión en la flexibilidad molecular y las posibles implicaciones de la misma 

sobre la función biológica desplegada por cada proteína aquí tratada. 

El trabajo está estructurado de tal manera que en un principio se pueda obtener 

una visión histórica de los avances que han permitido el desarrollo de la cristalografía 

de proteínas y los efectos de éste desarrollo en Ja construcción del Protein Data Bank; y 

también se menciona el papel que México juega en la construcción de esta ciencia, 

debido a la importancia que tiene el ubicar el desarrollo científico en el contexto 

humanista que lo plantea y construye. 

A continuación la tesis se organiza primero refiriendo los antecedentes teóricos 

sobre los que descansa el desarrollo de esta tesis, donde se hace una referencia somera 

de los procesos en la determinación de estructuras protéicas, sobre alosterismo y 

fenómenos dinámicos en proteínas. La sección de resultados se organizó con base en 

-3· 



Tesis de Paulo Gonzálcz-Rubio Garrido 1 lntroducdón 

los objetivos que se persiguen y la secuencia metodológica empleada. En ella se habla 

en inicio de la búsqueda en el PDB y posteriormente se hace una división de las dos 

proteútas estudiadas: fructosa-1,6-bisfosfatasa y triptofano sintetasa. Se discute 

primero cada proteína en particular, y se retoman al final en una discusión general 

como conclusión. 
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2 Marco Histórico 

2MarcoHistórico 

¿ D6nde, pues, encontrar la fuente de verdad 
y la inspiraci6n moral de un humanismo 

social realmente cientifico, sino en las 
fuentes de la misma ciencia, 

en la t!tica que funda el conocimiento? 

Jacques Monod 
El azar y la necesidad 

2.1 Historia mínima de la cristalografía de proteínast 

¡"Una abuela gana el Premio Nobel"! anunciaban los periódicos en 1964. Fue Dorothy 

Hodgkin quien lo obtuvo, por "determinar, mediante difracción de rayos X, la 

estructura de moléculas de importancia biológica". Utilizando la técnica de W.L. Bragg, 

Dorothy se aventuró hábilmente desde los años cuarentas del siglo pasado, a 

determinar las estructuras de compuestos complejos nunca antes explorados como el 

colesterol, la vitamina D, la penicilina (1944) y la vitamina 812 (1956). Al hacerlo 

extendió las fronteras de la química, encontrando en dichas estructuras, características 

químicas no co.nocidas hasta entonces. 

!;E~·,i9~Ó;;,~~~:!~~?sobre la estructura de las láminas beta y las alfa hélices en las 

prote~as,.:~ii~'li'.~i'd~u8 Pauling; y tres años después, Watson y Crick revelaron la 
.'.>.·',-,,: :··"_:,;.;1.::L'"·,~'.\<~ ::~'.:/;·_:" ' 

estructura del DNA:·., -' 

Hodgki~ difractó por primera vez la insulina en 1935, y creyó sería la primera 

en .determinar la estructura de una proteína. Tardó treinta y cinco años en resolverla en 

colaboración con Blundell. Sin embargo hacia 1960 otros investigadores habían ganado 

terreno: 10 años antes, Kendrew al determinar la estructura de la mioglobina, Max 

Perutz, éll, resolver la estructura de la hemoglobina y, Blake y Phillips, la de la Iisozima. 

Lo que . no .hubiera podido ser si ella, junto con Berna!, no hubieran hecho con 

antel~~Íón obs~l"Vaci~I1es importantes sobre el proceso de cristalización de proteínas. 
··.' .·, 

Gradas ~·s~s efitÜ~i~s,J::>o~othy ayudó a establecer una de las características de 

la biologr~ ~~d~~~f;!~f'lW~bZ~~ Í~ estructura molecular para explicar la función 
~,-; .. ~ :: -;;~\i~¿,/ <~~-'.7}.~~r,:~ . · , 

1 Se puede lee~ un~'~x~el~ntey~;,;~d~t~blnnza histórica de la cristalografía en Perutz, 2002 (79). 
,.,- :1: : ·, .· <: < ·: ' ; : ~ ''. ':·." ,,_. ' 
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biológica. En esta revolución, Perutz, Kendrew y Berna!, con quienes trabajara 

Hodgkin en su estancia en Cambridge, tuvieron que ver decisivamente. Sin embargo 

sus manos hábiles y sus mentes brillantes no hubieran contribuido tanto a la biología 

estructural, si no se hubiera dado antes otra revolución. 

En efecto durante 1895, Wilhelm Conrad Roentgen descubrió los rayos X o 

rayos Roentgen, haciendo entonces posible que, en 1912, Max von Laue revelara con 

ellos el orden existente en la estructura atómica de los cristales. Esto, a su vez, permitió 

que William Henry Bragg y su hijo William Lorentz Bragg iniciaran, en 1913, el 

establecimiento de la ciencia conocida como Roentgencristalograffa o Cristalografía de 

rayos X. Padre e Hijo facilitaron la comprensión de los patrones de difracción de 

estructuras tridimensionales al reducir la reflexión a una serie de planos. Ewald y 

Miller contribuyeron también a la interpretación de estos patrones. 

Max Perutz conoció a Bragg en Cambridge en 1938 cuando este último 

empezaba a dirigir el laboratorio Cavendish. Un año antes Perutz había elegido a la 

hemoglobina como la proteína cuya estructura quería determinar. Tardó más de 20 

años en hacerlo. 

Rossm,an había ideado un método de evaluación de simetrías no cristalográficas 

para aplicarla~ en la determinación de las estructuras protéicas, basado en el 

conocimiento previo de estructuras homólogas a aquella a determinar. Hodgkin fue la 

primera encaplicar el método que hasta 1972 se llamó reemplazo molecular, durante la 

determinación de la insulina pero aún con muchos problemas. Fue Max Perutz quién 

logró aplicar exitosamente el reemplazo molecular durante la determinación de la 

hemoglobina, gracias a que con anterioridad había construido ¡un modelo de plastilina 

de ella! 

Gran cantidad de desarrollos teóricos sobre el estado cristalino, avances 

computacionales, adelantos en los procesos de análisis estructurales, progresos en la 

colecta de datos, la construcción de nuevos generadores y detectores de rayos X, así 

como numerosas fuentes de radiación sincrotrónica, fomentaron la expansión de la 

cristalografía de proteínas alrededor del mundo durante el siglo pasado. 
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La primera vez que se observó radiación de este tipo fue en 1946 en un 

sincrotrón de 70 Mev de los laboratorios Schenectady de la General Electricy. Parrat en 

1959 propuso que se utilizara en cristalografía. Sin embargo fue hasta los años setentas 

que se empezaron a ver resultados en su aplicación a sistemas biológicos. Primero en el 

sincrotón DESY, en Alemania, con la difracción del músculo; y luego, en Stanford, 

Estados Unidos, con las primeras aplicaciones de experimentos cristalográficos en 

proteínas. 

La cristalografía de proteínas llegó a México treinta y seis años después de las 

primeras investigaciones de los Bragg, con los trabajos pioneros de Carlos Graef, 

Octavio Cano y Francisco Fabregat. Ya en nuestro país, Manuel Soriano, le dió un gran 

impulso a esta ciencia. Cuentan sus alumnos que hubo una época en que 

constantemente invitaba a cristalógrafos importantes e innovadores en el área para 

darles cursos. Sin embargo fueron Adela Rodríguez y Eduardo Horjales quienes 

empezaron a crear escuela cristalográfica en México. 

Hay mucha gente que, en colaboración con otros investigadores mexicanos y 

del mundo, en la actualidad hace que la cristalografía en México se desarrolle de 

manera importante. El doctor Alfonso Mondragón se ha dedicado ha explicar la 

topoisomeras de DNA 1 de E.coli, enzima importante para la topología del DNA. El 

doctor Adolfo E. Cordero determinó Ja estructura cristalina de la ji-lactamasa 11 de 

Bacillus cereus, de gran importancia farmaceútica. El doctor Rogerio Sotelo ha 

contribuido a la investigación en cáncer al determinar la estructura tridimensional de la 

enzima timidilato sintetasa. La·· doctora Adela Rodríguez ha trabajado en resolver 

estructuras cuya importancia méd~ca .es inminente, como la del fragmento FAB del 

anticuerpo anti-Eselecti_na/ A9, importante en procesos inflamatorios y la Triosafosfato 

isomerasa diméricade Tnjpanoso~a cruzi, agente de la enfermedad de "Chagas" en 

México. y. Suda~érica. El doctor Eduardo Horjales ha contribuido a describir la 

activación alostérica y la catálisis de la glucosamina-6-fosfato desaminasa, a nivel 

atómico. Además ha participado en el diseño de un conjunto de variantes de 

anticuerpos anti-toxina de alacrán, animal que tantas muertes causa en México. Estos 
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son sólo algunos de los tantos trabajos que estos investigadores han realizado y que 

siguen desarrollando en pos del crecimiento de la ciencia en nuestro país. 

2.2 El Protein Data Bank (PDB) 

Con la afluencia de estructuras determinadas fue necesario pensar en un archivo para 

toda la información obtenida. En la reunión de cristalógrafos macromoleculares en 

Cold Spring Harbor en 1971, se discutió el tema. Berman, Hamilton y Sussman se 

encargaron de los aspectos logísticos de su organización. Había únicamente 7 

estructuras resueltas. Con ellas, el Brookhaven National Laboratory (BNL)2 estableció 

un archivo de estructuras cristalinas de macromoléculas biológicas disponible en cinta 

magnética: El Protein Data Bank (PDB)3. Con este banco se inició una de las primeras 

colecciones de la comunidad de biología molecular. 

A partir de 1980 se incrementó sustancialmente el número de estructuras 

depositadas, debido principalmente a los avances en la tecnología para el proceso de 

cristalización y, p~~t~rl~ririé~te, a la adición de estructuras determinadas por 

Resonancia Magnéti~¡i:i(i{icl~<lr-(NMR), crío-microscopía electrónica y modelaje teórico. 

Actualmente, el PD~:~~tá'cli~~o~ble vía la "World Wide Web". 

En busca dél de~arrollo de una fuente informativa de alta tecnología que 
.. · _, - -

facilitara la utilización y el análisis de los datos estructurales para la investigación 

biológica, en 1998, el "Research Collaboratory for Structural Bioinformatics" (RCSB), se 

responsabilizó de. la administración del PDB. Para que su objetivo se cumpliera, fue 

necesaria la . implementación de un sistema de adquisición y procesamiento de la 

información, ·priorizando la atención a la información que les es enviada, por medio de 

revisiones continuas y exhaustivas para su validación, tanto de autores como del grupo 

revisor del PDB. 

2Bcrman, et al., 2000 (10) 

3Bcrman, et al., 2002 (9) 
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El PDB ha sido base para todos Jos desarrollos en la biología estructural, al ser 

depositario no únicamente de estructuras protéicas, sino de todas las estructuras 

biológicas macromolecuJares, por ejemplo algunos DNA4, carbohidratos, RNA, y sobre 

todo proteínas y complejos de éstas. Es sin embargo una base de datos que, como 

veremos durante el desarrollo de este trabajo, aún presenta muchas deficiencias que 

deben ser superadas en este momento en que la biología estructural, por su inmersión 

cada vez más profunda en diversas áreas de investigación, se encuentra en un estado 

apoteótico. 

Actualmente el PDB es dirigido por Helen Bennan, una de sus fundadoras, y 

opera con la colaboración del Supercomputer Center de Ja Universidad de California en 

San Diego, la Universidad de Rutgers en New Jersey y el National Institute of Standard 

and Technology en Maryland. 

Se conocen cada vez más genomas completos, pero la naturaleza estructural de 

Jos productos de Ja expresión de muchos de sus genes aún es desconocida. En este 

sentido, muchos de los esfuerzos actuales en cristalografía de proteínas están 

encaminados a sortear esta brecha, y es en la Genómica Estructural donde están 

tomando forma. 

Los investigadores del mundo hacen esfuerzos importantes en la validación y 

clasificación de estructuras, así como en proveer secuencias no redundantes y 

conjuntos de estructuras reducidos, mejorar su visualización, etc. Esta información 

adquiere un gran valor y alcance para Ja biología estructural ya que representa una 

fuente accesible que permite un mejor entendimiento sobre cómo funcionan Jos 

sistemas vivientes y Ja forma de tratar muchas enfermedades, junto con la información 

que dan otros tipos de fuentes secundarias. 

• Existe un banco de estructuras específico para ácidos nucléicos, el NDB (Nucleotide Data Bank) 

-9-
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El Protein Data Bank, es donde se concretan estos esfuerzos, y tiene un papel 

preponderante como fuente de información estructural, en la divulgación de los 

hallazgos estructurales de proteínas que alimentan la ciencia bioestructural. 

Desafortunadamente este banco no es aún una base de datos lo bastante completa y 

depurada. Hace falta que se reúnan aún más esfuerzos de los responsables del Banco y 

de los estructurólogos que lo nutren para que la información que en él se maneja pueda 

ser utilizada óptimamente. Habrá lugar para la descripción del PDB y la discusión 

sobre sus virtudes y deficiencias a lo largo del trabajo. 
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3 Marco Teórico 

3.1 Consideraciones sobre alosterismo 

3.1.1 Las proteínas alostéricas 

3MorroTeóriro 

No s11bemos nad11, s6lo 
podemos suponer: conjeturamos. 

Nuestro mejor saber 
es !ti gr11ndioso sllber de 111 ciencia natural ... 

que se bas11 precisamente s6lo en suposiciones .•• 

l<arl R Popper 
La responsabilidad de vivir 

Dentro del grupo de las proteínas, macromoléculas esenciales para la vida, existen 

algunas con atributos catalíticos y regulatorios, indispensables para las reacciones 

metabólicas: las enzimas. Este tipo de proteínas es variado, dependiendo de la 

regulación que presentan y la o las reacciones en las que participan. 

Con base en la regulación y coordinación de los procesos enzimáticos en las 

células, se ha visto la existencia de enzimas cuyo comportamiento cinético no es el 

clásico ya que se ve afectado por la unión de moduladores a lugares específicos de la 

enzima, distintos del sitio activo. 

La primera evidencia de que un estímulo externo -regulatorio de la actividad 

protéica- puede desencadenar cambios conformacionales en una proteína, se obtuvo en 

1938 cuando Haurowitz, estudiando los procesos de control por retroalimentación, 

observó que la desoxihemoglobina y la oxihemoglobina cristalizaban de manera 

diferente. Esto lo llevó a suponer que se daba un cambio en su estructura5• Tiempo 

después, en 1962, Perutz y su grupo obtuvieron las primeras evidencias estructurales -

por las cuales Perutz ganó el Premio Nobel- de los cambios conformacionales que se 

sucedían en la hemoglobina por la acción del oxígeno. 

Este tipo de proteínas fueron nombradas alostéricas -allos (Otra) stereo (estructura 

SPcrutz, 1985. (80) 

11 
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o sólido)-6 que, como su nombre lo dice, cambian de forma para desplegar su función 

con un patrón regulatorio específico. Sus moduladores -llamados efectores alostéricos­

actúan como inhibidores o activadores, de manera reversible, al unirse a Jos llamados 

sitios alostéricos7. 

Las enzimas alostéricas son elementos claves en la regulación celular ya que 

permiten una adaptación fina de los organismos a cambios de concentración en 

metabolitos y a distintas condiciones fisicoquímicas. En las regulaciones de 

retroalimentación en que participan este tipo de enzimas, el sustrato y el inhibidor o 

activador son de distinta forma (alo-estérico) ocasionando dos tipos de efectos: uno 

homotrópico, si las moléculas son iguales, y otro heterotrópico, si éstas son distintasB. 

Tal descubrimiento llevó a Monod, Changeux y Wyman en 1964 a desarrollar un 

modelo de regulación enzimática resaltando la cooperatividad en las moléculas y 

retroalimentación en que participan, y a formular los conceptos de efectores y sitios 

alostéricos9 • 

La formulación de este modelo se basó también en los hallazgos de otras 

personas que trabajaban con la hemoglobina en ese tiempo. Bohr descubrió la forma 

sigmoidal de la curva de equilibrio en la regulación de la enzima (característica de los 

sistemas alostéricos). Archibald Hill, matemáticamente, explicó este comportamiento 

como el resultado de la unión del oxígeno a cada subunidad y de las interacciones 

entre ellasto. El coeficiente de Hill es resultado de los trabajos pioneros sobre 

cooperatividad de este científico. Estos antecedentes fueron también indispensables 

para el desarrollo posterior de otro modelo alostérico implementado por Koshland, 

Nemety y Filmer. A continuación se considerarán brevemente algunos planteamientos 

importantes de estos modelos. 

•Monod, el al., 1964 (63) 
7Morris, 1982. (64) 
Bfdem 
•Monod, el 11/., 1964 (63) 
'ºRudiño, 2002. (88) 
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3.1.2 Modelo alostérico de Monod, Wyrnan y Changeaux (MWC). 

El modelo de regulación alostérica MWC (Monod, Wyman, Changeaux, 1964), también 

llamado modelo simétrico o concertado11, plantea que una proteína alostérica debe ser 

en primera instancia oligomérica12
, para desplegar tal comportamiento, con una 

organización equivalente de los protómeros 13 dentro de los oligómeros_ Por lo tanto 

debe presentar por lo menos un eje de simetría. 

En este arreglo, cada una de las subunidades14 puede exhibir dos 

conformaciones distintas llamadas T (poco afín al sustrato y tensa) y R (más afín al 

sustrato y relajada) 15 que están en equilibrio en ausencia de ligantes. Cuando hay una 

ruptura de este equilibrio, ocasionada por la unión del ligante a R, el equilibrio se 

desplaza de Ta R, ocasionando un cambio conformadonal de todas las subunidades en 

conjunto, para así conservar la simetría de la molécula oligomérica. La existencia de 

estados intermedios no se plantea debido a que las interacciones de este modo son 

poco favorables. 

El modelo MWC hace sus predicciones con base en dos parámetros físicos: la 

constante de equilibrio alostérico entre ambos estados T y R sin ligantes (L =To/Ro) y el 

coeficiente de unión, proporción de las constantes de disociación de ambos estados (c = 
KTIKR). Así se propuso, según la naturaleza de las interacciones con ligantes que se 

pueden dar en este tipo de proteínas y Jos efectos que éstos pueden acarrear al 

desarrollo de la reacción enzimática, tres tipos de comportamientos descritos como 

sistemas (V, K y K-V)16, 

Las interacciones alostéricas son la consecuencia de una alteración reversible, 

11Monod, el al., 1964 (63) 
''Monod-Wyman-Changaux propusieron_la terminología empleada para el alosterismo. Definen entonces 

oligomérica a cualquier proteína poliinériCa con un número relativamente pequeño y finito de 
subunidades idénticas. 

13Protómero, según MWC es el nombre de cada suburudad dentro del oligómero. Al protómero disociado 
o a una subunidad de una proteína con subunidades no idénticas, se llama monómero. 

14Subunidad es cualquier entidad sub-molecular identificable de la proteína, sean idénticas o diferentes de 
otros de sus componentes. 

JSEsta nomenclatura es una consecuencia de los fenómenos explicados por el modelo donde se 
consideraba a la forma T como tensa, sin movimiento y sin actividad; y a la R activa, móvil y por lo 
tanto responsable de la transformación. 

1•Los sistemas se explican claramente en Fisicoqufnrica para biólogos de Morris. 
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inducida por el efector, en la estructura cuaternaria del oligómero que implica cambios 

en los enlaces intermonómeros. En este sentido el mecanismo de cambio 

conformacional se debe al diferencial de energía de unión entre los dos estados. En un 

sistema alostérico, si hay un efector con afinidades distintas para ambos estados, las 

interacciones que sostiene serán homotrópicas y cooperativas, es decir se produce un 

efecto producido por sustratos de la misma forma (homotrópicos) y de distinta 

afinidad. Si se dan efectos heterotrópicos (por la unión de sustratos de forma distinta) -

en caso de que el efector tenga la misma afinidad por ambos estados- pueden ser 

ar\tagónicos o cooperativos, pero siempre acompañados de un efecto homotrópico 

cooperativo para alguno de los ligan tes del sistema. 

Un arreglo oligomérico impone ciertas restricciones en simetría y 

cooperatividad; los dos estados T y R, a pesar de diferir en conformaciones y afirúdad 

al sustrato, dentro de cada estado, las subunidades guardan una relación simétrica 

entre sí. Crick resaltó que la oligomerización per se es un fenómeno crucial en conferir a 

la proteína un elemento de simetría. El modelo MWC considera imprescindible, en un 

sistema alostérico una geometría molecular que facilite la influencia de una subunidad 

sobre el resto. Se permite así que se den fenómenos cooperativos entre las 

subunidades: los oligómeros se transforman de manera similar entre dos estados 

simétricos con respecto a los ejes que mantienen la simetría general de la proteína. 

(Figura 3.1-A) Fenómenos de este tipo pueden ser descritos por un modelo 

matemático simple como lo es éste. 

Sin embargo, por las restricciones simétricas impuestas, el modelo no puede 

explicar la cooperatividad negativa. Esta deficiencia condujo a Koshland, Nemety y 

Filmer a construir otro modelo alostérico en 1966. 

3.1.3 Modelo alostérico de Koshland-Nemety-Filmer (KNF) 

El modelo secuencial simple o de "induced fit" (Koshland et al.,1966) es una variante 

general del MWC, que permite la existencia de oligómeros mixtos (T-R), ya que las 

subunidades pueden unir diferentes moléculas y desplegar conformaciones distintas 

de las vecinas. Se forman entonces una serie de intermediarios asimétricos, entre los 
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extremos simétricos cooperativos monodianos, donde las interacciones distintas entre 

subunidades, con diferentes conformaciones, modifican la forma de unión de ligantes 

adicionales (Figura 3.1-B). Se crean asf un gran número de parámetros a considerar 

dentro del modelo, que ocasionan que las predicciones del comportamiento enzimático 

sean más complicadas que en el modelo MWC. 

Moll...i.lipbi. 
........,_T 

MonlnwoR 

Oliprw"'l°"""T 

. . OfiFnw"''""""ª 

.---------. ~f~J* :::::: 
..... •.:UM ... laufaolln<ta. Enlafigwa 
Asa rrutran lol eft!fll:OI propimtot pwa 
m m:>delo 1rntb"i® MWC; tn B 101 tnn. 
.,, prop..est.111"1 Lrlmodelo secuencial 
KM'. dordt 11 notllbJ. la t>cilWneiadt et· 
tzdor tibridot. no ptm'liti.d01 enA 

La posibilidad de la existencia, en este modelo, de estados intermedios no 

presentes en el MWC, se debe a que se incluye un elemento que modifica la energía de 

interacción que, eventualmente, al aumentar al infinito, permitirá una transición 

concertada MWC, mientras que si es cero, no habrá cooperatividad. Pero dentro de este 

intervalo se podrán observar casos de cooperatividad negativa. 

3.1.4 Teoría Alostérica de acuerdo a MWC 

El modelo Alostérico MWC se divide en dos procesos claramente diferenciables que 

pueden ser combinados de varias maneras para generar nuevos modelos teóricos17. El 

primer proceso se lleva a cabo con el enlace del efector a un sitio de unión estereo­

específico en la proteína, en un proceso bi-molecular descrito como un equilibrio entre 

17 Rudlilo, 2002 (88) 
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el estado afín al sustrato R sin ligante en el sitio de unión, y el R con el sitio de unión 

ocupado. Durante la unión se da un cambio de energía libre que desencadena el 

segundo proceso: la transformación estructural de la proteína. 

Este fenómeno es llamado transición alostérica y se ~leva a cabo entre los dos 

confórmeros de afinidad al sustrato T y R, durante el cual también existe una constante 

de equilibrio entre los dos estados y un cambio en la energía libre. Aunque no se 

conocen bien todos los procesos físicos asociados a esta transición, se ha considerado 

que el cambio en la energía libre y la transformación en sí pueden deberse a cambios 

rotacionales en algunos de los enlaces de la cadena principal o de las laterales de la 

secuencia polipeptídica. Por otro lado, también se piensa está involucrado el 

rompimiento de algunos enlaces no-covalentes durante la transformaciónI7, 

Como los ligantes se mantienen en su posición por las mismas interacciones 

físicas responsables de la estructura secundaria, terciaria y cuaternaria de la proteína, 

se puede decir que ambos procesos -unión y transformación- tienen cambios en la 

energía libre del mismo orden, que permiten que un evento influencie al otro. Las 

propiedades termodinámicas· d.e estos cambios de conformación molecular determinan 

su actividad biológica. 

3.1.5, Modifo:~jó~térico de la T oscilante:: el carácter concertado y oscilatorio de la 

transici¡j11,~@térica e_n la Glucosamina-6josfato Desaminasa de E.coli 
·· .. ;··-;· •.. /,:<',·· '. 

El modelo simétrico explica perfectamente la cinética de la glucosamina-6-fosfato 
.. '"').' ,·. 

Desaminasa de E.coli. ·En él se' presentan dos estados conformacionales T y R, en cuya 

transición se dan modÍfié:adonJ~~ estructurales que han sido estudiadas ampliamenteis. 

Es un ejemplo de proteína· aI6~térica que cuenta además con estudios cinéticos que 

esclarecen su carácter c~nc~rt;;do. 

Con base en_ el modelo MWC, Rudiño propuso un modelo teórico19 que, a partir 

17Hammcs, 2002 (27) 
18 Horjalcs, el al.,1999 (35) 
••Rudiño, 2002 (88) 

16 





Tesis de Paula Con7.ález-Rubio Garrido 3 Marco Teórico 

de análisis vibratorios -por modelos isotrópicos con conformaciones alternas y 

anisotrópicos21_ que evidencian Ja flexibilidad de Ja protefna22, explica Jos procesos 

homotrópicos y heterotrópicos durante Ja transformación alostérica de esta enzima. 

Rudiño destacó, con este modelo, Jos componentes estructurales que determinan Ja 

oligomerización, el alosterismo y el carácter concertado del mismo, asf como sus 

consecuencias en Ja función biológica. 

F.ste modelo predice Ja existencia de un estado T oscilante, en el sentido de la 

transformación alostérica, donde una parte de las conformaciones de Ja oscilación 

alcanzan un estado R sin ligantes, capaz de unir al activador o al sustrato, produciendo 

asf un estado R con ligantes. 

Figura 3.2. Modelo alostérico de 
la T oscilante de la GlcN6P. 
Muestra la secuencia de 
transformación de Ja enzima 
incluyendo el confónnero R 
teórico como (?). Se muestra Ja 
representación oligomérica de 
la enzima en la orientación del 
eje de transformación (de 
orden 3) y a un lado de cada 
recuadro que hace un 
acercamiento a sitios activo 
(interfase intennonomérica del 
trímero) (A-D superior) y 
alostérico de la enzima 
(interfase intennonomérica del 
hexá-mero) (A-D inferior). 

La glucosamina-6-fosfato desarninasa (GlcN6P) de E.coli es una proteína homo­

hexamérica cuyo arreglo es esencial para la cooperatividad del sistema. F.stá formada 

por un hexámero con un eje de simetría de orden 3 y tres ejes de orden 2 

21 Estos conceptos se definen brevemente en el Glosario. Este y otros conceptos relacionados con la 
vibración atómica se explican en la sección 3.2.3-3.2.7 

22 Sobre flexibilidad molecular se hace un acercamiento en la sección 2.5. En la metodología se habla 
particularmente de la realización de un análisis de este tipo. 

3-11 rE:s.rscoN··· 
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perpendiculares.a éste. Horjales y sus colaboradores dividieron a cada subunidad en 2 

zonas generales20: la zona interna, responsable de la mayoría de los contactos 

intermonoméricos, y la zona externa -a la cual pertenece la tapa del sitio activo- y que 

rota perpendicularmente al eje de simetría de orden 3 del hexámero durante la 

transformación alostérica21. 

Observaron que cuando la proteína está en R, el desplazamiento del equilibrio 

de T a R puede ser causado homotrópicamente por la unión de algún sustrato, o 

heterotrópicamente por la adición del activador. Durante la transición homotrópica el 

sustrato se une al sitio activo del estado R. Este se cierra, se reduce la vibración de la 

tapa del sitio activo y se favorece la cooperatividad. Mientras que si R no tiene ligante, 

la tapa del sitio activo se abre, aumentando su vibración (Figura 3.2). También 

observaron que este comportamiento de la tapa con mayor desplazamiento en la forma 

T hacia R, estaba directamente relacionado con un aumento en la movilidad atómica. 

Cuando ~¡y'~¡~ransición heterotrópica, el confónnero R puede presentar tres 

conformaciones"de·l~''.":~~~ "que abren o cierran el sitio activo. El estado T libre de 

ligantes es el más vib~~~t~ d~ todos los estados, y podría semejar un estado R teórico 

sin ligantes con la tapa muy móvil. Cuando la forma R está ocupada en el sitio 

alostérico, la vibración disminuye ligeramente, y la tapa es parcialmente estabilizada. 

Al ocuparse ambos sitios en este estado, disminuye dramáticamente la vibración 

atómica de toda la proteína y la tapa se ve completamente estabilizada (Figura 3.2). 

Al realizar los análisis vibratorios direccionales (anisotrópicos) en el estado T, se 

observaron valores compatibles con un movimiento colectivo de rotación de la tapa del 

sitio activo, de la zona externa y del carboxilo terminal con respecto al eje de 

transformación a R. Debido a que el sitio alostérico se ubica en la interfase 

intermonomérica, las interacciones de residuos específicos en la zona permiten un 

coordinación y concertación del movimiento en toda la molécula que es descrita 

anisotrópica111entl! ~n la dirección de la trasformación alostérica (Figura 3.2). 

20 Horjalcs, et al., 1999 {35) 
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Rucliño y sus colaboradores entonces propusieron que la tapa, además de ser 

determinante en la flexibilidad molecular, afecta la Km de unión del sustrato al cambiar 

la entropía del sistema. En este sentido resaltaron el papel de la vibración atómica en 

la función biológica de la proteína. 

Los trabajos de Rudiño, et al. son el antecedente directo de los estudios de 

flexibilidad conformacional que se realizan en esta tesis. En aras de brindar mayores 

elementos para la comprensión del estudio aquí realizado, es necesario revisar algunos 

conceptos cristalográficos de importancia. 

3.2 Conside1·aciones sobre cristalografía 

La cristalografía es la ciencia de los cristales y se consagra a las leyes de las estructuras 

atómicas que son la base del estado sólido. Estudia en particular los fenómenos 

originarios de los arreglos espaciales de átomos, de moléculas y de iones. Como las 

propiedades físicas y químicas de los cristales están estrechamente ligadas a sus 

estructuras atómicas, los métodos de cristalización tocan diversos dominios de las 

ciencias naturales donde son formalmente aplicados. La cristalografía revela así un 

aspecto particularmente interdisciplinario, en la esquina entre la investigación básica y 

la aplicada, en la investigación biológica y farmacéutica, en química y en física. 

3.2.1. Sobre cristales y simetrías 

Un cristal -del griego krystallos (agua sólida)- es un ordenamiento de moléculas con 

simetría tridimensional interna, caracterizado por un conjunto de parámetros que 

definen exactamente la posición y la periodicidad de las unidades fundamentales que 

lo componen22. Bravais, en 1845 observó que los componentes básicos constitutivos de 

un cristal podían ser sólo de 14 tipos diferentes, agrupados en 7 sistemas cristalinos de 

simetría (celdas unitarias)23. Con ello, estableció los aspectos geométricos de la 

21una celda cristalina está definida por seis parámetros: tres longitudes (a,b,c) y tres ángulos (a,j3;y). 
22Sands, 1975. (91) 
2JUna celda unitaria es el volumen más pequeño de un cristal a partir del cual se puede generar éste al 
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cristalografía 24,. 

La simetría es un concepto esencial sobre el cual la cristalografía se funda, 

desarrolla y expande. La simetría fundamental que ostenta un cristal se refiere a los 

operadores simétricos para trasladar su celda unitaria en pos de generar el cristal. 

Dichos operadores simétricos determinan el grupo espacial25 al que pertenece la celda. 

Cada celda unitaria se forma por la aplicación de operadores simétricos a la unidad 

asimétrica26 (la molécula en sí, o parte de ella)27, Cabe aclarar que la unidad asimétrica, 

si tiene simetría propia, puede consistir en muchas unidades biológicas o sólo la mitad 

de Ja unidad funcional de Ja proteína28 • Es importante tener en mente esto ya que la 

simetría de las macromoléculas funcionales en solución es una propiedad 

indispensable de considerar para entender su función. 

Los procesos propios de la cristalografía de rayos X, en cuanto a su utilización 

para la determinación de estructuras macromoleculares, son demasiado intrincados. 

Abordarlos en detalle rebasaría los límites de esta tesis. Sin embargo es importante 

considerar algunos de los aspectos relacionados con esta determinación estructural ya 

que serán referidos constantemente a lo largo del trabajo. 

3.2.2 Información primaria sobre cristalograffa de proteínas 

Cuando se intenta determinar una estructura cristalográfica por difracción de rayos X, 

el detalle de las observaciones depende de la resolución29, Esta última responde al tipo 

aplicar traslaciones 
24Abad, 2002 (1) 
25 El grupo espacial es un conjunto de arreglos de operaciones de simetría coherentes con un patrón 

regular que se extiende al infinito. 
26 La unidad asimétrica es el conjunto de moléculas más pequeño que al aplicarle operadores simétricos 

genera Ja celda unitaria. La consideración de la celda unitaria nos permite facilitar Jos cálculos 
cristalográficos para obtener la estructura de Ja o las moléculas Incluidas en Ja unidad asimétrica, la 
cual puede ser la molécula funcional completa o sólo un fragmento de ella, o varias moléculas 
funcionales. Por lo tanto en el PDB se reporta tanto Ja unidad asimétrica como Jos operadores para 
generar a partir de ella la molécula completa en su caso, y Ja celda unitaria en cualquier caso. 

27Existen 230 grupos espaciales tridimensionales de los cuales las moléculas biológicas únicamente 
cristalizan en aquellos que no poseen simetría de inversión (sólo 65); los operadores simétricos a aplicar a 
Ja unidad asimétrica con objeto de generar Ja celda unitaria dependen de la naturaleza del grupo espacial 
al que pertenezca dicha unidad asimétrica. 
2BR.hodes, 2000 (84) 
29En un modelo generado a partir de los datos de difracción de rayos X, la resolución es Ja distancia más 
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de la fuente de radiación y a la calidad del cristal de la protej'na cuya esbuctura se ha 

de determinar. 

Figura 3.3. Esquema de los eventos 
determinantes m la crisllllogrrlJica 
de rayos X. Como fondo eslii un 
patrón de difracción elisia>. El 
afina-miento rorresponde a la 
marca de Ajuste. De la 
evaluación estadística de éste 
depende la rmlidad del modelo 
depo-sitado en el PDB. (Se 
agradece a Rodillo por el facílitar 
esta Imagen) 

La resolución en cristalografía se refiere a la cantidad de datos observables de 

los cuales se pueden conocer sus fases33 y por lo tanto ser utilizados para la 

determinación estructural. Los datos que se obtienen durante la difracción de rayos X 

son reflexiones que emergen de los planos de átomos en el cristal al reflejar este tipo de 

radiación. 

Por muchos años se consideró alta resolución a aquella cercana a 2 Á. Actualmente, con 

los avances logrados para la construcción y manipulación de cristales y el uso de 

sincrotrones, es posible obtener datos a resoluciones más altas -hasta una resolución 

atómica o casi atómica (12 Á). Mientras mayor es la resolución se pueden obtener 

datos más completos y por lo tanto mayor detalle sobre las propiedades atómicas de la 

estructura, facilitando interpretaciones sobre la relación que esta última 

33 Ya que durante la difracción cada punto en el patrón de difracción, es la contrt"bución de todos los 
átomos, el reconocimiento de la fase que distingue una onda difractada de otra, es indispensable para 
ubicar espacialmente cada átomo. Debido a que éstas fases no se pueden conocer de manera directa se 
empican métodos distintos para inferir dichas fases. 

3-Ill 
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·mantiene con la función de la proteínaJI, 

Los límites de la resolución son revelados por el patrón de difracción32, Con 

base en él se conoce la simetría de la celda unitaria y se calculan los factores de 

estructura33. A partir de estos últimos -indispensables para la determinación 

estructural- se genera un mapa de densidad34 (Figura 3.3) que permite conocer la 

posición de los átomos, según la distribución electrónica de la fuente de difracción, es 

decir, la nube de electrones de cada átomo. 

3.2.3. Afinamiento cristalográfico. 

El propósito de la cristalografía de proteínas es crear un modelo estructural lo más 

cercano posible a la realidad. Por medio de varias vías, como son el Reemplazo 

Molecular (MR)JS, el Reemplazo Isomórfico Múltipe (MIR)36 o la Difracción Anómala 

Múltiple (MAD)37, y a partir del mapa de densidad que generan los datos 

experimentales, se pueden construir modelos tridimensionales que se ajusten a dicho 

mapa de densidad electrónica (Figura 3.3). Sin embargo el resultado es un ''bosquejo" 

que necesita ser mejorado. Esto se logra al realizar un afinamiento cristalográfico. 

El objetivo primordial del afinamiento es generar nuevos y mejores mapas de 

densidad que permitan examinar y corregir el modelo, de forma manual o automática. 

Para lograrlo se provocan iteraciones computacionales sucesivas de minimización, que 

JIRudiño, 2002 (88) 
32EJ patrón de difracción es la imagen en el espacio recíproco de todos los átomos que conforman el cristal 
difractado. Cada punto del patrón representa la reflexión de todos los átomos que por su arreglo espacial 
en el cristal, producen ondas de difracción que se interfieren positivamente. 
331.os factores de estructura son los datos experimentales de la determinación estructural que se obtienen 
del patrón de difracción, son las intensidades medidas. A partir de ellos se generan los mapas de densidad 
elech·ónica ya que contienen las amplitudes y las fases de los átomos difractados en las diferentes 
direcciones. 
34Un mapa de densidad electrónica representa topográficamente las zonas espaciales con mayor densidad 
de electrones. Es el producto espacial de la difracción de las nubes de electrones de los átomos que 
conforman la proteína y por lo tanto es la gula para encontrar la estructura a la que pertenece. 
35El reemplazo molecular es un método que permite conocer las fases al comparar una estructura 
homóloga conocida con los datos de difracción de la estructura desconocida 
36El reemplazo isomórfico múltiple es el método que permite determinar las fases a/J initio a partir de 
comparaciones entre los datos colectados de cristales en los que se han difundido metales pesados de 
referencia, con un cristal nativo. 
371.a difracción anómala múltiple consiste en determinar las fases difractando con rayos de distintas 
longitudes de onda que permitan obtener una difracción anómala de un átomo de referencia cuya 

22 



Tesis de Paula González-Rubio Garrido 3MarcoTeórico 

calculan un nuevo mapa de densidad y construyen un modelo más afín a éste (formas 

del espacio real), con base en la posición (coordenadas x,y,z) y los parámetros 

dinámicos (factores de temperatura)38 de los átomos constitutivos de una protefna39. De 

esta forma se mejora el ajuste entre el modelo y los datos de intensidad basados en las 

amplitudes observadas de los factores de estructura, es decir, los datos experimentales 

(espacio recíproco). 

El nuevo mapa de densidad generado puede presentar zonas que estén 

pobremente definidas y que impidan mejorar el modelo. Ya sea porque las densidades 

están presentes pero no son interpretables, probablemente por presentar zonas de 

conformaciones múltiples o porque el modelo tiene errores. Es frecuente encontrar 

áreas que ajustan perfectamente con el modelo y otras que no lo hacen tanto, esta 

conducta está claramente influenciada por los parámetros de desplazamiento o factores 

de temperatura. 

3.2.4. Parámetros estmcturales resultado del afinamiento. 

Como resultado del afinamiento se obtienen varios parámetros estructurales de 

importancia. El primero de ellos a considerar es el valor R40, el cual denota la 

confiabilidad de la determinación de una estructura dada, al verificar el nivel de 

coincidencia entre las intensidades de los datos de difracción y las calculadas por ei 

modelo. Mientras más bajo es este valor, mejor es dicho ajuste. 

Una estructura bien afinada presenta un valor R de aproximadamente 20%. El 

modelo resultado explica los datos experimentales con un margen de error que es 

generalmente de cerca del 5%. Esta circtmstancia es un punto de acalorado debate en 

el área, donde se argumenta que muchos aspectos de los modelos actuales no describen 

apropiadamente la conducta de la proteína en el cristal, como son las características 

difracción sea conocida. 
38Sobre estos parámetros estructurales se habla más a profundidad en la sección 3.2.5. 
a•Rhodes, 2000 (84) 
"° El valor R es una medida de la coincidencia del modelo experimental cristalográfico y Jos datos de 

difracción a partir de la comparación de las amplitudes de las ondas, esperadas y observadas para 
cada reflexión en el patrón de difracción. Evalúa que tanto el modelo atómico sugerido como la 
estructura a determinar, predice los datos completos. 
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dinámicas de la.estructura y el comportamiento de la fase acuosa del cristal41 • 

Otro parámetro importante por considerar -y que no muchos le prestan 

atención- es el factor residual R¡r,.42. EL valor R¡r,. fue introducido por Brünger (1992)43 

como un estadístico de prueba que se calcula a partir de un grupo de datos que se 

omiten del afinamiento. Se estableció como un índice objetivo de la calidad de 

estructuras macromoleculares a resoluciones medias. Representa, por lo tanto, otra 

medida independiente de la concordancia entre el modelo y los datos cristalográficos". 

Un R¡r,. no debe estar separado del R por más de 5 unidades ya que si el R¡r,. se eleva 

demasiado quiere decir que hay un sobreafinamiento. Es decir, el modelo se aleja de la 

realidad. Por esta razón el poner atención a este valor es definitorio en la sucesión de 

un afinamiento correcto. 

Existen muchos casos, sobre todo determinaciones a altas resoluciones, donde 

se omite el cálculo de este estadístico de prueba, ya que el no considerar datos en el 

afinamiento pr6duce efectos indeseables. Seg11n algunos cristalógrafos estos efectos 
:,·"' < 

. pueden pesar .m~sque l.a información que podría brindar la diferencia entre R y R¡rre, a 

la ho~a d~~~~l~i~·J{'~~~dtla'r o no este valor. Sin embargo la validación que promueve 

el R¡rtt es'~i~J~¡~;te ~n un afinamiento cuidadoso. En este sentido existen muchos 

int~ritós·:~~~~·:;J~g~r el efecto negativo de omitir grupos en el afinamiento4s , para así 

poder ct\gt.S~~ ~11R¡,,. mejorando su valor. 

' '. 

Ótro dato importante es la integridad (completeness)46, Ésta nos habla del 

número .de intensidades utilizadas para la determinación de la estructura de la 

proteína y su· afinamiento, seg11n el conjunto de las reflexiones medidas, las cuales 

dependen del volumen de la celda unitaria, su grupo espacial y la resolución. 

4t5c hablará de esto más ampliamente en la discusión general. 
42 El Rr,,. es otra medida de coincidencia entre el modelo y los datos experimentales, calculado a partir de 

un grupo aleatorio de prueba, el cual, no es incluido en el afinamiento y permite hacer una validación 
cruzada. Evalúa que tanto el modelo atómico sugerido como la estructura a determinar, predice un 
sub-grupo de las intensidades medidas no incluidas en el afinamiento. 

43 Brunger, A T, el a/., 2000 (13) 
44Matthews, 1997. (60) 
45Chene/ al., 1999. (17) 
46 La integridad se refiere a la cantidad de datos medidos de las reflexiones obtenidas. 
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3.2.5. Parámetros de desplazamiento (o factores B). 

Otro parámetro importante, resultado del afinamiento, son los factores B o factores de 

temperatura. La fuente de difracción de un átomo es la nube de electrones alrededor de 

su núcleo y por tanto de ella depende su poder de difracción. Entre más voluminosa 

sea ésta, y por lo tanto la distribución electrónica en ella sea más espaciosa, más rápido 

disminuye el poder difractante del átomo. 

Para estudiar el comportamiento de los átomos dentro del cristal es importante 

considerar esta tendencia. Por lo que al tomar en cuenta la difracción, se incluye un 

promedio cuadrado de la amplitud de la vibración del átomo, en función del tiempo. Si 

un átomo está estabilizado en una pequeña región espacial -ya sea por su posición o 

por sus interacciones- la nube electrónica promedio ocupará un volumen mayor que 

tendrá menor intensidad, si está vibrando que si está en reposo. La magnitud de esta 

vibración depende d~ la temperatura, por lo tanto el parámetro que la define es 

llamado factor de temperatura. 

La • deslocalización de la nube electrónica, sin embargo, no es resultado 

única~e~t~.de ia temperatura o de la vibración térmica, sino también del desorden. Es 

decir, dela localización estocástica de un centro atómico en todas las celdas unitarias 

del é:ris~al; en todas las unidades asimétricas o en todas las moléculas que conforman 

esta última, que es resultado de la diferencia en la orientación de cada molécula al ser 

empaquetada. Por tanto, debido a que el factor B es resultado de varias circunstancias 

sería más correcto llamarla parámetro de desplazamiento47. 

En los modelos cristalográficos, los parámetros de desplazamiento describen 

dos 'componentes del desorden; el estático (de coordenadas atómicas equivalentes que 

difieren de.una unidad asimétrica a otra) y el dinámico, donde los datos de difracción 

representan el promedio en el tiempo del movimiento atómico en cada una de las 

wtldades . asimétricas. Pueden, por otro lado, simplemente evidenciar errores en el 

~~delo. La corrección de estos parámetros es indispensable para hacer un buen ajuste 

~~~~~~c'.ú~~i~nes realistas sobre el promedio posicional de cada átomo. 

47Rhodes, 2000 (84) 
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Para describir esta deslocalización, generalmente se reporta el factor B, 

resultado del afinamiento, el cual revela tanto la vibración térmica como el desorden 

atómico. Ambos determinantes muestran sus efectos en los valores de los factores B 

finales del afinamiento. 

El factor de desplazamiento o factor 84B es una medida de la oscilación de un 

átomo alrededor de la posición especificada en el modelo. A partir de estos datos 

podemos saber cuáles átomos tienen mayor libertad de movimiento y tener indicios de 

la dinámica del modelo, generalmente más estático. Al agregar los efectos del 

movimiento al modelo, éste se hace más real y ajusta mejor con los datos. Cuando se 

incluye la ocupación del átomo -si presenta posiciones idénticas (ocupación=!) o si las 

cadenas laterales presenta conformaciones alternas (ocupación=0.5)- se amplía la 

información de las propiedades dinámicas49. 

Otro aspecto que afecta el factor B son las moléculas de agua. Cuando estas 

moléculas están ordenadas contribuyen al poder dispersante de los rayos X. 

Representan, por lo tanto, una parte importante de la estructura. Muchas veces para 

bajar los valores de R y R¡,ee se construyen moléculas de agua donde podrían estar otras 

moléculas, sin embargo esto no representa un buen afinamiento. Aunque estos valores 

se bajen, puede ocasionarse que los factores B de la proteína se eleven. Es decir, que 

figure una deslocalización de la nube electrónica irreal, que si fuera tal no se vería para 

evaluarla. El R¡,,. es una buena herramienta para saber cuándo la adición de agua 

mejora o no el modelo y también para saber cuándo colocarla o aumentarla durante el 

procesamiento. 

3:2.6, Detenninantes de afinamientos variados: consideración del desplazamiento. 

·EJ factor ,.,B ~. f~·ctbr Debye-Waller -a quienes se debe su formulación- sugiere 

amp!ia1Ile:rtte"~,sp~ctos sobre la dinámica de la proteína. Las características atómicas 

detanác:lá; deÍl~~Í:ir B permiten obtener información valiosísima sobre la función de la 
. . , '· ,· ·v· .. . ·. . .. 

· ••Ef; esta te~i~ se .ÚtiÚ~arán indistintamente estso dos conceptos o factor de temperatura. 
49Rhodes, 2000 (84) 
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misma. Como ya se mencionó, los cálculos que realiza el afinamiento parten de la 

posición y de los parámetros de desplazamiento (factor B) de cada átomo. 

Muchas veces, después de que el afinamiento converge, existen factores B fuera 

del margen (2-lOOÁ) permitido, indicando desorden -en el extremo superior del 

intervalo-, y una selección errónea del átomo -en el extremo inferior. Al analizar los 

mapas de densidad y de diferencias se puede evidenciar la existencia de 

conformaciones múltiples en las regiones que sugieren desorden. Si se incluye estas 

conformaciones en el afinamiento, se pueden mejorar el R, iy,..., y el mapa, revelando 

más claramente la naturaleza del desorden. 

Si el factor B fuera resultado únicamente de la vibración térmica del átomo, 

entonces el caso más simple de movimiento armónico térmico sería un parámetro de 

desplazamiento isotrópico, indicando que la nube electrónica es uniforme en todas 

direcciones. Sin embargo, en la realidad, los modos vibratorios no son isotrópicos y 

resultan sólo una aproximación del comportamiento de los átomos en el cristal. 

Las bajas resoluciones que se obtenían en años anteriores sólo permitían 

afinamientos isotrópicos de los factores de temperatura. Era ésta la única manera de 

explicar la vibración atómica en las estructuras de macromoléculas. Actualmente, las 

altas resoluciones permiten obtener diferencias cualitativas y cuantitativas en el 

análisis cristalográfico, que proporcionan una descripción anisotrópica de la vibración 

de cada átomc:i en la estructura. Es decir se le atribuye al movimiento un elemento de 

direcéionalidad. 

,•:.',.,:.·_, 

Para ;~}~donar las intensidades difractadas con la dirección, se corrige el 

parámetro·i~6t~~~ico hacia uno anisotrópico. Entonces se describe la distribución 
.. ''. '·, :: ··>.· -

probable de ~ª-.'densidad electrónica como una curva de Gauss tridimensiona1so que, 

cuando se preS'enta en una superficie, donde la densidad electrónica tiene un valor fijo, 

se obtiene una elipsoide. 

SOMcrrit, 1999. (62) 
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3.2.7.Relación entre el número de datos y la resol11ción: repercllsiones sobre el 

· afinamiento. 

La complejidad de un modelo afinado depende de la cantidad de datos disponibles, es 

decir, del cociente entre el número de observaciones y el número de parámetros a 

afinar por el modelo. Si esta relación aumenta, mejora la calidad del modelo afinado, 

obteniendo una mejor estimación de parámetros individuales. 

El número máximo de observaciones depende de la calidad del cristal y el 

límite de resolución. En cristales de proteína, el número de observaciones regularmente 

es insuficiente para hacer un afinamiento libre del modelo. Por lo cual, para reducir los 

parámetros a medir, se recurre a afinamientos de cuerpos rígidos, simetrías no 

cristalográficas o afinamientos torsionales. De esta manera se aumenta el cociente 

datos/parámetros. Las observaciones entonces son suficientes para explicar la nueva 

cantidad de parámetros calculados. Esto mejora la calidad del modelo estructural ya 

que incluye información que describe con mayor detalle la estructura. 

Cuando Ja relación datos/parámetros es muy alta, se puede realizar un 

afinamiento anisotrópico, donde la descripción de cada átomo está dada por seis 

parámetros (PAD)SI. Esto incrementa el número de parámetros isotrópicos -tres de 

posición.y unotérmico- a nueve -tres de posición y seis térmicos-. Al incluir los PAD se 
- - ' .· . . ,__ . -... ,,. --

mejora globalmente el modelo, disminuyen los valores de R y R¡, .. y se reducen errores 

de las· posiciones~ Además se pueden analizar cuantitativamente las características 

locales o i1ob~es de la estructura (como movimientos globales de algunas zonas). El 

valor el~ B~ ~~~o~t~do en los PDBs, aunque sea el mismo en varios casos, puede tener 

valores. anisotr6picos diferentes, los cuales pueden estar relacionados con direcciones 

preferencÍalesd~ movÚniento y éon_fa f~ci~'1 J>iológica. 
:,<~'> <~ "'íC<.· 

·- ·:·, . - __ , .. <:;~_-·-<.]:":)l:.::':·.~:-~~: .... ·,,: ... ;,,.· 
Merrit introdujo la Útilizaciónf'dé]los\:PADs en los estudios de estructuras 

.. .- ----~:·~::-Y·:-~:\~ :_::;-;~·~":,\.:_~~f,\F,;-: .• ::.~?;:~'.~ ~ 1--¿;•2.r.::. 'iff;o~':-··:· -~ 

macromolecularess2. Propús(;>~q{le'é{~n';la f~}~ ~~ resolución de 1.2 a l.6Á, donde se 
·:, ,~''.•,:~_.:"~"\\{;~:A•:,•.'-~-·:::':_:-:·-,,- i:',i;;::.,•¡,;,, 

encuentran las mejores relacfories datos-parámetros, que presentan curvas gausianas 

de entre 0.4 y 0.6. SugÍ'ritS'.~·qT1e' de no ci:tm~Íirse esto es necesario implementar 

51 Parámetros anisotrópicos de desplazamiento (PAD). 
52 Mcrrit, 1999. (62) 
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restricciones al .afinamiento anisotrópico para mejorar la distribución. En nuestro 

laboratorio se ha propuesto la inclusión de la relación datos-parámetros como 

determinante en la selección de estructuras a ajustar por esta vía53. 

Existe una franja de resolución llamada zona gris -entre 1.9 a 1.2 A - donde 

surge la duda acerca de si incrementar el número de observaciones es suficiente para 

justificar el aumento de parámetros en el modelo. En el extremo inferior de la zona 

(1.6-1.9 Á) el cociente para nueve parámetros por átomo es casi el mismo que en 

afinamientos isotrópicos entre 2 y 2.3 A. De hecho sólo las restricciones geométricas 

permiten que el modelo isotrópico sea ajustado correctamente en esa faja de resolución. 

Para lograr un ambiente equivalente en el extremo de la zona es necesario jugar con 

ciertos limites que se imponen a los afinamientos, retirándolos total o parcialmente 

según el comportamiento del proceso. 

3.3. Afinamientos cuasi-anisotrópicos: aplicación de tensores TLS a grupos 

pseudo-rígidos. 

Dentro de este juego de variables que conducen a afinamientos mejores, es prudente 

recurrir, cuando se trabaja en la zona gris, a otros tipos de análisis que brinden 

información de las propiedades vibratorias. 

Un pase) esen~ial en .·todo afinamiento macromolecular es la selección de 

parámetro~:~~l.~~~fo!:;:;:''.4~~.cfarán una descripción lo más realista posible de los datos 

experi~~nt;~;¡~~~~\~~\~~~t%J~~c) una buena relación datos-parámetros. Esto es 

furidamental:s1:1bre;todo para el caso de los parámetros de desplazamiento atómicos 

donde ·~1 ;.·~~~.~~'¡~~i~it,cl; movimientos isotrópicos individuales o afinamientos 

anis~trópÍ~~~'iriV~iiici~~'~úmento en la cantidad de parámetros a calcular por átomo. 
,. '· .. __ ·:· . . C: ;\: ··;~::.:.;·;,::;·~·"::.-; ... ,·:~·>/~;;.<~·;::-. 

. :;.~:- . ~:,;:;~:/. -- J.,·::~ ~':>:~·.:~·· ... 

cüarid«:;·c:;ei.:C\::b~i~hte datos-parámetros no es suficiente para realizar un 

afinami~nt~·.:anisii:rÓpÚ::o de los factores B, se puede recurrir a la reducción de 

53 Rudiño, 2002. (88) 
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parámetros, usando variables colectivas más que variables atómicas independientes 

durante el afinamiento57. Esto puede lograrse a través de los modos normales58 de 

Kidera & Go (1999) o por un afinamiento con la parametrizadón de Schomaker & 

Trueblood (1967) por tensores TISS9 a grupos pseudo-rígidos. 

F.stos tipos de análisis grupales no sólo permiten una disminución en el número 

de parámetros a calcular para el modelo, sino también dan una explicación de las 

propiedades dinámicas de la molécula, al evidenciar la dirección de los movimientos, 

asf como la correlación de los desplazamientos entre átomos vecinos. 

Los modos normales representan un método de análisis de la dinámica 

proteínica. Expresan a ésta última como una superposición de movimientos colectivos 

que son calculados a partir de una matriz de energía conformacional en una estructura 

de energía mínima, considerando a los movimientos atómicos como anisotrópicos y 

concertados. Se calcula así un factor de desplazamiento de modos normales a partir del 

afinamiento de este tipo, el cual también reduce el R y Rftrr· A pesar de ser un método 

muy útil para explicar dinámicas moleculares, requiere de cálculos intrincados para 

llevarla a término. 

ISOTRÓPICO ANISTRÓPICO cuasi-ANISOTRÓPICOS 

4 o 5 oaramJátomo 10 u 11 oaramJátomo 4 o 5 param/átomo 
+?O .... ,..,,.,......,/,........,.,...,,.. 

Figur;a 3.4. Componentes direcciona/es de la vibración atómica. Según el tipo de afinamiento que los ajusta los 
valores B, de izquierda a derecha, se observa un afinamiento isotrópico sin dirección preferencial, el 
anistrópico con una dirección marcada por el eje mayor de los elipsoides y por último un cuasi­
anisotrópico que describe la dirección pero no la misma magnitud del movimiento que los anisotrópicos. 

57 Kidera & Go, 1990. (42) 
58 Ídem 
59 Schomaker &Trueblood, 1967. (93) 
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La parametrización por TLS, por su parte, es más sencilla. El afinamiento con 

tensores TLS, es un método de ajuste de los datos experimentales y el modelo que 

consiste en aplicar tensores a cuerpos rígidos dentro de la unidad asimétrica para 

obtener parámetros vibratorios direccionales. La ecuación de TLS da un promedio 

cuadrado del desplazamiento de un punto dentro del cuerpo rígido en términos de tres 

tensores: T (traslación, L (rotación), S (rotación helicoidal) -donde T y L son simétricos, 

mientras que S es asimétrico-. Estos tensores consideran tanto la dirección como la 

amplitud del movimiento, permitiendo identificar un factor de desplazamiento 

aniso trópico. 

El aná~isis'de'c~ckshank de los movimientos de cuerpos rígidos de moléculas 

en cristales '.-~ri'':'fé~&,:.:~¿·;·~os ·tensores simétricos (rotación y traslación)57 fue 
·' ~ :' ·::.···,::~·:"~~~'·,:,, 1,·;'c §~j .. ~;'.i,~~:;_t:?;?1:.".:~\·':\·.:,\:;; ·:' : 

ampliamente ';adóptádO~<:durarite , mucho tiempo para interpretar resultados de 
.··_ . ·'_- .. :_::: .... ~ \'_::·~'.-ü;~':·"/i;:~~'J<~-~?i~h;t~:r;{.~~'.:(::_: · · (1--/~ :·>- ·:·· 

afinamientos·arusé:ítrópicos'.·Sin~~inbargo en los años sesenta del siglo XX, se vio que 
;.': ·. :)~-_,::· ;:,'!\~--~ !o:·~:~\;~~¿,~~f-,;;r:,(~-{~:(;~-'...'.;~;Ú{"{f,Cj-)( -'.'-~· ··:.>.. ,_:: 

este· tratámientoieraC:iriadecuado'::i:uando no existía en la molécula un centro 
. . -- '-~.-::.-·,:: .:~r:).;c'\~1~~~\:~\-;,~r:::~_::;t·F~~~;~-~<:;~L+;t:_;.:·~~:_·_- ·~ . 
preordenádo d~'rotaci_óri; pó_r~ej~Ínplo un centro de simetría. Schomaker. y Trueblood 

adicionaron ~~i:o~~~s~¡f;f~~·r'.f'l:~~or (S) para considerar los aportes al movimiento 

por la c~rrelación de lbs g~~~~"á~~;t~~sores (T y L). 
" .. :_. ... , 

Cuando una ~61écula, o cuerpo rígido tiene un centro asimétrico, S tiene 8 

componentes independientes, uno de ellos arbitrario. Las contribuciones de los cuerpos 

rígidos a los tensores. de desplazamiento anisotrópicos que representan una enorme 

cantidad de movimientos~ pueden ser descritas en términos de seis movimientos 

simples no correlaéionados; seis traslaciones y seis rotaciones helicoidales, 

movimientos desplegad6~ con respecto y a lo largo de tres ejes perpendiculares que no 

se intersectari((i;.·:t/~)Jse generan así 20 parámetros a ajustar por cuerpo rígido, 

disminuyendd·~~~i~.~~~b:l~mente el número de parámetros para calcular el modeloSB 

en relación aIÓ~~~~-~~:fh~~~sarios para un afinamiento anisotrópico . 

•• s .t:.~s~~{fj~~~ :. :::::::;!'.::, ~:~:~: ::::::: 
s1 C~uick.ohank, l96s'(2Ó):::;;•>.\ ··. 
ss Se calculan sei~ p~rá __ ".'etros por átomo en afinamientos isotrópicos y nueve en los anisotrópicos 
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sólo es interpretable en términos de L y T. 

3.3.1 Selección de grupos TLS y sus propiedades dinámicas. 

Un aspecto indispensable en la modelación por TLS de desplazamientos anisotrópicos 

es -como se mencionó en los párrafos anteriores- la selección de los cuerpos rígidos 

sobre los cuales se va a basar el cálcul<>59. El método más simple para seleccionar estos 

grupos se basa en la naturaleza química de la rigidez de ciertos grupos de átomos. 

Como los elementos estructurales con mayores grados de libertad de una proteína son 

las cadenas laterales, la manera más común de selección de grupos TLS es a partir de 

éstas o de residuos completos60. Sin embargo esto se realiza en estructuras a altas 

resoluciones. 

Holbroock (1986), al afinar la estructuras de DNA61 demostró que el método de 

TLS podía ser aplicado a estructuras macromoleculares para describir desplazamientos 

anisotrópicos de cuerpos rígidos. Se han afinado con TLS varias proteínas: la pepsina 

(Sali, et al.,1990), la papaína (Harris et al.,1992) y la ribonucleasa (Howlin et a/.,1989)62 

para describiÍ' cambios conformacionales y movimientos de cadenas laterales. 

Para las_ es_tru~im:as de resoluciones medias, en contraparte, se ha recomendado 

usar grupos/a~ átom_os más grandes que una cadena lateraJ63. Grupos con esta 

particularidad,rio s6I\ completamente rígidos, ya que se pueden identificar en ellos, 
·_·:;.;-,,_:.··. 

una gr'an·_cantidéld de.movimientos internos -que pueden ser explicados por modos 

normales opcir t~~;i~~es htdividuales-, que representan un componente significativo 

del desplazmhiento~ :~tó~i~o. Es por esta propiedad de dinámica interna que a estos 

grupos se les ~Ü'ib~ye.;· Iél cualidad de cuerpos pseudo-rígidos. Por esta razón, 

estructuras secundél~i~s 6dominios pueden ser tratados como grupos TLS. 

Han habido · algunos casos -pocos en realidad- donde se han seleccionado 

s• Aspectos variados sobre la determinación de cuerpos rígidos en los estudios de flexibilidad se abordan 
en la sección 3.4.1 

60 Harris, el al., 1992. (29) 
61 Holbrook, el al.,1986. (33) 
62/dem, Sali, t•I al., 1990 (90), Howlin, el al., 1993 (36) 
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grupos más grandes como cuerpos rígidos. Wilson y Brunger (2000) compararon un 

afinamiento anisotrópico de la calmodulina con un afinamiento TlS para identificar los 

desplazamientos de dominiosM. Al afinar la crambina a resolución atómica, Stec (1995) 

la dividió primero en dos, y luego en tres grupos y comparó los valores anisotrópicos 

derivados de TLS con valores calculados a partir de un afinamiento anisotrópico 

directcf>S. De este modo corroboró su utilidad en la descripción de la movilidad 

atómica. Recientemente Sixma (2002) afinó con TlS un receptor nicotínico de 

acetilcolina, obteniendo bajas significativas en R y R¡rr.66. 

Pero, ¿cómo seleccionar estos grupos más robustos? El camino puede ser 

variado pero identificando regiones estructurales o funcionales que puedan ser 

considerados dominios dinámicos. En nuestro laboratorio se planteó que en proteínas 

con diferentes estados conformacionales -donde existe más de una forma cristalina de 

una proteína en particular- los cambios conformacionales entre las diferentes formas se 

pueden usar para identificar los dominios dinámicos, es decir, dominios que se 

mueven como cuerpos pseudo-rígidos. Considerando estos dominios dinámicos como 

grupos TLS, se asume que los desplazamientos relativos entre las diferentes formas de 

cristales reflejan los desplazamientos como si fueran los de un cristal único67, 

Los dominios dinámicos6B pueden ser también identificados por simulaciones 

de dinámicas moleculares al superponer series de configuraciones instantáneas, 

rotando cada una de ellas con respecto al resto. Las regiones superimpuestas pueden, 

bajo cierto grupo de rotaciones, considerarse potenciales grupos pseudo-rígidos69, Otra 

manera de identificar este tipo de agrupamientos se refiere a que a partir de valores 

anisotrópicos previamente afinados, se ajusten los parámetros de TIS a los factores de 

desplazamiento anisotrópicos. Así se facilita la interpretación de estos valores. Si esta 

determinación se. logra, entonces se pueden inferir los grupos posibles, para utilizar en 

los calculos d~ los valores de desplazamiento de las estructuras donde no han sido 

63 Winn, el al., 2000. (115) 
c>1 Wilson & Brungcr, 2000. (114) 
65 Stec, el al., 1995. (102) 
66 Sixma, et al., 2002 (100) 
67 Winn, el al., 2000. (115) 
68 Aclaraciones sobre este tipo de dominios se hacen en Ja sección 3.4. 
69 Papiz, 1996 (77), Horjales, el al., 1987 (34) 
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determinados7o .. 

Otra aproximación es usar el criterio de cuerpo rígido de Rosenfield (1978), 

donde se construye una matriz de diferencias entre todos los pares de átomos. Alú, se 

comparan los parámetros de desplazamiento similares. Los átomos que pertenezcan al 

mismo grupo pseudo-rígido tendrán valores de la diferencia cercanas a cero11. 

Otra vía -la utilizada en esta tesis- es la consideración de las propiedades 

vibratorias de un modelo sencillo, como es sólo los Ca de la cadena principal -

suficiente para reconocer movimientos en grupos-, en función de la distancia que exista 

a los centros de rotación; y asociando a los átomos que tengan patrones vibratorios 

similaresn. 

3.3.2. Implementaci6n de afinamiento TLS en REFMAC5 

Los pioneros en la realización de afinamientos por parametrización de TLS fueron 
··; ... ..,. 

Holbrook al afinar estru,cturás de DNA7J y extender el programa RESTRAIN de CCP4 

(Collaborative CoITí~M~~tl~nal Project, number 4, 1994)74 para aplicar TLS a la 

ribonucleasa Á. Es'tt:!p~ograma también fue aplicado por Sali y Papiz en sus estudios ya 

mencionados. Sin ~rrib'árg~ este tipo de afinamientos no habían sido usados en extenso, 

debido al tiempO ·r~4~erido para hacer los cálculos. Además, anteriormente eran 

necesarios afinamientÓs élnistotrÓpicos previos para calcular los TLS. 

~ ':':'""~~;,':·::<.>·:\:\ ... -· 
Para hacer, efiCien'.te;:este. proceso, Winn, Isupov y Murshudov (2000) 

implementaronfapélJ~~il'Í~~~á'.~ por TLS en el programa REFMAC7S de CCP4. Este 

avance, a la pard~l;:d;~~iirii1~t~ actual de estructuras a resoluciones atómicas, ha 

facilitado hac;;r' ~j~~i~~~\gf~~~a afinar anisotrópicos grupales sin necesidad de 
' . ··"-·~·.·.;:.:/···. _, 

cálculos anisotrÓpiCos irÍdi~iduaJes previos. 

7o Holbrook, et ni., 1986. (33) 
71 Rosenfield, 1978. (86) 
72 Sobre este método de selección de grupos pseudo-rígidos se ahonda en la sección 5.3 
73 Holbrook, et ni., 1986. (33) 
74 CCP4, 1994. (15) 
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Durante . la parametrización TLS, el programa calcula el centro de masas de 

cada grupo pseudo-rígido. A partir de él se calculan los tensores que permitirán 

describir los desplazamientos en la traslación, rotación y rotación helicoidal de los 

grupos pseudo-rígidos. Cuando se aplican TIS, los factores B -calculados 

isotrópicamente- de cada átomo individual, dentro del dominio dinámico, bajan 

considerablemente. Es a partir de éstos, que se determinan las amplitudes cuadráticas 

promedio del desplazamiento anistotrópico (MSDAs)76 que servirán para calcular las 

elipsoides anisotrópicas de desplazamiento. 

Durante la parametrización TlS puede utilizarse un grupo de datos afinados 

anisotropicamente para ajustar los TlS o pueden derivarse los PADs y calcular factores 

de estructura a partir de los parámetros de un afinamiento directo por TLS. Se ha visto 

que de cualquier manera, la inclusión de parámetros TLS mejora las estadísticas del 

afinamiento en particular el R y el R¡,.., . 

3.4 Flexibilidad estructural 

Las primeras referencias sobre cambios en las estructuras de las proteínas oligoméricas 

se tienen de los estudios sobre alosterismo de Monod (1964) y Koshland (1966). Con 

base en estos modelos se intentó explicar los fenómenos de transformación alostérica 

en enzimas oligoméricas; Los estudios se enfocaron en describir los cambios 

conformacio?alesdi;:la~stl'~~tu~a cuaternaria, desde la perspectiva de conservación de 

l~ simeti.f~c ~ol~¿t}~~'Li~od~l
0

0 MWC- o como producto de procesos localizados de 
,; , , :·. · ~·~~.xr :.\·:, ~;~~;?. ·~::r'.Jj: :,~.~~j~'.\.; .. ~·;.~J::~'.·/.··i'. .. ;· ,. ~ 

cambio en·interacéiories'inteifásicas -modelo secuencial-. Durante la última década, la 
"- _..· -~: ·:~: ~.·.'.:;.~:/~:J:ti'':; ~'~?~'. (_;~r~~~~~:~.~·:ff:·t~:, .'~/' . -.. 

visiól"l'tradi~onal:d~~q·U:~\ma proteína puede estar en equilibrio entre dos estados 

confóht\~ci()~'~Íe~'{~B~~i~b~ ~a tenido una transformación radical, respondiendo a las 

crecientes ~~id~~~Í~~{;;~i~ ~egiones muy móviles en este tipo de macromoléculas. 
,, : > " .. : "" ,'.-¡ -~. ~ '' . 

¡:;·· 

La observaci~~·:;Ú lÍJs.·f~riómenos de movilidad dentro de las proteínas ha 

despertado un gran :int~rés ~~~:;·los mecanismos que las gobiernan y que podrían 

75 Murshudov, el al., 1997. (68) 
76 Harris, el al., 1992. (29) 
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influenciar su función biológica. De este tipo de mecanismos se tuvo noticia por 

primera vez gracias a estudios bioquímicos y cinéticos, que supusieron la existencia de 

conformaciones múltiples a partir de medidas indirectas y con base en la naturaleza 

flexible de los enlaces bioquímicos. Posteriormente, los análisis estructurales han 

evidenciado y descrito la naturaleza de esas conformaciones variadas. Sin embargo, 

aunque han sido caracterizadas estructuralmente muchas proteínas, ya sea por 

cristalografía o por resonancia magnética nuclear, se conocen sólo algunos aspectos 

sobre sus propiedades dinámicas. 

La flexibilidad estructural ha sido abordada desde una perspectiva de enlaces 

atómicos, restringiendo el dinamismo a una propiedad intrínseca del enlace, la cual se 

despliega al construirse o destruirse éste. Por otro lado, desde el punto de vista 

residual, se considera a las cadenas laterales como los principales componentes 

flexibles de la proteína; A pesar de ser éstas las zonas más móviles de la molécula, las 

conform~cio~.es':alt~rnas variadas que presentan y que repercuten sustancialmente en 

la funcidAhi~l·Ó~ii;~}~~ ~ido consideradas simples accidentes cristalográficos. 
·. ·.,.·;:::,'.,:.::- .. ,. 

Aunque la flexibilidad molecular se manifiesta en estas diferentes formas, existe 

también una flexibilidad más global, referida como la sucesión de cambios de 

conformación totales que se dan en algunos tipos de proteínas y que pueden ser 

abordados desde la perspectiva de los componentes vibratorios que les dan su carácter 

dinámico. 

La cristalografía es una de las técnicas más eficientes en la elucidación de los 
''''1><'ii 

aspectos estáticos y dinámicos de este tipo de moléculas y ha provisto "instantáneas" 

que dan i!Úorrn~clón sobre los diferentes estados confomacionales en varios casos. En 

el mundo,dé·la~\~a~roll\oléculas biológicas, son las proteínas alostéricas los ejemplos 

más clarosde\rariabilidad y adapt11bilidad conformacional, sin embargo su estudio ha 

sido parcialmente desplazado por aquellos dirigidos a comprender el dinamismo en 

proteínas consideradas motores moleculares. 
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3.4.1 Cambios conformacionales: efectos de los dominios dinámicos determinados a 

partir de cuerpos pseudo-rígidos. 

Al intentar abordar las propiedades dinámicas de las proteínas, partiendo del 

despliegue de sus diferentes estados conformacionales, se presentó la necesidad de 

replantear conceptos sobre los constituyentes estructurales y dinámicos de una 

proteína. El reflejo más claro de esta reconceptualización descansa en la naturaleza de 

los dominios proteínicos. 

Existen al menos dos definiciones de dominios; la que, al referirse a los aspectos 

estructurales, lo define como un plegamiento compacto que al unirse a otros dominios 

por medio de elementos estructurales como asas o hélices, conforma a una proteína. La 

otra definición correspondiente a los aspectos dinámicos, se refiere a una región en la 

proteína relativamente rígida, que está separada de otros dominios "rígidos" por 

regiones más flexibles que éstosn. En algunos casos los dominios estructurales y 

dinámicos coinciden. Sin embargo no siempre es así y las dos aproximaciones pueden 

dar resultados diferentes especiálmente en proteínas oligoméricas. En este tipo de 
' ,·'] 

moléculas los dominios dinámic~s P'.lieden estar conformados por elementos de varias 

cadenas, mientras que los. dominios estn1cturales sólo se dan sobre una sola cadena. 

Por otro lado, un mismo dominio estructural puede contener varias regiones rígidas 

que conformen dominios dinámicos separados7s. El interés en estos fragmentos 

dinámicos radica en que sus movimientos están relacionados ampliamente con la 

función desplegada por la proteína. 

Los dominios dinámicos se definen por la existencia de las regiones rígidas -

regiones con movimiento rotacional constante79- interconectadas por regiones flexibles 

-como asas-_ en el Eixterior de la proteína. Sin embargo al definir los dominios dinámicos 
'. ·' '. ' 

de este modo,: no se ·precisan los límites de los dominios y tampoco se permite la 

divisiÓ~ de}a -~rot~Ú1a ~ c~mpleta en cuerpos rígidosso. Esto tiene congruencia con la 

realid~~ ~si~a/yá:q~e.una/pmteína no consta de regiones perfectamente rígidas 

coné~~das'.~o~~'si~plds{0t~ras mecánicas, sino más bien de regiones cuasi-rígidas 
. . !:_>-~---'-:/-~:~-~-~~:>·· -_<;-.,:;-;. 

n ~i~~c~; ~~-·aL~i999_;~'(a2)' r·:< -,--
'·" Schulz, el ai:, 1991: (94)'i .· 
1• Hayward, et al.)997 (30) 
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cuyo movimiento relativo requiere de la deformación de las regiones más flexibles, 

situadas entre ellas. Mientras que dos regiones rígidas separadas por estas bisagras, 

pueden constituir dos dominios distintos, la ausencia de una juntura flexible entre ellos 

no forzosamente supone que el cuerpo rígido constituya un dominio dinámico, ya que 

puede haber transiciones definidas de w1 dominio al siguiente. Así que se vuelve 

necesario calcular la movilidad de cuerpo rígido de cada zona rígida para hallar los 

dominios dinámicos. Este cálculo de movilidad del cuerpo rígido da más información 

sobre la dinámica dentro del dominioBI. 

Los cambios conformacionales debidos a desplazamientos de dominios, son 

movimientos de baja frecuencia y de amplitudes grandes, y representan los 

movimientos más evidentes dentro de la proteína, por lo tanto, han sido los más 

estudiados. Se ha obtenido detalle de los movimientos de cambio de conformación 

sucedidos en varios ejemplos clásicos de enzimas alostéricas, considerando a los 

movimientos de dímeros completos o de rnonómeros (dominios estructurales) corno las 

zonas dinámicas descritas anteriormente. Son precisamente este tipo de movimientos 

los que alteran la conformación de la molécula globalmente y, por Jo tanto, son 

esenciales en la función protéicaa2. Los movimientos de baja frecuencia de grupos han 

demostrado ser los que aportan mayores contribuciones a las fluctuaciones entre 

diferentes estados de conformaciónBJ, mientras que los de alta frecuencia, más 

localizados -involucrando sólo algunos residuos-, juegan papeles importantes en 

transmisión de señales, catálisis u otros procesos internos84 • 

Existen muchos ejemplos de movimientos diferenciales de baja frecuencia en 

muchas proteínas alostéricas. Por la facilidad de disectarlos han sido más descritos que 

aquellos de alta frecuencia. La piruvato cinasa, por ejemplo, una proteína tetrarnérica 

de simetría 222, lleva a cabo desplazamientos coordinados de gran amplitud y baja 

frecuencia durante su transformación alostérica, combinando dos tipos de movimiento: 

una.rotación de dos de los tres dominios de cada subunidad (17" para el dominio By 

80. Winn, ·et al., 2000. (115) 
· 81 Ídeíu · 

82 Hinsen, et al.,1999. (32), Amadei, el al .. 1993. (2), Bahar, et al., 1998. (6), Groot, et al.,1998 (26) 
83 Brooks; et a/.,1995. (11) 
"' Keskin; el a/.,2002. (45) 
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15º para el dominio C)21 y una rotación de 16° de toda la subunidad. Este mecanismo 

presenta algo sin precedentes: reside en una rotación de los doce dominios que 

conforman a la proteína, que altera las interfases entre los dominios y subunidadesss. 

La flexibilidad de esta proteína se enfatiza por la observación de que el dominio B 

despliega diferentes orientaciones en las subunidades cristalográficas independientes 

presentes en el cristal de ambas conformaciones, activa e inactiva86• 

La hemocianina hexamérica de simetría 32 exhibe un comportamiento similar, 

al de la piruvato cinasa, donde una rotación de 7.5º de un dominio está acompañada de 

una rotación de 3.1° de un trímero sobre el otro87, La lactato deshidrogenasa bacteriana 

es una prote~a tetramérica donde cada subunidad presenta una rotación de 8° pero 

.don~e,;l~:)r,iterfas~s interdominios se mantienen ya que los dos dominios que forman 

cacia ~it~J;¡í~~d~c;> rotan entre sí88. Lipscomb junto con sus colaboradores describió las 

····i~~~~~~~~~F 2;:E=:=;:\:::~;~:~::~:.ru: 
simetría 32;º gl~C:osafoina6-fosfato desaminasa, por otro lado, se da una rotación de 12º 

de cada ri,6r;ó~e;~;con respecto al resto en el mismo plano trigonal. 

3.4.3 Nuevos enfoques para abordar los fenómenos de flexibilidad. 

El acercamiento a los fenómenos de flexibilidad ha permitido el desarrollo de nuevas 

herramientas P.ara el alcance de su explicación y comprensión. Avances recientes en 

técnicas de espectroscopía han permitido examinar detalladamente los movimientos 

atómicos individuales90 y los movimientos globales asociados al plegamiento o 

desdoblami~nto de las proteína91, Los movimientos moleculares a gran escala han sido 

asociadós a los motores macromoleculares (tubulina por ejemplo). Se han reportado 

21Notese que se está hablando de dominios estructurales que han sido considerados domiruos dinámicos. 
85 Mattevi, et al.,1996 (58) 
8& Larscn, et al., 1994. ( 48) 
87 Hazes, el al.,1993. (31) 
88 lwata, el al., 1994. (39) 
89 Liang. et al.,1993. (49) 
90 Weiss, et al.,1999. (111) 
91 Arrington & Robertson, 2000 (5) 
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simulaciones de mecánica clásica92 y de dinámicas macromoleculares9J que intentan 

explicar las relaciones entre movimientos moleculares y la función biológica. Sin 

embargo estas aproximaciones sólo han tenido éxito limitado, especializándose en 

explicar movimientos lentos a gran escala de proteínas grandes o multiméricas. 

Para explicar los cambios conformacionales se ha recurrido a muchos métodos 

de análisis e interpretaciones variadas. Englander y sus colaboradores han intentado 

explicar la flexibilidad como resultado del plegamiento y su dinámica, resaltando las 

implicaciones biológicas de éstos. Es decir, consideran que las proteínas dirigen 

reacciones de desdoblamiento a lo largo de toda su estructura, que ocurren 

independientemente unas de otras, involucran pocos aminoácidos y dan lugar a 

muchos estados de conformación con la presencia de regiones desdobladas. Desde esta 

perspectiva, se ha planteado que la colección de estos estados representa la forma 

nativa de la proteína, en la cual ¡¡e ubican regiones de alta energía de estabilización y 

otras de baja, que provocan un_a <:?operntividad local, más que global9~. 

-b.':'.1;~<';1,,_tiJ:;•. 
Una pérsp~Ctlvá contrapuest<1•mtenta explicar la flexibilidad en términos de 

movimient°:s 'oscil~~~~l~s:8;~!;~¡b·~~d~n atómica dentro de los cuerpos pseudo o cuasi­

rígido~; la.:~~~l;~~~t~Í~~;~·t~·Jgs ;~Joit~s en movilidad de estos grupos, cooperativa y 

concertada~~~t~,~iu{d~ l~gar:ri c~mbÍos globales en la estructura. Como parte de este 

enfoque~ se han COIIB~rJ¡cio va:fos algoritmos para detectar la dinámica de dominios en 

las proteínas95 y s~ ha~ catalogado tipos de movimientos de dominios, distinguiendo 

movimientos finitos e infinitos (por sus amplias magnitudes). Donde los primeros se 

refieren al movimiento de un átomo de un punto específico a otro, y los segundos 

describen las· cantidades y direcciones de los movimientos atóniJcos de cambios 

pequeños en Ja ¡:onformación . 
. :;-·: 

'' ~.: .. 

Los estt.idiC>s de flexibilidad fueron motivados por varias preguntas esenciales: 

¿Cómo se,-corrÍ
1

~riican los_ sitios distales? ¿Cómo se dan las interacciones en la 

reg~lación aJb~té~icá? ¿Es la localización de zonas estabilizadas y no estabilizadas, un 

92 Kcskin, el a/.,2002. (45) 
93 Brooks, el al.,1995. (11) 
94 Frcirc, 2000. {24) 
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evento aleatorio o se debe a un dictamen de consideraciones funcionales? ¿Cómo se 

relaciona la estabilidad o flexibilidad de la proteína con la función? 

Aunque muchos trabajos han señalado la posible importancia de la flexibilidad 

conformacional en el despliegue funcional de toda proteína, aún no se ha estudiado 

sistemáticamente y éstas preguntas continúan sin una respuesta satisfactoria. 

95 Nichols, 1995. (73), Groot, et a/.,1998 (26), Hlnsen, et al.,1999. (32) 
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4 Objetivos 

4.1 Objetivos generales 

a)Generar un criterio evaluador y selectivo de las estructuras 

cristalográficas de proteínas depositadas en el PDB, en busca 

de proteínas alostéricas. 

b)Evidenciar la importancia de incluir información vibratoria en los 

afinamientos estructurales para obtener mejores ajustes que 

expliquen las propiedades dinámicas de las proteínas al 

aplicar tensores de direccionalidad. 

c)Analizar a partir de la información vibracional de las proteínas 

alostéricas seleccionadas, el papel de la flexibilidad molecular 

en su fuflción biológica, y con base en ello, ampliar el modelo 

esfructural del .estado T. "oscilante" propuesto para la 

Glucosam.ina-6"fosfato desaminasa de E.coli por Rudino, et al 

(2001). 

4.2 Objetivos particulares 

A partir del objetivo general a se generan los siguientes objetivos particulares: 

a.J) Desarrollar un método evaluador y de selección de estructuras depositadas 

en el Protein Data Bank (!"DB). 

···<· 

a.JI) Con~tr~iiS~ pr6grama computacional para llevar a cabo la selección de 

estructuras. .· · · . ·· ... :·· •. ; .. ,·. ' >.•.···· · ··· ·:.;;, .. · ·. ·\'.,,:: .· ~ ._ .. 

. a.llI) Selec~¡¡,~a;·las proteínas alostéricas, objeto de estudio . 
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A partir del objetivo general b se generan los siguientes objetivos particulares: 

b.J) Identificar las propiedades vibratorias de los diferentes estados 

confonnacionales de las proteínas problema. 

b.11) Realizar análisis vibratorios por factores B isotrópicos- de ambos 

confonneros R y T de las proteínas seleccionadas. 

b.Ill) Realizar análisis vibratorios por grupos pseudo -rígidos, en ambos 

confónneros R y T de las proteínas seleccionadas. 

b.IV) Evaluar por factores de temperatura y por grupos pseudo -rígidos las 

propiedades dinámicas de una proteína con cinética michaeliana que presente 

diferentes estados conformacionales como validación del método utilizado. 

b. V) Destacar los beneficios de la incorporación de parámetros vibratorios 

direccionales en los ajustes estructurales. 

Del objetivo general e se derivan los siguientes objetivos particulares: 

c.l) Identificar un estado T oscilante conforme al modelo propuesto por Rudiño, 

et al (2001) en las proteínas alostéricas seleccionadas. 

e.JI) Evidenciar la importancia del comportamiento vibratorio en la transición 

conformacional y el comportamiento biológico en las proteínas problema. 

c.III) Integrar los resultados al modelo estructural de la transformación alostérica y 

flexibilidad conformacional (del estado T "oscilante") propuesto para la Glucosamina-

6-fosfato desaminasa de E.coli por Rudiño, et al (2001). 
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5 Metodología 

5.1 La búsqueda de estructuras 

5 Metodologla 

•1.as cosas deben ponerse tan simples 
como sea posible. Pero no más simples.• 

Albert Einstein 

En el Protein Data Bank (PDB) existen 19,052 estructuras depositadas (16,094 de ellas 

resueltas por difracción de rayos X), de éstas 15,495 son de proteínas, -considerando 

péptidos, virus, proteínas, así como complejos proteína/ácido nucléico95. 

Para realizar una discriminación en este bagaje babélico, es indispensable la 

implementación de criterios selectivos que respondan a las necesidades de la 

búsqueda, los cuales pueden ser muy variados. Sin embargo, existen datos sobre las 

condiciones de cristalización, sobre el proceso de afinamiento, sobre la captura de 

datos y sobre la calidad de la estructura, que todo biólogo estructural -o investigador 

que busque realizar un análisis estructural- necesita saber para realizar un análisis 

estructo-funcional. 

5.1.1 Construcción de 1111 criterio evaluador y selectivo 

Con base en esta premisa .se desarrolló un· sistema de selección y de evaluación 

estructural considerando las' siguientes características: la resolución a la que fue resulta 

la estru~türa)lo~'Íllaic~s 'de error del afinamiento: valor R y R¡,re, la integridad de los 

dato5, d¿:;~i~~~ti~~:~~~~p;e~enta la estructura determinada, los componentes de la 

unidad asiní.étiica/el número de átomos en ella, el número de reflexiones o de datos 

obten'.id~~;i~~fJ:~i·~ii:'~~ción y el grupo espacial de la celda unitaria. Considerando el 

n~~~¿ ~~";k~~~üi~i::·6s necesarios para afinar isotrópicamente cada átomo96, se evaluó 
:·. · ·: ·.: \.'.~::{· :t:: .. :.:,_-,_~~.·>\-iF-~( :: 

la''relación'reflexiones/parámetros97, otro dato importante del afinamiento. Por otro 
< ',' ":-~ .. > ··¿:.;,:: ,-._:·.;;_; f/:;.· ,,",.·' 

'. '.)· ·;~ 'J:· .,• ., 

·. 9s Estadfst:ca's h·.;;;ia ~¡ 1 ·éie noviembre del 2002. 
9•Una explicación'sob~c esta relación para afinamientos isotrópicos y anisotrópicos se encuentra en la 
sccción_3.~:6~'~:,. - '.·; ~;·.-: :.<:::. ,-. ',.:. · 
., Como las_ reflexiones son Jos datos experimentales de una determinación estructural por difracción de 
rayos x; este_cociente se referirá como datos/parámetros o reflexiones/parámetros indistintamente. 
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lado se tomó en cuenta si estaban depositados los factores de estructura, elemento 

esencial para el análisis pretendido, ya que permite realizar un afinamiento "en casa". 

Junto con estos datos primordiales se buscaron otros secundarios, no decisivos 

para la selección, pero también importantes: las dimensiones de la celda unitaria, el 

programa utilizado para el afinamiento. Otras características biológicas que 

permitieron el reconocimiento adecuado de las proteínas problema, fueron la unidad 

biológica de funcionamiento, los ligantes a la estructura, y el organismo al que 

pertenecieran. 

5.1.2 Construcción de la base de datos 

La elección de las proteínas problema se basó, en primer lugar, en la cantidad de 

depósitos de estructuras rest1elt~s ;por cristalografía de rayos X. Se consideró que 

aquellas proteínas con ~~~--~; {·~·''J~~ósitos nos brindarían una abundante fuente de 

información comparabl~. '¡\5i;~~~~6~~tarfa con un número considerable de estructuras 

para cada caso. Por otro)~d~:;¡·ai~importancia para la selección a las características 

cinéticas, es decir, si despl~g~h~''.~comportamiento alostérico durante su función, si 
<~ :~~,· -.:~&i;x;_: .. ·:.)·~:r;_ :: >. 

desarrollaban efectos cooperativos y si estaba descrita su transformación. 
:''._.··~ -o;.,.''c~¡. 1' ;-,;- :· 

'~ 1 • 

Con base en'1()~,~~(e~~;~~t~riores, se procedió a una primera selección de las 

proteínas candidat~s~'~~'~j,fü~i~~on todas las claves PDB (PDB-ID) correspondientes a 

todos los de_p9~i.t~~~~,~~~~~~;~~Ae ellas. 

ov'1u•Z~i~~~~~i~~~l~M d::.:,:· :::.:~:::~ ,::"::::::"::~ :: 
constl'u.yó ~I~ici~~:~:·Óir..\ ~n el lenguaje de programación Peri. 

.·•' · •. ·.¡· .:•o,• . ,-._;· . 

. ·, E~te ~~~grarna ~tili~a co~o base de datos PDB Cd-ROM Relesed (#100) abril 

2002, el ~al contiene 17, 679 estr~cturas. DIPA rastrea en esta base de datos los PDB­

ID's señalados en una lista previa y genera una tabla con todos los datos de las 

diferentes estructuras. Todos aquellos depósitos posteriores a abril de 2002 que no se 

hallaban en este documento fueron obtenidas de la Red directamente y después 
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inspeccionadas por el programa. Tanto las listas de entrada como las tablas de salida se 

generaron por separado para cada una de las proteínas. Estas tablas comparativas de 

caracteres constituyeron nuestra base de datos para realizar una selección más afinada 

aplicando el criterio evaluador y selectivo construido .. 

5.1.3 Perfeccionamiento de la selección 

De las tablas comparativas de caracteres DIPA, resultado de esta pesquisa, se hizo otra 

selección. Con la finalidad de obtener las estructuras mejor afinadas, se prefirieron 

aquellas estructuras a altas resoluciones, con valores de R y R¡... bajos, mayor 

porcentaje de integridad, alta relación datos/parámetros y cuyos factores de estructura 

estuvieran presentes. 

Después de obtener por esta vía las mejores proteínas con las cuales trabajar y 

sus mejores estructuras, se analizaron las bases de datos, en atención a cuáles y cuántos 

depósitos correspondían a estados conformacionales distintos, y se aplicó el mismo 

criterio para seleccionar de cada confórmero las mejores estructuras. 

En los casos en que no estaba especificado a que confórmero correspondía la 

estructura, se realizó un análisis por ligantes basado en la literatura -especificaciones 

sobre el activador o inhibidor alostérico, sustrato, cofactores, análogos competitivos, 

etc.- y en la información de la estructura problema, es decir los ligantes presentes. Esta 

valoración, junto con la búsqueda de contactos cristalinos9B sirvió para evaluar las 

vibraciones de cada zona y discernir entre diferentes estados conformacionales. 

Al obtener las mejores estructuras para los confórmeros T y R de las proteínas 

problema según los criterios de selección, éstas se contrastaron para determinar si se 

podía considerar que la estructura de mejores características explicaría el 

comportamiento de las demás. Para ello, se supuso a los factores B como indicadores 

98 Los contnctos cristalinos son resultado del empaquetamiento del cristal. Se pueden dar con las paredes 
del mismo o entre las moléculas agrupadas, produciendo artificios estructurales que no se sabe cómo 
alteran las propiedades dinámicas de las conformaciones nativas. 
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de un buen afinamiento99• Se realizaron empalmes entre mismos estados por medio del 

programa "0"100, y se consideró la presencia de ligantes o de contactos cristalinos que 

pudieran afectar la vibración atómica. Esto nos permitió evaluar si efectivamente se 

trataba de un estado To uno R, como se describe a continuación. 

Con la lectura de los documentos PDB por una subrutina del programa CNS 

0.1101 se generó una lista de los factores B promedio para cada residuo de cada 

estructura. Con ellos, se hizo un contraste interestructural de los resultados, por medio 

de gráficas de distribución de los factores B a lo largo de la cadena principal, 

considerando los factores B más fiables los de aquellas estructuras a mejor resolución y 

con valores R y R¡,"' menores. En aquellas estructuras sobreafinadas ( con R¡,ee 

desfazados por más de 5 unidades del R) se evalúo la presencia espuria de moléculas 

de agua. 

Para corroborar lo anterior, los empalmes por "O" de todas las estructuras R y 

todas las T, permitieron evaluar mediante el consenso en las coordenadas, la veracidad 

de cada reporte de estado, o inferirlo en los que no estaba presente. Al obtener de esta 

manera las mejores estructuras en ambos confórmeros de las proteínas problema, se 

obtuvo el primer acercamiento al comportamiento vibratorio de la proteína. El patrón 

de. distribución de factores B de cada estructura permitió visualizar una posible 

selección de dominios dinámicos en cada proteína. 

5.2 Análisis vibratorios por factores de temperatura 

Utilizando un método sencillo para explicar las propiedades vibratorias de 

grupos móviles, se consideraron sólo los parámetros de desplazamiento de los Ca. Con 

el programa ONLYCA en Fortan, se seccionaron los factores B de la cadena principal. 

Con base en el paradigma del aumento en la movilidad de un punto conforme éste se 

99Se evaluó el i;,tervalo cie factores B que presentaba cada estructura según los valores de R y R¡...,. y la 
presencia de éxccso de moléculas de agua según lo descrito en la sección 3.2 
100 JÓnes, et a/.,1991 (40) 
101 Brungcr, et al., 1998 (12) 
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aleja de un centro rotatorio, se hizo una evaluación de la vibración de cada Ca en 

función de la distancia a un eje probable de la transformación. 

Para establecer este eje, se realizaron superposiciones alternantes de 

configuraciones instantáneas tomando como referencia los ejes de la celda unitaria 

reconstrnida por "0"102. Para dicho empalme se tomaron como secuencias base a 

aquellas con factores B más bajos y aquellas reportadas en la literatura como zonas de 

movimiento como cuerpos-rígidos. 

A partir de esta semblanza obtenida por la revisión de la distribución de los 

factores B, se procedió al análisis de la movilidad de la proteína en función de la 

distancia al eje de rotación, con el fin de encontrar las zonas de movimientos más 

conspicúos, tanto aquellas que fomentaban una correlación como las que ocasionaban 

ruidÓS. Para ello, se consideró al Ca con factor B más bajo como un elemento del eje de 
,J-. ,-. 

rotación.Se ev~luaron tendencias de movimiento similares donde los átomos pudieran 

se~ ag~itpados de acuerdo al comportamiento vibratorio que presentaban 

resp~~to "al otro y en relación a la distancia que los separaba del eje propuesto. 

5.3 Análisis vibratorios por grupos pseudo- rigidos 

uno con 

Las secciones o grupos de residuos dispersos con parámetros de desplazamiento más 

altos, que se identificaron en las graficas de distancias de Ca, se omitieron de la gráfica, 

en busca de una correlación parabólica que evidenciara su carácter oscilatorio. Se hizo 

a partir de ellos una división de la proteína en zonas de movimiento, wbre el supuesto 

de que aquellos con patrones vibratorios similares, correlacionados por su distancia al 

eje de rotación, representan grupos de movimientos coordinados, con menores 

diferencias de desplazamiento entre ellos. Se atribuyó a estas zonas una movilidad 

como grupos pseudo-rígidos, para evaluar si eran definitorios de la transición 

alostérica. 

102ver como ejemplo Figuro 6. 

48 



Tesis de Paula Gon7.ález-Rubio Garrido SMctodolog!a 

Esta consideración permitió realizar, con los factores de estructura depositados, 

un nuevo afinamiento de la proteína por REFMAC TL5t03, subrutina del programa 

REFMAC5 de CCP4tlJ.I. Se ajustaron los parámetros vibratorios a un modelo cuasi­

anisotrópico para ver si se mejoraban los valores estadísticos de la estructura (R y Rt..,.,) 

y si se obtenía una descripción estadística que definiera el movimiento en la dirección 

de la transición alostérica. 

El proceso del afinamiento consistió en calcular los parámetros TLS para cada 

grupo pseudo-rígido, con sus respectivos ciclos de ajuste. Posteriormente se realizaron 

varios ciclos de minimización por mínimos cuadrados de máxima similitud. La 

decisión del número de ciclos a efectuar se basó en el análisis de la convergencia o 

divergencia del R y el R1r.., en varios ciclos de prueba. 

Se fijaron los factores Ben un valor constante (el valor más bajo del afinamiento 

reportado para cada caso). Se calcularon entonces los factores B globales y, 

posteriormente los parámetros TLS. Cuando los parámetros TLS convergen 

adecuadamente, se liberan los factores B, para ampliar la descripción del 

desplazamiento. 

Los 20 parámetros de TLS resultantes: tres matrices que refieren los ejes 

ortogonales y el origen escogido, sirvieron para construir el despliegue gráfico de estos 

valores rotando y ajustando las coordenadas por el programa TLSANL de ccp41os. La 

representación se hizo por elipsoides de desplazamiento anisotrópico. 

Esta secuencia de análisis se utilizó para todas las estructuras analizadas 

incluyendo procesos específicos para cada una de ellas de acuerdo a las características 

del cristal, del afinamiento y de la proteína en sí. 

103 Schomackcr &Trueblood, 1967 (93) 
rn•CCP4, 1994 (15) 
105 Howlin el al.1993 (36) 
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6 Resultados y Discusión 

6.1 Pesquisa en el Protein Data Bank (PDB) 

6 Búsqueda en el PDB 

Datos, Wa/Son, necesito datos! 
No se puede construir una casa sin ladrillos. 

Sir Arthur Conan Doyle, 
Estudio en escarlata 

La indagación sobre la disponibilidad de estructuras de proteínas alostéricas en la 

principal fuente de información estructural de macromoléculas, el Protein Data Bank 

(PDB), brindó más resultados que aquellos que motivaron la búsqueda. 

Oq&anlsacl6n del Proteln Data Bank 
190ti2Told<ll!<ll!pdsaDshasta l """"'mbre20al 

7.39% 

81.11% 

•Reato de dep61dto• 
PDB 

0Eobuciuna par 
rayo. X (16094) 

ra1 Protelnaa par nl)'09 
X(l5454) 

E!D Protelnaa 
.UC.•~- (l467de 
63 tlpce) 

Figura 6.1. Estadísticas del PDB hasta el 1 de noviembre 
del 2002 y primeros resultados de la búsqueda. 

Los resultados fueron de dos tipos, aquellos que respondían directamente a las 

necesidades de la investigación -se encontraron estructuras de proteínas alostéricas 

candidatas a selección y análisis- y aquellos que surgieron al abordar la búsqueda, y 

que reflejaron algunas inconveniencias de este banco. 

No se puede hablar de los resultados de la búsqueda de proteínas sin hablar de 

los problemas que hubo para hacerla. Sin embargo por cuestiones prácticas y para 

exponer con mayor claridad lo obtenido durante la investigación, se abordarán en 

primer lugar, las características confusas y las inconveniencias más intrínsecas al PDB, 

6-1 
11'1T:1·"·(·1 rn11.r 1rS~ .... 1:. 
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haciendo referencia algunas veces a las relacionadas con nuestra búsqueda particular. 

En la sección siguiente se hablará de la selección de proteínas alostéricas propiamente. 

1 
2 
J 
4 
s 
6 
7 
8 
9 

.10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 

Nombre 11rotelna llloll"1ca :No. depósito• Nombre 11rotelna lllollertca No. deoollto1 
Pnx:tosc 1.6 Bilfosflltu.a SI o&fofructocioum 6 
._.,11vato cía.u 17 ntcvrin• 59 
A.nmtlllo Tramcuboamiolu.a 14 enilalaain• hi ... oxil ... 18 
Glucogeoo fosforil•u 62 A. TP sulfurilu• 8 
Ulutanina traolifcraaa 6 Cilucou 1-foiflllo timidiltraasfcnu 13 
flcmol<lobio• 212 0-Acetilseriu sulfuhidrolu• 4 
Poúocoolpiruv•o c•boxikinasc 10 ().2Jucou 6 foúotraod"cra111 2 
l'rinsnfUK> silllcU&a 29 ,nttaoitnto Á.Dtcblsa 4 
Glicerol ciDBu 12 llll.milasa 89 
CcriKD.ato mutua 12 ·c:oóao antrial antiurético 2 
ttaociaas. 7 rIF..MJC de Ja úntcsis de ourioa 10 
Glucosamina 6~fosfhlode.smmioasa 10 r-teomiaa 2 

arbunoi.J fosftao s.intas• 2 PJ8Mapcinasa 5 
Miogtobioa 195 rote.o .. Hsl deoendientc de A TP 7 
~rnilhine transc:arbam.ioJau 6 osfocool deshidrot?e.nasa 1 
:::OlutaaúDA fosforibosilamidotxansfermu 6 Oliccraldehido 3-fosfato 
Ribonuc:Jeasa nancrcática 8 :leshidrogcnasa 3 

a:tato dcshi<k-~enasa 32 rconina dcsllOl.inasa 1 
llad 50 ATP sintctasa 3 JCN4 39 
GTP ciclohidrolnsa 10 rotcina activador de Hemo 2 

heonine Sintctasa 2 iridoxaJ fosforilasa B 4 
:>Jcido Nítrico Sintetasa 68 Cilarto sintetasa 21 

l'"otc:fna de activación cBtabólica 11 Olutamato dahidrogenasa 14 
ltibwnx:leót.ido-trifosfato rcducta .. s ltibooucleót.ido reductasa 37 

CAAT/enhanccr 2 =»rotcína de unión a calcio dcoendicnte 
ac:tm de transcripción Runt 6 ~e vitamina D 10 

f>roteína funcionaJ Bica 3 1·rombina 289 
l\.denosinmctionin decnrboxiJasa 7 Hemocianina 

Cuadro 6.a. Lista de protdnas alostéricas. Enumera algunas de las protelnas de las 64 
encontradas, resultado de Ja primera búsqueda en el PDB, seflalando el total de depósitos 
con que cuenta cada una de ellas en dicho banco. La búsqueda se basó en principio en el 
criterio de alostéricas, el cual brindó la primera lista de moléculas presentes; 
posteriormente a partir de esa lista se hicieron búsquedas particulares que vertieron Jos 
depósitos seflalados. 

12 

Hasta el 1 de noviembre del 2002, 19,052 estructuras macromoleculares 

conformaban el PDB. De éstas, 16,094 son resultado de difracción de rayos X (Figura 

6.1). Esto se debe en principio a que los avances en la cristalografía de macromoléculas 

fueron los detonantes de la construcción de esta base de datos que se ha ido 

alimentando desde sus inicios con los resultados de la investigación de esta ciencia. Ha 

sido en los últimos años, que se integraron estructuras resueltas por las nuevas técnicas 

de Criomicroscopfa Electrónica o por Resonancia Magnética Nuclear (RMN). Esto nos 

refiere que en principio podría haber una amplia gama de estructuras cristalográficas 

que podrían dar información relevante para el tema que aquí se aborda. 

6-11 rr~,S1~ CON 
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De las 19,052 estructuras que conforman el PDB, 15,454 son de proteínas -

considerando péptidos, virus, proteínas, así como complejos proteína/ácido nucléico-; 

de éstas hay 1,467 determinaciones cristalográficas de proteínas alostéricas101 

correspondientes solamente a 64 diferentesios (Cuadro 6.a). 

El PDB consiste de varios depósitos para cada proteína, generalmente algunas 

determinadas por RMN, muy pocas por Criomicroscopía y la mayoría por 

Cristalografia, aunque en algunos casos sólo existe una sola determinación. También es 

frecuente encontrar que la estructura de cierta proteína sólo esté restringida a la 

determinación de fragmentos de éstas, ya sea el dominio carboxilo terminal, el amino 

terminal o el núcleo catalítico. Por estas razones, es difícil encontrar varias estructuras 

completas correspondientes a una misma proteína, o por lo menos disponer de su 

núcleo catalítico completo. Es indispensable, para el análisis realizado en esta tesis, 

contar con, la molécula completa que permita abordar su transformación y la 

flexibilidad en ésta involucrada en su componente real. 

'':.{¡,.y,., ,,,. 
Otro de. lo~p~()~leinasa que nos enfrentamos al analizar el PDB, consistió en la 

variedad de for~~';6~;~l'e'Í65\1epósitos. Esto se debe a todos los cambios que desde su 

inicio ha tenidb ~Í;Pb~~~fi~:~an determinando las exigencias de los depósitos, a la par 

de los ava~~:{\~*~J'?~i~()f;dentíficos. Durante sus primeros años los archivos PDB 

sólo co~ta6~~1~b~J¿·jrifo~adón de coordenadas, el programa utilizado y la resolución 

obtenida.·P~~fJ~i6:ih~Üt~ ~e .fueron solicitando más datos a los depositantes. Los 

depÓsitÓs h11~J~·~~I~~ años ochenta y principios de los noventa presentan además de 

la i~foi~a8~~\~~~~ri~Ídriada, el valor estadístico de R y datos sobre la cristalización y 

sob~~ l~'dif¡~~~Í~~~~~~fü'almente presentan muchos datos valiosos como son también el 

valor ~~!,R~~~~i~~~~~~f detallada de las condiciones de cristalización y de difracción, 

el porC:~~~~J~'~tf~~E!i~iclad que manifiestan los datos de difracción de la estructura 

d~tei-ffii11~~~}1:·~dl~ilSn de los factores de estructura. 

JO?Estadísticas hasta el 1 de noviembre del 2002. 
IO•Sobre esta base se hizo la selección que se explica en la sección 6.2 
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PDBJD RES (A) R IR .... INT No. REFLE No.ATOM No.PARAM F.S 

3csu 1.88 0.19 0.29 94.6 • 7604 38020 o 
1d09 2.1 0.2 0.23 . 59066 7887 39435 1 
1/lb 2.3 0.2 0.23 • 57236 8278 41390 1 
Bate 2.5 • • . • 8192 40960 o 
1rad 2.5 . • . • 7379 36895 o 
1rae 2.5 . . • • 7379 36895 o 
1raf 2.5 . • • • 7379 36895 o 
1rai 2.5 • . . . 7314 36570 o 
1ra11 2.5 . . . • 7379 36895 o 
1rag 2.5 • • • . 7379 36895 o 
1raa 2.5 . • • • 7379 36895 o 
1rac 2.5 . • • • 7379 36895 o 
1rab 2.5 • . • • 7379 36895 o 

Tabla 6.1. Fragmento de tabla DIPA de Aspar/ato Transcarboamiolnsa. Ejemplifica la falta de 
información en depósitos PDB antiguos. F.S corresponde a la disponibilidad de factores de estructura. 

PDB-ID IRES <Al R IR Free ~NT No.REFLE No. ATOM No.PARAM F.S 

1qop 1.4 . 0.15 0.18 95 133915 5880 29400 1 
1k8y 1.5 0.17 0.21 95.1 111900 5619 28095 o 
1k3u ·. 1.7 .0.15 0.19 97.7 77570 5785 28925 1 
1k7x 1.7 0.19 0.24 96.8 78258 • • 1 
1k8z 1.7 0.21 0.27 96.4 79408 5354 26770 1 
1qoq 1.8 0.17 0.21 94 63650 5461 27305 1 
111bs . 1.9 • • • • 5188 25940 1 
2tys 1.9 0.17 • 82.4 • 5321 26605 1 
1k7f 1.9 0.2 0.25 93.8 53470 4964 24820 1 
1beu · 1.9 0.22 0.28 80.3 45259 5236 26180 1 

· 1a5a ·.· 1.9 0.24 0.3 77.7 43791 5292 26460 1 
. 1ttq . 2 .. • • • 4981 24905 1 

1geq 2 0.2 0.25 90.8 30701 4238 21190 o 

.. T~bla 6.H; Frag¡,,ento de tabla CJJPA de Tríptofano Síntetasa. Ejemplifica depósitos bien realizados 
·con . información completa 'y casos de falta ·de información por no reporte. F.S corresponde a la 
disponibilidad de factores de estructura. 

Desgraciadamente toda esta información se obtiene sólo idealmente. Aún en los 

nuevos depósitos, aunque se solicitan ciertos datos, no son siempre adjuntados. Esta 

falta de homogeneidad -sea porque la información no es solicitada al momento del 

depósito (casos·más viejos), o porque no es depositada o es adscrita deshonestamente­

ocasiona que se dificulte su utilización, y pone en tela de juicio su credibilidad en 

muchos casos (a manera de ejemplo se pueden observar las tablas 6.1. y 6.II ). 

1 

-53-
TESIS CílN 

FALLA DE ORIGEN 



Tesis de Paula Gonz.ll<>z-Rubio Garrido 6 Búsqueda en el PDB 

Los factores de estructura -datos experimentales- son información 

indispensable para reutilizar o reinterpretar las estructuras determinadas, y suele ser 

uno de los elementos más ausentes en los depósitos. 

Estas omisiones afectan la eficiencia del PDB como base de datos estructurales 

precisos y confiables. Ya que aunque se encuentren estructuras a muy altas 

resoluciones y supuestamente con datos completos (información que muchas veces 

también falta (integridad)), si no presentan los valores de validación estadística, u otro 

tipo de información relacionada con la toma de datos, o con la difracción, aspectos 

necesarios para evaluar la calidad de la estructura, la veracidad del modelo reportado 

es dudosa. 

Sobre esta premisa, resulta poco conveniente usar estructuras "de dudosa 

reputación" en un trabajo posterior que intente explicar aspectos finos de la regulación, 

de las interaccidne~ de la proteín<;i; sobre la incorporación a sistemas membranosos, 

sobre e~ambfados molecular~s; :s~bre catálisis, etc.109 Esta circunstancia toma mayor 

trascendencia en estudios ~¡truc~~les más detallados. Cuando se quiere evaluar 
' . , __ .. '~. ,.··- . ' ... , .. 

información atómica muy' iiJ:.;~ ~riih'~ ~on los valores de los factores B reportados en los 

archivos de depósito, los éfegf~~\'.~~,,~ rhal afinamiento se resienten sustancialmente. 
"~~·-.=.· .·: ·,- . : : '< 

:..~·,_. 

La construcción del C:rit~rio~e ;~lección y evaluación que aquí se propone es 

resultado de las omisiones en los depósitos del PDB de la información que se obtienen 

durante la determinación, y que caracterizan a la estructura. Por lo tanto, la 

información faltante, así como las diferencias entre los datos de validación de las 

estructuras determinadas con la misma resolución, pueden ser argumentos de 

selección decisivos. 

J09Una discusión más amplia sobre la cváluación de estructuras y su consiguiente credibilidad se da en la 
sección 5.2 
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6.2 Análisis de la base de datos: evaluación y selección 

Al escudriñar del PDB se encontraron 64 proteínas alostéricas depositadas (Cuadro 

6.a), de las cuales solo 17 contaban con más de 10 depósitos hechos por difracción de 

rayos X. El programa DIPAllD, nos permitió evaluar las características de 614 depósitos 

correspondientes a los 17 resultados de la primera selección (Cuadro 6.b), 

evidenciando las faltantes y particularidades de cada uno de ellos. Con DIPA se 

construyeron las tablas de caracteres comparativas para cada una de estas proteínas' 11
• 

De acuerdo a la aplicación del criterio evaluador y selectivo se realizó el análisis. 

En dichas tablas se hizo un arreglo de los depósitos de acuerdo a tres criterios de 

orden: de lll.~yor a merior resolución, de menor a mayor R y de mayor a menor relación 

datos p~~ám~tr6s. Esto~ datos ñieron un primer indicio de la calidad de las estructuras 

que estábamos considerando: L~ resolución indica qué tanto se ve o no de la estructura; 

el valor de R nos <pern1Ít~':cl~cidir que tan confiable es la determinación de esa 

estructura y la relacló~ dit~s~parámetros nos indica de cuánta información se dispuso 

para calcular todos lo~ p~rárnetr~s rie~esarios para dicha determinación. 
- ',.:·.-·· ... 

. _· .. _,.:·.:: 

Al tener~un· or~en:d/á~~~s.ii~~ se evaluaron las estructuras dependiendo del 

~5~~~,iii~~~~~;~~~~~~~~~:E,i~~~] 
bajar el ~ .. P,i~.,?,frcí),!,~~fla,integridad, nos dice qué tan completos fueron los datos de 

:· . ,>,',;: ~·'··,J ;;-. _,-,~~-:,;~\-'.t.;;..:<;,.~;·:\'". ::S.• : . : 
difracción 'de·l~·~e~t~ctllra de ·que se trata. Finalmente, se exploró cuales depósitos 

contaban ~~k'i~~\';~~~g~~~·de• estru~tura, es decir los datos de la difracción. Esta 

condici¿~ ~~··'¡á~~tt~(~@1~~ riu~~tro .análisis ya que a partir de ellos es posible re­

afinarlas ~s~fu¿tiir~~:s;igi:fulo.descrito en la sección 4.3. 

11ouna descripción del programa se encuentra en la sección 4.1.2 de In metodología. En el Apéndice 1 se 
encuentra el programa. · 

111 Para una revisión exhaustiva de las tablas que conforman la base de datos remitirse al Apéndice II. 
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Es importante señalar que de las 16,094 estructuras resueltas por cristalografía 

de rayos X, solo 7,742 presentan factores de estructuran2. Y del total de estructuras 

analizados por nosotros (614) solo 130 los tienen depositados. Esto nos habla de que a 

pesar de que el PDB es una fuente de información inmensa, aún no es posible trabajar 

con los datos de difracción de todas las estructuras que lo conforman, lo cual sería de 

enorme beneficio para los estudios estructo-funcionales a partir de estructuras 

cristalográficas. 

Proteina #denn •/ealost 
IN -.o·GRJN ALPHA 2 BETA 40 2.73 
&1.PHA-AMVLASE 71 ...... 
GLYCEROL KINASE 13 0.8' 
CATABOLITE GENE ACTIVATOR PROO:IN 10 0.68 
IWMOCYANIN 13 0.8' 
A.'llPARTATE CARBAMOYLTRANSFERASE 28 1.91 
l'YRUVATE KINASE 18 1.23 
GENERAL CONTROL PROTEIN GCN4 35 2.39 
CHORISMATE MUTASE 13 0.8' 
GLUTAMATE DEHYDROGENASE 15 1.02 
-LACTATE DEllYDROGENASE 30 2.IM 

NITIUC OXIDE SYNIHASE 50 3.41 
CITRATE SVNlllASE 19 1.3 
PHENYLALANINE HYDRO:\."YLASE 13 0.8' 
GLYCOGEN PllOSPHORYLASE 50 3.41 
GLUCOSAMINA-6P-DESAMINASA 10 0.68 
TRYPTOPHAN SYNTHASE 29 1.98 
FRUCTOSE-1,6-BISPHOSPHAT ASE 38 2.59 

TOTAi 495 33.74 
TOTAL de depósitos proteina• al-rica• 1467 100.00•/· 

Cuadro 6.b. Selecdó11 de protef11as alostéricas por cantidad de depósitos 
Se considera únicamente aquellos con más de 10 estructuras hechas por 

difracción de rayos X. 

Todas las estructuras se organizaron también según el organismo al que 

pertenecieran, de acuerdo a la consideración de las pequefuts variaciones que pueden 

existir entre la misma proteína de un organismo a otro, evitando así la posibilidad de 

ruido en el análisis. 

112 Estadísticas hasta el 1 de noviembre del 2002. 
l'M";' ~~r{'I roir 
1 ' ,i) ·' 1' 
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6.2.1. ]ustijicadón de la rigidez del criterio selectivo. 

Como se discutió en los párrafos anteriores, las omisiones en el PDB o el reporte 

irregular de los datos de validación de las estructuras determinadas, son buenos 

argumentos de selección de los modelos esbucturales con los que cualquier persona 

piense trabajar. Es cierto sin embargo, que las düerencias no son tan evidentes entre las 

estructuras a la misma resolución o aún en las que difieren un poco. Donde se 

manifiestan más claramente estas düerencias es en los factores de temperatura o 

parámetros de desplazamiento. Es por ello que resulta necesario utilizar un criterio de 

selección estricto que asegure la utilización de estructuras lo más realistas posibles. 

110 
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GrMica 6.1. /ustificadón para la rigidez del criterio de selecdón. Muestra como Jos patrones vibratorios de 
estructuras determinadas a resoluciones similares son poco distinguibles. 

En la sección 3.2.3 y 3.2.5 se pone de manifiesto que estos factores dependen del 

afinamiento y por lo tanto, los valores de pruebas estadísticas sobre el ajuste durante 

este proceso (R, R¡;,,,), así como la integridad de la proteína y otras características, son 

información indispensable para valorar si un parámetro de desplazamiento está bien 

calculado. Sobre todo, es de relevancia esta validación para estudios de los 

comportamientos dinámicos de la proteína como el presente. 

En la Gráfica 6.1 no es fácil determinar qué distribución de factores B describe 

mejor la realidad de las vibraciones atómicas de cada proteína. Por ejemplo, las 
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estructuras con clave de depósito lk7f e lfuy, revelan una distribución de factores B 

más o menos cercana, aunque algunas regiones (residuos 15-20 o 60-80) parecen zonas 

de movimientos muy marcados, discrepan en la magnitud de la vibración y en la 

amplitud de la secuencia en que se manifiestan. Estas disimilitudes pueden ser 

cruciales para realizar un correcto análisis de flexibilidad y de movimientos. Estas dos 

estructuras están determinadas a resoluciones distintas (1.9 y 2.25 A respectivamente) y 

ostentan diferencias significativas en sus parámetros estructurales. 

El resto de las estructuras, todas ellas más cercanas en cuanto a la resolución a 

la que fueron determinadas, muestran distribuciones de factores B muy parecidas, con 

la misma línea base y más o menos el mismo patrón. Sin embargo pueden observarse 

zonas donde las magnitudes de los factores de temperatura varían mucho entre sí 

sobre todo en la zona de residuos 20-80 y de 180-200. ¿Cómo decidir entre todas ellas 

cuál es la que describe mejor la vibración de toda la proteína y sobre todo de zonas de 

movimientos importantes para la transición? La única manera es validando la 

estructura. Como al hacerlo es necesario ponderar unos datos sobre otros, de acuerdo a 

la información que pueden generar, se consideran todos los ya mencionados 

parámetros cristalográficos y características estructurales113 para seleccionar a la 

estructura que represente el modelo más cercano posible a la realidad. 

6.2.2. Evaluación y selección de proteínas alostéricas. 

Al concluir la revisión de las 17 proteínas alostéricas en un inicio seleccionadas, se 

descartaron muchas de ellas con base en las características observadas en las Tablas A-

Q (Apéndice II). 

En un principio se contaba con varios candidatos fuertes por sus propiedades 

cinéticas y de transformación descritasl14, que podrían semejar el caso de la 

glucosamina 6-fosfato desaminasa: la fructosa 1,6 bisfosfatasa, la corismato mutasa, la 

lactato deshidrogenasa, la hemocianina y la piruvato cinasa. El limitado espectro que 

estas proteínas permitió poner mayor atención a otras proteínas alostéricas que la 

búsqueda había arrojado pero cuya transición alostérica no estaba completamente 

l IJL1s características consideradas están en la sección 4.1.1 
114Aspectos sobre sus cambios conformacionales son descritos en la sección 3.4 
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definida y cuyos comportamientos cinéticos eran más complicados: la triptofano 

sintetasa o la glucógeno sintetasa, entre otras. 

La fosfofructocinasa había sido un buen candidato antes de realizar la búsqueda 

por abundancia -en la cual su incidencia no fue significativa por haber únicamente 4 

estructuras depositadas y a bajas resoluciones. Aún así, como representaba uno de los 

ejemplos más claros de cambios conformacionales que pudieran seguir el modelo en 

que nos basamos, se realizó un análisis de sus factores B para ver si alguno de los 

depósitos podría haber sido utilizado, sin embargo las distribuciones de factores B 

fueron muy dispares ya que ninguna de ellas contaba con una integridad que las 

pudiera hacer comparables (Datos no mostrados). 

Como evidencian las tablas del Apéndice II, las características de los depósitos 

de cada una de las proteínas son muy dispares, en varios casos. Se consideraron, por lo 

tanto, resoluciones altas aquellas mayores a 2Á y, como valores aceptables de R 

aquellos menores al 25% y de R¡,,. los que no distaran más de 5 unidades de sus 

respectivos R. Fueron admisibles, integridades de 80% en adelante y cocientes 

reflexiones/parámetros cercanos a 3 o mayores. De acuerdo a esto, al realizar un 

análisis profundo de todas ellas decidimos seleccionar a la Fructosa-1,6-bisfosfatasa de 

Sus seroja (Tabla A) y la Triptofano Sintetasa de Salmonella thiphym11ri11m (Tabla B), 

como las proteínas alostéricas con estructuras depositadas con suficientes datos para 

validarlas y para proceder a un análisis estructo-funcional de flexibilidad molecular. 

Las particularidades de la selección para cada proteína, se describen en las secciones 

correspondientes (sección 6.3 y 6.4). 

De manera paralela, se decidió trabajar también con una proteína michaeliana 

que presentara cambios conformacionales globales significativos que constataran la 

validez del método de análisis vibratorios como descriptor de la transformación, como 

se señala en los objetivos. De este modo se optó por la Integrasa de VIH, una proteína 

de la cual se cuenta con muchas estructuras comparables, por los fragmentos que han 

sido determinados y por los parámetros estructurales que presentan (Tabla Q). 
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6.3 El caso de la Fructosa 1,6 Bisfosfatasa 

6.3.1. Caracterización de la enzima 

La Fructosa-1,6-bisfosfatasa (D -fructosa-1,6-bisfosfato 1-fosfohidrolasa; EC 3.1.3.11; 

FBPasa) es la enzima alostérica responsable de hidrolizar fructosa 1,6-bisfosfato 

(Frul,6P2) a fructosa 6-fosfato (Fru6P) y fosfato inorgánico (Pi), reacción esencial en la 

gluconeogénesis renal y hepática11s. 

La FBPasa es una enzima de 146 KD con un plegamiento ajlaj}a en cada 

monómero. Estos están dispuestos en un arreglo homotetramérico del 1 al 4 (Cl-C4 

según la nomenclatura de Liang et a/.,1991) en el sentido de las manecillas del reloj. 

Como todas las enzimas alostéricas presenta dos estados conformacionales uno R (afín 

al sustrato y activo) y otro T (menos afín al sustrato)116, en este caso en particular, el 

estado R puede presentarse en dos formas: un R con un asa, pivote de la 

transformaciónl17, ordenada y un R con la misma desordenadans. El confórmero T 

presenta un giro de 17° del dímero C1C2 con respecto al C3C4, en relación a la posición 

que tienen en R. 

Cada subunidad consta de dos dominios, el N terminal -con plegamiento a/j}/a­

y el C terminal -con plegamiento aj}-119, Funcionalmente, éstos corresponden a los 

dominios de unión a F6P y a AMP respectivamente. Cuando se da la rotación, 

intramonoméricamente, el dominio de F6P permanece sin cambio, mientras que el de 

AMP sí lo sufre. Éste último presenta un giro de 1.9° con respecto al dominio de F6P. 

En la interfase entre estos dominios están los sitios de unión a iones metálicos que se 

alteran en el estado T distorsionando el sitio activo120 ubicado en la interfase Cl:C2 y 

así impiden la hidrólisist21, 

115 Benkovic, et al.,1982 (8), Marcus, et al.,1982 (52), Tejwani, et a/.,1983 (99) 
11• Existen algunos ejemplos en donde existe más de un estado activo y en los que esta nomenclatura no es 
aplicada. · 
117 Choe, et al., 1998 (17) 
11a Kc, et al., 1990 (39) 
119 Topología según SCOP , . 
120 Zhang, et al., 1994 (113)':::'.· '· . .· · . 
121 Villeret, et al., 1995 (101), C~oc, et al., 2000 (18) 
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El sitio alostérico, en el dominio AMP está a 28 A del sitio activo en el dominio 

F6P. El AMP inhibe alostéricamente a la FBPasa. Para ello, se une al sitio alostérico sin 

competir con el sustrato122. 

La FBPasa requiere de la unión de cationes divalentes (Mn2+, Mg2• o Zn2•) para 

desplegar su actividad catalftica y de la unión de cationes monovalentes (IC", 

NH4 +,TI+) para incrementar la catálisist23. Y es con el Mg2+ con quién el AMP compite. 

La saturación de este ión y la inhibición por AMP son procesos cooperativos con 

coeficiente de Hill entre 2 y 2.5 respectivamentem_ 

Fructo-- 1,6- biafoBfatasa de Sus 
(a) scrqf'a 

F6PLoop 

F6PDom 

Figura 6-t. Esquema de la estructura 
tridimensional de FBPasa. (a) Se seftalan en 
colores dominios de importancia en la 
función biológica. (b) Muestra la 
disposición de monómeros en la 
estructura. 

(h) 

El que la unión del AMP y el Mg2• sea mutuamente excluyente es consecuencia directa 

del cambio conformacional entre dominios producido por la unión del AMP. En 

ausencia de AMP, los cationes divalentes se unen a todos los sitios de unión a iones 

metálicos, mientras que cuando el AMP está presente se unen a un único sitio. El Mg2• 

es el único que se coordina con la F6P cuando está en el sitio l de unión a iones 

metalálicos sugiriendo un papel importante en la catálisis. Es precisamente esta 

localización la que se ve afectada por la unión del inhibidort25. Estos provocan, por otro 

122 Nimmo, et al., 1975 (70) 
123 Bcnkovic, et a/.,1982 (8), Zhang, et al.,1995 (111), Tejwani, et al.,1983 (99) 
124 Liu, et a/.,1986 (46), Marcos, et al.,1982 (52) 
125 Pilkis, et a/.,1988. (77), Liu, et al.,1995. (48), Scheftlcr & Fromm 1986 (92) 
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Jado, el ordenamiento de un asa dinámica, importante en Ja transformación aJostérica, 

en el estado R. Si los metales no están, el asa se desordena parcialmente en 'J'126. 

6.3.2Evaluación y selección de las estructuras de FBPasa 

El comportamiento que ésta enzima despliega es muy simiJar aJ anali7.ado por Rudiño 

en la GJucosamina-6-fosfato Desaminasa. Sin embargo, Ja dinámica de FBPasa no ha 

sido estudiada a profundidad; por lo tanto, representó, gracias a las características que 

describen su actividad y su transformación aJostérica, una buena elección para abordar 

el análisis de flexibilidad molecular en relación a su transformación aJostérica y las 

subsiguientes implicaciones en la función biológica. 

PDB-ID 

Est11doT 

1rdz 

1/pf 

EatadoR 

1cnq 

1bk4 

1d9q 

Tabla 6.3. Tabla DlPA de estnich1ras PDB de Fructosa 1,6 Bisfosfatasa seleccionadas para el esh1dio. 

AJ realizar la búsqueda de estructuras de Ja Fructosa-1,6-bisfosfatasa en el PDB, 

se encontraron 38 depósitos, considerando enzimas mutantes, nativas y si 

especificaban el tipo de conformación. A partir de estos antecedentes se abordó la 

revisión más amplia de su correspondiente tabla DIPA (fabla A de apéndice 1) en aras 

de encontrar por lo menos una estructura que cubriera nuestros parámetros de 

selección para cada uno de los confórmeros. Se seleccionaron entonces, 5 estructuras en 

estado R y 4 en estado T. (fabla 6.3.) La decisión de cataJogar a los depósitos sin la 

información sobre su estado conformacional, en las secciones que se presentan en la 

tabla, se basó en una comparación por empalme, por la presencia o ausencia de los 

ligantes para cada caso y por la comparación entre las distribuciones de Jos factores B 

isotrópicos. 

126 Kc, et al.,1991. (40) 
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De conformidad con esta selección se realizó una comparación de las 

disb"ibuciones de los factores B (sección 5.1.3 y 5.2) en toda la secuencia de la proteína 

para cada caso de las T y de las R catalogadas. La Gráfica 6.2 muestra que el único que 

presenta valores de B desfasados de las demás es la T lrdz. Tiene factores B más bajos 

que el resto, pero los más altos son arriba de 120 Á 2, es decir, sus factores B están fuera 

del intervalo permitido en zonas donde la densidad electrónica no era clara. Al ver el 

archivo PDB se encontró un exceso de moléculas de agua, que permitieron bajar 

artificialmente el Rfttt en la determinación reportada. Estas propiedades "anómalas" 

podrían haber sido evaluadas por controles de un nuevo afinamiento eliminando las 

aguas espúreas o por otras vías; sin embargo, esto no se hizo y por lo tanto se excluyó 

de la selección, al haber otras estructuras afinadas conforme a los criterios de 

evaluación y selección utilizados, y con las cuales sería posible trabajar. 

A Dlll .... dM •• ..... ,_ • laotrdple• • llloüatM .. ... ,._ 
110 , .... ... , .... 

t 
.. ,_ . .. , ... ,. .. 

" .. 
~ 

! .. 
"' .. 
10 .. .. .. 100 1211 190 ,,. ""º ... ... 271 "'º 321 "º 

No. cito residuo 
B D~tra.d .. •• hderm .. la.U.ple• • elatlatu 'h 

120 

"º ... 
t .. .. ,. 
.a .. 
111 .. 
~ .. 

"' .. .. 
10 .. .. ,. 100 1211 150 171 ... - ""' 211 "'º - -No.ckRc:aJd.uo 

Grffica 6.2. Comparación de distribución de factores B en cadena principal de todas IJJs formas R (a) y T (b) con un 
monómero en la unidad asimétrica. (a) La forma R Sfbp, que es un dfmero en la unidad asimétrica, se contras-ta 
tanto el monómero a como el b con el resto. Las diferen-cias entre estos se deben a contactos cristalinos en el 
b. (b) La forma T lfpf, que es un dímero en la unidad asimé-trica, se contrasta tanto el monómero a como el b 
con el resto. Como se ve no existen diferencias significativas, sólo lrdz presenta factores B fuera del intervalo 
(arriba de 100). 
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La estructura con clave lfrp es, además, la estructura determinada a mayor 

resolución y con la relación datos parámetros más alta. Aunque este cociente 

definitivamente no es suficiente para realizar un afinamiento anisotrópico121, es la 

única con factores de estructura. La única deficiencia de esta estructura es que no 

presenta el 1),,., pero esta omisión se compensa con los otros datos. Esto nos hizo 

seleccionar a lfrp128 como la mejor estructura determinada para el estado T. 

En el caso de las estructuras en estado R se seleccionó a lcnq129 por ser la única 

con factores de estructura. Aunque la resolución es buena, no es la más alta, tampoco 

su integridad es la mejor y la discrepancia entre R y Rrru es muy amplia. Para evaluar si 

realmente este depósito, con esas características estructurales, era un buen descriptor 

de la conformación R de la enzima se empalmó con las otras en la misma conformación 

con el programa "O", obteniendo un rmsd de 0.310 Á entre lcnq y lbk4 y un rmsd de 

0.250 Á con ld9q a partir de 320 Ca en ambos casos. La superposición con Sfbp dio un 

rmsd de 0.788 A (237 Ca) (Gráfica 6.3), lo que se puede deber a que esta estructura 

cuenta con ~ a'sa ~~~~~~d~nada, como se discutirá más adelante, que no coincide con 

el asa ordenadk-del e:tado R ni con el asa completamente desordenada del estado T, 

por 10
0
que se ha interpretado como un estado intermedio entre T y R1Jo. Por lo tanto, se 

consideró también en la selección final a la Sfbp, pero por falta de sus factores de 

estructura no se pudo corroborar, sobre su mapa de densidad electrónica, si el semi­

desorden reportado era tal, y tampoco se pudo re-afinar. 

· Como podemos ver existe un balanC_'? ·al hacer la selección, que depende de 

aquella información que nos será más útiÚy ·fiel al momento de hacer el análisis 
.. ·.·,,.·,;-·.'. 

vibratorio y el afinamiento posterior por grupos pseudo- rígidos. 

J27Por arriba de una resolución de 1.5 Á se puede realiz~r un afinanúento anistrópico aunque puede existir 
la duda de hacerlo a esa resolución porque forma parte de la zona gris. 

12s Xue, el al., 1994 (e) 
129 Choe, el al., 2000 (a) 
130 Ke, el al., 1991 (b) 
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6.3.3. Análisis por factores de temperatura isotr6picos 

De acuerdo a la distribución de factores B, el confórmero T (lfrp) presenta mayor 

vibración global que el confórmero R (lcnq) (Gráfica 6.3.). Sobresalen en esta relación 

las vibraciones altas en lfrp de los residuos 63-72, 148-152 y 265-275, regiones que se 

muestran en tres grandes picos y que corresponden al asa más móvil de la proteína (52-

72), del dominio de AMP, -concretamente a las bisagras de ésta ya que en lfrp (T) el 

asa está desordenada-; al asa superior de unión a AMP y de conexión con la capa beta, 

y algunos sitios de unión de Fl,6P2 y metales en el sitio activo, respectivamente. En 

estas zonas las vibraciones oscilan entre 70 y 80 Á 2, contrastando con aquellos de lcnq 

(forma R) entre 35 y 45 A2. En ésta, los residuos 265-275, al tener ligantes, presentan 

vibraciones de menor magnitud. Una vibración similar se observa en el asa 140-149, 

que al no tener una molécula de AMP unida que la desestabilice, presenta factores B 

más bajos. La situación es muy distinta en los residuos 22-27, asa de conexión de las 

hélices Hl y H2 de lainterfase Cl:C4 que unen AMP. En esta región se despliegan 

vibraciones amplias en co~cordancia con la ausencia del ligante, mientras que en T la 

unión estabiliza esta ig~}~J}:C:tro lado, el asa 52-72 está ordenada completamente. El 

C-terminal y N-t~rml~~~\t~~~Íé~,presentan vibraciones significativas aunque del 

mismo orden en amb~~,e~~~d'~~;:~"~~~~ distinguir si las vibraciones bajas eran intrínsecas 

o se debía a un efect6 d~1':~,~~~tj'~~t~miento en el cristal, se analizó la presencia de 

contactos cristalinos en ~~~}f~ri~~,'i~~n ayuda del programa O, y se vio que las 

vibraciones de estas regl~ft~~'_ri~;~~~ afectadas por estos artefactos cristalinos. 
-·---·-,·7-c.;;··-:·--· --- ' 

--:):~,~::)'P~-_:;t)~_;?H~X ·' 

Al analizar el~;;¡,ti_'.'d~~ellJ5idad electrónica de T se observó que el asa (52-72), 
:'. ~:.-/,1}:! :;:~'!.,~ ... ~'<·[~·')';. :""'. 

efectivamente. no pr~se~taba:idensidad. y que esta omisión era producto de la 

movilidad atórni~a, ;~¡;~;-;~~:~· ~ -error en el afinamiento, el cual se hubiera hecho 

evidente al tener deÍii;iéiad -¡;¡{esa zona. 
:~-~-~~''t~~:~_._:_~f, ·' ~. '·;--~;.;. 

->:~- - . ,.,. 
,--~~~:~~~·-~· .'.):~.\~_,~· •. e. 

La ~orif;)rffi.IciÓn'. !:irderiada en R (lcnq) fomenta una disminución de la 

movilidad tbt~¡.'¡~~·,1~'~~1t~Í~a,:contrario a lo que pasa en T, donde la movilidad global 
- - :-·. { - _,:·,'': ~: ·-:·:_~-""~~: :~-~'.~~:~--· - ·._ ~ ~'f(-~:~ ·; i:,, --.. -~T'' ~~: ·>:· 

esmás~lt¡¡.~~)6~t'i,'.§~;r~:~ei,::~.:sfbp, se ha considerado un estado intermedio -como 

se introd;_¡jo '~;i !~ J~~~cf¡Ó~(;¿~t~ri~r- R-neutro que está semi-inhibido o en semi-
: _: ' - :~'~ ::. :' ' C,',~ ;,'. ·.;:!·::··--:. -'! .':".':, __ '- :·: _,·":.:. ': ': -~~- ;_.: ;. -_ :: 

actividad: En él asa: ;52~72' sé)>bserva un desorden completo contrastando con el 
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desorden parcial del estado T (residuos 63 -72). La movilidad global , en este 

caso, influenciada por el desorden total del asa 52-72 es también intermedia, ya que 

hay zonas con comportamiento "tipo" R y otras con comportamiento "tipo" T. Los 

residuos 22-27,que unen AMP, presentan una vibración muy baja, aún más baja de lo 

que presenta T, lo cual no deberla ser ya que no tiene ligante ni se observó la presencia 

de contactos cristalinos en la zona. Sin embargo esta conducta puede deberse 

precisamente al completo desorden del asa (52-72), el cual también ocasiona una baja 

vibratoria en los residuos de interfase C1:C2. La alta movilidad en la zona del sitio 

activo puede deberse a la ausencia de un metal en 5fbp -como en lfrp (T)- ya que estos 

estabilizan esa zona en lcnq. 

¡:Q 
..... o 
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&! 
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60 
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10 
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Gr.tfica 6.3. Comparació11 de la vibraci6n atómica de cada cmifórmero a lo largo de la cadena principal c011siderando 
el factor B promedio de cada residuo. Se evidencian zonas de mayor vibración atómica a partir de las cuales se 
hizo la selección de los grupos pseud<>-rigidos senalados por las bandas de color en el eje X. N-terminal 
(turquesa), Dominio AMP (rojo), asa de unión a AMP asociada a hélices de la interfase Cl:C4 (azul), asa 
residuos de la interfase Cl:C2 (verde), dominio de pegue de fructosa-6-fosfato (F6P)(amarillo), residuos de 
coordinación en sitio activo (morado) y C-terminal (anaranjado) 

Este tipo de movimiento intermedio ha sido interpretado por Choe (1998) como 

resultado de dos posibilidades: que se trate de una conformación alrerna global que 

podría sugerir un estado de colección de estados R entre T y R, que pueden funcionar 

en diferentes formas bajo distintas condiciones, de los cuales sólo uno es seleccionado 

para el proceso de cristalización; o bien, que la existencia de este estado intermedio ~ 

debe a un mal afinamiento, el cual no podemos evaluar por la falta de información en 

su tabla DIP A. 
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El análisis vibratorio se dirigió a ubicar zonas de la proteína con mayor 

desplazamiento atómico, para de este modo encontrar agrupamientos de residuos con 

vibraciones similares que pudiéramos relacionar en distintos grupos pseudo-rígidos. 

La consideración de los grupos rígidos reportados en la literatura y aquellos que 

fueron sugeridos por Ja distribución de factores B se contrastaron a partir de 

superposiciones por "0". Por esta vfa se corroboró que estas regiones móviles son las 

que presentan mayores diferencias en las distancias de empalme. 

Figura 6.5. Ubicación del eje de 
rolad6n Y en FBPasa a partir de la 
celda unitaria. Representación del 
tetrámero de FRU1,6Pasa en •o• 
con la celda unitaria de simetrfa 
P21212. Aunque el tetrámero no 
cristali7.a en este grupo espacial 
la sobre posición de éste con el 
dimero correspondiente a esta 
simetrfa ajusta perfectamente. 
Por eUo se puede mostrar con 
esto, la ubicación del eje Y que 
corresponde al eje (flecha azul) 
de rotación de esta enzima 
(flecha morada). 

Lipscomb y sus colaboradores sugirieron una distinción de regiones rígidas 

según los dominios AMP y F6P -los cuales presentan una rotación de 2º entre ellos-. 

También sugirieron la existencia del dímero completo como otro cuerpo rígido más 

grande, que rota 17" con respecto al otro durante Ja transición alostérica. La 

superposición primero se realizó con base en el criterio de Jos dominios AMP y F6P, y 

Juego atendimos a regiones que Choe (1998) había reportado como movimientos no de 

cuerpo rígido pero sí en grupo. La Hl (residuos 12-22), la H2 (residuos 28-51, el asa 52-

72, H4 y el asa 267-272, estructuras que presentan diferentes conformaciones en R y T. 

Para ello consideramos a las hélices Hl, H2 y H4 como un cuerpo rígido, al asa de 

conexión (residuos 23-27) -desordenada en R y ordenada en T- como otro y al asa 267-

272, como otro más. Como en T el asa 52-72 no está presente no se podía utilizar para el 

empalme. 

6-IX 
TESIS CON 

FALLA DE OHIGEN 
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Se obtuvo un mejor empalme al seleccionar las zonas más pequeñas, obteniendo 

un rmsd más bajo que al hacerlo con sólo los dominios. Las diferencias más notorias se 

dieron en las zonas de mayor movimiento -las distancias del empalme eran las más 

grandes-. Considerando que los residuos de factores B más bajos se encontrarían en los 

puntos más cercanos al eje de rotación probable, se hizo una superposición de 

configuraciones instantáneas, que se alternaban para determinar éste eje (Figura 6.3). 

Se observó que los cambios producidos en un estado con respecto al otro, se daban 

alrededor de un eje Y (Figura 6.3). Al analizar las coordenadas correspondientes al 

centro de rotación, coincidieron éstas con aquellas de los Ca con factores B más bajos. 

En primera instancia, el acercamiento a la división de la proteína en zonas 

móviles a partir de la distribución de sus factores de temperatura, podría decimos ya 

qué grupos seleccionar, sin embargo fue necesario buscar un modelo que precisara 

estas divisiones de residuo a residuo y en el que se pudiera hacer un avalúo estadístico, 

como se describe a continuación. 

5.3.4 Análisis por grupos pseudo-rígidos para TLS 

Todas las zonas de movimientos claramente diferenciables por el patrón de 

distribución de factores B fueron el punto de partida de decisión de los probables 

grupos pseudo-rígidos, necesarios para la parametrización por TLS. 

Para hacer una mejor separación de los residuos que se mueven como grupos se 

utilizó un modelo sencillo de análisis de las propiedades vibratorias. Este modelo 

consistió en considerar la distancia entre el eje de rotación1J1 y sólo los Ca de la cadena 

principal -suficiente para reconocer movimientos en grupos·, para describir la 

vibración de cada residuo y su aporte a movimientos grupales. De este modo se asoció 

a los átomos que tuvieran parámetros de desplazamiento similares20. 

131Sobre como se ubicó este eje de rotación se hnbla en In sección 5.3 
2ºSobre las particularidades de este método de selección de grupos pseudo-rígidos se ahonda en la sección 

53 . 
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Mientras mayor es el radio desde un punto cualquiera a un eje de rotación, 

mayor es el movimiento que ese punto despliega, en relación a aquellos cercanos al eje 

rotatorio. Este paradigma permitió reconocer grupos definidos de Ca con patrones de 

movimientos globales similares (Gráficas 6.4 y 6.5). La referencia de la distancia a la 

que se encuentra cada Ca del eje de rotación, brindó información sobre la agrupación 

de los residuos en las zonas que se seleccionaron previamente como grupos 

potenciales, de acuerdo a la consideración de dos ejes rotatorios paralelos al eje Y 

cristalográfico, que corresponden a la rotación de 17" de dímero sobre dímero (Gráfica 

6.5.a y b) durante la transformación, y a la rotación de 2º entre dominios (Gráfica 6.4.a 

y b ), respectivamente. 

En el dominio de AMP de ambas conformaciones (Gráfica 6.4.a y b) algunos de 

estos agrupalnientos presentaron parámetros de desplazamiento isotrópicos más altos, 

que los separaba considerablemente del cuerpo de la proteína (puntos azules) aunque 

la distancia al eje de rotación no fuera tan grande. Otros reflejaron la tendencia de 

aumentar su vibración conforme crecía la distancia existente ente ellos y el mismo eje. 

Esta distinción de zonas de movimiento evidenció agrupamientos de algunas de las 

regiones de mayor vibración de acuerdo al análisis por factores de temperatura. Por 

otro lado mostró zonas mucho más ruidosas donde no es clara la distinción de grupos. 

Para subrayar el hecho de que las vibraciones atómicas de la proteína eran más 

grande en la zona externa de la proteína, y para recalcar la unidad que pueden 

conformar ciertos residuos al moverse en conjw1to, se hizo una correlación del dominio 

en cuestión. Se suprimieron de la gráfica tanto las zonas claramente agrupadas como el 

ruido y se hizo la correlación de los Ca dispuestos como un gran grupo "core" de la 

proteína, es decir el resto del dominio AMP (que no se distingue en grupos separados) 

o F6P que no correspondía a los movilnientos más conspicuos (los de los grupos 

pequeños). 

Para definir movimientos oscilatorios es preciso que la correlación sea 

parabólica. En este caso una parábola que pasa por (0,10) ajusta los valores vibratorios 

de los Ca en la forma R y por (0,12) en T, cuando hay una rotación de 17º del dímero 

6.5. (Gráfica. Por otro lado las parábolas que ajustan los datos cuando la rotación es de 
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2º en el monómero, pasan por (0,8) en R y por (0.12) en T (Gráfica 6.4.). Esto es un 

reflejo de Ja tendencia al aumento del movimiento conforme aumenta la distancia al eje 

de rotación. Esto nos da información que sugiere al estado T como un estado T 

oscilante, y nos habla del carácter concertado de los movimientos de esos grupos en la 

molécula. Las Gráficas 6.4. y 6.5 muestran que ambos confórmeros se describen con un 

componente vibratorio que aumenta hacia la superficie de la proteína (residuos más 

lejanos al eje). Sin embargo este componente es mucho mayor en ambos dominios de T. 

A partir de la distinción de ejes rotacionales que permitió evaluar de manera 

separada los grupos móviles dependientes de cada uno de ellos, se reconocieron como 

dominios dinámicos, fragmentos de los dominios funcionales y fragmentos de los 

dominios estructurales. El seccionar a la proteína de esta manera condujo a la selección 

de 7 grupos -como señala la banda de colores de la Gráfica 6.4- que se mueven 

ampliamente y al parecer de manera concertada durante la transformación: el N­

terminal (residuos 12-15), el dominio AMP (residuos 72-141y148-200), el asa de unión 

a AMP asociada a hélices de la interfase Cl:C4 (residuos 16-71), el asa de unión a AMP 

que coor~ina la ca¡:>~ beta (residuos 142-147), el dominio F6P (residuos 201-266 y 274-

331), reslduÓs ·<l'~ '~~ordinación en sitio activo (residuos 267-273), y el e-terminal 

(residuos 332:33~); ''Y. 
;·_;:·,1·. 

Como podemos observar existen diferencias entre los movimientos mostrados 

en T y en R que radican en la magnitud de las vibraciones y por lo tanto la ubicación 

gráfica de cada grupo, sin embargo son distinguibles los mismos grupos. 

Por la naturaleza de estos grupos, debida a las vibraciones que son evidentes 

dentro de ellos. y a las conformaciones alternas que presentan algunos residuos 

esenciales en las .comunicaciones interfásicas o de unión a Iigantes, no pueden ser 

considerad¿s~om6 ~uerpos rígidos, por Jo que se llaman grupos pseudo-rígidos. En 

este c~s~ ,'¡)6~~1T\6~ ·ver que estos agrupamientos tienen una lógica biológica o 

fu.nci~~~t)~~· ~~lo son artefactos de convención prudentes para un análisis de 

1110villd~d, ;·ta~poco responden únicamente a patrones de plegamiento. 
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El N terminal, considerado en este trabajo como un grnpo pseudo-rígido, ha 

sido propuesto como un regulador de la estabilidad del asa 52-72132_ El asa 52-72, como 

parte del dominio de AMP, es considerada el asa más dinámica de la proteína, 

presentando dos conformaciones por lo menos, una desenganchada en T y enganchada 

en R -con claras implicaciones funcionales-. No fue considerada como grnpo pseudo­

rígido por estar desordenada en el confórmero T, y por no ser posible el re-afinamiento 

en R, sin embargo claramente podría serlo. En el confórmero R, el asa se coordina con 

el sitio activo de la misma subwúdad y con las hélices de la interfase, Hl y H2 del 

dominio AMP de la subunidad vecina, desplegando un papel esencial en la 

transformación. Ya que las hélices de la intefase Cl:C4 -cercanas al sitio alostérico­

están ampliamente asociadas a la cooperatividad. 

Al unirse el AMP, las Hl, H2 y H3 rotan 14º como cuerpo rígido, y con ello se 

consigue una cooperatividad vía la Hl con la interfase Cl:C2 -donde se encuentra el 

sitio activo-, en partl~ar ~~rt.el asa 267-272. El asa del sitio alostérico 22-27 es la 

conexión entre :Hl.)/:fu~',J!Ji~'1hudi:oen R y poco en T influenciando la afinidad por 
, _,- (' ·:\,··:<;;,/~>· ~)~,;~~y~·2.-,;,§:.'":~i~~:,:~·:;.~_,<c .. :?-<~~.::. '.:?."· ·.::·,.:_ 

AMP y partiCip~d~''.~ri\el?de'Splie.gue del~ cooperatividad producto de la interfase 

~:cs.;¡;~~~á~f~f J;L~iA~~'::~::·:,:º:~:~::::1:':: 
prod u~to ele, fr'i~~imientos co~certad~s. > 

5.3.5. Afinamiento TLS para la FBPasa 

Con estos grnpos pseudo-rígidos, con claras implicaciones en los movimientos 

concertados y cooperativos de la proteína, se pudo hacer entonces, un análisis de la 

direccionalidad de dichos n:iovimientos a partir de la parametrización por TLS. Era 

pertinente realizar' est'a ~ara*E!frización tanto en T como en R para poder comparar el 

dinamismo en cada ~a:;;(i;'óf;~~¡1¡.~r las direcciones de los movimientos en ambos casos 

permitiríadefinir,sl·~l~g[¡~~e~~e se está describiendo el movimiento de la proteína 

con una clará~s¿~¡~~fzi~i~:·Í~ fÍmción. Ya que si los movimientos en R se de:;criben en 
.. -'"'';;~-~-;·.~_;;.-.:;:.~.~:;.t,,~- _,' -'-.. " '.-
. ·, ··:,·.:;.1<:;. ~;7:¡\'t:~2 ... -

·- ·:\\;;·, ~:":~: ' -~--- ,., 

132 Nclson, el aJ • .,2000 C66) ,• , 
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dirección a T o al contrario tendríamos una clara muestra de un posible estado 

oscilante del cual depende de la transformación. 

Sin embargo, aunque se contaba con los factores de estructura de lcnq (R), éstos 

pertenedan a un grupo espacial distinto del reportado por Jo que no se pudieron 

utilizarlJJ y por lo tanto no fue posible evaluar los movimientos en R como un punto de 

referencia para interpretar T, al cual si se le pudo hacer el afinamiento por TLS. 

Con los factores de estructura depositados de lfrp (T) se realizó la 

parametrización TLS obteniendo Jos tensores para cada grupo pseudo-rígido. A partir 

de estos parámetros se realizó el afinamiento con estos grupos tensionados, y se obtuvo 

un valor de R= 0.14590 y un R¡,...=0.1857, -mucho mejores en relación con aquellos 

reportados en el depósito de lfrp (R=0.19, Rr,..no reportado)- y un FOM=0.9084 134
• Es 

decir se logró un mejor ajuste del modelo con los datos experimentales, un 

acercamiento más realista. 

Cuando se hizo el despliegue gráfico por elipsoides anisotrópicas (Figura 6.4) se 

observaron tendencias de mmd.rierito alrededor de tres puntos de rotación, uno 

coincidente con el eje de rotadón ·sugerido y los otros dos paralelos a éste, los más 

evidentes. Estos últimos muestran la rotación de 2º que despliega el dominio AMP con 

respecto al F6P (Figura 6.4. C). Con respecto al centro de rotación del tetrámero, los 

movimientos que la sustentan se observan en los residuos de la periferia donde las 

elipsoides tienen un eje mayor y donde los factores B son más altos (Figura 6.4. A y C). 

5.3.6.Interpretación de las vibraciones atómicas en la transición alostérica. 

Al desglosar el desplazamiento atómico se observa que las hélices de la interfase 

muestran los valores de B más bajos y no hay direccionalidad en sus componentes (se 

representan como esferas isotrópicas). Pero es posible suponer que son la "palanca" 

para el movimiento rotacional generado alrededor de ellas y que se evidencia por las 

133En la sección tal se discute sobre este caso con detalle. 
134EI FOM es el figure of merit y mientras mayor es su valor mejor es la descripción que afinamiento 

provee. 
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elipses en esa región con factores B intermedios. (Fig.4.C). Estas vibraciones 

intermedias corresponden a la capa beta antiparalela que separa al dominio AMP del 

dominio F6P. A esta capa precisamente está conectado el asa superior de unión a AMP 

(residuos 125-130) que vibra mucho más cuando se une este inlúbidor al sitio 

alostérico, ordenando el asa 22-25. Es decir, el asa de unión se engancha mientras que 

se ve desplazada otro asa involucrada en el movimiento global. Esta última está 

considerada dentro del grupo de hélices interfásicas, por presentar un desplazamiento 

vibratorio pequeño en T. El asa (125-130) es claramente más móvil en este caso (Gráfica 

6.4, 6.5.a y Figura 6.4. B), mientras que en R su movilidad está disminuida (Gráficas b 

de 6.4 y 6.5). 

La estabilización del asa 22-27 perturba la posición de H2 desplazándola y con 

ello las hélices asociadaslJS, Se ha descrito que esta posición favorece el desenganche 

del asa 52-72 y entonces el sitio de unión a iones metálicos es perturbado. Si estos 

movimientos se dan de manera concertada como es propuesto, entonces el 

desenganche del asa, el movimiento de hélices y la distorsión de los sitios de unión a 

metal se pueden estar dando de manera oscilante, permitiendo mayor flexibilidad en 

este sitio de metal, lo que podría explicar la unión diferencial de metales a estos sitios 

y, como resultado, la competitividad del AMP y el Mg2+, los cuales se unen a regiones 

espacialmente separadas. De hecho Zhang {1994) propuso que había dos vías de 

alosterismo para esta enzima1J6: una que involucra a la capa beta del dominio AMP 

como un cuerpo rígido que se ha propuesto, es responsable de la comunicación de sitio 

alostérico al sitio activo; y otra ruta que involucra a las hélices interfásicas, propagando 

la información desde el asa 52-72, influenciando ia transformación o sólo alterando los 

sitios de unión a metal. Sin embargo, la estrecha conexión entre el asa 142-149 afectada 

por la unión de AMP, a la capa beta y la estrecha relación del asa 22-27 que se estabiliza 

con el AMP, a las hélices, puede sugerir la posibilidad de que estas dos vías se 

influencien de manera concertada. 

Adicionalmente, parte de la capa beta, los residuos 166-170 de conexión entre 

dominios AMP1:AMP2 son claramente alterados durante la rotación de 2° 

135 Cho!!, et ni., 1998 (17) 
136 Zhang. el ni., 1994 (113) 
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intramonoméricaJ37 y como podemos ver en la gráfica 6 tienen una mayor vibración en 

T que en R, aunque ésta no sea considerablemente de la misma magnitud que la 

vibración de aquellos que seleccionamos como grupos rígidos. Esta zona se desordena 

junto con el asa en la zona interdominio 50-53. Esta particularidad refleja que estas dos 

vías propuestas como distintas alternativas de propagación del movimiento pueden 

estar asociadas más que ser excluyentes. 

137 Jdem 
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Tesis de Paula Gonz.ález-Rubio Garrido 6 Triptofanosintetaoa 

6.4 El caso de la Triptofano Sintetasa 

6.4.1 Caracterización de la enzima 

La triptofano sintetasa (TRPasa, EC 4.2.1.20) es una enzima alostérica bifuncional que 

cataliz.a los últimos dos pasos de la biosfntesis del triptofano. Es un tetrámero lineal 

appat40 dependiente de piridoxal -5-fosfato (PLP). La subunidad a produce indol y 

gUceraldehido-3-fosfato (G3P) utilizando indol-3-glicerol-fosfato (IGP) como sustrato, 

en la llamada reacción alfa. La subunidad p por su lado realiza la reacción beta, donde 

el indol se condensa con Ja serina. gracias a la unión de PLP y se forma el triptofano. El 

indo! pasa por un túnel hidrofóbico -de 25 Á de longitud- desde el sitio activo a al p en 

un proceso de canalización sin difusión libre por solvente. Se han realizado muchos 

estudios en la dirección de interpretar el papel que esta canalización juega en la 

regulación metabólica y modulación celular de actividades enzimáticasm; así como 

otros que refieren su importancia en la transmisión de información durante la 

transformación alostérica142 • En el caso de la TRPasa la canalización previene la pérdida 

de intermediarios por membranas celulares y regula alostéricamente y en sincronía las 

dos reacciones que se dan en esta enzima143. 

Subdom 

co' 

Trlptofano Stntetasa 

Basa de llind y 
llo.acUvos 

Figura 6.5. Estnich1ra 
tridime11sio11al de la TRPasa. 
Se muestra en un patrón 
de colores regiones de 
importancia en la función 
biológica. 

TESIS CON 
F'.ALLA DE ORIGEN 

140 Esta nomenclatura nada tiene que ver con el plegamiento de estructura secundaria que presenta la 
estructura 
141 Pan, et al.,1997. (72), Weyand, et al.,1999 (d) 
142 Pan, et al.,19'17. (72), Marabotti, et al.,2001 (51) 
143 Weyand, et al., 2000 (104) 
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Recientemente han habido avances notables en la explicación de los fenómenos 

que suceden en la TRPasa. Aún no están esclarecidos muchos aspectos de su función, 

incluyendo las particularidades de su transformación alostérica. Sin embargo hasta el 

momento se sabe que el alosterismo de la TRPasa -y en enzimas que presentan 

reacciones diferentes moduladas por un túnel- se explica en primer lugar, por la 

sincronización de sus reacciones. Esta última se debe a la influencia de ligantes en el 

sitio activo a en la afinidad por serina y en la distribución de los intermediarios 

formados en el sitio activo f3 durante la unión y reacción de serina-piridoxal. Por otro 

lado, se sabe que por la unión y división del IGP, se permite la transferencia del indol 

por el túnel hasta que se forme un intermediario aminoacrilato en el sitio f3. Este 

intermediario representa un pivote de la transformación alostérica entre subunidades. 

El aminoacrilato, al ser producido irreversiblemente, previene la acumulación de indo! 

en el túnel o en el sitio p permitiendo un flujo rápido por el canal. 

' •'' 

Topológica.nlente, la"subunidad a es una barril típico a!P de 8 hebras, con el . "·'" ·:·.:\':-.. -·. :. ~-- ':::· -. 
amino terminalunjdcÍ<Íl lad;;'C,puesto de la localización del sitio activo. Presenta un asa 

, . . .-- ---~){•:~~~~ -:~>~~~<?~:~:~~~~:S~:'-' ,· ~/0.~:t<· ·(.:>> :· :-
( al.2) que,urie á52,y cxH2y'.ún asa (aL6) entre á56 y cxH6144, ambas de importancia ·- -,-. __ .,_., __ '':.,;.'' ,: .·, ;.- .·.·.:.··.' 

alostéric~14s,Por otro lado>la 'subllnidad p presenta un plegamiento típico de las 
• ' ' •• < - •.' ·'.:·· ·' 

enzimas dependiéntes d.e PLP: consiste en dos dominios similares relacionados por 

una pseudodiada. Consta de tres capas a/f3/a y una capa beta paralela de 4 hebrasl46. 

Hyde (1999) separaró esta subunidad en dominios N-terminal (f3 1-204) y C-terminal 

(J3 205-397)147. Rhee incluyó un tercer dominio de la subunidad f3 que se vio, 

permaneda independiente al resto del monómero: el dominio COMM (f3 102-189)148 

(Figura 6.5). Éste último, participa en la apertura del túnel y por lo tanto también es de 

importancia en la transformación alostérica149. 

La clave de la interacción alostérica entre a y f3 es la cerradura del dominio 

COMM. Este se abre para unir sustratos con alta· afinidad y se cierra durante la 

144 La nomenclatura empicada para describir cada estructura secundaria precedida por un a o un b 
corresponde a si pertenecen a la subunidad a o by no tiene que ver con el plegamiento en sí. 
145 Schncidcr, et al., 1998 (88) 
H6Topologfa según SCOP 
147 Hydc, et al.,1999 (34) 
148 Rhcc, et al., 1997 (78) 
149 Sclmeider, et al.,1998 (88) 
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catálisis. Para que se dé esta interacción entre la subunidad a y 13, se ha señalado que 

es importante el orden concomitante de aL2 y aL6 al unirse el 1Gp1so, y que los 

dominios estructurales y dinámicos involucrados en la cerradura de los sitios y el túnel 

desplieguen movimientos en fase1s1. En esta sincronización de las interacciones 

alostéricas, el túnel y la unión de cationes monovalentes al sitio 13, juegan un papel 

preponderante, ya que el primero acopla las reacciones en los extremos de la enzima, y 

la segunda contribuye a desencadenar los movimientos del dominio COMM y de otras 

regiones flexibles1s2. 

Existen tres estados conformacionales identificados. Un estado sin ligantes 

inactivo con los dos sitios abiertos, un estado activo cerrado, y un tercero parcialmente 

cerrado de baja afinidad en ambos sitiosisJ. Se ha propuesto que los fenómenos 

alostéricos involucrados en estos cambios corúormacionales se suceden del estado 

abierto al cerrado. En la forma abierta, capaz de unir al sustrato IGP en el sitio a, el asa 

aL6 se coordina con el dominio COMM separándolo de la subunidad 13. Durante la 

transfortña,clón, uno de los primeros componentes es el cierre del asa flexible aL6 sobre 

el sitio' a. Esto origina que el aL2 se desplace y cierre el túnel. Entonces el asa aL2 hace 

contad~~: ~¿~ l~ 13H6 moviendo al dominio COMM y así afecta la afinidad en el sitio 

13 1 '4.'Cu·~~do se une el PLP en el sitio 13 se modula la formación de indo) en el sitio a y 

su paso por el tímel. El indo! no va al sitio 13 hasta que el intermediario se haya 

formad<:l ahí y así se previene la acumulación del mismo. Así también se modula la 

formación del aminoacrilato en el sitio 13. Cuando el intermediario se forma es 

comunicado al sitio a y se acelera la ruptura de IGP. Rhee propuso que ambos sitios a 

y f3 debían estar ocupados para que el asa a.L6 se cierre. 

Debido a la coordinación necesaria entre las reacciones que se suceden a 25 Á 

una de otra en la TRPasa y el control necesario para la canalización, esta enzima es 

ideal para estudiar las interacciones alostéricas de efectos distantes. 

1so Weyand, etal.,1999 (d) 
1s1. Pan, el al.,1997. (72), 
152 Idem; Ro, et al., 1999 (81) 
153 Weyand, et al.,1999 (d) 
154 Rhee, el al., 1997 (78), Weyand, et al.,1999 (d), Schneider, el al.,1998 (88) 
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6.4.2.Evaluaci6n y selección de estr11ct11ras de TRPasa 

¿Por qué seleccionar esta enzima con un mecanismo alostérico tan complejo, para un 

análisis como el que se ha de realizar aquí? La primera razón es que representa un 

sistema muy útil para la investigación de relaciones entre estructura y función1ss, sobre 

todo como ejemplo de los efectos alostéricos de efectos a distancia, como el que se da 

por la coordinación de las dos reacciones en sitios tan alejados dentro de la enzima. 

En segundo lugar porque la TRPasa, por estas características que despiertan 

nuestro interés, ha despertado también el de otros, y en los últimos años se han 

realizado varios estudios sobre su estructura y los aspectos funcionales de ésta. De esta 

manera se cuenta con una gran cantidad de estructuras determinadas de muy buena 

calidad. Esta es una situación inusual en el caso de proteínas alostéricas, las cuales han 

sido parcialmente olvidadas como objetos de estudio estructural. La mayoría de las 

proteínas alostéricas, sobre todo los ejemplos clásicos -como reflejan las tablas DIPA-, 

presentan estructuras determinadas a resoluciones no mayores a 2.0 Á y sin el reporte 

de todas los demás parámetros estructurales. 

Existen muchos estudios que han descrito la regulación alostérica de esta 

enzima destacando aspectos que sugieren una cooperatividad negativa y un 

intercambio continuo de estadosl56, Según el modelo de KoshlandIS7, en algún 

momento de la regulación, cuando la energía de interacción aumenta infinitamente, la 

transición adquiere un aspecto concertado que sigue el modelo MWC. A partir de este 

supuest(), se.asumió que los estados cerrado y abierto corresponderían a un estado R y 

T ~espectivá:mente, no híbridos. Esta suposición, es válida debido a que el análisis de 

flexibilidad a· realizar aquí, se concentra en la evidencia de los movimientos de un 

estado 'observado al otro, ambos con propiedades funcionales importantes. El asumir 

una .transformación monodiana ayuda a explicar las propiedades dinámicas en este 

caso. Por lo tanto la búsqueda de estructuras se concentró en hallar estas 

conformaciones. 

155 Ro, el ni., 1999 (81) 
15• Millar, el ni., 1998 (57) 
157Rcvisar sección marco teórico sobre este modelo alosh!rico. 
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Tabla 6.4 Tabla DIPA de estnictums PDB de Triplofimo sin le tasa sc/ccdo11adas pnra el csh1dio 

De acuerdo a las características cristalográficas de cada estructura revisada, la 

selección entre los depósitos en este caso fue más complicada. Muchos de ellos podrían 

haber sido considerados buenos objetos de estudio (ver Gráfica 6.1 y Tabla DIPA-B). La 

elección se basó en la comparación de estructuras con los mismos ligantes tanto en sitio 

a como en p, o por la ausencia de estos, asi como por la consideración de las mutantes, 

y cuales podrian explicamos según los reportes de la literatura un comportamiento 

cinético acorde con un estado R y uno T monodianos. 

En primera instancia se contaba con dos estructuras con excelentes parámetros 

cristalográficos que representaban dos conformaciones distintas: la forma semi-abierta 

con clave lqoq y la forma cerrrada, con código lqop, afinada anisotrópicamenteiss. Se 

consideró a lqoq como forma semi-abierta por ser una forma activa según la literatura 

y por su comportamiento vibratorio en la distribución de factores B (Gráfica 6.6.a y b), 

mucho menor con respecto a 1a5a (forma abierta). Aunque como se puede ver en la 

tabla 6.IV hay un espectro de estructuras con buenas caracteristicas entre estas dos 

señaladas. Se seleccionó a lqop por estar afinado anisotrópicamente, lo que permitió a 

a sacar los factores B isotrópicos indirectamente y evaluarlos en la distribución de 

factores B. De esta forma se determinó que se trataba de 1 a forma más cerrada de 

todas159 (línea amarilla Gráficas 6.6a y b). 

158 Recordemos que los factores de temperatura anisotrópicos están separados en sus componentes 
direccionales y por lo tanto son muy distintos de aquellos isotrópicos que fueron utilizados en este 
primer análisis vibratorio 

159 Se hablará más a profundidad sobre este método de obtención de factores B isotrópicos en sección 6.4.5 
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a50-a80 y al 70-a200. Estas zonas corresponden a las esbucturas más móviles que 

conforman a ésta subunidad, y que están muy involucradas en el control de la 

canalización, en la comunicación entre subunidades y por lo tanto en la transformación 

alostéricaI60: el asa a2 y el asa a6. 
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Gráfica 6.6a y b. Distribución de factores B isotrópicos en la secuencia de resid11os en las estructuras seleccionadas. 
(a) corresponde a la subunidad a y (b) a la subunidad p. El patrón vibratorio en todas las estructuras es 
muy similar, las diferencias se hacen notar en los residuos 55-80 y en 135-185. Lo que sugiere distintos 
estados conformacionales. 

La estructuras con código la5a y lbks (formas abiertas) presentan vibraciones 

muy similares en estas zonas. Sobre todo en el asa al2 se distingue una clara diferencia 

en la amplitud entre estas tres (60-90 Á2) y lk8z y lqoq (30-40 A2), donde el asa está 

estabilizada. El asa a6 está desordenada en todas las estructuras lo mismo que una 

tercera región (residuos a230-a255), la aH13. Esta primera evaluación condujo a 

suponer que la5a y lbks representan formas más abiertas que lqoq y lk8z. 

Por la evaluación a posteriori de los factores B isotrópicos de lqop, se determinó 

que éste deposito era la estructura menos vibrante de todas, lo que coincide con su 

160 Rhee, el al., (1998) (e) 
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forma cerrada,. estabilizada, donde sólo el aL6 presenta valores vibratorios más 

pronunciados. 

En la subunidad p, la situación es distinta y sólo se observa una región grande 

muy móvil, donde lbks y la5a presentan factores B de entre 65-85 A2 mientras que 

lk8z y lqoq están disminuidos a 40-50 A2 pero aún así son altos (Gráfica 6.6.b). Esta 

zona, que más que moverse en amplitudes muy grandes, refleja un movimiento de una 

zona muy grande de la proteína, correspondiente a los residuos ll102-j}189, el 

denominado dominio COMM. Las primeras dos estructuras corresponden a un estado 

totalmente abierto, es decir tanto los sitios activos a y p, como el túnel, están expuestos. 

la5a y lbks con PLP y K+ o Na+ respectivamente como ligantes. En contraparte, en 

lqoq y lk8z, este dominio sólo está cerrando el sitio P pero no el túnel, el cual sólo está 

siendo obstruido por el asa aL2. Se supuso entonces que representaban estados 

parcialmente abiertos. Comparativamente, en lqop, la vibración del dominio COMM 

es de la magnitud del resto de la proteína, mostrando la estabilización completa de éste 

dominio. 

Hay estudiosl61 que demuestran la importancia de la unión de cationes 

monovalentes en los efectos alostéricos de esta proteína, asociados de manera 

importante a la comunicación. Los sitios de unión a iones metálicos se encuentran en la 

base del dominio COMM, por lo que este se ve afectado por esas uniones. Es notable 

que la unión de estos cationes en la subunidad p pueda comunicarse a la subunidad a, 

alterando las conformaciones del asa aL2 principalmente y de la zona a230-cx255. Esto 

se da principalmente por medio del dominio COMM162. 

A partir del análisis de factores de temperatura puede observarse que las 

mayores diferencias son debidas a la unión de los cationes. En el asa aL2 la TRPasa con 

Na+ y PLP presenta una vibración significativamente menor que en la que tiene K+ y 

PLP. Lo que resalta la importancia de la unión de estos iones metálicos es que en la 

TRPasa con K+, PLP y el sustrato IGP el comportamiento vibratorio del asa aL2 es el 

mismo. Contrastando con esto se ve que el IGP sí provoca que la zona a230-a255 se 

161 Wochl, et al.,1999 (111) 
162 /dem, Wcyand, et a/.,1999. (103), Wcyand, et al.,2000. (104) 
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estabilice, mostrando en esta zona una vibración similar a la que presentan lk8z y 

lqoq. En lqop, por su lado, el sustrato provoca la estabilización de a230-a255, así 

como del aL2, mientras que el Na+ provoca sólo una disminución en la vibración de 

aL6, pero no se estabiliza completamente. Mientras esto sucede en la subunidad a, en 

la jl, se hace notar más claramente el efecto del sustrato o de su análogo, ya que las dos 

estructuras, que sólo presentan el PLP y un catión metálico, muestran una vibración 

baja en el dominio COMM (entre 60 y 70Á2), en comparación con la de aquellas que 

tienen el PLP y el K+ unidos y que describen una vibración de entre 80-90 A2. En lqop 

se presenta la menor vibración en esa zona (15-30 A2). 

Bajo estas circunstancias el asa aL6 no presenta diferencias significativas en 

ningún caso, por lo que se cree que el IGP no tiene efecto en esas zonas como el que 

tiene -en el 'asa aL2 donde lk8z y lqoq muestran la cerradura parcial del túnel, y lqop 

la cerradura total de dicho canal. 

En FBPasa las regiones móviles están asociadas con las regiones de unión tanto 

del sustrato como del inhibidor alostérico y, dependiendo de lo que se una en un sitio 

específico, la vibración de una estructura móvil asociada a ese sitio en particular, se 

verá afectada. Es importante señalar que en este caso sucede lo contrario: el pegue o 

despegue del sustrato, de cofactores iónicos o PLP, a los sitios activos tanto a como jl, o 

cercanos a éste tienen efectos de amplio espectro. Los cuales se evidencian en este 

estudio de vibraciones atómicas. 

Elq~~'todas las estructuras incluidas en este análisis presenten vibraciones sin 

diferenCÍás~_igllÍfü::ativas en el asa aL6 puede deberse a que la función principal de ésta 

es la corriilllicaclón entre las subunidades, y que por lo tanto algunos de los 

movinÍ.ientÓ~-iIJ1plicados en la transformación, no sean concertados. Cuando se hace el 

emp.alme de'J~s diferentes estructuras, se observa que el principal contacto del dominio 

COMM es con el asa aL2, mostrando en la distribución de factores B relaciones en 

concierto de cierre y apertura. Del mismo modo se correlacionan las vibraciones 

amplias de aL2 con las elevadas de aL6 en las formas abiertas. Es decir, si el asa aL2 se 

abre aL6 lo hace también, y si aL2 se cierra lo mismo ocurre con aL6. Sin embargo, 
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cuando Ja unión es del Na• (lbks) esta concomitancia se perturba y cuando e) asa al.2 

se estabiliza cerrándose, el asa aL6 se desestabiliza abriéndose, ocasionando el anclaje 

del dominio COMM a Ja subunidad p. 

Figura 6.8 Ubicaci6n del eje 
de rotaci6n Z en TRPasa a 
partir de la celda unitaria. 
Respresenta el dímero de 
TRPasa en "O" que 
corresponde a la unidad 
asimétrica, en una celda 
unitaria de simetría C21212. 
La unidad funcional ccr 
rresponde a un dímero de 
la molécula representada. 
La flecha naranja senala la 
orientación del eje de 
rotación que se da durante 
la transformación (flecha 
verde). 

Las estructuras con Na• y PLP también se representan por lk8z163, lqoq y lqop, 

todas con sustratos distintos. Las dos primeras presentan un comportamiento muy 

parecido, y al no ser mutante lqoq se optó por considerar a esta estructura como la 

referencia del estado semi-abierto. En este último, todas las regiones móviles se 

estabilizan y se ve un desorden del asa al.6 asociada probablemente al pegue del Na•. 

Como las estructuras con código de registro 1a5a y lbks, presentan 

desplazamientos muy similares puede escogerse la mejor afinada para explicar la 

conducta sin ligantes. Aunque las estadísticas del afinamiento dependen mucho del 

programa con que fue realizado, el comportamiento vibratorio casi no cambia. 

Entonces, de acuerdo a la información en la tabla-DIPA B se consideró a la la5a como 

explicatoria de este fenómeno más abierto. 

6.4.4 Análisis por gmpos pseudo-rígidos 

Como se ha señalado a lo largo de la sección, las regiones de vibraciones amplias 

observadas en la distribución de factores B corresponden a regiones de Ja proteína 

esenciales en la transformación alostérica, en Ja catálisis y en Ja coordinación de las 

163 Esta estructura presenta una mutación en 
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reacciones a y p. Es con base en estas zonas relevantes que se hizo la predicción de 

doffiinios dinámicos que pudieran fungir como grupos pseudo-rígidos. 

Para precisar los límites de cada una de las zonas descritas y alrededor del cual 

se da la transformación alostérica, se procedió de la misma forma que en la FBPasa. Se 

ubicó el eje de la transición en un eje Z como muestra la Figura 6.6. 

Al distinguir las vibraciones diferenciales de los Ca en relación a la distancia 

que los separaba del eje sugerido de transformación, las únicas estructuras que 

dibujaban agrupamientos más definidos de ciertos grupos concordantes con nuestra 

preselección, fueron el estado más cerrado lqoq y el estado más abierto la5a. Entonces 

fueron en estos en los que se basó el análisis por grupos pseudo-rígidos. Estos nos 

dieron evidencia sobre el comportamiento de dominios dinámicos importantes en los 

cambios conformacionales de estados discretos de la proteína. 

Cuando se hlcieron las relaciones de Ca-distancia al eje, en la subunidad a de 

lqoq (Gráfica 6.7.b), se observó un comportamiento global predominantemente único, 

es decir; Ja vibración sí refleja un aumento conforme los Ca están más alejados del eje, 

pero · ~s )oda la proteína en general como un sólo grupo. Sólo algunos puntos se 
,-_;·:·,:- . .,-

separan·de este comportamiento global, y corresponden a las bisagras del asa a2 y a6. 
~-. ' ; ',-, - -

Pero_Ia· iri·ayor ·parte de estos grupos que conforman a la proteína, en este estado se ven 

anclado~· al cuerpo del monómero. Como resultado, la vibración descriptora del 

moviIÍtiento. de la subunidad a se restringe a los valores del cuerpo general de dicho 

mi>nÓirl~l'~. Ca~e aclarar que aunque se de esta tendencia al aumento en la magnitud 

de lá.vibración,.ésta no es muy grande debido a que la proteína se encuentra en su 

estado ~ás'est~bilizado. 

Nuevam~nte era preciso encontrar correlaciones parabólicas en las gráficas, que 
·-.·¡ 

defirtle!an. ~.~~imientos oscilatorios; sin embargo, en algunos casos (Gráfica 6.7b y 

6.8b) umi::r~Úa:'~ju~ta mejor los datos en el estado semiabierto de esta proteína. Ésto 

aunque sí refleja una tendencia al aumento del movimiento conforme aumenta la 

distanda al eje de rotación, el que no sea una parábola clara puede deberse a una 
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subvaloración de los factores B que provoca que la oscilación sea menor y por lo tanto 

se linearice. También puede deberse a una mala selección de grupos o a que 

efectivamente hay una disminución significativa de la oscilación en el estado 

semiabierto que contrasta con la oscilación más pronunciada de la forma abierta. Por 

otro lado ambas tendencias pueden sugerir que los movimientos de esos grupos en la 

molécula son de carácter concertado. 

En el estado abierto la5a, el comportamiento es muy similar al que se observa 

en la forma menos abierta lqoq pero de mayor magnitud, sugiriendo que las 

vibraciones de los asas no difieren significativamente de un estado a otro, pero que la 

movilidad del monómero completo es más representativo de los desplazamientos de 

transformación de la proteína, que conciernen a la subunidad a (Gráfica 6.7.a y b) 

En lo que respecta a la subunidad 13, en el estado semi-cerrado, el dominio 

COM:M se. distingue como un agrupamiento aparte del cuerpo global de la subunidad, 

aunqu~ este ·~ominio sugiere un movimiento conjunto con toda la subunidad j3, 

evidel1é:iaricfo)a cerradura en la que está implicado (Gráfica 6.8.b), donde el COM?vl 

pe~m~kd~'{t~d~~í~ anclado, cerrando solamente el sitio 13 y no el túnel. En 
· .-~:.-:·~';;:_.:.~~.~- ;~ .\;_:~.:~,i':.:\./.f:,~,'.~ :.-o\:·;:·,'. -> 

comparacióni'J:;la··.'..•;fcirma; abierta presenta un aumento de los parámetros de 
·~ .---- -~:-.'j--.-~ ~,?.\(d:~~'.j.;:.t~~~~~-'.'~;:~:~,:~:·: ;~·;·---.- -' 

despla.ZaJI,lientc) marcado del ·dominio COM:M con respecto al cuerpo de la subunidad 

p, represeJ;¿;~~·T~g~}uri, Íevantamiento de este dominio en aquellos residuos más 
.·; : .. :-~,'-'. ~-'-/:·,~ _;;_:;~;\Y~·:J ~-:¿~-~ .. /{~ (~·-: ..... : 

alejados del.eje;deh-otación, con respecto al cuerpo de la subunidad, la cual muestra 

vibra~ciri~~-¡~ib~1,j'~~:·:~~ mayor magnitud que las que se observan en la forma semi­

cerracl.a.Est1·d~bÍd6:il!')a abertura que se da en este caso y la cual está influenciada por 
,. ·~··. :·:::Y''.:~''.>-:_:-:-·'.·>·~.~::·:, '· 

la unióh del 'pc;°t~~-ic5' (Giáfica 6.8.b ). 
,_ ·:· -;'.·<~.:-···t::;~~:\f~f~·,, -:~:;, 

. '·>:,:·)f~' ~{ ;'-:··~ ::~:>-{~].,¡;-: 
D~,:'~stcis:filláiisis se distinguieron a partir de su información vibratoria, tres 

grupos ~s~~d¿B~j~'~~{a considerar para el afinamiento con TLS. La subunidad a 

completa ~on';;tit\lyÓ ur\ sólo grupo, sobre el argumento de que, en los dos estados 

analizados aqÍ.tí; las bisagras de los asas aL2 y aL6, no mostraban comportamientos 
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vibratorios tan disímiles, y en los que además sus estructuras no estaban modeladas164. 

La subunidad 13 por su lado se dividió en los dos grupos ya sugeridos por la literatura: 

el dominio COMM y el resto de la subunidad jl. 

6.4.5 Afinamiento TLS para la TRPasa. 

La distinción de dominios dinámicos como grupos pseudo-rígidos permitió hacer la 

parametrización TLS para esta enzima. El proceso de los re-afinamientos fue distinto 

que lo realizado con la FBPasa. En este caso se partió del análisis de lqop -afinada 

anisotrópicamente- y de su contraparte lqoq -afinada isotrópicamente-, en la cual se 

basó la diferenciación de dominios dinámicos. 

Al trabajar con la lqoq, procedió el afinamiento primero calculando los 

parámetros TLS para cada grupo con REFMAC TLS. Subsecuentemente se hicieron 15 

ciclos de minimización de máxima similitud con REFMAC 5 para ajustar el modelo a 

partir de los nuevos parámetros obtenidos. Esto brindó un ajuste mucho mejor que el 

reportado inicialmente por Weyand, et al., (1999). El R y el R¡,,. con que fue reportada 

esta estructura correspondían a valores de 0.17 y 0.21 respectivamente. Mientras que el 

afinamiento TLS permitió obtener un ajuste mejorado del modelo de la enzima con un 

valor de R=0.16 y un RJr<, =0.20. 

En el caso de la estructura con código lqop, como ya se contaba con el 

afinamiento direccional (Figura 6.7) se utilizó esta referencia como comprobatoria de 

las ventajas d~)·titiÚzar un afinamiento TLS, cuasi-anisotrópico. Es decir, el 

procedimie11to ~e hizo en sentido inverso. Se obtuvieron de este afinamiento los valores 

isotrópicos.:de' lqcíp y se hizo un afinamiento de estos, aplicando distintos ciclos de 

minimizaciÓn con CNSl.O. Se obtuvieron valores de R y R¡,.,., más altos (R=0.21 y R¡,., = 

0.22) d~ I()~' reportados por el afinamiento anisotrópico inicial (R=0.15 R R1ru =0.18) 

(Figura;,6)~'.,~) 'como se esperaba. Posteriormente, a partir de los valores isotrópicos 

obt~nid6~/~~:calcularon los parámetros TLS considerando los mismos grupos que para 
,._ :;:d~~- ·º~~~,:·:-

'":' .D~bi:dÓ.~~~·c¡'~~ en el mapa de densidad electrónica estas zonas no presentaban densidad para crear un 
modelo de.ellas. 
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Figura 6.9.a-d Grupos 
pseudr>-rígido~ en TRPasa y 
los elipsoides de movilidad 
que generan. El despliegue 
gráfico por elipsoides 
anisotrópicas del afina­
miento ns muestra los 
movimientos más cons­
picuos con relación al eje 
de Ja transformación. (a) y 
(b) Muestran la movilidad 
en Ja forma cerrada y 
semi-abierta (respecti­
vamente) desde la pers­
pectiva trasera o inferior 
al túnel (c) Muestra Ja 
movilidad de Ja forma 
senú-abierta, cuyos des­
plazamientos son más 
marcados en el dominio 
COMM (elipsoides rojas 
con el eje mayor orientado 
en el sentido de Ja 
transformación) (perspect­
iva paralela al túnel). ( d) 
Representación de los 
grupos pseudo-rlgidos se­
leccionados en este caso. 
En rojo, la subunidad b; 
en azul Ja subunidad a y 
en amarillo el dominio 
COMM. 
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lqoq, en busca. de un mejor afinamiento que el isotrópico, por incluir elementos de 

direccionalidad en la determinación del modelo, pero que el ajuste anisotrópico inicial 

fuera mejor. Los valores de R y R¡, ... obtenidos por REFMAC TLS fueron R=0.18 R¡,,. 

=0.20 (Figura 6.7.b y c) mejores valores que el afinamiento isotrópico, pero no tan 

cercanos a los anisotrópicos. Ésto hizo suponer que se había realizado una mala 

selección de grupos que impedía que los tensores TLS ajustaran como los 

anisotrópicos. Al analizar el gráfico de elipsoides en la que se hicieron TLS se vió que 

presentaba zonas con mayor oscilación que no habían sido seleccionadas en la primera 

separación de grupos (Figura 6.7c (zona en circulo)). Sobre estas premisas, según las 

Gráficas 6.7 y 6.8, puede suponerse que efectivamente las asas a2 y cx6 podrían 

conformar un grupo pseudo-rígido, así como el C-terminal de la subunidad 13 (Figura 

6.7c (zona en circulo)). 

Este análisis reflejó que el incluir la información vibratoria direccional en los 

ajustes para la determinación de estructuras protéicas es muy importante, ya que se 

construye un modelo más real de las mismas. Una manera de hacer evidente la 

contribución de la dirección de las vibraciones en la transformación alostérica es el 

despliegue visual de las elipsoides anisotrópicas (Figura 6.7.c) 

Con los parámetros de desplazamiento isotrópicos calculados en lqop fue 

posible evaluar la distribución de estos factores B y contrastarla con las otras 

estructuras estudiadas (Gráfica 6.6.a y b). Como se observa en la gráfica, representa el 

estado más cerrado, contrario a las suposiciones hechas en un inicio. Así se tuvo 

información vibratoria de los tres estados conformacionales: de la forma cerrada lqop 

y la forma semi-abierta lqoq con componentes direccionales, y la caracterización de la 

oscilación (gráficas de Ca-distancia al eje) de lqoq y de la forma abierta la5a. De ésta 

última no se contaba con los datos experimentales para un re-afinamiento por TLS y 

por lo tanto no se obtuvo la información direccional del movimiento en este caso. 

6.4.6.lnterpretación de las vibraciones atómicas en la transición alostérica. 

La descripción direccional de las formas semi-abierta y cerrada que se obtuvo de los 

TLS no fue tan esclarecedora de la transformación alostérica como lo fue la obtenida 
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del análisis de la FBPasa, debido a la complejidad de los fenómenos alostéricos de 

TRPasa. Sin embargo nos brindó información importante sobre los mismos. 

Los movimientos que sugiere la visualización de las estructuras lqoq y lqop 

responden a una regulación alostérica complicada. Sin embargo es posible observar 

patrones generales diferenciables y que muestran claros desplazamientos de ciertas 

zonas de interés. Para poder interpretar estos resultados adecuadamente, se optó por 

visualizar estos dos confórmeros de la proteína, en dos orientaciones: una paralela al 

canal de conexión entre la subunidad a y 13, mostrando el prominente dominio COMM 

y los sitios activos de ambas subunidades (Figura 6.7c), y otra orientación que muestra 

la parte posterior del dímero (Figura 6.7a y b). 

Al ver la parte posterior de la proteína en la forma semi-abierta se distingue una 

rotació¡\.múy ~a~a de la subunidad 13 con respecto a la subunidad a que se acentúa en 

la interfas~(FÍ,~a 6.7.a y b). Puede observarse también una rotación de la subunidad 

a.· en ¿í.:~itRf'.~_r,'~~fs'i.fal . también se evidencia desde la perspectiva paralela al túnel 
! '... ·: : .- ./ <:.';"W D?'.~~~'7.;,~~x'~'-"'::r:~· ·. 

(Figura'.<'i:?·_c)/:dé)ñde)as elipsoides más amplias se muestran en la periferia de la 
• <.· -- . . -.~ .. --r :',.' f ''._,',/ :·;'( :,>·!'¡·~ ;~:'." :;::::·,•: .'.-: _. .. 

su~unidad!Estopuede indicar una rotación de la misma, independiente del resto de la 

pr~teriü;: ~t~:;~~e~e ser la causante de la distorsión del túnel en esa zona. Desde esta -·--. :, .. -.-. ·--: 

pe~spfC:Ú~~:; gtáfica, la direccionalidad observada en la subunidad 13 sugiere que el 
--_. .--:'·'.• --:.; 

domini() CciM:M podría estar rotando también de manera independiente lo mismo que 

el rest~ de la st.lbunidad. 

Ya 1,Neyand (1999) hizo referencia a la rotación entre subunidad a y 13, y sugirió 

que el don;¡inio COMM rota dos grados alrededor del eje conector entre ambas. 

Funcionandolos residuos que están a sus extremos como bisagras de este movimiento 

a· m~era ::d~' ~l.lerpo rígido. En la visualización de elipses de lqoq (Figura 6.7b ), el 

compo~e~f~:-~i~ratorio del movimiento observado en esta interfase, correspondiente a 

la. s~b~dild. ~;~os. puede estar hablando del movimiento de estas bisagras para 

despla~¿¡r.~(cÍo~lnio COMM. Este componente de 13 puede estar influenciado por la 

rotacióg glob~l de la. su,bunidad a la. cual contribuye a los movimientos de la 
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subunidad p en particular del dominio COMM, y puede sugerir la participación de esta 

subunidad en la modulación del canalización, vía sus desplazamientos globales. 

El planteamiento global de esto es que, los efectos de la rotación global de la 

subunidad a, son absorbidos por el dominio COMM, ocasionando que este se mueva 

considerablemente y obstruya la transmisión de este efecto resonante al resto de la 

subunidad p, la cual se mueve mucho menos. Esto tiene coherencia con el análisis 

vibratorio en función de la distancia al eje rotatorio, donde se ve que la vibración 

global de la subunidad a, aunque es interpretable como de un sólo grupo pseudo­

rfgido, muestra un aumento de magnitud 40 A2 desde el punto de menor vibración en 

el eje de rotación, hasta el punto de mayor vibración, más alejado del eje rotatorio 

(Gráfica 6.7.a). Además la vibración más baja se encuentra en 27.6 A2. 

En corÍtr~paf,t~/la vibración más baja del cuerpo de la subunidad p se encuentra 

en 22.43 A2 y ~Ü ~i¡;'~~cl~n sólo aum~nta en 20 A2 hasta el residuo más alejado del eje de 

rotación. En. esta subunidad en cambio, es el dominio COMM el que muestra una 

vibr~cióri4Ó Ai en su residuo más alejado del eje (Gráfica.6.8.b). 

En el movimiento atribuido a esta interfase, propuesta como esencial en la 

comunicación durante la transformación alostérica, también puede estar involucrada la 

unión de los cationes monovalentes en la base del dominio COMM, ubicada en esa 

zona. Como se ha señalado, estos cationes son indispensables en la inducción de los 

cambios conformacionales. Según lo sugerido en el análisis por factores B, vía esta 

interfase es que los cationes metálicos pueden estar comunicando sus efectos a la 

subunidad a afectando las conformaciones de los asas cxL2 y aL6. 

Cuando se ve la forma cerrada en la misma orientación estos movimientos 

rotatorios no.se h~C:en evidentes, y la mayor parte de los residuos muestran vibraciones 

cuasi-isotrópÍ;~s/~in mostrar ninguna dirección preferencial del movimiento de la 

proteína. Estoj:l~el:le:deberse a que no existe discrepancia entre los valores de vibración 

más baja ~~·~l~JEi{¡~"rotación de la subunidad a y 13 ambos están en 9 A2, y en ambos el 

efecto dé la ~~st~Ü~i~'dél Ca al eje de rotación sólo se observa en un aumento de 20 A2 
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en Ja vibración más alta y más alejada para ambos casos (Gráfica 6.7.b y 6.8.b). Estos 

resultados son coherentes con la vibración observada en la distribución de factores B 

(Gráficas 6.6.a y b) donde la vibración es más estándar en toda la secuencia de Ja forma 

cerrada lqop. 

Cuando se visualizan las elipsoides de forma semi-abierta desde Ja perspectiva 

paralela al túnel, se hace más evidente el movimiento del dominio COMM, donde las 

elipsoides están dirigidas en el sentido del cierre-apertura de este dominio sobre el 

canal. Este movimiento direccional se ve acompañado de otro significativo y en la 

misma dirección desplegado por el C-terminal. Se observa también un comportamiento 

vibratorio similar de este grupo en función de la distancia, mostrando la mayor 

vibración (Gráfica 6.8.a). Sin embargo este último no fue seleccionado como dominio 

dinámico para hacer el afinamiento TLS. En Jo que respecta a la subunidad a, desde 

esta perspectiva de visualización gráfica, se observan las mayores vibraciones en los 

asas aL2 y aL6, pero sin mostrar. una direccionalidad clara . 

. ··; .. f:.·;·.;,.'"" 

Estos resultados.no'explkán sin embargo la naturaleza de las interacciones finas 

y de comunicadón ~~/~~~¡~;:;~~~~ de la subunidad a y el dominio COMM que van 

:::~::i:~f ;:!~!~~~ tl• loo ~tioo aotivO> on ambas 'ubucidad" po< loo 
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7 Discusión General 

Un aspecto que se resaltó durante el desarrollo de esta tesis es la crucialidad de la 

información estructural como un elemento de interpretación de la función biológica de 

las macromoléculas. Entonces surge la pregunta: ¿cómo a partir de la estructura en el 

cristal de una proteína se pueden explicar su función y dinámicas, que en la realidad se 

dan en solución? 

Los cristales protéicos tienen un contenido de solvente de un 40-80%, es decir 

están altamente hidratados. La concentración de la proteína en el cristal es 

aproximadamente la contenida celularmentet6J, Bajo estas condiciones el cristal exhibe 

paralelismos con el medio biológico. Finalmente, ni las proteínas están en un medio 

absolutamente en solución -es más gelatinoso-, ni los cristales de proteínas son sólidos. 

Una misma proteína puede cristalizar con diferente celda unitaria o bajo 

diferentes condiciones y a pesar de ello obtener estructuras similares. Esto ha llevado a 

los investigadores a pensar que la determinación cristalográfica de una biomolécula es 

una buena,apioximación a la estructura en solución. Si bien es cierto, también es 

imporf~;~é;'~e~~lar la desventaja que representa el empaquetamiento cristalino. Los 
:·.-... ·_ . .;:·_.;:_·:::.:.:,::.:., 

COiltactf)S cristalinos puede perturbar el comportamiento dinámico de la proteína, no 

solo enJos
0

~Óvimientos individuales de cadenas laterales, sino en la movilidad de la 

cadena principal o de dominios. Pero al lado de esta desventaja existen circunstancias 

que pueden resultar ventajosas para interpretaciones biológicas. Tal es el caso de los 

cristales de caderinas donde los contactos cristalinos simulan las adhesiones célula­

célula requeridas en la formación de tejido durante el desarrollo embrionariot64. Por 

consiguiente, la interpretación de las estructuras proteicas cristalinas son excelentes 

simulaciones de la realidad biológica de la proteína. Adicionalmente las estructuras en 

solución, resueltas por RMN, son prácticamente iguales a aquellas determinadas por 

rayos X. 

163 Sriv~stava, l 9S7 (96}: 
'"' Shnpiro, et ni.; 1995 (91) 
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Pero ¿cómo abordar esta realidad dinámica de una proteína desde esta 

perspectiva?. Los complejos macromoleculares, son el clásico ejemplo que hace honor 

al principio de que el total, es mayor que la suma de sus partes. Ilustran, cómo un 

agrupamiento de proteínas puede establecer un amplio espectro de capacidad 

hmcional y control de propiedades basadas en interacciones definidas y orquestadas. 

Las enzimas alostéricas, complejos moleculares intrincados en sus aspectos 

regulatorios e interacciones estructurales, son los ejemplos más claros de variabilidad y 

adaptabilidad conformacional. La comprensión cabal de los fenómenos de flexibilidad 

que se dan para este intercambio de formas tridimensionales, nos guía a un 

entendimiento más profundo de las propiedades funcionales de este tipo de proteínas. 

Es la conformación de una proteína la propiedad que nos permite hacer una 

interpretación de los fenómenos biológicos a nivel atómico. A este nivel, los 

parámetros de desplazamiento direccionales permiten hacer interpretaciones más 

realistas de la flexibilidad funcional de la proteína, desde el nuevo enfoque de las 

contribuciones de la vibración y las oscilaciones en los cambios conformacionales. 

Como. se: ha .• señalado·.ya; ·si. la relación datos-parámetros de una estructura 

dete~inada:~~:~s:io>~i'.i.fi~i~~t·e~~~te alta (de aproximadamente 3) para calcular 

3ªillli~~i~:~~ª~~ª~É~7~ 
utilidad pará analizar la transforma'ción alostérica desde una perspectiva vibratoria. De 

este m~do ~:facilitó la intcrpr~i~bi¿~ de movimientos de baja frecuencia a partir de las 
: ," - ; .. <~-:_\:· '.:_,_· ~-;,'·.:_ .. ~-.. :;-:./:.'~.í;,.' . 

contribuciones que en ellos,.: tienen,, los movimientos internos de alta frecuencia, 

componentes indisp~nS~·bl~~.(p~f~{í~ comprensión de algunos fenómenos que le 

confieren flexibilidaJ'~¿~f~~~~fc,·¡i~J'a las proteínas alostéricas . 
. "..' ;, . : ··>>i'..:_:t::~>:; ;:!º;. - . \:.·~'.(~.\'~ ' 

La s.el~,c~ión de}l8:ffgr~pC?(p~eudo-rígidos en los dos casos estudiados en este 

:::: :~~t~~r~~~~i~~~t~ ::::: :.d:~~'":.~::::~:6:::::: 
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a seccionar a las proteínas en regiones que se coordinan por sus propiedades dinámicas 

más que por su orden espacial únicamente. 

Se ha mencionado ya, que la manera más común de abordar la flexibilidad 

molecular es haciendo referencia a fenómenos alternados de plegamiento y 

desplegamiento, o asociando estas propiedades dinámicas a estructuras secundarias de 

conexión, principalmente. Cuando se ha intentado explicar el dinamismo en dominios 

estructurales más amplios, se atribuye el mayor componente móvil a las bisagras de 

estos dominios. Aunque es cierto que éstas tienen más grados de libertad que dominios 

estructurales más complejos, se pueden asociar fenómenos de movilidad importantes a 

éstos, y es gracias a las vibraciones atómicas que se pueden encontrar las mayores 

contribuciones a éstos dentro de un supuesto cuerpo rígido. 

La premisa sobre la que se fundó esta tesis, sostenida en estos argumentos, 

sugiere la existencia de un estado T (de menor afinidad por el sustrato) oscilando hacia 

un estado R (de mayor afinidad), al estar el primero libre de ligantes. El disponer de la 

información vibratoria de cada átomo de la molécula permitió a Rudiño proponer este 

modelo oscilatorio en la glucosamina-6-fosfato desaminasa. 

A.l hacer la búsqueda de proteínas alostéricas con las cuales trabajar, se 

intentaba encontrar un estado T sin ligantes según los planteamientos del modelo de 

Rudiño. Aunque en ninguno de los casos estudiados se encontró tal estado libre. Las 

formas de poca afinidad por sustrato analizadas resultaron ser las que presentaban 

vibraciones más altas globalmente, en comparación con las formas activas y donde se 

encontraban mayores vibraciones en las regiones más distantes a los ejes de rotación. 

Sin embargo en ambas conformaciones de las dos proteínas se observa un aumento de 

la tendencia de vibración. 

En FBPasa esta situación puede sugerir, en primer lugar, que el confórmero T 

muestra vibraciones oscilantes que pueden indicar la tensión sostenida en él por la 

influencia ejercida por la unión del inhlbidor, que se hacen evidentes por la 

direccionalidad de ciertas elipsoides (Figura 6.4). Pero por las gráficas de distancia se 

ve que la forma R tiene un componente vibratorio muy similar pero de menor 

-100-



Tesis de Paula Gonzálcz-Rubio Garrido 7 Discusión General 

magnitud. Esto puede significar que los efectos sobre la vibración de los ligantes 

respectivos para cada estado son muy distintos, sobre todo la unión de los cationes 

monovalentes en R que afecta sustancialmente su movilidad. Mientras que en T, sin 

ellos, se ve favorecida. El sitio de unión a F6P y a los iones metálicos se encuentra en la 

interfase intermonomérica (Cl:C2), probablemente estas uniones en R impiden la 

rotación del dominio de AMP con respecto al dominio de F6P. Cuando el AMP se une 

y ocasiona la rotación entre dímeros que impide la unión de los cationes, esa interfase 

se hace menos estable y por lo tanto es posible la rotación del dominio de AMP. Es 

decir, en el estado T la interfase estabilizada es la Cl:C4 y en el estado R se estabiliza la 

interfase Cl:C2. Si no existiera ningún componente estabilizador de estas zonas, habría 

una forma mucho más vibrante que un estado T y poco afín al sustrato que uniría los 

cationes para aumentar la afinidad por el sustrato y entonces formar una conformación 

R. En esta conformación sin ligantes hipotética, se evidenciaría aún más la dirección de 

la T oscilante a R que se ve en este caso. 

El arreglo oligomérico de la FBPasa favorece la distorsión de los sitios de unión 

a iones metálicc:is aso~iados al sitio activo, que se da al unirse el inhibidor alostérico 

(AMP). El d~ble giró provocado por esta unión, la rotación del dominio AMP con 

resp~cto·,·~l;d~mlitl1F6P y la rotaciónde un dímero sobre el otro, se da en todo el 

:r~i~~if l~f~1if~~1f:~::::ra~:~~=::.::~:::º,: ~: 
que rota eLdóminiO~'AMP,::eri;relaCióri al de F6P y de la rotación dimérica que se 

•. , <; -._~} :;;-~:-¡:~.~-;~·:·;:-~i~:;~_-S-~·-~.~;¿~:-·:;_:~~h)~1';'.-~:.~~~if:t~)~~f~~~,<-~· -
evidencia~eri'la interfa5e:~.Afu}qu~'nc(se pudo evaluar la vibración anisotrópica del asa 
, - .. ( -~, _:/ .. ·_ ~>~¡;:_.:_~~~:~:~c:.-:~-~:E~-~--1.:·;~~~~1:~:;~_;t¡tJ~J::q:-1~!J~~'~;;J;~?:;:/: ·._--.-

52-72, con5ideráda.phrote'de:la'traíisformación, al hacer las superposiciones alternadas 
, . , ---.:, J=:c·:;>~"! í_':it~·~/¡·\:_;,}~~-.:~';:X~~0,~~~:~,;Ji:.:(:,;it- :);·; .. :·_::,~ :· . 

de corifiguraciones iristaritáneas;entre la forma T, R y R neutra, se ve que dicha asa se 
.: · · :~·-~ ~- ~~"F'>/-\~i~\;:/ :~::~~J:~·:;.'.~~>;~:¿~~'.1;;;s~:?:~-{- , :; ~,; 

desplaza' en ~l .se11tiap·, deJá' tj'ani¡formación, al separarse de los contactos que mantiene 
'e · • é :. -~ ~ .~;·· ;:·>~:~.:;·.~'.'::;"t!i,;~}~;,.~t':? ;~~;'(;'.~~{.:.(,\;:_~~-; _'. ·. , • '· ·;" 

en las. cerciínías'·''d "' · · ";a'ctivo. (Zhang,1995), posiblemente como producto de la 
~-':-:';f::->>~i<Y< :,;~-r:<:~<~;-:::·~ <·: .. 

distorsión provocad tej)or la unión del inhibidor. 

; .. _:; ~-~·<"·:_";\.·.-," __ j;~;;~1~~~:?~~Y;>. _ 
En resttméri:'s\ al'tmir's~ el AMP provoca un giro entre dímeros, provoca un 

estado de. a~boi ~~fi~l~¿~~~~~¿~~e~al forma que induce la rotación entre dominios en 

todo el tetrárri~ro~ iri~·~t~hf ~iid~>la ~l~~tríade ·la molécula. Es por esta distorsión del 

sitio activo qt~e se e~bu~~~i6s b~eCtos ho~otrópicos cooperativos de distinta afinidad 
-.. ,,' '' '' -.. -, .· .:.<.' 
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por F6P, así como la transición heterotrópica provocada por la unión del AMP. 

Estos atributos funcionales se esclarecen a la luz de las propiedades vibratorias 

del sistema alostérico en cuestión, donde se muestra que las subunidades se 

influencian entre sí de manera coordinada. 

Este comportamiento concertado entre subunidades no se puede explicar a 

cabalidad en la TRPasa. En este caso, sin embargo, la conducta vibratoria refleja la 

sucesión de fenómenos compatibles con una explicación de este tipo, como es la 

distorsión del túnel provocada por la rotación de la subunidad ex en conjunto con el 

desplazamiento a la apertura del dominio COMM. Por otro lado, la concomitancia 

sugerida en la literatura entre los asas a.L2 y a.L6, y sus efectos en las interacciones que 

estas sostienen con el dominio COMM, aunque pudieran ser concertados no es posible 

asegurarlo debido la ausencia de estos asas en las estructuras analizadas. 

En la visualización de las elipsoides anisotrópicas de la forma semi-abierta de la 

TRPasa, como. se ve en la Figura 6.7, es marcada la tendencia de la vibración atómica 

hacia un .corí.formación cerrada, ya que el eje mayor de las elipsoides se proyecta en esa 

dirección .en la representación gráfica. De hecho el comportamiento vibratorio expuesto 

co~iél}~JaciÓn de Ca-distancia al eje, se observa que es mucho mayor la vibración de la 

· forma'~oniple.tamente abierta en contraste con la forma semi-abierta (Gráfica 6.7.a-d), 

su~cl~~d'6'que la forma abierta, libre de sustratos, oscila mucho más que la cerrada. El 

d~miruo ·coMM, en la forma semi-abierta, se distingue por vibraciones grandes en la 

dir~cclón.del,cierre, así como evidencia la rotación de la subunidad ex importante en la 

di~tor~iÓl"l deÍ\únel para su cierre, en el que las asas a.L2 y a.L6 participan. En la forma 

semi-abiert~. ia~ bisagras de las vibraciones muestran un comportamiento en esa 

direcclón m~e~·ti-as que en la forma cerrada se encuentran sumamente estabilizadas. 

Este desglose de la movilidad en esta enzima no puede explicar completamente 

los efectos de aquella en la función de la proteína, donde la acción catalítica del sitio J3 

está regulada alostéricamente por muchos factores, como son: la transición de 

subunidades ex y J3 entre abierto y cerrado, el cambio de flexibilidad conformacional de 
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la subunidad 13, en particular su dominio COMM, la distribución de equilibrio entre 

intermediarios con actividad catalítica dependiente de pH, la influencia distinta de 

cationes monovalentes que influye en la actividad y distribución de intermediarios, y 

por ultimo, por los efectos dirigidos por la unión del sustrato al sitio a. En este proceso 

el aL6 es esencial en Ja transmisión de señales originadas en el sitio a y el aL2 

indispensable en la comunicación intersubunidades. Se ha cuestionado si existen una o 

múltiples vías de comunicación para controlar las propiedades funcionales descritas. 

En este trabajo, aunque no se puede decir contundentemente, si es posible proponer 

que la transformación alostérica se da más bien por combinaciones de eventos móviles 

que suced<:!~::::~~:~i~cronfa y que permiten abordar de manera más plausible los 
• . ' . . . _., " '-~', 1.'. -'~-:,¡ :~ ... , • 

· fenómenos de'fleXibilidad conformacional en este caso . 

• •. : \'· ;~1·~Üi[%~!'~1f ~i~,:·k. ·.· ... ·. . . 
. ·.·· ... ~ln1{)9e1~:ci~lá\T,:9scilante de Rudiño de la glucosamina-6-fosfato desaminasa, 

predke I~ f ~i~~;~~2~f'.t~Eí~~fe,s;a,~.01' oscilante, en . el sentido de la transformación 

alostérica; ~onde. l.fia"~arte: de Jasconfornlacion~s de Ja oscilación alcanzan un estado 

R sin 1,i,~~L~~.;~;~~:~'.[tl~f :~.~~;i1~;~~~~~~:~~'.'5c~~'tt,?~5~r?duciendo un estado R con 
ligan tes, E;_cpHc:a 1a,·~xis~e.m:ia(i~IJ!l:estado.TJibre :ae ligantes, el más vibrante de todos 

,. .. .. · ~- ." ·.:·',.:>:·1-.~;;·-c:;.~/,·;\ ;·.,...-.-~~; .. 2~·.'.':P:-::'·-,·.•::-0.,-1''·' .;·;-1,>'Y'" -:rr·,.· : '. · <.. · ·· ·· · .·· ,. 
los ~stad6s; qu~'~pÓd~í~;5~;ri~)~i·~ri:~st'iícici''.R teÓri~;:, sil\ ligantes con la tapa muy móvil. 

··.",~\~'~~~~iil~~~;~&~\~•:~=ruo~oción libre de lig=t" en FBPMa, 
a la luz. de)a,,mform.a.aór1 •.del comportamiento v1bratono que se observó en este 

' · ·. ;: ',/, ·;~·.~·~-;~·. (~¡~_'J,~ :>;"}(->;~~~~-f~.: ~'~r(._;., · -.·-·' . 
enzima;_se;perfila;co11H>'.()tro ejemplo donde se puede hablar de la existencia de un 

; : ,- • .·. •; ,;- -~!' :,~,-~~E{°;~,,'""-_'._,-~~~:-:':'/":~O:~ .. •-. ·:, ,··e· 

estádo T osé:ilrind60 hacia·la forma activa R. A partir de la teoría alostérica podría 

decirse ~~r~·~~f:'c~¡() ~~~ ~¡ equilibrio está entre una forma sin ligantes R, la cual sería 

producto d~.u:i":r sinHgantes, y una forma T con inhibidor, donde al unirse éste se da 

:·>, ·:~:-· .. ~·-:~· ': ·, - : -

se'ptted~'.co~cluir e~toncesque si una proteína alostérica es activada o inhibida, 

existe un.est~d~; 65:cllandc)_a··¡{.~ Este~5: elpi:todo~de confluyen ambos modelos: un 

::~u~~;~i\~~~-i¡;jf ;~i~~~;¡~~~~:!;tji);ª~ ~·=~~~:.: 
ligantes que deriva'én·illt Rsin ligantes dispuestc:í'a unir: al stÍslrato formando un R con 

·/ · ,·· :,.,: · . ~·~.-..-... :. ir;;" ",... :,:.;.. '.• ·' -,, -, .. ,··{'• ._, . ' 

ligan tes. En el biso de I¡:¡: Fruétósa ),6.' bisfbsfitásá; ha~ .un estado T con ligan tes 

-103- ·. 



·Tesis de Paula Gonz.11.,-..:-Rubio Garrido 7 Discusión General 

oscilando de tal manera que podría suponerse un fenómeno de tensión que "jala" a la 

proteína hacia un estado sin inhibidor -es decir liberando al AMP- que la permita 

volver a su forma R sin ligantes capaz de unir al sustrato y así formar lU1 estado R 

ocupado y activo. Esta propuesta se hace sobre la base de que por la naturaleza de las 

interacciones físicas responsables de la estructura secundaria, terciaria y cuaternaria, la 

unión y transformación son fenómenos mutuamente influenciables, por lo que si lll1 

sustrato se une la conformación cambia, si éste se despega la estructura regresa a su 

estado inicial. Sobre este argumento toma forma el suponer que la vibración acentuada 

de la forma T hacia la forma R, "empuja" al AMP a despegarse de la enzima y así 

conformar lU1 estado R sin ligantes susceptible de ser activado. Por otro lado la T oscila 

de tal forma que es pertinente suponer que durante la oscilación podrá unir 

diferencialmente al AMP, o al Mg2+ que facilitará la coordinación con la F6P para que 

se despliegue la actividad. 

En este sentido la oscilación de la forma T en la FBPasa no es en la dirección de 

la transformación alostérica, sino se dirige, en sentido inverso a la conformación inicial. 

Esto implica una contraparte al modelo de Rudiño. 

En la TRPasa la información de la vibración atómica analizada, propone la 

existencia de un estado abierto ("T") oscilando en la dirección de la transformación 

hacia la forma activa, de ·menor oscilación. Existe entonces en ambos casos un 

componente vibratorio de la forma inactiva que la dirige a la forma activa, funcional, a 

pesar de no haber hallado ~~ rtlnguno de los casos la forma T sin ligantes. 

Se ha planteado que, en·general, los movimientos más localizados son los que 

afectan la función, y qu~ J~~;· más globales son más trascendentes en la conformación. 

Sin embargo los resultados de esta tesis sugieren que los movimientos de dominios 

dinámicos complejos pueden influenciar ampliamente aquellos regionales, sin eliminar 

las evidentes repercusiones de estos últimos en las propiedades catalíticas o 

funcionales. Es decir, los movimientos de dominios dinámicos más grandes, vierten 

sus efectos en los movimientos de asas generalmente asociados a los sitios activos o 

alostéricos, o en aquellas involucradas en interacciones para la oligomerización. Los 

desplazamientos atómicos de los cuerpos pseudo-rígidos repercuten de tal manera en 
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Ja flexibilidad de la proteína que, a partir de ellos, se pueden explicar los procesos de 

transformación conformacional en enzimas alostéricas subrayando sus efectos en su 

función biológica. 

1 Direc:ci6n de la vibroci6n =:::::::==-- e::=>·=>· 616POasa 

=>.=>. TRPasa 

~ ~ 
IGP + serina 

Mq~MP 

-=>~~-... ~ ... 
"fl&.I ~ 

FBPasa 

AMP Mq F6P + iones 

Figura 7.1 /11corporació11 de los modelos sugeridos aquí, al modelo tic la T oscila11te. La TRPasa vibra en el sentido 
de la transformación alostérica a p<"SBr de que el mecanismo de transformación no puede ser explicado a 
cabalidad. Se evidencia, sin embargo, que mientras más abierta esté la conformación, vibra con mayor 
amplitud hacia una forma cerrada, coincidiendo con la tendencia sugerida en el modelo T oscilantes. La 
FBPasa sugiere una vibración pronunciada en el sentido inverso de la transformación alostérica , 
sugiriendo una contraparte al modelo de la T oscilante. 

Las hélices de la interfase interdimérica de FBPasa, por ejemplo, se mueven de 

tal manera que las asas conectadas a éstas hélices se desplazan por su causa. Las 

traslaciones del dominio COMM y la rotación de la subunidad a en la TRPasa afectan 

la posición de los asas, compuerta del túnel y la conformación de éste. Los 

movimientos de estas zonas de la proteína en conjunto se pueden explicar por 

fenómenos oscilatorios que se dan en la estructura tridimensional provocados por la 

vibración atómica. 

Los acercamientos a los dominios dinámicos, con influencias claras en las 

propiedades funcionales de las proteínas aquí analizadas, conjugados con la virtud que 
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posee la información vibratoria direccional de mejorar los modelos estructurales, 

evidencian que la aplicación de afinamientos con tensores de direccionalidad es muy 

útil en la aproximación de un ajuste anisotrópico e igualmente hace al ajuste más real. 

El modelo mejora debido a que el componente vibratorio direccional ajusta mejor los 

datos experimentales y el modelo, cuando se trabaja a resoluciones alrededor de 2 A. 

Esto conduce a pensar que al incorporar elementos direccionales al afinamiento de 

estructuras se esclarecen o justifican patrones de movilidad sugeridos por otras vías 

experimentales. Permiten por otro lado modelar los aspectos móviles importantes 

funcionalmente, de una manera más realista. 
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GrMicas 7.1 Comporta-miento vibratorio isotrópico de la Integrase 1 de HIV. Se muestra la distnbución 
de fac-tores B de dos con-formaciones distintas (arriba) donde lhyv es la estructura que muestra mayor 
vibra-ción y de la cual se hizo el análisis de grupos pseudo-rígidos en función de su vibración a un eje de 
rotación establecido en Y (abajo) (por los métodos utilizados en las otras proteínas analizadas (no se 
muestra figura). 
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La incorporación de ésta información vibratoria en las explicaciones 

estructurales, según los resultados vertidos por los afinamientos TlS permitieron 

construir modelos más realistas de las enzimas trabajadas, que mostraron propiedades 

estructurales que, como ya vimos, pueden conducir a una mayor comprensión de la 

conducta funcional de las enzimas alostéricas. Sin embargo, esto puede verse también 

en proteinas no-alostéricas con múltiples conformaciones. Tal es el caso del núcleo 

catalítico de la HIV-1 integrasa, el cual fue analizado también en este trabajo. 

Figura 7.1 Despliegue anisotrópico de la integrasa 
1de HIV. A partir del afinamiento por TLS de la 
estructura más móvil (gráfica 7.1) se puede ver la 
movilidad de esta proteína, donde el eje mayor de los 
elipsoides se orienta en el sentido de la 
transformación y las de eje menor agudizan la 
valoración de la movilidad en la rotación.(superior) 
Muestra rotación alrededor del eje supuesto -circulo 
amarillo- (monómero). (inferior) Muestra grupos 
pseudo-rfgidos más móviles (elipsoides rojas con ejes 
mayores en el sentido de la transformación (otra 
orientación). 

Por falta de información suficiente 

para explicar los fenómenos que en esta 

enzima ocurren, sólo podemos mencionar 

que de acuerdo al análisis de las vibraciones 

de los Ca, en función de la distancia al eje de 

rotación, se observa que la mayor vibración 

corresponde a la forma abierta (Gráfica 7.1), 

donde se hace una distinción de grupos muy claros que son importantes para la 

funciónI: el N y C terminal y dos asas asociados al cierre y apertura del núcleo 

catalítico. Cuando se hizo el afinamiento TLS para esta enzima, con esos grupos, el 

valor de R fue de 0.22 y el Rfrr• de 0.24 comparativamente mejores que en los reportados 

en el archivo PDB (R=0.22 y Rfrr<=0.26). En el despliegue gráfico de éste afinamiento por 

elipsoides anisotrópicas, se observó que las mayores vibraciones se daban en la 

dirección del cierre del núcleo catalítico cuando se une al DNA. Este conforma otro 

ejemplo en que el afinamiento por Tl.S mejora los modelos. 

t Goldgur, el al.,1998 (i), Molteni, et al.,1999 (h) 
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estructurales al incluir la dirección de los desplazamientos atómicos. 

Todos estos estudios no podrían haber sido posibles sin una selección 

cuidadosa de las estructuras con las cuales trabajar. El PDB a pesar de ser muy útil en 

muchos aspectos aún presenta deficiencias importantes en cuando a la divulgación de 

la infonnación requerida sobre las estructuras. Todos los datos que se omiten en los 

depósitos de diferentes estructuras impiden la reutilización de esa información 

optimizando su uso. 

El PDB al tener mucha información que no es utilizable y que fomenta en ella 

misma redundancias innecesarias, obstaculiza el dimensionar su tarea principal de 

difundir las estructuras tridimensionales de proteínas para el crecimiento de la ciencia 

estructural. 

Una de las deficiencias más grandes del PDB, completamente injustificada, es 

que existe una cantidad inmensa de depósitos que no cuentan con sus factores de 

estructura. Éstos son el resultado de sus observaciones, es decir de las difracciones. 

Sólo a partir de ellos es posible reproducir un ajuste por un re-afinamiento o recrear los 

mapas de densidad para reconstruir el modelo reportado y analizarlo. Si tienen 

reportada una estructura cristalográfica quiere decir que cuentan con esos factores de 

estructura. ¿Por qué entonces no los reportan? Es un problema complejo que va desde 

la desidia hasta razones históricas y presiones de competencia. 

A manera de anécdota, me gustaría mencionar algo sucedido durante la 

realización de esta tesis: se seleccionó w1a estructura que contaba con los factores de 

estmctura, pero al intentar reconstruir el mapa de densidad, el archivo marcaba errores 

contínuamente. Esa estructura era el reemplazo de otra determinada con anterioridad, 

que había sido depositada como perteneciente a un grupo espacial errado. Los factores 

de estructura depositados eran los correspondientes a aquél depósito ya olvidado. 

Como se trataba de una estructura necesaria para el análisis, contacté a los autores para 

solicitarles los factores de estructura correctos. Se trataba de una estructura depositada 

en 1997. Los autores no estaban enterados de que existiera tal problema con el depósito 

y dijeron que lo solucionarían. 
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Cuando se intentó trabajar con una estructura del núcleo catalítico de la HIV-1 

integrasa cuyos parámetros cristalográficas eran muy buenos (ver tabla DIPA Q, 

código lbis). Al tratar de re-afinar esta estructura por TLS, vimos, gracias a los factores 

de estructura, que había sido depositada con muchísimas violaciones a las geometrías, 

por lo que tuvimos que rehacer el afinamiento corrigiendo esos errores. Al hacer este 

re-afinamiento se obtuvieron un R = 0.21 y un R.rree =0.25, que, cuando se ajustaron por 

TLS con los mismos grupos que lo mencionado con anterioridad, bajaron a 0.20 y 0.23 

respectivamente, en relación a los originales 0.20 y 0.26. 

Como último ejemplo de esto, el año pasado se publicó un artículo que 

estudiaba la conservación evolutiva de regiones de estructura secundaria no regular 

(NORS), a partir de estructuras del PDB. El trabajo en cuestión no se juzga, pero si en 

ese estudio se,encontraron con estructuras determinadas con violaciones geométricas, 

que semejan ~~~ctii;as secundarias no regulares, y no se dieron cuenta, su análisis 

está sesgad~,~~;~6~~t~ausa, sino por la de otros investigadores negligentes. 
'_, '.'· · .. :\,\,_-,; ·--:··-·: ... : ~ 

:-:E~t~.#~~~';'~h evidencia la importancia de reportar los datos experimentales 

paia q~~la~~;t:i.JJhi~as puedan ser reutilizadas. Lo que sucedió con el depósito lcnq y 
. ·.· "· -_.'.:-;~J- "->",":-,\'.~--- :, .' - - -

Ibis soi-t cósaS'.qú~:~o tendrían porqué pasar en un banco de datos como el PDB, donde 
• •• • • •• ~( . e 

se han implem'entado 'distintos sistemas de validación y corrección para poder 
,_. ,-. '·. - -'~~"··· 

depositar la esh'uctlli~;d~terminada . 
. -

En el área de la cristalografía existen muchos científicos que contribuyen a la 

creación de información computando datos de alta calidad y promoviéndolos. Sin 

embargo hay quienes no lo hacen y, o son egoístas con la información ( e.j. No brindan 

la información necesaria para reproducir experimentos de cristalización) o deshonestos 

al otorgarla (e.j. Reportan ciertos datos de la determinación de la estructura, pero no los 

elementos para corroborarla o reproducirla (los factores de estructura)). Por lo tanto, el 

PDB es un claro ejemplo de datos que serían de excelente calidad si no existiera duda 

en muchos casos. 
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Bernal en los años sesentas previó el advenimiento de la explosión de la era de 

la infonnación166 y la necesidad de dirigirla dándole los medios y las posibilidades. 

Actualmente gracias a la WWW el hecho es inminente. Existe gran cantidad de bancos 

de datos científicos, y de vínculos informáticos que permiten acceder a una gran 

cantidad de información en todas las áreas. Una responsabilidad muy grande recae 

sobre aquellos que distribuyen y organizan la información -como es el caso del 

personal del PDB-; sin embargo, otra parte de la responsabilidad es de aquellos que 

com;truyen esta información. 

Entre los cristalógrafos la conformación de un banco de datos de buena calidad 

ha sido una meta primordial y como parte de esos esfuerzos, se instauró en los últimos 

años, que el depósito de datos cristalográficos debía ser parte integral del proceso de 

publicación. También se han desarrollado nuevos formatos para estandarizar los datos 

como los CIF de la IUCr. Sin embargo los formatos estandarizados sirven poco si les 

falta la información necesaria para la reutilización de los datos, y si la organización de 

ésta en los archivos no es de fácil interpretación -como es el caso de Jos CIF. 

Sobre las características tan heterogéneas del PDB se fundó la idea de crear el 

criterio selectivo que se utilizó en esta tesis. Aunque el PDB tuviera todos los depósitos 

estandarizados y completos sería necesario un criterio de selección aunque en estas 

circunstancias podría ser menos estricto. 

A manera de conclusión. 

Es importante mantener una actitud crítica siempre que se maneje información 

de una base de datos tan heterogénea y en constante transformación como lo es el PDB. 

Pero también es importante asumir la responsabilidad ética de reportar íntegramente 

los resultados experimentales.' 

La éra d~,:la irifo~nrnción llegó y se impuso. Este privilegio conduce a la 

166 Murria-Ru~t~ 1998 (62) 
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necesidad de . una educación y formación informática tanto para construir como 

acceder a la información. En este adiestramiento, debe preponderar la ética, con que se 

trabaja y divulgan los hallazgos de dicha tarea, que implique responsabilidades y 

honestidad, y donde prevalezca el contribuir realmente a la construcción del 

conocimiento sobre el de obtener beneficios personales. Esta discusión sería motivo de 

otra tesis, sin embargo es preciso sei\alar, que si bien la ciencia requiere de una 

formación académica rigurosa, ésta no implica que se posean los elementos éticos 

implicados en la comunicación de la ciencia. En muchas áreas de la biología, se recurre 

a la información estructural para explicar fenómenos que se han explicado por otras 

vías o simplemente para ubicar espacial y geométricamente al objeto de estudio. Es 

importante por esto, que una base de datos como el PDB posea datos absolutamente 

confiables. 

Los avances estructurales, recientemente, se han manifestado en muchas áreas 

dentro de la biología, conduciendo a la posibilidad de relacionar las estructuras con la 

función biológica y el ensamblaje que le da identidad a la molécula que describen. 

Como resultado, el interés en el campo se esta enfocando, más que a determinar 

estructuras per se, a asir los elementos estructurales que pudieran explicar los 

fenómenos conformacionales asociados con procesos biológicos clave en los que 

participan los ensamblados. 

Desde esta perspectiva, es esencial la utilización de nuevos enfoques de análisis 

de las propiedades dinámicas de las proteínas. La incorporación de la información 

vibratoria direccional a la determinación de estructuras proteicas, a partir de tensores a 

los grupos pseudo-rígidos, es un ejemplo que permite además obtener modelos 

estructurales más realistas. 

De los modelos aquí ajustados se infiere que es factible la existencia en las 

enzimas alostéricas, de conformaciones oscilante~ en la dirección de la transformación 

hacia las formas activas funcionales, que permite dar interpretaciones más finas de su 

flexibilidad molecular. 

A la luz de estas propuestas se propone que la vibración atómica es una 
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propiedad de la protefna que está relacionada crucialmente con su función, misma que 

está gobernada por la estructura tridimensional que la proteína ostenta, asf como por la 

geometrfa que la distingue. Esta conformación, que generalmente es muy conservada, 

está determinada por la secuencia polipeptfdica, la cual puede no estar tan conservada 

y aún asf determinar una estructura conservada de acuerdo a una función que ha de 

realizar. Generalmente cuando se insertan mutaciones en ciertas protefnas no es la 

estructura la que se ve afectada. Es en la vibración atómica donde se dan los efectos 

más evidentes. En un sentido evolutivo uno podrfa entender que la evolución de una 

enzima alostérica está guiada a conservar una estructura y una vibración global 

particular, como un factor epiprotéico, que lleve a una conservación de la función 

(Figura 7.3). Estudios sobre esta cuestión en particular podrfan abordarse en trabajos 

posteriores. 

Codón 

ACCCCT 

Secuencia. 
polipcptidica 

lhtrucblra. 

a'" 

D .. 
Figura 7.3. Propuesta de atributos conservados evolutivametlle para derivar la fu11dó11 biológica de prole(nas 

La biologfa estructural es una realidad, asf como la biologfa celular progresa 

desde identificar y caracterizar los componentes para entender cómo se integran 

distintas proteínas para producir las máquinas moleculares que generan las funciones 

celulares básicas. Es de crucial importancia entender la estructura y dinámica de estos 

complejos macromoleculares involucrados y cómo su estructura cambia. Actualmente 

existen atisbos de los cambios en conformaciones e interacciones moleculares, asf como 

de la geometría asociada con cierta función, lo que forma las bases para entender la 

biología celular en un contexto estructural. 
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Perspectivas. 

La información sobre la estructura de una proteína es una fuente inagotable donde 

crear experimentos de utilidad para descartar ideas preconcebidas. Sobre esta premisa 

se proponen las siguientes perspectivas: 

•:• En trabajos subsecuentes sería prudente evaluar los dominios dinámicos de la 

FBPasa y la TRPasa, con herramientas más sofisticadas de dinámicas 

moleculares, comprobar la naturaleza de los cuerpos pseudo-rígidos de 

importancia funcional, los mismo que verificar las interpretaciones hechas en 

esta tesis. 

•:• Será necesario hacer estudios cinéticos que expliquen funcionalmente las 

propuestas del proceso de transformación alostérica sugeridas en esta tesis. 

•:• Este trabajo sienta las. bases para trabajos posteriores sobre flexibilidad 

molecular de proteÍ~~~:~I()stéricas o michaelianas con conformaciones alternas, 
·.!,::\'5:'.>.· ·. 

desde una perspectiva>"atómiéa; e impulsa la búsqueda de este tipo de 
:· -... · .. · ;/;:}'1j{~~\~.?.·>~· . , . 

fenómenos en mücho(()fros ejemplos. 
~~'}i''v,rs=· · .. 

,~: 

•:• Las virtudes de<int~$·r~tación de la función que sean conferidas por la 

información ~ih~ato~fo/ · p~rmitirán entender a cabalidad los procesos 

regulatorios y de interacción de enzimas o complejos enzimáticos y otro tipo de 

ensamblados macromoleculares. 

•:• La aventura de los ingenieros moleculares será emular la naturaleza, 

conjuntando con precisión, las conformaciones flexibles con la regulación de la 

función protéica. 

•:• Será posible dirigir estudios donde se evalúe a la vibración como un elemento 

epiprotéico que se conserva junto a la estructura y la función. 
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Apéndice l. Dispositivo Integral Para el Análisis de PDBs (DIPA) 

• lf115r/bfn/perl 
open (SAL,''>Llblaln''); 
Sn•cb-""'; 
Sesp•=" "; 
Sespua""; 
open (0t.rr,"listin2''); 
tto1=<0UT>; 
dosefOlIT); 
S.t=4it.a; 
•pñnl "Sa\n"; 
printSAL"PDB-ID\tRESOL\IR VALUE\IRFREE\ICOMPL\l • REFLE\l • ATOMOS\l • PARAM\IDAT/PAR\IF.S\l CRUP 
ESPA \l\IDIMESIONES DE CELDAS\l\l\l\l \t\l\tU ASIMETIUCA \l\IPROGRAMA \l\t\t\t\l\IU BIOLOGICA \l\l\1\1 
\1\1\tORGANISMO FUENTE\1\1\1\l\1\l\1\l\1\1\IUGANTES\l\l\1\l\t\l\l\t\l\INOMBRE\n"; 

fon!ach Svar (O •• Sa-t) ( 

Sr-1; 
Srr=l;Sm-=t;Srrq=l;Sre=1;$que=J;$pd0Sz:l;Srenglonc:O;Spepe=i1;$count=0; 
SAA=-,'@Al=1

•
1;SAt="";@A2=1

•
1,-@A..l=-;SAl=""; 

@A4="",-0A5='"';@A6='"';@A 7=' .. ;0A~;9ApauJaD*'; 
SA4=-','@A9:::'"';@A10='"';@Atl= .. ';Ogrup=-;SAU.-;SAwl=-,-SA9(tJ="\to.OOO'';SA61tl="O.OOa';SA7(1)="0.000";$A2(1)="0.000"; 
Stt=O; Slg=O; SaC=""; S•F='"'; Smmmz::();Sftfet.Zz:.M"; Stodos_unidos=-,'illhead="";@head2="";She.ad3="'';Sprimero=iJ; 
Sconco=O; Slomado=O; 

S_=SalSvarJ; tr/la-zJ/IA·ZU; Sreeel=S_; 

S_=$a(SvarJ; chomp(SJ; chop(SJ; sl"'\d/Snadillg;chomp(ia(SvarU; 
# Sentra ="/home/paular -Sa(Svad.".pdb"; 
#$enlra2 = "/aux/pdhabril2002/strucfac/".S_."/1".Sal$var)."sf.gz"; 
#$puerta=''/home/pi1ulV"'.$al$vuJ.".pdb"; 
#$puerta2="/home/pi1ul.l./r''.$a[SvarJ."sf.gz"; 
Sppuerta="/home/pilulaJ" .$alSv.ar). ".pdb"; 
#$ppuerta2="1home/paula/r''.fa{SvarJ."sf"; 

#$entra= "http://www.rab.org/pdb/cgil'.$al$var).01.gz"; 
#Senlra2 a "http://www.rab.org/pdb/cgil' .$a(Svar)."sf.gz"; 
# Spuerta="/home/paula/pdb" .S.ISva rJ." .gz"; 
# Spuerta2="/home/pau la/r" .$a(Svarf ."sf.gz"; 
#Sppuerta="/home/paula/pdb".S.ISvarJ; 
#Sppuerta2="1home/paula/r''.Sa.1Svar)."sr•; 

#print "Sentra\n5entra2\n\n\n''; 
#system("cp $entra /home/paula/trynuel'.$alSvar1.".pdb'?; 
#systemr'gunzip $puerta"); 
#&factor; 
open<OUT,Sppuerb); 

while (<OUT>) 1 
chomp; 

if <Srenglon ==U 1 
Stre++; 
s/Sespa/$n•da/g; 
chomp(SreeeD; 
s/$reeeJ.•JSnada/g; 
SAwt=SAwl.S_t 
Srenglon=O; 
Stexto(Stn!l=SAwt; 
Sreler1Stre)="Stre .. '; 
Srefer2="Stre•"; 

lf (JORGANISM_SCIENTIFIC/l { 
#print"S_ \n"; 
a/Sespa/Snada/g; 
s/SOURCE/$n•da/g; 

1 

s/;/$n•do/r,; 
@Al=splitC'':",$_); 
Sque=O; 
$Al=-; 

if ($que=1) { 
if (JSOURCE/) 1 
s/SOURCE1$n•da/g; 
chomp(Sreeel); 
s/Sreeel.•fSnada/g; 
s/Sespa/Snada/g: 
$Al=$_; 
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Sque&O; 

U l/910LOGICAL_UNIT/l ( 
a/kopa/Sn•do/g: 

•A2•spltt(":" ,SJ; 

U-1)1 
UCICHAIN:/11 
a/kopa/Sn•d•/g: 

OA3=spliU":" ,SJ; 
$r=O; 
Spuo1•0; 

ll !Spaoa=t) 1 
lf (/ASYMMETRIC UNIT/l I 
chomp(Sreeel); 
s/$reeel.•JSnadVg; 
s/Sespa/Snada/g; 
SAwl=SAwl.S_; 
Spesos=O; 
Srenglon=t; 

lftsre=t>I 
if (/AUTHOR/) 1 
chomp(Sreeel); 
s/Sreeel.•/Snada/g; 
.s/Sespa./Snada/g; 

$Ar4=$_; 
Sre=O; 

if UREMARK 2 RESOLUTION.111 
chomp(Sreeel); 
5/Sruel.•/Snada/g; 
s!Sespa/$nada/g; 
s/ANGSTROMS.•/Snada/g; 

1 

@AS=split("RESOLUTJON",SJ; 
#prinr'SAS(l)\n"; 
@AsS=splilf' ",SAS(t]); 
#S_•SAsS(lJ; 
#s/ANGSTROMS.•/Snada/g; 
#$As5(1)•$_; 
#print "#1## 1 ### ## ##11##### SAsS(tJ\n"; 

if tsrrq==t> 1 
if UCOMPLETENESS/) ( 
.VS..po/Sn•d•/g; 

@A6=splilr':",SJ; Srrq=O; 

if UNUMBER OF REFLECTJONS/ 11 /UNIQUE REFLECTIONS/) 1 
chomp(Sreeel); 
s/SreeeJ.•/Snada/g; 
s/Sapa/Snada/g; 
.VS..pa/Sn•d•/g; 

SRECUER = S_; 
@A7=splil('':",SJ; 
S_=SA7(1); 
s/\s/SnadMg; 
SA7(1) = $_; 
#print 11$_ \n"; 

lf(SA711J eq Sn•da) 1 

S_ = SRECUER; 
sf.•REFLECTIONS/Sn•da/g; 
@A 7=split('' ",SJ; 
#print "SA7IOJ, SA71ll, SA7(2),$A7(3)\n"; 
$A7(1J • SA7(0); 
1 
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$A8itOLSA8l111\n"; 

UISrr-•l>I 
U 11R VALUE /1 [ 
•prinl "lllllllllll/l//l/l/lll//lllS_ \n"; 
a/Sapo/Snada/g; 

eAS.aplil(":",SJ; 
Sn:O; 
$pepe.O; 

U ($A8)1] eq Snodo) 1 
al.0 VALUE/S""da/g; 
eA& .. plil(" ".SJ; 

#prinl "SA8(0L SA8[1], SA812LSA8(3L SA814L SA8(5), SA8(6l,SA817L SA8(8l, SA8f9l, 

SA8(1J •SABIO); 

if <Stomado -n t 
Stomado=D; 
#print "S_ \n11

; 

a/(A-ZJ/$nada/g; 
@At4"sp11tr• ",SJ; 
chop(SAl4(1J); 
SAl4itl•"\1$At4(ll"; 
#prinl ·-·-·-·sAt4(0),$Al4(1], $Al4(2), SAl4)3) \n"; 

if (Spepe==U 1 
if l/R VALUE/I ( 
lprint •···------s_ \n11; 

chomp(Sreeel); 
s/Sreeet.•JSnada/g; 
s/Sespa/$nada/g; 

#print 11-•-·-·-·-•-•s_ \n''; 
s/(A-Zl!Snada/g; 
@Al4=splitf' 11,SJ; 
chop(SAl4(1)); 
SAl444=$Al4(1); 
SAl4fl)•"\ISA14(ll"; 

11 ($nr.z=l) ( 

lfUFREERVALUE /)( 
s/Sespa/Snada/g; 

OA9=splll('':",SJ; 
Srn=O; 

if(/HETATM/ J ! /ATOMI)( 
#print 11$_ \n"; 
s/HETATMIHETATM /g; 
#print "$_ \n"; 
#s/Sespa/Snada/g; 

@A lD=splil('' ",$_); 
•S-=SAtO(lJ; 
ls/IA-Zi!Snada/g; 
lprint 11••$AJ0(1J\n"; 

if(fCRYSTll)( 
chomp(Sreeel); 
s/Sreeel.•J$nada/g; 
# s/$espa/$nada/g; 

lf ($Al444 eq $nada) ( 
Stomado=l; 
SAl4(1)='"'; 
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i1Al1=1plitr' ",SJ; 
lprint "\n\n•Atl\n\n\n"; 

tSAttlDLSAllltLSAtll2J,SAttl3LSAlll•LSAlll5J,SAlll6LSA1ll7J.SA11ISJ"; 

' U(IH!rr/)( 
fll$espa/$n1da/g; 

to/ Hlrr IS1U1da/g; 
ilgrup.,.plltf' ",SJ; 

Apéndice 1: DIPA 

tprint ••.•-•-•-•-•-•-•-•.•.•-•.•-•sgruplOJ,SgrupllLSgrup(2),Sgrupl3J\n"; 
Scounl++; 

#prlnt 

) close(OUT); 

SApaulalS<ountl=Sgruplll; 
#prinl " .. • .. • .. • .. ••Apaula\n"; 

UVPROGRAMI)( 
olSnpa/Snada/g; 

chomp(Sreeel); 
s1$reeel.•1Sn1da/g; 
al.•PROCRAM/Snada/g; 
$A12=S_; 

UUTITLEI)( 
5/Sespa/Snada/g; 

UUREF/l ( 

$11++; 
iflStt==IJ 1 
slfITLE/Snada/g; 
s/Sespa/Snada/g; 
SaC=S•G.$_; 
Smmm=l; 
#print 11•saG•\n"; 

' if ($11>1) 1 
slflTLE. '\d/Snada/g; 
s/$espa/Snada/g; 
$aG1:1$aC.$_; 
#print ""SaG"\n11

; 

Smmm=l; 

' ' stSespa/Snada/g: 
Smmm=l; 

' U (Smmm==Dl 1 
if UTITIJ) I 

Stg++; 

' ' 1 
&nombre; 

#print" S_ \n11
; 

lf($tg=ll 1 
chomp($reeel); 

1 

s/Sreeet.•/snada/g; 
s/jRNL'TITIJSnada/g; 
s/Se.spa/Snada/g; 
5.lF=SaF.$_; 
#print "••••••••SaF\n"; 

llCStg>tl 1 
chomp(SreeeJ); 

lprint "reeeel====Sreee1••\n"; 
s/Sreeel."/Snada/g; 
s/)RNL 'TITL \d/Snada/g; 
sJSespa/Snada/g; 
SaF=SaF.$_; 
#print "+++t++++SaF\n"; 

$para.metro= SAlDIJJ•s; 
#$dato=SA7lll/$paramelro; 
@dato7splitf"1,Sdato); 

#"$Al )l J \n$A2)1 J\n$A3)1 J\nSA4lll\n$A5ll )\nSA6ll J \ n'SA 711 )' \n$A8(1l\n$A911J\n$A10ll)'\n$A11111\nSA 1211)\nilA paula \n$pa 
rametro \nSdalo \n•sAt4(t)•\nSA wt \nSA 1 \nSAA \nSA r4 \n"; 
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l1yatemC"'nn -f Sppuerti"J; 

Sd•los-l"ra•Sd•lo(OJ.Sd•lo(JJ.Sd•lo(2J.Sd•lo[3J.Sd•lo(CJ; 
Sgrupo_espad•l-"SAJJ(7J SAJJ(8J SA11(9J SAJJ[JOJ"; 
keldu-"SAJJ(J) SAJJl2l $AJJ(3) $AJJl4) SAJJ(SJ SAJ1[6J'~ 
ldlg .. la; 

•prlnlSAL 
•"$alS...rl\ISAs5(JJ\ISA8JJISAIC(Jl\ISA9)JJ\t\tSA61Jl\t\t\ISA7(1)\t\t\ISAJO(Jl\1\l\1\ISp•ramebo\ISd•lo(OISd•lolllSd•lo(21Sd•lo[ 
llSd•IDICl\1\l\ISftlum\l\ISAJJl7LSA11(8l,SAJJ(9l,SAJJ)JDl\ISAJJIJJ,SA11[2l,$A11(3l,SAJJICLSA11)5LSA11(6l\1\ISA3(J)Srder2\t\I 
$AJ2\ISA2(J)\t\tSAJIJISAJ\ .. Apoala\n\n"; 
•prlnl "l<1<1<1<-1<1<1<1<1<1<1<1<-1<1<1<1<1<1<1<1<1<1<1<1<1<1<1<1<1<1<1<1<1<1<1<1<1<1<1<1<1<1<1<1<$Ao5(JJ\n"; 
prinlfSAL 
"%6s\""4s\t%13f\t,.•1.3f\W.2..21\tYeJOl\t%10.\t%1De\1%2.4f\t%31\t%t2a\t%4511\t%25s\t,..t5s\t,..30s\t91.50s\t%60t\t,.•80s\n", 
SalSvarl. SAoSIJL SA8[JJ.$Al4(JI, $A9(JL SA6(1L SA7(JL SAJO(JL Spanmebo, Sd•loo_pan, Srelum, Sgrupo_eopaclal, SceldH, 
$A3(1J.SC.fel2, SA12, SA2(11, SAJ(JJ.SAJ, Slodos_unldoo, ShHd3.$hHd2(1]; 

lprintf 
"°6s\t%1.2.f\t%1.3f\t%t.Jf\t%2..2f\t%10s\t%10.\l%10s\tY.2.4f\W.31\t%12s\t%45s\t%25s\t,..t5s\t,..30s\t%50s\t%120s\WoSO.\n", 
Salivar!. SAsS(lL $A8(Jl.$A14(JJ, SA9(J), SA6(1J, $A7(1L SAJD[Jl, Spanmebo, Sdalos_pan, Srelum, Sgrupo_esp•cial, $celdas, 
SA311J.Srefe,Z. SA12, SA2(1), SAJ(l).SAJ, Slodoa_unldos, $head3.Shead2(1}; 
#<STDL'I>; 

print SAL "\n"; 

foreach Strtrt (J • .$1re) ( 

print SAL "$refer{$trtrt) Stexlo(Strtrt)\n"; 

1 
#sub l.actor{ 

#JI (systemf'head -1Sentra211))1 
#Srelum a O; 
#print "Sretum \ntt; 
#) 

#else 1 Srelum =1; print "Sretum\n";I 

#) 

sub ligantes { 
Sleda=@Apaula; 

foreach $tengas (O • .$tecla-1) ( 
Slodos_unidos=Stodos_unidos.Sespas.$Apaula(Stengasl; 
1 

sub nombre{ 

if ($primero==l) ( 
lfUCOMPNDI)( 

1 
1 

@head = splitr' ",SJ; 
Srulo=Chead; 

foreach SRTRT (J .. Srulo-1) ( 
Shead3 = Shead3.Sespas.Shead[SRTRTJ; 

#Shead3=$head[tJ.Sespas.Shea.dl21; 
Sprimero=O; 
1 

llU MOLECULE: 1) ( 
print 11•••••••••••••••••••\n"; 
$headJ=1

•
1
; 

@head2 = spllt r':",$J; 
1 
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Apéndice 11. Tablas comparativas de caracteres DIPA: 

Base de datos. 

Tabla A. Fr11ctosa-1 ,6-bis(os(atasa 

PDB-10 RES(ÁI R R•- INT No.REFLE No.ATOM No.PAllAM ESTADO DATIPAR F.S 

1/bt 2 0.22 0.28 . 27821 3267 16335 
. 

1.7 o 
1frn 2 0.19 . 82.8 45437 6803 34015 T 1.34 1 

lrdz 2.05 0.2 0.22 
. 

32329 5392 26960 T 1.2 o 
1fvf 2.1 

. . . . 
6514 32570 

. . o ·. 

1fvd 2.1 
. . . . 

6484 32420 
. . o 

5flm 2.1 0.18 
. . . 

6850 34250 R . o 
1fni 2.2 0.19 

. 
95 37484 5064 25320 R 1.48 

;_ o· 
1dcu 2.2 0.19 0.25 

. 
62337 10106 50530 T 1.23 ;- . 1 ) .. · .. 

1rtlll 2.2 0.2 0.23 
. 

25276 5324 26620 T 0.95 o.:.; _; 
_, 

1fve 2.2 
. . . . 6517 32585 

. . -. -<o/:i- y 

1e11k 2.23 0.22 0.27 86.1 30946 5457 27285 T 1:13 -·:..-: -•-•,:- º'''·-"'·· 
1c1111 2.27 0.17 0.23 77.6 13386 2717 13585 R 0.99 ;._, - .. , i-1'0.•::'' 

1e11i 2.28 0.2 0.26 89.8 29829 5479 27395 T 1.09 ,_, ... ;;; o :;,_,:• 
; 1 

1bk4 2.3 0.18 
. 

93 16921 2491 12455 
. ·- 1.36-·'V• :~--,o; 

1fvl 2.3 0.19 
. 

88 30726 5071 25355 T .' . 1.21; '~ ' ·'·'o•·, -
1fvi 2.3 0.2 

. 
84 29101 5055 25275 R .,.·. 1.15 , ... , :•:,·•.o_: - -

1fsa 2.3 0.18 0.23 65 19578 5349 26745 T . 0.73 _. ;- . ·-,_O . ·• 

1(ta 2.3 
. . . . 

13023 65115 T .. -- '..• - ;' o-' . 

1'''" 2.3 
. . . . 

6523 32615 
. . 

-- --·o·· 
1eui 2.32 0.19 0.24 91.6 12784 2719 13595 R 0.94 o 
111911 2.4 0.19 0.24 o 52266 10188 50940 R 1.03 1 

1fi9 2.5 0.19 0.26 87.9 21385 5192 25960 
. 

0.82 o 
1fi6 2.5 0.2 0.27 84.8 9424 2619 13095 R 0.72 o· 
1fb/1 2.5 

. . 
6380 31900 R . o 

4flm 2.5 0.17 
. . . 

13016 65080 T . o 
1flm 2.5 0.22 

. . . 
6030 30150 T . o 

1dk4 2.6 0.33 0.27 96.3 9705 4108 20540 
. 

0.47 1 -

1(11b 2.6 
. . . . 

5938 29690 
. . o 

1/bc 2.6 
. . . . 

6209 31045 R . . o .· 

1dbz 2.65 0.24 0.29 . 38230 290 1450 R 26.36 ·o 
1fbf 2.7 

. . . 
6052 30260 

. . - o 
1r1b: 2.75 0.22 0.3 . 12701 5225 26125 R 0.49 .. ·O 

Jfbt• 2.8 0.19 
. . . 

5994 29970 R - ._ _.; o 
1fb1I 2.9 . . . 

5920 29600 
. . ____ , .. o 

lfuk 3 0.23 . 73 13824 4788 23940 R - -0.58 o 
1fbv 3 

. . . 
5918 29590 

. . o 
1fbe 3 

. . . . 
5920 29600 

. . o 

-119. 



Tesis de Paula Gónzález-Rublo Garrido Apéndice 11: Tablas DIPA 

·Tabla A: Co11tinuaci6n.~. 

DIMESIONES DE ORGANISMO 
PDB-ID G.ESPA UASIM UBIOLOGICA CELDAS FUENTE U GANTES . 48.400 56,600 93.700 RA1TUS 

1fl1t p 1211 A,B; 90.00 94.40 90 NORVEG/CUS MSE MSE P04 P04 . 60.950 166.300 SUSSCROFA 
1fm P21212 A,B; 80.000 90.00 90. 90 FDPAMPZN 

HOMOTETRAME 61.060 166.780 SUSSCROFA 
1rdz P21212 A,B; R 79.920 90.00 90. 90 F6P F6P AMP AMP 

A,B . 61.100 166.600 SUSSCROFA 
1frlf P21212 80.100 90.00 90. 90 MNMNAHGAMP 

A,B . 61.100 166.400 SUSSCROFA 
Jfnd P21212 79.900 90.00 90. 90 MNMNAHGAMP 

A . 131.100 131.100 SUSSCROFA 
Sfbn P3221 69.700 90 90 120 F6PF6PF6P . 61.200 166.800 
1fvi P21212 A,B; 80.300 90.00 90 90 SUSSCROFA TLTLAMPAHG . 71.604 126.316 
1dcu Pl 211 A,n,c,D; 78.023 90 97. 73 90 P/SUM SAT/VUM 

HOMOTETRAME 61.200 166.750 
1rd11 P21212 A,B;···:. R 79.840 90.00 90 90 SUSSCROFA F6P F6P AMP AMP 

. · Á,n;· . 61.000 166.500 
1fve P21212 79.900 90,00 90 90. SUSSCROFA MN AHGAMP . 60.120 166.140 
1e11k P21212 A,B; ' : ~ 79.530 90.00 90. 90 SUSSCROFA F6P ZNAMP PI 

: ": ·:,,, 52.340 82.820 
1cnt1 1222 · .. 'A; ·; TETRAMER 166.740 90.00 90 90 SUSSCROFA F6PZNPI 

,~:. ·. ' . ·.; .. . 59 .860 165.820 
1e11i P21 i12 A;B; · 79.510 90.00 90 90 SUSSCROFA F6P MGAMP PI 

·'';-
. 73.790 80.050 ORYCTOLAGUS 

1bk4 1222 A; 131.820 90.00 90. 90 CUN/CULUS MGSOIS04 . 61.100 166.900 
1fv/ P2! 212 A,B; 80.200 90.00 90. 90 SUSSCROFA TL TL TL AMP AHG . 61.200 167.100 
1fvi P21212 A,B; 80.000 90.00 90. 90 SUSSCROFA KKKAMPAHG . 61.050 166.720 
1fsa P21212 A,B; 79.980 90.00 90. 90 SUSSCROFA F6PAMPMN . 68.600 84 .800 
1(ta P212121 A,n,c;D; 281.100 90.00 90 90. HOMO SAP/ENS AMP . 61.100 166.500 
1fnv P21212 A,B; 80.000 90.00 90. 90 SUSSCROFA MNMNAHGAMP . 52.120 82.510 .,, 

1e11/ 1222 A;· 165.490 90.00 90 90. SUSSCROFA l'6PMGMGPIPJ. . 78.940 113.990 
1d9q Pl 211 A,B,C,D; 94.810 90. 114.38 90 P/SUM SAT/VUM · ... . 59.820 165.480 

F6PZN·~;~I .· 1fi9 P21212 A,B; 79.290 90.00 90. 90 SUSSCROFA . 52.380 82.470 ··.. ,_.,.; .-.· 

1fi6 1222 A; 165.590 90.00 90 90. SUSSCROFA F6P ZN ZN ZN .PI PI 
A . 131.200 131.200 SUS SCROFll .. .. 

1ru11 P322 l 69.300 90. 90 120 AFP BFP AFP BFP 
A . 78.500 88.500 SUSSCROFA .. 

411111 P2! 2121 211.100 90.00 90. 90 AMP 
A . 61.600 166.600 SUSSCROFA 

1flw P21212 80.000 90.00 90. 90. F6PAMPMG . 68.870 78.430 SUSSCROFA ·,. 
11/k4 P212121 A,B; 129.720 90.00 90. 90 ZNZNZNP04 ··. 

AB . 131.400 131.400 SUSSCROFA . .· 
1"11> P322 l 68.600 90 90 120 ··" FDP FDP FDP 

AB . 131.400 131.400 SUSSCROFA ... ·. 

libe P3221 68.600 9090 120 AHGMGAHGMG . 78.900 114.500 .. 
11/bz Pl 211 A,B,C,D; 94.500 90. 114.50 90 PISUM SAT/VUM 
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. . 131.400 131.400 SUSSCROFA 
1fbf P3221 ·-:A, n;-.. ,_:· __ .,_-0-'-'-

69 .200 90. 90 120 AHMMGAHMMG 
HOMOTETRAME 131.310 131.310 SUSSCROFA 

Jrd:r P3221 A,8; R 66.400 90 90. 120 F6PF6P 
A· ··é-. .. 131.400 131.400 SUSSCROFA 

3fbn P3221 . 69.200 90. 90. 120 FDPFDP 
A . 131.600 131.600 SUSSCROFA 

Jfhd P3221 '·', 68.300 90. 90. 120 AHGMNMN . 132.600 132.600 SUSSCROFA 
1"11< P3221 A,B; 67.700 90. 90. 120 TL TLTLTL TL TL . 132.000 132.000 SUSSCROFA 
Jfho P3221 5• 67.400 90. 90. 120 AHMMNAHMMN . 132.000 132.000 AHG ZN ZN AHG ZN 
1"- P3221 3• 67.400 90. 90. 120 SllSSCROFA ZN 

Tabla B: Triptofano Sintetasa. 

PDB-ID RES{Á) R RF~• INT No.REFLE No. ATOM No.PARAM DATIPAR F.S 

1aoo 1.4 0.15 0.18 95 133915 5880 29400 4.55 1 

1k811 1.5 0.17 0.21 95.1 111900 5619 28095 . o 
1k3u 1.7 0.15 0.19 97.7 77570 5785 28925 2.68 1 

1k7:r 1.7 0.19 0.24 96.8 78258 
. . . 1 

1k8z 1.7 0.21 0.27 96.4 79408 5354 26770 . 1 

111011 1.8 0.17 0.21 94 63650 5461 27305 2.33 1 

1ubs 1.9 
. . . . 

5188 25940 
. 

1 

2t11s 1.9 0.17 . 82.4 . 5321 26605 
. 

1 

1k7f 1.9 0.2 0.25 93.8 53470 4964 24820 2.15 1 

1beu 1.9 0.22 0.28 80.3 45259 5236 26180 1.73 1 

1a5a 1.9 0.24 0.3 77.7 43791 5292 26460 1.65 1 

1ttn 2 
. . . . 

4981 24905 . 1 
1!len· 2 0.2 0.25 90.8 30701 4238 21190 1.45 o 
1nv2 2 0.21 0.25 95.3 47194 5145 25725 1.83 1 

1a5b 2 0.22 0.28 82.2 39737 5207 26035 1.53 1 .· 

2trs 2.04 0.21 o 76.1 36088 5156 25780 1.4 1 

1bks 2.2 
. . . . 5233 26165 . o 

1c8v 2.2 0.21 0.27 92.6 35371 5120 25600 1.38 1 
Jfuu 2.25 0.17 0.22 0.9 32603 5189 25945 1.26 - 1 .. -.- .... 

Jttr• 2.3 
. . . . 

4921 24605 
. 

1 - ... . 
1k7e 2.3 0.17 0.24 91 . 5219 26095 

. . ··; 1 ,", 

111Ss 2.3 0.18 0.25 93.8 30327 5035 25175 1.2 ..... -1 '·. :·: 
1a50 2.3 0.18 0.25 93.8 30327 5193 25965 1.17 o -; 

2wsu 2.3 0.2 0.3 90.9 12850 4650 23250 0.55 .. :· .•.• o ... 
._· 

1c29 2.3 0.21 0.28 91 29401 5122 25610 1.15 <-"" 1•·· 

lc.'9 2.3 0.21 0.28 91.9 29619 5117 25585 1.16 _:····. l.'" . 
1c9<1 2.3 0.21 0.27 93.9 31553 5149 25745 1.23 .. ,,1 .. 

2151/ 2.5 0.19 89.5 23487 5085 25425 0.92 -•· 1 
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Tabla B: Contiminci6n.;. 

PDB·ID G ESPA U ASIM U BIOLOGICA 

'' ·>··,' 
1aon Cl 21 A; 

lks~ ' cÍi1 A; 
'"· ,; . 

: 1k311 :~~~'~L :=.,&.; ··~ .. · .. ~ .. - .. 

·· 1k7x 

1k8z 

1aaa 

1ubs 

2t11s 

1k7f 

1be11 

1a5a 

1ttq. c24: ;·,.;.,8; 
'[« .-¿;.;., ., 

1K~q' C222i :;A,Bi; 

.. 

· Apéndice 11: Tabl~s DIPA 

DIMESIONES 
LIGANTES DE CELDAS PROGRAMA 

182.200 60.300 
IPL PLP NA 67.400 90. 94.70 90 REFMAC 

183.142 60.465 
NA G3P PLP 67.440 90.00 94.63 REFMAC 

182.409 59.718 
67.177 90.0 94.52 

NA IAD PLP 90. REFMAC 
184.006 59.986 

PLP NA 67.537 90.00 94.65 REFMAC 
184.420 61.035 

NA IAG PLP 67.534 90.00 94.69 REFMAC 
182 742 60.055 

IGPPLP 67.098 90.00 94.48 REFMAC 
184.200 61.800 

PLPNA 67.800 90.00 94.80 X·PLOR 3.1 
185.800 62.300 

PLTNA 67.800 90.00 94.10 PROLSQ 
183.664 59.074 

IAVl'LP 67.467 90.00 94.70 REFMAC 
182.300 59.700 

IPL PLS K 67.400 90.00 94.60 X-PLOR 3.1 

PLPK 

PLPK 

183.500 59.400 
67.300 90.00 94.60 X-PLOR 3.1 

JB5.000 61.300 
67.700 90.00 94.70 X-PLOR 3.1 

73.013 78.997 
170.964 90.00 90 PROLSQ 

ORGANISMO 
FUENTE 

SAL.MONELLA 
TYPHIMURIUM 
SAL.MONELLA 

TYPHIMURIUM 

SAL.MONELLA 
TYPHIMURIUM 
SAL.MONELLA 

TYPHIMURIUM 
SAL.MONELLA 

TYPHIMURIUM 
SAL.MONELLA 

TYPHIMURIUM 
SAL.MONELLA 

TYPHIMURIUM 
SAL.MONELLA 

TYPHIMURIUM 
SAL.MONELLA 

TYPHIMUR/UM 
SALMONELLA 

TYPH/MURIUM 
SALMONELLA 

TYPH/MUR/UM 
SALMONELLA 

TYPHIMUR/UM 
SALMONELLA 

TYPH/MURIUM 
· 183.340 59.920 SALMONELLA 

1ciú2 
.,· '· 

1:.Sb<' C121 · :A,B; TIITRAMER 
.. 

2trs C 1 2 1 A, B; TIITRAMER 

1bks • C 1 2 1 A, B; TIITRAMER 
·. 

1c8v e 121 A; '· .: :·· .. 

Jfuu C121 A;· .- -. 

PLP NA HSP 67.710 90.00 94.55 X·PLOR 3.851 TYPH/MUR/UM 
182.600 59.700 

PLP K IGP 67.400 90.00 94.60 X-PLOR 3.1 
184.200 61.300 

IPL PLS NA 67.900 90.00 94.50 X-PLOR 3.1 

PLPNA 
lll4.580 62.065 

67.610 90.00 94.69 PROLSQ 

SALMONELLA 
TYPHIMURIUM 
SALMONELLA 

TYPH/MURIUM 
SALMONELLA 

TYPH/MUR/UM 
183.800 60.770 SALMONELL1 

PLP NA HE! 68.150 90.00 94.38 X-PLOR 3.851 TYPH/MLJR/LJM 
184.000 60.700 

NA FIP PLP 67.400 90.00 95.75 REFMAC 
185.300 61.300 

PLPCSCS 68.100 90.00 94.80 X-PLOR 3.1 
182.651 59.081 

NA IAG PLP 67.300 90.00 94.55 REFMAC 
182.700 60.800 

FIP NA PLP 67.500 90.00 94.60 X-PLOR 3.851 
182.700 60.700 

PLP NA FIP 67.500 90.00 94.50 X-PLOR 3.851 

PLPNA 
185.100 61.200 
67.600 90. 94.70 

182.290 58.870 
X-PLOR 3.851 

PLP NA HE! 67.400 90.00 94.40 X-PLOR 3.851 
182.650 59.340 

NA NHP PLP 67.300 90.00 94.50 X-PLOR 3.851 
184.220 60.520 

PLP NA HFl 67.790 90.00 94.43 X-PLOR 3.851 
185.700 62.600 

G3P PLS NA 67.900 90.00 94.40 X·PLOR 3.1 

• 122. 

SALMONELLA 
TYPH/MLJR/LJM 
SALMONELLA 

TYPH/MLJR/LJM 
SALMONELLA 

TYPHIMLJR/LJM 
SALMONELLA 

TYPHIMUR/UM 
SALMONELLA 

TYPH/MUR/UM 
SALMONELLA 

TYPH/MUR/UM 
SALMONELLA 

TYPH/MUR/LJM 
SALMONELLA 

TYPH/MLJR/UM 
SALMONELLA 

TYPHIMLJR/UM 
SALMONELT..A 

TYPHIMUR/UM 
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TablaC :Integrasa 

PDB-ID RES(ÁI R R•- INT No.REFLE No.ATOM No.PARAM DAT/PAR F.S CESPA 

1exa 1.6 0.25 027 972 35599 2344 11720 3.04 o P326 

1hll1' 1.7 0.22 0.26 . 39564 1250 6250 6.33 1 P3121 

1b9d 1.7 0.22 0.28 99.2 20854 1243 621S 3.36 o P3121 

1b9f 1.7 0.24 0.28 9S.3 22241 1237 6185 3.6 o P312 l 

1a5" 1.9 O.IS 0.21 91.4 14653 1321 6605 2.22 1 P43212 

1a5x 1.9 0.16 0.21 93.3 14942 1317 658S 227 1 P43212 

1ae9 1.9 0.2 0.23 98.9 110468 2815 1407S 7.85 o H3!8 

1bis 1.9S 0.2 0.26 93.8 20883 3287 16435 1.27 1 Pl2 

1biz 1.95 0.21 0.25 93.8 20883 2430 12150 1.72 o P212121 

1a5w 2 O.IS 0.22 89 12682 1280 6400 1.98 1 P43212 

1bl3 2 0.22 0.28 9S.7 34702 3599 l799S 1.93 l Cl 21 

1b92 2.02 0.23 0.29 98.S 13085 1239 6!9S 2.11 o P3l 2 l 

1as4 2.1 0.21 026 942 26564 4039 2019S .· > '..1.32" o Cl 21 

1bhl 2.2 0.22 0.26 97.47 10359 1102 S510 . "' 1.88 o P3121 

1itK 2.3 0.2 
. 

7487 1138 5690 
. 

:·1.32 o P312 l 

1/11/Z 2.3 0.24 0.29 
. 

IS753 1245 6225 . ' 2.53. l P3121 

1k6u 2.4 0.23 0.26 
. 

SIS53 6132 30660 1.68 1 P43212 

1bi4 2.46 0.23 0.27 96.8 10359 3595 1797S 0.58 o Cl 21 

1biu 2.S 0.2 0.27 96 20883 4955 24775 0.84 o C121 

1aih 2.S 0.21 0.27 97.47 34819 S549 27745 1.25 o P212121 

2itK 2.6 0.2 . 79.8 5012 1293 6465 0.78 o P3121 

1er4 2.8 0.26 0.31 99.7 15580 3452 17260 0.9 o P312 

Tabla C·ca,,li1111acidn ... 
DIMESIONES DE ORGANISMO 

PDB·ID UASIM UBIOLOGJCA LICANTES CELDAS PROGRAMA FUENTE . 48.886 48.886 103.644 
1exa A,B; CDCLS04 90.00 90.00 120 :CNS HIVIRUS . CAFS04CL 72.010 72.010 65.600 90.00 HIVIRUS 
1/ruv A; ITA 90.00 120 :REFMAC . 72.350 72.350 65.720 90.00 HIVIRUS 
1b9d A; CACS04 90.00 120 :REFMAC 

72.440 72.440 65.420 90.00 HIVIRUS 
1b9f A; MONOMER CACS04 90.00 120 :REFMAC . 66.444 66.444 81.065 90.00 
1a5v .. Y3MN 90.0090.00 : X-Pl..OR 3.1 AV. SARCO. VIRUS . 66.443 66.443 81.282 90.00 
1a5x .. Y3 90.00 90.00 : X-Pl..OR 3.1 A V. SARCO. VIRUS . 107.320 107.320 108.710 : X-Pl..OR 
111e9 A,B; 90.00 90.00 120 3.851 PHAGE LAMBDA 

45.090 45.080 49.430 68.82 HIVIRUS 
1bis A,B; DIMER 64.74 62.63 : X-Pl..OR3.l 

50.840 71.340 91.880 90.00 HJVIRUS 
1bi: A~ B; DIMER CAC 90.00 90.00 :X-Pl..OR3.l 

66.707 66.707 81.019 90.00 
1a5w .. . Y3 90.0090.00 : X-Pl..OR3.1 A V. SARCO. VIRUS 

99.100 72.500 79.400 90.00 : X-Pl..OR HIVIRUS 
1bl3 A,B,C; MULTIMER MG 108.00 90.00 3.851 . ' 72.260 72.260 65.600 90.00 HIVIRUS 
1b92 A; .. ', CACS04 90.00 120.00 :REFMAC 

"': ·;, ,. 
. 76.233 46.735 141.361 HJVIRUS 

·. 1n54 A,B,C; ' .. MG 90.00 105.55 90. :CNS 
'• " ~¿L~~~ .. 

72.500 72.500 65.800 90.00 :X-PLOR HIVIRUS 
lb/r/ •; CAS 90.00 120.00 3.851 
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1ilfl 

1/tv: A; 

i,'~:z_-\~:·fr~,:;t;.~:~:)J~í'/~", ¡, 
1bi4 A, B, C;D' ' MULTIMER' 

1bi11 

1ailr 

2ilft 

1•x4 A,B; 

CAF504CL 
1TO 

MG 

S04MG 

CPS 

72.757 72.757 66.066 90.00 
90.00120 

72.220 72.220 65.160 90.00 
90.00120 

102.710 102.710 280.560 
90.00 90.00 90 

99.100 72.500 79.400 90.00 
108.0090 

76.220 46.910 140.270 
90.00 105.13 90 

42.400 129.300 234.200 
90.00 90.00 90 

72.400 72.400 65.560 90.00 
90.00 120.00 

103.990 103.990 101.380 
90.00 90.00 120 
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HIVIRUS 
X-Pl.OR 

HIVIRUS 
:REFMAC 

HJVIRUS 
:CNSl.O 
:X-Pl.OR HIVIRUS 

3.851 
HIVIRUS 

: X-Pl.OR 3.1 

: X-Pl.OR 3.1 BAC.PHAGE HP1 
HIVIRUS 

:PROLSQ 
HIVIRUS 

:CNS!.O 
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Referencias 

Estructuras PDB de Fructosa-1,6-bisfosfatasa 

a)POB ID: ICNQ 
Choe,J.Y., Fromm, H, Honzatko, R. 
Crystal structure of fruclose 1,6-bisfosfatase: Mechanlsmo of catalysls and allostorlc lnhibition revealed in 
product complexes. ' 
Biochnnistry. 39 pp.8565-8574 (2000) 

b)PDB ID: SFBP 
Ke, H., Liang. J.-Y., Zhang. Y. &: Lipscomb, W.N. 
Conforrnational transition of fructose-1,6- blsphosphatase: structure comparlson bctween thc AMP complex 
(T forrn) and the fructose 6-phosphatc complcx (R forrn). 
Bioclmnistry 30 pp.4412-4420. (1991) 

c)PDB ID: 1 FRP 
Xuc, Y., Huang S., LiangJ.Y., Zhang Y.&: Lipscomb, W.N. 
Crystal structure of fruclose-1,6-bisphosphatase complexed wilh fructose 2,6-bisphosphatc, AMP and Zn" at 
2.0Á resolution: Aspccts of synergism bctween inhibilors. 
Proc. Nnl/ Acnd. Sci. 91 pp. 12482-12486 ( 1994) 

Estructuras PDB de Triptofano Slntctasa 

d)PDB ID: 1 QOQ. 1 QOP 
Wcyand Michacl & Schlichting llme . 
Crys1al structure ofwild·lypc lryplophan synthase complcxed with thc natural subsrratc indole-3-glyccrol phosphatc. 
Biochcmistry. 38 pp. 16469-16480 (1999) 

e)PDB ID: IA5A, IA5B . ; '. :.. .. . • . :· .... c.:· •. 
Rhee, S.,Miles, E.W.,Davics, D.R. Cryo-crystallography ofa true substrate, indole-3-glycerol phosphate, bound lo a 
rnutant (ad60n) tryptophan synthase a,B, complcx revea Is thc corrccl oricntalion ofactivc slte aglu49. J Bio/ Chem 

nro:::=, ~::: (1998) . :, .:: •• ,.;:>,Ji; ~¡J?i·1t·C·i~'.·;/~~· <: ... 
Weyand Michael, Schhehting llmc, Hcrdc Petra, MarabolUAna & Mozzarelh Andrea:::;,./':.,'.if·: .. :·:«.'.« .. 
Crystal structurc of lhc PSer""Pro mulant of lryptophan synthase: a kriock:Oút-allosterk:'enzym.e. < 

JBio/Chcm 277pp.10653-10660(2002) ' ; ··•· .:'; :::!"';~i';?{?E~i·;~.t'.(j&./:i\/;.'._.·· ... · 
g)PDB ID: JBKS ·<-~: .. :~~:?;_.--·~:~-;~~:?' _''.., - ~·-~-;:':' 

Hydc, C.C.,Parris K.D.,Bhat T.N.,Brown C.,Ahmed S.A:,Miles E.W.,DaÍlies.D.R. Refined structure of lhe 
nalivc forrn of the tryptophan synlhasc multienzyme complex from Sa/monellá typlrimttrium~ ·-«: · 
Biochemistry. 38 pp. 16469-16480 (1999) · ·' ·- <:«>;'::e'.:':: •i? :·:: •;(,. ·. :, · 

-' .. -\ 

Estructuras PDB de HIV-1 lntcgrasa 

h)PDll ID: lllYV 
MOLTENI, Valeniina., Grecnwald Jason, Rhodes Denise, Hwang Yoúng, Kwiatkowski Witelé, Bushman 
Frcdcric D., Siegcl )ay S. & Choc Scnyon. .. ·.: « :'" 'é • .. . « .. .. 
Crystal structureof fructose-1,6-bisphosphatasc complexed with fructose 2,6-bisphosphate, AMP and Zn2• at 
2.0Á rcsolution: Aspccts oí synergism bctwcen inhibitors. .-. ··-'· .. :_:':- · ,:.'_ · ·,·:: -'_: · 
Biochcmistr¡<, 3S pp. 16469-16480 (1999) · 

iJPDU ID: IBIS .. . .· :: .. «;: ..; 
Goldgur. Y .. d)da F .• llickntan A.B., Jcnkins T.M.¡ Craigic R:. Davics_O.R; 
Thrcc ncw structurcs oí tite corc domain ofl-llV·I inlcgrnse:·An·actiVc sile that binds magnesium. 
Proc Naif Am•I Sci 95 pp. 9150·9 l 54 (1998) · · - · 

-125-



Tesis de Paula GonzAlez-Rublo Garrido 

Links en WWW . 

http://\n .. ·w.nobel.se/chemishv/laureates/elsevier.html 

http://www.dendahoy.orn/hoy60/luz.html 

http://...-.,..,v.pdb.org/. 
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