
 

 
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTÓNOMA DE MÉXICO 

 
Maestría y Doctorado en Ciencias Bioquímicas 

 
 
 

ESTUDIO DEL EFECTO DE LA RADIACIÓN IONIZANTE EN LA 
PROTEÍNA PCNA DE Thermococcus gammatolerans MEDIANTE 

CRISTALOGRAFÍA DE RAYOS X 
 
 

TESIS 
 

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE 
 

Doctor en Ciencias 
 
 
 

PRESENTA 
YERLI MARÍN TOVAR 

 
 
 

TUTOR PRINCIPAL 
Dr. Enrique Rudiño Piñera 

Instituto de Biotecnología, UNAM 
 

MIEMBROS DEL COMITÉ TUTOR 
Dr. Víctor Humberto Bustamante Santillán 

Instituto de Biotecnología, UNAM 
 

Dra. Lilian González Segura 
Facultad de Química, UNAM 

 
 
 

Ciudad de México 
Diciembre de 2023 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



I 

 

 

 

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTÓNOMA DE MÉXICO 

PROGRAMA DE MAESTRÍA Y DOCTORADO EN CIENCIAS BIOQUÍMICAS 

INSTITUTO DE BIOTECNOLOGÍA 

 

ESTUDIO DEL EFECTO DE LA RADIACIÓN IONIZANTE EN LA            

PROTEÍNA PCNA DE Thermococcus gammatolerans MEDIANTE 

CRISTALOGRAFÍA DE RAYOS X 

 

Tesis que para obtener el grado de 

Doctor en Ciencias Bioquímicas 

 

Presenta 

YERLI MARÍN TOVAR 

 

 

Tutor Principal 

Dr. Enrique Rudiño Piñera 

Departamento de Medicina Molecular y Bioprocesos 

Instituto de Biotecnología, UNAM 

 

Integrantes del Comité Tutoral 

Dr. Víctor Bustamante Dra. Lilian González 

Departamento de Microbiología Molecular 

Instituto de Biotecnología, UNAM 

Departamento de Bioquímica 

Facultad de Química, UNAM 

 

CIUDAD DE MÉXICO 

Diciembre de 2023 



II 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Este trabajo contó con el apoyo de una beca 

otorgada por el CONAHCyT (414101/289069), y 

se realizó bajo la dirección del Dr. Enrique 

Rudiño Piñera, en el Instituto de Biotecnología de 

la Universidad Nacional Autónoma de México. 

 



III 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Este trabajo está dedicado a mi amada esposa Angie, a mis queridos padres Inés y Jaime, y a 

la Universidad Nacional Autónoma de México. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



IV 

 

AGRADECIMIENTOS 

A mi amada esposa Angie, la fuerza fundamental tras este trabajo. 

Al Dr. Enrique Rudiño Piñera, líder del Laboratorio de Bioquímica Estructural. 

A la Biol. Sonia Rojas, Técnica del Laboratorio de Bioquímica Estructural, ya jubilada. 

Al Laboratorio de Bioquímica Estructural del Instituto de Biotecnología (IBt). 

A los integrantes del Comité Tutoral: Dr. Víctor Bustamante y Dra. Lilian González. 

A los integrantes del Jurado de Examen: Dr. Agustín López Munguía, Dra. Adela Rodríguez, 

Dra. Liliana Pardo, Dr. José Federico del Río y Dr. Carlos Daniel Amero. 

A la Universidad Nacional Autónoma de México (UNAM). 

Al Programa de Apoyo a los Estudios de Posgrado (PAEP) de la UNAM. 

Al Consejo Nacional de Humanidades, Ciencias y Tecnologías (CONAHCyT), México. 

A los científicos que me brindaron su valiosa instrucción en Stanford Synchrotron Radiation 

Lightsource (SSRL) y Advanced Photon Source (APS), USA, así como también en la 

Universidad de Buenos Aires (UBA), Argentina. 

A la Dra. Silvia Russi, científica del SSRL. 

A Karla, Israel y Alina muy especialmente. 

A Hugo, Sara, Luzma, Miguel, Gabi y Jorge. 

Finalmente, agradezco a las infinitas y extrañas casualidades de un universo en caos. 

 

 

 

 



V 

 

LISTA DE SIGLAS, ACRÓNIMOS Y ABREVIATURAS 

Amp Ampicillin 

Ampicilina 

AU Asymmetric unit 

Unidad asimétrica 

BL Beamline 

Línea de haz 

CaPTURE Cation-π trends using realistic electrostatics 

Tendencias catión-π usando electrostática realista 

CCP4 Collaborative Computational Project No. 4 

Proyecto computacional colaborativo No. 4 

CCP4mg CCP4 molecular-graphics 

Gráficos moleculares de CCP4 

Coot Crystallographic object-oriented toolkit 

Juego de herramientas orientado a objetos cristalográficos 

CspA Cold shock protein A 

Proteína de choque frío A 

DNA Deoxyribonucleic acid 

Ácido desoxirribonucleico 

DSB Double-strand breaks 

Rupturas de doble cadena 

DWD Diffraction weighted dose 

Dosis ponderada por difracción 

ExPASy Expert protein analysis system 

Sistema experto de análisis de proteínas 

FWHM Full width at half maximum 

Anchura a media altura 

ID Insertion device 

Dispositivo de inserción 

 



VI 

 

IDCL Interdomain connector loop 

Lazo conector interdominio 

IPTG Isopropyl-β-D-1-thiogalactopyranoside 

Isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido 

LB Lysogeny broth 

Caldo de lisogenia 

MPD 2-Methyl-2,4-pentanediol 

2-Metil-2,4-pentanodiol 

MWCO Molecular weight cut-off 

Corte de peso molecular 

PCNA Proliferating cell nuclear antigen 

Antígeno nuclear de células en proliferación 

PCNATg PCNA from Thermococcus gammatolerans 

PCNA de Thermococcus gammatolerans 

PCR Polymerase chain reaction 

Reacción en cadena de la polimerasa 

PDB Protein Data Bank 

Banco de datos de proteínas 

Phenix Python-based hierarchical environment for integrated xtallography 

Entorno jerárquico basado en Python para cristalografía integrada 

PISA Protein interfaces, surfaces and assemblies 

Interfaces, superficies y ensambles de proteínas 

PMSF Phenylmethylsulfonyl fluoride 

Fluoruro de fenilmetilsulfonilo 

RADDOSE-3D Radiation dose 3D 

Dosis de radiación 3D 

RCSB PDB Research Collaboratory for Structural Bioinformatics PDB 

Colaboratorio de investigación para bioinformática estructural PDB 

RIDL Radiation-induced density loss 

Pérdida de densidad inducida por radiación 

 



VII 

 

RMSD Root-mean-square deviation 

Raíz de la desviación cuadrática media 

ROS Reactive oxygen species 

Especies reactivas de oxígeno 

SDS-PAGE Sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis 

Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio 

SSB Single-strand breaks 

Rupturas de simple cadena 

SSRL Stanford Synchrotron Radiation Lightsource 

Fuente de luz de radiación sincrotrón de Stanford 

TEE Translation enhancing element 

Elemento de mejora de la traducción 

Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethane 

Tris(hidroximetil)aminometano 

UCSF Chimera University of California, San Francisco Chimera 

Universidad de California, San Francisco Chimera 

UniProt Universal protein resource 

Recurso universal de proteínas 

VMD Visual molecular dynamics 

Dinámica molecular visual 

XDS X-ray detector software 

Software detector de rayos X 

 

 

 

 

 

 



VIII 

 

LISTA DE FIGURAS 

Figura 1. Arquitectura de las abrazaderas deslizantes del DNA 

 

4 

Figura 2. Estrategia de producción de la proteína PCNATg 

 

9 

Figura 3. Estrategia de colecta de datos de difracción de rayos X 

 

11 

Figura 4. Determinación estructural y análisis del daño por radiación 

 

12 

Figura 5. La proteína PCNA es esencial para la viabilidad celular 

 

15 

Figura 6. Producción de la proteína PCNATg 

 

16 

Figura 7. Cristales de la proteína PCNATg 

 

17 

Figura 8. Estructura de la proteína PCNATg 

 

18 

Figura 9. Parámetros físicos de los datasets colectados de los cristales PCNATg 

 

23 

Figura 10. Decaimiento del poder de difracción de los cristales PCNATg 

 

25 

Figura 11. Distribución general de pérdida de densidad electrónica en los cristales 

PCNATg 

26 

Figura 12. Pérdida de densidad electrónica en los cristales PCNATg 

 

27 

Figura 13. Daño específico localizado en los cristales PCNATg 

 

28 

Figura 14. Daño específico en Asp-147 y Asp-87 

 

29 

Figura 15. Interfaces de los trímeros PCNATg 

 

30 

Figura 16. Secuencia, estructura y composición de aminoácidos de PCNA 

 

33 

Figura 17. Composición de aminoácidos de PCNA 

 

35 

Figura 18. Proporción de residuos con carga negativa en PCNA 

 

37 

Figura 19. Interacciones moleculares y carga neta de PCNA 

 

 

38 



IX 

 

Figura 20. Estructura de la proteína PCNATg con residuos cargados 

 

40 

Figura 21. Composición de aminoácidos de PCNA de arqueas radiorresistentes 

 

41 

Figura 22. Mapa del cromosoma de Thermococcus gammatolerans 

 

42 

Figura 23. Reacciones típicas de la radiólisis del agua 

 

43 

Figura 24. Mecanismo de ruptura de cadena de un scavenger 

 

44 

Figura 25. Entalpía estándar de formación de los aminoácidos 

 

45 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



X 

 

LISTA DE TABLAS 

Tabla 1. Clasificación general de los cristales 

 

19 

Tabla 2. Interacciones moleculares en proteínas 

 

19 

Tabla 3. Estadísticas cristalográficas de las estructuras obtenidas del cristal 

PCNATg I 

20 

Tabla 4. Estadísticas cristalográficas de las estructuras obtenidas del cristal 

PCNATg II 

21 

Tabla 5. Estadísticas cristalográficas de las estructuras obtenidas del cristal 

PCNATg III 

22 

Tabla 6. Características de las proteínas PCNA contempladas en el análisis 

bioinformático 

32 

Tabla 7. Identidad de secuencias de las proteínas PCNA contempladas en el 

análisis bioinformático 

34 

Tabla 8. RMSD entre estructuras de las proteínas PCNA contempladas en el 

análisis bioinformático 

34 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



XI 

 

LISTA DE ANEXOS 

Anexo 1. Tiempo de exposición y dosis de radiación acumulada por los cristales 

PCNATg 

52 

Anexo 2. Poder de difracción de los cristales PCNATg 

 

53 

Anexo 3. Parámetros físicos de los datasets colectados del cristal PCNATg I 

 

54 

Anexo 4. Parámetros físicos de los datasets colectados del cristal PCNATg II 

 

55 

Anexo 5. Parámetros físicos de los datasets colectados del cristal PCNATg III 

 

56 

Anexo 6. Caracterización estadística de la distribución general de pérdida de 

densidad electrónica en los cristales PCNATg 

57 

Anexo 7. Átomos con mayor pérdida de densidad electrónica en el cristal 

PCNATg I 

58 

Anexo 8. Átomos con mayor pérdida de densidad electrónica en el cristal 

PCNATg II 

59 

Anexo 9. Átomos con mayor pérdida de densidad electrónica en el cristal 

PCNATg III 

60 

Anexo 10. Pérdida de densidad electrónica de los átomos con mayor daño en los 

cristales PCNATg 

61 

Anexo 11. Interacciones iónicas en el trímero PCNATg I 

 

62 

Anexo 12. Interacciones iónicas en el trímero PCNATg II 

 

63 

Anexo 13. Interacciones iónicas en el trímero PCNATg III 

 

64 

Anexo 14. Artículo publicado en la revista Proteins: Structure, Function, and 

Bioinformatics. 

65 

 

 

 

 

 

 



XII 

 

CONTENIDO 

 ABSTRACT 1 

 RESUMEN 2 

1. INTRODUCCIÓN 3 

2. HIPÓTESIS 7 

3. OBJETIVOS 7 

3.1. Objetivo General 7 

3.2. Objetivos Específicos 7 

4. MATERIALES Y MÉTODOS 8 

4.1. Generación de la Cepa Bacteriana 8 

4.2. Producción de la Proteína PCNATg 8 

4.3. Purificación de la Proteína PCNATg 9 

4.4. Cristalización de la Proteína PCNATg 10 

4.5. Colecta de Datos de Difracción de Rayos X 10 

4.6. Determinación de Estructuras 11 

4.7. Análisis del Daño por Radiación 13 

4.8. Análisis Bioinformático 13 

5. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 15 

5.1. Proteína PCNATg 16 

5.2. Análisis Cristalográfico 19 

5.3. Análisis Bioinformático 31 

5.4. Arqueas Radiorresistentes 40 

5.5. Matriz Cristalina 43 

5.6. Alcance Biológico 44 

6. CONCLUSIÓN 46 

7. PERSPECTIVA 46 

 REFERENCIAS 47 

 ANEXOS 52 

 



XIII 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“No hay nada que los seres vivos hagan que no se pueda entender desde el punto de vista de 

que están hechos de átomos que actúan de acuerdo con las leyes de la física.” 

 

Richard Feynman 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



1 

 

ABSTRACT 

Proliferating cell nuclear antigen (PCNA) is an essential protein for cell viability in archaea 

and eukarya, since it is involved in DNA replication and repair processes. In order to obtain 

insights regarding the molecular characteristics that confer radioresistance, the structural study 

of the PCNA from Thermococcus gammatolerans (PCNATg) in a gradient of ionizing radiation 

by X-ray crystallography was carried out, together with a bioinformatic analysis of 

homotrimeric PCNA structures, their sequences, and their molecular interactions. The results 

obtained from the datasets and the accumulated radiation dose for the last data collection from 

three crystals revealed moderate and localized damage, since even with the loss of resolution, 

the electron density map corresponding to the last data collection allowed to build the whole 

protein structure. Attempting to understand this behavior, multiple sequence alignments, and 

structural superpositions were performed, revealing that PCNA is a protein with a poorly 

conserved sequence, but with a highly conserved structure. The PCNATg presented the highest 

percentage of charged residues, mostly negatively charged, with a proportion of glutamate 

more than double aspartate, a very high negative net charge, lack of cysteines and tryptophan, 

besides a high number of salt bridges in the trimer (intra and intermolecular). The structural 

study by X-ray crystallography reveals that the PCNATg has the intrinsic ability to resist high 

levels of ionizing radiation, and the bioinformatic analysis suggests that molecular evolution 

selected a particular composition of amino acid residues, and their consequent network of 

synergistic interactions for extreme conditions, as a collateral effect, conferring radioresistance 

to a protein involved in the chromosomal DNA metabolism of a radioresistant microorganism. 

Keywords: PCNA, DNA sliding clamp, Thermococcus gammatolerans, radioresistance, 

radiation damage, ionizing radiation, amino acid composition. 
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RESUMEN 

El antígeno nuclear de células en proliferación (PCNA) es una proteína esencial para la 

viabilidad celular en arqueas y eucariontes, dado que se encuentra implicada en los procesos 

de replicación y reparación del DNA. A fin de obtener indicios de las características 

moleculares que confieren radiorresistencia, se llevó a cabo el estudio estructural de la PCNA 

de Thermococcus gammatolerans (PCNATg) en un gradiente de radiación ionizante mediante 

cristalografía de rayos X, junto con un análisis bioinformático de estructuras PCNA 

homotriméricas, sus secuencias y sus interacciones moleculares. Los resultados obtenidos de 

los datasets y la dosis de radiación acumulada para la última colecta de datos de tres cristales 

revelaron un daño moderado y localizado, dado que aún con la pérdida de resolución, el mapa 

de densidad electrónica correspondiente a la última colecta de datos permitió construir toda la 

estructura de la proteína. Intentando entender este comportamiento, se realizaron 

alineamientos múltiples de secuencias y superposiciones estructurales, lo cual reveló que 

PCNA es una proteína con secuencia poco conservada, pero con estructura altamente 

conservada. La PCNATg presentó el mayor porcentaje de residuos cargados, mayoritariamente 

residuos con carga negativa, con una proporción de glutamato más del doble que aspartato, 

una carga neta negativa muy alta, carencia de cisteínas y triptófanos, además de un alto 

número de puentes salinos en el trímero (intra e intermoleculares). El estudio estructural 

mediante cristalografía de rayos X revela que la PCNATg tiene la capacidad intrínseca de 

resistir altos niveles de radiación ionizante, y el análisis bioinformático sugiere que la 

evolución molecular seleccionó una particular composición de residuos aminoácidos, y su 

consecuente red de interacciones sinérgicas para condiciones extremas, como un efecto 

colateral, confiriendo radiorresistencia a una proteína involucrada en el metabolismo del DNA 

cromosomal de un microorganismo radiorresistente. 

Palabras clave: PCNA, abrazadera deslizante del DNA, Thermococcus gammatolerans, 

radiorresistencia, daño por radiación, radiación ionizante, composición de aminoácidos. 
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1. INTRODUCCIÓN 

El antígeno nuclear de células en proliferación (PCNA) es una proteína esencial para la 

viabilidad celular,
1,2,3,4

 dado que se encuentra implicada en procesos fundamentales tales como 

la replicación y reparación del DNA.
5,6,7

 Pertenece a la familia denominada abrazaderas 

deslizantes del DNA, también conocidas como factores de procesividad, proteínas que se 

encuentran en los tres dominios de la vida e incluso en algunos virus, cuyo nombre se debe a 

su capacidad para ensamblar un complejo en forma de anillo en torno al dúplex DNA,
8,9,10

 el 

cual constituye una plataforma móvil para el ensamble e interacción de proteínas involucradas 

en el metabolismo genómico.
11,12,13 

Las abrazaderas deslizantes del DNA presentan una arquitectura general conservada en los tres 

dominios de la vida (Fig. 1), cuyas subunidades constituyentes (protómeros) se encuentran 

unidas cabeza - cola mediante puentes de hidrógeno e interacciones electrostáticas.
8,9,10

 Cada 

protómero se compone de dominios con topología similar enlazados por un flexible lazo 

conector interdominio (IDCL), el cual es además un puerto para la interacción con otras 

proteínas.
8,9,10

 Los protómeros ensamblan un anillo con simetría seudohexamérica (seis 

dominios), el cual tiene un canal central de diámetro ~35 Å delimitado por hélices α y una 

periferia definida por láminas β.
4,5,7

 El ensamble molecular constituye una estructura toroidal 

que presenta una superficie interna con cargas mayoritariamente positivas para la interacción 

con las cadenas de grupos fosfato del DNA, lo cual le permite desplazarse bidireccionalmente 

a lo largo del dúplex DNA, y una superficie externa con cargas negativas que se ha propuesto 

son esenciales para impedir interacciones inespecíficas con el DNA.
11,12,13 

Las abrazaderas deslizantes del DNA en las bacterias son complejos proteicos de dos 

subunidades idénticas (~42 kDa), cada una con tres dominios enlazados por dos IDCL, 

subunidades que ensamblan un anillo homodimérico denominado abrazadera β (~84 kDa).
8,9,10

 

Las abrazaderas deslizantes del DNA en todos los eucariontes y la mayoría de las arqueas se 

encuentran constituidas por tres subunidades idénticas (~28 kDa), cada una con dos dominios 

enlazados por un IDCL, subunidades que ensamblan un anillo homotrimérico denominado 

PCNA (~84 kDa),
4,5,7

 aunque es conocido que ciertas especies de arqueas presentan un 

complejo en el que tres subunidades distintas se asocian formando un anillo heterotrimérico.
1,2 
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Bacterias Arqueas y eucariontes 

 

Figura 1. Arquitectura de las abrazaderas deslizantes del DNA. Las abrazaderas deslizantes del DNA 

son complejos proteicos que presentan una arquitectura general conservada en los tres dominios de la 

vida, cuyas subunidades constituyentes ensamblan un anillo con simetría seudohexamérica, el cual 

tiene una superficie interna con cargas mayoritariamente positivas rodeando un canal central, y una 

superficie externa con cargas negativas. El complejo proteico en las bacterias se compone de dos 

subunidades idénticas, cada una con tres dominios enlazados por dos IDCL, las cuales ensamblan un 

anillo homodimérico denominado abrazadera β (A), mientras que en todos los eucariontes y la mayoría 

de las arqueas se compone de tres subunidades idénticas, cada una con dos dominios enlazados por un 

IDCL, las cuales ensamblan un anillo homotrimérico denominado PCNA (B). 
 

Thermococcus gammatolerans es un microorganismo hipertermófilo, el organismo más 

radiorresistente conocido hasta la fecha, ya que logra soportar niveles de radiación γ de hasta 

30 kGy,
14,15

 una condición letal para casi todos los seres vivos. Aunque se desconocen los 

mecanismos moleculares que le permiten soportar altos niveles de radiación ionizante, se ha 

propuesto que su sorprendente radiorresistencia probablemente se debe a las características de 

proteínas individuales, en lugar de un mayor arsenal de sistemas de reparación del DNA.
16

 

El estudio estructural de proteínas involucradas en el metabolismo genómico resulta así 

particularmente relevante, dado que la replicación y reparación del DNA son procesos 

fundamentales para la supervivencia.
17,18,19

 Además, todas las proteínas disponen 

esencialmente del mismo repertorio de aminoácidos e interacciones para generar una 

estructura molecular que les permita realizar su función en condiciones extremas.
20

 Dentro de 

este contexto, parece razonable considerar que si T. gammatolerans soporta altos niveles de 

radiación ionizante, entonces una proteína esencial para la viabilidad celular tal como PCNA 

es un buen modelo para obtener indicios de las características moleculares que le permiten a 

este microorganismo prosperar a altas temperaturas y soportar niveles de radiación letales. 

A B 
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Los mecanismos moleculares que aseguran la integridad y estabilidad del DNA en condiciones 

extremas plantean preguntas interesantes sobre la vida en la Tierra,
21,22,23,24

 y además tienen 

potenciales aplicaciones.
3,6,25

 La radiorresistencia es una capacidad que suscita particular 

interés, ya que la radiación ionizante daña la estructura de la materia y es letal para la vida.
26

 

Los niveles de radiación en la naturaleza tienden a ser relativamente muy bajos (~1 mGy), 

incluso en los lugares con mayor radiactividad natural de la Tierra debido a la presencia de 

isótopos radiactivos (~100 mGy),
27

 tales como las chimeneas hidrotermales submarinas.
14

 De 

hecho, los niveles de radiación que toleran los organismos radiorresistentes no solo exceden 

los niveles letales para la mayoría de seres vivos y la dosis suministrada en ciertos 

procedimientos médicos (~1 Gy),
28

 sino que además se encuentran por encima de la dosis 

asociada a conocidos accidentes nucleares (~5 Gy) e incluso superan la dosis generada por el 

efecto de las bombas atómicas (~10 Gy).
29

 

La radiación ionizante puede liberar electrones de los átomos con los cuales interactúa, 

causando radiólisis y formación de radicales con la consecuente cascada de reacciones que 

generan daño severo a nivel molecular.
30,31

 Los rayos X y los rayos γ son ejemplos típicos de 

radiación ionizante de muy alta energía. Dentro de este contexto, la cristalografía de rayos X 

es la técnica mediante la cual se ha determinado la estructura molecular de la mayoría de 

macromoléculas biológicas. Sin embargo, se trata de una técnica destructiva que aún a 

temperaturas criogénicas (100 K) puede dañar la estructura de la materia.
30,31

 La interacción 

primaria de los rayos X con un cristal involucra tres procesos fundamentales: dispersión 

elástica (efecto Thomson), dispersión inelástica (efecto Compton) y efecto fotoeléctrico.
30,31,32 

Durante la interacción de los rayos X con un cristal de proteína (12.4 keV), solo una pequeña 

proporción de la radiación aplicada interactúa con el cristal (~2%), de la cual una fracción 

menor corresponde a la dispersión elástica que genera el patrón de difracción (0.15%), 

mientras que la dispersión inelástica (0.15%) y en mayor proporción el efecto fotoeléctrico 

(1.70%) contribuyen a la dosis de radiación absorbida.
30,31,33

 Hacia 1990 se calculó un valor 

denominado el límite de Henderson (20 MGy), definido como la dosis de radiación que puede 

absorber un cristal de proteína crioenfriado antes de que el patrón de difracción decaiga a la 

mitad de su intensidad original.
34

 Esta dosis calculada se sometió a evaluación experimental en 

2006, y tras un análisis se determinó un valor conocido como el límite de Garman (30 MGy), 

el cual se propuso como una dosis límite apropiada para los experimentos de difracción de 



6 

 

rayos X llevados a cabo con cristales de macromoléculas.
35

 No obstante, se debe considerar 

que la dosis de radiación absorbida puede comprometer la integridad de la información 

biológica, y que incluso un cristal de proteína puede ser destruido por la radiación antes de que 

se alcance esta dosis límite.
30,31 

La dosis de radiación absorbida por un cristal de proteína causa dos tipos de daño: daño global 

(físico) y daño específico (químico).
30,31

 El daño global se manifiesta principalmente a través 

del decaimiento de la cantidad e intensidad de las reflexiones en el patrón de difracción, 

aumento de la mosaicidad, expansión del volumen de celda con el consecuente incremento del 

contenido de solvente y en última instancia pérdida de resolución.
30,31

 El daño específico 

causado a la estructura molecular de una proteína sigue una secuencia de eventos característica 

que comienza con la reducción de centros metálicos y la ruptura de puentes disulfuro, 

seguidos de la descarboxilación de residuos aspartato, glutamato y C-terminal, para continuar 

con el daño del grupo tiometilo (SCH3) en metioninas y la cuestionada pérdida del grupo 

hidroxilo (OH) en tirosinas.
33,36,37,38 

La cristalografía de rayos X es entonces la principal técnica para determinar la estructura 3D 

de macromoléculas biológicas, así como también constituye simultáneamente una causa de 

daño por radiación y una herramienta para estudiar el efecto de la radiación ionizante.
33,37

 El 

estudio de la PCNA de T. gammatolerans (PCNATg) mediante cristalografía de rayos X 

presentado en este trabajo se encuentra dirigido a analizar sistemáticamente el efecto de muy 

altos niveles de radiación ionizante (>20 MGy) en la estructura molecular de una proteína 

esencial para la vida, buscando identificar las características que le podrían permitir a este 

microorganismo soportar condiciones letales para casi todos los seres vivos. 
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2. HIPÓTESIS 

La proteína PCNA de Thermococcus gammatolerans (PCNATg) tiene la capacidad intrínseca 

de resistir niveles de radiación ionizante superiores al límite de Garman (30 MGy). 

3. OBJETIVOS 

 

3.1. Objetivo General 

 Estudiar la estructura molecular de la proteína PCNATg en un gradiente de radiación 

ionizante mediante cristalografía de rayos X. 

 

3.2. Objetivos Específicos 

 Producir la proteína PCNATg mediante expresión heteróloga en Escherichia coli y llevar a 

cabo su proceso de purificación. 

 Realizar pruebas de cristalización de la proteína PCNATg que permitan obtener cristales de 

tamaño y nivel de resolución adecuado para su estudio estructural. 

 Someter los cristales de proteína PCNATg a difracción de rayos X en colectas sucesivas 

cubriendo un amplio rango de niveles de radiación ionizante. 

 Determinar la estructura molecular de la proteína PCNATg, así como también los 

parámetros físicos de los cristales a diferentes tasas y dosis de radiación. 

 Analizar de manera sistemática el efecto de los diferentes niveles de radiación ionizante en 

la proteína PCNATg, buscando identificar cambios específicos en su estructura molecular. 
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4. MATERIALES Y MÉTODOS 

4.1. Generación de la Cepa Bacteriana 

El gen que codifica la proteína PCNATg se amplificó por PCR directamente del DNA 

cromosomal del microorganismo mediante primers que contienen los sitios de restricción NdeI 

y BamHI, como previamente reportado.
39

 Brevemente, se realizó la digestión y purificación 

del producto PCR, tras lo cual se sometió a la reacción de ligación con el vector de expresión 

pCold-I
™

 (Takara Bio) linealizado y purificado, para luego transformar bacterias competentes 

E. coli DH5α
™

 con el producto de reacción. Se seleccionaron colonias bacterianas a fin de 

purificar y confirmar el perfil de restricción del plásmido designado pCold-I-PCNATg, el cual 

confiere resistencia a ampicilina (Amp) y contiene el gen que codifica la PCNATg fusionado a 

una etiqueta de histidinas (His6-tag) en el extremo N-terminal. Finalmente, se transformaron 

bacterias competentes E. coli BL21(DE3) con el plásmido pCold-I-PCNATg para la expresión 

heteróloga de la proteína recombinante, obteniéndose de esta manera la cepa bacteriana 

denominada E. coli BL21(DE3)/pCold-I-PCNATg. 

4.2. Producción de la Proteína PCNATg 

El crecimiento de la cepa E. coli BL21(DE3)/pCold-I-PCNATg se siguió realizando 

mediciones de absorbancia a una longitud de onda de 600 nm (A600) en función del tiempo 

empleando un espectrofotómetro (Genesys 10S UV-Vis, Thermo Scientific), y la producción 

de la proteína PCNATg se llevó a cabo a través de una metodología que comprende tres etapas 

secuenciales: estriado, inóculo y cultivo (Fig. 2). El estriado de la cepa se realizó en una caja 

Petri con 25 mL medio LB-agar / 200 µg/mL Amp, para después incubar a 37 °C durante 12 h. 

El inóculo se hizo poniendo una colonia aislada en un matraz de 250 mL con 50 mL medio LB 

/ 100 µg/mL Amp, para enseguida incubar a 37 °C / 200 rpm hasta alcanzar un valor A600 en la 

fase exponencial de crecimiento (~12 h). El cultivo se llevó a cabo en un matraz de 2.8 L con 

1 L medio LB / 100 µg/mL Amp, adicionando un volumen de inóculo suficiente para iniciar 

con un valor A600 = 0.1, para luego incubar a 37 °C / 200 rpm hasta alcanzar un valor A600 = 

0.5, tras lo cual se indujo la expresión de la proteína agregando IPTG 0.1 mM e incubando 

inmediatamente a 15 °C / 200 rpm durante 12 h. Finalmente, el cultivo bacteriano se cosechó 

centrifugando a 7000 rpm / 4 °C en ciclos de 10 min y se almacenó a -20 °C. 
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Figura 2. Estrategia de producción de la proteína PCNATg. La producción de la proteína recombinante 

PCNATg se llevó cabo mediante expresión heteróloga empleando la cepa bacteriana E. coli 

BL21(DE3)/pCold-I-PCNATg en una metodología de tres etapas secuenciales: estriado, inóculo y 

cultivo. 

 

4.3. Purificación de la Proteína PCNATg 

El cultivo bacteriano se resuspendió en 25 mL buffer A (Tris-HCl 50 mM pH 7.5, NaCl 400 

mM) y se incubó con lisozima 1 mg/mL en agitación lenta a Tamb durante 30 min, tras lo cual 

las bacterias se lisaron mediante sonicación en baño frío con pulsos de 1 min a una amplitud 

35% durante 10 min (Ultrasonic Processor, Cole Palmer), agregando inmediatamente antes de 

sonicar PMSF 1 mM. El lisado bacteriano se centrifugó a 10000 rpm / 4 °C durante 30 min y 

se procedió a la filtración del sobrenadante con filtro de poro 0.22 µm, obteniéndose un 

extracto que se sometió a la primera etapa de purificación por cromatografía de afinidad a Ni
2+

 

en un equipo ÄKTA
™

 pure (GE Healthcare), empleando una columna HisTrap
™

 HP 5 mL 

(Amersham Biosciences) equilibrada previamente con buffer A, lavando con buffer A y 

eluyendo con un gradiente escalonado de imidazol 10–100% en buffer B (Tris-HCl 50 mM pH 

7.5, NaCl 400 mM, imidazol 500 mM). La presencia de la PCNATg en las fracciones 

correspondientes al mayor pico de absorbancia A280 se confirmó mediante SDS-PAGE 12.5% 

y se concentró por ultrafiltración a 4500 rpm / 4 °C en ciclos de 30 min usando tubos 

Amicon
®

 Ultra 10000 MWCO (Merck Millipore), obteniéndose una solución de proteína 

concentrada (12 mg/mL) que se sometió a la segunda etapa de purificación por cromatografía 
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de exclusión molecular en un equipo ÄKTA
™

 prime (GE Healthcare), empleando una 

columna HiLoad
™

 26/60 Superdex
™

 200 pg (Amersham Biosciences) equilibrada previamente 

con buffer A. De nuevo, la presencia de la PCNATg en las fracciones correspondientes al 

mayor pico de absorbancia A280 se confirmó mediante SDS-PAGE 12.5% y se concentró por 

ultrafiltración a 4500 rpm / 4 °C en ciclos de 30 min usando tubos Amicon
®
 Ultra 10000 

MWCO (Merck Millipore), obteniéndose una solución de proteína concentrada (12 mg/mL) 

para subsecuentemente realizar pruebas de cristalización. 

4.4. Cristalización de la Proteína PCNATg 

La proteína PCNATg en buffer A se sometió a pruebas de cristalización a una temperatura de 

18 ºC bajo condiciones similares a previamente reportadas,
40

 empleando el método de 

microbatch en placas de 72 pozos (Hampton Research) y el método de difusión de vapor 

(técnicas gota sentada y gota colgante) en placas de 24 pozos (Hampton Research), con dos 

concentraciones de proteína (10, 12 mg/mL) y condiciones de agente cristalizante en el que 

varía la concentración de (NH4)2SO4 (citrato de sodio 100 mM pH 5.2, (NH4)2SO4 1.8–3.2 M, 

MPD 7.5%), colocando por pozo 1 µL solución de proteína y 1 µL agente cristalizante, 

recubriendo con 10 µL aceite de parafina (microbatch) o de entrada depositando en los 

reservorios 500 µL agente cristalizante (difusión de vapor). Se seleccionaron cristales de 

proteína PCNATg con morfología regular (16) y se remojaron en una solución 

criopreservadora que contiene la concentración de (NH4)2SO4 correspondiente (Tris-HCl 25 

mM pH 7.5, NaCl 200 mM, citrato de sodio 50 mM pH 5.2, MPD 3.75%, glicerol 30%), tras 

lo cual se montaron en crioloops, se crioenfriaron inmediatamente en N2 líquido y se 

almacenaron en un vaso Dewar para luego llevar a difractar en una línea de radiación 

sincrotrón de tercera generación del SSRL (Stanford Synchrotron Radiation Lightsource), 

Menlo Park, California, USA. 

4.5. Colecta de Datos de Difracción de Rayos X 

Los cristales de proteína PCNATg se expusieron a rayos X en la línea BL12-2 del SSRL, la 

cual es una línea tipo ID equipada con un detector Dectris Pilatus 6M y un goniómetro 

horizontal, empleando un haz gaussiano de tamaño 50x15 µm (FWHM 15 50), flujo 1.7x10
12

 

p/s con transmisión 10% (1.7x10
11

 p/s), colimación rectangular 400x400 µm, temperatura 100 
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K, distancia cristal - detector 350 mm y una energía E = 12.7 keV correspondiente a una 

longitud de onda λ = 0.98 Å (Fig. 3). Se colectó para cada cristal una serie de datasets en la 

misma zona cubriendo un ángulo de rotación φ = 180º escaneado con una oscilación Δφ = 

0.5º, lo cual corresponde a 360 frames/dataset obtenidos mediante un diseño experimental de 

colectas sucesivas planteado para evaluar el efecto de la dosis de radiación acumulada, 

manteniendo constantes todos los parámetros y variando únicamente el tiempo de exposición 

por frame (s/fr) de un dataset dado. El cristal I se sometió a 5 rondas alternadas de colecta 

(C1–C5) y quemado (B1–B5) a 1 y 3 s/fr respectivamente (10 datasets), para el cristal II se 

realizaron 20 colectas (C1–C20) a 1 s/fr (20 datasets) y con el cristal III se hicieron 15 

colectas (C1–C15) a 1 s/fr (15 datasets). 

 

Figura 3. Estrategia de colecta de datos de difracción de rayos X. Los cristales de proteína PCNATg se 

sometieron a difracción de rayos X mediante un diseño experimental de colectas sucesivas en la misma 

zona de cada cristal, cubriendo un ángulo de rotación φ = 180º escaneado con una oscilación Δφ = 0.5º, 

llevado a cabo en la línea BL12-2 del SSRL, la cual se encuentra equipada con un detector Dectris 

Pilatus 6M, empleando un haz gaussiano de tamaño 50x15 μm, flujo 1.7x10
11

 p/s, distancia cristal - 

detector 350 mm y una energía E = 12.7 keV correspondiente a una longitud de onda λ = 0.98 Å. 

 

4.6. Determinación de Estructuras 

Los datasets de los cristales I (10), II (20) y III (15) se indexaron e integraron empleando el 

paquete XDS,
41

 para enseguida continuar el procesamiento del archivo de reflexiones con la 

suite CCP4,
42

 teniendo cuidado de tomar el primer archivo de reflexiones de cada serie como 

referencia para el indexado consistente de los datasets (Fig. 4). Pointless
43,44

 se usó con el fin 
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de asignar el grupo espacial más probable y simultáneamente cambiar el formato del archivo 

de reflexiones (HKL a MTZ), tras lo cual se realizó el escalamiento de los datos con Aimless 

(resolución de acuerdo con el criterio I/σI > 2),
43,44,45

 y el cálculo subsecuente del contenido de 

la unidad asimétrica (AU) con Matthews-coef,
46

 para luego resolver las fases mediante 

reemplazo molecular con Phaser,
47

 suministrando como modelo de búsqueda el archivo de 

coordenadas previamente reportado (PDB 5A6D).
39

 El modelo inicial correspondiente a la 

primera colecta de cada serie se sometió a un afinamiento en cuerpo rígido empleando la suite 

Phenix,
48

 seguido por varios ciclos iterativos de construcción manual con las herramientas 

brindadas por Coot
49

 y afinamiento restringido empleando la suite Phenix
48

 hasta que se 

obtuvo un modelo final, el cual se sometió a solamente un ciclo de afinamiento restringido 

empleando la suite Phenix
48

 para obtener el modelo correspondiente a la última colecta de 

cada serie. Finalmente, las estructuras cristalinas (PDB códigos 7N5I, 7N5J, 7N5K, 7N5L, 

7N5M, 7N5N) se depositaron en la base de datos RCSB PDB,
50

 y se generaron las respectivas 

tablas de estadísticas cristalográficas con el programa Table One de la suite Phenix.
48

 

 

Figura 4. Determinación estructural y análisis del daño por radiación. Se muestra un diagrama de flujo 

simplificado de los principales procedimientos y recursos computacionales empleados en la 

determinación de estructuras y el análisis del daño por radiación de la proteína PCNATg. 
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4.7. Análisis del Daño por Radiación 

La dosis de radiación DWD (Diffraction Weighted Dose) absorbida por los cristales PCNATg 

durante cada una de las colectas de datos de difracción de rayos X se calculó empleando el 

programa RADDOSE-3D (Garman Lab, Universidad de Oxford),
51

 y el daño específico 

causado en cada cristal por efecto de la dosis de radiación acumulada se evaluó empleando el 

programa RIDL (Garman Lab, Universidad de Oxford),
52

 el cual permite detectar y cuantificar 

la pérdida de densidad electrónica en función de la dosis de radiación a fin de determinar 

cambios específicos en la estructura molecular. El cálculo de la dosis de radiación absorbida 

requiere el suministro de las dimensiones del cristal, los parámetros de celda unitaria, el 

contenido de la celda (número de moléculas presentes en la celda, número de aminoácidos por 

molécula, número de aminoácidos con átomos de azufre en cada molécula, fracción de 

solvente), la condición de cristalización (concentración de azufre (SO4
2-

), iones (Na
+
, Cl

–
), 

elementos pesados), las características físicas de la línea de rayos X (tipo y tamaño del haz, 

flujo, energía, colimación) y la estrategia de colecta de datos (ángulo de rotación escaneado, 

tiempo de exposición total). La dosis de radiación acumulada por cada cristal corresponde a la 

suma de la dosis de radiación absorbida durante determinada colecta y la dosis de radiación 

absorbida durante todas las colectas precedentes. Adicionalmente, las figuras representando 

densidad electrónica se realizaron empleando CCP4mg,
53

 las interacciones (d ≤ 3.2 Å) entre 

residuos con carga negativa (Asp, Glu) y positiva (Lys, Arg) en el trímero PCNATg 

correspondiente a la primera colecta de la serie de cada cristal se determinaron con NCONT,
42

 

y las interfaces de los respectivos trímeros PCNATg se analizaron empleando PISA,
54

 los 

últimos dos programas dentro de la suite CCP4.
42

 

4.8. Análisis Bioinformático 

Un análisis bioinformático se realizó para proteínas PCNA homotriméricas representativas con 

estructura 3D publicada, resultando de esta manera 12 secuencias de aminoácidos (UniProt)
55

 

con sus respectivas estructuras moleculares (RCSB PDB),
50

 seis corresponden a cinco especies 

de arqueas
39,40,56,57,58

 y seis corresponden a cinco especies de eucariontes,
59,60,61,62,63

 una de las 

especies de cada dominio con dos proteínas reportadas, teniendo cuidado de elegir la 

estructura sin mutaciones con mejor resolución para aquellas especies que tienen varios 

registros PDB de la misma PCNA (la estructura PCNA de Pyrococcus furiosus publicada tiene 
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la mutación M73L).
40

 Las secuencias de aminoácidos se analizaron con la herramienta 

ProtParam
64

 del portal ExPASy,
65

 los diagramas de cintas se realizaron empleando el software 

UCSF Chimera
66

 y la composición de residuos aminoácidos se determinó a partir de la lista 

arrojada por ProtParam,
64

 considerando una clasificación general basada en tres propiedades 

fisicoquímicas: polaridad, carga y aromaticidad. Los alineamientos múltiples de secuencias y 

las superposiciones de estructuras se hicieron empleando UCSF Chimera,
66

 calculando la 

identidad de secuencia con el programa Clustal Omega
67

 y el valor RMSD con el algoritmo 

Needleman-Wunsch,
66

 considerando el global, entre las secuencias y estructuras de arqueas y 

eucariontes de manera independiente, así como también entre todos los pares de secuencias y 

estructuras contempladas. El número de puentes de hidrógeno, puentes salinos e interacciones 

catión-π se determinaron empleando UCSF Chimera,
66

 VMD
68

 y CaPTURE
69

 

respectivamente, considerando las interacciones que corresponden al monómero y trímero 

(intra e intermoleculares), así como también las interacciones específicamente entre 

monómeros (intermoleculares) de los trímeros PCNA analizados. 
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5. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Los mecanismos moleculares involucrados en el metabolismo genómico son fundamentales 

para la supervivencia de los seres vivos, dado que el DNA es la molécula en la que estriba el 

almacenamiento, transmisión y expresión de la información genética. Parece razonable 

considerar que si T. gammatolerans tiene la capacidad de soportar niveles de radiación letales 

para casi todos los seres vivos, entonces las proteínas involucradas en el metabolismo de su 

genoma constituyen piezas clave que probablemente posean características particulares que les 

permita resistir altos niveles de radiación ionizante (Fig. 5). 

 

Figura 5. La proteína PCNA es esencial para la viabilidad celular. Los procesos de replicación y 

reparación del DNA son fundamentales para la supervivencia y se llevan a cabo mediante mecanismos 

moleculares en los cuales la proteína PCNA tiene una función central. 

 

Si bien las proteínas implicadas en el metabolismo del DNA son piezas clave, la 

radiorresistencia de este microorganismo hipertermófilo se debe a procesos celulares llevados 

a cabo mediante complejos mecanismos moleculares, en los cuales resulta difícil identificar 

los factores involucrados y más aún esclarecer su aporte individual. Sin embargo, el estudio 

estructural de la proteína PCNATg en un gradiente de radiación ionizante mediante 

cristalografía de rayos X, aunado a un análisis bioinformático de secuencias, estructuras e 

interacciones moleculares, constituye una estrategia factible para obtener indicios de las 

características moleculares que confieren radiorresistencia. 
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5.1. Proteína PCNATg 

La proteína PCNATg se produjo empleando la cepa E. coli BL21(DE3)/pCold-I-PCNATg en 

una metodología de tres etapas secuenciales y se purificó a través de dos etapas 

cromatográficas (Fig. 6), tras lo cual se llevó a cabo su cristalización por dos métodos (Fig. 7) 

para el estudio de su estructura molecular mediante cristalografía de rayos X (Fig. 8). 

 

 
 
 

   TEE     His6-tag   Factor Xa 
MNHKV HHHHHH IEGR H        (2 kDa) 

MPFEIVFDGAKEFADLIATASNLIDEAAFKIT 

EEGVSMRAMDPSRVVLIDLNLPESIFSKYEVE 

EPETIGINMDHFKKILKRGKSKDTLILRKGDE 

NFLEITFEGTAKRTFRLPLIDVEELELELPEL 

PFTAKVVLLGEVLKEAIKDASLVSDSLKFIAK 

EDEFTMKAEGETNEVEIKLTLEDEGLLDLEVE 

EETRSAYGISYLADMVKGIGKADEVTLRFGTE 

MPLQMDYFIRDEGKLTFLLAPRVEE  (28 kDa) 

 

Ausencia de cisteínas y triptófanos 

 
 

 

Figura 6. Producción de la proteína PCNATg. Se muestra el mapa del plásmido pCold-I-PCNATg (A), 

señalando sus principales características, la secuencia de aminoácidos de la proteína PCNATg (B), 

resaltando con negrita la etiqueta de histidinas (His6-tag) en el extremo N-terminal, la cual se encuentra 

flanqueada por un elemento de mejora de la traducción (TEE) y un sitio de corte reconocido por una 

proteasa (factor Xa), así como también la curva de crecimiento en escala logarítmica de la cepa E. coli 

BL21(DE3)/pCold-I-PCNATg (C), diferenciando las dos condiciones de cultivo, y el perfil de 

purificación de la proteína PCNATg (D), indicando el marcador de peso molecular (PM) y los números 

de las fracciones de la segunda etapa cromatográfica que se sometieron a SDS-PAGE. 
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Figura 7. Cristales de proteína PCNATg. Se muestran cristales de proteína PCNATg (~100 µm) 

obtenidos a 18 °C empleando los métodos microbatch (A–T) y difusión de vapor (U–X), con dos 

concentraciones de proteína (10, 12 mg/mL) en buffer A (Tris-HCl 50 mM pH 7.5, NaCl 400 mM) y 

condiciones de agente cristalizante en el que varía la concentración de (NH4)2SO4 (citrato de sodio 100 

mM pH 5.2, (NH4)2SO4 1.8–3.2 M, MPD 7.5%). 
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El plásmido pCold-I-PCNATg confiere resistencia a ampicilina (Amp) y contiene el gen que 

codifica la PCNATg fusionado a una etiqueta de histidinas (His6-tag) en el extremo N-terminal 

(Fig. 6), la cual se encuentra flanqueada por un elemento de mejora de la traducción (TEE) y 

un sitio de corte reconocido por una proteasa (factor Xa). El sistema de expresión del plásmido 

se basa en el promotor del gen que codifica la proteína CspA (Cold shock protein A),
70

 una 

proteína de E. coli que se expresa en muy alto nivel a baja temperatura cuando el crecimiento 

celular es escaso, por lo cual se emplean dos temperaturas de cultivo marcadamente diferentes 

que generan dos fases de crecimiento: una fase a 37 °C (0–3 h) con un crecimiento 

exponencial (µ=0.49 h
-1

) hasta alcanzar un valor A600 = 0.5, seguida de una fase de inducción 

a 15 °C (3–14 h) con un crecimiento ralentizado (µ=0.03 h
-1

) durante la cual se produce la 

PCNATg (Fig. 6). El uso de IPTG en el sistema constituye una medida adicional para evitar la 

expresión de fuga que podría ocurrir antes del descenso de la temperatura de cultivo.
70

 

 

Figura 8. Estructura de la proteína PCNATg. Se muestra un diagrama de cintas de la estructura 

molecular del homotrímero de la proteína PCNATg realizado empleando UCSF Chimera (PDB 7N5I), 

representando con distinto color cada protómero (amarillo, cian, rosa). 
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5.2. Análisis Cristalográfico 

Aunque los cristales de proteína se clasifican como cristales moleculares, lo cierto es que su 

estructura y propiedades distan mucho de los constituidos por átomos o iones, e incluso 

difieren notablemente de los constituidos por moléculas pequeñas (Tablas 1 y 2). Las proteínas 

son moléculas relativamente muy grandes y las interacciones intermoleculares muy débiles, lo 

que lleva a que el empaquetamiento en la red 3D no sea tan fuerte y estricto como en cristales 

comunes. Los cristales de proteína se forman en condiciones fisicoquímicas restringidas, son 

frágiles, muy pequeños (<1 mm), su consistencia semeja un gel, tienen un alto contenido de 

solvente (~50%) y presentan mosaicidad.
71,72

 No obstante, la estructura molecular de una 

proteína determinada por cristalografía de rayos X representa el promedio espacial y temporal 

de un gran número de moléculas dispuestas en una red 3D (~10
15

), y ha sido extensamente 

probado que su información es importante para describir procesos biológicos.
71,72 

Tabla 1. Clasificación general de los cristales. 

Cristal Fuerza Ejemplo 

Metálico Enlace metálico Cobre metálico 

Iónico Enlace iónico Cloruro de sodio 

Covalente Enlace covalente Cuarzo, grafito, diamante 

Molecular Fuerzas de Van der Waals Sacarosa, hielo, hielo seco 

 

Una clasificación general de los cristales de acuerdo con el tipo de partículas dispuestas en la red 

(átomos, iones, moléculas) y la naturaleza de la fuerza principal que las mantiene unidas.
73

 

Tabla 2. Interacciones moleculares en proteínas. 

Interacciones moleculares 

Fuerzas de Van der Waals Dipolo - dipolo Puente de hidrógeno 

Dipolo - dipolo inducido 

Dispersión de London 

Interacciones electrostáticas Interacciones iónicas Puente salino (par iónico) 

Ion - dipolo 

Ion - dipolo inducido 

Interacciones aromáticas Ion - cuadrupolo Interacción catión-π 

Apilamiento π Interacción π-π 

Otras interacciones Interacciones no polares Interacciones hidrofóbicas 

Enlaces de coordinación Catión metálico - O/N/S 

Puentes disulfuro Enlace Cys-Cys 

 

Las interacciones intra e intermoleculares que pueden contribuir a la estabilidad estructural y funcional 

de una proteína. 
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Tabla 3. Estadísticas cristalográficas de las estructuras obtenidas del cristal PCNATg I. 

PCNATg Cristal I - C1 Cristal I - C5 

Línea SSRL BL12-2 SSRL BL12-2 

Longitud de onda (Å) 0.98 0.98 

Dosis de radiación (MGy) 5.22 89.05 

Rango de resolución (Å) 32.32 - 1.95 (2.02 - 1.95) 37.33 - 2.82 (2.92 - 2.82) 

Grupo espacial P63 P63 

Parámetros de (Å | °) 

celda unitaria 

a=186.62   b=186.62   c=63.92 

α=90          β=90          γ=120 

a=187.87   b=187.87   c=64.31 

α=90          β=90          γ=120 

Mosaicidad (°) 0.12 0.17 

Contenido de solvente (%) 53.86 54.75 

Macromoléculas por AU 4 4 

Reflexiones totales 952500 (93259) 323916 (33062) 

Reflexiones únicas 92797 (9191) 31591 (3147) 

Multiplicidad 10.3 (10.1) 10.3 (10.5) 

Integridad (%) 99.89 (99.83) 99.75 (99.90) 

Media I/σ(I) 27.82 (2.43) 18.68 (2.43) 

Factor B Wilson (Å
2
) 37.68 71.46 

Rmerge 0.189 (1.003) 0.152 (1.205) 

Rmeas 0.199 (1.057) 0.161 (1.266) 

Rpim 0.062 (0.330) 0.050 (0.386) 

CC1/2 0.998 (0.886) 0.979 (0.797) 

Reflexiones en afinamiento 

(5% para Rfree) 
92776 31574 

Rwork / Rfree 0.191 / 0.226 0.170 / 0.233 

Número de átomos 8541 8541 

Átomos de proteína 8023 8023 

Átomos de ligandos / solvente 198 / 320 198 / 320 

Residuos de proteína 990 990 

RMSDlongitudes de enlace (Å) 0.011 0.010 

RMSDángulos de enlace (°) 1.38 1.38 

Ramachandran (%) 

Favorecido / permitido / atípico 
97.45 / 1.73 / 0.81 95.82 / 3.36 / 0.81 

Rotámeros atípicos (%) 2.03 0.56 

Factor B promedio (Å
2
) 

Proteína / ligandos / solvente 

45.58 

44.87 / 71.04 / 47.81 

72.83 

71.93 / 105.03 / 75.58 

PDB ID 7N5I 7N5J 

 

Las estadísticas cristalográficas de las estructuras determinadas para las colectas 1 (C1) y 5 (C5) del 

cristal PCNATg I, indicando entre paréntesis los valores para la capa de mayor resolución. 
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Tabla 4. Estadísticas cristalográficas de las estructuras obtenidas del cristal PCNATg II. 

PCNATg Cristal II - C1 Cristal II - C20 

Línea SSRL BL12-2 SSRL BL12-2 

Longitud de onda (Å) 0.98 0.98 

Dosis de radiación (MGy) 3.84 76.96 

Rango de resolución (Å) 32.02 - 1.98 (2.05 - 1.98) 40.63 - 3.07 (3.18 - 3.07) 

Grupo espacial P63 P63 

Parámetros de (Å | °) 

celda unitaria 

a=186.92   b=186.92   c=64.03 

α=90          β=90          γ=120 

a=187.68   b=187.68   c=64.12 

α=90          β=90          γ=120 

Mosaicidad (°) 0.15 0.16 

Contenido de solvente (%) 54.09 54.52 

Macromoléculas por AU 4 4 

Reflexiones totales 913562 (87058) 249306 (23378) 

Reflexiones únicas 89151 (8861) 24414 (2386) 

Multiplicidad 10.2 (9.8) 10.2 (9.8) 

Integridad (%) 99.89 (99.86) 99.70 (99.92) 

Media I/σ(I) 24.34 (2.35) 12.45 (2.26) 

Factor B Wilson (Å
2
) 39.46 76.84 

Rmerge 0.224 (1.004) 0.254 (1.172) 

Rmeas 0.236 (1.061) 0.268 (1.232) 

Rpim 0.074 (0.340) 0.083 (0.377) 

CC1/2 0.999 (0.828) 0.996 (0.768) 

Reflexiones en afinamiento 

(5% para Rfree) 
89133 24400 

Rwork / Rfree 0.190 / 0.228 0.151 / 0.224 

Número de átomos 8541 8541 

Átomos de proteína 8023 8023 

Átomos de ligandos / solvente 198 / 320 198 / 320 

Residuos de proteína 990 990 

RMSDlongitudes de enlace (Å) 0.009 0.010 

RMSDángulos de enlace (°) 1.24 1.38 

Ramachandran (%) 

Favorecido / permitido / atípico 
96.74 / 2.44 / 0.81 94.20 / 5.19 / 0.61 

Rotámeros atípicos (%) 1.35 0.68 

Factor B promedio (Å
2
) 

Proteína / ligandos / solvente 

47.42 

46.64 / 73.78 / 50.70 

77.33 

76.49 / 110.94 / 77.68 

PDB ID 7N5K 7N5L 

 

Las estadísticas cristalográficas de las estructuras determinadas para las colectas 1 (C1) y 20 (C20) del 

cristal PCNATg II, indicando entre paréntesis los valores para la capa de mayor resolución. 
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Tabla 5. Estadísticas cristalográficas de las estructuras obtenidas del cristal PCNATg III. 

PCNATg Cristal III - C1 Cristal III - C15 

Línea SSRL BL12-2 SSRL BL12-2 

Longitud de onda (Å) 0.98 0.98 

Dosis de radiación (MGy) 1.91 28.72 

Rango de resolución (Å) 33.94 - 2.00 (2.07 - 2.00) 31.99 - 2.20 (2.28 - 2.20) 

Grupo espacial P3 P3 

Parámetros de (Å | °) 

celda unitaria 

a=92.62     b=92.62     c=63.73 

α=90          β=90          γ=120 

a=93.06     b=93.06     c=63.98 

α=90          β=90          γ=120 

Mosaicidad (°) 0.27 0.26 

Contenido de solvente (%) 53.03 53.65 

Macromoléculas por AU 2 2 

Reflexiones totales 214019 (19532) 159257 (16171) 

Reflexiones únicas 41186 (4088) 31432 (3150) 

Multiplicidad 5.2 (4.8) 5.1 (5.1) 

Integridad (%) 99.55 (98.91) 99.62 (99.75) 

Media I/σ(I) 20.57 (2.52) 19.02 (2.37) 

Factor B Wilson (Å
2
) 42.62 52.15 

Rmerge 0.124 (0.909) 0.131 (0.986) 

Rmeas 0.139 (1.006) 0.146 (1.097) 

Rpim 0.061 (0.427) 0.064 (0.479) 

CC1/2 0.999 (0.845) 0.999 (0.748) 

Reflexiones en afinamiento 

(5% para Rfree) 
41153 31387 

Rwork / Rfree 0.188 / 0.239 0.177 / 0.226 

Número de átomos 4184 4184 

Átomos de proteína 3971 3971 

Átomos de ligandos / solvente 88 / 125 88 / 125 

Residuos de proteína 495 495 

RMSDlongitudes de enlace (Å) 0.008 0.008 

RMSDángulos de enlace (°) 1.23 1.26 

Ramachandran (%) 

Favorecido / permitido / atípico 
96.95 / 2.65 / 0.41 97.15 / 2.44 / 0.41 

Rotámeros atípicos (%) 0.91 0.68 

Factor B promedio (Å
2
) 

Proteína / ligandos / solvente 

50.51 

49.97 / 73.64 / 51.53 

60.80 

60.19 / 85.83 / 62.56 

PDB ID 7N5M 7N5N 

 

Las estadísticas cristalográficas de las estructuras determinadas para las colectas 1 (C1) y 15 (C15) del 

cristal PCNATg III, indicando entre paréntesis los valores para la capa de mayor resolución. 
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Figura 9. Parámetros físicos de los datasets colectados de los cristales PCNATg. Los valores calculados 

empleando RADDOSE-3D para la dosis de radiación acumulada por los cristales PCNATg se grafican 

en función del tiempo de exposición (A), indicando con líneas punteadas los límites de Henderson (20 

MGy) y Garman (30 MGy). Además, el poder de difracción (B), la expansión del volumen de celda 

(C), el contenido de solvente (D), la mosaicidad (E) y la resolución (F) obtenidos después de indexar, 

integrar y escalar los 10 (grupo espacial P63), 20 (grupo espacial P63) y 15 (grupo espacial P3) datasets 

colectados de los cristales I (rojo), II (azul) y III (verde) respectivamente, según el criterio I/σI > 2 para 

el corte de resolución, se grafican en función de la dosis de radiación, indicando para el cristal I (rojo) 

el comportamiento de los parámetros para colectas y quemadas independientemente. 
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En este estudio, los cristales I (PDB 7N5I y 7N5J, Tabla 3) y II (PDB 7N5K y 7N5L, Tabla 4) 

contienen la misma concentración de (NH4)2SO4 (1.6 M), pertenecen al grupo espacial P63 del 

sistema cristalino hexagonal y sus respectivas estructuras tienen cuatro macromoléculas por 

AU, mientras que el cristal III (PDB 7N5M y 7N5N, Tabla 5) contiene una menor 

concentración de (NH4)2SO4 (1.5 M), pertenece al grupo espacial P3 del sistema cristalino 

trigonal y su estructura tiene dos macromoléculas por AU. No obstante, las estructuras son 

casi idénticas en la red 3D, por lo que los cambios de grupo espacial y celda unitaria reflejan 

cambios más bien sutiles en el arreglo cristalino. 

La tasa de dosis de radiación (cristal I: 0.87 MGy/min, cristal II: 0.64 MGy/min, cristal III: 

0.32 MGy/min) y la dosis de radiación acumulada para la última colecta (cristal I: 89.1 MGy, 

cristal II: 77.0 MGy, cristal III: 28.7 MGy) cubren un amplio rango de niveles de radiación 

(Fig. 9A, Anexo 1). Si bien el poder de difracción de los tres cristales decae con la dosis de 

radiación, en el caso del cristal I, como efecto del tiempo de exposición por frame, los 

respectivos valores obtenidos para colectas (1 s/fr) son más bajos que para quemadas (3 s/fr), y 

en consecuencia, el poder de difracción del cristal I decae para colectas y quemadas 

independientemente (Fig. 9B, Anexo 2). Resulta interesante que el poder de difracción de los 

tres cristales exhibe un decaimiento exponencial con la dosis de radiación (Fig. 10). 

Aunque la dosis de radiación acumulada para los cristales I y II constituye más del doble del 

límite de Garman (30 MGy), el análisis de los resultados obtenidos de los datasets reveló un 

daño global moderado (Fig. 9C–F, Anexos 3 y 4). El aumento de la mosaicidad se mantuvo en 

un intervalo de valores muy bajo (0.12–0.18º), y la expansión del volumen de celda (<2%) con 

el consecuente incremento del contenido de solvente (54–55%) parecen bajos, dado que aún 

con la pérdida de resolución en los cristales I (1.95–2.82 Å) y II (1.98–3.07 Å), el mapa de 

densidad electrónica correspondiente a la última colecta permitió construir toda la estructura 

de la proteína. 

La dosis de radiación acumulada para el cristal III apenas se acerca al límite de Garman, lo 

cual parece reflejarse en una menor pérdida de resolución (2.00–2.20 Å), además de que el 

aumento de la mosaicidad se mantuvo en un intervalo de valores muy estrecho (0.26–0.28º), y 

la expansión del volumen de celda (1.34%) con el consecuente incremento del contenido de 

solvente (53–54%) también son bajos (Fig. 9C–F, Anexo 5). Adicionalmente, aunque los 
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factores B Wilson y promedio aumentaron en la estructura correspondiente a la última colecta 

de los tres cristales, los valores permanecieron dentro de rangos aceptables (Tablas 3–5). 

 

Figura 10. Decaimiento del poder de difracción de los cristales PCNATg. El poder de difracción de los 

cristales PCNATg I (A, B), II (C) y III (D) se grafica en función de la dosis de radiación, mostrando el 

ajuste de los respectivos valores a una función de decaimiento exponencial, e indicando para el cristal I 

el decaimiento para colectas (A) y quemadas (B) independientemente. 

 

De acuerdo con los cálculos realizados empleando RIDL,
52

 la puntuación de asimetría 

(asimetría sobre 0) para el cristal I disminuye para colectas y quemadas independientemente, y 

en general, los valores para el cristal II también disminuyen con la dosis de radiación, mientras 

que los valores para el cristal III inicialmente aumentan con la dosis de radiación, indicando 

mayor daño específico, pero los valores eventualmente también disminuyen a altas dosis de 

radiación como consecuencia inevitable del daño global (Fig. 11, Anexo 6), lo cual ha sido 
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observado previamente durante el desarrollo de RIDL.
52

 Y si bien el valor modal para la 

distribución de pérdida de densidad electrónica en los tres cristales cambia progresivamente a 

valores más altos con el incremento de la dosis de radiación, los respectivos valores 

normalizados indican que el daño específico fue moderado considerando los altos niveles de 

radiación alcanzados en este estudio (Fig. 12). 

 

Figura 11. Distribución general de pérdida de densidad electrónica en los cristales PCNATg. La media y 

la puntuación de asimetría de la distribución general de pérdida de densidad electrónica (valores de Cα-

normalized Dneg(atom) métrica) obtenidas empleando RIDL para los cristales PCNATg I (rojo), II (azul) 

y III (verde) se grafican en función del número de dataset (A, B) y dosis de radiación (C, D), indicando 

para el cristal I (rojo) el comportamiento de las estadísticas para colectas y quemadas 

independientemente. 
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Figura 12. Pérdida de densidad electrónica en los cristales PCNATg. La distribución de pérdida de 

densidad electrónica (A, C, E) y los respectivos valores normalizados (B, D, F) obtenidos empleando 

RIDL se representan para los cristales PCNATg I (A, B), II (C, D) y III (E, F) con relación al primer 

dataset (colecta C1), adicionalmente indicando los valores calculados empleando RADDOSE-3D para 

la dosis de radiación acumulada por los cristales I (colectas C2–C5, quemadas B1–B5), II (colectas 

C2–C20) y III (colectas C2–C15). 
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La literatura cristalográfica usualmente asume que a temperaturas criogénicas, el daño es 

proporcional a la dosis de radiación acumulada e independiente de la tasa de dosis de 

radiación.
30,31

 Sin embargo, el decaimiento del poder de difracción y la pérdida de resolución 

en los cristales I y II sugiere que la tasa de dosis de radiación tiene un efecto (Figs. 9 y 10), e 

incluso parece haber una relación inversa, ya que hay menos daño a una mayor tasa de dosis 

de radiación, un fenómeno que ya se ha observado a temperatura ambiente.
74

 El análisis del 

daño por radiación también muestra una relación compleja entre daño global y daño específico 

(Figs. 9–12), ambos coexisten y se deben interpretar conjuntamente, dado que se puede 

observar un compromiso continuo entre ambos tipos de daño. 

 

Figura 13. Daño específico localizado en los cristales PCNATg. El Asp-147 no muestra daño a la dosis 

de radiación de la primera colecta (A, E, I), pero es el residuo aminoácido que muestra más daño 

(descarboxilación) a la dosis de radiación de la última colecta de los cristales PCNATg (B, F, J), 

mientras que el Asp-87 no muestra daño a la dosis de radiación de la primera colecta (C, G, K), ni a la 

dosis de radiación de la última colecta (D, H, L). Representaciones realizadas empleando CCP4mg 

(cristal I: PDB 7N5I y 7N5J, cristal II: PDB 7N5K y 7N5L, cristal III: PDB 7N5M y 7N5N) con los 

mapas de densidad electrónica 2Fo–Fc (azul) y Fo–Fc (rojo) contorneados a 1.0σ y -3.5σ 

respectivamente. 
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El daño específico observado también fue moderado considerando la proporción de residuos 

aminoácidos que mostraron pérdida de densidad electrónica evidente (Anexos 7–9). A pesar 

del alto porcentaje de residuos con carga negativa, la descarboxilación de solo algunos 

residuos acídicos fue evidente, además de que solamente ciertos residuos (Asp-147) aparecen 

descarboxilados en todas las macromoléculas presentes en la AU de los tres cristales (Fig. 13). 

No obstante, el daño específico mostró dependencia del ambiente local (Fig. 14), ya que varios 

residuos aspartato y glutamato solo aparecen descarboxilados en algunas macromoléculas de 

la AU, y en general, el glutamato es menos afectado que el aspartato (Anexo 10), así como 

también los residuos implicados en interacciones iónicas (Anexos 11–13). 

 

Figura 14. Daño específico en Asp-147 y Asp-87. Se muestra un diagrama de cintas de la estructura 

PCNATg homotrimérica (A), representando en cada protómero (amarillo, cian, rosa) con modelos de 

barras y esferas los residuos aminoácidos Asp-147 (rojo), Asp-87 (verde) y Arg-109 (azul). Los 

residuos aminoácidos Asp-147 y Asp-87 comparten un puente salino con la Arg-109 que brinda 

protección a la dosis de radiación de la primera colecta de los cristales PCNATg (B, D), pero favorece 

la protección de la interacción intramolecular (Asp-87–Arg-109, 2.7 Å) sobre la interacción 

intermolecular (Asp-147–Arg-109, 2.9 Å) a la dosis de radiación de la última colecta (C, E). Diagrama 

de cintas realizado empleando UCSF Chimera (PDB 7N5I) y representaciones realizadas empleando 

CCP4mg (cristal I: PDB 7N5I y 7N5J, cristal II: PDB 7N5K y 7N5L) con los mapas de densidad 

electrónica 2Fo–Fc (azul) y Fo–Fc (rojo) contorneados a 1.0σ y -3.5σ respectivamente. 
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Figura 15. Interfaces de los trímeros PCNATg. Las interfaces de los trímeros PCNATg analizados 

empleando PISA se representan para los respectivos cristales (colecta C1), listando las distancias 

correspondientes a los puentes salinos (d ≤ 4.0 Å), además indicando los números de puentes salinos y 

puentes de hidrógeno (no listados). 
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Considerando la naturaleza y localización de los residuos que sufren más daño (residuos con 

carga negativa), la interacción entre residuos con carga positiva de la superficie interna del 

trímero PCNATg y grupos fosfato del DNA no sería afectada, ni la interacción con otras 

proteínas involucradas en el metabolismo genómico a través del IDCL. La localización de los 

residuos acídicos descarboxilados tampoco afectaría la repulsión de la superficie externa del 

trímero PCNATg, lo cual impide interacciones inespecíficas con el DNA. Aunque el Asp-147 

descarboxilado se localiza en las interfaces (Fig. 14), la red de puentes de hidrógeno y puentes 

salinos logra mantener la estabilidad del trímero PCNATg en el arreglo cristalino (Fig. 15). 

El daño específico causado por los rayos X a la estructura molecular de una proteína 

cristalizada es de naturaleza química, y sigue una secuencia de eventos característica en la cual 

se han descrito la reducción de centros metálicos, el daño de sitios catalíticos, la ruptura de 

puentes disulfuro, la descarboxilación de residuos acídicos y el daño del grupo tiometilo en 

metioninas.
30,31,33,36

 Resulta interesante que la proteína PCNATg no tiene centros metálicos, ni 

sitios catalíticos, carece de cisteínas, y el comportamiento de los residuos aspartato y 

glutamato es modulado por sus interacciones químicas. 

5.3. Análisis Bioinformático 

Intentando entender y contextualizar los resultados obtenidos por cristalografía de rayos X, se 

realizó un análisis bioinformático para estructuras PCNA homotriméricas representativas, 

resultando 12 secuencias de aminoácidos con sus respectivas estructuras moleculares, seis 

corresponden a cinco especies de arqueas (cuatro hipertermófilos, un halófilo) y seis 

corresponden a cinco especies de eucariontes, una de las especies de cada dominio con dos 

proteínas reportadas (Tabla 6). 

El alineamiento múltiple de secuencias PCNA arrojó un porcentaje de identidad global muy 

bajo (3.7%), lo cual muestra que es una proteína con secuencia poco conservada, mientras que 

la superposición de las respectivas estructuras moleculares arrojó un valor RMSD global muy 

significativo (1.29 Å), lo cual revela, en claro contraste con el alineamiento de secuencias, que 

a pesar de la variedad de residuos el plegamiento se mantiene, y por lo tanto es una proteína 

con estructura altamente conservada (Fig. 16, Tablas 7 y 8). 
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Tabla 6. Características de las proteínas PCNA contempladas en el análisis bioinformático. 

Secuencia 

(UniProt) 

Proteína 

PCNA 

Aminoácidos 

(N°) 

PM 

(kDa) 

pI Estructura 

(PDB) 

Resolución 

(Å) 

C5A5N6 T. gammatolerans 249 28 4.44 5A6D 2.80 

Q5JF32 T. kodakarensis 1 249 28 4.47 3LX1 2.00 

Q5JFD3 T. kodakarensis 2 253 28 4.82 3LX2 2.40 

O73947 P. furiosus 249 28 4.54 1GE8 2.10 

O29912 A. fulgidus 245 27 4.88 1RWZ 1.80 

D0VWY8 H. volcanii 247 27 4.20 3IFV 2.00 

P15873 S. cerevisiae 258 29 4.42 1PLQ 2.30 

Q9M7Q7 A. thaliana 1 263 29 4.60 2ZVV 2.00 

Q9ZW35 A. thaliana 2 264 29 4.58 2ZVW 2.50 

G1E6N7 L. vannamei 260 29 4.59 4CS5 3.00 

P17917 D. melanogaster 260 29 4.67 4HK1 2.00 

P12004 H. sapiens 261 29 4.57 1U7B 1.88 

 

El código de secuencia (UniProt) de 12 secuencias de aminoácidos, incluyendo el número de 

aminoácidos (N°), el peso molecular (kDa) y el punto isoeléctrico teórico (pI) obtenidos con la 

herramienta ProtParam del portal ExPASy, así como también el código de estructura (PDB) y la 

resolución (Å) de 12 estructuras moleculares seleccionadas, seis corresponden a cinco especies de 

arqueas y seis corresponden a cinco especies de eucariontes, una de las especies de cada dominio con 

dos proteínas reportadas. 

 

La composición de residuos aminoácidos de PCNA a través de los ejemplos es notablemente 

diversa (Fig. 16), y se puede observar que el número promedio de residuos en arqueas (249) es 

menor que en eucariontes (261) en este análisis (Tabla 6). El porcentaje promedio de residuos 

polares en arqueas (19%) es menor que en eucariontes (29%), mientras que el porcentaje de 

residuos no polares parece bastante uniforme (Fig. 17). La proporción de residuos aromáticos 

muestra algunas diferencias claras, con las arqueas presentando los valores extremos (Fig. 17). 

Una secuencia de aminoácidos más corta es una característica que ha sido asociada con 

proteínas más compactas y estables a altas temperaturas,
20,75

 lo cual sugiere entonces una 

mayor estabilidad de la PCNA de arqueas. El número de aminoácidos de la PCNATg (249) y 

su porcentaje de residuos polares (19%) se encuentran justo en los valores promedio de las 

arqueas analizadas. 
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Figura 16. Secuencia, estructura y composición de aminoácidos de PCNA. Se muestra el alineamiento 

múltiple de secuencias (A), indicando en la parte superior los pocos residuos aminoácidos 

completamente conservados (códigos de letra rojos), y el diagrama de cintas de la superposición 

estructural (B) realizados empleando UCSF Chimera, así como también se representa la composición 

de residuos aminoácidos de 12 proteínas PCNA (C), seis corresponden a cinco especies de arqueas y 

seis corresponden a cinco especies de eucariontes, una de las especies de cada dominio con dos 

proteínas reportadas. 
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Tabla 7. Identidad de secuencias de las proteínas PCNA contempladas en el análisis bioinformático. 

PCNA Tg Tk1 Tk2 Pf Af Hv Sc At1 At2 Lv Dm Hs 

Hs 27 27 21 25 24 25 36 65 66 74 71 100 

Dm 25 26 20 25 21 22 36 62 62 81 100  

Lv 25 26 21 24 22 23 39 66 67 100   

At2 22 23 19 23 24 26 40 97 100    

At1 23 24 19 23 24 26 40 100     

Sc 29 28 25 29 22 20 100      

Hv 33 34 29 34 37 100       

Af 30 29 27 29 100        

Pf 83 84 53 100         

Tk2 54 55 100          

Tk1 92 100           

Tg 100            

 

Arqueas  Eucariontes  

Tg: T. gammatolerans Pf: P. furiosus Sc: S. cerevisiae Lv: L. vannamei 

Tk1: T. kodakarensis 1 Af: A. fulgidus At1: A. thaliana 1 Dm: D. melanogaster 

Tk2: T. kodakarensis 2 Hv: H. volcanii At2: A. thaliana 2 Hs: H. sapiens 

 

La identidad (%) entre pares de secuencias de aminoácidos de 12 proteínas PCNA, seis corresponden a 

cinco especies de arqueas y seis corresponden a cinco especies de eucariontes, una de las especies de 

cada dominio con dos proteínas reportadas. 

Tabla 8. RMSD entre estructuras de las proteínas PCNA contempladas en el análisis bioinformático. 

PCNA Tg Tk1 Tk2 Pf Af Hv Sc At1 At2 Lv Dm Hs 

Hs 1.19 1.21 1.26 1.27 1.52 1.53 0.98 0.80 0.78 0.78 0.88 - 

Dm 1.23 1.44 1.43 1.43 1.60 1.63 1.22 0.87 0.83 0.55 -  

Lv 1.27 1.41 1.42 1.43 1.58 1.66 1.12 0.85 0.83 -   

At2 1.30 1.50 1.47 1.52 1.69 1.63 1.04 0.28 -    

At1 1.37 1.55 1.50 1.59 1.76 1.69 1.08 -     

Sc 1.45 1.46 1.56 1.52 1.76 1.72 -      

Hv 1.17 1.37 1.24 1.25 1.28 -       

Af 1.29 1.38 1.43 1.28 -        

Pf 0.77 0.40 0.88 -         

Tk2 0.92 0.96 -          

Tk1 0.81 -           

Tg -            

 

Arqueas  Eucariontes  

Tg: T. gammatolerans Pf: P. furiosus Sc: S. cerevisiae Lv: L. vannamei 

Tk1: T. kodakarensis 1 Af: A. fulgidus At1: A. thaliana 1 Dm: D. melanogaster 

Tk2: T. kodakarensis 2 Hv: H. volcanii At2: A. thaliana 2 Hs: H. sapiens 

 

El RMSD (Å) entre pares de estructuras cristalinas (cadena A) de 12 proteínas PCNA, seis 

corresponden a cinco especies de arqueas y seis corresponden a cinco especies de eucariontes, una de 

las especies de cada dominio con dos proteínas reportadas. 
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Figura 17. Composición de aminoácidos de PCNA. La composición de residuos aminoácidos de 12 

proteínas PCNA se representa de acuerdo con una clasificación general de aminoácidos: polar (A), no 

polar (B), cargado + (C), cargado – (D), cargado (E) y aromático (F). 
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El porcentaje promedio de residuos con carga positiva en arqueas es mayor que en 

eucariontes, aun cuando un arquea (halófilo) muestra el menor porcentaje (Fig. 17). Además, 

el porcentaje promedio de residuos con carga negativa en arqueas es mayor que en 

eucariontes, con las proteínas PCNATg y PCNA-1 de Thermococcus kodakarensis (PCNATk1) 

mostrando el mayor porcentaje (22%). Consecuentemente, el porcentaje promedio de residuos 

cargados totales en arqueas (32%) es mayor que en eucariontes (27%), con la PCNATg 

presentando el mayor porcentaje (35%). Este patrón de intercambio se encuentra reportado en 

la literatura, un patrón según el cual las proteínas de organismos termófilos muestran 

tendencia a tener menor proporción de residuos polares, a cambio de mayor proporción de 

residuos cargados, los cuales permiten formar interacciones electrostáticas que brindan mayor 

estabilidad a las altas temperaturas en las que dichos organismos prosperan.
20,75,76,77 

Examinando con detalle la proporción de residuos con carga negativa en la PCNA analizada 

(Fig. 18), resulta interesante que en eucariontes el porcentaje promedio de glutamato es casi 

equivalente al de aspartato (8%), mientras que en arqueas el porcentaje promedio de glutamato 

(12.0%) es mayor que el de aspartato (7.7%), aun cuando un arquea (halófilo) muestra una 

tendencia inversa. El mayor porcentaje de glutamato con valores casi iguales lo presentan las 

proteínas PCNATg y PCNATk1 (15%), si bien el porcentaje de aspartato en la PCNATg (7.2%) 

es un poco mayor que en la PCNATk1 (6.4%), y por lo tanto el porcentaje de residuos con 

carga negativa en la PCNATg es ligeramente mayor que en la PCNATk1. De acuerdo con 

resultados publicados, entre los residuos con carga negativa, las proteínas de organismos 

termófilos muestran tendencia a tener mayor proporción de glutamato que aspartato,
20,75

 una 

característica que parece favorecer su estabilidad.
78,79 

Otro detalle interesante es la escasa presencia de cisteínas y triptófanos en la PCNA analizada 

(Fig. 16), entre las cuales la PCNATg carece de cisteínas y triptófanos. La cisteína es un 

aminoácido susceptible a sufrir oxidación a altas temperaturas y por lo tanto se encuentra con 

menor frecuencia en proteínas de organismos termófilos,
20,75

 además de que es conocido que 

los puentes disulfuro son especialmente sensibles al daño por radiación.
30,31,32,33

 La ausencia 

de cisteínas en la PCNATg podría ser entonces no solo una ventaja a altas temperaturas sino 

también frente al daño por radiación. 
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Figura 18. Proporción de residuos con carga negativa en PCNA. Se representa la proporción de 

residuos con carga negativa (Asp y Glu) en la PCNA contemplada en el análisis bioinformático (A), así 

como también en la PCNA de cuatro especies de arqueas radiorresistentes (B), indicando los 

porcentajes promedio en arqueas (líneas punteadas rojas, panel A: Asp 7.7% y Glu 12.0%, panel B: 

Asp 6.9% y Glu 14.3%) y eucariontes (línea punteada azul, panel A: Asp-Glu 8%). 

 

El número de puentes de hidrógeno calculado para los 12 trímeros PCNA es bastante 

uniforme, mientras que el número de puentes de hidrógeno intermoleculares muestra algunas 

variaciones claras, con el mismo eucarionte presentando el valor más bajo en ambos casos 

(Fig. 19). El número de interacciones catión-π calculado para los 12 trímeros PCNA es 

bastante variable, especialmente entre las arqueas, una de las cuales posee el mayor número, 

en tanto que un arquea y un eucarionte no tienen este tipo de interacción (Fig. 19), además de 

que ningún trímero PCNA posee interacciones catión-π intermoleculares. La carga neta para 

los 12 trímeros PCNA es negativa (pI teórico acídico), aunque algunas arqueas presentan 

valores muy negativos (Fig. 19). 
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Figura 19. Interacciones moleculares y carga neta de PCNA. Se representan los números de puentes de 

hidrógeno (A, B), puentes salinos (C, D) e interacciones catión-π (E) determinados empleando UCSF 

Chimera, VMD y CaPTURE respectivamente, así como la carga neta (F) de 12 trímeros PCNA. 
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Parece razonable que la PCNA del arquea (halófilo) con el menor porcentaje de residuos con 

carga positiva (la mayor carga neta negativa) no tenga interacciones catión-π (Figs. 17 y 19). 

También parece razonable que el número de interacciones catión-π muestre concordancia con 

el número de residuos aromáticos, ya que la PCNA de arqueas con la mayor presencia o 

ausencia de este tipo de interacción, también poseen la mayor o menor proporción de residuos 

aromáticos respectivamente (Figs. 17 y 19). 

Si bien el número de puentes salinos calculado para los 12 trímeros PCNA no muestra una 

tendencia clara, el número promedio en arqueas (27) es mayor que en eucariontes (18), 

además de que todos los trímeros PCNA de arqueas tienen puentes salinos intermoleculares 

(Fig. 19). El mayor número de puentes salinos intermoleculares lo comparten los trímeros 

PCNATg y PCNATk1 (12), mientras que solamente los trímeros PCNA de dos eucariontes 

poseen puentes salinos intermoleculares, por lo que en efecto el número promedio en arqueas 

es mayor que en eucariontes. Se ha propuesto que las proteínas termófilas tienden a tener más 

puentes salinos que las proteínas mesófilas, un resultado que concuerda con el patrón de 

intercambio ya mencionado en el que una mayor proporción de residuos cargados, a expensas 

de residuos polares, favorece la formación de interacciones electrostáticas,
20,75,76,77

 lo cual 

resultaría en mayor estabilidad estructural de los trímeros PCNA de arqueas. 

La PCNATg tiene un número de aminoácidos (249) y un porcentaje de residuos polares (19%) 

justo en los valores promedio de las arqueas analizadas. Sin embargo, cabe señalar que tiene el 

mayor porcentaje de residuos cargados (35%), mayoritariamente residuos con carga negativa 

(22%), con una proporción de glutamato (15%) más del doble que aspartato (7%), una carga 

neta negativa muy alta, carencia de cisteínas y triptófanos, además de un alto número de 

puentes salinos en el trímero (intra e intermoleculares). Las características descritas respaldan 

una mayor estabilidad estructural de la PCNA de arqueas y sugieren que la PCNATg es la 

proteína más estable entre los ejemplos de este análisis (Fig. 20). 

 

 

 



40 

 

 

Figura 20. Estructura de la proteína PCNATg con residuos cargados. Se muestra un diagrama de cintas 

de la estructura molecular del homotrímero de la proteína PCNATg realizado empleando UCSF 

Chimera (PDB 7N5I), representando en cada protómero (amarillo, cian, rosa) con modelos de barras y 

esferas los residuos aminoácidos con carga negativa (rojo) y positiva (azul). 

 

5.4. Arqueas Radiorresistentes 

Además de T. gammatolerans,
14,15,16

 es conocido que otras arqueas hipertermófilas de los 

géneros Thermococcus (T. radiotolerans, T. marinus, T. stetteri) y Pyrococcus (P. furiosus, P. 

abyssi) también pueden resistir altos niveles de radiación ionizante.
80,81,82,83

 No obstante, solo 

se encuentran reportadas las secuencias PCNA de T. radiotolerans, P. furiosus y P. abyssi,
55

 

entre las cuales la estructura PCNA de P. furiosus
40

 ya ha sido contemplada en el análisis 

bioinformático realizado en este estudio (Figs. 16–19, 21). Resulta interesante que la PCNATg 

comparte un alto porcentaje de identidad con las secuencias PCNA de T. radiotolerans (89%), 

P. furiosus (83%) y P. abyssi (82%), así como también el más bajo valor RMSD con la 

estructura PCNA de P. furiosus (0.77 Å). Adicionalmente, estas cuatro proteínas PCNA tienen 

el mismo número de residuos (249) y una composición de aminoácidos similar en la que 

destaca un porcentaje de glutamato mayor que aspartato (Fig. 18), así como también la 

ausencia de cisteínas y triptófanos. 
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Figura 21. Composición de aminoácidos de PCNA de arqueas radiorresistentes. La composición de 

residuos aminoácidos de la PCNA de cuatro especies de arqueas radiorresistentes se representa de 

acuerdo con una clasificación general de aminoácidos: polar (A), no polar (B), cargado + (C), cargado 

– (D), cargado (E) y aromático (F). 
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Aunque los mecanismos moleculares que confieren radiorresistencia no están claros, los 

estudios sugieren que los organismos radiorresistentes requieren sistemas de reparación del 

DNA altamente eficientes,
25,84,85,86

 lo cual les permite enmendar el DNA fragmentado, efecto 

de letales rupturas de doble cadena (DSB) causadas por acumulación sucesiva de rupturas de 

simple cadena (SSB).
87,88

 Se sabe que la susceptibilidad del DNA al daño por radiación es 

similar para distintos tipos celulares, ya que la tasa de DSB en el genoma (DSB/Gy·Mbp) es 

poco variable para diversos organismos, tanto sensibles como resistentes expuestos a radiación 

ionizante (~0.01 DSB/Gy·Mbp), lo cual significa que organismos con genomas pequeños 

sufren menor número de DSB para una dosis de radiación dada, y que la radiorresistencia 

parece estar determinada por su capacidad para preservar la funcionalidad de los sistemas de 

reparación del DNA.
87,88 

 

Figura 22. Mapa del cromosoma de Thermococcus gammatolerans. El genoma de T. gammatolerans se 

encuentra en un único cromosoma circular (~2 Mbp), el cual presenta 2157 secuencias codificantes 

entre las que se indica el locus correspondiente al gen que codifica la proteína PCNA. 

 

Los estudios realizados con arqueas hipertermófilas anaeróbicas (T. gammatolerans, P. 

furiosus, P. abyssi) también sugieren que las proteínas implicadas en sus procesos de 

replicación y reparación del DNA permanecen funcionales después de exposición a radiación 

ionizante, y parecen ser expresadas constitutivamente, además de que estos microorganismos 

tienen genomas relativamente pequeños (~2 Mbp) y no poseen mecanismos específicos de 
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protección del DNA (Fig. 22).
15,81,82

 Adicionalmente, las condiciones de crecimiento 

anaeróbicas pueden aliviar el efecto del oxígeno, lo cual implica bajos niveles de especies 

reactivas de oxígeno (ROS) producto de la radiólisis del agua, y por lo tanto menos daño 

oxidativo inducido por la radiación ionizante (Fig. 23).
83

 Los mecanismos involucrados en 

mantener la integridad y estabilidad del DNA frente al daño causado por estrés oxidativo a 

altas temperaturas son determinantes en la supervivencia,
83

 y por lo tanto la radiorresistencia 

que muestran las arqueas hipertermófilas podría ser consecuencia de la adaptación de la vida a 

altas temperaturas.
25,84,85,86 

1). H2O → OH• + H
+
 + e

-
aq 

2). H
+
 + e

-
aq → H• 

3). H• + H• → H2 

4). OH• + OH• → H2O2 

5). H2O2 + OH• → H2O + H
+
 + O2•

-
 

6). H
+
 + O2•

-
 → HO2• 

 7). H• + HO2• → H2O2 

 8). H2O2 + e
-
aq → OH• + OH

-
 

 9). OH• + HO2• → H2O + O2 

10). O2 + e
-
aq → O2•

-
 

11). H• + OH• → H2O 

12). H
+
 + OH

-
 → H2O 

 

Figura 23. Reacciones típicas de la radiólisis del agua. La radiación ionizante causa la radiólisis de las 

moléculas de agua (H2O) dando como resultado especies reactivas de oxígeno (ROS) en una cascada 

de reacciones que generan radicales hidroxilo (OH•), perhidroxilo (HO2•) y superóxido (O2•
–
), así 

como también átomos de hidrógeno (H•), protones (H
+
), aniones hidróxido (OH

–
), moléculas de 

hidrógeno (H2), oxígeno (O2), peróxido de hidrógeno (H2O2) y electrones hidratados (e
–

aq). 

 

5.5. Matriz Cristalina 

Aunque hay una gran cantidad de reportes acerca de lo que se denominan scavengers,
30,89,90,91

 

moléculas que actúan como “drenadores” y por lo tanto tienen un efecto protector frente a los 

radicales producto de la radiólisis causada por la radiación ionizante, los resultados suelen ser 

contradictorios y las características fisicoquímicas que requieren dichas moléculas parecen ser 

dejadas de lado en la literatura cristalográfica. Los scavengers (p. ej. antioxidantes fenólicos) 

actúan “drenando” radicales de tal manera que ceden los electrones de hidrógenos con baja 

energía de disociación de enlace, lo que facilita la separación del hidrógeno y la formación de 

un nuevo radical, el cual debe ser relativamente estable y conservar su estructura química para 

que logre detener la reacción en cadena (mecanismo de ruptura de cadena),
92

 de lo contrario 

actuaría propagando la reacción en cadena como cualquier otra molécula (Fig. 24). 
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 1). R• + AH → RH + A• 

2). R• + A• → RA 

 

 

Figura 24. Mecanismo de ruptura de cadena de un scavenger. Ante la presencia de un radical (R•), el 

scavenger (AH) cede un átomo de hidrógeno (H) para desactivarlo (RH) y a la vez forma un nuevo 

radical (A•), el cual debe ser relativamente estable para que pueda desactivar otro radical (R•) y logre 

detener la reacción en cadena (RA). 

 

El comportamiento de un cristal PCNATg frente al daño por radiación depende entonces de la 

composición de residuos aminoácidos de la proteína y sus interacciones, así como también de 

los componentes (iones, moléculas) acarreados durante el proceso de cristalización a la matriz 

cristalina. Sin embargo, las condiciones empleadas en el crecimiento y cosecha de los cristales 

PCNATg carecen de componentes que cumplan las características fisicoquímicas de un 

scavenger,
92

 además de que no hay reportes concluyentes de que alguno de los componentes 

usados pueda actuar como tal,
89,90,91

 por lo tanto la secuencia PCNATg parece ser la única 

responsable del comportamiento descrito en este estudio. 

5.6. Alcance Biológico 

Aunque la proteína PCNATg en el arreglo cristalino no se encuentra en la misma condición que 

en una célula, el alto contenido de solvente de estos cristales (53–55%) y las interacciones que 

generan una red 3D de trímeros PCNATg en el cristal podría no estar tan lejos de la 

congestionada red de interacciones moleculares en una célula. También cabe señalar que si 

bien hay reportes de chimeneas hidrotermales submarinas que emiten radiación natural debido 

a la presencia de isotopos radiactivos (
210

Pb, 
210

Po, 
222

Rn),
14

 lo cierto es que los más altos 

niveles de radiación ionizante en la naturaleza están varios órdenes de magnitud debajo de los 

niveles de radiación que T. gammatolerans soporta en condiciones de laboratorio, y mucho 

más debajo aún de los niveles de radiación alcanzados en este estudio estructural. 

Resulta también muy sugerente que la PCNATg tenga un alto porcentaje de residuos con carga 

negativa (22%), con una proporción de glutamato (15%) más del doble que aspartato (7%), los 

cuales son especies químicas altamente oxidadas con la entalpía estándar de formación (ΔHfº) 

más exotérmica entre todos los aminoácidos (Fig. 25),
93

 justo el valor del glutamato más 

exotérmico que el valor del aspartato, residuos que además tienen la capacidad de formar 

puentes salinos, lo cual puede hacerlos aún más estables. La ausencia de triptófano, el 
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aminoácido con el valor menos exotérmico,
93

 aunque no es una característica exclusiva de la 

PCNATg, ni de la PCNA de arqueas radiorresistentes analizadas en este estudio (es el 

aminoácido menos frecuente en proteínas), parece que estos rasgos no han sido seleccionados 

aleatoriamente por la naturaleza. 

 
Figura 25. Entalpía estándar de formación de los aminoácidos. Los valores de entalpía estándar de 

formación (ΔHfº) de los 20 aminoácidos canónicos se grafican en orden ascendente según su potencial 

exotérmico, desde el menos exotérmico (triptófano) hasta el más exotérmico (glutamato). 

 

Según un análisis proteómico reportado, dos proteínas que formarían una enzima glutamato 

deshidrogenasa putativa, la cual está implicada en el metabolismo del glutamato, se 

encuentran entre las tres proteínas más abundantes detectadas en cualquier fase de crecimiento 

de T. gammatolerans.
16

 También se ha reportado que el aspartato y el glutamato se encuentran 

entre los aminoácidos más resistentes a la radiación ionizante, mientras que la cisteína se 

encuentra entre los menos resistentes,
94

 así como también que los residuos aspartato y 

glutamato involucrados en la formación de puentes salinos son menos afectados, e incluso 

pueden ser completamente resistentes al daño por radiación.
37

 Adicionalmente, el glutamato se 

ha propuesto como un dosímetro de radiación γ debido a la estabilidad de los radicales que se 

generan durante su exposición a radiación ionizante.
95
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El estudio estructural de la PCNATg mediante cristalografía de rayos X revela que se trata de 

una proteína con la capacidad intrínseca de resistir altos niveles de radiación ionizante. Dado 

que todas las proteínas disponen esencialmente del mismo repertorio de aminoácidos e 

interacciones, parece estar claro que sus propiedades dependen de un complejo balance de 

estos factores,
20,75,76

 además de que se ha sugerido que la radiorresistencia que muestran las 

arqueas hipertermófilas podría ser consecuencia de la adaptación de la vida a altas 

temperaturas.
25,84,85,86

 Se podría entonces especular que la PCNATg es un ejemplo de 

exaptación, en el cual la evolución molecular seleccionó paulatinamente una particular 

composición de residuos aminoácidos, que le permite a esta proteína mantener su estructura y 

función en las condiciones rigurosas en las cuales próspera T. gammatolerans, como un efecto 

colateral, confiriendo propiedades tales como radiorresistencia. 

6. CONCLUSIÓN 

El estudio estructural mediante cristalografía de rayos X revela que la proteína PCNATg tiene 

la capacidad intrínseca de resistir altos niveles de radiación ionizante, y todas las 

observaciones derivadas del análisis bioinformático sugieren que la evolución molecular 

seleccionó una particular composición de residuos aminoácidos, y su consecuente red de 

interacciones sinérgicas para condiciones extremas, como un efecto colateral, confiriendo 

radiorresistencia a una proteína involucrada en los procesos de replicación y reparación del 

DNA de un microorganismo radiorresistente. 

7. PERSPECTIVA 

Considerando la gran diversidad de secuencia de aminoácidos que presenta la proteína PCNA, 

tendrán que llevarse a cabo estudios estructurales con una proteína que presente composición 

de aminoácidos similar (p. ej. PCNA de P. furiosus), así como también con una proteína que 

presente composición de aminoácidos diferente (p. ej. PCNA de L. vannamei), lo cual 

probablemente permitirá develar el papel que tiene la composición de residuos aminoácidos en 

la estabilidad de la PCNATg frente a la radiación ionizante y arrojará más indicios para 

comprender las características moleculares que confieren radiorresistencia. 
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ANEXOS 

Anexo 1. Tiempo de exposición y dosis de radiación acumulada por los cristales PCNATg. 

 Cristal I Cristal II Cristal III 

Dataset 

(Nº) 

Tiempo 

(min) 

Dosis 

(MGy) 

Tiempo 

(min) 

Dosis 

(MGy) 

Tiempo 

(min) 

Dosis 

(MGy) 

1 6 5.22 6 3.84 6 1.91 

2 24 20.89 12 7.68 12 3.82 

3 30 26.11 18 11.52 18 5.73 

4 48 41.78 24 15.36 24 7.64 

5 54 47.03 30 19.20 30 9.55 

6 72 62.79 36 23.04 36 11.46 

7 78 68.04 42 26.88 42 13.37 

8 96 83.80 48 30.72 48 15.28 

9 102 89.05 54 34.56 54 17.20 

10 120 104.81 60 38.40 60 19.12 

11   66 42.24 66 21.04 

12   72 46.08 72 22.96 

13   78 49.93 78 24.88 

14   84 53.78 84 26.80 

15   90 57.63 90 28.72 

16   96 61.48   

17   102 65.35   

18   108 69.22   

19   114 73.09   

20   120 76.96   

 

El tiempo de exposición y los valores calculados empleando RADDOSE-3D para la dosis de radiación 

acumulada durante la colecta de los datasets de los tres cristales PCNATg. 

 

 

 

 

 

 

 

 



53 

 

Anexo 2. Poder de difracción de los cristales PCNATg. 

 Cristal I Cristal II Cristal III 

Ds Rflx Imean In/I1 Rflx Imean In/I1 Rflx Imean In/I1 

1 92804 370.91 1.00 89165 320.55 1.00 41157 1911.95 1.00 

2 81409 994.76 2.35 76096 314.75 0.84 40075 1823.26 0.93 

3 64589 365.15 0.69 68118 298.83 0.71 38989 1741.30 0.86 

4 64639 866.21 1.63 59531 296.91 0.62 37898 1718.88 0.83 

5 43433 356.51 0.45 52353 295.06 0.54 36889 1654.49 0.78 

6 46031 877.38 1.17 48094 290.70 0.49 36386 1569.03 0.73 

7 36658 306.66 0.33 43263 288.20 0.44 35919 1515.36 0.69 

8 38773 758.99 0.85 40814 272.23 0.39 34932 1484.39 0.66 

9 31589 268.93 0.25 38606 254.78 0.34 34457 1433.55 0.63 

10 34387 677.56 0.68 36466 245.03 0.31 34001 1387.29 0.60 

11    34553 233.29 0.28 33567 1345.66 0.57 

12    33081 215.40 0.25 33066 1311.17 0.55 

13    31727 211.39 0.23 32630 1299.73 0.54 

14    30451 202.61 0.22 31790 1259.48 0.51 

15    29191 192.60 0.20 31393 1211.70 0.48 

16    28038 181.73 0.18    

17    27221 173.58 0.17    

18    26399 165.23 0.15    

19    25398 159.90 0.14    

20    24413 155.61 0.13    

 

El número de reflexiones únicas (Rflx), la intensidad media (Imean) y el poder de difracción (In/I1) 

obtenidos para los datasets (Ds) colectados de los tres cristales PCNATg. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



54 

 

Anexo 3. Parámetros físicos de los datasets colectados del cristal PCNATg I. 

Ds 

(Nº) 

Parámetros de 

celda unitaria (Å | º) 

Volumen 

(Å
3
) 

Expansión 

(%) 

Solvente 

(%) 

Mosaicidad 

(º) 

Resolución 

(Å) 

1 186.62 186.62 63.92 

90 90 120 

1927754 0.00 53.86 0.124 1.95 

2 186.81 186.81 63.98 

90 90 120 

1933720 0.31 54.00 0.148 2.04 

3 187.23 187.23 64.13 

90 90 120 

1946915 0.99 54.31 0.154 2.21 

4 187.28 187.28 64.14 

90 90 120 

1948291 1.07 54.34 0.168 2.21 

5 187.56 187.56 64.24 

90 90 120 

1957188 1.53 54.55 0.169 2.53 

6 187.53 187.53 64.21 

90 90 120 

1955341 1.43 54.51 0.178 2.48 

7 187.75 187.75 64.29 

90 90 120 

1962581 1.81 54.68 0.173 2.68 

8 187.74 187.74 64.24 

90 90 120 

1960669 1.71 54.63 0.180 2.63 

9 187.87 187.87 64.31 

90 90 120 

1965853 1.98 54.75 0.173 2.82 

10 187.87 187.87 64.26 

90 90 120 

1964387 1.90 54.72 0.181 2.74 

 

El número de dataset (N°), parámetros de celda unitaria (Å | °), volumen de celda (Å
3
), expansión de 

celda (%), contenido de solvente (%), mosaicidad (°) y resolución (Å) obtenidos después de indexar, 

integrar y escalar (I/σI > 2) los 10 datasets (grupo espacial P63) colectados del cristal PCNATg I. 
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Anexo 4. Parámetros físicos de los datasets colectados del cristal PCNATg II. 

Ds 

(Nº) 

Parámetros de 

celda unitaria (Å | º) 

Volumen 

(Å
3
) 

Expansión 

(%) 

Solvente 

(%) 

Mosaicidad 

(º) 

Resolución 

(Å) 

1 186.92 186.92 64.03 

90 90 120 

1937459 0.00 54.09 0.146 1.98 

2 187.08 187.08 64.08 

90 90 120 

1942028 0.24 54.20 0.157 2.09 

3 187.15 187.15 64.10 

90 90 120 

1944406 0.36 54.25 0.169 2.17 

4 187.14 187.14 64.09 

90 90 120 

1943677 0.32 54.24 0.177 2.27 

5 187.14 187.14 64.08 

90 90 120 

1943495 0.31 54.23 0.178 2.37 

6 187.26 187.26 64.11 

90 90 120 

1946718 0.48 54.31 0.179 2.44 

7 187.35 187.35 64.12 

90 90 120 

1949221 0.61 54.37 0.181 2.53 

8 187.39 187.39 64.12 

90 90 120 

1950042 0.65 54.39 0.182 2.58 

9 187.41 187.41 64.13 

90 90 120 

1950591 0.68 54.40 0.178 2.63 

10 187.42 187.42 64.13 

90 90 120 

1950760 0.69 54.40 0.177 2.68 

11 187.44 187.44 64.13 

90 90 120 

1951267 0.71 54.41 0.176 2.73 

12 187.46 187.46 64.13 

90 90 120 

1951600 0.73 54.42 0.173 2.77 

13 187.52 187.52 64.14 

90 90 120 

1953071 0.81 54.46 0.174 2.81 

14 187.54 187.54 64.14 

90 90 120 

1953562 0.83 54.47 0.168 2.85 

15 187.54 187.54 64.13 

90 90 120 

1953092 0.81 54.46 0.169 2.89 

16 187.60 187.60 64.13 

90 90 120 

1954648 0.89 54.49 0.165 2.93 

17 187.63 187.63 64.13 

90 90 120 

1955285 0.92 54.51 0.166 2.96 

18 187.61 187.61 64.11 

90 90 120 

1954154 0.86 54.48 0.163 2.99 

19 187.68 187.68 64.12 

90 90 120 

1956033 0.96 54.53 0.164 3.03 

20 187.68 187.68 64.12 

90 90 120 

1955922 0.95 54.52 0.164 3.07 

 

El número de dataset (N°), parámetros de celda unitaria (Å | °), volumen de celda (Å
3
), expansión de 

celda (%), contenido de solvente (%), mosaicidad (°) y resolución (Å) obtenidos después de indexar, 

integrar y escalar (I/σI > 2) los 20 datasets (grupo espacial P63) colectados del cristal PCNATg II. 
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Anexo 5. Parámetros físicos de los datasets colectados del cristal PCNATg III. 

Ds 

(Nº) 

Parámetros de 

celda unitaria (Å | º) 

Volumen 

(Å
3
) 

Expansión 

(%) 

Solvente 

(%) 

Mosaicidad 

(º) 

Resolución 

(Å) 

1 92.62 92.62 63.73 

90 90 120 

473420 0.00 53.03 0.272 2.00 

2 92.70 92.70 63.78 

90 90 120 

474621 0.25 53.15 0.274 2.02 

3 92.75 92.75 63.81 

90 90 120 

475298 0.40 53.21 0.273 2.04 

4 92.80 92.80 63.84 

90 90 120 

476194 0.59 53.30 0.273 2.06 

5 92.84 92.84 63.87 

90 90 120 

476741 0.70 53.35 0.273 2.08 

6 92.88 92.88 63.88 

90 90 120 

477230 0.80 53.40 0.275 2.09 

7 92.91 92.91 63.90 

90 90 120 

477732 0.91 53.45 0.276 2.10 

8 92.94 92.94 63.92 

90 90 120 

478171 1.00 53.49 0.274 2.12 

9 92.96 92.96 63.92 

90 90 120 

478388 1.05 53.52 0.274 2.13 

10 92.97 92.97 63.93 

90 90 120 

478490 1.07 53.53 0.276 2.14 

11 93.00 93.00 63.94 

90 90 120 

478883 1.15 53.56 0.272 2.15 

12 93.00 93.00 63.94 

90 90 120 

478977 1.17 53.57 0.269 2.16 

13 93.02 93.02 63.95 

90 90 120 

479195 1.22 53.59 0.267 2.17 

14 93.04 93.04 63.96 

90 90 120 

479452 1.27 53.62 0.265 2.19 

15 93.06 93.06 63.98 

90 90 120 

479774 1.34 53.65 0.264 2.20 

 

El número de dataset (N°), parámetros de celda unitaria (Å | °), volumen de celda (Å
3
), expansión de 

celda (%), contenido de solvente (%), mosaicidad (°) y resolución (Å) obtenidos después de indexar, 

integrar y escalar (I/σI > 2) los 15 datasets (grupo espacial P3) colectados del cristal PCNATg III. 
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Anexo 6. Caracterización estadística de la distribución general de pérdida de densidad electrónica en 

los cristales PCNATg. 

 Cristal I Cristal II Cristal III 

Ds mean std skew asym mean std skew asym mean std skew asym 

1 - - - - - - - - - - - - 

2 0.83 2.09 3.40 4.46 0.65 1.63 2.49 3.70 0.55 1.75 3.85 2.92 

3 0.17 1.61 3.25 1.42 0.53 1.68 2.78 2.90 0.62 2.02 4.50 3.16 

4 0.48 1.86 3.12 2.45 0.37 1.54 2.71 2.19 0.65 2.13 4.15 3.20 

5 0.15 1.48 2.72 1.38 0.24 1.43 2.53 1.70 0.63 2.15 4.06 3.02 

6 0.46 1.71 2.71 2.46 0.17 1.36 2.47 1.46 0.56 2.07 4.10 2.80 

7 0.14 1.41 2.48 1.36 0.04 1.28 2.32 1.09 0.52 2.00 3.90 2.63 

8 0.40 1.58 2.51 2.27 -0.08 1.21 2.13 0.84 0.52 2.06 3.83 2.59 

9 0.12 1.34 2.20 1.30 -0.18 1.13 1.89 0.66 0.49 2.00 3.82 2.50 

10 0.34 1.51 2.37 2.02 -0.23 1.10 1.83 0.59 0.47 2.01 3.72 2.37 

11     -0.27 1.06 1.63 0.53 0.41 1.90 3.57 2.18 

12     -0.30 1.05 1.52 0.49 0.39 1.87 3.53 2.11 

13     -0.31 1.07 1.47 0.49 0.38 1.89 3.53 2.04 

14     -0.37 1.06 1.32 0.42 0.35 1.83 3.43 1.96 

15     -0.36 1.04 1.33 0.43 0.39 1.88 3.45 2.07 

16     -0.06 1.20 1.74 0.87     

17     -0.04 1.21 1.80 0.92     

18     -0.03 1.20 1.71 0.93     

19     -0.05 1.19 1.61 0.90     

20     -0.02 1.19 1.62 0.95     

 

La media (mean), desviación estándar (std), oblicuidad (skew) y puntuación de asimetría (asym) de la 

distribución general de pérdida de densidad electrónica (valores de Cα-normalized Dneg(atom) métrica) 

en función de la dosis de radiación obtenidas empleando RIDL para los datasets (Ds) colectados de los 

tres cristales PCNATg. 
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Anexo 7. Átomos con mayor pérdida de densidad electrónica en el cristal PCNATg I. 

 

Los átomos con mayor pérdida de densidad electrónica en la estructura correspondiente a la última 

colecta (C5) del cristal PCNATg I, de acuerdo con los cálculos realizados empleando RIDL. 
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Anexo 8. Átomos con mayor pérdida de densidad electrónica en el cristal PCNATg II. 

 

Los átomos con mayor pérdida de densidad electrónica en la estructura correspondiente a la última 

colecta (C20) del cristal PCNATg II, de acuerdo con los cálculos realizados empleando RIDL. 
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Anexo 9. Átomos con mayor pérdida de densidad electrónica en el cristal PCNATg III. 

 

Los átomos con mayor pérdida de densidad electrónica en la estructura correspondiente a la última 

colecta (C15) del cristal PCNATg III, de acuerdo con los cálculos realizados empleando RIDL. 
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Anexo 10. Pérdida de densidad electrónica de los átomos con mayor daño en los cristales PCNATg. 

 Cristal I Cristal II Cristal III 

Ds Asp-Cγ Glu-Cδ Met-Sδ Asp-Cγ Glu-Cδ Met-Sδ Asp-Cγ Glu-Cδ Met-Sδ 

1 - - - - - - - - - 

2 8.18 

(5.60) 

4.14 

(3.24) 

7.10 

(4.29) 

5.56 

(3.74) 

2.83 

(2.43) 

5.18 

(3.40) 

5.88 

(4.93) 

2.79 

(2.69) 

4.09 

(2.53) 

3 6.13 

(4.34) 

2.95 

(2.88) 

3.87 

(2.64) 

6.27 

(4.00) 

3.05 

(2.75) 

5.29 

(3.69) 

7.26 

(6.04) 

3.81 

(3.34) 

5.06 

(3.45) 

4 7.18 

(4.69) 

3.68 

(3.22) 

6.26 

(4.17) 

5.69 

(3.59) 

2.79 

(2.52) 

4.68 

(3.52) 

8.08 

(5.99) 

4.52 

(3.62) 

5.69 

(3.51) 

5 5.32 

(3.52) 

2.63 

(2.41) 

4.70 

(3.24) 

5.12 

(3.27) 

2.44 

(2.35) 

4.33 

(3.18) 

8.31 

(6.04) 

4.46 

(3.70) 

5.60 

(3.55) 

6 6.26 

(3.94) 

3.24 

(2.80) 

6.49 

(4.20) 

4.74 

(3.12) 

2.24 

(2.22) 

4.29 

(3.12) 

8.00 

(5.91) 

4.18 

(3.88) 

5.25 

(3.45) 

7 4.87 

(3.17) 

2.33 

(2.30) 

4.78 

(3.25) 

4.24 

(2.82) 

1.90 

(2.13) 

3.76 

(2.94) 

7.70 

(5.46) 

4.15 

(3.65) 

5.23 

(3.58) 

8 5.57 

(3.35) 

2.88 

(2.48) 

6.32 

(4.06) 

3.76 

(2.69) 

1.56 

(2.04) 

3.38 

(2.65) 

8.14 

(5.52) 

4.25 

(3.75) 

5.34 

(3.49) 

9 4.29 

(2.79) 

2.10 

(2.15) 

4.72 

(3.16) 

3.25 

(2.44) 

1.26 

(1.84) 

2.79 

(2.18) 

7.86 

(5.55) 

4.22 

(3.75) 

4.95 

(3.25) 

10 5.07 

(3.16) 

2.56 

(2.38) 

6.10 

(3.81) 

2.93 

(2.36) 

1.14 

(1.74) 

2.62 

(2.13) 

7.85 

(5.53) 

4.20 

(3.79) 

5.17 

(3.44) 

11    2.59 

(2.07) 

0.96 

(1.67) 

2.42 

(2.00) 

7.45 

(4.96) 

3.98 

(3.57) 

4.88 

(3.25) 

12    2.37 

(1.96) 

0.86 

(1.59) 

2.33 

(1.90) 

7.30 

(4.92) 

3.93 

(3.55) 

4.94 

(3.32) 

13    2.41 

(2.05) 

0.81 

(1.63) 

2.42 

(2.04) 

7.30 

(4.98) 

3.96 

(3.68) 

4.68 

(3.15) 

14    2.07 

(1.94) 

0.63 

(1.54) 

2.00 

(1.92) 

7.02 

(4.85) 

3.81 

(3.49) 

4.65 

(2.93) 

15    2.01 

(1.87) 

0.64 

(1.51) 

2.17 

(1.85) 

7.35 

(4.96) 

3.95 

(3.58) 

5.13 

(3.04) 

16    3.19 

(2.28) 

1.38 

(1.87) 

3.80 

(2.63) 

   

17    3.15 

(2.44) 

1.42 

(1.86) 

3.84 

(2.84) 

   

18    3.05 

(2.34) 

1.38 

(1.85) 

3.58 

(2.69) 

   

19    2.94 

(2.16) 

1.33 

(1.77) 

3.67 

(2.67) 

   

20    2.93 

(2.18) 

1.33 

(1.79) 

3.59 

(2.81) 

   

Global 5.87 

(1.21) 

2.95 

(0.65) 

5.59 

(1.09) 

3.59 

(1.30) 

1.58 

(0.76) 

3.48 

(1.00) 

7.54 

(0.62) 

4.02 

(0.41) 

5.05 

(0.41) 

 

La media (desviación estándar indicada entre paréntesis) de la pérdida de densidad electrónica (valores 

de Cα-normalized Dneg(atom) métrica) en función de la dosis de radiación obtenida empleando RIDL 

para los átomos con mayor daño (Asp-Cγ, Glu-Cδ, Met-Sδ), promediada sobre todos los átomos de cada 

tipo y además promediada a través de todos los datasets (Ds) colectados de los tres cristales PCNATg. 
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Anexo 11. Interacciones iónicas en el trímero PCNATg I. 

 

Las interacciones iónicas (puentes salinos) entre residuos con carga negativa (Asp, Glu) y positiva 

(Lys, Arg) determinadas empleando NCONT (d ≤ 3.2 Å) para el trímero PCNATg correspondiente al 

cristal I (colecta C1). 
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Anexo 12. Interacciones iónicas en el trímero PCNATg II. 

 

Las interacciones iónicas (puentes salinos) entre residuos con carga negativa (Asp, Glu) y positiva 

(Lys, Arg) determinadas empleando NCONT (d ≤ 3.2 Å) para el trímero PCNATg correspondiente al 

cristal II (colecta C1). 
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Anexo 13. Interacciones iónicas en el trímero PCNATg III. 

 

Las interacciones iónicas (puentes salinos) entre residuos con carga negativa (Asp, Glu) y positiva 

(Lys, Arg) determinadas empleando NCONT (d ≤ 3.2 Å) para el trímero PCNATg correspondiente al 

cristal III (colecta C1). 
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Anexo 14. Artículo publicado en la revista Proteins: Structure, Function, and Bioinformatics. 

PCNA from Thermococcus gammatolerans: A protein involved in chromosomal DNA metabolism 

intrinsically resistant at high levels of ionizing radiation 

Yerli Marín-Tovar, Hugo Serrano-Posada, Adelaida Díaz-Vilchis, Enrique Rudiño-Piñera. 

Abstract 

Proliferating cell nuclear antigen (PCNA) is an essential protein for cell viability in archaea and 

eukarya, since it is involved in DNA replication and repair. In order to obtain insights regarding the 

characteristics that confer radioresistance, the structural study of the PCNA from Thermococcus 

gammatolerans (PCNATg) in a gradient of ionizing radiation by X-ray crystallography was carried out, 

together with a bioinformatic analysis of homotrimeric PCNA structures, their sequences, and their 

molecular interactions. The results obtained from the datasets and the accumulated radiation dose for 

the last collection from three crystals revealed moderate and localized damage, since even with the loss 

of resolution, the electron density map corresponding to the last collection allowed to build the whole 

structure. Attempting to understand this behavior, multiple sequence alignments, and structural 

superpositions were performed, revealing that PCNA is a protein with a poorly conserved sequence, 

but with a highly conserved structure. The PCNATg presented the highest percentage of charged 

residues, mostly negatively charged, with a proportion of glutamate more than double aspartate, lack of 

cysteines and tryptophan, besides a high number of salt bridges. The structural study by X-ray 

crystallography reveals that the PCNATg has the intrinsic ability to resist high levels of ionizing 

radiation, and the bioinformatic analysis suggests that molecular evolution selected a particular 

composition of amino acid residues, and their consequent network of synergistic interactions for 

extreme conditions, as a collateral effect, conferring radioresistance to a protein involved in the 

chromosomal DNA metabolism of a radioresistant microorganism. 

Keywords: DNA sliding clamp, ionizing radiation, PCNA, radiation damage, radioresistance, 

Thermococcus gammatolerans. 

https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/prot.26346 
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