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IV - Fundamentacion

Laasignatura Estructura de Macromol eculas esta ubicada en el primer cuatrimestre del quinto ano de la carrera Licenciatura
en Biologia Molecular. Esta decision se fundamento en el hecho de que los contenidos de la asignatura que describen la
relacion estructura-funcion en macromol ecul as biol ogicas permiten

complementar idealmente los conceptos aprendidos en cursos anteriores.

Laimportancia estrategica de la Biologia Molecular Estructural cuya metodologia principal esla Cristalografia de rayos X en
el desarrollo de la biotecnologiay de las industrias farmaceuticay

guimicaes analizado por Daniel Goldstein en el capitulo tres de su libro Biotecnologia, Universidad y Politicatitulado SIN
CRISTALOGRAFIA DERAYOS X NO HAY BIOTECNOLOGIA POSIBLE. A continuacion transcribo agunas de sus
palabras que ilustran claramente este tema.

"El conocimiento de la arquitectura molecular de las macromoleculas cataliticas e informativas de la
biologia hace posible:

i)Comprenderlos mecanismos quimicos de la accion catalitica de las enzimas y las ribozimas, €l funcionamiento de los acidos
nucleicos auxiliares y las condiciones estructural es que confieren las diversas propiedades fisiologicas alos acidos nucleicos

informacionales.

ii)Modificar macromoleculas para cambiar a voluntad sus funcionesy sus propiedades fisicas, quimicasy hiologicas.
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iii)Inventar nuevas macromol eculas con nuevas funciones

iv) Disenar a medida moleculas capaces de modificar las funciones biologicas de macromol eculas informacionales o
cataliticas especificas.

Como esimposible comprender cabal mente lafuncion de las macromol eculas informacionales y cataliticas sin conocer sus
arquitecturas moleculares, y dadalaimposibilidad de deducirla

apartir de la composicion quimica, la biologia molecular estructural constituye una disciplinafundamental y necesaria para
solucionar todo problema bioguimico."

Es importante destacar que los proyectos de investigacion que se estan desarrollando como consecuenciade la
implementacion de esta asignaturaimplican laresolucion de la estructura

tridimensional de macromoleculasy de sus complejos supramoleculares atraves de la cristalografia de rayos X. Estaes una
especialidad que no existia en nuestro pais siendo la Universidad Nacional de San Luis pionera en su desarrollo.

V - Objetivos/ Resultados de Aprendizaje

El objetivo general de este curso esintroducir 1os principios basicos de Estructura de Macromoleculas biologicas (Proteinas y
Acidos nucleicos)con € proposito de estudiar larelacion estructura-funcion complementando ideal mente |os conceptos
aprendidos en cursos anteriores.

Unido a aprendizaje de conceptos basicos el alumno sera capacitado en conceptos bésicos de programaci én necesarios para
€l dominio de programas de computaci 6n necesarios para el analisis de estructuras.

VI - Contenidos

1)Geometria dela unién peptidica. Fuerzas deinteraccion intra eintermoleculares:

Introduccién. Interacciones, fuerzasy energia. La aproximacion de Born Oppenheimer.

Interacciones coval entes. modelos simplificados de interaccion. Enlace covalente, dngulos de enlace, angulos diedros.
Interacciones no covalentes:. electrostéticas, induccion y dispersion, repulsion, enlace de hidrégeno.

Efecto del solvente e interacciones hidrofébicas. Efecto dieléctrico y efecto hidrofdbico.

Funciones de energia potencial. Miniminizacién de energia. Dinamica molecular.

2) Estructura Primaria.
L os 20 aminoécidos. Propiedades fisicas y quimicas.

3) Estructura Secundariay Supersecundaria

Hélice alfa, hélice 310, hélice pi, fin de hélice( helix cap), dipolos en hélices.

Lamina beta (Beta sheet). Paralelay antiparalela. Torcimientos (beta twists), protuberancias (bulges)

Vueltas (Turns) Inversasy Horquilla beta (Reverse and beta hairpins.

Conformacion de la cadena lateral. Diagrama de Ramachandran

Identificacion de la estructura secundaria:

I dentificacion en estructuras tridimensionales. Diagramas de angulo (angle plots). Uniones puente de Hidrégeno. Diagramas
de distancia.

Identificacion sin la estructura tridimensional . Espectroscopia de dicroismo circular(circular dichroism spectroscopy).
Espectroscopia por resonancia magnético nuclear. Espectroscopia de infrarrojo F T (Trasformada de fourier).
Prediccion de estructura secundaria. A través de homologia, estadisticay estereoquimica.

Estructura Supersecundaria: Introduccién. Horquillas beta de 2 residuos. Esquinas beta (Beta corners) y horquillas de
hélice(helix hairpins). Esquinas alfa (alfa corners) y E-F hand.

Hélice-vuelta-hélice (Helix-turn-helix). Mativos beta-alfa-beta (beta-alfa-beta motifs) Coiled Cail.

Princi pios general es de empaguetamiento de estructura secundaria en proteinas. Introduccion. Empaquetamiento
hélice-hélice. Empaquetamiento sheet-sheet. Empaguetamiento hélice-sheet.

4) Estructuraterciaria.
Introduccién. Clasificacion general de proteinas. Dominios. Proteinas de membrana.Proteinas estructuralesy fibrosas.
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Enzimas. Otras proteinas globulares. Proteinas mosaico. Inmunoglobulinas y otros jemplos.

5)Plegamientos en proteinas (protein folds).

Introducci én. Distintos tipos de plegamiento.

Plegamientos en los cuales |a estructura secundaria es casi exclusivamente alfa. Ejemplos.
Plegamientos beta.

Plegamientos alfa/beta.

Plegamientos alfa+beta.

Proteinas pequefias con enlace disulfuro.

6)Plegamiento y Flexibilidad
Estabilidad de proteinas globulares. Factores cinéticos mas importantes. M ecanismo de plegamiento. Formacion de puentes
disulfuro. Isomerizacién de prolinas. Chaperones. Inherently unstructured proteins (IUP). Metodos.

7) Estructura cuaternaria.

Vision de conjunto. Simetria, jemplos. Insulina como ejemplo de larelacion entre estructuraterciariay cuaternaria.
Estructura cuaternaria de enzimas. enzimas multiméricas y complejos multienziméticos. Grandes agrupaciones: estructuras
fibrosas, estructuras filamentosasy virus.

8) Interacciones en proteinas.

Interacciones proteina-proteina. I nteracciones proteina-acido nucleico. Interacciones de proteinas con otras macromol éculas
biolégicas: Inhibicidn. Regulacion de ADN y proteinas. Hormonas y receptores. Lisis. de polipéptidos, proteinasas aspérticas
como g emplo. De polisacéridos, ejemplo: lisozima. De lipidos. De &cidos ribonucleicos, g emplo: ribonucleasa A. Estructura
de proteinas de membrana: Ejemplos.

Cambios conformacionales: al osterismo. Hemoglobina.

9) M étodos:
Preparacion de proteinas para estudios estructurales: sobre-expresion, solubilizacion, re-plegado, purificacién y cristalizacion
de proteinas. Cristalografia de rayos X. Modelado por homologia.

10) Aplicaciones:
Disefio racional de drogas. Distintos gy emplos. Métodos.
Estabilidad en Proteinas: Proteinas hipertermofilicas. Factores que afectan estabilidad.

VII - Plan de Trabaj os Practicos

Trabajos Précticos de Laboratorio

1)Transformacion de e. coli BL21

2)Expresion de proteinasde T. cruzi

3)Purificacion de una proteina recombinante usando una columna de afinidad. Problemasy andlisis de publicaciones
cientificas relacionadas con esta metodologia. Purificacién de proteinas haciendo uso de aparatos. Tecnicas de Fast protein
liquid cromatography (FPLC) (BIOCAD/SPRINT)

4)Cristalizacion de Proteinas: Cristalizacion de lizozima por € método de fase de vapor por gotas colgantes y metodos batch.
Problemas

Trabajos Précticos de Aula

1)Construccion de elementos de estructura secundaria hélices alfa, beta sheet, etc. usando model os plésticos.
2)Construccion de los distintos tipos de plegamiento usando los modelostipo R.C Garratt.

3)Interpretacion de datos cristal ograficos estructural es en trabajos de investigacion.

4) Técnicas de Computacion:

*Manejo de base de datos de secuenciay estructura.

«Conceptos bésicos de programacién en idioma Fortran 77.

eAlineamiento y Andlisis de Secuencias.
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*Prediccion de estructura Secundaria.

*Maodelado Molecular por Homologia.

*Problemas : Ej. Dada una sequenciax , analizarlay especular acerca de su posible funcién, especificidad, actividad,
estructura, evolucion etc

VI1II - Regimen de Aprobacion

Se propone una eval uacion continua con la posibilidad de Promocion sin examen.
|. Serequiere unaasistencia del 70% alas clases teorico-practicas.

I1. Se realizara una evaluacion continua del alumno atraves de su participacion en clase y mediante seminarios a presentar
por los alumnos.

I11.Aprobacion de eval uaciones parciales escritas con caracter teorico practico en las cuales se usarala modalidad de
preguntas con opcion multiple cuando sea posible.

IV. Para mantener |a condicion de alumno promocional |os parciales deberan ser aprobados con €l 70% en primera instancia.
En caso de que no se alcance este porcentaje en cual quiera de las eval uaciones escritas habra una eval uacion integradora oral
al finalizar el curso que comprenderatodos |os temas evaluados en | os examenes parciales. Esta evaluacion integradora oral
estara

abierta a alumnos que habiendo aprobado con e 70% quieran aumentar su nota.

V. Aprobacion de Trabajos Practicos de Laboratorio, los cuales tienen €l caracter de irrecuperables por sus caracteristicasy €
altisimo costo de los mismos.

V1. Ensayo o investigacion bibliografica sobre temas determinados por € profesor oportunamente que seran presentados
como simposio abierto ala comunidad.

Para alumnos regulares:
Asistencia del 50%

Aprobacion de los parciales con el 40 %
L as recuperaciones serén orales de acuerdo alas ordenanzas vigentes.
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X1 - Resumen de Objetivos

Laimportancia estrategica de la Biologia Molecular Estructural cuya metodologia principal esla

Cristalografiade rayos X en el desarrollo de la biotecnologiay de las industrias farmaceuticay

quimica es analizado por Daniel Goldstein en el capitulo tres de su libro Biotecnologia, Universidad

y Politicatitulado SIN CRISTALOGRAFIA DE RAYOS X NO HAY BIOTECNOLOGIA POSIBLE. A continuacion
transcribo algunas de sus palabras que ilustran claramente este tema.

\"El conocimiento de la arquitectura molecular de las macromoleculas cataliticas e informativas de la
biologia hace posible:

i)Comprenderlos mecanismos quimicos de la accion cataliticade las enzimas'y las ribozimas, €l
funcionamiento de los acidos nucleicos auxiliares y las condiciones estructurales que confieren
las diversas propiedades fisiologicas a los acidos nucleicos informacional es.

ii)Modificar macromoleculas para cambiar a voluntad sus funcionesy sus propiedades fisicas,
guimicasy biologicas.

iii)Inventar nuevas macromoleculas con nuevas funciones

iv) Disenar a medida moleculas capaces de modificar las funciones biologicas de macromoleculas
informacionales o cataliticas especificas.

Como esimposible comprender cabalmente la funcion de las macromoleculas informacionalesy
cataliticas sin conocer sus arquitecturas moleculares, y dadalaimposibilidad de deducirla
apartir de la composicion quimica, la biologia molecular estructural constituye una disciplina
fundamental y necesaria para solucionar todo problema biogquimico.\"

Es importante destacar que los proyectos de investigacion que se estan desarrollando como
consecuencia de laimplementacion de esta asignatura implican la resolucion de la estructura
tridimensional de macromoleculasy de sus complejos supramoleculares atraves de la cristalografia
derayos X. Esta es una especialidad que no existia en nuestro pais siendo la Universidad Nacional
de San Luis pionera en su desarrollo.
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X1l - Resumen del Programa

Fuerzas de interaccion intra e inter moleculares.

Estructura primaria. Propiedades Fisico-quimicas de |os 20 aminoacidos.
Estructura Secundaria. Helices. Lamina beta. Vueltas.

Diagrama de Ramachandran

| dentificacion de la estructura secundaria

Estructura Super-secundaria

Principios general es de empaguetamiento de elementos estructura secundaria en proteinas.
Estructura Terciaria

Tipos de Plegamientos en Proteinas

Estructura Cuaternaria. Virus

Interacciones en Proteinas. Inhibicion

Metodos. Preparacion, cristalizacion y cristalografia de rayos X
Aplicaciones.Diseno racional de drogas

X1 - Imprevistos

X1V - Otros
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