DESARROLLADO POR : Lucia B.CHEMES, GABRIEL IGLESIAS Y ROSANA ROTA

TUTORIAL : USO DE LA BASE DE DATOS RCSB PDB Y VISUALIZACION DE MOLECULAS BIOLOGICAS
USANDO EL PROGRAMA AVOGADRO

En este tutorial aprenderemos a buscar estructuras en la base de datos RCSB PDB y a
visualizar diferentes moléculas bioldgicas, viendo como el programa Avogadro nos puede
ayudar a visualizar su estructura tridimensional y algunas de sus propiedades.

PARTE I: El repositorio de estructuras tridimension ales RCSB PDB

Existe una base de datos, llamada RCSB PDB (RCSB Protein Data Bank). En esta pagina
web se pueden encontrar estructuras de muchisimas proteinas, ADN, ARN y otras
estructuras como capsides virales. Estas estructuras fueron obtenidas por diferentes
grupos de investigacion, y se encuentran disponibles al publico. Cada molécula se
identifica por un cadigo de 4 letras/numeros. La direccion para acceder es:

http://www.pdb.org/pdb/home/home.do

Actividad 1: Obtener el archivo de una estructura d e ADN conocida del RCSB PDB
(cédigo 1BNA).

Acceda a la pagina y tipee el codigo 1BNA. Para ello, tipee en la ventana de busqueda el
cédigo correspondiente. Descargue el archivo denominado "PDB file" en formato texto.
Este archivo tiene extension .pdb y es el que vamos a abrir en el programa Avogadro.
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Actividad 2: Obtener el archivo de la estructura de la insulina humana del RCSB
PDB sin conocer el codigo. Si uno no conoce un coédigo, pero desea por ejemplo
obtener la estructura de la insulina humana, puede hacer una busqueda por palabras
clave en la ventana de busqueda. Pruebe hacer e

sto y obtener una estrcutura de la insulina humana. Comience tipeando la palabra "insulin”
en la ventana de busqueda. Qué ocurre? Cuantas estructuras o "hits" aparecen?
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Como podemos acotar la busqueda para obtener la estructura deseada? Explore las
herramientas para refinar la basqueda: intente seleccionar el organismo "homo sapiens".
cuantos "hits" tiene ahora? Ahora restrinja a las estructuras de mejor resolucion
seleccionando "less than 1.5" dentro de la opcién "X-Ray resolution". Asi la biusqueda se
reduce a unas pocas estructuras (11) de las cuales las primeras tres corresponden a la
insulina humana (por ejemplo la primera: cédigo 4EY1). Seleccione esta estructura
cliqgueando en el titulo "Human Insulin” de esta estructura y descarguen el archivo "PDB
file" (extension .txt) correspondiente como se explicé en la Actividad 1.
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De este modo, podemos utilizar esta base de datos para buscar estructuras de muchas
moléculas bioldgicas, incluyendo proteinas, ADN, ARN, drogas y toxinas, entre otras.
Existen actualmente 76.669 estructuras depositadas en la base de datos, y se pueden
encontrar muchas cosas interesantes, busquenlas!
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PARTE II: Uso del programa Avogadro para visualizar macromolé  culas biolégicas
En esta parte del tutorial, vamos a trabajar con archivos .pdb obtenidos del RCSB PDB.
A- MIRANDO ADN

Introduccion

El ADN (&cido desoxi-ribonucleico) es una molécula formada por muchas unidades de
"ladrillos” llamados nucledsidos-fosfato. Es decir, que el ADN es un polimero de
nucleotidos. Existen cuatro tipos de nucledtidos, y en la figura de la izquierda se ve la
estructura cada uno. Cada nucledsido-fosfato se compone de una base nitrogenada, un
azucar y un fosfato. Hay cuatro tipos de bases en el ADN (ver figura). En la figura de la
derecha se observa la organizacion de estas unidades en la molécula de ADN.
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El "apareamiento de bases" es fundamental para la transmisién del codigo genético desde
el ADN al ARN, miremos en mas detalle como ocurre este apareamiento:
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En la primera figura, reconocer en la molécula de ADN de la derecha las unidades de
nucleosidos-fostato. De cuantas hebras se compone el ADN? Como estan unidas estas
dos hebras? En la segunda figura, observar los apareamientos de bases. Qué uniones se
establecen? En qué se diferencian los dos apareamientos?

Ahora, vamos a intentar relacionar estos esquemas con una estructura real de un
fragmento de ADN que visualizaremos en Avogadro.
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Actividad 3: Abrir el archivo descargado (1BNA) en el programa Avogadro

Para abrir el archivo descargado en el programa Avogadro, ir a la pestafia Archivo/Abrir, y
alli buscar el archivo 1BNA en su computadora. Al seleccionarlo, se abrira la estructura en
la ventana del programa.

También podemos obtener el archivo de ADN 1BNA dire  ctamente desde el programa
Avogadro.

Una alternativa para importar un archivo del PDB de cdédigo conocido es hacerlo
directamente desde la ventana del programa Avogadro. Para ello, abra el programa y siga
los comandos Archivo/Importar/Buscar del PDB...Alli se abre una ventana para ingresar el
cédigo PDB:

Ingresando el cédigo deseado, y tipeando "OK", Avogadro importa directamente el archivo
a la ventana del programa.

ADN cdédigo 1BNA: Informacién de la molécula en la pagina de RCSB PDB
Secuencia: 5-CGCGAATTCGCG-3'
Cadenas: A,B

Preguntas : cuantas unidades componen cada hebra o molécula de ADN?
Cuantas hebras de ADN componen la estructura que vemos?
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Actividad 4: Visualizar la molécula de ADN.

Exploren los diferentes modos de representacion de la ventana de la izquierda. Cuales
funcionan? Alguno de estos modos nos permiten visualizar las bases nitrogenadas?
Prueben de usar el "mouse" para rotar y trasladar la molécula. Mirando la estructura,
respondan las siguientes preguntas:

1- Elija el modo de representacion "Ball and Stick". Qué son las moléculas rojas que
flotan” en torno a la estructura del ADN? Para removerlas, vaya al menu "Seleccionar”,
elija "seleccionar solvente" y luego en "Edicion" seleccione "cortar". Asi se remueven las
moléculas de agua asociadas a la estructura.

2- Es "plana” la molécula de ADN, como se esquematiza en la figura? Qué forma tiene?
En qué regién se ubican las bases nitrogenadas?

3- Mirando la figura de la introduccion, identificar un nucledsido-fosfato en esta estructura,
y un apareamiento de bases. Qué parte cambia de una unidad a otra? Puede distinguir los
cuatro elementos del cédigo ACTG?

4- Entonces, En qué parte de la molécula de ADN esta contenido el "cédigo genético"?
Pueden identificar el extremo 5' de cada hebra de ADN y leer su secuencia en la
estructura?

B- MIRANDO ARN

Repetimos el mismo procedimiento anterior pero ahora con una molécula de ARN.
Usamos el cédigo PDB 4TNA, que corresponde a un ARN de transferencia que carga el
aminoacido fenilalanina de la levadura S. cerevisiae (levadura de la cerveza). Este ARN
tiene 76 nucledtidos de longitud.

En ARN tiene, en vez de Timidina, otra base llamada Uracilo, que se aparea con la
Adenina. Su estructura y el apareamiento con adenina se muestran a continuacion:

Adenina Uracilo

HNN._H % A
A A

ribosa
ribosa

Actividad 5: Responda las siguientes preguntas:

1-Pueden reconocer una base Uracilo dentro de este ARN?
2- Como es la estructura en comparacion con la del ADN? Qué funciéon cumplen los ARN
de transferencia?



MIRANDO PROTEINAS

Vamos a hacer una primera mirada a las proteinas usando el programa Avogadro. Otros
programas gratuitos como el Swiss PDB Viewer también pueden usarse para mirar
estructuras de proteinas en una etapa mas avanzada, pero nos introducimos a ellas
usando el programa Avogadro.

Las proteinas estan formadas por aminoacidos, de los cuales existen 20 clases. Los
aminoacidos se unen mediante el enlace peptidico en forma de cadenas polipeptidicas, y
estas cadenas adquieren a su vez una estructura regular de dos tipos, llamadas hélices
alfa y laminas beta.

R coo-

aminoacido

cadena polipeptidica
secuencia primaria

Estructura secundaria

hélices alfa laminas beta

Actividad 6: Estructura secundaria. Abran las estructuras 3S8W y 1E84. En qué se
diferencian estas dos estructuras? Identifique los elementos de estructura secundaria en
estas proteinas. Prueben diferentes modos de representacion.

Estos elementos de estructura secundaria, a su vez se organizan en el espacio para
formar la estructura terciaria "plegada” de la proteina. Finalmente, varias cadenas
plegadas pueden asociarse formando estructuras mayores.



Estructura terciaria y cuaternaria: diversidad de estructuras de proteinas

Actividad 7 :

Estructura cuaternaria. Abran la estructura de la insulina humana, buscada en la
actividad 2 (Archivo 4EY1). Elija la representacion "Ribbon" o "Cintas". Cuantas cadenas
polipeptidicas componen la insulina humana? Qué elementos de estructura secundaria
reconocen en ella?

Puentes de hidrégeno. Utilizando el modo "Wireframe", seleccione mostrar los puentes
de hidrégeno en el menu de tipos de representacion (menu izquierdo). Con el ratén o
"mouse"” amplie la estructura hasta poder visualizar los puentes de hidrogeno (lineas
punteadas en amarillo). Ahora, seleccione también la representacion en "cintas". Esto
marca el esqueleto carbonado o cadena principal. Puede encontrar puentes de hidrégeno
entre atomos de la cadena principal que ayudan a mantener la estructura terciaria? Puede
encontrar puentes de hidrogeno que involucren a cadenas laterales?

CODIGOS PDB QUE USAMOS EN ESTE TUTORIAL
1BNA: Dodecamero de ADN

ATNA: Molécula de ARN de transferencia

3S8W: Toxina de la bacteria streptomyces, clase todo-beta
1E84: Citocromo C, clase todo-alfa

4EY1: Insulina humana



RECURSOS EDUCATIVOS RECOMENDADOS

Les pasamos la informacién de algunos recursos de libros educativos, que se encuentran
en todas las bibliotecas de colegios secundarios, publicados por el Instituto Nacional de
educacion técnica (INET) dependiente del Ministerio de Educacion de la Nacion:

Libro sobre estructura de proteinas:
http://www.inet.edu.ar/programas/capacitacion/materiales/nuevos/proteinas.htmi

Aqui, pueden encontrar material interesante que puede combinarse para ensefiar a
visualizar y entender diferentes propiedades de proteinas, con muchos ejemplos e ideas
de ejercicios que se pueden hacer en clase.

Libro sobre biologia molecular:
http://www.inet.edu.ar/programas/capacitacion/materiales/nuevos/bio_logia_molecular.html

Recursos del portal Educ.ar
Videos:

ADN. Capitulo 7 de la serie Explora.Ciencias.
http://www.educ.ar/recursos/ver?rec id=106154

Infografias

Estructura del ADN
http://aportes.educ.ar/biologia/nucleo-teorico/estado-del-arte/el-libro-de-la-vida-el-
adn/estructura_del adn.php

El dogma central de la biologia
http://aportes.educ.ar/biologia/nucleo-teorico/estado-del-arte/como-se-lee-el-libro-de-la-
vida/el dogma central de la biologi.php

Cuando el dogma no se cumple: el caso de virus y priones
http://aportes.educ.ar/biologia/nucleo-teorico/estado-del-arte/como-se-lee-el-libro-de-la-
vida/cuando el dogma no se cumple e.php

El cddigo genético
http://aportes.educ.ar/biologia/nucleo-teorico/estado-del-arte/el-libro-de-la-vida-el-
adn/el codigo genetico.php

La teoria cinética de los gases:
http://www.educ.ar/sitios/educar/recursos/embebido?id=20104

Gases ideales I:
http://www.educ.ar/sitios/educar/recursos/embebido?id=20077

Gases ideales Il:
http://www.educ.ar/sitios/educar/recursos/embebido?id=20114

Portal de Quimica en aportes Educ.ar
http://aportes.educ.ar/quimica/
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