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Introducción 
 
Las proteínas codificadas ribosomalmente están compuestas principalmente de 20 
aminoácidos naturales. Con este pequeño número de piezas, las proteínas son capaces de 
alcanzar una diversidad sorprendente de estructuras, propiedades y funciones. Casi todos 
los aminoácidos presentes en proteínas son L estereoisómeros con excepción de la glicina 
que es aquiral. La forma como están organizados los aminoácidos en las proteínas se ha 
dividido en cuatro niveles estructurales1. A la secuencia de los diferentes aminoácidos de 
una proteína se denomina estructura primaria. Las estructuras generadas por la interacción 
entre los grupos N-H y C=O de la cadena principal estructura definen la estructura 
secundaria. Entre los principales tipos de estructura secundarias presentes en proteínas se 
encuentran las hojas �, los giros � y las hélices �. En las hojas � el patrón de enlaces de 
hidrógeno involucra segmentos extendidos de cadena peptídicas. Los giros �, usualmente 
sólo se ven envueltos 3 o 4 residuos y consisten en un giro formado por la interacción entre 
residuos separados una o dos posiciones. En las hélices � los residuos se organizan de 
manera helicoidal por la interacción consecutiva por enlace de hidrógeno entre el grupo –NH 
de cada residuo i con el grupo C=O de cada residuo i+4. La organización espacial de los 
elementos de estructura secundaria de la cadena polipeptídicas da lugar a la estructura 
terciaria de la proteína. La estructura cuaternaria se refiere a la organización de varias 
cadenas polipeptídicas en un único complejo (Figura 1).  
 
El diseño de proteínas se ha enfocado en obtener complejos pequeños y bien plegados, con 
el objeto de entender los mecanismos que producen la estabilidad de las proteínas. 
Posteriormente, este objetivo se ha ampliado hasta también conferir a las proteínas de 
diseño propiedades y actividades específicas2. Los métodos de síntesis química de péptidos 
y la expresión de proteínas recombinantes han permitido manipular las secuencias 
peptídicas para obtener nuevas proteínas tanto de novo3, como nuevas modificaciones de 
las proteínas naturales4.  
 
El diseño racional de proteínas se basa en el conocimiento detallado de la estructura y 
función de las proteínas para proponer nuevas variantes; no obstante, es necesario el 
conocimiento previo de la estructura tridimensional de la proteína para así manipular la 
secuencia y obtener mejores propiedades o mejor estabilidad. Por ejemplo, la estabilidad 
térmica de la lisozima T4 aumenta 23ºC con respecto a la estructura natural por la 
introducción de tres enlaces disulfuro5. Con la aplicación de métodos de evolución dirigida 
se ha podido ampliar el espectro de posibles estructuras y propiedades. Con esta técnica se 
genera una quimioteca de genes que poseen mutaciones al azar de la proteína de interés, 
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que tras la selección de los individuos con las propiedades deseadas permite amplificar las 
que son de mayor interés6. Recientemente, por medio de esta metodología se ha descrito el 
uso de esta técnica para seleccionar y aislar enzimas capaces de catalizar la unión de dos 
moléculas de ARN7. 
 

Figura 1. La organización estructural de una proteína viene definida por cuatro niveles 

estructurales: estructura primaria, estructura secundaria, estructura terciaria y estructura 

cuaternaria.  

 

 
 
Por otro lado, el diseño de novo8 se basa en la construcción de proteínas de estructura 
tridimensional bien definida con secuencias no relacionadas con las de las proteínas 
naturales. Este término también incluye el diseño de secuencias que podrían adoptar un 
plegamiento determinado sin conocimiento previo de los detalles atómicos de la proteína. La 
ubicación de residuos hidrofóbicos en la secuencia es suficiente para promover un tipo 
determinado de plegamiento, patrones determinados que involucran residuos polares e 
hidrofóbicos, puede llegar a ser suficiente para diseñar quimiotecas de proteínas y obtener 
nuevas proteínas con estructura globular o fibrilar bien definidas9. El diseño de novo también 
se ocupa de la construcción de proteínas simplificadas, compuestas sólo de un pequeño 
conjunto de aminoácidos. Por ejemplo, la sustitución de gran parte de los aminoácidos del 
dominio SH3, el cual es una pequeña proteína con estructura de hoja �, por sólo 
aminoácidos como isoleucina, lisina, ácido glutámico, alanina y glicina, condujo a la 
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obtención de análogos de la proteína con una secuencia simplificada que sólo conservaba 
los residuos del núcleo hidrofóbico10.  
 
A medida que ha aumentado el conocimiento de los mecanismos por los cuales las 
proteínas se organizan estructuralmente, la introducción de algoritmos computacionales en 
el diseño molecular se han ido convirtiendo en un instrumento extremadamente útil en el 
diseño de proteínas estables o con nuevas funciones11. Inicialmente, el diseño totalmente 
automático de una proteína de 28 residuos, con estructura similar al motivo de dedo de 
zinc12. El posterior diseño de haces de hélices estables, para formar controladamente 
dímeros, trímeros o tetrámeros a partir de una secuencia de 33 residuos diseñada de novo13. 
Y más recientemente, el reporte del diseño de novo de un proteína de 93 residuos cuya 
estructura fue diseñada partiendo una topología definida �/� que no ha sido reportada para 
proteínas naturales14.  
 
En la naturaleza las proteínas tienen un gran espectro de funciones muchas veces 
relacionada con la forma en que interacciona con otros elementos. Uno de los desafíos del 
diseño de nuevas proteínas es la introducción de pequeñas moléculas o cofactores dentro 
de su estructura15. La actividad de muchas enzimas esta relacionada con la presencia en 
sus estructuras de moléculas pequeñas, orgánicas o inorgánicas. A este respecto, se han 
diseñado proteínas de novo capaces de unir metales16 o algunas moléculas orgánicas como 
flavinas17 o grupos hemo18.   
 
Otro campo del diseño de proteínas que abre un nuevo panorama de estructuras, 
propiedades y actividades es la incorporación de residuos no comunes en sitios específicos 
de la cadena polipeptídica. Aunque algunos péptidos naturales incorporan en su secuencia 
residuos diferentes a los 20 aminoácidos comunes19, por procesos no ribosomales, estos 
sólo se encuentran en péptidos pequeños y en posiciones puntuales. Entre estas 
modificaciones no ribosomales están la incorporación de aminoácidos D, ácidos 
carboxílicos, residuos N-metilados, así como la adición de anillos heterocíclicos o ácidos 
grasos20. 
 
Recientemente, también se ha logrado incorporar amino ácidos no naturales dentro de 
proteínas producidas por organismos como Escherichia coli, levaduras y células eucariotas 
21-23. Hasta ahora, alrededor de 30 aminoácidos no naturales se han podido introducir en 
proteínas producidas in vivo. No obstante, las modificaciones que se pueden realizar sólo se 
pueden realizar en posiciones puntuales de. La incorporación de aminoácidos D en el diseño 
de proteínas también se ha explorado principalmente cuando afecta posiciones puntuales. 
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Las modificaciones por aminoácidos D se han realizado usando métodos que involucran 
síntesis química24,25 o métodos de ligación química nativa que hacen uso de síntesis química 
y expresión de proteínas26-28. La incorporación de aminoácidos D en forma consecutiva en la 
cadena polipeptídica parcial o totalmente se ha explorado en el diseño de péptidos y sólo en 
algunas proteínas. Estas modificaciones se han realizado mediante síntesis química en el 
caso de péptidos29 y la síntesis total del enantiómero todo-D de la proteasa de VIH-130.  
 
El estudio de las modificaciones realizadas, tanto en proteínas naturales como en el diseño 
de novo, esta motivado por la necesidad de entender como se organizan las proteínas en 
estructuras, que les confieren las propiedades y actividades diversas que presentan en los 
seres vivos. La introducción dentro de la cadenas polipeptídica de otros elementos 
estructurales diferentes a los aminoácidos comunes hace posible ampliar el espacio 
conformacional asequible de las proteínas31-33, y de esta forma llegar a obtener nuevas 
estructuras y propiedades.  
 

Objetivos 

 
A lo largo de los tres capítulos de esta tesis se mostrará el desarrollo de diferentes 
estrategias de diseño aplicadas a la modificación de proteínas o péptidos de origen natural. 
Desde el punto de vista del diseño racional de análogos no naturales que introducen D 
aminoácidos hasta la modificación de dominios naturales a partir una aproximación de 
química combinatoria. Los objetivos de este trabajo que serán desarrollados en los tres 
capítulos siguientes:  
 
1. Evaluación de la influencia del cambio de la quiralidad, tanto total como parcialmente, en 
la actividad y propiedades estructurales del péptido C34, inhibidor de la fusión derivado de 
gp41 de VIH-1. En primer lugar, se plantea evaluar las consecuencias sobre la actividad del 
cambio total de la quiralidad de los residuos de C34, tanto en el enatiómero como en el 
isómero con la secuencia invertida con aminoácidos D (retro-enatiómero). Y en segundo 
lugar, se busca establecer una estrategia para el diseño de péptidos heteroquirales 
derivados de C34, que conserven la capacidad de formar complejos con el fragmento N36 
de gp41 y, por consiguiente, la propiedad de inhibir la fusión viral.  
 
2. Diseñar una quimioteca de péptidos todo-D para identificar péptidos capaces de formar 
complejos heteroquirales no covalentes con una secuencia natural, en este caso se utilizó 
como modelo el fragmento correspondiente al fragmento N-terminal del domino B de la 
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proteína A de s. aureus. 
3. Analizar los efectos, sobre la estructura y la actividad, de mutaciones puntuales en la 
región de la hélice C-terminal (H3) del haz de tres hélices presente en el dominio de B de la 
proteína A de S. aureus. Las mutaciones Ser44Phe Leu47Lys y Ser44Phe Leu47Val se 
realizaron de acuerdo con lo encontrado previamente tras el análisis de la interacción entre 
el péptido correspondiente a las dos primeras hélices del dominio natural (H1-2) y péptidos de 
una quimioteca de análogos de H3

34. El efecto de estas modificaciones se analizó desde dos 
aproximaciones diferentes. Por un lado, la síntesis y caracterización de los dominios 
análogos en forma covalente; y por otro, el estudio de los complejos no covalentes formados 
entre los fragmentos H1-2 y H3 o análogos. 
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