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Fligura 1. Ca) Representacibn esquemitica de la generacidn

de un momenic magndtico por un nucleoc con spin.
(b)) Posibles orientaciones de un dipolo magnético !
nuclear con spin de 1/72 en un campo magndbtico '
aplicado B. El dipolo magndbtico debe orientarse
a un angulo I respecto al campo. Por 1o tanto,
l1a punta del dipolo debe estar colocada en alguno

- de 1os circulos punteados. El campo magnético B,
se encuentra en direccidn deol eije =. El
movimiento del dipolo magnbtico alrededor del
ctrculo es 1lamado precesidn.

N .
% Change in .
} orientation

.1 when AE ‘
/] is absorbed *




Figura 2. Representacion grafica de la separacion de los
niveles de energia correspondientes a 1las dos
— orientaciones del dipolo magneético mostrado en la
figura:“ip,Yii La - diferencia de eneraoia es
proporcional tanto a m. como a B.

Energy . H

AL = hy = 2m,B,




Figura 3.

Eijemplos de resonancia producida por oscilacion
forzada de sistemas en vibracién. (a) Un péndulo
oscila al ser jalado por una cuerda. (b)) Electron
como ejemplo de oscilador al absorber ondas
electromaanéticas de amplitud E que lo forzanmn a
oscilar al estar unido a una carga positiva.




Figura 4.

Direction of
angular and
magnetic
moment

Movimiento de precesidn de un ndcleo sometido a

un campo magnético comparado con el movimiento de
de un trompo al ser afectado "por 1la

precesion

fuerza gravitacional de la Tierra.

Magnetic field

%

b

Direction of _ |
angular
moment

Gravitational field




Figura Sa
vector

del fendmeno de rmn.
magnetizacion al precesar se esq

dos vectores
transversal y otro en direcci

Sistema

ortogonal

de magnetizacion
El1 vector resultante de 1la

para

en

componentes:

la descripcidn del
el concepto clasico

uematiza teniendo
uno en el plano
on longitudinale.
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Figura S .

FPrincipio basico de rmn (ver texto). Los
nticlecs orientados al azar tienden &a alinearse a

favor de un campo maanético aplicado. Estos
mismos nlucleos 1liberan energia electromagnetica
después de ser exitados con radiacion que

corresponde a su frecuencia de Larmor.

.n



Figura 7.

H,(e) ~ 22,(eq)

Recuperacion del componente en =~ de la magneti—
zacion nmnuclear, hacia el equilibrio, en ausencia

de unr campo magnetico oscilante aplicado
previamente. un pulso de un campo electro—
magnetico al tiempo cero fue usado para reducir
l1a magnetizacidn total a cero. El tiempo T. es
el tiempo requerido para qgque el desplazamiento
del equilibrio se reduzca a i1/e de su valor
inmicial delta ML(0)> a t = O.

o

M (T}~ M (eq) =

=T
A, (0) .

Time




Figura 8.

21,63

Froceso de relajacidn spin—-spin 7. (a) Frece-—
sicon de un momento magnético alrededor del campo
B a la frecuencia de Larmor v = 2m.B/h. En (b)) se
presenta un grupo de nucleos inicialmente en
fase, por lo que sus componentes de magnetizacion
en ¥ son iguales. (c) Después de un tiempo largo
comparado con T =y los nucleos han perdido su
coherencia de fase Y el promedio de los
componentes en x y y de l1la maanetizacion es cero.
(d) Curso temporal del decaimiento del componente
en v de la magnetizacidn,. con el tiempo
especifico 7=. Las oscilaciones suceden a la
frecuencia de Larmor caracteristica v.

(b) (c) -

r= T,

t

(d)




Figura 9.

La sefial del componente en y de magnetizacion
(figura B8d) puede corresponder a uno o varios
nacleos que SsSe encuentren precesando. Para
discernirlos se lleva a cabo una transformada de
Fourier en donde la sefial dependiente del tiempo
se convierte en amn espectro dependiente de
frecuencia.

Rolative Signal Amplitude

Relativa Signal Ampliude
|

SIGNAL SPECTRUM

/

time Oo[. . ) frequency -

A

time (] frequoncy




Corrimientos quimicos del hidréogeno relativas a

tetrametilsilano.

Figura I10.
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Figura 11. Ubicacion de las seflales de ATP, ADFP y fosfato
inorganico en el espectro de Fip—-rmn. Las
seffales fueronm tomadas a una fTuerza magnética de
8.5 T y corresponde a una soluciédn acuosa de un
extracto acido de higado en condiciones normales.
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Figura

2. Espectros secuenciales de = P—rmn de ovarios

perfundidos de rata inmadura tratada con
gonadotrofinas para luteinizcarlos (ver texto) .
Cada espectro consiste de 1024 scans obtenidos
como se describe en el texto. Los espectros ((d)
y (e) fueron obtenidos despues de la adicidn de
adenosina a una concentraciédn de SOYM en el medio

de perfusion. E1x corrimiento quimico del Pi
(fosfato inorganico? indica: en <a) (d) v (e)
pH = 7.4 tanto en el medio como en las celulas;
en (b)) ¥y (c? pH = 7.4 en el medio (Pi™) y &.7 en

las celulas (PiZz). Las intensidades relativas de
Pi y de ATFP respectivamente son: (a) 1.0, 1.0 (b))
.2, 0.7 (< -2, 0.7 (d) 1.0, 0.85 (e) 0.2, 1.0.

Bre

*504M cowosne
W 230
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Figura 13.

Espectro control de =:*P—rmn de higados in

situ
a 1.97T. Las sefMales corresponden as 1.
rMonofosfoesteres (AMP, glucosa-6—fosfato, etc.?)j;
2. Fosfato inorganicos; 3. Difosfoésteres
(fundamentalmente fosfolipidos) s 4.
Fosfocreatinas S.

Fosfato alfa de ATF y ADP; 6.

Fosfato terminal de ATP y ADP3; 7. Fosfato beta de
ATF.

Cppa)
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I4. Espectro de *H-rmn de 4&cido metilmaldnico en

solucicdn de agua deuterada. ta) Muestra de. acido
metilmalonico puro. (b) Muestra de orina de un
paciente con deficiencia de metilmalonil CoA
mutasa (Acidemia Metilmalonica)l.




Figura 1IS. Efecto spin—spin de leos protones del metileno
sobre los protones del metilo (pamnel a) y de los
protones del metilo sobre los protones del
metileno (panel b) del &acido metilmalonico.
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Figura 16 . Ejemplos de secuencias de multipulsos. (a)d
spin—ECHO nomonuclear por doble resonanciag {(b)

DANTE restringidas (c) DEFT 3 d? spin—ECHD
desacoplada y restringida.
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Figura I7. Espectros de *H—rmn de higado de ratédn pre—
perfundido con unmn medio suplementado con  *&FC—-3—
alanina. (a) espectro con spin—ECHO simple con
t = 68 mss (b) espectro obtenido con la secuencia
de 1la figura 16a con irradiacion a& 4.1 ppmgs <)
espectro obtenido con la secuencia de la Tigura
1é6a con irradiacion a 3.75 ppm. Asignaciones en
el texto.

c
B
2.3
.33 x2

3.22

A
T T T T .
3.0 2.0 HO

ppm
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Figura

I8. Espectros de *H-rmn de higado perfundido de

raton. {(a) espectro usando un pulso Nno selectivo
la seffal de agua ha sido reducids con un pulso de
presaturacion de 1 s. El espectro se ha reducido
por un factor de 1/3 respecto a los demas: (b))
espectro con spin—-&£CHO no selectivo. También se
uso un pulso de presaturacion para la sefial de
agua con € = &8 msS. (c) igual Que (b) pero
despues de agregar lactato a una concentracicdon de
10 mM en el medio de perfusion. (b)) La sefal de
lactato se encuentra perfectamente seleccionada
con la secuencia detallada en la fioura 16b. E1
pico esta perfectamente en Tase.




Figura 19

- €a) Espectro de *=C—-rmn mostrando la abundancia

natural de un higado de raton. El espectro fue
obtenido con una secuencia estandar pulso-—
adquisicion (f—adqquirir-descanso) usando un
pulso de %0° y un descanso total de 1 s. E1l
espectro es la suma de 2048 scans. (b)) Espectro
de L=C—rmn editado de un higado de raton
perfundido con *=C-2Z-—acetato. El espectro fue

obternido despues de la perfusidn. El espectro fue
obtenido usando la secuencia DEPT detallada en 1l1la
figura 16c com J(HY = </4, vy es la suma de 2048
scanse adguiridos & una fTrecuencia de repeticion

de 1.5 s. Las asignaciones se dan en 'la figura
20,
a LAJLJM

T —T T T T T Y Y

0 -0 t 1 70 0 50 “D 30 20 ]

PPTY -
3

b -

Ml JuLJJm {

=T T T Y
a0 80 70 &b ki w0 k1 20 -]
PPH .




Figura 20. El1 espectro editado comn DEFT (figura 16c) del

. higado mostrado en la figura 19b. Los tres

- sSubespectros muestran la contribucion de las
resonancias de l1los carbonos de CHs—, CHx~— y CH—
de forma separada. Los subespectros son el
resultade de 2048 scans comn I (H) puesto a /74 vy
3c/4 y 4096 scans con I (H) puesto a /2. Se uso
una frecuencia de repeticion de 1.5 S. Las
asignaciones de las resonancias en el espectro de
CH=s son los carbonos metilénicos de {(con sus
corrimientos quimicos en paréntesis) CHO: colina
(S4.7 PPmM) 3 AC: acetato (24.12 pPpm) s aHE: a—
— hidroxibutirato (22.7 [=3=Y1, DI LAC: lactato
(20.9 ppm)g v ALA: alanina (17.2 ppmd. En el

espectro CH= se muestran los carbonos con dos

hidrogenos de GLLC: glucosa—-Ca (61.5 ppmd aHEB: a-—

hidroxibutirato: GLU: glutamato Cx ¥y Ca (27.8 ppm

v JI4.2 ppm respectivamente): » LIF metilenos de

los lipidos (ZS0.S ppm). Las asignaciones en el
espectro de CH son T —CH. carbono N de los
aminoacidos (SOU-55 ppm); GLC: glucosa Ci tanmto °
(6.8 ppm? como a (PT.Q ppm) . Tambien se
— encuentran las sefiales de las resonancias de
C=_C= de glucosa que <=2 encuentramn entre 70 vy
— 77 ppm.
et ac-c2
1.8 CHa
] -
. cHo gre-ca
I JLAC-C:
i i JALA-C2
5 ) CHz GLc—-ce BHB-C2
N GLU-ca

b

1oy CH

— GLC—Ct

a-CH . -

106 80 BO 70 €0 %0 40 30



Figura

21. Espectros
higado de la figura 19.

muestran la contribucion
separadamente.

de 4096 scans

editados .con spin~ECHO del mismo
_os dos subespectros
de CH/CHx y CH=/q
Los subespectros son el resultado

con una frecuencia de repeticidn de
1.9 s. Las asignaciones se encuentran en ia
figura 20Q.

cHscw,
o ‘J X =\l )

CH,

AA—-...—..—..WL ..}d“»,k

so 7o ' 30 ' 3o o




Figura 22.

Utilizando la secuencia de multipulsos qQue se
encuentra presentada en la figura 168 se pudo
estudiar la sintesis de lactato por higados
perfundidos de raton in vivo. <a) Espectros
temporales de *H-—rmn agrecando piruavato a una
concentracion de 10 mM al medio de perfusion
entre a ¥ b y etanol (S mM) entre h e 1. (b))
Grafica de concentracion de lactato contra tiempo
mostrando la wvelocidad de sintesis de lactato
utilizando como precursor piruvato Y la
estimulacion de la misma por etanol debido al
aumento e NADH citoplasmico que este tltimo
causa en el hicado.

— —
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2
o 4.5 -
=
# <
=
2 LM S
i % 1 m S 30 -
ni 2
R = A g piruvato
e g
abio=—— o 1.5 N
- r —— ] 8
2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 :
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[ 10 20 30 40 50
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Figura 23. Vias metabdlicas de utilizacidn de fructosa y
glicerol por el higado.

FRUCTOSE METABOLISM

k\
FRU?T'T——}F'IP
)

~
ATE ADP

GLYCEROL METABOLISH

ATE - ADP!
k‘ prey
GLY -

=T

>

3
>

-
GLYCOLYSIS

AND/OR

\ .
e} fructokinase GLUCONEDGENESIS

B> qlycerol kinase

c) aldolase

d) a-glycerophosphete dehydrogense
e) triose kinase :

aa FRU: FRUCTOSE

GLY: GLYCEROL

F1P: FRUCTOSE~- 1-PHOSPHATE

«<GP: «-GLYCEROPHOSPHATE

e GAH: GLYCERALDEKYDE

— DHAP: DIHYDROXYACETONE PHOSPHATE



Figura 24 . Espectras de SAPmn
experimentao representativo

fructosa en higados in situ.
presentan en

obtenidos

en un
del

metabolismo de
LLas asignaciones se
la fTigura 13. El tiempo indicado
bajo cada espectro estd en relacidn a la infusion
de fructosa. Debido a gque las sefiales estan muy
traslapadas es dificil

asignar la intensidad
correspondiente.

-5 min

amin

19 min 38 min

81 min



Figura 25

- Espectros diferenciales de =:*F-rmn obtenidos de

los espectros mosttrados en la ficura Z4. Estos
se obtienen al restar el espectro control
{espectro -5 min de la figura 24) de cada uno de
los espectros despues de la infTusion. En estas

condiciones las sefMales positivas son debidas al
aumento del metabolito que le da origen despues
de la infusidn. Concomitantemente las sefales
necativas son [=1=1 a4 disminucidn del metabolito
correspondiente despues de la infusion.

1. AZUCARES FOSFORILADOS
2. FOSFATO INDRGAMICO

5. FOSFATO TERMINAL DEL
ATP Y ADP
& . FOSFATO 1MiclAL DEL
* ATP ¥ ADP .
7 . FOSFATO INTERHEDIO DEL
ATP



. FOSFOMONOESTERES -

g-ATP

Figura 2&6-. Curvas dosis—respuesta y tiempo—respuesta para

la administracion de fructosa de un. experimento
representativo. Las sefales de fosfomonoésteres
(panel superior) corresponden a - los cambiog
especificos de la poza de fructosa—i—-fosfato en
el higado.
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250
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Figura 27 . Curvas dosis—respuesta v tiempo—respuesta para
1a administracion de glicerol: en . un experimento
representativo. Los | cambios : en la sefial de

fosfomonoesteres corresponden principalmente  a

modificaciones en 1a concentracidon hepatica de

*~glicerol fosfato. ) R
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Figura 28

- {a) Curvas tedricas de formacidn y utilizacidn
de F1F v (b) ATF despues de 1la infusion de
fructosa. Se utilizaron las ecuaciones tedricas
reportadas en el texto. La curva sin considerar
la neoformacicon de ATF se presenta como lineas
punteadas (ecuaciones 4a ¥y Sad Y considerando
este factor con lineas continuas (ecuaciones 4b,
S5b v 8).
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Figura 2. ((a)

Curvas teoricas de formacion vy

de AGHF Y [4-9] ATF despues de la inftusiodn de
slicerol. Se utilizaron las ecuaciones teoricas
reportadas en el texto. La curva sin considerar
la neoformacion de ATF se presenta como
punteadas (ecuaciones 4a
este Tactor
Sb vy 9.

utili-acion

lineas
¥y  Sad ¥ considerando
con lineas continuas {ecuacionaes 4b




Figura 30.
clicerocinasa

in wivo.
la informacidn

27a. respectivamente.

presentada en las fTiguras

Curvas de Michaeli<—-Menten para Yructocinasa y

Estas fueron obtenidas de
2bea Yy

t=1



Figura 3.
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dt
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=e-Menten para aldolasa vy AGF
Estas fueron obtenidas
tada en las Tiguras 26a vy

Curvas de Michaeli

deshidrogenasa in vIVO.
de 1la informacidn presen
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Figura 32. Espectros de A=IC—rmn de nigados de raton

perfundidos con 2EFC—3FS—alanina W

S tomado el
espectro &0 min despues de la incorporacion de

- alanina al medio de perfusion. ad Higado
tratado solamente con alanina (control). (b2

Higado suplementado adicionalmente con acetsato no

- marcado (10mM) . (c) Higado suplementado

adiciomalmente con etanol no marcado (10mM) . <d)
Higado suplementadc con etanol (10mMM) ¥y Ttratado
con aminooxiacetato (ZmM) . Las asignaciones se
encuermtran en la misma fTigura.

cLueosk €6
ctutauico €2
Asantieo (2
Auin €2
Aspartico 3
GLumateo (4,
cLTaAice (3
s €3

D: ETANOL + AMINODXIACETATO

i i
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Figura 33. Vias metabolicas relacionadas con los experi-—
mentos mostrados en la figura 3I2

g
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Figura 34. (a) Diagrams de la antena de radiofrecuencaia Yy

ey
4 rrmn
3

su relacion con el hicado expuesto
quirdrgicamente. Las dimensiones se muestran en
la Ticura. Los lobulos anteriores del higado
quedan dentro de los dos pares de vueltas de la
anmtena mientras cue los 1obulos posteriores estan
por abajo del par de abajo de la antena (b2
Diagrama esguematico del circuito de doble
sintonia.

Y—— 15mm ——>

l L

anterior lohes

LIVER
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Figura 3S. Espectros de abundancia
Hicado in situ. (4-D]
se colocd en la antena como estaba

natural de

situ. Los picos adiciomnales en el espectro
provienen de glucosa TfTormada por hidrolisis de

alucdgeno.

200 100
PPM

El mismo higado se extraio v



Frigura 36. Espectros de 3*=C resultantes de la

infusidn de

A=Cc—Z—alanina. <ad Espectro diferencial del
higado intacto In vIvo tomado a 1.9 T. El

espectro es la suma de datos obtenidos durante
0 min de infusidn de alaninma y substrayendo el
resultado de un espectro antes de 1l1la infusisén.
Solo los cambios qQue se llevaron a cabo durante
la infusidn se muestran v se suprime la
abundancia natural Que no se modiTica. El
sistema es similar a la sustraccion mostrada en
las ficuras 24 y 25. Se uso un pulsco de Q0% y una

frecuencia de repeticion de 1.12 S . Las
asignaciones son: 1. clucosa—1las 2. glucosa—1" s
=S. clucosa 2-Ss 4. glucosa—63 S. aclutamato—
alutamina—=23 & aspartato—2; 7. aspartato—3; 8.
metilenos de &cidas grasoss: . alutamato—
alutamina—3; 10. lactato—3: 11. alanina—3Z. (b)
Espectro de *=C a 8.5 T (2048 scans, pulso de
FOe, frecuencia de repeticidn de S.0 s) del

Mtracto &cido del higado después de 20 min de
infusion.




Figura 37.

:fn[lAIIV[ INTENSITY

Cinética
experimento
fiaura 36.

infusion de

de alanina, glucosa y 1lipidos en un
representativo de los descritos en la
ta flecha indica el momento en qQue la
alanina exdgena fue detenida.
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Figura 38. Espectros de *SN-rmn de higados de perfundidos

de raton. Se adiciond el medio de perfusidon con
PSpN—alanina (106 mM) v se registro el espectro dos
thoras después de dicha administracion., tad
Espectro con la adicidn de alamina marcada. (b))

Espectro con alanina y ornitina (2 aM) .
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TABLE 12-2

INFORMATION AE/kecal T = AEM
F i mot~* k
v/s™t A SPECTRAL REGION TYPE OF TRANSITION METHOD OBTAINED A
1K Allernating ..
electric E

107 cm current
104

10 em Radio waves:
10* Long wave

. 10t em N . B R
™M Broadcast Rotation of macr 1 D ic Dipolec moments
band measurcments

10* em . . " .
107 Nuclear oricniations in a NMR Nuclear environments:

10° cm magnztic ficld molecular interaction:

e FM rates of molecular
: 10* cm motions .

e o ESR Environmenis of mole- 1

10 em cules with an unpaired

clectron
. -

100 Microwave Rotations of small molecules Microwave Bond lengths 10 ‘o

1 em o8
10 -

10* um Far infrared Rotation of smallest

molecules
i S TR B 8 3 Bl L0 L Y 3 AN 8 SR TS B 00 i _—

The Elcctromagnetic Spectrum and
Molecular Spectroscopy

SPECTROSCOPIC

1003

1014

WP um

10 um

10" nam

10 am

10 A

10 A

Infrared

Near infrarcd

Red
Visible ligh i\'cllow
lue
Ultraviolet:
Near vltraviolet
Yacuum ultraviolet

X-rays:
Soft x-rays
Hard x.rays
Y-rays

Vibes,
and large molccules

tions of solids, liquids,

Vibrations of small
molecules

Transitions of outer
clectrons

Transitions of inner
clectrons

Transitions within nuclei

Prigi - SN

Raman and
infrarcd

Visible

Uhimwviolet

Xemay

Mossbauer

e

aaesugg g ng

VNI D

L

Force constants 0.1
Interatomic and inter-
molecular interactions

Identir
tunctiona) proups

1o
1ot

Identification of groups
interactions

10°
lonization encrgics
107
Bond dissociation
cnergics
Energies of inner
elecirons:

qualitative analysis

Environment of 3*Fc or
**Sn nuclei




Tabla

rango de frecuencias v

I - Tipos de radiacidn,
lonaitudes de onda correspondientes con el tipo de
transiciones atomicas ¥ moleculares en cada

informacidn molecular obtenida

radiacion y tipo de
en cada rango.
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Tabla 2. Valores de gn e I de wvarios nucleos visibles por
rmn y que son de interés bioldgico.

NMAR

NATURAL FREQUENCY

. ABUNDANCE ARELATIVE tMH2) IN A1

1ISOTOPE SPIN ) 9 L2 SENSITAVITY T FIELD

'*H = 5.585 99.98 1.000 42.57
HID) 1 0.857 0.0156 0.0056 6.5
B e 1.305 . 1.108 0.0159 10.70
N | 0.303 99.64 0.0010 3.08
*F L& 5.257 100.00 0.833 40.05
»p ¥a 2.263 100.00 0.066% 17.23




ESTA TESIS Ko DEBp
SALIR BE L4 BiBLICTECA

cineticas de los

Tabla fc Valores de las constantes
llevados a cabo con fructosa v

experimentos
glicerocl.

ENZYME KINETIC CONSTANMTS

‘Fructose | o . Glycerol - -
kK vo0s : 002
Kk, 0.055 e :
koK —- '0.002 ‘
g 2s S 1ao |
b —as B -70
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Tabla 4. Ecuaciones de Lineweaver—-Burke par las FTiguras
30 y Si.

CLINEVWEAVER-BURKETEQUATIONS:

Fructokinase,

Giycerokinase. 3.98(1/[G1Y+0.002 © r= 0871

Aldolsse 1% = 30101 /[F 1P1+0.005 r=0.887




Tabla S. Relaciones de ios flujos metabolicos de

espectros de la figura 32.

RELACIONES DE LOS PICOS DE L& FIGURA 32
N R E R R NN R A N AR R R AR N R SRR ARE R RS s AN AR A RN SR ESAEEEEEEEERe

CONTROL ACETATO ETAROL ETOH+AOA

B L L L L L L L LT T T R L]

Acetil CoA vs. Oxaloacetato:
GLU C4/GLU C2 0.83 Q.02 —_———— 0.67

Distribucién slearorea mitocondrial: -
GLU C3/GLU C2 0.31 0.48 0.52 1.20

Distribucidén alcatorca mitocondrial + citopldsmica:
ASP C2/ASP C3 0.42 3

Cicio furtil vs. Ciclo de Krebs:

ALA C€C2/GLU C2 0.32 o.o08 0.24 0.67
Ciclo futil vs. gluconeogénesis:

ALA C2/CLC C6 1.0 .25 1.17 2.00
Gluconecugénesis vs., Ciclo de Krebs:

GLC C6/CLU C2 0.32 0.06 0.21 0.34

lLanzaders de malato aspartato vs,., Ciclo de Krebs:
ASP C3/CLU C2 0.41
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