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Introduccién y objetivos

La busqueda de correlaciones entre observables fisicos es una estrategia para explicar
algunos fenémenos. El estudio de las relaciones estructura-funcién de las proteinas constituye
un ejemplo. Las proteinas son biopolimeros que tienen diversas funciones: estructurales,
enzimadticas, reguladoras, hormonales, entre otras. Entonces resulta de gran importancia
determinar la influencia que tiene la estructura tridimensional de la proteina y crear asi, por
mencionar un ejemplo, proteinas “sintéticas” con una funcién especifica.

De esta manera se presentan, en principio, dos problemas a resolver: determinar la funcién
de la proteina y determinar su estructura. Posteriormente faltaria contar con el nimero

suficiente de “problemas” resueltos para comenzar a proponer correlaciones.

El estudio de los péptidos del veneno de alacran ha permitido entre otras cosas determinar
la topologia de canales idnicos [1], o el desarrollo de insecticidas [2]. Por otro lado, se ha
mostrado que el patrén de plegamiento de las toxinas de alacrdn puede ser empleado como
base para crear moléculas cstables con diferentes propiedades biolégicas [3].

En el caso de la determinacién de las estructuras tridimensionales o terciarias de las
proteinas se cuenta con dos metodologias: una que emplea la difraccién de rayos X y otra
que se basa en el uso de espectros de Resonancia Magnética Nuclear (RMN). Mientras que
la técnica de difraccién de Rayos X exige contar con un monocristal de la proteina, la de
RMN permite hacer estudios de la proteina en disolucidn.

A partir de la década de los 80’s la RMN se ha convertido en un método poderoso para
la determinacién de estructuras de macromoléculas biolégicas en disolucién debido a tres
razones principalmente:

1. Desarrollo de experimentos en 2 y 3 dimensiones que permiten distinguir correlaciones
entre nicleos cuyas senales se encuentran traslapadas en espectros de una dimensién;

2. Disponibilidad de magnetos de alto campo (500 y 600 MHz) que permite la fabricacién

de equipos que proveen un incremento en la relacién seiial-ruido y mayor dispersién
del campo;



3. Creacién de algoritmos matemadticos y computacionales para obtener restricciones a
partir de los espectros y calcular estructuras tridimensionales por métodos de dindmica
molecular.

La principal fuente de informacién empleada para resolver estructuras protéicas por RMN
se encuentra en las interacciones a corta distancia entre los protones suplementada con
angulos de torsién. Las distancias se obtienen midiendo el Efecto Nuclear Overhauser (NOE)
y los angulos se obtienen del analisis de las constantes de acoplamiento. Es por ello que la
asignacion de cada senal en los espectros de dos dimensiones es una parte integral de la
determinacidén de la estructura.

El objetivo de este trabajo es presentar la metodologia que se siguié para obtener la
estructura terciaria de un péptido de bajo peso molecular (aprox. 7kD), el cual fue extraido
del veneno del alacran Centruroides nozius, empleando espectros de RMN de 2 dimensiones

y comparar la estructura encontrada con otras toxinas de caracteristicas similares.

Por otro lado, este trabajo se ubica dentro del establecimiento “de las bases para utilizar
la Resonancia Magnética en la elucidacién de la estructura de proteinas en México”!. La
estructura del péptido G es la primera que se determina con experimentos de RMN obtenidos
en el pais.

IM. A. Vera, Determinacién de la estructura secundaria del fragmento 1-108 de la proteina SV40 por
RMN, Tesis, UNAM, México, 2001



Capitulo 1

Teoria

1.1. Resonancia Magnética Nuclear

Las relaciones matemadticas que explican el fenémeno de la Resonancia Magnética
Nuclear pueden derivarse al extender los resultados encontrados por la fisica cldsica para
el comportamiento de los dipolos magnéticos en un campo magnético y la relacién entre
momento magnético y momento angular (revisar el Anexo, seccién Algunos resultados itiles
de la fisica cldsica). Por otro lado el espin nuclear se considera anidlogo con el espin electrénico
al que se asocia un momento angular, por lo que los resultados encontrados para el electrén

pueden aplicarse a los micleos atémicos.

1.1.1. Magnetismo nuclear y condicién de resonancial5]

La mecdnica cudntica permite calcular la magnitud del momento angular (L) y de su
proyeccion sobre uno de los ejes (por ejemplo, el ¢je z) de una particula:

L=\/IU +1)n

L, =mh
donde I serd denominado nimero cudntico de espin y puede tener cualquiera de los siguientes
valores:
1 3
I=0,3,1,5,2,...

Yy m, el nimero cudntico magnético, toma los valores
m=11-1, ..., -1

En la tabla 1.1 se muestran los valores de I de algunos niicleos.
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I | Nicleo | yx10” | Abundancia
T-! s~! | natural (%)
0 12C 0 98.892
160 0 99.063
TH 26.7519 99.985
1BC 6.7283 1.108
3| '°N | -2.7126 0.37
1R 25.1815 100
296i -5.3190 4.70
31p 10.8394 100
1 “H 4.1066 0.015
14N 1.9338 99.63
g 8.5847 80.42
3| =BNa | 7.0747 100
39K 1.2499 93.1
51 TO |-3.6280 0.037
25Mg -1.6389 10.13
3 g 2.8747 19.58

Tabla 1.1: Nimeros cudnticos de espin, constantes giromagnéticas y abundancias naturales de
algunos niicleos.

A una particula cargada que posce un momento angular se le puede asociar un momento

magnético segin la ecuacién 7 = gﬁL. Haciendo la equivalencia 92;,,, = -y se tiene que

fi=~L (1.1)
donde ~y es conocida como la constante giromagnética y es particular para cada niicleo (ver

tabla 1.1).

El momento angular puede tomar 2I+1 orientaciones con la misma energia, sin embargo,
al aplicar un campo magnético B sobre el eje z cada orientacién adquiere una energia diferente

y particular. Si el campo se encuentra sobre el eje z es posible calcular la energia de cada
orientacién:

E=—-fi-B=—-u,B
E=—yL,B=—-ymhB

La regla de seleccién indica que las transiciones permitidas son entre niveles cuyo Am =
+1. Entonces

AE .= hyB
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En los experimentos de RMN las transiciones son inducidas al irradiar la muestra con un
campo B; (ondas electromagnéticas) cuya energia es igual a la diferencia de energia entre
dos niveles permitidos (condicién de resonancia).

La ecuacién de Planck permite calcular la frecuencia de la radiacién electromagnética
aplicada:

AE = hy (1.2)
Aplicando la condicién de resonancia
hv, = hyB
v
A 1.
L4} 271_3 (1.3)

La diferencia de poblaciones entre un nivel de menor energia y uno de mayor energia
puede calcularse segtin la distribucién de Boltzmann y desarrollando la exponencial en series
hasta el segundo término:

No _ .85 1 - BF
Ng kT
-1 2B

kT

a se refiere al nivel de menor energia (momento magnético paralelo al campo) y 4 se refiere
al nivel de mayor energia (momento magnético antiparalelo al campo). Si se define N, + Ng
=1, al resolver el sistema de ecuaciones se determina que

~yh B
2kT

Na—-Nﬁ%

Para el caso de nicleos de hidrégeno colocados en un campo de 21.15 Tesla (frecuencia
de resonancia 900 MHz, comercialmente la méas alta posible a la fecha) a 300K, la diferencia
de poblaciones es de 0.000072028; es decir que en una poblacién de un millén sélo existen

aproximadamente 75 nicleos mas en el nivel de menor energia.

La probabilidad de una transicién de un nivel menor a uno de mayor energia es igual a la
de una transicién en sentido inverso y cada transicién se asocia a un cambio en la orientacién
del espin.

Como hay un exceso en la poblacién del nivel de menor energia, la absorcién de energia
es el proceso dominante. Esto se observa en un espectro de RMN como una sefial cuya
intensidad es equivalente a la diferencia de poblacién. Sin embargo, de acuerdo al cilculo
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realizado puede decirse que sélo es posible detectar a uno de cada 10* - 10° niicleos. De ahi la
importancia de la cantidad de muestra, la intensidad del campo y que se prefiera realizar
experimentos con nicleos cuya v y abundancia natural sean grandes (por ejemplo el 'H).
El momento magnético de espin precesa al aplicar un campo magnético. El cédlculo de la
frecuencia de precesién se hace con la ec. A.26 (del anexo A); si se compara este resultado

con el de la ec. 1.3 se encuentra que ambas frecuencias son iguales:

Frec. de precesion (de Larmor) = Frec. asociada a la cnergia para provocar una transicién

La interpretacion de los espectros que se obtienen con experimentos de RMN proveen la
informacién necesaria para determinar la estructura de una molécula; dicha informacion se

encuentra principalmente en:
» Desplazamientos quimicos
= Acoplamientos escalares

s Efecto Nuclear Overhauser (NOE)

s Integracién de las sefiales

1.1.2. Desplazamientos quimicos[5, 7]

Un nicleo aislado de hidrégeno tiene una frecuencia de resonancia de 400 MHz en un
campo de 9.4T, pero no todos los micleos de una molécula tienen la misma frecuencia de
resonancia. La frecuencia depende de la distribucion local electrénica alrededor del niicleo.
Este efecto permite distinguir tres tipos de niicleos de hidrégeno en el etanol (CH3-CH2-OH)
tal como se muestra en la figura 1.1.

CH,

CH.
oR 2

Figura 1.1: Espectro de RMN de baja resolucién de una

muestra de etanol.(Adaptado de J. Chem. Phys., (1951),
= rgsonance lrequency 19, 507.)
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La existencia de los desplazamientos quimicos se debe a que el campo magnético B
que actua sobre un niicleo es diferente al campo externo aplicado B,. En un atomo, B es
ligeramente menor debido a la generacién por induccién de pequeiias corrientes eléctricas
adicionales dentro del dtomo; el sentido de estas corrientes es tal que se genera un campo B
opuesto al campo externo aplicado. Se dice entonces que el niicleo estd “protegido” por los
electrones circundantes (B = B, — B').

—

Como B’ es proporcional a B, se obtiene la relacién:

— —

B=B,-B =B,(1-o0)

donde o es la constante de proteccién. Como resultado de esta proteccion la ec. 1.3 queda
de la siguiente manera;:
b= vB,(1 — o)
27

En una molécula ocurre casi lo mismo que lo descrito con los dtomos, sélo que el
movimiento electrénico es mas complicado y o puede tener valores positivos o negativos,
pero esto implica que la frecuencia de resonancia serd diferente para cada ntcleo segiin
el ambiente electrénico que le rodea. En la figura 1.2 se muestra un espectro a 90 NHz
(B,=2.11T) de una mezcla de CHBr3, CH2Br;, CH3Br y TMS [Si(CHga)a]. Por convencién la
sefial del TMS aparece a la frecuencia del equipo, en este caso, a 90 MHz. El CHBr; tiene la
mayor frecuencia de resonancia, por que su constante de proteccién es la mas pequena. Las
sefiales en un espectro de RMN se encuentran de forma tal que la constante de proteccién
es inversamente proporcional al valor del desplazamiento quimico.

Debido a que la RMN no tiene una escala absoluta, se emplea una escala relativa donde
se miden las diferencias de frecuencia Av entre las frecuencias de resonancia de la muestra
y la de un compuecsto de referencia. Como Av depende del campo externo se puede definir

una cantidad adimensional § denominada desplazamiento quimico:

5 = Uinuestra — Vref 10°
Vref

El factor 10° se introduce para simplificar los valores numéricos que se dan en partes por
millén (ppm). Si en el denominador se coloca la frecuencia dada por el fabricante del equipo
no se introduce un error significativo[5, pdg. 22].

En la figura 1.3 se presentan los intervalos tipicos de los desplazamientos quimicos de 'H
en algunos grupos funcionales.



CAPITULO 1. TEORIA 8

- lH!]

900 750 600 450 300 150 0

™S

(HBry | (H.Br, (H,Br

_ 1|

L 3 2 140

(W2 3

W 9 8 7 ¢

Figura 1.2: Espectro de RMN 'H a 90 MHz de una mezcla de CHBr3,CHyBry, CH3Br y TMS. En
la parte superior aparecen graficados los valores de Aw.

1.1.3. Acoplamientos escalares{7, 9, 10]

Ademds de los desplazamientos quimicos, un espectro de RMN contiene informacién
acerca de las interacciones magnéticas que se generan entre los nicleos (llamadas acoplamien-
tos indirectos espin-espin, acoplamientos escalares o acoplamientos-J). Los acoplamientos
causan que algunas sefales se desdoblen en multipletes con intensidades relativas y distancias
caracteristicas.

Si se considera la molécula de 'H'3CQZ (asumicendo que el oxigeno es '¢Q), los dnicos
nicleos magnéticos son el 'H (a partir de este momento H) y el '3C (de ahora en adelante C),
ambos con espin % En una primera aproximacion se esperaria una sefial tanto en el espectro
de hidrdgeno como en el de '3C, sin embargo en ambos espectros aparecen dos sefales (figura
1.4a). La distancia en Hz entre las sefiales es proporcional a la intensidad de la interaccién

entre los nidcleos de hidrégeno y carbono en la molécula, esta distancia es la misma en los
dos espectros.

Una descripcién simple del mecanismo de acoplamiento escalar considera que el vector de
momento magnético de un electrén del enlace C-H alrededor del nicleo de carbono tiende a
asumir una orientacién paralela a la del vector de momento magnético del niicleo de carbono.
Los momentos angulares (los espines) son antiparalelos, pero la constante giromagnética es
positiva para el carbono y negativa para el electrén. Por otra parte, los momentos magnéticos
de los electrones de enlace son antiparalelos. Esto trae como consecuencia que el momento
magnético del niicleo de hidrégeno prefiera permanecer antiparalelo al del niicleo de carbono.
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Figura"1.3.,‘I'Iylte/1"valos de los desplazamientos quimicos para 'H y !3C (lfneas gruesas), notar que
en-principio es posible distinguir micleos pertenecientes a diferentes grupos funcionales.

»Comdbuédé'verse, la orientacién de un momento magnético nuclear perturba la orientacién
de un-segundo momento magnético nuclear a través del mecanismo electrénico mencionado
anteriormente.

El momento magnético del carbono tiene 2 posibles orientaciones: una a favor y otra en
contra del campo magnético externo.

Si fuera posible ctiquetar a los electrones del enlace C-H, se podrian distinguir las
moléculas H(e | ¢ 1)Ct y H(e T e l)C?T ( las flechas indican la orientacién del momento
magnético a favor (1) o en contra ({) del campo). La relacién entre el niimero de moléculas
en cada conformacidén seria la siguiente:

H(let)CT > H(eted) C1
dado que los momentos magnéticos del electrén y del micleo tienden a ser paralelos.

De este modo un hidrégeno enlazado a -un carbono Ct queda sometido a la accién de
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Espectro H Espectro 13¢ \*][ Y.
195 Hz 195 Hz ™ .- Hrce
— b e
’ I wes ﬁ
o o A A

Figura 1.4: (a)Espectros de RMN de 'H y '3C del 'H!3CO; (b)Descripcién grafica del
desdoblamiento de los niveles de energia que dan origen al doblete en el espectro. Las moléculas
con un Ct tienen transiciones Ht Ct — HJ} C1 a una frecuencia menor que la del desplazamiento
quimico porque se pasa de un estado poco favorable energéticamente (espines paralelos) a uno maés
favorable (espines antiparalelos).

un campo magnético interno opuesto al campo externo, es decir se encuentra inmerso en un
campo magnético total de menor magnitud. Por el contrario, un hidrégeno unido a un CJ}
recibird la influencia de un campo total de mayor magnitud.

Los arreglos cuyos espines nucleares son antiparalelos son mas estables, por lo que cada
nivel de energia del hidrégeno se divide en dos: uno a mayor -espines paralelos- y otro a
menor energia -espines antiparalelos- tal y como se esquematiza en la figura 1.4b.

Por la existencia del acoplamiento escalar es posible identificar micleos correlacionados a
través del enlace, lo que proporciona informacién valiosa sobre la estructura de la molécula.

1.1.4. Interacciones a través del espacio

Para la identificacién de nicleos cercanos en el espacio (no necesariamente correlacionados
por enlace quimico) se buscan las interacciones dipolares internucleares a través del Efecto
Nuclear Overhauser.

Si el nicleo absorbe energia, el dngulo de precesién cambia, es decir que la absorcién
de la radiacién cambia de orientacién (“flips”) al momento magnético. Una vez que la
radiacién deja de emitirse los nicleos buscan regresar al equilibrio. La probabilidad de emitir
fotones varia con el cubo de la frecuencia; al hablar de radiofrecuencias, esta probabilidad
es despreciable. Por lo anterior se deben buscar otros mecanismos de relajacién.
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Relajacién dipolar

El acoplamiento dipolar es la interacciénl?e los momentos magnéticos de dos espines
a través del espacio. El campo magnético By, generado por el niicleo 2 sobre el nicleo 1,
depende de la orientacién. La rdpida reorientacién de las moléculas en disolucién produce
campos magnéticos variantes sobre los nicleos. Esto lleva a un intercambio de polarizacién
del espin (magnetizacién 2) y causa relajaciéon del sistema de espin. Si existe acoplamiento
dipolar entre dos niicleos, éstos no se relajan independientemente.

Este mecanismo de relajacién es particularmente importante para moléculas que con-
tienen protones y depende de la constante giromagnética (v;), de la distancia entre los micleos
que interactian (r;s) y del movimiento (representado por 7.) de la molécula [11}:

R=k v} 7% (r1s)™° 7
Efecto Nuclear Overhauser [7, pdg. 61-63]

Al considerar una molécula que contiene dos protones diferentes, S e I, que no estdn
acoplados escalarmente, es de esperarse que el espectro de 'H presente dos singuletes. Si
mientras se lleva a cabo el experimento para obtener el espectro de dicha molécula, los
espines S estdn saturados (es decir, que sus poblaciones m=+% y m=-% son iguales) por la
aplicacién de una radiofrecuencia a la frecuencia de resonancia de S, se destruye la senal
debida a S; pero también se puede afectar la intensidad de la resonancia de 1 si los dos
espines tienen una apreciable interaccién dipolar. La intensidad de la seiial se puede hacer
mas fuerte o mas débil e incluso invertirse. A este fenémeno se le conoce como Efecto Nuclear
Overhauser (NOE).

Las rutas de relajacién longitudinal (sobre el eje z) de un par de niicleos S e I con espin-1
se encuentran representadas en la figura 1.5. Igualmente, en dicha figura se muestran los
cuatro niveles de energia: ajas, a;B8s, Bras y B1B8s.

De las seis rutas de relajacién, cuatro corresponden al cambio de un solo espin, es decir
ar > 1 6 as <> Bs. Sus probabilidades de transicién estin denotadas como W} y W§,
donde el 1 indica que el ntimero cudntico magnético cambia %1, y las letras identifican al
nicleo que cambia.

Las otras dos rutas son procesos de relajacién cruzada (cross relaxation) en los cuales S
e I se relajan juntos, es decir ajas & BrB8s (ambos espines cambian en la misma direccién
-W#s-) y auBs + Bras (los dos espines cambian en direccién opuesta -WP-). Estas rutas
se deben al movimiento molecular caético, combinado con la mutua interaccién dipolar, el
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Figura 1.5: Rutas de relajacién longitudinal de un par de niicleos S e 1.

resultado es que los nicleos pueden cambiar simultdéneamente. Los procesos Wfs y W7 sélo
son rutas adicionales que permiten a las poblaciones regresar al equilibro.

Ahora, para ver cémo ocurre el NOE, hay que considerar que se aplica un campo de
radiofrecuencia al espin S de suficiente fuerza para igualar las poblaciones de los estados
aras y aifs y de Bias y Bi1Bs. La saturacién de S no tiene efecto en la diferencia de
poblaciones de I.

») 5155 )

- s -0

Bie ,\5A Salurar S ’Eﬁ_
N

oy | =D =

Tor ——
%0
© ®

= )
B '&1

- ——

Figura 1.6: Representacién de las poblaciones de los niveles energéticos en un sistema de dos espines
S e 1. (a)Equilibrio térmico. (b)Saturacién en las transiciones del espin S. (c)Proceso de relajacién
cruzada dominante: ajas +» B;Bs. (d)Proceso dominante: arfs + Bras

En la figura 1.6, el circulo lleno indica un exceso de poblacién del orden de A y el circulo
vacio un déficit del mismo orden. Si se considera que la tinica ruta de relajacién predominante
es la W%, la intensidad del pico de I se incrementa en un 50 % (la diferencia en las poblaciones
es de 3A). La relajacién cruzada transfirié 'magnetizacién del espin saturado S a su espin



CAPITULO 1. TEORIA 13

acoplado dipolarmente I. Del mismo modo, si S estd saturado y el proceso W95 es el que
predomina, las poblaciones de los niveles a;8s y Bras regresan a sus valores del equilibrio
térmico teniendo como resultado una reduccién en el pico de I del 50 %.

1.1.5. Pulsos de radiofrecuencia

Los experimentos de RMN actualmente se basan en el uso de pulsos de radiofrecuencia.
Cuando se aplica un pulso de radiofrecuencia (B,), los espines responden de tal forma que
la magnetizacién neta rota alrededor de la direccién de B,. El dngulo de rotacién depende
de la duracién (7 )del pulso y la magnitud del campo:

0 = 2yt B,

Un pulso de 90° sobre el ¢je z rota al vector de magnetizacién neta cn sentido de las
manecillas del reloj alrededor de dicho eje hasta que llega al eje y. Un pulso de 180° rotard a
la magnetizacién dejindola sobre el ¢je -z

Al combinar las ecuaciones A.12, A.3 y 1.1 se encuentra una expresién que muestra la
dependencia de la posicién y de ia magnitud del momento magnético en funcién del tiempo:

dji
dt

En adelante, se hablard de la magnetizacién neta M sobre el eje z (figura 1.7).

=jix~B (1.4)

2

2
L 4 A Enpiean
[§ )
Y TR
M,
y - —7 ! y
X
B,
Mo: magnetizacion neta

Figura 1.7: Generacién de la magnetizacién neta M, sobre el eje z

En 1946 Felix Bloch formulé un conjunto de ecuaciones que describian el comportamiento
de la magnetizacién bajo la influencia de pulsos de radiofrecuencia.

La ec. 1.4 queda modificada al tomar en cuenta procesos de relajacién. Cuando el pulso
de radiofrecuencia se deja de aplicar, el vector M, se ha movido de su posicién de equilibrio
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y el sistema tiende a volver al equilibrio a través de procesos donde la componente M, se
acerca al valor de M,, mientras que M; y M, regresan a cero.

Bloch asumié que los procesos de relajacién seguian una cinética de primer orden y podian
ser descritos por dos tiempos T, y T,.

Si se emplea un sistema de coordenadas rotatorio (rotating frame), en ciertas condiciones
se puede considerar a las componentes M, y M, como estacionarias y se pueden establecer
las siguientes ecuaciones cinéticas:

dM, M, - M,

dt T

dM, _ M. dM, _ M,
d = T dt =~ T

Si se suman las ecuaciones anteriores al desarrollo componente por componente del

(1.5)

producto vectorial de la ec. 1.4 se tiene que

dA’]z A/Iz - Alo
a = v|M:B, — M,B;] — —7_,—1-——-
dM; M,
ar W[AJyB: M.B,] - T, (1.6)
dM, M,
a Y(M.B; — M.B,] T

En un experimento de RMN, B estd compuesto de dos vectores: el campo estdtico B,
sobre z y el campo de radiofrecuencia B, que se puede pensar como rotatorio sobre el plano
zy con una frecuencia w,s. Empleando el sistema rotatorio, la frecuencia de rotacién cambia
y toma el valor de

Q= w, — wyy

Como w = v B es posible definir un campo efectivo AB:

Q

AB = —

v
Si se aplica el pulso de radiofrecuencia B, sobre el eje = el campo que actia sobre los
niicleos tendrd las siguientes componentes (z,y,2), E:(B,,O,%). Al sustituir los valores de

cada componente del campo en las ecuaciones 1.6 éstas se reducen a:
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sz _ Mz _ Mo
@t My

dM. M.
£ = — == 1.7
7 QM, T (1.7)

dM, M,
TRl wM, — QM, T,

Al resolver las ecuaciones anteriores cuando w; = 0 (es decir, cuando se ha dejado de

aplicar el pulso de radiofrecuencia), se puede describir el comportamiento de la magnetizacién
después de un pulso de 90° sobre el eje :

M.(t) = M,(1 — e %)
M. (t) = Mye~"T2sen () (1.8)

M, (t) = M,e~"2cos(Qt)

Para resolver las ecuaciones sobre los ejes =y y se consideré a M, y M, como la parte
real e imaginaria respectivamente de un nimero complejo:

My = M, +iM,

En la figura 1.8 se muestran las grificas de las componentes de M, a las gréificas de los
ejes zy y se le conoce como decaimiento libre de la induccién 6 FID (free induction decay).

Figura 1.8: Gréficas de las ecuaciones 1.8. A la izquierda se encuentra M, vs t y a la derecha M
vs t. En el caso de M, y My se obtiene un FID similar, s6lo que My comienza en cero.
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1.1.6. Transformadas de Fourier

Una transformada de Fourier (TF) es una operacién que convierte funciones en el dominio
del tiempo, f(t), en funciones en el dominio de las frecuencias, f(w). Una TF esta definida
por la integral

fw) = /_ ‘: ft)e~"tdt = /_ ‘: F()[cos(wt) — isen(wt))dt

Al ser la integral una sumatoria infinita, se puede escribir
oo o0
flw) =3 f(t)cos(wt) —i>_ f(t)sen(wt)
— oo — 00

Como puede verse, la TF genera un nimero complejo. Cuando se grafica la parte real
se obtiene una sefal en modo absorcidn y la parte imaginaria arroja una senal en modo
dispasio'n.

: Sé']iuéde considerar una funcién arbitraria f(t)=e¢~ 16 cos(2t)+ e~ 1 cos(5t) + e~ 16 cos(8t)
y gréﬁcar el resultado de f(w) real vs w tomando valores entre 1 y 10 para el tiempo y las
frecuencias (ver tabla 1.2 y figura 1.9).

f(w)
2.2, f(t)cos(t)
1210 f(t)cos(2t)
TiZ1° f(t)cos(3t)

10 | SUEI0 F(2)cos(10t)

Wt = E

Tabla 1.2: Valores que se emplearon para graficar la TF de una funcién en el dominio del tiempo.

1.1.7. Resonancia Magnética Nuclear de 2 dimensiones

Los experimentos de RMN 2D contienen una secuencia de intervalos de tiempo [12}:

1. Preparacion, en el cual se permite que el sistema alcance su estado de equilibrio. Al
final de este tiempo se puede preparar al sistemna -segin el experimento que se vaya a
realizar- por medio de uno o varios pulsos de radiofrecuencia.

2. FEvolucidn (1), en este periodo variable de tiempo las sefiales evolucionan como funcién

de los desplazamientos quimicos y/o los acoplamientos escalares de cada micleo del
sistema.




CAPITULO 1. TEORIA 17
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. —7 :Vavabo.

C . . L L e
Figura 1.9: Transformada de Fourier de la funcién f(t)=e~ 10 cos(2t)+ ¢~ 10 cos(5t) + e~ 16 cos(8t).
Los valores numéricos de las operaciones propuestas en la tabla 1.2 se calcularon con Excel. Revisar
las frecuencias en las que se¢ obticnen mdximos y compararlas con lo establecido por los cosenos de
la funcién.

3. Mezclado, donde la aplicacién de uno o varios pulsos de rf crean una magnetizacién
observable {13], que puede ser producto de la transferencia de informacion entre
dos miicleos acoplados escalarmente o cercanos en el espacio, por mencionar algunos
ejemplos.

4. Deteccidn (1), es decir, la adquisicién de las senales moduladas para obtener ¢l FID

que contiene informacién de magnetizacién vs. tiempo.

[Ff

0 Defeccion
Preparacion Evolucion Mezclado &

i tay Y

Figura 1.10: Representacién de los intervalos de tiempo de un experimento de RMN 2D; pl y p2
son pulsos de radiofrecuencia, tas es un tiempo de espera, t) y t2 son tiempos variables.

La secuencia de pulsos mds simple para un experimento en 2D involucra dos pulsos de
90° separados por un tiempo t, de libre precesién de los niicleos y seguida de la deteccién del
FID como funcién de t,. Este proceso se repite para diferentes valores de t; [7]. Para hacer
un andlisis de los resultados que se obtienen con esta secuencia, se considerard una muestra
con un solo tipo de nicleos. Con la aplicacién del primer pulso de 90°, la magnetizacién
resultante del sistema en equilibrio, M, comienza a precesar sobre el plano zy con su
frecuencia caracteristica (2) y se mueve un dngulo Qt,. El segundo pulso -aplicado sobre
el eje x- cambia la componente My, hacia el eje z y deja a la componente M, intacta. Durante
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el tiempo t; esta componente vuelve a precesar con la misma frecuencia de modo que el FID
tiene una amplitud inicial igual a la magnetizacién remanente en = antes del segundo pulso,
es decir M sen(2¢;).

@) hfpr— | "

iy )

Rl

Figural.11: (a)Representacién de los FID que se obtendrian en un experimento de 2D. (b)Resultado
de una® "tran‘sfo'rmada de Fourier: 1. Para cada t;, sobre los datos obtenidos en tz, 2. Sobre
t1.(c)Espectro de un sistema que contiene un solo tipo de micleos.

El resultado de los experimentos es un conjunto de datos en funcién de t, y t; (figura
1.11a), donde las seiiales de t, son moduladas en amplitud como funcién de Qt,. Si se
aplica una transformada de Fourier en cada una de las dos dimensiones (figura 1.11b), se
obtendri un espectro (figura 1.11c) en funcion de dos variables de frecuencia (F, y F3). En
el ejemplo que se ha mancjado, donde la magnetizacién detectada precesa con frecuencia
2 durante el tiempo t; y es modulada en su amplitud a la misma frecuencia durante t,, el
espectro contiene un pico en (€2,2)

La espectroscopia de correlacién es un método en el cual los picos aparecen en las
coordenadas (€2,,2;) de dos niicleos relacionados por una interaccién mutua (acoplamiento
escalar, NOE, o intercambio quimico). Algunos de los experimentos de correlacién son:
COSY(Correlation Spectroscopy), TOCSY (Total Correlation Spectroscopy) y NOESY
(Nuclear Overhauser Spectroscopy) [14].
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En los experimentos COSY se identifican pares de protones que estdn acoplados
escalarmente.

Con el método TOCSY, se puede obtener en principio una correlacién total -de
acoplamientos escalares - de todos los protones de un sistema de espin. Por ejemplo, si se
tienen tres protones diferentes (K, L y M) y existen acoplamientos entre K-L y L-M, dichos
protones forman un sistema de espin. De este modo, en un espectro TOCSY se encontrarian
picos en las coordenadas (Q25,Q24), (Qx,2L) ¥y (Qk,2¢); mientras que en un espectro COSY
habria picos unicamente en las coordenadas (S2x,Qx) ¥y (2k,S2L); ver figura 1.12,

o cosy o, @Tocsy
l @) l Q.52 @)
@ e Q.00 ’ ® Q,.0)
(.0} (©Q.0,)
2,.0,) @————— (2, L)
(Q,.0,) [N Q.00 0,

Figura 1.12: Representacién de un espectro COSY (izquicerda) y TOCSY de tres micleos K,L.M
con acoplamientos K-L y L-M.

Los espectros NOESY permiten identificar pares de micleos relacionados por el Efecto
Nuclear Overhauser y también indican que los protones que correlacionan estin separados
por por una distancia menor que 5 A. Considerar por ejemplo, que el nicleo K (del parrafo
anterior) y el niicleo R se encuentran a varios enlaces de distancia dentro de una molécula
por lo que no existe entre ellos sefial TOCSY (figura 1.13a); sin embargo, la conformacion de
la molécula es tal que entre el nicleo R y el niicleo K hay una distancia menor de 5 A (figura
1.13b) por lo que en un espectro NOESY es de esperar una sefial adicional entre los niicleos
Ky R (figura 1.13c¢).

1.2. Proteinas, impulsos nerviosos y veneno de alacrdan

1.2.1. Generalidades de proteinas [15, 16, 17]

Las células vivas producen gran variedad de macromoléculas tales como dcidos nucléicos,
polisacaridos y proteinas. Estas macromoléculas pueden ser descritas como biopolimeros, en
el caso de las proteinas, los aminodcidos constituyen las unidades monomeéricas.
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Figura 1.13: (a)Espectro TOCSY de los micleos K,L,M y R. Los micleos K y R no estan acoplados
ya que se encuentran a varios enlaces de distancia. (b)Conformacién de la molécula donde se
considera que K y R estin a menos de 5 A de distancia. (¢)Espectro NOESY, existe una senal que
correlaciona a los niicleos K y R, también existen sefales NOE centre los micleos K, L y M porque
al estar correlacionados a través del enlace, entre ellos hay menos de 5 A.

La estructura y muchas propicdades biologicas de las proteinas estdn determinadas por
las clases de aminodcidos presentes y el orden en que estin dispuestos en la cadena protéica.

Todos los aminodcidos poseen dos grupos funcionales: un grupo amino y uno carboxilo.
Los dos grupos estin unidos al mismo atomo de carbono, nombrado “carbono o”. El C,
también estd enlazado a un dtomo de hidrégeno y a una cadena lateral R que es diferente
para cada uno de los 20 aminodcidos comunes (Figura 1.14). Los carbonos de la cadena R
se designan como 8,1, d, € segiin se alejen del carbono a.

El grupo a-carboxilo de un aminodcido A, puede unirse covalentemente al grupo a-
amino de otro aminodcido A, eliminando una molécula de agua y forimando un enlace amida
conocido como enlace peptidico. En la figura 1.15, A; actud como el idcido y A, como la

_amina. Si ocurrriera lo contrario, se formaria un dipéptido diferente.

Por convencién, las secuencias peptidicas se escriben a partir del residuo (aminodcido)
amino terminal (grupo NH; libre) que se coloca a la izquierda y termina con el residuo
carboxilo terminal. Usualmente se emplea el cédigo de una letra.

Cada molécula proteica posce, en su estado nativo, una forma tridimensional caracteristi-
ca que es conocida como su conformacién o estructura.

La organizacién en la estructura se realiza a cuatro niveles diferentes:

= Estructura primaria. Orden o seccuencia de los aminodcidos que conforman la
proteina.

= Estructura secundaria. Plegamiento de ciertas regiones de la proteina en conforma-
ciones particulares. Se debe principalmente a fuerzas no covalentes como los puentes
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Figura 1.14: Los 20 aminodcidos comunes.

de hidrégeno.

» Estructura terciaria. Conformacidn tridimensional completa de la cadena polipetidi-
ca. Entre las interacciones que contribuyen con la formacién de esta estructura se

encuentran: puentes disulfuro, fuerzas de van der Waals y puentes de hidrégeno.

= Estructura cuaternaria. Poseen este nivel sélo aquellas moléculas formadas por

varias proteinas. Se refiere a las diversas interrelaciones que ocurren entre ellas.

Estructura primaria

Al formarse el enlace peptidico, los dtomos N-H-C-O se encuentran en un mismo plano.

Las propiedades del enlace peptidico imponen ciertas restricciones en el plegamiento de la

proteina. Cada unidad de enlace peptidica se encuentra en un plano, por lo que la cadena
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Figura 1.15: Formacién de enlaces peptidicos para formar una cadena polipeptidica.

tiene que plegarse por medio de rotaciones de los enlaces establecidos por los carbonos a;,

estos enlaces s¢ muestran cn la figura 1.16 como psi (¥) y phi (D).

Figura 1.16: Geometria de un enlace peptidico

Estructura secundaria

Las estructuras secundarias que se presentan con mayor frecuencia en la naturaleza son las
hélices-a y las hojas-8. En la tabla 1.3 se muestran las distancias y los 4ngulos caracteristicos
de cada una de las estructuras secundarias mencionadas.[18]
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Atomos hélice-a (A) | hoja-B (A)
HA(2) - HN(¢+1) 3.4 2.2
HN(z) - HN(¢-+1) 2.8 4.2
HB(%) - HN(i+1) 3.2 3.5
HN(z) - HN(¢-+3) 3.5 -
HA(3) - HN(i+3) 3.4 -
HA(?) - HB(i+3) 3.4 -

Angulo

¢ -GO° -120¢
LG -60° 150°

Tabla 1.3: Distancias caracteristicas entre los hidrégenos que se encuentran en una hélice-a y una
hoja-8. HA y HB se reficren a los hidrégenos unidos al carbono a y al carbono 8 respectivamente,
y HN es el hidrégeno unido al nitrégeno del grupo amino.

Hélice-o
Fue descrita por Pauling en 1951, quien hizo estudios de difraccion de rayos-X de cristales
de aminodcidos y pequeinios péptidos.

Sus caracteristicas mds importantes son:

» 3.6 residuos por vuelta (n1=3.6).

s La distancia entre elementos iguales de dos aminoidcidos consecutivos medida en la

direccién del eje principal es d=1.5A.
= Los grupos R de los aminodcidos se proyectan hacia el exterior de la hélice.

» La ordenacién a-helicoidal se debe a la formacion de puentes de hidrégeno que se
establecen entre el CO de un residuo iy el NH del cuarto residuo que le sigue (i+4).
Estos puentes son paralelos al eje mayor de la hélice, ya que el oxigeno del carbonilo

apunta casi directo al hidrégeno al que estd unido.

= La localizacién habitual de la hélice es a lo largo de la parte externa de la proteina, las
cadenas laterales tienden a cambiar de hidrofébicas a hidrofilicas cada 3 o 4 residuos.

= Los aminodcidos que permiten hélice-a estable son: Ala, Leu, Met, Phe, Tyr, Cys, His,
Asn; los que la inestabilizan: Ser, Thr, Gly, Lys, Arg; rompe esta estructura: Pro.
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Figura 1.17: Representacién de: (a)una hélice-a y (b)estructuras 8 paralelas y antiparalelas.
Hojas 8

Las hojas 8 estin “plegadas” con los Ca sucesivamente arriba y abajo del plano de la
hoja. Hay dos tipos de hojas 8: paralelas y antiparalelas (figura 1.17), que difieren en el
patrén de puentes de hidrégeno.

Las hojas paralelas tienen puentes de hidrégeno espaciados regularmente que forman un
angulo respecto a las hebras al enlazarlas. Tiene lugar en hojas con un minimo de 5 hebras.
Estdn siempre completamente ocultas protegidas a ambos lados por una hélice . Es menos
estable que la hoja antiparalela.

La estructura antiparalela tiene puentes de hidrégeno perpendiculares a las hebras, alter-
nando los enlaces préximos con otros mas espaciados. Frecuentemente toma la disposiciéon de
un cordén torcido de sélo dos hebras. Tiene un lado expuesto al disolvente y el otro oculto,
por lo que presentan alternancia de hidrofobicidad.

Estructura terciaria[19]

La estructura terciaria de una proteina describe el plegamiento de los elementos de
estructura secundaria y especifica las posiciones de cada uno de los Atomos que forman
la proteina; esta estructura tridimensional esta directamente relacionada con la funcién de
la proteina. Regularmente, las proteinas con funciones similares tienen estructuras terciarias
similares aunque tengan estructuras primarias completamente diferentes.

El conocimiento de la estructura terciaria de una proteina y su comparacién con las
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estructuras ya determinadas permite anticipar informacién sobre la funcién bioldgica y su
origen evolutivo.

Figura 1.18: Ejemplos de estructuras terciarias (a)Triosa fosfato isomerasa. (b)Miohemeritrina.

1.2.2. Impulsos nerviosos [20]

Las neuronas y otras células que forman miisculos y glindulas pueden cambiar el potencial
eléctrico de su membrana generando seiiales eléctricas o impulsos nerviosos.

Las senales eléctricas aparccen al cambiar la conductancia de las membranas hacia los
iones, esto se logra mediante la apertura y cierre de los canales iénicos presentes en la
membrana celular. Estos canales son diferentes de aquellos que siempre estin abiertos y que
son los responsables del potencial de reposo de la membrana celular.

Algunas células ticnen una region especializada en su membrana con canales iénicos
que son accionados por estimulos externos. Por ejemplo, una célula tactil que al recibir un

estimulo abre los canales de sodio incrementard la conductancia del Na*.

En general, el incremento de la conductancia de cualquier ién genera un cambio en el
potencial de la membrana. Dado que la membrana estd polarizada (el potencial de reposo es
de -70 a -50 mV), un cambio del potencial a valores mayores se llama depolarizacién (como
en el caso del Nat) y un cambio hacia valores més negativos se denomina hiperpolarizacidn.

Cuando una membrana con canales de sodio que responden en funcién del potencial es
depolarizada mads all4 de cierto valor umbral (threshold potential), genera un potencial de
accion (seiial eléctrica que puede viajar por toda la célula sin disminuir su intensidad). Estos
canales permanecen abiertos por un breve periodo (menos de 1 ms) y luego se inactivan (se
cierran) provocando que el potencial de la membrana regrese al valor del potencial de reposo.
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1.2.3. Veneno de alacran [21, 22, 23]

Los alacranes o cscorpiones son artrépodos vencnosos de la clase de los aracnidos,
relacionados cercanamente con las arafias, garrapatas y dcaros. Existen aproximadamente
1300 especies localizadas en el norte de Africa, India, Paquistdn, Turquia, sureste de Asia,
Australia, Brasil, Argentina, Centroamérica, parte de Suramérica y el suroeste de Estados
Unidos, entre otros. En México, las especies de importancia {por su peligrosidad hacia el
hombre) son las del género Centruroides spp.

Los alacranes prefieren climas cdlido-scecos, aunque pueden llegar a localizarse en zonas
himedas. Tienen habitos nocturnos y se alimentan de una variedad de insectos y araias.
Emplean su veneno para defenderse o capturar a su presa.

En general, los venenos de alacrdn conticnen mezclas de varios componentes, princi-
palmente péptidos cuyo peso molecular es de aproximadamente 8kD que actian como
neurotoxinas (es decir, que afectan al sistema nervioso de la victima). Los componentes
de bajo peso molecular, como histamina y derivados del indol se han detectado en algunos
vencnos en muy bajas concentraciones.

Por su importancia médica, las neurotoxinas han recibido mayor atencién por parte de
los investigadores. Estas toxinas son consideradas como especificas hacia un blanco: algunas
tienen una mayor actividad contra insectos, otras son mais letales hacia los moluscos y otras
atacan células nerviosas de mamiferos.

Se ha mostrado que las toxinas de alacrin afectan la permeabilidad idnica de algunas
células al reconocer a los canales idnicos y receptores de las membranas de células
excitables[24]. Hasta el momento han sido descritas cuatro familias de toxinas que interactian
especificamente con canales iénicos de sodio, potasio, cloro y calcio.

Las toxinas que interactian con los canales de sodio son proteinas de 60 a 70 residuos que
modifican la permeabilidad hacia el Nat modulando el mecanismo de apertura del canal, en
lugar de bloquearlo.

Se dividen en dos grandes grupos:
Tozxinas-c. Retrasan la inactivacién de los canales; y

Toxinas B. Desplazan el intervalo de activacién de los canales hacia potenciales mas
negativos, lo que disminuye valor del potencial que desencadena los potenciales de accién. En
estas condiciones, pequeias depolarizaciones que normalmente no desencadenarian senales
resultan en impulsos nerviosos “espontianeos”.

La estructura tridimensional de varias toxinas moduladoras de los canales de sodio ha
sido determinada por cristalografia de rayos X o por Resonancia Magnética Nuclear[25, 26,
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27, 28]. Todas las moléculas cuya estructura ha sido determinada estdn caracterizadas por
la presencia de cuatro puentes disulfuro y un arreglo de estructuras secundarias altamente
conservado que consisten en tres hojas-f antiparalelas y una hélice-a[29]. La hélice estd unida
a la hoja B3, por dos puentes disulfuro. El par de cisteinas de la hélice-a estd separado por
tres aminodcidos (...CXXXC...), mientras que en la hoja 83 sélo hay un residuo entre las dos
cisteinas (...CXC...). Si se numeran progresivamente las cisteinas a partir del N terminal, la
hélice contiene los residuos Cys3 y Cys4 y la hoja B3 incluye a Cys6 y Cys7. Otro puente
disulfuro contiene una cisteina de la hoja 85 (Cys 5) y la Cys2. Estos puentes participan en
la estabilizacién de la estructura. El cuarto puente disulfuro se forman entre las cisteinas 1

y 8.
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Desarrollo experimental

Se trabajé con un péptido extraido del veneno del alacrdn Centruroides nozius. Dicho
péptido, de 67 aminodcidos, fue aislado y secuenciado en el Instituto de Biotecnologia por
el grupo del Dr. Lourival Possani. A la fecha no existen referencias bibliograficas sobre el
mismo, que por el momento serd nombrado “péptido G” y cuya estructura primaria es:

10 20 30
RDGYPLASNG CKFGCSGLGE NNPTCNHVCE
40 50 60

KKAGSDYGYC YAWTCYCEHV AEGTVLWGDS GTGPCRS

" Los expeumcntos de RMN se hicieron con una disolucién del péptido aproximadamente
1mM; Se‘ cou'leron -experimentos COSY, TOCSY y NOESY homonucleares (*H) empleando
dos chso :entes dxfelem.es (H2.0/D,0O 9:1, pH=3.1 y D,0) en un equipo Varian Unity Plus
500.- :

mb»nr ;éfones de los experimentos fueron las siguientes:
- Fre ‘L'i'eh»r‘.‘.ia del espectrémetro: 499.896 MHz
o (\"_é’h‘t'anz‘i espectral 7500.469 Hz

'COSY (H,O): ni '=256, SP: T - t, - X - t,
TOCSY (H20): t,,;-=35ms, ni= 256, SP: % -ty - spin lock - t2
NOESY (H20): tyiz= 80ms, ni=288 , SP: T - t; - Z-tmiz- 5 -t2
COSY (D20) ni=192
TOCSY (D30) tyniz= 35ms, ni=256

ni es el nlimero de incrementos de t;, ty;; es el tiempo de mezclado y SP se refiere a secuencia de pulsos

28
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NOESY (D20) tyuix= 65ms, ni=256
Para obtener los espectros se procesaron los FIDs de cada experimento con el programa

NmrDraw, que es la interface grafica del sistema de procesamiento de espectros multidimen-
sionales NMRPIPE [35].

En términos generales la metodologia para la determinaciéon de estructuras consiste en

las siguientes etapas (1o necesariamente consecutivas) {4, 36]:

1. Asignacién de la secuencia
s Identificacién de aminodacidos con espectros que muestren correlacién a través del
enlace.

s Identificacién de aminodcidos vecinos a través de senales NOE.
2. Identificacién de elementos regulares de estructura secundaria

s Interpretacién cualitativa de desplazamientos quimicos.

= Interpretacion cualitativa de NOEs.
3. Asiguaciél‘l‘}‘dvc,zNOEs a larga distancia
4. Medlcxénde i(::ltioxistant.es de acoplamiento a 3 enlaces de distancia
© 5. Cuant;xﬁcamén de NOEs para obtener restricciones de distancia

6.. Determinacidn y refinacién de la estructura tridimensional.

2.1. Asignacién de la secuencia

Por ser experimentos homonucleares, en los espectros se presenta una diagonal que
muestra los desplazamicntos quimicos de los nicleos tal como en un espectro de una
dimensién; ademds existen senales fuera de la diagonal (cross-peaks) que establecen una
correlacién entre las seiiales de la diagonal (figura 2.1).

En primer lugar se deben identificar los sistemas de espin; cada sistema de espin pertenece
a un aminodcido de la proteina. Los espectros COSY y TOCSY permiten ésta identificacién.

Algunos aminodcidos tienen un sistema de espin caracteristico, como son alanina,
treonina, leucina, valina e isoleucina. Por otro lado, existen aminodcidos cuyo sistema de
espin es similar, tal es el caso de cisteina, serina, dcido aspartico, asparagina y los protones
alifaticos de los aminoacidos aromaticos (histidina, fenilalanina, triptofano y tirosina) porque
todos ellos tienen un hidrégeno a y 2 hidrégenos 8.



| CAPITULO 2. DESARROLLO EXPERIMENTAL . 30
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7.00 - 7.00
8.00 - L 8.00
9.00 - . | L 9.00
10.00 1 | I+ 10.00

8.00 6.00 4.00 2.00 0.00
Figura 2.1: Espectro TOCSY (H20) del péptido G. Las senales fuera de la diagonal correlacionan
dos niicleos, la correlacién es a través del enlace. En este caso, por ejemplo, las seiiales marcadas

como ¢ y j se encuentran en la region HA-HN, es decir, cada una de ellas indica la correlacién entre
un HA y un HN de un aminodcido.
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En el Anexo B se muestra la representacidon esquematica de los patrones observados en
los espectros COSY y TOCSY de cada uno de los 20 aminoacidos.

Las sefiales del espectro COSY permiten identificar hidrégenos que estdn a 3 enlaces
de distancia (figura 2.2). De este modo, en un espectro COSY es de esperar senales fuera
de la diagonal entre hidrégenos de amida (HN) e hidrégenos a (HA), hidrégenos 8 (HB) e
hidrégenos v (HG), de un mismo aminodcido.

El espectro TOCSY permite identificar por completo al sistemna de espin, por lo que
en principio es posible identificar a un aminodcido al revisar el espectro TOCSY sobre un
desplazamiento quimico especifico en la regién delimitada entre 7-10 ppm. Por ejemplo, en
la figura 2.2b, se puede trazar una linea horizontal en 8.44 ppm y notar que hay 4 senales

en 4.18, 2.13, 0.97 y 0.94 ppm que corresponden a cada tipo de hidrégeno de la valina.

(a) (h)
® ® - A L ] [ B ® @ 1CH)y
1.7% ! ”
oy @ cH
L 4 pH * . ‘. o'.n,
284
& T pH
. [A}] "
1t §oo .
e M,N-C-H ‘H;N € 000
] ® atl
iy PR CH
_ & = H),C CH,)
= o o A3Byma
| e | o
PR Aspartato (Asp D} " 12 0.a4 Valina (val V) T h

Figura 2.2: Representaciones de los espectros COSY y TOCSY de (a)Acido aspdrtico y (b)Valina.
Los rombos son seiiales TOCSY y los circulos son senales COSY.

En la figura 2.3 se presentan algunos sistemas de espin identificados en el espectro TOCSY
del péptido G. Nétese en esta figura y en el anexo B, que los sistemas aromaticos no pueden
ser identificados completamente con los espectros COSY y TOCSY', ya que los hidrégenos
aromdticos (que aparecen en promedioc entre 6-7 ppm) no correlacionan con la cadena
alifitica. En el espectro NOESY existen seiiales (que no desaparecen con agua deuterada)
que correlacionan a los hidrdgenos £ con los hidrégenos del sistema aromadtico.

Debido a la naturaleza del enlace peptidico existe sélo un hidrégeno unido a nitrégeno por
cada aminodcido (a excepcién de arginina, asparagina, glutamina y lisina). Estos hidrégenos
son los tnicos con un desplazamiento quimico entre 7 y 10 ppm. Por ello, al revisar la regién
de correlacién HN-HA en los espectros COSY y TOCSY corridos en agua, es muy probable
que cada seial corresponda a un aminodcido diferente. Por eso, para iniciar la identificacién
de los sistemas de espin, se localiza una seial en la regién antes mencionada y se buscan
mas sefiales a lo largo de ese desplazamiento quimico que permitan establecer un sistema de
espin y posteriormente asociarlo con uno o varios aminoacidos.
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Figura 2.3: Ejemplos de sistemas de espin identificados (espectro TOCSY en H20): parte superior
Valina (izquierda) y Alanina, parte inferior Tirosina (izquierda) y Asparagina.

El andlisis de los espectros corridos en agua presenta una dificultad: la sefial del agua (4.75

ppm) es muy intensa e interfiere con algunos hidrégenos a cuyo desplazamiento quimico sea

similar; con espectros corridos en agua deuterada es posible identificar a los sistemas de espin

con esta caracteristica. También es comiin encontrar que existen hidrégenos de sistemas de

espin diferentes con un desplazamiento quimico igual. El anélisis simultineo de los espectros

COSY y TOCSY es de gran ayuda para la diferenciacién de cada sistema. Cabe sefalar que
la identificacién de los sistemas de espin en los espectros COSY y TOCSY no proporciona
ninguna informacién sobre la posicién de cada aminodcido dentro de la secuencia.



CAPITULO 2. DESARROLLO EXPERIMENTAL - 33

En el espectro TOCSY de un polipéptido hipotético NALSD AG seria posible identificar
2 sistemas de espin (SS1 y SS2) correlacionados con la alanina, pero no existe ningiin criterio
para decidir si SS1 es la alanina 2 o la alanina 6; lo mismo sucede con SS2. La informacién
necesaria para obtener las conectividades secuenciales entre sistemas de espin vecinos se
obtiene del andlisis de la regién que contiene las seiiales HA-NH, NH-NH, y HB-NH en el
espectro NOESY en H,0. Nuevamente, es de gran utilidad trabajar con la sobreposicién de
los espectros TOCSY y NOESY.

Las distancias secuenciales dan,dyn,dpn? dependen de los dngulos de torsién entre los
enlaces sencillos. Para los L-aminodcidos dan varia entre 2.20 y 3.55 A para —180° < ¥ <
180° (figura 2.4). En las hojas 8, dan es cercano a 2.2 A y para las hélices-a es 3.5 A. La

distancia entre los hidrégenos de amida varia entre 2.2 y 4.7A. [38].

35
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Figura 2.4: Relacién entre el dngulo ¥ y la distancia HA(7)-HN(i + 1).

Como las sefiales de un espectro NOESY correlacionan niicleos cuya distancia entre ellos
es menor a 5 A, las conectividades més importantes para la asignacién secuencial son las
que correlacionan al hidrégeno a de un sistema de espin y a un hidrégeno de amida de un
sistema diferente, un hidrégeno 8 y un hidrégeno de amida y dos hidrégenos de amida. Se
establece entonces que los hidrégenos « y B pertenecen al aminoacido i y que el hidrégeno
de amida e¢s del aminodcido i + 1.

Regresando al polipéptido hipotético, considérese que cl sistema de espin asociado a la
leucina se llama SS3 y el asociado a la glicina, SS4. Si en el espectro NOESY existiera una
sefial entre el HA del SS1 y el HN de SS4 la asignacién secuencial seria $S1-SS4. Una seiial
NOESY entre el HA de SS2 y el HN de SS3 llevaria a la secuencia SS2-SS3. Por lo anterior
seria posible establecer las correlaciones siguientes: SS1 es la alanina 6 y SS2 la alanina 2.

2dan se refiere a la distancia entre el hidrégeno a de un aminoécido y el hidrégeno de amida del siguiente;
dyn es la distancia entre los hidrégenos de amida de los aminodcidos secuenciales; dpy es la distancia entre
el hidrégeno 8 de un amino4cido y el hidrégeno de amida del siguiente.
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Una vez encontrados casi todos los sistemas de espin, se procedié a buscar las senales
NOE para determinar la secuencia. Es importante senalar que se debe contar de antemano
con la secuencia priimnaria de la proteina porque de esta manera la asignacion de las sciales
NOE permite identificar inequivocamente a cada sistema de espin con un aminodicido dentro
de la secuencia de la proteina. Para iniciar la secuenciacién en el espectro NOE es preferible
comenzar con un sistema de espin asociado a alanina, valina o treonina y buscar senales
NOE entre el HA de dicho sistema y algin hidrégeno de amida. Una vez encontradas esa
sefales se revisan los sistemas de espin de cada HN para ver si alguno de cllos es consistente
con la secuencia primaria. Cuando se ha determinado la asignacion secuencial, se repite el
proceso anterior con el nuevo sistema de espin y asi sucesivamente. La existencia de varios
micleos con el mismo desplazamniento quimico® y la sefial del agua dificultan el andlisis del
espectro NOESY. En la figura 2.5 se muestra la regién ... TCYCYEHVAE..., residuos 44 a 52
del péptido G. En dicha figura se muestra sélo una banda correspondiente al desplazamiento
quimico del HN de cada aminodcido, de esta manera resulta mads sencilla la visualizacion de
las seiiales del espectro NOESY que permiten definir la asignacion secuencial: senales entre
HA() y HN(Z + 1) -marcadas con un linea en la figura-.

El trabajo de andlisis de los espectros se realizé a través del programa XEASY [37].

3Considerar que existen 2 hidrégenos a en el mismo desplazamiento quimico, por lo que en el mejor de los
casos se encontrardn dos seiiales NOE que indiquen interacciéon con hidrégenos de amida y si no se conoce
la estructura primaria no existe ningin criterio para establecer la secuencia. Por otro lado, recodar que hay
aminodcidos con el mismo sistema de espin, de este modo, ain cuando se logre encontrar la secuencia en los
sistemas de espin no serfa posible establecer una estructura primaria vinica.
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Figura 2.5: Secuenciacién 44-52 (...TCYCYEHVAE...) del péptido G.
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2.2. Elementos regulares de estructura secundaria

2.2.1. Indice de protéon

Se ha desarrollado un método para la determinacién de la estructura secundaria basado
en el desplazamiento quimico del hidrégeno a[39).

Residuo 6(HA) Residuo 6(HA)

(ppm) (ppm)

Ala 4.35 + 0.10 Met 4.52 £ 0.10
Cys 4.65 = 0.10 Asn 4.75 £ 0.10
Asp 4.76 % 0.10 Pro 4.44 %+ 0.10
Glu 4.29 4 0.10 Gln 4.37 £ 0.10
Phe 4.66 + 0.10 Arg 4.38 = 0.10
Gly 3.97 &= 0.10 Ser 4.50 £+ 0.10
His 4.63 X 0.10 Thr 4.35 &+ 0.10
Ile 3.95 % 0.10 Val 3.95 £+ 0.10
Lys |4.36+0.10| Trp |4.70 +0.10
Leu 4.17 £+ 0.10 Tyr 4.60 £+ 0.10

Tabla 2.1: Valores de los intervalos de desplazamiento quimico del HA usados para la determinacién
de la estructura secundaria.

En este método se emplean los valores de desplazamicento quimico de la tabla 2.1 como
guia bajo los siguientes criterios para cada residuo de la proteina:

s Si el desplazamiento quimico es mayor que el intervalo de la tabla 2.1 se asocia un ~1”
(indice de desplazamiento quimico) al aminoacido.

s Si el desplazamiento quimico es menor que el intervalo de la tabla 2.1 se asocia un ~-1"
al aminodcido.

» Si el desplazamiento quimico se encuentra en el intervalo, se asocia un “0" al
aminodacido.

Se hace una gréfica de niimero de residuo contra indice de desplazamiento quimico (CSI)
y cualquier agrupamiento de cuatro o mas “-1” no interrumpido por un “1” es una hélice.
Cualquier agrupamiento de tres o méds “1” no interrumpido por un “-1” es una hoja-8.

2.2.2. Interpretaciéon cualitativa de NOEs

En una estructura secundaria ademas de las distancias secuenciales existen distancias
entre los micleos de hidrégeno lo suficientemente pequeias para ser observadas en un espectro
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NOESY.

Para el caso de las distancias dyy, en las hélices-a tiene un valor de 2.8 A. En las hojas-
antiparalelas es de aproximadamente 4.3 A y en las hojas paralelas es de 4.2 A.

La hélice-a esta caracterizada por la cercania entre los residuos 7 e ¢ + 3 y los residuos ¢
e i+ 4. En la figura 2.6 se muestra la regién 21-30 del péptido G, a partir de la treonina 24
se establece la existencia de una hélice-a (que se extiende hasta el residuo 32) debido a la
existencia de senales HN-HN secuenciales.

En las estructuras 8 cada lamina consiste de segmentos extendidos cuyos elementos no
se encuentran cercanos entre si, pero que se encuentran a corta distancia de otra lamina (ver
figura 1.17b), dichas distancias adoptan los siguientes valores:

daal(i,7) = 2.3A
dan(i,7) = 3.2A
dNN(i,j) = 3.3.‘\

Con la informacién anterior, es posible encontrar scnales en el espectro NOESY que

permitan determinar la existencia y la extensidon de estructuras secundarias.
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Figura 2.6: Secuencia 21-30 (...NNPTCNHVCE...) del péptido G (espectro NOESY en agua). La
existencia de sefiales entre los hidrégenos de amida permiten establecer que a partir del residuo
24 se presenta una hélice-a. La prolina no tiene hidrégeno de amida, por lo que no existe sefial
secuencial HA23-HN24, la secuencia se establecié entre el HA23 y el HD24.
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2.3. Asignacién de NOEs a larga distancia

Una sefial NOE a larga distancia se establece entre nicleos pertenecientes a residuos que
cumplen con la condicién |t — j| > 5 donde 7 y j son las posiciones de cada aminodcido en
la estructura primaria.

Las proteinas se pliegan de tal forma que hidrégenos que se encuentran lejanos en la
estructura primaria pueden estar cercanos en el espacio. Para determinar la estructura
terciaria es necesario identificar las senales del espectro NOESY que se producen debido
a esta cercania.

La convergencia de los cdlculos de las estructuras se basa en gran medida en el niimero
de NOEs a larga distancia que se proporcionen. La asignacién de estas seiiales se realiza una
vez que se ha establecido la secuencia en los espectros y cada sistema de espin identificado
correlacione con un residuo especifico dentro de la secuencia primaria. En ciertos casos, la
asignacién de NOE:s a larga distancia resulta ambigiia debido a la existencia de varios nicleos
con el mismo desplazamiento quimico, sobre todo en la regién de los hidrégenos de la cadena
lateral de los aminodcidos. Para iniciar los cdlculos de estructuras se deben proporcionar
algunas restricciones debidas a NOEs a larga distancia y trabajar simultdneamente el analisis
del espectro NOESY y los cdlculos para facilitar de alguna manera la bisqueda de imnds NOEs
a larga distancia y refinar los calculos.

2.4. Medicion de constantes de acoplamiento

Las constantes de acoplamiento a tres enlaces de distancia (3J) proveen informacién
suplementaria a la proporcionada por los NOEs. Los intervalos de los dngulos de torsién
pueden ser estimados a partir de los valores de las constantes de acoplamiento.

Las constantes mds ficiles de determinar en proteinas son las 3Jyvina que pueden ser
obtenidas a partir del espectro COSY con las seiiales fuera de la diagonal que correlacionan
al hidrégeno « con el hidrégeno de amida. En la figura 2.7 se grafica la dependencia de
3JnNna en funcién del dngulo de torsién.

Se empled el programa JDSIMANTI [41, 42, 43] para calcular las constantes de
acoplamiento con las sefiales HA-HN en antifase del espectro COSY.

2.5. Cuantificacién de NOEs

Como se sefalé previamente, la intensidad de un NOE depende de las distancias entre
los micleos y de los tiempos de correlacién 7. (relacionado con la rotacién efectiva de la
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Figura 2.7: Relacién empirica de Karplus entre la constante de acoplamiento 3Jyynya y el dngulo
de torsién.

molécula):

NOE Tlﬁf('rc)

-El valor de la funcién de correlacion f(7.) estd definido por los efectos del movimiento de
rotacién molecular que depende del tamaitio y la forma de la proteina, por lo que 7. puede
variar en diferentes regiones de la proteina. Por io anterior, se pueden cstablecer solamente

-los:limites superiores de las distancias entre los micleos.

_El programa XEASY permite marcar cada sefial en los espectros y generar una lista con
__la'iinformacio’n necesaria para correlacionar cada senal (o pico) al par de nucleos involucrados.
Adicionalmente se gencra una lista que identifica cada nmiacleo que ha sido asignado. En el
primer caso se obtiene un archivo con extensién .peaks y en el segundo, un archivo .prot.
El programa PEAKINT (asociado a XEASY) calcula la intensidad (volumen) de cada sefial
marcada en un espectro (en este caso, el NOESY). La calibracién es la conversién de las
intensidades de las seilales NOE en distancias (que son empleadas como restricciones en los
cdlculos de dindmica molecular). Dado un archivo con la lista de los nicleos (*.prot) y un
archivo con la lista de picos (*.peaks), las sefiales son calibradas automadticamente por medio
del programa de calibracién CALIBA [40).

2.6. Determinacién y refinamiento de la estructura

Las técnicas que se emplean para la determinacién de estructuras tridimensionales
de proteinas a partir de datos de RMN se basan principalmente en las relaciones entre
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las distancias intramoleculares protén-protén y la conformacién molecular. Los métodos
computacionales para generar estructuras involucran la bisqueda del minimo global de
una funcién P que estd construida con las restricciones obtenidas en los expermientos de
RMN un ejemplo es el método de “simulacién de templado dindmico” (Dynamical Simulated
Annealing)

Este método computacional combina cidlculos de dindmica molecular y de restricciones de
distancia [44). La estructura inicial es la proteina extendida que es calentada para establecer
un espacio grande donde pueden encontrarse los dtomos de la proteina y posteriormente la
temperatura va disminuyendo lentamente. Durante la simulacién, la temperatura es calculada
y mantenida usando la siguiente ecuacién:

N .
% = aniv? = gNkT

1=1

La dindmica molecular usa la scgunda ley de Newton para determinar el movimiento de

los dtomos: 2 d
T T
_— = F ) — — t
ms F(x) fdt + R(t)

donde F(X) es la fuerza sobre el dtomo, f es el coeficiente de friccion y R(t) es la fuerza
motriz, por ejemplo colisiones con cl solvente.

La fuerza se calcula a partir del gradiente de una funciéon P:
F=-VP

P estda dada por:

Piytar = Pe:rp + Peow + RIOC"

P.zp contiene los datos experimentales de RMN, tales como restricciones de distancia
calculados a partir de los NOEs, puentes de hidrégeno y constantes de acoplamiento. P,
contiene informacién acerca de la distancia de enlaces covalentes, Angulos entre los enlaces,
geometria de anillos aromdticos, en algunos casos quiralidad de los carbonos y linealidad
de los puentes de hidrégeno. P, e, aporta el traslape en los radios de van der Waals de los
dtomos no enlazados. Para los cédlculos de las estructuras se empleé el programa CNS [45],
que emplea una estrategia similar a la descrita anteriormente.

La precisiéon de la determinacién de la estructura se evalia al comparar un grupo de
conférmeros calculados para los mismos datos experimentales, pero con el uso de diferentes
condiciones iniciales [36]. El cdlculo de una sola estructura que sea compatible con los
resultados de los espectros de RMN no es suficiente para demostrar que esa estructura es
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tinica, es por ¢llo que se deben realizar varios cdlculos para obtener un conjunto de estructuras
de baja energia consistentes con los datos experimentales.

La convergencia de los cilculos se juzga a partir de las violaciones a las distancias
experimentales proporcionadas.

El resultado final de una estructura se presenta cominmente como una sobreposicién de
todas las estructuras calculadas que tiecnen un minimo de violaciones a las restricciones y la
raiz cuadrada de la desviacién media (RMSD) también tiene un valor minimo.
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Capitulo 3

Resultados y discusion

Una vez que se asignaron aproximadamente 55 sistemas de espin se comenzé con la
secuenciaciéon por medio del espectro NOESY. No fue posible encontrar un sistema de espin
igual al mostrado en el anexo B para la fenilalanina, probablemente porque los hidrégenos
3, 4 y 5 tienen el mismo desplazamiento quimico.

- Se debe hacer notar que los HA de cada aminodcido aparecen entre 4 y 5 ppm, por lo que
eﬁhn intervalo de 1 ppm se encuentran, en este caso, aproximadamente 50 niicleos diferentes.

,Q'Igualmente existen varios sistemas de espin cuyo HN tiene el mismo desplazamiento quimico.
"_~‘P01 ejemplo existen dos sistemas de espin (marcados como 41 y 13) cuyo desplazamiento
quumco del HN el mismo: 9.44 ppm (ver figura 3.1 franja del extremo izquierdo). HA41 se
encuentra a 4.8 ppm y corresponde a un aminoicido aromitico. En la estructura primaria del
péptido G existen la siguientes regiones: ...FGC... v ...YAW... La senal del agua interfiere con
el HA 41, pero es posible definir senales NOE en 8.53 y 8.68 ppm. En 8.86 ppm existen a su
vez dos sistemas de espin: uno asociado a glicina (HA1 58) y otro asociado a alanina; en 8.53
ppm hay un sistema de espin de glicina. De este modo no es posible en principio establecer
la identidad del sistema aromdtico cuyo HA estd en 4.8 ppm. Lo mismo sucede con HA13, al
encontrar dos seiiales NOE en 8.57 y también en 8.53 ppm. En el caso de la figura 3.1 ya se
muestran los sistemas de espin debidamente identificados, luego de superar los inconvenientes

derivados de la sobreposicion de mas de dos nicleos con el mismo desplazamiento quimico.

El ejemplo anterior e¢s una muestra de las dificultades que se encuentran en la
secuenciacién por medio del espectro NOESY. Este mismo problema existe cuando se
asignan las senales NOE a larga distancia y resulta ser mds grave, porque en el caso de la
secuenciacidn, al continuar buscando sefiales y con ayuda de la estructura primaria conocida
se puede identificar cada sistema de espin. En la asignacion de NOEs a larga distancia no
existe ningin criterio para decidir con cudl de los nicleos ocurre la correlacién. Es sélo hasta
el andlisis de los cédlculos de dindmica molecular (al revisar las violaciones de distancias

43
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Figura 3.1: Problemas en la asignacién secuencial (revisar texto)
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existentes) que se pueden definir las correlaciones correctas.

La asignacidn secuencial se realizé en el espectro NOESY por medio de las sefiales HA-HN
y/o senales de la cadena lateral con HN. Fue posible establecer sefiales para las secuencias
que comprenden los residuos 1-4, 6-10, 11-22, 23-31, 32-63 y 64-66. Para la secuencia K31-
K32 sélo se encontré un NOE entre los hidrégenos de amida. No existe algiin NOE para la
secuencia 10-11 ni 66-67'. En ¢l caso de la secuenciacién X-Pro, se encontraron seiiales entre
el HA del residuo X y algin HD de un sistema de espin asociado a prolina.

La grifica de indice de protén (figura 3.2) predice la existencia de 4 estructuras
secundarias: hélices-a en las regiones que contienen a los aminodcido 6-10 y 21-32, y
estructuras [ en las regiones 2-5 y 38-41.

—— T T

T v ‘Ingtice de prokon” ———
Vb e - .- { T

oS -

N N " " i
o 10 20 0 40 50 50

Figura 3.2: Grafica de indice de protén. Predice la existencia de estructuras « (regiones 6-10 y
21-32) y B (regiones 2-5 y 38-41).

El andlisis del espectro NOESY, llev6 a establecer una hélice-a entre los aminodcidos
24-32 mediante las sefiales intensas entre hidrogenos de amida secuenciales y débiles entre el
HA y el HN siguiente. No existen suficientes seiiales NOE para establecer una hélice entre
los residuos 6-10. Respecto a las estructuras 3, las senales NOESY indican que se forma una
hoja B plegada antiparalela de 3 hebras que comprenden a los residuos 2-4, 37-40 y 45-48.
(figura 3.3).

La grafica de indice de protdn es consistente en sus predicciones, excepto en el caso de la
estructura S de la regién 44-48, sin embargo las seiiales NOESY constituyen una prueba de
la formacién de la hoja B antiparalela.

Para realizar los cdlculos se usaron cuatro tipos de restricciones: distancias (propor-

!Dado que algunas de las variables que determinan la intensidad de una seiial NOE tienen que ver con el

movimiento en la molécula y con el tiempo en que se relajan los niicleos, es natural que no se logren observar
todas las correlaciones existentes.



CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSION 46
H ‘ H ?
X s ﬂ\mg\ﬁ/"‘v“’/c\—b
b A H\Ig R?
X\ R MY
\c/49\N/H\4§"h\c/47\N’ﬁ\‘6/'N\c/45\'f/ G
7 AY A S
ﬂ llu H/ ﬁ !1 H
PR A G S <
AN S N R

Figura 3.3: Hoja B plegada antiparalela del péptido G. Esta estructura es propuesta a partir de
las seilales en los espectros NOESY en HyO y en D20. las lineas sélidas indican a los pares de
hidrdégenos cuya correlacién se encontréd a través de dichos espectros.

cionadas a partir de la calibracién de los NOEs), puentes de hidrégeno, dngulos de torsién y
constantes de acoplamiento.

La visualizacién de las estructuras calculadas se hizo a través del programa MOLMOL
[48]. Igualmente, todas las figuras subsecuentes se obtuvieron con dicho programa.

En la figura 3.4 se muestra la sobreposicién de los elementos regulares de estructura
secundaria de las 10 estructuras de menor energia y en la tabla 3.1 se muestran los valores
de RMSD para cada elemento de estructura secundaria y de la proteina completa. El RMSD
estimado es para la sobreposicién del esqueleto del péptido (enlaces peptidicos, en inglés
backbone).

Estrucura Regién | RMSD
Completa 1-67 3.006
Hélice-o 24-32 0.165
Hebra 1 2-4 0.269
Hebra 2 37-40 0.163
Hebra 3 45-48 0.124
Hélice y hoja-g 0.482

Tabla 3.1: Valores de RMSD, por regiones, de la sobreposicién del esqueleto del péptido G.

Como era de esperar, existen valores bajos en los casos de las regiones con estructura
secundaria ya que se proporcioné el nimero suficiente de restricciones para definir su
conformacién en el espacio. En el caso de la estructura completa, el valor de RMSD aumenta
porque existen regiones donde hay pocas restricciones de distancia, lo que permite libertad
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Figura 3.4: Representacién de los elementos regulares de estructura secundaria del péptido G. A la
izquierda hélice-a y a la derecha hoja-8.

de movimiento en el célculo.
En la figura 3.5 se muestran las 10 estructuras de menor energia. La sobreposicién de las
estructuras se hizo a través de los esqueletos de las regiones con estructura secundaria.

Figura 3.5: Vistas estéreo de la sobreposicién de las 10 estructuras de menor energia del péptido G.
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En el péptido G existen 4 puentes disulfuro {Dr. L.D. Possani, sin publicar]: Cys25-
Cys45, Cys29-Cys49, Cys11-Cys65 y Cys15-Cys40. La hélice-a estd unida a la hebra-# 3 por
los puentes C25-C45 y C29-C49. Estos puentes, asi como el patrén de plegamiento hélice-
a/hoja-B (CSaf) que presenta el péptido G se conservan en todas las toxinas de alacrdan
[29]. Adicionalmente, el patrén CSaf se encuentra en muchas proteinas con actividades
antibi6ticas o téxicas [46].

En la figura 3.6 se muestran las estructuras primarias de las toxinas PG (péptido G), Cn2
(del alacran Centruroides nozius, téxica hacia mamiferos (28]), Tsl (del alacrdan brasileno
Tityus serrulatus, toxicidad contra mamiferos [46]), AahSTR1 (alacrén de Africa del Norte
Androctonus australis hector, sin actividad téxica [47]) y AaHII. Los péptidos Cn2, Tsl y
AaHSTRI1 son toxinas-8 y el péptido AaHII es considerado como prototipo de una toxina-a,

todas ellas son moduladoras de los canales iénicos de sodio.

PG RDGYPLASNG-CKFGCSGLGENNPTCNHVC-ERKAGSDY---GYCYAU---~- TCYCEHVAEGTVLUGDSGTGPCRS
Cn2 KEGYLVDRNTGCKYEC-LKLGDNDYCLREC--RQQYGRGA-GGYCYAF-~--—- ACVUCTHLYEOAIVUPLPNKRCS
Tsl KEGYLMDHE-GCKLSC--F IRPSGYCGRECGIRKGS----- SGYCAWP----- ACYCYGLPNUVKVUDRATNKC

AahSTR1 ARDGYIVHDGTNCKYSC-EFGSEYKYCGPLC~EKKKART-~--GYCYLF----- ACUCIEVPDEVRVUGEDGFHCYS
AaHII  VKDGYIVDD-VNCTYFCGRNA----YCNEEC-TKLKGE----SGYCQUASPYGNACYCYKLPDHVRTKGPGRCH

Figura 3.6: Estructuras primarias de diferentes toxinas de alacrdn moduladoras de los canales de
sodio.

Existen dos tipos de toxinas moduladoras de los canales de sodio: toxinas-a y toxinas-3,
un andlisis de sus estructuras primarias muestra algunas diferencias carateristicas entre unas
toxinas y otras. Las toxinas-f# tienen en el N-terminal a un aminodcido bdsico (Arg o Lys)
y en las toxinas-a el aminodcido bdsico se encuentra en la posicién 2 o 3. La lisina 12 se
conserva en todas las toxinas-8 y en las toxinas-a en la misma posicién se encuentra una
treonina o una valina. Por otro lado, en las toxinas-a se conserva un residuo bisico en la
posicién 58, cosa que no ocurre en las toxinas-3 [46].

La informacién anterior y la comparacién de la estructura primaria del péptido G
con las otras toxinas de la figura 3.6 permite proponer que el péptido G sea considerado
como una toxina-B. Sin embargo, se ha encontrado que este péptido no tiene actividad
téxica [L.D. Possani, sin publicar]. Estudios de modificacién quimica y mutagénesis sobre
las neurotoxinas han identificado algunos residuos que pueden estar involucrados en las
interacciones con los canales de sodio. Todas las toxinas de cadena larga (60-70 aminoacidos)
pierden significativamente su actividad cuando se modifica el residuo basico en el N-terminal.
Otro residuo que ha mostrado una funcionalidad importante es la Lisina 12 de las toxinas-
B. También la conservacién de una superficie hidrofébica en las toxinas de alacrdn ha sido
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tomada como evidencia de su participacién en el reconocimiento del canal de Na* [46], esta
regién se encuentra del lado de la hoja-g [28].

El péptido G cuenta en su estructura con el aminoécido bdsico N-terminal y con la lisina
12, asi como con la regién hidrofébica sobre la estructura 8 (figura 3.7b) por lo que la
explicacién de su inactividad téxica debe encontrarse en otra regién del péptido.

Figura 3.7: Superficies electrostiticas de las toxinas (a)Cn2 y (b)PG. En (c) se muestra una visién
estérero de la orientacién del péptido G que corresponde a las superficies mostrada. El color rojo
indica carga negativa y el azul, positiva. En la superficie del péptido G no existe una regién positiva
correspondiente a Lys 13 de Cn2.

En la figura 3.8 se muestran las estructuras de la toxina activa Cn2 y del péptido G donde
se observa una diferencia importante en la orientacién de la regién que contiene al aminodcido
12 (ver también figura 3.7). En el péptido G, la lisina 12 no se encuentra expuesta hacia el
exterior, contrario a lo que sucede en la toxina Cn2 por lo que es posible que la actividad de
la toxina esté en funcién de la orientacién de este aminoacido basico (potencial electrostatico
positivo).



CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSION ' : ' 50

Lys 13 {Cn2)

Figura 3.8: Sobreposicién de las
toxinas Cn2 (azul), PG (rojo). Existe
un plegamietno diferente a partir del
residuoc 4 lo que provoca que la
posicién de Lys 12 sea totalmente
diferente.

En varias toxinas-f activas, se encucntra presente la secuencia Pro-Leu-Pro casi al final
de la cadenald47] o un ecquivalente, como cn la toxina Tsl (Asp-Arg-Ala). Esta secuencia
en el caso de la toxina AahSTRI1 y del péptido G estdn sustuidas por Gly-Glu-Asp y Asp-
Ser-Gly, respecivamente. Blanc [47] establece que este cambio de aminodcidos desestabiliza
la. estructura. Sin embargo, la comparacién de las estructuras terciarias contradice esta
hipétesis.

En la figura 3.9 se encuentran las superficies electrostiticas (el cdlculo se hizo sobre
orientaciones similares) de diferentes toxinas: Cn2, Tsl, LqhalT (toxina del alacran Leiurus
quinquestriatus hebraeus, téxica hacia insectos {49]) y PG. Las dos primeras toxinas actdan
sobre mamiferos y tienen en comin una region negativa y regiones positivas en lados opuestos
(K35 y K31 por un lado y K63 y K52 por el otro). En el caso de la toxina que actia
sobre insectos, existe en el mismo sitio una regién negativa. En el caso del péptido G se
encuentra que se forma una superficie hidrofébica, esto podria resultar en que no sea posible
la interaccidn entre el canal de sodio y la toxina.

El plegamiento de las proteinas determina la posicién de cada aminodcido en el espacio
vy la carga electrostdtica en la superficie de la proteina se debe a la naturaleza de los
aminodcidos que se encuentran expuestos hacia el exterior. Por las caracteristicas de la
superficie del péptido G y su comparacién con las de otras toxinas activas, es muy probable
que el reconocimiento de las toxinas por parte de los canales i6nicos de sodio sea a través de
interacciones dipolares.
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Figura 3.9: Superficies electrostiticas de las toxinas (a)Cn2,(b)Tsl, (c)LghalT y (d)PG. En (e) se
encuentra la orientacién del péptido G para realizar el cdlculo de la superficie, esta orientacién es
similar en los casos dg las otras toxinas.



Conclusiones

Los elementos de estructura secundaria del péptido G son:

s hélice-a entre los residuos 24 a 32.

= hoja-8 plegada antiparalela de tres hebras: residuos 2-4, hebra 1 (B1); 37-40 hebra
2 (B2) y 45-48 hebra 3 (B3). El arreglo de las hebras es B1-B3-B2

Los elementos regulares de estructura secundaria forman un patrén conocido como
CSap, que se conserva en todas las toxinas del veneno de alacrdn y en otras proteinas
con actividad antibidtica y téxica.

Por las caracteristicas de su estructura primaria, el péptido G puede ser considerado
como una toxina-g.

El patrén CSaf y la naturaleza hidrofébica de la superficie de la hoja-# no son los
Unicos elementos responsables de la actividad de una toxina.

Al encontrarse presente la lisina 12 en el péptido G y dado que se ha mostrado que el
cambio de este residuo hace que la toxina pierda su actividad, no es sé6lo la presencia
de dicha lisina sino su orientacién, una de las causas probables de la actividad téxica
de las toxinas-8 de los alacranes. Al existir actividad téxica dicho residuo se encuentra
hacia el exterior.

Esta es la primera proteina que se obtiene en México y con experimentos obtenidos en
el pais se determina su estructura por RMN.
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Anexo A

Algunos resultados iitiles de la fisica
clasica

El fenémeno en el que se basa la Resonancia Magnética Nuclear puede ser explicado
basdndose en algunos resultados de la fisica cldsica, los cuales son mds cercanos a nuestra
realidad y percepcién. Por lo anterior, se desarrollarin algunos temas desde un punto de
vista cldsico para facilitar la visién de los fenémenos que ocurren al colocar un micleo dentro

de un campo magnético.

A.1. Giroscopio[30, 31]

La rotacién se asocia con un cambio angular de la posicién de un cuerpo con respecto al
tiempo. La torca o momento de torsién puede pensarse como la tendencia de una fuerza a
realizar una rotacién. Vectorialmente, la torca se define como:

F=FxF (A1)

El momento angular L de una particula que estd rotando alrededor de un punto O se
define matemdticamente con el producto vectorial:

-

L=Fxgp (A.2)
donde 7 se mide relativo a O y 7= m¥ es el momento lineal o cantidad de movimiento.

A partir de la segunda ley de Newton, F = f‘}f, y combinando las ecuaciones A.1 y A.2

se puede deducir la relacién entre el momento angular y la torca:!

! A los niicleos atémicos se les caracteriza con el nimero cuéntico de espin que es directamente proporcional
a la magnitud del momento angular de espin. El momento angular de espin acepta un tratamiento vectorial
cldsico. Entonces es posible decir que si el espin cambia su orientacién en el espacio se debe a un momento

.83
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(A.3)

Para un objeto que se encuentra en un movimiento circular, L se define como la masa
por la velocidad por el radio de la circunferencia; por otro lado, la velocidad es igual a la

velocidad angular por el radio (v = wr). Entonces:
(A1)

— _ 2
L = myv;r = myriw

Al sumar respecto a todas las particulas que forman al objeto, se obtiene:
(A.D)

L=1Iw
La expresion anterior es andloga a la del momento lineal, donde la velocidad se recemplaza
por la velocidad angular y la masa por el momento de inercia (I).
Un tipo de movimiento familiar es el que se observa al hacer girar un trompo alrededor
de su eje de simetria como se observa en la figura A.la. Dicho movimiento alrededor de la
2

vertical es conocido como precesion.

= | . :
3 3 .!
N | " N
L]
L]
L]
ruede Qrencio

“““ iy - L=lw
! Direccién de
la precestén AL
ecesién

hdrnenturn sneal e

L = 1 \eipn

e

TSI
del aspir

[y
*
.
.
.
.

\

Tamue gravitacinmal
mel produce precesid,

Figura A.1: (a)Representacién del movimiento de un trompo. (b)Giroscopio.

Para ilustrar de manera sencilla las caracteristicas de un movimiento como el del trompo,

se considerard a un giroscopio simple (figura A.1b), el cual consta de una rueda que puede
girar y que estd sujeta a un eje cuyo pivote se encuentra a una distancia D. Hay dos fuerzas

de torsién que actia sobre él (que puede ser generado por un campo magnético).
2Al hablar de niicleos magnéticos, el campo que-causa la torca es el campo magnético en analogia con el

campo gravitatorio que actiia sobre el trompo.
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externas actuando sobre el sistema (rueda y eje) que son el peso Mgy la normal del soporte
sobre el eje que no produce torca. De esta manera la torca externa sobre el sistema es

7= MgD i

La direccién de esta torca es perpendicular al eje de la rueda (perpendicular a E). Este
momento de torsién hace cambiar al momento angular en la direccién de la torca (ver ec.
A.3), es decir que el eje se mueve en el plano horizontal:

dL = 7dt = MgDdt i

El momento angular total es la suma del momento angular de espin (debido al giro de la
rueda) mds el que se origina por la precesion de la rueda en torno al pivote. Para simplificar,
la contribucién debida a la precesién es despreciable, lo que es una buena aproximacion si la

frecuencia de precesién (w,) es mucho menor que la frecuencia de “espin” (w,).

En el diagrama vectorial de la figura A.1b sc muestra que en el tiempo dt el vector L gira

describiendo un dngulo d¢. Se puede calcular el cambio angular con la siguiente expresion:

dd = dL _ Mg Ddt (A.6)

Twy,

L
La rapidez con la que precesa el eje es %‘f, por lo tanto:

_@_A’IQD
P odt T w,

Este resultado es vilido sélo cuando w, < w;.

(A.T)

A.2. Magnetismo

La torca sobre una espira de corriente[32]

En la figura A.2 se muestra una espira rectangular de alambre de longitud a y ancho
b colocada sobre un campo magnético B de tal forma que los lados (1) y (3) siempre son
perpendiculares a la direccién del campo. La normal nn' al plano de la espira forma un

dngulo 0 con la direccién de B (fig. A.2b). La corriente fluye en el sentido de las manecillas
del reloj.

La fuerza neta sobre la espira es la resultante de las fuerzas en cada uno de los 4 lados
de la espira. '
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Figura A.2: Efecto de un campo magnético B sobre una espira de corriente. Las cruces indican que
la direccién del campo es hacia adentro de la hoja. (a)Debido al paso de corriente, sobre cada lado
de la espira se ejerce una fuerza F. (b)La accidn de Fy y F3 ocasiona que la espira gire sobre 2’.

Podemos definir un vector ¢ sobre cada uno de los lados de la espira que apunte en la
direccién de la corriente. Con la relacién

F=ixDB
podemos encontrar la direccién y la magnitud de cada una de las fuerzas que actian sobre
los lados de la espira.

En el lado (2),  tiene magnitud b y el dngulo entre dicho vector y el campo magnético
es de 90° — 4.

Como F es un producto cruz, la direccién de F; es tal que sale de plano de la figura A.2b.
El lado (4) tiene la misma magnitud que el lado (2), pero la corriente va en sentido contrario
por lo tanto Fy tiene la misma magnitud que 13‘.2, pero apunta en la direccién opuesta. Por lo
tanto F, y F no tienen efecto alguno en el movimiento de la espira y como dichos vectores
se encuentran sobre la misma linea de accién, la torca total debida a estas fuerzas es cero.

Para los lados (1) y (3), ¢ tiene magnitud a y el d4ngulo que forma con B es 90°, por lo
que

F\ = F3 = iaB sen90° = iaB

F y F; se encuentran en direcciones opuestas, de tal forma que no tienden a mover la
espira como un todo. Sin embargo, si la espira estd en la posicién mostrada en la figura A.2b,
las fuerzas no se encuentran sobre la misma linea de accién por lo que existe una torca neta
que tiende a girar la espira en direccién de las manecillas del reloj en torno a la linea zz'
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La magnitud de la torca total ¥ se calcula con el valor de la torca producida por F, en
torno al eje zz' y duplicdndola, ya que F ejerce la misma torca:

=7x F

r= F =iaB

i Y

2
T = iabB

T = 2iaB (2> sen90°

donde ab es al drea (A) de la espira, por lo que
T = iABsenf (A.8)

Una espira de corriente que se orienta en un campo magnético externo asemeja la accién
de la aguja de una brijula en el mismo campo. Las brijulas, los imanes de barra y las espiras
de corriente pueden considerarse como dipolos magnéticos. Para mostrarlo, se emplearan
resultados encontrados para dipolos eléctricos.

Una estructura recibe el nombre de dipolo eléctrico si

a) Al colocarse en un campo eléctrico externo experimenta una torca cuyo valor esta dado
por la ecuacién

F=px E (A.9)
T = pkE send (A.10)

donde P es el momento dipolar eléctrico; y

b) Establece un campo eléctrico propio.

Estos dos requisitos no son independientes, si uno de ellos se cumple, el otro también.
Comparando las ecuaciones A.8 y A.10 se observa que en las dos aparece un campo
(magnético o eléctrico) asi como también el término senf. Esta comparacién sugiere que iA

en la ec.A.8 puede considerarse como el momento dipolar magnético u que corresponde a p
en la ec.A.10, entonces la ec. A.8 queda como

7 = uBsenf (A.11)

Esta 1ltima expresién indica que la torca sobre una espira de corriente puede escribirse
en forma de producto vectorial, en analogia a la ecuacién A.9:
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F=jxB (A12)
Cuando se coloca una espira de corriente (o cualquier otro dipolo magnético) dentro de un
campo magnético siempre existe una torca. Por lo anterior, un agente externo debe realizar
trabajo para cambiar la orientacién de tal dipolo. Consecuentemente, un dipolo magnético
tiene una energia potencial asociada con su orientacién en un campo magnético externo. Se
puede considerar que ésta energia es cero cuando Z y B forman un angulo recto. La forma de
escoger la configuracion de energia E=0 es arbitraria debido a que sélo interesan los cambios
de energia que ocurren cuando el dipolo gira.
La energia potencial magnética en una posiciéon § se define como el trabajo (producto
70) que debe realizar un agente externo para hacer girar al dipolo de su posicién de energia
cero (@ = 90°) a una posicién dada 6. Por consecuencia

0 0 ]
E = / Tdl = / 1LBsenbdf = /I.B/ senfdf = —puBceosl
90 90 90

Que en términos de vectores se escribe como:

E=—i B (A.13)

Como se establecié anteriormente, el movimiento de una carga eléctrica (corriente) en
una espira produce un momento magnético cuya magnitud es

=14 (A.14)

Considerando ahora una espira circular que se encuentra sobre el plano xy, entonces se
puede escribir una expresiéon para la corriente eléctrica

q _ qu

t  2nr
donde v es la rapidez de la carga y r es el radio de la espira. Sustituyendo ec.(A.14) en
ec.(A.15) y como A = 7r?, se tiene que

(A.15)

_ Qv o _ qur
n=—mr >

P (A.16)

Generalizando, cuando la espira de corriente no es circular, la ecuacién del momento
magnético es:

i= g(r x 7) (A.17)
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Es posible expresar a /i en términos del momento angular (E) empleando el hecho de que
dicho término se define por:

L=Fxp; p=mv
L =7xmv
L = m(F x ) (A.18)

La relacién entre el momento magnético y el momento angular es:

= —g—('f"x mv) = %%
fi=-—LF (A.19)
2m
Para un electrén ¢ = —e por lo que se puede reescribir a la ec. A.19 de la siguiente forma:
f=— L (A.20)
2m,

Como quedé establecido, la energia potencial de un dipolo es:
E=—ji-B (A.21)

Considerando al campo magnético y al momento angular sobre el eje z, entonces la
ecuacién de la energia se convierte en:

E=—u.B,

Empleando la ec. A.20 se tiene que:

eB
_ z A.22
E o L. ( )

Precesion de un momento magnético[30]

El resultado de la ec. A.20 es vidlido para el movimiento orbital de un electrén en un
dtomo, pero el electrén también tiene un espin que tiene asociado un momento angular y
por lo tanto un momento magnético.

En cualquier dtomo existen varias combinaciones de espin y movimiento orbital por lo
que la ec.A.20 se reescribe como:

le|

2me.

L (A.23)

gA=—g
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donde g es un factor caracteristico de cada d4tomo y es conocido como “factor de Landé”.

En los nicleos atémicos hay protones y neutrones que tienen, como el electrén, un rotacién
intrinseca o espin. Entonces se puede escribir una relacién entre el momento angular y el
momento magnético andloga a la anterior:

. e =
ji=g—0o»>L (A.24)
2m,
Por la existencia del momento magnético, se puede considerar a los Atomos como imanes.
Una de las consecuencias de que en los atomos el momento magnético sea proporcional al
momento angular es que al colocar un dtomo en un campo magnético, su momento magnético

adquiere un movimiento de precesidn.

Es posible emplear los resultados de la fisica cldsica (del giroscopio) para describir la
precesién de los momentos magnéticos de las particulas subatémicas. Si se supone que
existe un momento magnético suspendido libremente en un campo magnético uniforme,
dicho momento sufrird una torca que intentara alinearlo en la direccién del campo. Por la
existencia del momento angular, la torca no hard que cl iman termine alineado: en lugar de

eso, el momento magnético precesard alrededor de un eje paralelo al campo magnético.

Campo m-gu‘:‘oo aplioato

Figura A.3: Representacién de la precesién de un momento magnético en un campo magnético
externo.

A partir de la figura A.3 y de la ecuacién A.6 se puede escribir que

dL
d¢ = Lsen@
y asi calcular la velocidad de precesién:
do 1 dL

“p= Gt < Lsen dt
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de acuerdo a las ecuaciones A.3 y A.12 se tiene que:

1 1
“p = Tsenb LscnOMBseno
_ kg gl
Wy = LB = g2mB (A.25)

Como puede verse, la rapidez de precesién es proporcional a la magnitud del campo. La
frecuencia de precesién para un protén es:

%= 5n

ge B
vp = o (A.26)

2my, 2w
Es claro que la frecuencia de precesién es mucho mayor para el caso del electrén, por lo
que la energia asociada a dicha frecuencia nos permitiria discernir entre un espin nuclear y

uno clectrénico.

Cuantizacién del momento angular[30, 33]

Cldsicamente, un objeto con un momento angular total L podria tener, por ejemplo, para
su componente 2z cualquier valor entre +L y -L; cuinticamente, la componente z sélo puede
tener ciertos valores discretos: si a un sistema se le puede asociar un nimero caracteristico 1
(en el caso del clectrén seria el nimero cudntico €), la componente de su momento angular

en cualquier eje (para simplificar, ¢l ¢je z) sdlo pude tomar uno de los siguientes valores:

In (I =1)h, (=2, ..— I (A.27)

Para un I dado, hay (2I+41) posibles valores para la componente z de un momento angular.
De esta manera, si se conoce la energia y el ntimero 1 habra exactamente (21+1) estados con
la misma energia, cada estado corresponderia a uno de los diferentes valores posibles.

Si se toma al azar cualquier sistema de I conocido y se mide la componente z del momento
angular es iguaimente probable obtener cualquiera de los valores posibles. Es posible calcular
el valor esperado de la magnitud del vector L [30].

L=\IT+1)h (A.28)

Al hacer un andlisis con los resultados de la mecdnica cudntica, se encuentra que los
vectores de momento angular tienen perfectamente determinada su magnitud (ec. A.28) y su
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componente z cuyo resultado (para los electrones) estd relacionado con el nlimero cudntico
m [33]:

L, =mh (A.29)

Efecto Zeeman[34]

Los resultados de la fisica cldsica mostrados hasta el momento han puesto de manifiesto
que existe una interaccién entre los campos y los dipolos magnéticos.

En 1896 Peter Zceman encontré que las lineas espectrales de emisién de un dtomo, al
ser colocado dentro de un campo magnético se desdoblaban en multipletes; este fenémeno
es conocido como “efecto Zeeman”.

—  fenorga

2p ‘r :

Transklones

1s

o R

Sin campo magnético Campo magnétco
Figura A.4: Efecto de un campo magnético externo sobre un dtomo de hidrégeno.

Para mostrar el origen de este desdoblamiento se empleardan algunos resultados de la
mecdnica cudntica. Si en la cc. A.22 reemplazamos L, por su operador equivalente L,,
" entonces dicha ecuacidn nos dard la parte del hamiltoniano de un dtomo de hidrégeno debida
‘a un campo magnético externo.

Entonces el operador hamiltoniano cuando existe un campo magnético externo es:

eB. ;.

2z

H=H,+

me
donde H, es el hamiltoniano en ausencia del campo magnético.

La correspondiente ecuacién de Schréedinger es

HV = EV

H, W + ‘;lB’ L,V = Ev . (A.30)

e
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Como las funciones de onda son cigenfunciones de H, y L., también los son de H.

Resolviendo la ec. A.30 se encuentra que los niveles de energia son

—pe?

= W -+ ﬁmBz (A31)

n=1,2,3... m=0,%x1,+2...%£/¢

donde B8 = 2"’"': recibe el nombre de magnetén de Bohr y numéricamente equivale a

9.274x10~2* JT-1.

La ec. A.31 muestra que un cstado con determinados ndmeros cudnticos n y € sc scpara

en 2¢ + 1 niveles de energia debido a la presencia de un campo magnético externo.

En la figura A.4 se muestran griaficamente los resultados para el estado 1s y 2p de un
atomo de hidrégeno. El estado 2p se divide en tres niveles.

Experimento de Stern-Gerlach[30]

Se ha mencionado la existencia de una propiedad de las particulas subatémicas
denominada espin que suele pensarse como el giro de dichas particulas sobre su propio eje.

En 1925 Samuel A. Goudsmit y George E. Uhlenbeck postularon la existencia del espin
al indicar que el electrén poscia un momento angular intrinseco.

Coxno una prueba de la existencia del espin electrénico se tomaran los resultados de un
expéfimento realizado en 1922 por Otto Stern y Walter Gerlach.

Zerofield  on only two orientations
pattern  «@» Classical expectation
o

<> Experimental resut

Figura A.5: Descripcién del experimento de Stern-Gerlach.
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Stern y Gerlach idearon un experimento para medir el momento magnético de los 4tomos
de plata. Produjeron un haz de dtomos de plata y lo hicieron pasar verticalmente entre los
polos de un iman cuyo campo magnético era no homogéneo.

La hipétesis planteada se sustentaba en la fisica cldsica: Si un dtomo de plata tenia un
momento magnético pu al ser colocado en un campo magnético se produciria un torca cuya
energia asociada seria igual a

AFE = —nuBcost

El hecho de tener un campo magnético variable produciria una variacién en la energia y
se generaria una fuerza sobre los momentos magnéticos cuya direccién dependeria del valor
del coseno de @ y los dtomos serian atraidos hacia arriba o abajo por una fuerza proporcional

a la derivada de la cnergia magnética

E
9 = prost——

=% z

Al salir del horno los momentos magnéticos apuntarian en cualquier direccién y se
encontraria cualquier valor para 6. Por lo anterior, cuando el haz abandonara el iman, los
dtomos se distribuirian de acuerdo a sus componentes verticales del momento magnético (ver
la figura A.5).

. El resultado que obtuvieron no estaba de acuerdo con su hipétesis ya que obtuvieron sélo

dos manchas sobre la placa.

' fEli_mixuéro atémico de la plata es 47, y el electrén mds externo tiene un mimero cudntico
=0 (orbital s), ¥y su momento angular es cero por lo que no se esperaria ninguna interaccién
con el campo magnético. Los resultados indican que si hay interaccién, por lo que se
puede intuir QUe existe un momento magnético adicional independiente de los movimientos
orbitales; es decir, el espin electrénico. Por otro lado al obtener dos manchas sobre la placa,
existe una indicacién de que sélo son posibles dos valores para 8 (es decir, estdn cuantizados).
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Anexo B

Espectros COSY y TOCSY de los 20
aminoacidos

A continuacién se muestra una representacion esquemsddtica de las senales que deben
aparccer en los espectros de correlacién por enlace para cada uno de los aminodcidos
comunes[50]. Los circulos muestran correlaciones COSY y los rombos, correlaciones TOCSY'.
Los desplazamientos quimicos indicados son para aminodcidos en una geometria al azar
(random coil).
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