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Introducción y objetivos 

La búsqueda de correlaciones entre observables físicos es una estrategia para explicar 

algunos fenómenos. El estudio de las relaciones estructura-función de las proteínas constituye 

un ejemplo. Las proteínas son biopolímeros que tienen diversas funciones: estructurales, 

enzimáticas, reguladoras, hormonales, entre otras. Entonces resulta de gran importancia 

determinar la influencia que tiene la estructura tridimensional de la proteína y crear así, por 

mencionar un ejemplo, proteínas "sintéticas" con una función específica. 

De esta manera se presentan, en principio, dos problemas a resolver: determinar la función 

de la proteína y determinar su estructura. Posteriormente faltaría contar con el número 

suficiente de "problemas" resueltos para comenzar a proponer correlaciones. 

El estudio de los péptidos del veneno de alacrán ha permitido entre otras cosas determinar 

la topología de canales iónicos 11), o el desarrollo de insecticidas (2). Por otro lado, se ha 

mostrado que el patrón de plegamiento de las toxinas de alacrán puede ser empleado como 

base para crear moléculas estables con diferentes propiedades biológicas (3]. 

1 

En el caso de la determinación de las estructuras tridimensionales o terciarias de las 

proteínas se cuenta con dos metodologías: una que emplea la difracción de rayos X y otra 

que se ba.sa en el uso de espectros de Resonancia Magnética Nuclear (RMN). Mientras que 

la técnica de difracción ele Rayos X exige contar con un monocristal de la proteína, la de 

RMN permite hacer estudios de la proteína en disolución. 

A partir de la década de los 80's la RMN se ha convertido en un método poderoso para 

la determinación de estructuras de macromoléculas biológicas en disolución debido a tres 

razones principalmente: 

l. Desarrollo de experimentos en 2 y 3 dimensiones que permiten distinguir correlaciones 

entre núcleos cuyas señales se encuentran traslapadas en espectros de una dimensión; 

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

de equipos que proveen un incremento en la relación señal-ruido y mayor dispersión 

del campo; 

. 1 
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3. Creación de algoritmos matemáticos y computacionales para obtener restricciones a 

partir de los espectros y calcular estructuras tridimensionales por métodos de dinámica 

molecular. 

La principal fuente de información empleada para resolver estructuras protéicas por RMN 

se encuentra en las interacciones a corta distancia entre los protones suplementada con 

ángulos de torsión. Las distancias se obtienen midiendo el Efecto Nuclear Overhauser (NOE) 

y los ángulos se obtienen del análisis de las constantes de acoplamiento. Es por ello que la 

asignación de cada señal en los espectros de dos dimensiones es una parte integral de la 

determinación de la estructura. 

El objetivo de este trabajo es presentar la metodología que se siguió para obtener la 

estructura terciaria de un péptido de bajo peso molecular (aprox. 7kD), el cual fue extraído 

del veneno del alacrán Centruroides noxius, empleando espectros de RMN de 2 dimensiones 

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

Por otro lado, este trabajo se ubica dentro del establecimiento "de las bases para utilizar 

la Resonancia Magnética en la elucidación de la estructura de proteínas en México" 1 • La 

estructura del péptido G es la primera que se determina con experimentos de RMN obtenidos 

en el país. 

1M. A. Vera, Determinaci6n de la estructura secundaria del fragmento 1-108 de la proteina SV40 por 
RMN, Tesis, UNAM, México, 2001 . 



Capítulo 1 

Teoría 

1.1. Resonancia Magnética Nuclear 

Las relaciones matemáticas que explican el fenómeno de la Resonancia Magnética 

Nuclear pueden derivarse al extender los resultados encontrados por la física clásica para 

el comportamiento de los dipolos magnéticos en un campo magnético y la relación entre 

momento magnético y momento angular (revisar el Anexo, sección Algunos resultados útiles 

de la física clásica). Por otro lado el espín nuclear se considera análogo con el espín electrónico 

al que se asocia un momento angular, por lo que los resultados encontrados para el electrón 

pueden aplicarse a los núcleos atómicos. 

1.1.1. Magnetismo nuclear y condición de resonancia[S] 

La mecánica cuántica permite calcular la magnitud del momento angular (l) y de su 

proyección sobre uno de los ejes (por ejemplo, el eje z) de una partícula.: 

L = .j1(1 + l)ll 

donde I será denominado número cuántico de espín y puede tener cualquiera de los siguientes 
valores: 

1 3 l= 0,2,l,2,2, ... 

y m, el número cuántico magnético, toma los valores 

m= I, I-1, ... , -1 

En la tabla 1.1 se muestran los valores de I de algunos núcleos . 

. 3 
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1 Núcleo fXlO' Abundancia 
T-1 s-1 natural ( %) 

o l"C o 98.892 
160 o 99.063 
lH 26.7519 99.985 
13c 6.7283 1.108 

1 lsN -2.7126 0.37 2 19p 25.1815 100 
29Si -5.3190 4.70 
31p 10.8394 100 

1 "H 4.1066 0.015 
t4N 1.9338 99.63 
ua 8.5847 80.42 

3 23Na 7.0747 100 2 391( 1.2499 93.1 
!!. no -3.6280 0.037 2 

2sMg -1.6389 10.13 
3 wa 2.8747 19.58 

Tabla 1.1: Números cuánticos de espín, constantes giromagnéticas y abundancias naturales de 
algunos núcleos. 

A una partícula cargada que posee un momento angular se le puede asociar un momento 

magnético según la ecuación ¡1 = g-2 c l. Haciendo la equivalencia g 2 m" ='Y se tiene que 
''ªv P 

J1 = ,L (1.1) 

donde¡ es conocida como la constante giromagnética y es particular para cada núcleo (ver 
tabla 1.1). 

El momento angular puede tomar 21+1 orientaciones con la misma energía, sin embargo, 

al aplicar un campo magnético B sobre el eje z cada orientación adquiere una energía diferente 

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

E= -¡1 · B = -µzB 

E = -¡LzB = -rymliB 

La regla de selección indica que las transiciones permitidas son entre niveles cuyo 6m = 
±1. Entonces 

6E.= ñryB 
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En los experimentos de RMN las transiciones son inducidas al irradiar la muestra con un 

campo B 1 (ondas electromagnéticas) cuya energía es igual a la diferencia de energía entre 

dos niveles permitidos (condición de resonancia). 

La ecuación de Planck permite calcular la frecuencia de la radiación electromagnética 

aplicada: 

Aplicando la condición de resonancia 

t::.E = hv1 

'Y 
V¡= -B 

271" 

(1.2) 

(1.3) 

La diferencia de poblaciones entre un nivel de menor energía y uno de mayor energía 

puede calcularse según la distribución de Boltzmann y desarrollando la exponencial en series 

hasta el segundo término: 

Np -AE t::.E 
- = e""""l?I' ~ 1 - -­
N0 kT 

= l _ ¡hB 
kT 

a se refiere al nivel de menor energía (momento magnético paralelo al campo) y /3 se refiere 

al nivel de mayor energía (momento magnético antiparalelo al campo). Si se define N 0 + Np 

=l, al resolver el sistema de ecuaciones se determina que 

Para el caso de núcleos de hidrógeno colocados en un campo de 21.15 Tesla (frecuencia 

de resonancia 900 MHz, comercialmente la más alta posible a la fecha) a 300K, la diferencia 

de poblaciones es de 0.000072028; es decir que en una población de un millón sólo existen 

aproximadamente 75 núcleos más en el nivel de menor energía. 

La probabilidad de una transición de un nivel menor a uno de mayor energía es igual a la 

de una transición en sentido inverso y cada transición se asocia a un cambio en la orientación 
del espín. 

Como hay un exceso en la población del nivel de menor energía, la absorción de energía 

es el proceso dominante. Esto se observa ~n un espectro de RMN como una señal cuya 

intensidad es equivalente a la diferencia de población. Sin embargo, de acuerdo al cálculo 
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realizado puede decirse que sólo es posible detectar a uno de cada 104 - 106 núcleos. De ahí la 

importancia de la cantidad de muestra, la intensidad del campo y que se prefiera realizar 

experimentos con núcleos cuya 'Y y abundancia natural sean grandes (por ejemplo el 1 H}. 

El momento magnético de espín precesa al aplicar un campo magnético. El cálculo de la 

frecuencia de precesión se hace con la ce. A.26 (del anexo A}; si se compara este resultado 

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

Free. de precesión (de Larmor) = Free. asociada. a la energía para provocar una transición 

La interpretación de los espectros que se obtienen con experimentos de RMN proveen la 

información necesaria para determinar la estructura. de una molécula; dicha información se 

encuentra principalmente en: 

• Desplazamientos químicos 

• Acoplamientos escalares 

• Efecto Nuclear Overhauser (NOE) 

• Integración de las señales 

1.1.2. Desplazainientos quírnicos[5, 7] 

Un núcleo aislado de hidrógeno tiene una frecuencia de resonancia de 400 l'vlHz en un 

campo de 9.4T, pero no todos los núcleos de una molécula tienen la misma frecuencia de 

resonancia. La frecuencia. depende de la distribución local electrónica alrededor del núcleo. 

Este efecto permite distinguir tres tipos de núcleos de hidrógeno en el etanol (CH3-CH2-0H) 
tal como se muestra en la figura l. l. 

- resonance lrequency 

Figura 1.1: Espectro de RMN de baja resolución de una 
muestra de etanol.(Adaptado de J. Chem. Phys., (1951), 
19, 507.) 
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La existencia de los desplazamientos químicos se debe a que el campo magnético B 
que actúa sobre un núcleo es diferente al campo externo aplicado Bo· En un átomo, B es 

ligeramente menor debido a la generación por inducción de pequeñas corrientes eléctricas 

adicionales dentro del átomo; el sentido de estas corrientes es tal que se genera un campo B' 
opuesto al campo externo aplicado. Se dice entonces que el núcleo está "protegido" por los 

electrones circundantes (B = B0 - B'). 
Como B' es proporcional a .ii0 se obtiene la relación: 

B = B0 - B' = B0 (l - a) 

donde a es la constante de protección. Como resultado de esta protección la ec. 1.3 queda 

de la siguiente manera: 
1B0 (l - a) 

V = --'-----'-
27r 

En una molécula ocurre casi lo mismo que lo descrito con los átomos, sólo que el 

movimiento electrónico es más complicado y a puede tener valores positivos o negativos, 

pero esto implica que la. frecuencia de resonancia seni diferente para cada núcleo según 

el ambiente electrónico que le rodea. En la figura 1.2 se muestra un espectro a 90 l\IHz 

(B0 =2.11T) de una mezcla de CHBr3, CH2Br2, CI·iJBr y TMS [Si(CH3)4]. Por convención la 

señal del TMS aparece a la frecuencia del equipo, en este caso, a 90 MHz. El CHBr3 tiene la 

mayor frecuencia de resonancia, por que su constante de protección es la más pequeña. Las 

señales en un espectro de RMN se encuentran de forma tal que la constante de protección 

es inversamente proporcional al valor del desplazamiento químico. 

Debido a que la Rl'vlN no tiene una escala absoluta, se empica una escala relativa donde 

se miden las diferencias de frecuencia. C:!.v entre las frecuencias de resonancia de la muestra. 

y la de un compuesto de referencia. Como C:!.11 depende del campo externo se puede definir 

una cantidad adimensional r5 denominada desplazamiento químico: 

Ó = Vmucstra - l/ref l06 
Vrcf 

El factor 106 se introduce para simplificar los valores numéricos que se dan en partes por 

millón (ppm). Si en el denominador se coloca la frecuencia dada por el fabricante del equipo 

no se introduce un error significativo[5, pág. 22]. 

En la figura 1.3 se presentan los intervalos típicos de los desplazamientos químicos de 1 H 

en algunos grupos funcionales. 



CAPÍTULO l. TEORÍA 8 

900 7SO 300 150 o 

TMS 

CHBr, 

10 9 a 7 6 3 2 , 6 o 

Figura 1.2: Espectro de RMN 1 H a 90 MHz de una mezcla de CHBr3,C:H2Br2, CH3Br y TMS. En 
la parte superior aparecen graficados los valores de ó.11. 

1.1.3. Acoplamientos escalares[7, 9, 10] 

Ade1rnis de Jos desplazamientos químicos, un espectro de R!vlN contiene información 

acerca de las interacciones magnéticas que se generan entre Jos nücleos (llamadas acoplamien­

tos indirectos espín-espín, acoplamientos escalares o acoplamieutos-J). Los acoplamientos 

causan que algunas señales se desdoblen en multipletes con intensidades relativas y distancias 

características. 

Si se considera la molécula de 1H 13C02 (asumiendo que el oxígeno es 160), los ünicos 

núcleos magnéticos son el 1H (a partir de este momento H) y el 13C (de ahora en adelante C), 

ambos con espín ~. En una primera aproximación se esperaría una señal tanto en el espectro 

de hidrógeno como en el de 13C, sin embargo en ambos espectros aparecen dos señales (figura 

1.4a). La distancia en Hz entre las señales es proporcional a la intensidad de Ja interacción 

entre los nücleos de hidrógeno y carbono en la molécula, esta distancia es la misma en los 

dos espectros. 

Una descripción simple del mecanismo de acoplamiento escalar considera que el vector de 

momento magnético de un electrón del enlace C-H alrededor del núcleo de carbono tiende a 

asumir una orientación paralela a la del vector de momento magnético del núcleo de carbono. 

Los momentos angulares (los espines) son antiparalelos, pero la constante giromagnética es 

positiva para el carbono y negativa para el electrón. Por otra parte, los momentos magnéticos 

de los electrones de enlace son antiparalelos. Esto trae como consecuencia que el momento 

magnético del núcleo de hidrógeno prefiera permanecer antiparalelo al del núcleo de carbono. 
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Figura 1.3: Intervalos de los despla.za.mientos químicos para. 1 H y 13C (líneas gruesas), notar que 
en principi~ es pósible distinguir mkleos pertenecientes a diferentes grupos funcionales. 

Como puede verse, la orientación de un momento magnético nuclear perturba la orientación 

de un segundo momento magnético nuclear a través del mecanismo electrónico 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 etiquetar a los electrones del enlace C-H, se podrían distinguir las 

moléculas H(e -!- e t)Ct y H(e t e -!-)Ct ( las flechas indican la orientación del momento 

magnético a favor (t) o en contra (..j.) del campo). La relación entre el número de moléculas 

en cada conformación sería la siguiente: 

H (e -!- et) C t > H (et e ..j.) C t 

dado que los momentos magnéticos del electrón y del núcleo tienden a ser paralelos. 

De este modo un hidrógeno enlazado a ·un carbono Ct queda sometido a la acción de 
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Espectro 1H 

195Hz 

Espectro 13c 

195Hz 

LILI 

_10 

-·---
Figura 1.4: (a)Espectros de RMN de 1H y 13C del 1H 13C02 (b)Descripción gráfica del 
desdoblamiento de los niveles de energía que dan origen al doblete en el espectro. Las moléculas 
con un Ct tienen transiciones Ht Ct ~ H.!- Ct a una frecuencia menor que la del desplazamiento 
químico porque se pasa de un estado poco favorable energéticamente (espines paralelos) a uno más 
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 hidrógeno unido a un C.J,. 

recibirá la influencia de un campo total de mayor magnitud. 

Los arreglos cuyos espines nucleares son antiparalelos son más estables, por lo que cada 

nivel de energía del hidrógeno se divide en dos: uno a mayor -espines paralelos- y otro a 

menor energía -espines antiparalelos- tal y como se esquematiza en la figura l.4b. 

Por la existencia del acoplamiento escalar es posible identificar núcleos correlacionados a 

través del enlace, lo que proporciona información valiosa sobre la estructura de la molécula. 

1.1.4. Interacciones a través del espacio 

Para la identificación de núcleos cercanos en el espacio (no necesariamente correlacionados 

por enlace químico) se buscan las interacciones di polares internucleares a través del Efecto 

Nuclear Overhauser. 

Si el núcleo absorbe energía, el ángulo de precesión cambia, es decir que la absorción 

de la radiación cambia de orientación ( "ftips") al momento magnético. Una vez que la 

radiación deja de emitirse los núcleos buscan regresar al equilibrio. La probabilidad de emitir 

fotones varía con el cubo de la frecuencia; al hablar de radiofrecuencias, esta probabilidad 

es despreciable. Por lo anterior se deben buscar otros mecanismos de relajación. 
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Relajación dipolar 

-· El acoplamiento dipolar es la interacción de los momentos magnéticos de dos espines 

a través del espacio. El campo magnético Bd, generado por el núcleo 2 sobre el núcleo 1, 

depende de la orientación. La rápida reorientación de las moléculas en disolución produce 

campos magnéticos variantes sobre los núcleos. Esto lleva a un intercambio de polarización 

del espín (magnetización z) y causa relajación del sistema de espín. Si existe acoplamiento 

dipolar entre dos núcleos, éstos no se relajan independientemente. 

Este mecanismo de relajación es particularmente importante para moléculas que con­

tienen protones y depende de la constante giromagnética (')';),de la distancia entre los núcleos 

que interactúan (r1s) y del movimiento (representado por Te) de la molécula [11]: 

Efecto Nuclear Overhauser [7, pág. 61-63] 

Al considerar una molécula que contiene dos protones diferentes, S e I, que no están 

acoplados escalarmente, es de esperarse que el espectro de 1 H presente dos singuletes. Si 

mientras se lleva a cabo el experimento para obtener el espectro de dicha molécula, los 

espines S están saturados (es decir, que sus poblaciones m=+~ y m=-~ son iguales) por la 

aplicación de una radiofrecuencia a la frecuencia de resonancia de S, se destruye la señal 

debida a S; pero también se puede afectar la intensidad de la resonancia de 1 si los dos 

espines tienen una apreciable interacción dipolar. La intensidad de la señal se puede hacer 

más fuerte o más débil e incluso invertirse. A este fenómeno se le conoce como Efecto Nuclear 

Overhauser {NOE}. 

Las rutas de relajación longitudinal (sobre el eje z) de un par de núcleos Se 1 con espín-~ 

se encuentran representadas en la figura 1.5. Igualmente, en dicha figura se muestran los 

cuatro niveles de energía: 0:1as, a1/3s, /31as y f31/3s. 

De las seis rutas de relajación, cuatro corresponden al cambio de un solo espín, es decir 

a¡ H !31 ó as H /3s. Sus probabilidades de transición están denotadas como Wf y W§, 

donde el 1 indica que el número cuántico magnético cambia ±1, y las letras identifican al 

núcleo que cambia. 

Las otras dos rutas son procesos de relajación cruzada (cross relaxation) en los cuales S 

e I se relajan juntos, es decir 0:1as H /31/3s (ambos espines cambian en la misma dirección 

-Wls-) Y 0:1/3s H /31as (los dos espines cambian en dirección opuesta -Wf5-). Estas rutas 

se deben al movimiento molecular caótico, combinado con la mutua interacción dipolar, el 
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Figura 1.5: Rutas de relajación longitudinal de un par de núcleos S e l. 

resultado es que los núcleos pueden cambiar simultáneamente. Los procesos Wfs y Wls sólo 

son rutas adicionales que permiten a las poblaciones regresar al equilibro. 

Ahora, para ver cómo ocurre el NOE, hay que considerar que se aplica un campo de 

radiofrecuencia al espín S de suficiente fuerza para igualar las poblaciones de los estados 

o:¡as y 0:1f3s y de [31as y [31(35 . La saturación de S no tiene efecto en la diferencia de 

poblaciones de l. 

S1tur1r S ~ 

Figura 1.6: Representación de las poblaciones de los niveles energéticos en un sistema de dos espines 
S e l. (a)Equilibrio térmico. (b)Saturación en las transiciones del espín S. (c)Proceso de relajación 
cruzada dominante: a¡a.s +-+ f31/3s. (d)Proceso dominante: a1f3s +-+ {has 

En la figura 1.6, el círculo lleno indica un exceso de población del orden de A y el círculo 

vacío un déficit del mismo orden. Si se considera que la única ruta de relajación predominante 

es la W~5 , la intensidad del pico de 1 se incrementa en un 50 % (la diferencia en las poblaciones 

es de 3A). La relajación cruzada transfirió ·magnetización del espín saturado S a su espín 
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acoplado dipolarmente I. Del mismo modo, si S está saturado y el proceso W9 s es el que 

predomina, las poblaciones de los niveles a 1 f3s y {31a 8 regresan a sus valores del equilibrio 

térmico teniendo como resultado una reducción en el pico de 1 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 {81 ), los espines responden de tal forma que 

la magnetización neta rota alrededor de la dirección de 8 1 • El ángulo de rotación depende 

de la duración {r )del pulso y la magnitud del campo: 

o= 27r'YT B1 

Un pulso de 90° sobre el eje x rota al vector de magnetización neta en sentido de las 

manecillas del reloj alrededor de dicho eje hasta que llega al eje y. Un pulso de 180° rotará a 

la magnetización dejándola sobre el eje -z. 

Al combinar las ecuaciones A.12, A.3 y 1.1 se encuentra una expresión que muestra la 

dependencia de la posición y de la magnitud del momento magnético en función del tiempo: 

ci¡i - jj 
dt=JLX'Y 

En adelante, se habla.ni de la magnetización neta M sobre el eje z (figura 1.7). 

t 
~. t t t [Jpiftts •l/l 

~\·\ 'tf/ '.~ ¡;' • 
,¡l 1¿' •• 
\1 ~/ 

z 

---+----Y 

1'111: maunetlackln riel• 

Figura l. 7: Generación de la magnetización neta M0 sobre el eje z 

{1.4) 

En 1946 Felix Bloch formuló un conjunto de ecuaciones que describían el comportamiento 

de la magnetización bajo la influencia de pulsos de radiofrecuencia. 

La ec. 1.4 queda modificada al tomar en. cuenta procesos de relajación. Cuando el pulso 

de radiofrecuencia se deja de aplicar, el vector M0 se ha movido de su posición 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 0 , mientras que Mx y M 11 regresan a cero. 

Bloch asumió que los procesos de relajación seguían una cinética de primer orden y podían 

ser descritos por dos tiempos T 1 y T 2 • 

Si se emplea un sistema de coordenadas rotatorio (rotating frame}, en ciertas condiciones 

se puede considerar a las componentes Mx y M11 como estacionarias y se pueden establecer 

las siguientes ecuaciones cinéticas: 

dMx 
dt 

dMz 
dt 

= (1.5) 

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

producto vectorial de la ec. 1.4 se tiene que 

d!vlx = [M B._ M.B ] _ 111x 
dt 1 11 • • 11 T2 

(1.6} 

dMy = [M B - M B.] - 11111 
dt 'Y % X X • T2 

En un experimento de RMN, B está compuesto de dos vectores: el campo estático B0 

sobre z y el campo de radiofrecuencia B 1 que se puede pensar como rotatorio sobre el plano 

xy con una frecuencia Wrf· Empleando el sistema rotatorio, la frecuencia de rotación cambia 

y toma el valor de 

0 = Wo -Wrf 

Como w =¡Bes posible definir un campo efectivo AB: 

Si se aplica el pulso de radiofrecuencia B 1 sobre el eje x el campo que actúa sobre los 

núcleos tendrá las siguientes componentes (x,y,z), B=(Bi.O,~). Al sustituir los valores de 

cada componente del campo en las ecuaciones 1.6 éstas se reducen a: 
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dMx = 0.M 
dt 11 (1.7) 

dM71 = W¡ M - 0..M - M11 
dt % X T2 

Al resolver las ecuaciones anteriores cuando w 1 = O (es decir, cuando se ha dejado de 

aplicar el pulso de radiofrecuencia), se puede describir el comportamiento de la magnetización 

después de un pulso de 90° sobre el eje x: 

(1.8) 

Para resolver las ecuaciones sobre los ejes x y y se consideró a M 71 y Mx como la parte 

real e imaginaria respectivamente de un número complejo: 

En la figura 1.8 se muestran las gráficas de las componentes de M, a las gráficas de los 

ejes x y y se le conoce como decaimiento libre de la inducción ó FID (free induction decay). 

l 1 . ---· ----· ---- . 

t.8 i 
1 

0.1~ 

O,j 

\1 o .2~ 

' 

Figura 1.8: Gráficas de las ecuaciones 1.8. A la izquierda se encuentra M,, vs t y a la derecha Mz 
vs t. En el caso de Mx y My se obtiene un FID' similar, sólo que My comienza en cero. 
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1.1.6. Transformadas de Fourier 

Una transformada de Fourier (TF) es una operación que convierte funciones en el dominio 

del tiempo, f(t), en funciones en el dominio de las frecuencias, f(w). Una TF está definida 

por la integral 

J(w) = ¡_: f(t)e-iwtdt = ¡_: J(t)[cos(wt) - isen(wt)]dt 

Al ser la integral una sumatoria infinita, se puede escribir 

00 00 

f(w) = L f (t)cos(wt) - i L J(t)scn(wt) 
-oo -00 

Como puede verse, Ja TF genera un mímero complejo. Cuando se grafica la parte real 

se obtiene una señal en modo abs01·ción y la parte imaginaria arroja una señal en modo 

dispersión. 

Se puede considerar una función arbitraria f(t)=e-Tü cos(2t)+ e-fo cos(5t) +e-fo cos(St) 

y gráficar 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). 

w f(w) 
1 E 1;;; 1 J(t)cos(t) 
2 E:~:o f(t)cos(2t) 
3 E:~:o f(t)cos(3t) 

10 E:~:o J(t)cos(10t) 

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

1.1.7. Resonancia Magnética Nuclear de 2 dimensiones 

Los experimentos de RMN 20 contienen una secuencia de intervalos de tiempo [12]: 

l. Preparación, en el cual se permite que el sistema alcance su estado de equilibrio. Al 

final de este tiempo se puede preparar al sistema -según el experimento que se vaya a 

realizar- por medio de uno o varios pulsos de radiofrecuencia. 

2. Evolución {t1), en este periodo variable de tiempo las señales evolucionan como función 

de los desplazamientos químicos y /o los acoplamientos escalares de cada núcleo del 

sistema. 
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Figura 1.9: Transformada de Fourie1· de la función f(t)=e-m cos(2t)+ e-m cos(5t) +e-fo cos(St). 
Los valores numéricos de las operaciones propuestas en la tabla 1.2 se calcularon con Excel. Revisar 
las frecuencias en las que se obtienen nuí.ximos y compararlas con lo establecido por los cosenos de 
la función. 

3. Mezclado, donde la aplicación de uno o varios pulsos de rf crean una magnetización 

observable (13], que puede ser producto de la transferencia de información entre 

dos nt"icleos acoplados escalarmente o cercanos en el espacio, por mencionar algunos 

ejemplos. 

4. Detección (0.), es decir, la adquisición de las seiialcs moduladas para obtl•ner el FID 

que contiene información de magnetización vs. tiempo. 

p1 

Preparación Evolución Mezdado 

t¡ 

Figura 1.10: Representación de los intervalos de tiempo de un experimento de RMN 20; pl y p2 
son pulsos de radiofrecuencia, ti\f es un tiempo de espera, t1 y t2 son tiempos variables. 

La secuencia de pulsos nuis simple para un experimento en 20 involucra dos pulsos de 

90º separados por un tiempo t 1 de libre precesión de los núcleos y seguida de la detección del 

FID como función de t 2 • Este proceso se repite para diferentes valores de t 1 (7]. Para hacer 

un análisis de los resultados que se obtienen con esta secuencia, se considerará una muestra 

con un solo tipo de núcleos. Con la aplicación del primer pulso de 90°, la magnetización 

resultante del sistema en equilibrio, M,,, comienza a µrecesar sobre el plano xy con su 

frecuencia característica (O) y se mueve un ángulo Ot1 • 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 2 esta componente vuelve a precesar con la misma frecuencia de modo que el FID 

tiene una amplitud inicial igual a la magnetización remanente en x antes del segundo pulso, 

es decir M sen(S1t1). 

(a) 

t, 

(e) 

®)--------- n 
: . 

~ 1 

1 
n 

F2 

Figura 1.11: (a) Representación de los FID que se obtendrían en un experimento de 20. (b)Resultado 
de una transformada de Fourier: l. Para cada t 1 , sobre los datos obtenidos en t2, 2. Sobre 
t¡.(c)Espectro de un sistema que contiene un solo tipo de núcleos. 

El resultado de los experimentos es un conjunto de datos en función de t 1 y t 2 (figura 

1.1 la), donde las señales de t 2 son moduladas en amplitud como función de S1t 1 • Si se 

aplica una transformada de Fourier en cada una de las dos dimensiones (figura 1.llb), se 

obtendrá un espectro (figura l.llc) en funcion de dos variables de frecuencia (F 1 y F 2 ). En 

el ejemplo que se ha manejado, donde la magnetización detectada precesa con frecuencia 

n durante el tiempo t 2 y es modulada en su amplitud a la misma frecuencia durante t 1 , el 

espectro contiene un pico en (S1,r2) 

La espectroscopía de correlación es un método en el cual los picos aparecen en las 

coordenadas (S1 1 ,S12 ) de dos núcleos relacionados por una interacción mutua (acoplamiento 

escalar, NOE, o intercambio químico). Algunos de los experimentos de correlación 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 están acoplados 

escalarmente. 

Con el método TOCSY, se puede obtener en principio una correlación total -de 

acoplamientos escalares - de todos los protones de un sistema de espín. 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 espín. De este modo, en un espectro TOCSY se encontrarían 

picos en las coordenadas (nK,n/\ ), (f2g,f2L) y (f2g,nM ); mientras que en un espectro COSY 

habría picos unicamente en las coordenadas (f!g,f21<) y (f!g,f2L); ver figura 1.12. 

o, COSY 

1 --- O,..CJ,.l 

o, 

1 (~.Q.l <O..O..l . -
(0 • .Cl,l 
•----••to, .n,l 

(O.,CI,.) 

Figura 1.12: Representación de un espectro COSY (izquierda) y TOCSY de tres núcleos K,L.~I 
con acoplamientos K-L y L-M. 

Los espectros NOESY permiten identificar pares de níicleos relacionados por el Efecto 

Nuclear Overhauser y también indican que los protones que correlacionan están separados 

por por una distancia menor que 5 A. Considerar por ejemplo, que el núcleo K (del párrafo 

anterior) y el níicleo R se encuentran a varios enlaces de distancia dentro de una molécula 

por lo que no existe entre ellos señal TOCSY (figura l.13a); sin embargo, la conformación de 

la molécula es tal que entre el níicleo R y el níicleo K hay una distancia menor de 5 Á(figura 

l.13b) por lo que en un espectro NOESY es de esperar una señal adicional entre los níicleos 

K y R (figura l.13c). 

1.2. Proteínas, impulsos nerviosos y veneno de alacrán 

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

Las células vivas producen gran variedad de macromoléculas tales corno ácidos nucléicos, 

polisacáridos y proteínas. Estas macromoléculas pueden ser descritas corno biopolímeros, en 

el caso de las proteínas, los aminoácidos constituyen las unidades monoméricas. 
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TOCSY C• n, 

J<~~-) (0,AJ ··•------(0,.o,.l 
·------· - n..n.J 

•------Jao,..n..> 

Q (n • .n.> ·- ·--·-- -

(b) 

Figura 1.13: (a)Espcctro TOCSY de los m"icleos K,L,M y R. Los núcleos K y R no están acoplados 
ya que se encuentran a varios enlaces de distancia. (b)Conformación de la molécula donde se 
considera que K y R están a menos de 5 A de distancia. (c)Espcctro NOESY, existe una seüal que 
correlaciona a los nt"iclcos K y R, también existen seiiales NOE entre los núcleos K, L y M porque 
al estar correlacionados a través del enlace, entre ellos hay menos de 5 A. 

La estructura y mucha.<; propiedades biológicas de las prutcí11as estú11 determinadas por 

las clases de aminmícidos presentes y el orden e11 que cstiin dispuestos en la cadena protéica. 

Todos los aminoácidos posee11 dos grupos funcionales: un grupo amino y uno carboxilo. 

Los dos grupos estún unidos al mismo üto1110 de carbono. 110111brado "carbono n''. El Cu 

también está enlazado a un átomo de hidrógeno y a una cadena lateral ll que es diferente 

para cada uno de los 20 aminoúcidos comu11cs (Figura 1.14). Los carbonos de la cadena R 

se designan como {3, 'Y, c5, € según se alejen del carbo110 n. 

El grupo o:-carboxilo de un aminoúcido A 1 puede unirse covalcntemcntc al grupo n­

amino de otro aminoácido A2 eliminando una molécula de agua y formando un enlace amida 

conocido como enlace peptídico. En la figura 1.15, A 1 actuó como el úcido y A2 como la 

amina. Si ocurrricra lo contrario, se formaría un dipéptido diferente. 

Por convención, las secuencias peptídicas se escriben a partir del residuo {aminoácido) 

amino terminal (grupo NI-12 libre) que se coloca a la. izquierda y termina. con el residuo 

carboxilo terminal. Usualmente se empica el código de una letra.. 

Ca.da molécula proteica posee, en su estado nativo, una forma tridimensional característi­

ca que es conocida. como su conformación o estructura. 

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

• Estructura primaria. Orden o secuencia de los aminoácidos que conforman la 

proteína. 

• Estructura secundaria. Plegamiento de ciertas regiones de la proteína en conforma­

ciones particulares. Se debe principalmente a fuerzas no covalentes como los puentes 
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Aminoácidos con cadena lateral hidrofóbica 

coa coo· coo· COCf COO' 

+H,,N-b-H +H,,N-b-H +'1)N-b-H •HJN-!-H +H,,N-b-H 
1 1 1 

H-+-Ct-1> CH ?'"" t-bC..- 'Ct-b CH ct1' 
H..JC;' 'CHJ 1 

Cl-b 

Valina Leucina Jsoleucina 
(Val, V) (Leu, L) (lle, 1) 

Aminoácidos con cadena lateral hidrotfloca 

coo· 
+H.>N-Ó-H 

1 

coo· 
+H,,N-b-H 

b..., 
1 

coa 
+H.>N-b-H 

1 

?'"" 

coo· 
+'1)N-b-H 

1 
Ct-\> 

b-lf" 

1 

f"" 
CI-\, 

! 
1 
CH,, 

Metionina 
(Met, M) 

coo· 
+H,,N-b-H 

1 r\1 
1;,,N; ~O 

Asparaoina 
(Asn, N) · 

f >1: 
coo· 

Glutámato 
(Glu, E) 

º'"" ,.b,.. 
t-\:N ....-.::O 

11 ~CH 
Hb-~ 

f"" 
f'"" 
f'"" 
f'"" 

coo· 
+H.>N-b-H 

1 
CM;, 

boo· 
Aspartato (Asp, D) 

Glutamina 
(Gin, Q) 

Histidina 
(His, H) 

NI-U+ 
Lisina 
(Lys, K) 

Aminoácidos ''intermedios'' 

coo· 
+HJN-b-H 

,!. 

coo· 
•H_,N---! -H 

1 

Glicina 
(Gly,G) 

coo· 
•H,,N-b-H 

b>-\: 
1 

Cist~l:.a 
(Cys, C) 

CH,, 
Alanina 
(Ala, A) 

coo· coo· 
•H,,N-t-H +H,,N-t-H 

H-t-OH H-.!-oH 
~ át-b 

Serina Treonina 
(Sor,S) (Thr, T) 

coo· 
+1-\:N--!-H 

1 1 
t-i:C......_ _..Ct-\;: 

f., 
Prolina 
(Pro, P) 

coo· 
+H,,N-Ó-H 

1 

Q 
OH 

Tirosina 
(Tyr, Y) 

Figura 1.14: Lm; 20 aminoácidos comm1cs. 

de hidrógeno. 

ó 
Fenilalanina 
(Phe, F) 

cocr 
+t1)N-b-H 

1 

f"" 
!:: 
J.. 
?~--· 

Ar~ina 
(Arg, R) 

COO' 

+H.>N--..! --tt 
1 

co;, Jp 
Triptofano 
(Trp, W) 

21 

• Estructura terciaria. Conformación tridimensional completa de la cadena polipetídi­

ca. Entre las interacciones que contribuyen con la formación de esta estructura se 

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

• Estructura cuaternaria. Poseen este nivel sólo aquellas moléculas formadas por 

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

Estructura primaria 

Al formarse el enlace peptídico, los átomos N-H-C-0 se encuentran en un mismo plano. 

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

proteína. Cada unidad de enlace peptídica se encuentra en un plano, por lo que la cadena 
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Figura 1.15: Formación de enlaces peptídicos para formar una cadena polipeptrdica. 

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

estos enlaces se muestran en la figura 1.16 como psi (\lf) y phi (el>). 

H 
C::• ºº N• H O 

Figura 1.16: Gcometl"Ía. de un enlace peptídico 

Estructura secundaria 

Las estructuras secundarias que se presentan con mayor frecuencia en la naturaleza son las 

hélices-a y las hojas-,B. En la tabla 1.3 se muestran las distancias y los ángulos característicos 

de cada una de las estructuras secundarias rnencionadas.[18) 
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A tomos hélice-a (A) hoja-,B {Á) 
HA(i) - HN(i+J) 3.4 2.2 
HN(i) - HN(i+l) 2.8 4.2 
HB(i) - HN(i+J) 3.2 3.5 
HN(i) - HN{i+3) 3.5 -
HA(i) - HN{i+3) 3.4 -
HA(i) - HB(i+3) 3.4 -

Angulo 
<I> -60º -120° 
w -60º 150° 

Tabla 1.3: Distancias características entre los hidrógenos que se encuentran en una hélice-a y una 
hoja-/3. HA y HB se refieren a los hidrógenos unidos al carbono a y al carbono /3 respectivamente, 
y HN es el hidrógeno unido al nitrógeno del grupo amino. 

Hélice-O' 

Fue descrita por Pauling en 1951, quien hizo estudios de difracción de rayos-X de cristales 

de aminoácidos y pequeños péptidos. 

Sus características m¿ÍS importantes son: 

• 3.6 residuos por vuelta (11=3.6). 

• La distancia entre elementos iguales de dos aminmicidos consecutivos medida en la 

dirección del eje principal es d=l.5Á. 

• Los grupos H. de los aminmí.cidos se proyectan hacia el exterior de la hélice. 

• La ordenación o-helicoidal se debe a la formación de puentes de hidrógeno que se 

establecen entre el CO de un residuo i y el NH del cuarto residuo que le sigue (i+4). 

Estos puentes son paralelos al eje mayor de la hélice, ya que el oxígeno del carbonilo 

apunta casi directo al hidrógeno al que está unido. 

• La localización habitual de la hélice es a lo largo de la parte externa de la proteína, las 

cadenas laterales tienden a cambiar de hidrofóbicas a hidrofílicas cada 3 o 4 residuos. 

• Los aminoácidos 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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(a) 

..... 
s.4.A .... 

.... 
Figura 1.17: Representación de: (a)una hélice-a y (b)estructuras fJ paralelas y antiparalelas. 

Hojas /3 

Las hojas f3 están "plegadas" con los Ca sucesivamente arriba y abajo del plano de la 

hoja. Hay dos tipos de hojas {3: paralelas y antiparalelas (figura 1.17), que difieren en el 

patrón de puentes de hidrógeno. 

Las hojas paralelas tienen puentes de hidrógeno espaciados regularmente que forman un 

ángulo respecto a las hebras al enlazarlas. Tiene lugar en hojas con un mínimo de 5 hebras. 

Están siempre completamente ocultas protegidas a ambos lados por una hélice a. Es menos 

estable que la hoja antiparalela. 

La estructura antiparalela tiene puentes de hidrógeno perpendiculares a las hebras, alter­

nando los enlaces próximos con otros más espaciados. Frecuentemente toma la disposición de 

un cordón torcido de sólo dos hebras. Tiene un la.do expuesto al disolvente y el otro oculto, 

por lo que presentan alternancia de hidrofobicidad. 

Estructura terciaria[19) 

La estructura terciaria de una proteína describe el plegamiento de los elementos de 

estructura secundaria y especifica las posiciones de cada uno de los átomos que forman 

la proteína¡ esta estructura tridimensional está directamente relacionada con la función de 

la proteína. Regularmente, las proteínas con funciones similares tienen estructuras terciarias 

similares aunque tengan estructuras primarias completamente diferentes. 

El conocimiento de la estructura terciaria de una proteína y su comparación con las 
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estructuras ya determinadas permite anticipar información sobre la función biológica y su 

origen evolutivo. 

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

1.2.2. Impulsos nerviosos [20] 

Las neuronas y otras células que forman músculos y glándulas pueden cambiar el potencial 

eléctrico de su membrana generando señales eléctricas o impulsos nerviosos. 

Las señales eléctricas aparecen al cambiar la conductancia de las membranas hacia los 

iones, esto se logra mediante la apertura y cierre de los canales iónicos presentes en la 

membrana celular. Estos canales son diferentes de aquellos que siempre están abiertos y que 

son los responsables del potencial de reposo de la membrana celular. 

Algunas células tienen una región especializada en su membrana con canales iónicos 

que son accionados por estímulos externos. Por ejemplo, una célula táctil que al recibir un 

estímulo abre los canales de sodio incrementaní la conductancia del Na+. 

En general, el incremento de la conductancia de cualquier ión genera un cambio en el 

potencial de la membrana. Dado que la membrana está polarizada (el potencial de reposo es 

de -70 a -50 m V), un cambio del potencial a valores mayores se llama depolarización (como 

en el caso del Na+) y un cambio hacia. valores más negativos se denomina hiperpolarización. 

Cuando una membrana con canales de sodio que responden en función del potencial es 

depolarizada más allá de cierto valor umbral (threshold potential), genera un potencial de 

acción (señal 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 alacrán [21, 22, 23] 

Los alacranes o escorpiones son artrópodos venenosos de la clase de los arácnidos, 

relacionados cercanamente con las arañas, garrapatas y ácaros. Existen aproximadamente 

1300 especies localizadas en el norte de África, India, Pac¡uistlin, Turquía, 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 Ccntruroides spp. 

Los alacranes prefieren clima ... '> cálido-secos, aunque pueden llegar a localizarse en zonas 

húmedas. Tienen hábitos nocturnos y se alimentan de una variedad de insectos y arañas. 

Emplean su veneno para defenderse o capturar a su presa. 

En general, los venenos de alacrán contienen mezclas de varios componentes, princi­

palmente péptidos cuyo peso molecular es de aproximadamente 8kD que actúan como 

neurotoxinas (es decir, que afectan al sistema nervioso de la víctima). Los componentes 

de bajo peso molecular, como histamina y derivados del indo! se han detectado en algunos 

venenos en muy bajas concentraciones. 

Por su importancia médica, las neurotuxinas han wcibido mayor atención por parte de 

los investigadores. Estas toxinas son consideradas como específicas hacia un blanco: algunas 

tienen una mayor actividad contra immctos, otras son m<is letales hacia los moluscos y otras 

atacan células nerviosas de mamíferos. 

Se ha mostrado que las toxinas de alacrán afectan la permeabilidad iónica de algunas 

células al reconocer a los canales iónicos y receptores de las membranas de células 

excitables[24]. Hasta el momento han sido descritas cuatro familias de toxinas que interactúan 

específicamente con canales iónicos de sodio, potasio, cloro y calcio. 

Las toxinas que interactúan con los canales de sodio son proteínas de 60 a 70 residuos que 

modifican la penneabilidad hacia el Na+ modulando el mecanismo de apertura del canal, en 

lugar de bloquearlo. 

Se dividen en dos grandes grupos: 

Toxinas-o:. Retrasan la inactivación de los canales; y 

Toxinas {3. Desplazan el intervalo de activación de los canales hacia potenciales más 

negativos, lo que disminuye valor del potencial que desencadena los potenciales de acción. En 

estas condiciones, pequeñas depolarizaciones que normalmente no desencadenarían señales 

resultan en impulsos nerviosos "espontáneos". 

La estructura tridimensional de varias toxinas moduladoras de los canales de sodio ha 

sido determinada por cristalografía de rayos X o por Resonancia Magnética Nuclear[25, 26, 
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27, 28]. Todas las moléculas cuya estructura ha sido determinada están caracterizadas por 

la presencia de cuatro puentes disulfuro y un arreglo de estructuras secundarias altamente 

conservado que consisten en tres hojas-,B antiparalclas y una hélicc-a[29]. La hélice está unida 

a la hoja ,83, por dos puentes disulfuro. El par de cisteínas de la hélice-a está separado por 

tres aminoácidos ( ... CXXXC ... ), mientras que cu la hoja ,83 sólo ha.y un residuo entre las dos 

cisteínas ( ... CXC ... ). Si se numeran progresivamente las cistcínas a partir del N terminal, la 

hélice contiene los residuos Cys3 y Cys4 y la hoja (33 incluye a Cys6 y Cys7. Otro puente 

disulfuro contiene una cisteíua de la hoja (32 (Cys 5) y la Cys2. Estos puentes participan cu 

la estabilización de la estructura. El cuarto puente disulfuro se forman entre las cisteíuas 1 

y 8. 
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Desarrollo experimental 

Se trabajó con un péptido extraído del veneno del alacrán Centruroides noxius. Dicho 

péptido, de 67 aminoácidos, fue aislado y secuenciado en el Instituto de Biotecnología por 

el grupo del Dr. Lourival Possani. A la fecha no existen referencias bibliográficas sobre el 

mismo, que por el momento será nombrado "péptido G" y cuya estructura primaria es: 

10 20 30 

RDGYPLASNG CKFGCSGLGE NNPTCNHYCE 

40 50 60 

KKAGSDYGYC YAWTCYCEHV AEGTYL'WGDS GTGPCRS 

Los expel'imentos de RMN se hicieron con una disolución del péptido aproximadamente 

lmM.Se. corrieroi1 experimentos COSY, TOCSY y NOESY homonucleares (1H) empleando 

dos disolv¿llt~~difei:entes (H2 0/D20 9:1, pl-1=3.l y 0 20) en un equipo Varían Unity Plus 
. ··.:,:-._·c.- • 

500. . ····:::.::·¡ 

Las 'c.o11diciones de los experimentos fueron las siguientes: 

ífi·~cuencia del espectrómetro: 499.896 MHz 

Vciitana espectral 7500.469 Hz 

C.OSY (H20): ni 1=256, SP: ~ - t 1 - ~ - t 2 

TOCSY (H20): tmix=35ms, ni= 256, SP: ~ - t 1 - spin lock - t 2 

NOESY (H20): tm;x= 80ms, ni=288 , SP: ~ - t1 - ~ - tmix - ~ - t2 

COSY (020) ni=192 

TOCSY (D20) tm;x= 35ms, ni=256 

1 ni es el número de incrementos de t 1 , tmi:r es el tiempo de mezclado y SP se refiere a secuencia de pulsos 

28 
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NOESY (D20) t 111;x= G5ms, ni=25G 

Para obtener los espectros se procesaron los FIDs de cada experimento con el programa 

NmrDraw, que es la interface gráfica del sistema de procesamiento de espectros multidimen­

sionales NMRPIPE [35]. 

En términos generales la metodología para la determinación de estructuras consiste en 

las siguientes etapas (no necesariamente consecutivas) [4, 36]: 

l. Asignación de la secuencia 

• Identificación de aminoácidos con espectros que muestren correlación a través del 

enlace. 

• Identificación de aminmícidos vecinos a través de señales NOE. 

2. Identificación de elementos regulares de estructura secundaria 

• Interpretación cualitativa de desplazamientos químicos. 

• Interpretación cualitativa de NOEs. 

3. Asignación de NO Es a larga distancia 

4. Medición de constantes de acoplamiento a 3 enlaces de distancia 
'· . . .' 

5. Cuantificación de NOEs para obtener restricciones de distancia 

6. Determinación y refinación de la cstrnctura tridimensional. 

2 .1. Asignación de la secuencia 

Por ser experimentos homonuclearcs, en los espectros se presenta una diagonal que 

muestra los desplazamientos químicos de los núcleos tal como en un espectro de una 

dimensión; además existen seüales fuera de la diagonal ( cross-peaks) que establecen una 

correlación entre las señales de la diagonal (figura 2.1). 

En primer lugar se deben identificar los sistemas de espín; cada sistema de espín pertenece 

a un aminoácido de la proteína. Los espectros COSY y TOCSY permiten ésta identificación. 

Algunos aminoácidos tienen un sistema de espín característico, como son alanina, 

treonina, leucina, valina e isoleucina. Por otro lado, existen aminoácidos cuyo sistema de 

espín es similar, tal es el caso de cisteína, serina, ácido aspártico, asparagina y los protones 

alifáticos de los aminoácidos aromáticos (histidina, fenilalanina, triptofano y tirosina) porque 

todos ellos tienen un hidrógeno a y 2 hidrógenos {3. 



CAPÍTULO 2. DESARROLLO EXPERIMENTAL 

8.00 

0.00 
: ,• 

1.00 

2.00 

3.00 

4.00 

5.00 

6.00 

7.00 
" .'i', 

' ~ .. ' . 

8.00 

. . . 
9.00 ¡ ~ .· 

1. 

10.00 

8.00 

6.00 4.00 2.00 

...... ()¡ 

. .' 
i. 

. . 4' . 1 
M •.a . ....... ·~ '1'· 

o 

~· 
. .. ·' 

·t() . . : . \ . t. ' 1~ ~ 
,~· 

a '.. . ..... ~ . ' • llQ "C ...... ¡¡,;. . .. 11•. 
. ·• ·' ~'1. &: •. ~ o • ._·, .... -41' 

! • . . 1' 7 t 1 . 
, .. , ... ,, .... -: .. 

~ ... 
·.Q <'•. 

. ' 
\. ~. 

ºº l 
.,..· p ~ \~ : 
• • ... . . .. ... . .;. ''·.'llt . ..,,..., .. 

... . :":•,. 
. 1 ... ... 

·' ' 

6.00 4.00 2.00 

30 

0.00 

0.00 

1.00 

2.00 

3.00 

4.00 

5.00 

6.00 

7.00 

8.00 

.... 9.00 

10.00 

0.00 

Figura 2.1: Espectro TOCSY (H20) del péptido G. Las señales fuera de la diagonal correlacionan 
dos núcleos, la correlación es a través del enlace. En este caso, por ejemplo, las señales marcadas 
corno i y j se encuentran en la región HA-HN, es decir, cada una de ellas indica la correlación entre 
un HA y un HN de un aminoácido. 
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En el Anexo B se muestra la representación esquemática de los patrones observados en 

los espectros COSY y TOCSY de cada uno de los 20 aminoácidos. 

Las señales del espectro COSY permiten identificar hidrógenos que están a 3 enlaces 

de distancia (figura 2.2). De este modo, en un espectro COSY es de esperar señales fuera 

de la diagonal entre hidrógenos de amida (HN) e hidrógenos a (HA), hidrógenos /3 (HB) e 

hidrógenos 'Y (HG), de un mismo aminoácido. 

El espectro TOCSY permite identificar por completo al sistema. de espín, por lo que 

en principio es posible identificar a un aminmícido al revisar el espectro TOCSY sobre un 

desplazamiento químico específico en la región delimitada entre 7-10 ppm. Por ejemplo, en 

la figura 2.2b, se puede trazar una línea horizontal en 8.44 ppm y notar que hay 4 señales 

en 4.18, 2.13, 0.97 y 0.94 ppm que corresponden a cada tipo de hidrógeno de la \'alina. 

(11) (b) 

• T • pll • • • • 7CH] 
J.n ! o •• 

•· ·• • ---~ rCHJ • i 
pll ! 0.97 ' .. • T 

Pll 

'i""'" J.U 11 ,¡ ª" •t11N e coo· 4.76 •n,N-cr-n • mil 
<-71 <(H1 4.U 

o'c'o· 
.= n,c a1J 

1 
A3l3M.I 

1 NU """" --11 NH --•i 1.41 A• artato A• D ..... Vallna(Val 

Figura 2.2: Representaciones de los espectros COSY y TOCSY de (a)Ácido aspárlico y (b)Valina. 
Los rombos son señales TOCSY y los círculos son seilales COSY. 

En la figura 2.3 se presentan algunos sistemas de espín identificados en el espectro TOCSY 

del péptido G. Nótese en esta figura y en el anexo B, que los sistemas aronuíticos no pueden 

ser identificados completamente con los espectros COSY y TOCSY, ya que los hidrógenos 

aromáticos (que aparecen en promedio entre 6-7 ppm) no correlacionan con la cadena 

alifática. En el espectro NOESY existen señales (que no desaparecen con agua deuterada) 

que correlacionan a los hidrógenos f3 con los hidrógenos del sistema aromático. 

Debido a la naturaleza del enlace peptídico existe sólo un hidrógeno unido a nitrógeno por 

cada aminoácido (a excepción de arginina, asparagina, glutamina y lisina). Estos hidrógenos 

son los únicos con un desplazamiento químico entre 7 y 10 ppm. Por ello, al revisar la región 

de correlación HN-HA en los espectros COSY y TOCSY corridos en agua, es muy probable 

que cada señal corresponda a un aminoácido diferente. Por eso, para iniciar la identificación 

de los sistemas de espín, se localiza una señal en la región antes mencionada y se buscan 

más señales a lo largo de ese desplazamiento químico que permitan establecer un sistema de 

espín y posteriormente asociarlo con uno o varios aminoácidos. 
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Figura 2.3: Ejemplos de sistemas de espín identificados (espectro TOCSY en H20): parte superior 
Valina (izquierda) y Alanina, parte inferior Tirosina (izquierda) y Asparagina. 

El análisis de los espectros corridos en agua presenta una dificultad: la señal del agua ( 4. 75 

ppm) es muy intensa e interfiere con algunos hidrógenos a cuyo desplazamiento químico sea 

similar¡ con espectros corridos en agua deuterada es posible identificar a los sistemas de espín 

con esta característica. También es común encontrar que existen hidrógenos de sistemas de 

espín diferentes con un desplazamiento químico igual. El análisis simultáneo de los espectros 

COSY y TOCSY es de gran ayuda para la diferenciación de cada sistema. Cabe señalar que 

la identificación de los sistemas de espín en los espectros COSY y TOCSY no proporciona 

ninguna información sobre la posición de cada aminoácido dentro de la secuencia. 
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En el espectro TOC8Y de un polipéptido hipotético NAL8D AG sería posible identificar 

2 sistemas de espín (SSl y 882) correlacionados con la alanina, pero no existe ningún criterio 

para decidir si SSl es la alanina 2 o la alanina 6; lo mismo sucede con 882. La información 

necesaria para obtener las conectividades secuenciales entre sistemas de espín vecinos se 

obtiene del análisis de la región que contiene las señales HA-NH, NH-NH, y HB-NH en el 

espectro NOE8Y en H 2 0. Nuevamente, es de gran utilidad trabajar con la sobreposición de 

los espectros TOC8Y y NOE8Y. 

Las distancias secuenciales dAN,dNN,duN 2 dependen de los <ingulos de torsión entre los 

enlaces sencillos. Para los L-aminoácidos dAN varía entre 2.20 y 3.55 A para -180º :5 '11 :5 
180º (figura 2.4). En las hojas /3, dAN es cercano a 2.2 A y para las hélices-a es 3.5 A. La 

distancia entre los hidrógenos de amida varía entre 2.2 y 4.7 A. [38]. 

:'\ 5 
........ 
lAI 

:5.0 
,• 

/ 
: 

. 
'• 

Figura 2.4: Relación entre el fü1gulo \lJ y la distancia HA(i)-HN(i + 1). 

Como las señales de un espectro NOESY correlacionan núcleos cuya distancia entre ellos 

es menor a 5 A, las conectividades más importantes para la asignación secuencial son las 

que correlacionan al hidrógeno a de un sistema de espín y a un hidrógeno de amida de un 

sistema diferente, un hidrógeno /3 y un hidrógeno de amida y dos hidrógenos de amida. Se 

establece entonces que los hidrógenos a y f3 pertenecen al aminoácido i y que el hidrógeno 

de amida es del aminoácido i + 1. 

Regresando al polipéptido hipotético, considérese que el sistema de espín asociado a la 

leucina se llama 883 y el asociado a la glicina, 884. Si en el espectro NOE8Y existiera una 

señal entre el HA del 881 y el HN de 884 la asignación secuencial sería SS1-SS4. Una señal 

NOESY entre el HA de SS2 y el HN de SS3 llevaría a la secuencia SS2-SS3. Por lo anterior 

sería posible establecer las correlaciones siguientes: SSl es la alanina 6 y SS2 la alanina 2. 
2
dAN se refiere a la distancia entre el hidrógeno a de un aminoácido y el hidrógeno de amida del siguiente; 

dN N es la distancia entre los hidrógenos de amida de los aminoácidos secuenciales; dBN es la distancia entre 
el hidrógeno f3 de un aminoácido y el hidrógeno de amida del siguiente. 
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Una vez encontrados casi todos los sistemas de espín, se procedió a buscar las señales 

NOE para determinar la secuencia.. Es importante seña.lar que se debe contar de antemano 

con la secuencia. primaria. de la. proteína porque de esta manera la asignación de las señales 

NOE permite identificar inequívocamente a cada sistema de espín con un aminoácido dentro 

de la secuencia de la. proteína. Para iniciar la secuenciación en el espectro NOE es preferible 

comenzar con un sistema de espín asociado a alanina, valina o treonina y buscar señales 

NOE entre el HA de dicho sistema y algún hidrógeno de amida. Una vez encontradas esas 

señales se revisan los sistemas de espín de cada HN para ver si alguno de ellos es consistente 

con la secuencia primaria. Cuando se ha determinado la asignación secuencial, se repite el 

proceso anterior con el nuevo sistema de espín y así sucesivamente. La existencia de varios 

núcleos con el mismo despla:auniento químico3 y la señal del agua dificultan el muí.lisis del 

espectro NOESY. En la figura 2.5 se muestra la región ... TCYCYEHVAE ... , residuos 44 a 52 

del péptido G. En dicha figura se muestra sólo una banda correspondiente al desplazamiento 

químico del HN de cada aminmí.cido, de esta manera resulta nuís sencilla la visualización de 

las señales del espectro NOESY que permiten definir la asignación secuencial: señales entre 

HA(i) y HN(i + 1) -marcadas con un línea en la figura-. 

El trabajo de análisis de los espectros se realizó a través del programa XE.-\SY [37]. 

3 Considerar que existen 2 hidrógenos o en el mismo desplazamiento químico, por lo que en el mejor de los 
casos se encontranín dos scimles NOE que indiquen interacción con hidrógenos de 1u11ida y si no se conoce 
la estructura primaria no existe ningún criterio para establecer la secuencia. Por otro lado, recodar que hay 
aminoácidos con el mismo sistema ele espín, de este modo, aún cuando se logre encontrar la secuencia en los 
sistemas de espín no seda posible establecer una estructura primaria ünica. 
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Figura 2.5: Secuenciación 44-52 ( ... TCYCYEHVAE ... ) del péptido G. 
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2.2. Elementos regulares de estructura secundaria 

2.2.1. Índice de protón 

36 

Se ha desarrollado un método para la determinación de la estructura secundaria basado 

en el desplazamiento químico del hidrógeno a[39]. 

Residuo c5(HA) Residuo c5(HA) 
(ppm) (ppm) 

Ala 4.35 ± 0.10 Met 4.52 ± 0.10 
Cys 4.65 ± 0.10 Asu 4.75 ± 0.10 
Asp 4.76 ± 0.10 Pro 4.44 ± 0.10 
Glu 4.29 ± 0.10 Gin 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 ± 0.10 Thr 4.35 ± 0.10 
lle 3.95 ± 0.10 Val 3.95 ± 0.10 
Lys 4.36 ± U.10 Trp 4.70 ± 0.10 
Leu 4.17 ± 0.10 Tyr 4.60 ± 0.10 

Tabla 2.1: Valores de los intervalos de dcspla.zamicnto químico del HA usados pa.ra la determinación 
de la estructura. secundaria. 

En este método se emplean los valores de desplazamiento químico de la tabla 2.1 como 

guía bajo los siguientes criterios para cada. residuo de la proteína: 

• Si el desplazamiento químico es mayor que el intervalo de la tabla 2.1 se asocia un ·· 1 ·· 

(índice de desplazamiento químico) al aminmícido. 

• Si el desplazamiento químico es menor que el intervalo de la tabla 2.1 se a.socia un ··-1 ·' 

al aminoácido. 

• Si el desplazamiento químico se encuentra en el intervalo, se asocia un "O"º al 

aminmí.cido. 

Se hace una gráfica de número de residuo contra índice de desplazamiento químico (CSI) 

y cualquier agrupamiento de cuatro o más "-1" no interrumpido por un "l" es una hélice. 

Cualquier agrupamiento de tres o más "l" no interrumpido por un "-1" es una hoja-,B. 

2.2.2. Interpretación cualitativa de NOEs 

En una estructura secundaria además de las distancias secuenciales existen distancias 

entre los núcleos de hidrógeno lo suficientemente pequeñas para ser observadas en un espectro 
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NOESY. 

Para el caso de las distancias dN N, en las hélices-a tiene un valor de 2.8 A. En las hojas-.B 

antiparalelas es de aproximadamente 4.3 A y en las hojas paralelas es de 4.2 A. 
La hélice-a está caracteri:;mda por la cercanía entre los residuos i e i + 3 y los residuos i 

e i + 4. En la figura 2.6 se muestra la región 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 señales HN-HN secuenciales. 

En las estructuras f3 cada lámina consiste de segmentos extendidos cuyos elementos no 

se encuentran cercanos entre sí, pero que se encuentran a corta distancia de otra lámina (ver 

figura 1. l 7b), dichas distancias adoptan los siguientes valores: 

d00 (i,j) = 2.3Á 

daN(i,j) = 3.2A 

dNN(i,j) = 3.3A 

Con la información anterior, es posible encontrar scimles en el espectro NOESY que 

permitan determinar la existencia y la extensión de estructura.s secundarias. 
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Figura 2.6: Secuencia 21-30 ( ... NNPTCNHVCE ... ) del péptido G (espectro NOESY en agua). La 
existencia de señales entre los hidrógenos de amida permiten establecer que a partir del residuo 
24 se presenta una hélice-a. La prolina no tiene hidrógeno de amida, por lo que no existe señal 
secuencial HA23-HN24, la secuencia se estableció entre el HA23 y el HD24. 
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2.3. Asignación de NOEs a larga distancia 

Una señal NOE a larga distancia se establece entre núcleos pertenecientes a residuos que 

cumplen con la condición li - JI > 5 donde i y j son las posiciones de cada aminoácido en 

la estructura primaria. 

Las proteínas se pliegan de tal forma que hidrógenos que se encuentran lejanos en la 

estructura priinaria pueden estar cercanos en el espacio. Para determinar la estructura 

terciaria es necesario identificar las señales del espectro NOESY que se producen debido 

a esta cercanía. 

La convergencia de los cálculos de las estructuras se basa en gran medida en el número 

de NOEs a larga distancia que se proporcionen. La asignación de estas señales se realiza una 

vez que se ha establecido la secuencia en los espectros y cada sistema de espín identificado 

correlacione con un residuo específico dentro de la secuencia primaria. En ciertos casos, la 

asignación de NOEs a larga distancia resulta ambigüa debido a la existencia de varios núcleos 

con el mismo desplazamiento químico, sobre todo en la región de los hidrógenos de la cadena 

lateral de los aminoácidos. Para iniciar los c1ílculos de estructuras se deben proporcionar 

algunas restricciones debidas a NO Es a larga distancia y trabajar simultáneamente el análisis 

del espectro NOESY y los cálculos para facilitar de alguna. manera la búsqueda de más NO Es 

a larga distancia y refinar los cálculos. 

2.4. Medición de constantes de acoplamiento 

Las constantes de acopla.miento a tres enlaces de distancia (3 J) proveen información 

suplementaria a la proporcionada por los NOEs. Los intervalos de los ángulos de torsión 

pueden ser estimados a partir de los valores de las constantes de acoplamiento. 

Las constantes más f1íciles de determinar en proteínas son las 3J 11 N11 A que pueden ser 

obtenidas a partir del espectro COSY con las señales fuera de la diagonal que correlacionan 

al hidrógeno a con el hidrógeno de amida. En la. figura 2. 7 se grafica la dependencia de 
3

J11N11 A en función del ángulo de torsión. 

Se empleó el programa. JDSIMANTI [41, 42, 43] para calcular las constantes de 

acoplamiento con las señales HA-HN en antifase del espectro COSY. 

2.5. Cuantificación de NOEs 

Como se señaló previamente, la intensidad de un NOE depende de las distancias entre 

los núcleos y de los tiempos de correlación Te (relacionado con la rotación efectiva de la 
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Figura 2.7: Relación empírica de Karplus entre la constante de acoplamiento 3 J11NllA y el ángulo 
de torsión. 
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El valor de la funcióu de correlación f (re) está definido por los pfcctos del movimiento de 

rotación molecular que depende del tamaño y la forma de la proteína, por lo que Te puede 

variar en diferentes regiones de la proteína. Por io anterior, se pueden establecer solamente 

los límites superiores de las distancias entre los mícleos. 

El programa XEASY permite marcar cada señal en los espectros y geuerar uua lista con 

la información necesaria para correlaciouar cada señal (o pico) al par de nllcleos in,·olucrados. 

Adicionalmente se genera una lista que identifica cada uúcleo que ha sido asignado. En el 

primer caso se obtiene un archivo con extensión .peaks y en el segundo, un archivo .prot. 

El programa PEAKINT (asociado a XEASY) calcula. la. intensidad (volumen) de cada señal 

marcada en un espectro (en este caso, el NOESY). La calibración es la conversión de las 

intensidades de las señales NOE en distancias (que son empleadas como restricciones en los 

c<Hculos de dinámica molecular). Dado un archivo con la lista de los nllcleos (*.prot) y un 

archivo con la lista de picos (*.peaks), las señales son calibradas automáticamente por medio 

del programa de calibración CALIBA (40]. 

2.6. Determinación y refinamiento de la estructura 

Las técnicas que se emplean para la determinación de estructuras tridimensionales 

de proteínas a partir de datos de RMN se basan principalmente en las relaciones entre 
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las distancias intramoleculares protón-protón y la conformación molecular. Los métodos 

computacionales para generar estructuras involucran la búsqueda del mínimo global de 

una función P que está construida con las restricciones obtenidas en los expermientos de 

RMN un ejemplo es el método de "simulación de templado dinámico" (Dynamical Simulated 

Annealing) 

Este método computacional combina cálculos de dinámica molecular y de restricciones de 

distancia. [44]. La estructura inicial es la proteína extendida. que es ca.lenta.da para establecer 

un espacio grande donde pueden encontrarse los átomos de la proteína. y posteriormente la 

temperatura va disminuyendo lentamente. Durante la simulación, la temperatura es calculada 

y mantenida usando la siguiente ecuación: 

~ = tm;v~ = ~NkT 
2 i=l 2 

La dinámica molecular usa la segunda ley de Newton para determinar el movimiento de 

los átomos: 
d'2:i: dx 

1n- = F(:i:) - J- + R(t) 
dt2 cit 

donde F{X) es la fuerza sobre el 1itomo, f es el coeficiente de fricción y R(t) es la fuerza 

motriz, por ejemplo colisiones con el solvente. 

La fuerza se calcula a partir del gradiente de una función P: 

F=-"\lP 

P está dada por: 

P1o1al = Pexp + Pcov + Pnoen 

Pexp contiene los datos experimentales de RMN, tales como restricciones de distancia 

calculados a partir de los NOEs, puentes de hidrógeno y constantes de acoplamiento. Pcov 

contiene información acerca de la distancia de enlaces covalentes, ángulos entre los enlaces, 

geometría de anillos aromáticos, en algunos casos quiralidad de los carbonos y linealidad 

de los puentes de hidrógeno. P.wcn aporta el traslape en los radios de van der Waals de los 

átomos no enlazados. Para los cálculos de las estructuras se empleó el programa CNS (45], 

que emplea una estrategia similar a la descrita anteriormente. 

La precisión de la determinación de la estructura se evalúa al comparar un grupo de 

confórmeros calculados para los mismos datos experimentales, pero con el uso de diferentes 

condiciones iniciales [36]. El cálculo 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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única, es por ello que se deben realizar varios cálculos para obtener un conjunto de estructuras 

de baja energía consistentes con los datos experimentales. 

La convergencia de los ccílculos se juzga a partir de las violaciones a las distancias 

experimentales proporcionadas. 

El resulta.do final de una estructura. se presenta. comúnmente como una sobreposición de 

todas las estructuras calculadas que tienen un mínimo de violaciones a las restricciones y la 

raíz cuadrada de la desviación media (RMSD) también tiene un valor mínimo. 



Capítulo 3 

Resultados y discusión 

Una vez que se asignaron aproximadamente 55 sistemas ele espín se comenzó con la 

secuenciación por medio del espectro NOESY. No fue posible encontrar un sistema ele espín 

igual al mostrado en el anexo B para la fcnilalanina, probablemente porque los hidrógenos 

3, 4 y 5 tienen el mismo desplmmmicnto químico. 

Se debe hacer notar que los HA de cada aminoácido aparecen entre 4 y 5 ppm, por lo que 

en un intervalo ele 1 ppm se encuentran, en este caso, aproximadamente 50 núcleos diferentes. 

Igm1lmente, existen varios sistemas de espín cuyo HN tiene el mismo desplazamiento químico. 

Porejemplo existen dos sistemas de espín (marcados como 41 y 13) cuyo desplazamiento 

quíinÍC:o del HN el mismo: 9.44 ppm (ver figura 3.1 franja del extremo izquierdo). HA4 l se 

encuentra a 4.8 ppm y corresponde a un aminrnicidu aromático. En la estructura primaria del 

pépticlo G existen la siguientes regiones: ... FGC ... y ... YA\·V ... La seüal del agua interfiere con 

el HA 41, pero es posible definir seüales NOE en 8.53 y 8.G8 ppm. En 8.8G ppm existen a su 

vez dos sistemas de espín: uno asociado a glicina (HAl 58) y otro asociado a alanina; en 8.53 

ppm hay un sistema de espín de glicina. De este modo no es posible en principio establecer 

la identidad del sistema aro1111ítico cuyo HA est1i en 4.8 ppm. Lo mismo sucede con HA13, al 

encontrar dos se!lales NOE en 8.57 y también <m 8.53 ppm. En el caso de la figura 3.1 ya se 

muestran los sistemas de espín debidamente identificados, luego de superar los inconvenientes 

derivados de la sobreposición de más de dos núcleos con el mismo desplazamiento químico. 

El ejemplo anterior es una muestra de las dificultades que se encuentran en la 

secuenciación por medio del espectro NOESY. Este mismo problema existe cuando se 

asignan las seüales NOE a larga distancia y resulta ser más grave, porque en el caso de la 

secuenciación, al continuar buscando seüales y con ayuda de la estructura primaria conocida 

se puede identificar cada sistema ele espín. En la asignación ele NOEs a larga distancia no 

existe ningún criterio para decidir con cuál de los núcleos ocurre la correlación. Es sólo hasta 

el análisis ele los cálculos ele dinámica molecular (al revisar las violaciones de distancias 

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

La asignación secuencial se realizó en el espectro NOESY por medio de las señales HA-HN 

y/ o señales de la cadena lateral con HN. Fue posible establecer señales 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 sólo se encontró un NOE entre los hidrógenos de amida. No existe algún NOE para la. 

secuencia. 10-11 ni 66-67 1 • En el caso de la secuenciación X-Pro, se encontraron señales entre 

el HA del residuo X y algún HD de un sistema. ele espín a.socia.do a prolina.. 

La gráfica ele índice de protón (figura 3.2) predice la existencia de 4 estructuras 

secundarias: hélices-a en las regiones que contienen a los aminoácido 6-10 y 21-32, y 

estructuras f3 en las regiones 2-5 y 38-41. 

. .., e• de 01on· -

... 

... 
·• 

'º 20 30 'º .. 00 

Figura 3.2: Gráfica. de índice de protón. Predice la. existeucia de estructuras a (regiones 6-10 y 
21-32) y f3 (regiones 2-5 y 38-41). 

El análisis del espectro NOESY, llevó a establecer una. hélice-o: entre los aminoácidos 

24-32 mediante las señales intensas entre hidrógenos de amida secuenciales y débiles entre el 

HA y el HN siguiente. No existen suficientes señales NOE para establecer una hélice entre 

los residuos 6-10. Respecto a las estructuras {3, las seña.les NOESY indican que se forma una 

hoja f3 plegada antipara.lela ele 3 hebras que comprenden a los residuos 2-4, 37-40 y 45-48. 

(figura 3.3). 

La gnífica de índice de protón es consistente en sus predicciones, excepto en el caso de la 

estructura f3 de la región 44-48, sin embargo las señales NOESY constituyen una prueba de 

la formación de la hoja {3 antiparalela. 

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

1 Dado que algunas de las variables que determinan la intensidad de una señal NOE tienen que ver con el 
movimiento en la molécula y con el tiempo en que se relajan los núcleos, es natural que no se logren observar 
todas las correlaciones existentes. 
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Figura 3.3: Hoja f3 plegada antiparalela del péptido G. Esta estructura es propuesta a partir de 
las señales en los espectros NOESY en H 2 0 y en D 2 0. las líneas sólidas indican a los pares de 
hidrógenos cuya correlación se encontró a través de dichos espectros. 

cionadas a partir de la calibración <le los NOEs), puentes de hidrógeno, ;ingulos de torsión y 

constantes de acoplamiento. 

La visualización 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 sobreposición de los elementos regulares de estructura 

secundaria de las 10 estructuras de menor energía 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 sobreposición del esqueleto del péptido (enlaces pcptídicos, en inglés 

backbone). 

Estrucura Región 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-(3 0.482 

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

Como era de esperar, existen valores bajos en los casos de las regiones con estructura 

secundaria ya que se proporcionó el número suficiente de restricciones para definir su 

conformación 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: Representación 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 cálculo. 

En la figura 3.5 se muestran las 10 estructuras de menor energía. La sobreposición de las 

estructuras se hizo a través de los esqueletos de las regiones con estructura secundaria. 

Figura 3.5: Vistas estéreo de la sobreposición de las 10 estructuras de menor energia del péptido G. 



CAPÍTULO 3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 48 

En el péptido G existen 4 puentes disulfuro [Dr. L.D. Possani, sin publicar]: Cys25-

0ys45, Oys29-Cys49, Oysll-Oys65 y Cys15-0ys40. La hélice-a está unida a la hebra-.B 3 por 

los puentes 025-045 y 029-C49. Estos puentes, así como el patrón de plegamiento hélice­

a/hoja-,B (OSa.B) que presenta el péptido G se conservan en todas las toxinas de alacrán 

[29]. Adicionalmente, el patrón CSa.B se encuentra en muchas proteínas con actividades 

antibióticas o tóxicas [46]. 

En la figura 3.6 se muestran las estructuras primarias de las toxinas PG (péptido G), Cn2 

(del alacrán Centruroides noxius, tóxica hacia mamíferos [28]), Tsl (del alacrán brasileño 

Tityus serrulatus, toxicidad contra mamíferos [46]), AahSTRl (alacrán de África del Norte 

Androctonus australis hector, sin actividad tóxica [47]) y AaHII. Los péptidos Cn2, Tsl y 

AaHSTRl son toxinas-,B y el péptido AaHII es considerado como prototipo de una toxina-a, 

todas ellas son moduladoras de los canales iónicos de sodio. 

PG RDGYPLASNG-CKFGCSGLGENNPTCNHVC-EKKAGSDY---GYCYAU-----TCYCEHVAEG'IVLVGDSGTGPCRS 
Cn2 KEGYLVDKNTGCKYEC-LKLGDNDYCLREC--KQQYGKGA-GGYCYAF-----ACVCTHLYEOAIViPLPNRRCS 
Tsl KEGYLHDHE-GCKLSC--FIRPSGYCGRECGIKKGS-----SGYCAiP-----ACYCYGLPNWVKVVDRA~KC 

AahSTRl ARDGYIVHDG'INCKYSC-EFGSEYKYCGPLC-EKKKAKT----GYCYLF-----ACVCIEVPDEVRViGIDGF!CiS 
AaHII VKDGYIVDD-VNCTYFCGRNA----YCNEEC-TKLKGE----SGYCQ~ASPYGNACYCYKLPDHVRTKGPGRCH 

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

Existen dos tipos de toxinas moduladoras de los canales de sodio: toxinas-a y toxinas-.B. 

un análisis de sus estructuras primarias muestra algunas diferencias caraterísticas entre unas 

toxinas y otras. Las toxinas-.B tienen en el N-terminal a un aminoácido básico (Arg o Lys) 

y en las toxinas-a el aminoácido básico se encuentra en la posición 2 o 3. La lisina 12 se 

conserva en todas las toxinas-,B y en las toxinas-a en la misma posición se encuentra una 

treonina o una valina. Por otro lado, en las toxinas-a se conserva un residuo básico en la 

posición 58, cosa que no ocurre en las toxinas-.8 [46]. 

La información anterior y la comparación 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-,8. Sin embargo, se ha encontrado que este péptido no tiene actividad 

tóxica [L.D. Possani, sin publicar]. Estudios de modificación química 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 aminoácidos) 

pierden significativamente su actividad cuando se modifica el residuo básico en el N-terminal. 

Otro residuo que ha mostrado una funcionalidad importante es la Lisina 12 de las toxinas­

,8. También la conservación de una superficie hidrofóbica en las toxinas de alacrán ha sido 
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tomada como evidencia de su participación en el reconocimiento del canal de Na+ [46), esta 

región se encuentra del lado de la hoja-ti [28). 

El péptido G cuenta en su estructura con el aminoácido básico N-terminal y con la lisina 

12, así como con la región hidrofóbica sobre la estructura f3 (figura 3. 7b) por lo que la 

explicación de su inactividad tóxica debe encontrarse en otra región del péptido. 

Figura 3.7: Superficies electrostáticas de las toxinas (a)Cn2 y (b)PG. En (e) se muestra una visión 
estérero de la orientación 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 región 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 orientación de la región que contiene al aminoácido 

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 función de la orientación de este aminoácido básico (potencial electrostático 

positivo). 
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Figura 3.8: Sobreposición de las 
toxinas Cn2 (azul}, PG (rojo). Existe 
un plegamietno diferente a partir del 
residuo 4 lo que provoca que la 
posición de Lys 12 sea totalmente 
diferente. 
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En varias toxinas-,B activas, se encuentra presente la secuencia Pro-Leu-Pro casi al final 

de la cadena[47] o un equivalente, como en la toxina Tsl (Asp-Arg-Ala). Esta secuencia 

en el caso de la toxina AahSTRl y del péptido G están sustuidas por Gly-Glu-Asp y Asp­

Ser-Gly, respecivamente. Blanc [47] establece que este cambio de aminoácidos desestabiliza 

la estructura. Sin embargo, la comparación de las estructuras terciarias contradice esta 

hipótesis. 

En la figura 3.9 se encuentran las superficies electrostáticas (el c1ílculo se hizo sobre 

orientaciones similares) de diferentes toxinas: Cn2, Tsl, LqhaIT (toxina del alacrán Leiunls 

quinquestriatus hebraeus, tóxica hacia insectos [49]) y PG. Las dos primeras toxinas actúan 

sobre mamífcrns y tienen en común una región 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 actúa 

sobre insectos, existe en el mismo sitio una región negativa. En el caso del péptido G se 

encuentra que se forma una superficie hidrofóbica, esto podría resultar en que no sea posible 

la interacción ent.re el canal de sodio y la toxina. 

El plegamiento de las proteínas determina la posición de cada aminoácido en el espacio 

y la carga electrostática en la superficie de la proteína se debe a la naturaleza de los 

aminoácidos que se encuentran expuestos hacia el exterior. Por las características de la 

superficie del péptido G y su comparación con las de otras toxinas activas, es muy probable 

que el reconocimiento de las toxinas por parte de los canales iónicos de sodio sea a través de 

interacciones dipolares. 
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E&2 

(e) 

Figura 3.9: Superficies electrostáticas de las toxinas (a)Cn2,{b)Tsl, (c)LqbalT y (d)PG. En (e) se 
encuentra la orientación del péptido G para realizar el cálculo de la superficie, esta orientación es 
similar en los casos q, las otras toxinas. 



Conclusiones 

l. Los elementos de estructura secundaria del péptido G son: 

• hélice-a entre los residuos 24 a 32. 

• hoja-.B plegada anti paralela de tres hebras: residuos 2-4, hebra 1 (Bl); 37-40 hebra 

2 (B2) y 45-48 hebra 3 (B3). El arreglo de las hebras es Bl-B3-B2 

2. Los elementos regulares de estructura secundaria forman un patrón conocido como 

CSa,B, que se conserva en todas las toxinas del veneno de alacrán y en otras proteínas 

con actividad antibiótica y tóxica. 

3. Por las características de su estructura primaria, el péptido G puede ser considerado 

como una toxina-,8. 

4. El patrón CSn,B y la naturaleza hidrofóbica de la superficie de la hoja-.B no son los 

únicos elementos responsables de la actividad de una toxina. 

5. 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 sólo la presencia 

de dicha lisina sino su orientación, una de las causas probables de la actividad tóxica 

de las toxina.s-.B de los alacranes. Al existir actividad tóxica dicho residuo se encuentra 

hacia el exterior. 

6. Esta es la primera proteína. que se obtiene en México y con experimentos obtenidos en 

el país se determina su estructura por RMN . 
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Anexo A 

Algunos resultados útiles de la física 
clásica 

El fenómeno en el que se basa la Resonancia Magnética Nuclear puede ser explicado 

basándose en algunos resultados de la física clásica, los cuales son más cercanos a nuestra 

realidad y percepción. Por lo anterior, se desarrollarán algunos temas desde un punto de 

vista clásico para facilitar la visión de los fenómenos que ocurren al colocar un núcleo dentro 

de un campo magnético. 

A.1. Giroscopio[30, 31] 

La rotación se asocia con un cambio angular de la posición de un cuerpo con respecto al 

tiempo. La torca o momento de torsión puede pensarse como la tendencia de una fuer . .m a 

realizar una rotación. Vectorialmente, la torca se define como: 

"f=rx F (A.1) 

El momento angular L de una partícula que está rotando alrededor de un punto O se 

define matemáticamente con el producto vectorial: 

L = 1"'°X p (A.2) 

donde r se mide relativo a O y p = mv es el momento lineal o cantidad de movimiento. 

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

se puede deducir la relación entre el momento angular y la torca: 1 

1 A los núcleos atómicos se les caracteriza con el número cuántico de espín que es directamente proporcional 
a la magnitud del momento angular de espín. El momento angular de espín acepta un tratamiento vectorial 
clásico. Entonces es posible decir que si el espín cambia su orientación en el espacio se debe a un momento 

.53 
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dl 
f'= 

dt 
(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: 

L = niiv;r = mir?w (A.-1) 

Al sumar respecto a todas las partículas que forman al objeto, se obtiene: 

L = Jw (A.5) 

La expresión anterior es análoga a la del momento lineal, donde la velocidad se reemplaza 

por la velocidad angular y la masa por el momento de inercia (1). 

Un tipo de movimiento familiar es el que se observa al hacer girar un trompo alrededor 

de su eje de simetría como se observa en la figura A.la. Dicho movimiento alrededor de la 

vertical es conocido como precesión.2 

' ... -~·-·····T--- ···--· ·-------.. 
• 1 ' 
. ·-- ·-- ··- ·-· ·-~-------· --- .-·· 

1 Dirección d" 
";~:~:.:;.·.:;.,. 1 -"~' 11 ' 1 ¡ la precesión 

1 
1 

,..,.....,-,-_,.-C:C-'l.,.•.•-.1 

. . . . . . . . . 
• L = lm 

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

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

se considerará a un giroscopio simple (figura A.lb}, el cual consta de una rueda que puede 

girar y que está sujeta a un eje cuyo pivote se encuentra a una distancia D. Hay dos fuerzas 

de torsión que actúa sobre él (que puede ser generado por un campo magnético). 
2 Al hablar de núcleos magnéticos, el campo que·causa la torca es el campo magnético en analogía con el 

campo gravitatorio que actúa sobre el trompo. · 
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externas actuando sobre el sistema (rueda y eje) que son el peso Mg y la normal del soporte 

sobre el eje que no produce torca. De esta manera la torca externa sobre el sistema es 

r = MgD i 

La dirección de esta torca es perpendicular al eje de la rueda (perpendicular a l). Este 

momento de torsión hace cambiar al momento angular en la dirección de la torca (ver ec. 

A.3), es decir que el eje se mueve en el plano horizontal: 

dl = fdt = MgDdt i 

El momento angular total es la suma del momento angular de espín (debido al giro de la 

rueda} más el que se origina por la precesión de la rueda en torno al pivote. Para simplificar, 

la contribución debida. a. la precesión es despreciable, lo que es una buena aproximación si la 

frecuencia de precesión (w1,) es mucho menor que la frecuencia de "espín" (w.). 

En el diagrama vectorial de la figura. A.lb se muestra que en el tiempo dt el vector l gira 

describiendo un éÍllgulo d</J. Se puede calcular el cambio angular con la siguiente expresión: 

ci</i = dL = M gDdt 
L lw_. 

(A.6} 

La rapidez con la que precesa el eje es ~, por lo tanto: 

cl</i !11 gD 
w -----

p - clt - lw .. · (A.7) 

Este resultado es válido sólo cuando wp «: w ... 

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 fj de tal forma que los lados (1) y (3) siempre son 

perpendiculares a la dirección del campo. La normal nn' al plano de la espira forma un 

ángulo() con la dirección 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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X. X X • • • • • • 
• • • X X X X X 

• • 

• • • • • • )C )( 

X • • 

L 11 • X • 11 • 
• • X • ll • ll ,, B 

G 

1 

F, 

(o) 

Figura A.2: Efecto de un campo magnético ii sobre una espira de corriente. Las cruces indican que 
la dirección 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 acción de F1 y F3 ocasiona que la espira gire sobre x'. 

Podemos definir un vector l sobre cada uno de los lados de la. espira que apunte en la 

dirección de la corriente. Con la relación 

F = if X jj 

podemos encontrar la dirección y la magnitud de cada una de las fuerzas que actúan sobre 

los lados de la espira. 

En el lado (2), e tiene magnitud b y el ángulo entre dicho vector y el campo magnético 

es de 90° - O. 

Como F es un producto cruz, la dirección de ffii 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 F4 tiene la misma magnitud que F2 , pero apunta en la dirección opuesta. Por lo 

tanto F2 y F4 no tienen efecto alguno en el movimiento de la espira y como dichos vectores 

se encuentran sobre la misma línea de acción, la torca total debida a estas fuerzas es cero. 

Para los lados (1) y (3), f tiene magnitud a y el ángulo que forma con Bes 90°, por lo 
que 

F1 = F 3 = iaB sen90° = iaB 

F1 y F3 se encuentran en direcciones opuestas, de tal forma que no tienden a mover la 

espira como un todo. Sin embargo, si la espira está en la posición mostrada en la figura A.2b, 

las fuerzas no se encuentran sobre la misma "línea de acción por lo que existe una torca neta 

que tiende a girar la espira en dirección de las manecillas del reloj en torno a la línea xx' 
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La magnitud de la torca total r se calcula con el valor de la torca producida por F1 en 

torno al eje xx' y duplicándola, ya que F3 ejerce la misma torca: 

r=rx F 

b 
r=-

2 
F=iaB 

r = 2iaB ( ~) sen90º 

r = iabB 

donde abes al área (A) de la espira, por lo que 

r = iABsenO (A.8) 

Una espira de corriente que se orienta en un campo magnético externo asemeja la acción 

de la aguja de una brújula en el mismo campo. Las brújulas, los imanes de barra y las espiras 

de corriente pueden considerarse como dipolos magnéticos. Para mostrarlo, se emplearán 

resultados encontrados para dipolos eléctricos. 

Una estructura recibe el nombre de divolo eléctrico si 

a) Al colocarse en un campo eléctrico externo experimenta una torca cuyo valor está dado 

por la ecuación 

r=px E 

T = pE seno 

donde p es el momento dipolar eléctrico; y 

b) Establece un campo eléctrico propio. 

(A.9) 

(A.10) 

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) así como también el término senO. Esta comparación sugiere que iA 

en la ec.A.8 puede considerarse como el momento dipolar magnéticoµ que corresponde a p 

en la ec.A.10, entonces la ec. A.8 queda como 

r = µBsenO (A.11) 

Esta última expresión indica que la torc:a sobre una espira de corriente puede escribirse 

en forma de producto vectorial, en analogía a la ecuación A.9: 
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i'=¡1xB (A.12) 

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 orientación de tal dipolo. Consecuentemente, un dipolo magnético 

tiene una energía potencial asociada con su orientación en un campo magnético externo. Se 

puede considerar que ésta energía es cero cuando ¡i y B forman un ángulo recto. La forma de 

escoger la configuración de energía E=O es arbitraria debido a que sólo interesan los cambios 

de energía que ocurren cuando el dipolo gira. 

La energía potencial magnética en una posición O se define como el trabajo (producto 

rO) que debe realizar un agente externo para hacer girar al dipolo de su posición de energía 

cero (O = 90°) a una posición dada O. Por consecuencia. 

E= fº rdO = fº ¡tBscnOdO = ¡tB fº scnOclO = -µBcosO 
}go }go }go 

Que en términos de vectores se escribe como: 

E= -¡1 · iJ (A.13) 

Como se estableció anteriormente, el movimiento de una carga eléctrica (corriente) en 

una espira produce un momento magnético cuya magnitud es 

/L = iA (A.14) 

Considerando ahora una espira circular que se encuentra sobre el plano xy, entonces se 

puede escribir una expresión para la coniente eléctrica 

. q qv 
i=-=--

t 2nr 
(A.15) 

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= nr2 , se tiene que 

qv 2 qvr 
µ= --n:r = --

2n:r 2 
(A.16) 

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

- q(_ -) µ=-rxv 
2 

(A.17) 
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Es posible expresar a ¡1 en términos del momento angular (L) empleando el hecho de que 

dicho término se define por: 

L=rxfi; fi=mv 

l = rx mv 

l = m(rx v) 

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

- q(_ -) ql 
/L = - T X 171.V = --

2 2m 

j1 = _!!_l 
2m 

(A.18) 

(A.19) 

Para un electrón q = -e por lo que se puede reescribir a la ec. A.19 de la siguiente forma: 

e -¡1 = ---L 
2rne 

(A.20) 

Como quedó establecido, la energía potencial de un dipolo es: 

E= -j1 · jj (A.21) 

Considerando al campo magnético y al momento angular sobre el eje z, entonces la 

ecuación de la energía se convierte en: 

Empleando la ec. A.20 se tiene que: 

(A.22) 

Precesión de un momento magnético[30] 

El resultado de la ec. A.20 es válido para el movimiento orbital de un electrón en un 

átomo, pero el electrón también tiene un espín que tiene asociado un momento angular y 

por lo tanto un momento magnético. 

En cualquier átomo existen varias combinaciones de espín y movimiento orbital por lo 

que la ec.A.20 se reescribe como: 

- · lel -µ=-g-L 
2me 

(A.23) 
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donde g es un factor característico de cada átomo y es conocido como "factor de Landé". 

En los núcleos atómicos hay protones y neutrones que tienen, como el electrón, un rotación 

intrínseca o espín. Entonces se puede escribir una relación entre el momento angular y el 

momento magnético análoga a la anterior: 

e -¡1 = g-
2
-L 
1np 

(A.24) 

Por la existencia del momento magnético, se puede considerar a los átomos como imanes. 

Una de las consecuencias de que en los átomos el momento magnético sea proporcional al 

momento angular es que al colocar un átomo en un campo magnético, su momento magnético 

adquiere un movimiento de precesión. 

Es posible emplear los resultados de la física clásica (del giroscopio) para describir la 

precesión de los momentos magnéticos de las partículas subatómicas. Si se supone que 

existe un momento magnético suspendido libremente en un campo magnético uniforme, 

dicho momento sufrirá una torca que intentani alinearlo en la dirección del campo. Por la 

existencia del momento angular, la torca no ha.ni que el imán termine alineado: en lugar de 

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

c .. rnpu rn-o•ui;k>o:lo •pll""""~tc.. ... 

orb1 to prece(~.;1- -r- ----~ :' 

);?"""'ºº' 
.- ·--~---~~·:· 

Figura A.3: Representación de la precesión de un momento magnético en un campo magnético 
externo. 

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

dcfJ=~ 
Lsen9 

y así calcular la velocidad de precesión: 

dcfJ 1 dL 
Wp = -d-t = -L-s-en-9 dt 
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de acuerdo a las ecuaciones A.3 y A.12 se tiene que: 

1 1 
w = ---T = -L 

0
pBsen(} 

P LsenO sen 

w = !:!:.n =gMB 
P L 2m 

(A.25) 

Como puede verse, la rapidez de precesión es proporcional a la magnitud del campo. La 

frecuencia de precesión para un protón es: 

w,, 
v,, = 2rr 

ge B 
Vp = ----

271tp 2rr 
(A.26) 

Es claro que la frecuencia de precesión es mucho mayor para el caso del electrón, por lo 

que la energía asociada a dicha frecuencia nos permitiría discernir entre un espín nuclear y 

uno electrónico. 

Cuantización del m.0111ento angular[30, 33] 

Clásicamente, un objeto con un momento angular total L podría tener, por ejemplo, para 

su componente z cualquier valor entre +L y -L; cuúnticameute, la componente z sólo puede 

tener ciertos va.lores discretos: si a un sistema Sl' le puede asociar un número característico 1 

(en el caso del electrón sería el número cuántico l'), la cmnponente de su momento angular 

en cualquier eje (para simplificar, el eje z) sólo pude tomar uno de los siguientes valores: 

lfi, (I - l)fi, (I - 2)h, ... - I (A.27) 

Para un I dado, hay (21+1) posibles valores para la componente z de un momento angular. 

De esta manera, si se conoce la energía y el número l habrá exactamente (21+1) estados con 

la misma energía, cada estado correspondería a uno de los diferentes valores posibles. 

Si se toma al azar cualquier sistema de l conocido y se mide la componente z del momento 

angular es igualmente probable obtener cualquiera de los valores posibles. Es posible calcular 

el valor esperado de la magnitud del vector L [30]. 

L = .jI(J + l)h (A.28) 

Al hacer un análisis con los resultados de la mecánica cuántica, 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) está relacionado con el número cuántico 

m [33]: 

L.= mti (A.29) 

Efecto Zee1nan[34] 

Los resultados de la física clásica mostrados hasta el momento han puesto de manifiesto 

que existe una interacción entre los campos y los dipolos magnéticos. 

En 1896 Peter Zccman encontró que las líneas espectrales de emisión de un átomo, al 

ser colocado dentro de un campo magnético se desdoblaban en 1nultipletes; este fenómeno 

es conocido como "efecto Zcc1nan". 

11 E•IJl'<lro 

Sin umpo m1gn6llco úmpo m1gntdco 

Figura A.4: Efecto de un campo magnético externo sobre un átomo de hidrógeno. 

Para mostrar el origen de este desdoblamiento se empicarán algunos resultados de la 

mecánica cuántica. Si en la ce. A.22 reemplazamos L. por su operador equivalente L., 
- entonces dicha ecuación nos dani la parte del hamiltoniano de un átomo de hidrógeno debida 

a un campo magnético cxtcn10. 

Entonces el operador hamiltoniano cuando existe un campo magnético externo e.s: 

- - eB. -
H =Ha+ --- L. 

2rne • 

donde Ha es el hamiltoniano en ausencia del campo magnético. 

La correspondiente ecuación de Schroedinger es 

H\ll = E\ll 

Ílo'll + lelBz L.'ll = E\J! 
2me 

(A.30) 
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Como las funciones de onda son eigenfunciones de H0 y Lz, también los son de H. 
Resolviendo la ec. A.30 se encuentra que los niveles de energía son 

-JLC4 

E = 8 2¡ 2 2 + {3mB. 
€ 0 in 

n=l,2,3 ... m=0,±1,±2 ... ±e 

(A.31) 

donde f3 = 2';;;. recibe el nombre de magnctón de Bohr y numéricamente equivale a 

9.274x10-24 JT-1 • 

La ce. A.31 muestra que un estado con determinados números cuánticos n y e se separa 

en 2f + 1 niveles de energía debido a la presencia. de un campo magnético externo. 

En la figura A.4 se muestran gnifica.mcnte los resultados para el estado ls y 2p de un 

átomo ele hidrógeno. El estado 2p se divide en tres niveles. 

Experimento de Stern-Gerlach[30] 

Se ha mencionado la existencia. de una propiedad de las partículas subatómicas 

denominada espín que suele pensarse como el giro de dichas partículas sobre su propio eje. 

En 1925 Samuel A. Goudsmit y Gcorge E. Uhlcnbeck postularon la existencia del espín 

al indicar que el electrón poseía un momento angular intrínseco. 

Como una prueba de la existencia del espín electrónico se toma.nin los resultados de un 

experimento realizado en 1922 por Otto Stcru y vValtcr Gerlach. 

Beam ol 

~cantake 
on only two orienlúlonl 

pallem ~ Classical eltpeci•lion 

<:>- E~rlmental resull 

Figura A.5: Descripción del experimento de Stern-Gerlach. 
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Stern y Gerlach idearon un experimento para medir el momento magnético de los átomos 

de plata. Produjeron un haz de átomos de plata y lo hicieron pasar verticalmente entre los 

polos de un imán cuyo campo magnético era no homogéneo. 

La hipótesis planteada se sustentaba en la física chisica: Si un átomo de plata tenía un 

momento magnético /1. al ser colocado en un campo magnético se produciría un torca cuya 

energía asociada sería igual a 

.6..E = -¡1.BcosO 

El hecho de tener un campo magnético variable produciría. una variación en la energía y 

se generaría. una fuerza sobre los momentos magnéticos cuya dirección dependería del valor 

del coseno de O y los ¡itomos serían atraídos hacia arriba. o aba.jo por una fuerza proporcional 

a la derivada. de la. energía magnética. 

DE DB 
Fz = - Dz = ¡u:osO Dz 

Al salir del horno los momentos magnéticos apuntarían en cualquier dirección y se 

encontraría cualquier valor para O. Por lo anterior, cuando el haz abandonara el inuiu, los 

átomos se distribuirían de acuerdo a sus componentes verticales del momento magnético (ver 

la figura A.5). 

El resultado que obtuvieron no estaba de acuerdo con su hipótesis ya que obtuvieron sólo 

dos manchas sobre la placa. 

El número atómico de la plata. es 47, y el electrón mús externo tiene un número cuántico 

f=O (orbital s), y su momento angular es cero por lo que no se esperaría ninguna interacción 

con el campo magnético. Los resultados indican que sí hay interacción, por lo que se 

puede intuir que existe un momento magnético adicional independiente de los movimientos 

orbitales; es decir, el espín electrónico. Por otro lado al obtener dos manchas sobre la placa, 

existe una indicación de que sólo son posibles dos valores para O (es decir, est¡in cuantizados). 



Anexo B 

Espectros COSY y TOCSY de los 20 
aminoácidos 

A continuación se muestra una representación esquemática <le las señales que deben 

aparecer en los espectros de correlación por enlace para cada. uno de los anünoácidos 

comunes[50]. Los círculos muestran correlaciones COS\' y los rombos, correlaciones TOCSY. 

Los desplazamientos químicos indicados son para aminoácidos en una geometría al azar 

(random coil). 
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