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A11lecede11les 

l. Antecedentes 

l./ Elementos teóricos de la RMN 1
•
2 

El fenómeno de la RMN es el resultado de las manifestaciones del momento angular de espín nuclear (1). 

éste confiere propiedades magnéticas a los núcleos y los hace sensibles a los campos magnéticos. Dado 

que I es una cantidad vectorial el valor de la componente en z puede escribirse como: 

( =tim (1) 

donde 1: tiene 21 + 1 .~alares ~~r.;.;iÚd~s. 
El momento magnétic~;'.;~clear (µ)e~ta definido por: 

µ=y/ (2) 

µz =y l: = tzmy (3) 

donde y representa a la constante giromagnética. ésta tiene un valor característico para cada núcleo (ver 

tabla 1). 

Núcleo I V (T s)" 1 Abundancia natural (9&) 
H v.. 2.6752 X 10º 99.98 .• 

,,e v.. 6.728 X 10 1.11 .·. 

"N v.. -2.712 X 10 0.36•·· .... 
"H 1 4.!07x 10 . 0.02••··· 

Tabla L El número cuántico de momento angular.(/). la constante gironi·~~~~~}ci'ci:_,(~) .Y Já ab~Odancia 
natural isotópica para los núcleos comúnmente analizados en-RM~ d~,.P·rc;~'~f~-~~-

En el campo magnético de un equipo de RMN, el espín. nuclear til!neuna ene~gía duda por: 

por lo que lu diferencia energética entre dos niveles de energía adyacentes se escribe como (ver Fig. 1 ): 

(5) 
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Fig. 1. La diferencia de energía. .6.E. entre dos niveles 
adyacentes esta en función de la densidad de flujo del campo 
magnético (Bo) 

2 

La distribución de poblaciones en los niveles de energía puede ser calculada a panir de la ecuación de 

Boltzman: 

(6) 

La precesión alrededor de un campo ubicado en el eje z produce una magnetización macroscópica (M0 ) a 

lo largo de la dirección del campo magnético debido a la pequeña diferencia poblacional entre los estados 

a. Y 13 (ver fig. 2). 

~ -ars y 

m--Y:z 

Fig. 2. Distribu;;ión poblacional de los espines nucleares. Debido a que Na> 
N/3 se produce como resultante una magnetización macroscópica (Mo). 

La condición de resonancia se cumple cuando la frecuencia v 1 .de la transición entre los niveles de energía 

satisface la ecuación: 

lzv, = 6.E (7) 

que puede ser expresada en función de 8 0 : 
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(8) 

dónde VL es la frecuencia de Larrnor. frecuencia de precesión o frecuencia de resonancia. En (8) se 

observa que la frecuencia de resonancia depende de y. en consecuencia. vL será diferente para cada 

isótopo. 

1.2 Parámetros de RMN_ útiles en la deten11i11aCi611 de la estructura de una proteína 

El desarrollo de la b\(;!o~fa n.;ol.;cula1:.: de los '~isternas computacionales. así corno también de la 

espectroscopia d.; r¿~ori3:~cia ;r¡¡,s..;ét{éa nucl~a~ 'd.; pi.lis~~ <RMN)Íia p~sibilitado la elucidación de la 

estructura de niacr6.Tio"1é~l.11;.s tifoló~icas Jtilizando práctica~ente los mismos parálTietros con los que se 

caracterizan l~s cornpue~fos'6r~áni~6s sen~illos: 

1.2.I Desplazami~Íito Qufmico-':4 
_ . • > _ _, . 

El desplazamiefii:c) químico de'¡;n -ni1cl.;o (Bfdepe,:.d.; de -los enlaces covalentes-·que está_ formando y del 

medio ambiente río enlü..'.antco qJio 16-~cX:Íé~. rc:#i.:;j¿.n;ic:>;· ~11 Úotón' que 'esté prÓxirllo a un anillo aromático 
- - '" ' .. ' ., . - ·-.;•'-' ~ «"· . '·,, . . ·', - . ' -·. . .. -~ . ' . . • >' •• • 

o a un grupo carbcinilo presenta desviaciones grarides en su desph1zám!ento químico con_ respecto del valor 

que muestra cuando0seen~l1.;ntra en ~n fragrne~to peptídi~osin. e~tructllr~ defiñi~a::oebido a la variación 

de B con la est~l1ci~.:a ~~~-~~d~~la y te~ciarÍa de una pr<'.>té~í~<t;-~1·d5~~)~~-¡;;i~O,~~~~uÍi,nÍc~ es un parámetro 

que proporciona" iníc>;.TI;é;.sn sc:>bre la conforrnació~ de u~ ;_;.;:;i_~'6á~i<ló'éri'.µna1~áde..:.a prc)ieica. 
'" . ' :;:~ ;;·, , ~ ~· , 

El desplazami¿nto químico del protón alfa (Hcx) varfac~~l~t:~~ct~:r~ie~"d~dariaque está formando el 

aminoácido al i:júe pertenece. En promedio. los ~a. cÍ¡! r;.~i-~J~~'.~-~~-f~~;A;~;~'rt~>cle una estructura de 

hélice-a. tienden a desplazarse 0.3 pprn hacia campo alto y 0.3 ·¿p;;:; hacia ca_mpo bajo'cuando forman parte 

de una hoja-f3 con respecto de los valores calculado~_~üra cac:le~~i pep~ídic~sli~eales, Estas variaciones 

permitieron desarrollar un método para calcuÍar la· est~uctÜ;,i:'~~~-u~da~~,."·~~ {na ·irot~Ín~.~ partir de BHa: el 

índice de desplazamiento químico de protón ('tt~C:~1.:;l-Í~c;,;;,~;é~L Sl;lfr ílZde'i:: ~~;. referen;,ia 3). . . 

El 1H-CSI se calcula de la siguiente rn~lle~á: 

l. Si el 8Ha es mayor al desplazamiento del Ha en un fr.igrnento sin estructura (ver el intervalo en 

ANEXO A). entonces se asigna al residuo un valor de+ 1. Si por el contrario el desplazamiento es 

menor, se asigna un valor de -1. Para cualquier otro caso se da un valor de O. 
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2. Una secuencia ininterrumpida de al menos 4 aminoácidos con un índice de -1 forman una hélice. 

En cambio; u·na secuenC::fa ininterrumpida de al menos 3 aminoácidos con un índice de +l forman 

una hebra-J3. 

Una extensión de este método se aplica al desplazamiento químico de carbono. ya que existe una fuerte 

correlación entre el desplaza.miento químico del. Ccx y la estructura secundaria. Los oea. se corren a campo 

bajo cuando están localizados en hélices y a campo alto cuando forman parte de una hoja-J3. Para calcular 

el 13Ccx-CSI se procede de la f6rma rrie,nci6m1cl~ ariten6rme,nte considerando el intervalo indicado en el 

ANEXO A. Sin embargo. en est~ cas();·~~~,;ecuenéia i;.interrumpid,a dei .ÍI menos ;4 residuos c'c:m un índice 

de +l forman una hélice. En c~rnl>io. uria'~e~J'en.~i;¡ inirí't'errúmpidade afrrif::nos3 a'rninoácidos con un 

índice de -1 forman una hebra'-13>· · 

1.2.2 Co11sta111es de Acophlmi~1;;{/J:'sfdtci~'~.~ 
Una segunda fuente de i!'f,6~ríí'~~i~ri·i~tru~tural ~~ i~ constante de acoplami~~to escalar entre átomos 

separados por. tres enlaées•'cov ... lentes;'•M.!cli.ínte 1.J's .re.laéiones empíricas de Karplus. las constantes de 

acoplamiento ('J) están°~el;~iori;éias'cori'.;í árifuí6 di~d~aL(0) y éste con el ángulo de torsión cj> (ver fig. 

3). 

a·= lct>-60º1 

r-•-·- '--•-L-'-· •~·-• - - • -·'· .... ~l 
mi . . ' . 
·1 
·i \ t 

~--·. { \ ,/ L 
.··t 

~ .. ~~ ~. -.·~-- t 
-··--,----.. --,·-·7' 

~· ~ 100" 
0 

(9) 

Fig. 3. Gráfiéa de 3 JHNH~ vs. q,. Los valores de <I> 
para ele~e~tos.~egulares de estructura secundaria 
se indican como a.. 3;10.13. y J3p. 

Para la determinación estructural de proteínas. las relaciones de Karplus más importantes son las 

siguientes (ver referencia 6): 

3
JHNHn (0) = 6.4cos,0 - l.4cos0 + 1.9 
3JHnH~ (0) = 9.Scos,0 - l.6cos0 + 1.8 
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donde 3
J11N11a denota a la constante de acoplamiento escalar entre el protón de amida y el protón alfa. y 

3 "- - - - e -~·.:OC"_ ~.-o;--= _-e ;. ---- -, - --

• J "ª"" entre los protones a. y 13. 

Las constantes dé acopl~;niento están dadas en Hertz y proporcÍ;,,nan inf"ormación sobre la conformación 

local (estructura'.sec.i~:clariafde una cadena polipeptídica. Eri la ta,bla 2 se encuentran los valores esperados 

para 3JHN~a·-~egú_-~-: .1~·--~~lfUCtura secundaria en la qu'e é._~~é_~-~'nT~·r.~.?.- un aminoácido. aceptándose que si 
3
JHNHa < 6.o Hz se trata de un residuo formando una estruci~ra'heli.cc;:iidal. mientras que si 3

JHNHa > 7.0 Hz 

el aminoácido está en una estructura de hoja 13. 

3 ·.:· .. ,;:;., .. _~·;':}/~·-·_:,r'"~-~-------,'.'<t-:-'~·- -_.·.- .. _ .. ·_-« .,-... -. :--_, 
Tabla 2 .. Valores esperados de<? y .JHNHa. según el 'ele'!'1ento de estruc~tura secundariá 

·: ... ;-.,:·~~->' .. -:,¡··~:'.: . -. .:~ ·: .,<~=\~- .' . ·.::~---
' .. -: -: · ::.~. ,_ ·-;:::- ;_. _,~7.:J.:. · _·:·::; .. ,_:. ,-_. :J, '·o 7.··¡; :~~ ;~;:. ·\--; ~C~/.~~ 

1.2.3 Correlaciones debidas al NOE (Nuclearp~e~~wuser:Effecf) · ,; .·::;;. :·: .·.·.··: ... ·. ·:·:···... .. 

Con mucho. el parámetro de RMN más importd~~~'.;:~r1i~dete·~~i~1./ia ~~~r~6t'u~~~de Utla bic:>moléc.ula es el 

NOE. Es por esto que la deterrTlin~ción;:·de:c•l~c·est~uctur~~'de:(un~:prbteÍna'"Je~iante esta técnica 

~~:~~~~ª~~~!f i~~ji~f ti~~~~~~~~\i~)t~;~idE~~ 
pertenezcan a residuos Ci.\Je secue,~c1almente:estanmuy, d:istanto:s',':i> < . : . ····.:···.· < ·· ... ·. \ ... · 

La intensidad de un l'loi,;:~~-~n 'eospe~~r~ Nc)E_~y • .;~ d~'.;i~~% v~lu.;.é~'cV): está reiaciónada a la distancia 

(r) entre los dos núcÍeos i·~volu~rados mediant.; I¡, sig.:;ie:;..te .;e:u'aciÓn:' 

donde la función /(-re) involucra la transf~reri~i,.'cie:.Tía~~e-tii,;¡:j¿;; ~ebida al movimiento de la molécula. 

La cuantificación de un NOE es. ent,;llces. eq~iv¿le:~t~'~ 1~ter:....in~r el v~lumen de la señal fuera de la 

diagonal en el espectro NOESY. La confiabilidad con la que éste se determine es un parámetro importante 

para obtener estructuras de alta calidad. 
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l. 3 RMN Multidime11sio11al 

Un experirnentb ·de' RMN en ·una dimensión tiene dos etapas: la preparación y la detección. Durante la 

preparaclórÍ. e;., t;1 c~s~··más simpl.;. se aplica un pulso de 90° que rota la magnetización de su estado de 

equilibrio (~0) .a1.··~l,.:~·?.·-~;:(M, o M 1 ). Consecuentemente el espín precesa alrededor del eje z. lo que se 

detecta.corno .;;.;~.:~.;~~(~!'"un receptor. El decaimiento de la señal debido a la relajación se conoce como 

decaimiento libre de la-inducción (FID por sus siglas en inglés Free flzduc1io11 Decay). 

~:._:>.: .... -~.·:,\~:º :· 
En la RMN rnulÍidi-ínerisiorÍal •:un componentli,cruci~I d.;/much~s experirrtellto:S es lá secuencia de pulsos 

INEPT. 

El objetivo de la secuencia INEPT es· transferir id polarizaciÓn de. un mícleo sensible c~n una constante 

giromagnética 'grande (gene~almente· proton'es).-· a.- un ni:icleo menos sensible' éon una constante 

giromagnética peqlieña (nitrógeno 6 ca~bo~o). m~diante la inl~ra~~ión del ac~plamiento escalar. de modo 
' - ,· - ·. -

que se incremente la señal del heteronúcleo. Este.bloque de pulsos' se utiliza en muchos experimentos de 

RMN multidimensional. 

El tren de pulsos de la secuencia iNEPT consiste en los siguientes pasos: 

90x 180x 90y 

'H n o 
180x 90x 

s 

1. Un pulso de 90° sobre 1H genera una magnetización transversal. 

2. Un eco de espín heteronuclear durante un periodo fijo permite la evolución de los acoplamientos 

heteronucleares. Los pulsos simultáneos de 180º sobre 1H y S se aplican a la mitad de este periodo 

para reenfocar el desplazamiento químico. Al final de este periodo. se obtiene una magnetización 

en antifase de 1H con respecto a la de S. 

3. Pulsos simultáneos de 90º sobre 1H y S transfieren la magnetización de 1H a S. Al final de la 

secuencia INEPT se obtiene una magnetización en anti fase de S con respecto a la de 1H. 
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La magnetización en aritifase de S puede dejarse evolucionar para obtener una magnetización en fase de S 

con respecto a 1 H.-o-b_ien-~paraobtener_u_na magnetización en anti fase de S con respecto a un tercer núcleo. 

1.3. J Experimentos bldi111ensl01Í~;¡¡;~ (2D) '·º 
En adición a la pre~ar~~ióll_ y_-~-la -detección de un experimento unidimensional. un experimento en 20 

consta de un periodo de evoluc_ión y un tiempo de mezclado. De modo esquemático: 

90 

Preparación Evolución 

Después de la preparación, _que _en_ el, caso --de _ ún -_: :

experimento en -dos dimo:nsiones _puede, c:cinsA.:r c1.,· 
varios pulsos-de- radiofrec~.;n~ia~ 16s espir ... ~-;prec.;~an :-
1 ibremente durante_ "• - ti6inp1f va.ri~bl" t, - ¿~¡.;-rril><:Í' ~": 
evolución). DÜránte ;6~t~ ti~:.:r,;~: -.~ 
prccesa en fúnéióri ci~'rdesplazalriiehi6_ 
acoplamiento del primer-- •núcleo. rl'.>ia.,;i¿,~n"le~~e. 
durante el tiempo de me~cladC> (~~),' I~ 'ir;,¡~11.,diación 
se transfiere al segundo : núcleo~: conte-,:;ie'n-do - la 

información del I> del p~ioi.,ro. La~ ~~é::~"nclas de 

mezclado utilizan dos me-canismos para tr~llsferir la 

magnetización: el acoplarriierito escalar. --y el 

acoplamiento di polar. Los datos se adqui"re~-:durante el 

tiempo t2 ya que en est.;. mC>mento fa riíag-~etización 
posee la informacióll del I> del ~eg1:.nd6 nü'c1ei<>: Después 

de aplicar dos transformadas -de F<>urier (TF)-se obtiene 

un espectro en dos dimensiones con dos ejes de 

frecuencia (ver fig. 4). 

--~-------- -.------. ~· 
....... 1 

-----···---- -
Fig. 4. Representación esquemática de la 
TF de un experimento en 20. 
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J.3.2 El experimento HSQC (Heteronuc/erar Si11gle-Qua11tum Coherence) 7·'º·11 

Este experimento permite obtener una(:C)iielaCiC)n ~eteronu:c:léar en dos dimensiones para un sistema de 

espines IS (J = 1H, S ="No 13C). en. donde.los:esp.ines· ry·:s están directamente unidos por un enlace 

covalente y el protón J puede preseni~r iic.liii¿~~im<>~~~ iicJptaifii~nté:{e~calar con un protón, K, a más de 

un enlace de distancia. Para este sistema ·s~ asume que i~ co~~tante de acoplamiento escalar J1K es mucho 

más pequeña que la constante J 15• 

La secuencia de pulsos del experimento HSQC es la siguiente: 

90x 180x 90y 180x 90x 180x 

'H 

s 1 l 90x 180x 

nxt,121 

ISOx n ¡t,/2n T n Desacoplador 
T 1: 1: 

Simplificando, puede decirse que consiste en cuatro etapas independientes: 

1. Inicialmente, la secuencia INEPT es utilizada para transferir la polarización _de I a S vía 1J1s· 

2. La polarización en antifase de S evoluciona durante un.periodo·d~. evolución .. variable ti. bajo el 

efecto del . desplazamiento químico de S. El acop1.{IT.i.,nto . hetero.nú'clear. IS: es·· reenfocado al 

aplicar un pulso de• 180º a la mitad de este periodo; ./:<'·:·e 

3. Una secuencia de: pul~os retro~n-<~PT cc;Íivi.ehe. la polarización ·en antifase de S, en polarización 

en fase de I; ,·,· 

4. 

El espectro de un experimento HS¿C. muestm' í'~¡ <'.:o.;~la~Íon~s de los. desplazamientos qu_ímicos. del 

heteronúcleo (dimensión FI) y de los proton.;s (di~ensiÓn F2) median.te el acoplamiento heteronuclear 
1J1s· Debido a qu-~ el desacopla~iCnto ci~· s' Sé''l'iev;.: a cabo d~rante la'U"d(¡Uisición 'dél-.protÓn :e-n··n. podrán 

observarse las señales de resonancia de los acoplamientos protón-protón con una constante de 

acoplamiento denotada por JiK· 
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.., <;1n,1'U.n -· '5N 
.., ... ... ... 

.... 
Fig. 5. Esquematización del experimento ISN- HSQC. En este 
espectro las dimensiones están dadas por 1

HN y 1sN 11 • .. . .., 
135 ~---------~ 

11 • 
F2 

1.3.3 Experimenrc:s ;;.;d;1;;(!;,H~1~d1es (3Ó) 12 

Al insertar un seg:~n~:o·;-Ü~~PO:·i~.;·'~volú¿ón y un tercer tiempo de mezclado en el esquema de un 

experimento en 20 setienelá~ánatomíade, un espectró en.30: 

Tiempo de 
Mezclado 

- ·.·· . -

e"oluclón 

Tiempo de 
Mezclado 

Tiempo de 
Mezclado 

Detección 

Detección 

Después de aplicar 3 TF·a ·la funci6n obtenida por la secuencia de pulsos. se genera un espectro en 30 con 

3 ejes de frecuencia. ·.s~··di~:e.'.qu~:w1 espt!C:tro·tridimensional esta constituido por una ~erie de espectros en 
'· '·.;. :,·_ .. -··, 

20 dispersados.a lo larg~ de Ji3 (ver fig: 6): 

¿;;:;···· ;;::.·~. 
F1 

· .. :-·:·:-· .-..... _ - -.· .. · 
Fig~>~.'.RC.~r~s~ni~c:ió_~.d-e .u~··~~pe~tro en 30. 
Las·'sé.ñales de las correlaCiones.(Fl.F2) de 
un·:- ~spectr~,:.~-en'.-·: .~i?·:;~ qu-ediln·-_:sCpál-adas en 
difer':!~tesj,.·:: pl~nOs_-c(Pc;>r; '_u~~- co'rrelación 
·adici?n~I -CF3) crl un e~pectro tridimensional. 
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1.3.4 El experimento HN(CO)CA 7
•
1º· 12 

H-!-H H-!-H 
Este experimentO- propor5io~i .correfadones secuenciales entre el 1 H 

de amida ( 1HN) y el• 15N de··uri' aminoácido ( 15N 11 ) con el 13Cª del 

residuo anterior'.:nedianté- la tr.Ínsférencia de polarización vía el núcleo 
13CO. Lo anterio~ •. invol~cra/0 a • las siguientes constantes de 

acoplamiento: 1~"~.}1~C:~'y:l1cl~c:i/Este experimento es utilizado con 

proteínas marcadas don ,;N '/ 1,3{:'.:o'6bid.o a que los protones de amida 

-N .~~: ~-C-J H O )J ~ 
Residuol-1 Residuo i 

están involucrados en latrií;..sr.il"cb'n'éi3. cÍ¿polarizacióri. el experi.T.ento 

Fig. 7. Transferencia de 
magnetización en el experimento 
HN(CO)CA. 

debe ser corrido en H2d'.' [:._:'_;:·::':: -~.;;~.·: ·~;:,;->.·· 
-; . ~·> 

~:s::c:::::ªv:iu:1~º¡¡~rl;fHF~r~d;:~~~t2~f ~~;~t~~1Jf l/f ~;:~·-Pr_ 1-~_q\~- sólo se enumerarán los 
"-;e -·<~;•, ,:,-~:.~, ;:, ''..·~~·:•, ·-~~·:·~;·;.. :~ ·.• ;'~·-<' ",_< ;"... ·:> ·:; • ''. ~ "•· ··-'.'.·' • '.-"-.:.;~;._: 

'-~:;'.~'.:~-:·-.. ,,. ' - (i·· .. ... · ~~ . ':;~:~:~--.. "i<é'·-·~ . .":"-':-·:·-:, - --:<·.:.~'.·>~-'-· . ,-, }:- :;;_·, : .. :;~ ¡_._'¡),,~ :<-: -

l. Inicialment;,~ unli secuen¿i;,:éíe'pulsos ÍÑE~;·per,mite la 'í~'1nsfe~en'cííÍcéí'~: p~l~;i~ciÓn _del 1H al 

~: ~~·:?i~~i~~~~~11~i~ii~~~~~:~~i~~~~t~~i;~~J,f ~~~~~l~i:~:·t ...... 
CO. ·vía. J,;¡(;~;•se¡,;~id~ porun~ transferenci~depo.lariza~i(;!,la-• .••. CO como:(:~,~~~~uencia de la 

•· :.:::~Jt~~t~~~~~;,~~~¿tfi~~~g~%{~,~~·~~;,§~r&·A••I\'"'º 
5. El desplaza~ie~to ~uími~o d~-13~cx ~Jolu~i~~¡¡'-d~r~n~~ ~n ~~riodó de evoluc_ión variable t,. tal y 

como ocurre en el experll11ento HMQC (Het'.;r~ri'~·~1-;;ar~!vtui~iple 9uantum Coherence). 

6. La polarización es transferida' de-~eg~esci a los p~ot.;ne·~ de a'mida mediante la transferencia reversa 

de los pasos descritos en los pu'rito;•4·. Jy'Í_; • • - -
7. Finalmente. la detección de protÓ~ ~eh~c~d~~a~~~lando 15N. 

c.. ... 
Ft 

8': Esquematización del experimento HN(CO)CA. En un 
'.:_.J» •' •• 

-·eS¡)eCtrO fridilTICllSiOrlal HN(CO)CA. las dirnem;iones estan dadas 

Por-. ·.·~·~~-~~,~··.í:;:r.J~7~-~:~~·~·-'?" 13Ca. Una señal de estC espectro tendrá 

coordenadas en (HN I• N .. ca.,.,). 
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1.3.5 El experimento (H)CC(CO)NH 7
•
1º· 12

·'-' 

Reslduol -1 Residuo i 

Este experimento- está -específicamente diseñado para 

correlacionar las señales de resonancia del 1H de amida 

(
1HN) y ·el '"N de un aminoácido ( 15N") con el 13Cª y los 13C 

de la cadena lateral del residuo anterior mediante la 

transferencia de polarización vía el núcleo 13CO. Lo anterior 

involucra a las constantes de acoplamiento que se enumeran 

a continuación: 'J11N• 1JNco. 'Jeaco y 1Jcc· Este experimento 

es utilizado con proteínas marcadas con ,5N y)3C.'D~bido a 

que los protones de amida están -invólLi~~~clbs'~.·~n la -

transferencia de magnetización, el expe~~~;.;1.6 . d~t...; ser 

Fig. 9. Transferencia de magnetización en el 
experimento (H)CC(CO)NH. 

La secuencia de pulsos del experimento-{H)CC(CO)CA'es muy complicada. por lo que sólo se enumerarán 

los pasos que involucra;.; la t~..-~~f¿;.;;.;~i~ y'(;'~~ol~¿jóri de ¡,; p'61ari~ción: 

l. 

2. 

3. 

4. 

5. 

6. 

7. 

. '..,.- " ' . "' ·,)~.:' _· : .' .. '- .. _-, 

Inicialmen!;,; ~ri:i_~:.;~J~b¡~. citi ~~1-¿~~;~~M r~~/1;.· la ~r~~sferencia de polariZaciÓn .del 1 H al 
13Cv.íala'.'J,·-,c'..'.'_.-.•_;•'-·"'~:~;¿.;,;_· .. · <.·i~ ;<. , 

'~-,, !•,'• ,>, 'o,~:,,;,'.'.__•,.''."',,::-'~'::~,• ' ",'•._ .,, "•• F> 

~s:~~~.f~~~~~%~¡r¡~~~t~~~~~~r~~~f %~~~~~~::.:: 
Un tiempo de evoh.Íción·fijo' logra 'que)a·polariziiCión'dec 13Ca:quede erÍ'.antifasé .éon respecto a 

. .. : -~--.. : ·:_: .>:·:~·<_.-J;·':::·f:-.,~\\-~:·:;~::c:~'!{:"-:·_,.z:'..'/"':·~0.~..::,'._',~:::- -¡---;\:" :-.\ ;;<:.:: .;.-:.:·::·/.· ::=;.\:·:'.·-''S:-;o";~-...:::~-... :?".'_:.0-:::.:·~/-'.' \-º·:;-,:; :_ '.-"-::,: ~y,,_::;_-·.-'·>:·,-~· .. ~::.::_-,~;;->_:<:-_:;<=-··-~-~~::,: . : . , 
13CO. vía· 'Jcixcoi•seguldo por una'transféren'éia de polarización a\~có''porlá'aplicaciÓn de pulsos 

simultáne?~.cle:'~o~,~·\!,3~~;.;35g/f;:, •• ,;:'{'~:~,.;,·;··;.~;;·,-,~~,~-:.};;'.'f ,;~:·,r":}t<'.'!;···fc •. fi:,~·.:••·•·•·;-•··· .• ,--. · 
Posteriormente: otro· tiempod.,_.eyoluci.Óll .fijo.logra.que.la po

1
1arlz;;ciÓn cfe''}c::o qu.,de·enantifase 

~7:::7Jj~~~1~t\¡~t~?~~~~~r~~~~¿~~f ~~~~~~~·::plic=ió" 
La polarizaC,ióff.~s transferida ~de regreso a los·· protones, dé ámida ¡';{~(¡i;'ínie la' 'ú'rlii' secuencia de 
pulsos rClro.:JÑE'PT~~-:; :-.. ",· .. "}·(; ·;,_<{ ,',·;';- ',r;:;· ·.,r, .. '. · :>"' 

Finalrne~te, la ~~tec~ióÍt d~~iÓ~ón'~e ~~~~ clesacoplan~o •sJ'l. 

En un espectro tridimensional (H)CC(CO)NH. las dimensiones están dadas por 1HN. 15N 11 y 13C. 
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1.4 La prote{na SV40 14
·'-'·

16 

12 

Fig. 10. Esquematización del experimento (H)CC(CO)NH. Las 

dimensiones están dadas por 1HN. 15Nlt y 13Cx. Una señal de este espectro 

tendrá las coordenadas (HN ¡. N ¡. Cx ¡. 1). donde x puede ser a, J3, y, etc. 

En 1960, un grupo de investigadores estadounidenses descubrieron que las células de riñón del mono 

rllesus empleadas en la producción de la vacuna contra la poliomielitis. estaban contaminadas con el virus 

de simio-40 .(SV40). Posteriormente se encontró que este virus cOdifica para dos proteínas que están 

implicadas en procesos de tumorigénesis. 

Si bien ·las investigaciones realizadas en Estados Unidos· y Europa a lo largo de casi 40 años no han 

permitido establecer una relación causa~fecto entre 1h·;,;cpc;slCión. a la vaC::ím'a de la polio contalTlinada con 

SV40 y el desarrol
0

lo de cáncer. diversos es.tu~i~s·' indica~ la poslbilidad 'de qué. la. proteína SV40 

contribuya en la. generación de ~iertos. proc6sos, m0,o~hl~s~~L'1 ·o;,copr(;t7ílla ',Tag-SV~o~ unci d". los 

péptidos producidos por el vlrus'sv4o. es u~~ proteína m~l;i.fu~ci();,~Icle 7os amino<Ícidisq~e lnhi~ a la 

familia de proteínas que regulan el ciclo cel~lar e int~rflere co.ii la -expresión nor~~al,Cl<!I i.;n~ sJpresor de 

tumores (p53). provocando la transformación de Hne~s de;célú_las h~n:.:~iia~fl1~t}i!~;,.(,~sí~'..;6,;,o ·la 

producción de tumores en roedores. Esta proteína ha sido d"'teciiída'"'fi'di~·¿rs;)'S'tlpbs''deéi;i.:,¿.;res huntanos 

tales como el dncerde pleura (pulmón) y el de peritoneo ~~i:,~~~;~)::i'-::i·t;: \.;"_"~··L·~·:.·:=:·,. ... >• 
En el presente trabajo s_e estudió el fragmento 1-108 de la región.~~i~ót".1"111.in?l;?~<ll} pr,ot<!ína SV40. ya 

que esta región por sí sola es capaz de interrumpir los ¡:irocesos'dé'~.j,g'uÍnciórl'del Ciclo celular. 
. . .,-,"·:.:·¿ ··'·"' ,,!" .. _:· ;-<'·.'- ~-~.";'.\¡.-~·:'<'-,''·"··"· ... -,·.,~·, ::.::>'·;,·>·.· 

·.,'. ::·-·:\·• ·,·<·:; ''~¡'•_':, '-':.~·'.:-e . 

1 .4. J Obtención de /amuestra y la estructura prima'ri;, /,7~·;;-,;;; '''j:; ¡'/ ;/. ; ';: ·\;:; ';, , 'fr. 
La proteína enriquecida con 13C y 15N fue obtenida .;;~Ú;;s lab<lrri't'bri6~ d.; l~,E~~uela.d~'.M(;dicina de la 

Universidad de i:i~r~a~d por el grupo d~ inv~~iiia~iÓn d~1'or:'b6~1d''.,~agnél'. ¡:;:1 ,6.DN cíclico que 

codifica para el frag~ento 1-108 de la protefn;~ 's-..J4ó ¡.~-.; ~~~;~~ad¡, ;;r1'i'it:í;~~i~l;la c~li. Las células 

transformadas crecieron en un medio mínimo para proteínas marcadas isotópicamente (M9). Una vez 

producida. la proteína fue purificada mediante cromatografía de partición. 
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La estructura primaria del fragmento 1-108 de la proteína SV40 es la siguiente: 

5 JO 15 20 

Met Asp Lys Val Leu Asn Arg Glu Glu Ser Leu Gin Leu Met Asp Leu Leu Gly Leu Glu 

25 30 35 40 

Arg Ser Ala Tpr Glu Asp lle Pro Leu Met Arg Lys Ala Tyr Leu Lys Lys Cys Lys Glu 

45 50 55 60 

Phe His Pro Asp Lys Gly Gly Asp Glu Glu Lys Met Lys Lys Met Asn Thr Leu Tyr Lys 

65_ 70 75 80 

Lys Met Glu :A_sp _Gly• Val Í .. ~s. Tyr Ala Hi~ 
-- :otn. PrO _Asn Phe Gly Gly Phe Tpr Asp Ala 

85 - ... _:90~ 95 100 
-r1,;:;¡;;;~;:: 

--_,-·< , .• ·.--

Thr Glu lle Pro Gly i:r.hr.: Asp Glu: Trp. Glu Gin Trp .Trp Asn "Ata· Phe ·Asn Glu 
-- ·- }; ¡()5', i .. ,,, 

--

Glu Asn Leu Phe Cys: Ser -. .Glu :01~ 

Recientemente;me~iaGt~:~lan~lis.is de~spect~os muÍtidlrnensio~ales de llMN (.,N-"I"OCSY-HSQC y .,N

NOESY-HSQC) y ¡;¡¡1.:,~1.;~ éÍ~ di~á~i.::a-rn<lle~·ular;•s~.dei~r~iOÓ la e'str~.:,túr~ s.;éundaria y la terciaria a 

baja resolución clelfr~gm:t"into l'.:'ios'.:íe la r.;gión a~ino i6~mlnal de.la p~6~e'Í~a sv4(>; Se eÍIC::ontró que el 

fragmento. está forrnll_do ú_riiéii~ente por hélices a.. q\Je ~s~ (¡e~nen .Claramer.te' er. cuatr~ regiones, 

descartándose la preseiicia de' pl;;;gamientos de hoja 13 (ver tabla'3)h-· 

- Región 
- Hélice 1 -- -- 9-19. -

Hélice 11 24-41 
Hélice 111 49-71 
Hélice IV 89-103 

Tabla 3. Regiones con estructura secundaria definida de la proteína SV40(1-108) 
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2. Objetivos 

1. Implementar una metodología para el procesamiento de experimentos mullidimensionales de resonancia 

magnética nuclear en el laboratorio de determinación de estructuras de proteínas por RMN del Instituto de 

Química. 
. ·- -

2. Medir las ~1 11 ,;.;·,,; :de los aminoácidos del fragmento 1-108 de la proteína SV40 a panir del espectro 15N

HSQC utilizando el método· modificado de duplicación de J"s. 

3. Asignar los sistemas de'.espín ele .. 1.3C de: los' a111inoácicÍos d~I fragmento 1-108 de la proteína SV 40 

mediante el análisis de los e~~~ctros HN(co)cA y CH)CCcCO)NH. . 
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3. Metodología Experin1e11tal 

El procedimiento experimental que se siguió para establecer los parámetros de RMN. que posteriormente 

permitirán determinar la estructura tridimensional del fragmento 1-108 de la protéina SV40, involucró las 

siguientes etapas: 

l. Procesamiento de los datos FID's de los experimentos 15N-HSQC y (H)CC(CO)NH con los 

programas NMRPipe y SPSCAN para obtener los espectros de RMN multidimensionales. 

2. Medición de las 3J 11N1ta a pártir d;,I, espectro 15N-HSQC utilizando el método de duplicación de J's 

en el dominio de las frecüC:iicílls~' 
3. Análisis de los espectros iridirri6nsicmales HN(CO)CA y (H)CC(CO)NH con el programaXEASY 

para obtener los sistem~s ci6'~i~i;:; dC: "e de los aminoácidos del fragrnenio 'peptídico. 

Los experimentos de ruVIN ;;;,};,~(i~ar~;; erl un ,equipo Varimz Unity p¡¡j;'.~de SOO MHz en la Escuela de 

Medicina de la Universidad d'e H;,,:~,;rd por el grupo de investighción dC:I Dr'. G; Wagner. 
:-.~;_ 

El procesamiento y el análi~isd~ l~~·t!sbe~tr~s~~ ~i~~ ~~ lbs eq¡;ipos dé 'cÓmputo MA YAPAN'(PC dual 

con 2 procesadores pem;;,m:u/; S~OMHz: 5 ;2 Mb ~·;, ;::;;,rnb~i;, RAM y sistema <:lpe~lltivo ÚNUX) y 

SACBE (PC dual con 2 procesador;;s ¡;~,,);¡,;,, ÚÍ a 1 ÓH~. 1024 Mb de memoria RAM y sistema operativo 

LINUX). en ambos están instailldoslos programas NMRPipC:. SPSCAN y XEASY. 



Re.•ultados y A11d/L•l• 

4. Resultados y A11úlisi,.· 

./. J Conversión y Procesamielllo de los archivos FJD .- TESIS G(fü 
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Una vez que se ha realizado un experimento en el equipo de NMR es necesario efectuar la conversión y 

hacer el procesamiento de los datos. Los .. archivos generados por un equipo Varían (procpar y fid) que 
\' ·.<> • ', '. • 

contienen la infomiación sobre las.condiciones experimentales y los espectros en el dominio del tiempo. 

deben ser transfm!lÍados.~i f~nn~to de NMRPipe. Éste es un program;. que permite la conversión. el 

procesamie11to y I~ ~i~t.iiiH~diónde datos en planos bidit~ensionales. · 
La conver~ión;y .,(p~~ce,..amiento implicaron la creación deim·a~c:~i~o.con una ,;;eriede instrucciones 

(texto de. ~on~'e~~iÓn) '.q~~ ~~traen del archivofid los datos que se~án'a~~liza'dos;P~'r,a hi vis'ualización se 

utilizó. el progil'l;.ria SPSCAN que. a través de modificaciones. del macro;¿ in,C:or:;Jo~d . .:i.:e11 el. texto de 

conversión.perinit6 el iniercambio flexible de datos de cualquier archivofld,al programaXEASY. El 

macro pipe2xe;;;y .... a.~pi:1 lt.ac~ factible crear los archivos * .3 D.16 y * .30. para~. q~e s~~ incli~pensables 
para realiz;.r el l'l..;álisi;,;espectral. 

../.J. f c~~1Ve;•siÓl1 de da/OS IN.l~.W 

El primer paso que se realizó para convertir los datos fue la transferencia de los archivos generados por el 

espectrómetro de RMN al formato utilizado por NMRPipe. Para ello. una vez que se ha iniciado una 

sesión de NMRPipe. se utiliza la opción Coni-ert Varian de la barra del menú Proc. La pantalla que se 

despliega es la que se muestra en la figura 1 1. 

Fig. 1 1. Ventana NAIRPipe Conversión U1i/ity para los archivos generados por un equipo Varian. 

En el campo de Spectrometer Jnput debe introducirse el directorio completo (path) del archivo que va a 

ser convertido (el archivofid generado por un equipo Varían). En el campo Output Templare se introduce 

el nombre que tendrá el archivo con el formato de NMRpipc. este archivo debe tener extensión .fid. En 
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Outplll Script se escribe el nombre del. archivo en el que aparecerá el t.exto de c.onversión. este archivo 

debe tener ext;,n;¡iól~ ·:~~m. -En. el campo-Diille11sioli Coui11 ·· se- introduce el número. de-dimensiones del 

espectro que va a ser procesado. 

Posterionnente. se leen los parámetros espectrales del archivo procpar con Read Parameters. Esta opción 

actualiza automáticamente los valores de los campos de los parámetros Total Poi11ts, Va/id Poi11ts. 

Spectral iVidth. etc. e inicia el script que aparecerá en el archivo *.com. 

La ventana desplegada después de leer el archivo procpur para un espectro en 2D es la siguiente (Fig. 12): 

Fig. 12. Ventana Conversión Script Text. En la pcnúltin1a línea del texto de conversión aparece el nombre del archivo 

que será utilizado en el procesan1icnto de los datos(* .fid). 

Por último. en la ventana de Co11versió11 Utility se activan las opciones Save Script y Execute Script que 

dan inicio a la conversión de archivofld. A continuación. se despliega una ventana en la que aparecen' los 

avances de la conversión. si ésta se realiza con éxito la ventana se cerrará automáticámente despuéSde tjue 
_, . ,',··. 

haya finalizado el proceso. Cuando la conversión es ~rrónea es.tave11tana apárece solo ürios ·segundos. 

hace ,;fick ell~~..: ~p¿'iÓn' ~';_;~: '. :T ·. -~:-. __ . 
· .. ;-<:;., ·-- .· '._ .. , ~-;P_"~. -:~:·:/ 

Cuando se realiza la conversión de un archivofid gener.:.do a p,;.rtir de ÚÓ;. sécuencia de pulsos' de 3D. en 

las ventanas Co11versió;1 Utility y Co11versió11 Scl'ipt Te;t ~'parécen 16s p;.ráili~trJs C:.spect~,;.l~s de tres 

núcleos . 

./. 1.2 Procesa111iento ele datos IH.l 9.20 

Para realizar el procesamiento. una vez iniciada la sesión en NMRPipe, con el botón derecho del mouse, se 

selecciona la opción Edil !vlucro del menú File. Esta opción despliega la ventana de texto. mostrada en la 

figura 13. 

TES\S CON 
'F ALI.~. nt1:, ORIGEN 
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---··-----·-·-· _, 
.~.:...~.:,-;f • ......,c ... __ .. -,·. 
-·c....,...... •l. ... .......,. __ 
-···· ~> 
~-~-----·· 

Fig. 13. Ventana Edir Macro de NMRDraw. en ella es posible 

construir el texto de procesamiento utilizando las opciones del 

menú. 

Dependiendo de la dimensionalidad de espectro. en la ventana Edil Macro. se eligen las opciones Process 

2D o Process3D. que despliegan el texto de procesamiento de diversos experi~eri.t.os~ 

.. ·· :·. '/ '.·.:' .. ' 

Para el procesamiento del experimento l 5N-HSQC se utilizó la 6pción¡fa.•ic 2h. :qJ.;_ P:~ed.; seleccionarse 

dentro de Process 2D. En el texto Basic 2D fue necesario realizarrnodlficáciof;es ;,;.;· l~s rll'nC:iones EXT. 

ZF y PS e introducir las líneas de conversión de SPSCAN: El te;..to de procesamiento utilizado.sé muestra 

en la figura 14. 

= J 

~ 

#!/bin/csh 
·# Uasic 21J J>hasc-Scnsitivc PrOccssing:· 
'# 
# 
# 
# 
# 

Cosinc-Dells are u sed in hOth dimcnsions. 
Use of "ZF -auto'' douhlcs sizc. lhen rounds to powcr ,: of·: 2;'.· 

Use of "FT -auto" chooscs corrcct Transform modc. 
lmaginarics nrc dcletcd wilh "-di"' in cach dimcnsion. 

Phasc corrcctions should be inscrtcd by hand. 

nmrPipc -in /hs4csc.fid 
nmrPipc -fn SP -off 0.5 -cnd 1.00 -pow 1 1.0 

nmrPipc -fn POLY -time 
nmrPipc -fn ZF -sizc 131072 
nmrPipc -fn FT -vcrh 

= C!::I 
e:> s:: 

nrnrl•ipc -fn 1•s -pO -36.00 -p 1 0.00 -<Ji -vcrh 
nrnrPipc -fn EXT -x 1 10.6ppm 6.4ppm 

n mrPipc -fn TP 
c..:> <:::> 
~~ 
~ 

~ ::3 
~ 

nmrPipc -fn SP -off 0.5 -cnd 1.00 -pow -1 1.0 
n mrPipc -fn ZF -vcrh 
nmrl•ipc -fn FT -auto 
nmrPipc -fn PS -pO 0.00 -pi O.DO -di -vcrb 

nmrl•ipc -fn TP 
-ov -oul /h!HJCSC.ft:? 

#echo "check Nl\.1RPipc header bcforc convcrsion to XEASY .. 
sclhdr /h~qcse.ft:? -tpFlag o 
#echo ''print NMRPipc hender for convcrsion to XEASY" 
shuwh<.lr -vcrh /hsqcse.ft2 > /hsqcsc.hcadcr 

#echo "'SPSCAN conversion from NMRJ>ipc to XEASY" 
spscan -m /pipc:?xcasy_a.spm 

Fig. 14. Texto de procesamiento del experimento 1 ~N-HSQC. El manejo adecuado de las instrucciones permitió 

obtener una resolución de 0.9 J-Jz en Ja dimensic.ln de protón. 
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Es imponante mencionar que la conversión al formato XEASY de un archivo en cuyo procesamiento fue 

utilizada la opción EXT •. es indispensable hacerla mediante la aplicación del macro pipe2xeasy_a.spm de 

SPSCAN. Por ello fue necesario introducir dentro del texto de conversión las líneas 

#echo ••check NMRPipc headcr befare convcrsion to XEASY .. 

sethdr /hsqcsc.ft2 -tpFlag O 

#echo .. print NMR~ipc_.hC~dcr_ f~<c_onver~_ion to XEASY"' 

showhdr -vcrb /hsqcsc.ft2 > /hsqcsc.hcadcr_ 

.- ., 

con el fin de generar .. elarch_i\io:~-heade~. El archivo *.header contiene la información espectral del 

Para el procésami6rito d~1 "e,i~~;.i,:;.i~~ic;ií.J)ccccci)Nii.>s.; ~lili~ó el te~to qué despliega la opción 3D HN 

Detected denfro de PrrJcess ~D con'm¿J·ific~ci~;,esen ias funciones EXT y ZF(ver fig. 15). 

:!'~i~/~:~tcs-Modc HN-Dctcctcd rroc·~:~o'sinS •. :J···· ~'·:·:-, 
xyz2pipc -in /homclfcdc/hccconhl/da;a/h:ccc

0

~"~··h·~:~j~·.'¡i·d -x -vcrb \ 
nmrPipc -fn SOi- .-· ··'\ ·. ,< ' - • 

nmrJ>ipc -fn SP -off o.5 -cnd 0.98 -poW_ 1·-_..:C. o.s, \ 
nmrPipc -fn ZF \ · 
nmrPipc -fn FT :\ 
nmrPipc -fn l,S -pO -1 O -p 1 -250.0 -di 
nmrPipc -fn POI-Y -auto 
nmrPipc -fn EXT -lcft -sw 
nmrPipc -fn TP 
nmrPipc -fn SP -off 0.5 -cnd 
nmrPipc -fn ZF -sizc 128 

,-
0.98 -pow "-~_-e "c) .• s \ 

nmrPipc -fn FT \ __ 
nmrPipc -fn l'S -pO o.o -p 1 O.O -di ._, 
pipc2xyz -out /homc/fcdc/hccconh 1/data/ft2/hccConh%03d.ft2 -y 

xyz2pipc -in /homc/fcdc/hccconh l/dat.a/ft2Íh.i::Cconh%03d.ft2 -z -verb\ 
1 nmrPipc -fn SP -off 0.5 -cnd 0.98 -pow 1 --e O.S \ 
1 nmrPipe -fn ZF -sizc 128 \ 
1 nmrPipe -fn FT 
1 nmrPipc -fn PS -pO -45.0 -p 1 O.O -di 
1 nmrPipc -fn POI-Y -auto 
1 nmrPlpc -fn TI, 
1 nmrPipc ·fn POI-Y -auto 
1 nmrl,ipc ·fn TP \ 
1 pipc2xyz -out /homc/feUc/hccconh l /data/ft3/hccconh%0:\d. ft3 

#echo "check NMRPipe hender befare convcrsion to XEASY" 
sethUr /home/fcde/hccconh l /Uata/ft3/hccconh00 t. ft3 -tpFlng O 
#echo "print NMRPipe header far convcrsion to XEASY" 
showhdr -verb 

TESIS CON 
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/home/(edc/hccconh l tda1a/ft3/hccconh%03d. ft3>/homc/fcdc/hcccon h 1 /hcccon h.hcadcr 

#echo "SPSCAN convcrsion from NMRPipc to XEASY 
spsca n - m /homc/fedc/s p sea n/doc/macro/p i pe 2 x ca sy _a .sp m 

Fig. 15. Texto de procesamiento del experimento (H)CC(CO)NH. 
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Los archivos *%03d.ft3 generados durante el procesamiento f"ueron convertidos al f"ormato de XEASY 

utilizando. el macro pipe2xea:.y_a.spm de SPSCAN. Para ello. f"ue necesario introducir dentro del texto de 

conversión las líneas 

#ccho."chcck N·~.~Pipc·hcadcr bcforc convcrsion to XEASY" 

scthdr /hon1c/fcdC/hccconh l/data/flJ/hccconhOO l .flJ -tpFJag O 

#t:cho "print NMRPipc hcadcr for convcrsion to XEASY" 

showhd r -vcrb /homc/fcdc/hcccon h 1 /da ta/flJ/hcccon h%03 d. ft3>/hom c/fcdc/hccconh 1 /hcccon h. hcadcr 

nucva111ente .. con el fin de generar el archivo *.hcader. 

En el ANEXO B se encuentra la descripción de cada una de las f"uneiones de procesamiento utilizadas en 

el procesamiento de los espectros "N-HSQC y (H)CC(CO)NH. Para procesar los datos de un experimento 

tridimensional es necesario crear los directorios data.ft2 y ft3. En ellos se almacenan los espectros que se 

generan durante el procesamiento. 

Como se mencionó anteriormente. la conversión de los archivos de NMRpipe al formato.de XEASY 

implicó la utilización del macro SPSCAN/doc/macroslpipe2xeasy_a.:.pm. ya que mediante esta aplicación 

se generan los archivos • .3 D.16 y * .30.param. Las lineas que construyen al macropipe2xeasy _a.spm son 

las mostradas en la figura 16. 

# pipe2xcusy_a.spm 
# transfonnation of spec:tra from NMRPipe to XEASY formnt 
# fully uutomntic - chnnge filenumes uccordingly 
# for SJ>SCAN >= 1.0.60 

# NMRJ>ipe: shovd1dr -verh test.hender 

# acccss pipe hendernamc filcnnmc.parnm 
access pipe :ir..:hívo.hcudcr urchi,,.o.purnn1 

# now yuu can use the NMRJ>ipc:datu riles as tcst.purum in Sl"SCAN. To #trnnsform thc data file into 
XEASY l 6·bit formut. rcud the datu.into #SPSCAN und writc thcm out us un XEASY data file: 

trufo rcad archivo full 
trufo scalc . 
trufo \\.'ritc_xcusy ar..:hivn.3D.purUm 

Fig. 16. Macro p1¡:u~2xeu.\:v_u.sp111. Para utilizar este n1acro es necesario introducir en las líneas access pipe .. trafiJ 

rcud y trafu write_xeu.\:V el nornbrc de los archivos header y para111,. así corno ta111bién el nombre del archivo que 

scrd leido con el prograrna XEASV. 
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4.2 Medición _de las_ -'J_11NJI«~ P<lrtirdel espec~<I 1°'"f-HSQC 21 

Si bien, la mayor fuente de información C:,stru~tu,:..il en RMN son las correlaciones debidas al NOE, las 

constantes .de.· acoplamiento vecinal~s·_ ·p;oporcionan información de la estructura secundaria. ya que 

dependen fuenemente del ambiente.local e_n·e1 que se encuentran ubicados los núcleos. 

Las constantes de acoplamiento de_:mÓléclllás sencillas se miden a partir de espectros unidimensionales. 

Sin embargo, enel·caso de las proteíná~ resulta conveniente medir las J's a panir de experimentos en 2D, 

debido a los problemas con el traslape de las señales. 

A panir de las correlaciones del e~~ctro "N-HSQC (ver figura 17) y aplica~do ;.,1 •métódo de duplicación 

de J's en el dominio de las· f~e~u~~cias, fue posible medir las 3J11N11.;, d.;,; los ;~;,;i~~á¿i4~tci'e1 f~agmento 
peptídico con una resolución de 0.9Hz. 
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Fig. 17. Espectro 15N-l-ISQC procesado con 13 J 072 puntos en Ja di1nensió11 de protón. Debido a la resolución 

espectral obtenida en la dimensión del protón~ la incertidumbre en la n1edición de la J es 0.9Hz. 
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Para medir el valor de la constante de' acoplamiento es necesario. en primer lugar. cortar del espectro 15N

HSQC el trazo de lacseria("n ladimensiÓn-del 1 H:E¡~,;~;;hi~~·ge.:ier;,do se introduce en el programajdsim2 

(que aplica el rnétodo>cÍe duplica¿ióri ~e j·S'e'n ~l~dÓ;nirÍio ·de las frecuencias) que calcula los posibles 
' _," .. ·;:_ .. -.,_ ... - ,. ····· .. -... " . .,., .. 

valores de la constante de acoplamiento y el ;.111.!ho'cle' ia ~efili1 decémvolucionada. además de generar las 

gráficas de la deconvoilición y d" hi iriie~~'.l~jó~: En,é~~a ~!'ti,i;a ·gráfica el mínimo local que coincide con 

algunos de los dat~s éalcul~clc=j~ {.;.,"j,¡;¡;;12 l~dl~~ ~!Ja1·~~~.;\i'i~6r figura 18). 

Con frecuencia se obtiene.;gráfica~·cld'.i~tekrdci~~~L .[1'.L,t~t~~~~r"anvarias inflexiones. por _lo que el 

valor de J tiene q~e ~er definido éomo un inté~alo> si,;; e~b~rk"o?~. Jiéto'donós d~e:g_J'r~,~~e .;. ~alor de la 

constante de acopl~rni~.~to ~e'~á'.~erib~o igual al valor iri~i~~d'c) po~ el .i;í~il'ribloc~Í más"distriiite:. 

1·~1 
-25 -15 -5 5 15 7.5 

A 

Fig. 18. A. Trazo de una señal en la dimensión de 1H del espectro 15N-HSQC. B. Gráfica de la integral de la señal A 

_en donde el mínimo local indica el valor de_lJuNlla· 

A continuación se presentan los .valores de las 'J11Nllu que fueron .. medidas utilizanclo el método de . ' . . . . . . . . . - . - . 
duplicación de J's (tabla 4). Para los residuos que ~e e_ncu_entran _formando una_C'~úuctura secundaria de 

hélice a se esperan valores de 3J 11N 11u entre. 3.9 y 4.'.?H~; si~ "l11ba~go. ·é~ ~·~ficie'mé'qi'ie 3J 11~ 11á sea menor a 

6 Hz para considerar que el residuo forma parte_de ~:.a·t;st~;¡~W~ri h~li<':6;cil{1'.'Es'';ITiportante mencionar que 

para el fragmento 1-IOS de la proteína SV40 s~~a;,,~ni~ se mid,ieron 60 3.J11N1Ja debid,o ri que muchas de la 

señales de correlación H"'H" localizadas ~n la región comprendida entre 7.6 y 8.2 ppm se encuentran 

sobrepuestas. haciendo imposible la medición. 

TESIS CON 
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Residuo J (Hz) Residuo J (Hz) Residuo J (Hz) 
3 3.24- 7.25 30 4.10 - 5.53 60 3.91 - 6.96 
4 3.91 - 4.48 32 3.91 - 5.05 62 3.24 - 5.24 
7 4.67 - 7.25 33 3.72 - 6.58 64 4.01 - 5.53 
8 3.15 - 4.86 34 3.62 - 5.15 65 3.15 - 4.48 
9 4.67 - 6.10 35 4.86 - 5.82 66 3.43 - 5.72 
10 3.24 -4.96 36 3.05 -4.67 67 3.43 - 5.34 
11 3.91 - 5.34 38 4.10 - 4.86 71 3.43 - 5.53 
12 2.96-4.01 40 4.39 -5.24 73 3.81 - 7.15 
14 3.81 - 6.20 41 3.71 - 5.34 74 4.48 - 7.34 
15 3.43 - 6.39 42 3.24 - 3.91 81 3.05 - 5.63 
16 2.86- 6.48 45 3.24-4.77 87 2.97 - 5.05 
17 4.10 - 6.10 46 3.53 - 5.15 89 3.91 - 6.77 
18 3.62 -4.77 47 3.91 - 5.91 90 4.01 - 6.58 
19 4.29 - 7.06 49 3.71 - 6.20 101 3.72 -4.86 
22 3.34-5.44 50 3.72 - 5.63 102 3.81 - 5.05 
23 3.72 - 6.10 51 3.62 - 5.44 103 3.24 - 5.44 
24 3.15 - 4.86 54 3.53 - 6.01 105 3.91 - 5.05 
26 3.43 -4.96 55 3.72 - 5.05 106 4.10-6.58 
27 4.10 - 5.44 57 3.81-5.44 107 3.91 -7.25 
29 4.01 - 5.44 59 3.71 - 5.53 108 3.43 - 7.34 

Tabla 4. El valor de 3JuNna se reporta como un intervalo debido a que en la gráfica de integral se observa más de un 

mínimo. Sin embargo._ no hay duda de que el valor de J queda comprendido dentro de dicho intervalo. 

4.3 Análisis de los espectros HN(CO)CA y (H)CC(CO)NH 22 
TESIS C.ON 
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Como se mencionó anteriormente. la interpretación de un experimento tridimensional se facilita cuando 

éste se analiza como unu serie de espectros en 2D. con la enorme :ventaja de que serán muy pocas las 

señales que se encuentren traslapadas (ver ANEXO C) .. En' el ¡,·;ograma.XEÁSY pueden analizarse los 

planos bidimensionales que integran a un espectro en·:·3o' e· f~~I~slve. pueden observarse selectivamente 
.,• . ····:·· . .· 

las regiones (franjas) de los planos bidimensionales endo11de,_aparecen las señales de resonancia. 

4.3.l El e.,pectro HN(CO)CA 2
·' 

Este experimento proporciona comolacio~essl!cue~~iales'e1Úre,el ~'HN y el 15N 11 de un aminoácido con el 

~~~·o:~~~=:dl:: :n~:;::~:i::~:si=ui~i:~~f i~iii.~fi~~~·~i:i~i\t:t~amp::;;=del experimento 1 H-15N 

NOESY-HSQC. el único desplazamiento químico que tenía que ser determinado era el de los Ca. Por las 

características ya mencionadas de este experimento, la señal que apareciera en el plano ( 1H;, 15N;) 

correspondería inequívocamente a la correlación con el 13Ca.¡. 1• De esta forma se asignaron las 
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correlaciones con 13Ccx. de 92 aminoácidos. En la figura 19 se muestra una selección de franjas del 

espectro HN(CO)CA;•En el ANEXO D se'encuentran· las franjas de todas la señales asignadas . . .. . . ,.- ;, : . '/ ... :. -· -· ___ -, __ .. 
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' ' 

45.00 
45.00 - , .... ~ 
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Fig. 19. Selección de franjas del espectro HN(CO)CA en dónde puede observarse que en el plano (HN;, N;) 

únicurncntc aparece Ja scílal de resonancia del Cct ,. 1• 
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Con los datos obtenidos a partir del espectro HN(CO)CA y utilizando el programa CSI. se construyó la 

gráfica ·de índice de de:splazal11iento químico de Ca (ver fig. 20). Esta gráfica proporcionó información 

sobre la estructura secundaria del fragmento peptídico. 

Fig 20. Gráfica de 13Ca-CSL Un índice consecutivo de 1 para al menos 4 residuos indica la formación de una 

hélice-a. 

Comparando la gráfica de 13Ca.-CSI con la gráfica de 1Hot-CSI (ver fig. 21). obtenida a partir de los datos 

del experimento "N-NOESY-HSQC. observamos que la estructura secundaria de la proteína SV40 (l-

108) esta constituida por plegamientos de hélice-a. 

Fig. 21. Gráfica de 1Ha.-CSI. Un índice consecutivo de -1 para al menos 4 residuos indica la formación de una 

hélice-a. 

El programa CSI es capaz de calcular la estructura secundaria de una cadena peptídica. siempre y cuando 

se conozcan los:.\falores de 'Ha. 13Ca y 13CO. o bien 13Cp. Sin embargo. cuando el péptido está :rormando 

una estructura de.hélice ot. el 13Cp-CSI no puede calcularse. 

, ·~·< 

Por lo tanto. cori los ~;~~6~ ~b'~6~'ici6~' ~el <'s;ectro J-iN(CO)CA. no es posible definir co.:. precisión la 

regiones del fragmento l·~Ú>S ·~e la proteína SV40 que presentan una estructura helicoidal ya que no se 

conocen todos los valores de desplazamiento químico de 1H., y 13Ca .• así como tampoco los 

desplazamiento químicos de los 13CO. 
- • ---- __ .. ____ # __ j 

' i;;! (_;iji:: • 

'::. .- '~>·· . f..!'[ \ 
. -- ----·-. -·---
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Por otra parte. los datos del experimento HN(CO)CA facilitaron la interpretación del espectro 

(H)CC(CO)NH. 

• ~ -r 

. . 

4.3.2 El espectro (H)CC(CO)NH 24 

En este espectro se.ob~en.ia,:;Ias ~C:.rrelaéiónes de las señales de resonancia del 1H de amida y el 15N de un 

aminoácido cof1, el l]c;} Íos ''e ~~.·la 6adena l~te.-°al del residuo anterior. El análisis espectral se realizó de 

la siguiente ma~er~: 

f:~f ª:~f f~~W~~~~~~~~~~~?fi~ª~Ef g~~~f Ji:: 
asignaron los siste,ma; d~ 

0

espín 'd~ 13C de l~s resldu~s d.;I fr~im~~~o peptídico. En íci fig~ra Z2 se muestra 

una selección de f"ranjas del espectro.' Eri el ANEXO E se encuen'tran las franjas de los .sistemas asignados. 
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Fig 22. Selección de franjas del espectro (H)CC(CO)NH. En el plano CH",. N,) se observan las se11alcs de resonancia 

de los átomos de carbono de la cadena lateral del residuo i-1. 
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El análisis de los espectros HN(CO)CA y (H)CC(CO)NH permitió obtener los sistemas de espín de ''e de 

los aminoácidos del fragmento 1-108 de la proteína SV40 (ver Tabla 5). 

Desplazamiento químico 

Residuo Ca e~ Cy Cli CE 

MI 55.524 31.49 
02 29.347 
K3 28.221 24.376 32.049 41.366 
V4 21.608 

20.559 
L5 25.483 23.278 

21.637 
N6 
R7 37.521 
ES 
E9 36.418 

SIO 61:569. 
Lll 57.746 40.802· 31.511 22.188 

24.423 
QJ2 59.927 28.195 36.394 
Ll3 62.95 39.264 31.074. 
015 57.192 40.255 
Ll6 57.745 41.848 24.951 22.703 
Ll7 55.547 41.853 25.946 21.634 
018 45.696 
Ll9 52.854 45.163 26~007 23.267 
E20 55.603 29.337 35.853 
R21 53.911 28.814 26.604 42.733 
S22 59.386 62.107 
A23 51.729 19.432 
W24 58.842 28.76 
025 44.073 
026 51.147 36.383 
P28 64.368 30.413 27.693 45.073 
L29 54.4 41.593 26.575 23.844 
M30 59.971 31.799 
R31 - 53.913 17.568 
K32 59.385 29.269 24.937 32.014 38.008 
A33 54.687 18.364 
L35 58.271 40.792 22.165 
K36 59.388 32.084 39.193 
K37 58.879 29.31 42.709 
C38 64.585 
K39 5!!.,291 ..... ~- 28.971 31.877 
E40 58.297 

~:· .. 
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Desplazamiento químico 

Residuo Ca e~ Cy es CE 

F41 56.289 
P43 53.909 
044 55.55 39.757 
K45 54.432 28.185 23.833 31.885 41.645 
046 45.159 
047 44.625 
048 53.89 40.799 
E49 59.637 39.698 
E50 58.965 28.206 35.854 
K51 59.368 29.424 25.228 31.502 42.849 
M52 57.21 28.672 
K53 59.68 32.062 24.927 29.09 39.189 
K54 58.82 27.723 23.882 31.491 41.335 
N56 57.862 39.669 
T57 66.52 
L58 57.43 
Y59 58.001 
K60 38.284 28.901 24.833 31.927 41.402 
K61 59.383 29.311 24.938 32.041 46.258 
M62 58.748 31.472 
E63 58.286 27.975 33.672 
064 56.624 39.697 
065 46.257 
V66 63.759 31.485 21.104 
K67 58.409 30.452 32.618 44.625 
Y68 58.335 37.841 
A69 52.277 18.366 
H70 55.263 28.753 
P72 63.209 30.953 26.568 50.038 
N73 53.912 40.24 
F74 57.72 39.148 
075 45.15 
076 44.631 
\V78 57.01 29.297 
079 58.048 38.602 
ASO 52.337 18.964 
TSI 62.02 
E82 56.053 
Y86 
087 
T88 21.06 
089 
E90 :16.954 
W95 
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Desplazamiento químico 

Residuo Ca c~ Cy Co CE 

096 55.527 37.56 
A97 45.774 
F98 58.93 38.06 

EIOO 57.178 29.261 35.617 
EJOI 55.024 29.284 35.606 
NJ02 52.862 38.04 
LJ03 55,08 41.326 26.121 24.396 

22.762 
F104 57.1,86 38.611 
CJ05 57.741 ~27.666 
SJ06 ·58.276 63.515 
EJ07 56.096 29.866 35.851 

Tabla 5. Datos de desplazamiento químico de Jos 13C de Ja cadena lateral de Jos residuos del fragmento 1-108 de Ja 

proteína SV40, 

Los datos de desplazamiento químico de los 13C de. la cadena lateral. junto· con los elatos obtenidos 

mediante. el análisis ele los ~~f,'.ecti<ls 1H"TOCSY"15NcHSQC y 1H~NOÉSY'.'.'"NcHSQC. facilitarán. el 

análisis del espectro .iH-NOESY~13C:.HsQC. L~ inr~rci.dciÓn qu~ ~e ~~~~~lZ; de ~~te últin'io e~pectro será 

fundamental para determinar.la estrtJct.uia terciariá del fragtTi~rito 1~108 de la proteína SV40. 
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S. Co11clusio1ies 

Se implementó una metodología para la conversión y el procesamiento de los datos FID de 

experimentos multidimensionales. Este procedimiento es sumamente imponante para la interpretación 

adecuada de los parámetros espéctroscópicos. 

Se logró determinar el valor de las 3
J11NJ1a a partir de las correlaciones de la dimensión del 1H de un 

espectro 15N-HSQC empleando el.· método .. modificado para la medición de J's. Las constantes de 

acoplamiento proporcionan inforlTlació.:i ~C>b'~<O ii..<:o;:.formación local de una cadena peptídica. 

Los experimentos HN(CO)C¡';:y ;:~s)·¿C:;(~O)NH son complementarios y permiten establecer 

inequívocamente el sistema de es~ín cie'.•~c'd.; Í~s ~rrii.noá~idos de una cadena peptídica una vez que se 

conocen los datos de desplazamiento q'ur.::iico,~;;·:,HN y '.'NH. ,El análisis de estos espectros permite 

determinar los desplazamientoquímicosde 1.os áí:O,rnosde c~rbc;no de 1,;· é~déna latéi-.il. de los 'aminoácidos 

de una.proteína. 

A panií- de los resultadc;s obtenido~ de, I~ ITledición de las 3J11N 11,.' y d~ la detcio~inación de los 

desplazamiento químicos de los Ca. y de los Ha.. se establece que los elementos regulares de la estructura 
. - - . . -

secundaria del fragmento 1-108 de la proteína SV40 son plegamientos de hélice-a.. 
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A11exoA 

A111inoácidos y Desplaza111ie11to quí111ico :!.<i 

Prácticamente. cada uno de los procesos que se llevan a cabo en los seres vivos está relacionado con 

proteínas. Éstas pueden tener funciones estructurales. de transporte. catalíticas y hormonales, entre otras. 

Las proteínas son biopolímeros constituidos por unidades monoméricas llamadas aminoácidos y. si bien 

muchas proteínas contienen otras sustancias además de los aminoácidos. la estructura tridimensional y 

varias de las propiedades biológicas están• det{OrlTli~~das'por el º,C,r~en y e.1 i ª;.,:':'gl~ espacial de estos 

monómeros. Las proteínas pueden ser descomii;.,;si;s:;;;n¡~s· ~nid~d~~ mono:né~i·~ .. s·porhidrólisis ácida. 

:~:~~:c~d::~~::~::~s~:~d:ó~:i~.óº::1iltti~~t~t:?j'.i:~tf~tl~~f~}~r~~~~sf r:~:::t:::::: ~~ 
la cadena lateral en: a) alifáticos (G;i\.: V; L.. o:'b) Í~i,:;~í~lic¡;s (p): ~) 'hid;:-oxrlido~ cs:T): d) acídicos (D, 

E). e) amídicos (N, Q). f) básiCos (K; R;'H): g) ar9n.1}iticos (F: y~ W) y h) "zuf..¿clo~ (M.·d. . 

ll:N-----nOll 11,N~Oll ~011 112N 

Glldna
0 AlanlUHO 

o 
Vallna 

Gly0 G Ala0 A Val, V 

s' 

-<-. ~011 .. ,)yo11 11 2N ll:r~_ 
o o o 

lsoleudna l\1ell<Hllna 1.lslna-

llc. I .-Me~M Ly5.K 

4011 4Nll, ~11 011 011 
112N 11 2N 11 2N ~ 

o o o 
l .. euclrw Acldo as~rtlco Aspurnaalna 

1..ru.L "'"'',·º Asn,N 

\. 

···_e;. 
.. NOll 011 

H 2N _ 112N_ .. 
O" o 

Scrina Clslefna 

Ser,S Cys.~ 

º:S: º;;; 011 011 
112N 11 2 N . . . · 
. "o ·o 
-cJutamlrw Acldo J.tlulámlco 

Gln,Q Glu,H 

¿¿~ N . 
Y\ro11 u . ';·_·,~11 

1 _ll:zN ... · _" 
o o 

Prollna ; lllstldlna 

Pro. P 1111 •• 11 

110~, ""- 1 

011 
11,N 

n 
Tlroslna 

Tyr.\:" 

llO:q 
011 

112N 

o 
Treonlrw 

Thr,T 

H:r~y~ll2 z 011 
11 2N 

o 
Aralnlna 

Ara. K 

~ N 
011 

•·enHalunhw ....... 
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Desplazamientos químicos (en la escala del TMS) de 1H de 20 aminoácidos. 

Residuo HN Ha. . Hl3 Hy HE m; 
Gly 8.39 3.97· 
Ala 8.25 4.35 1.39 

Val 8.44 4.18 2.13 
0.97 
0.94 

lle 8.19 4.23 1.90 
1.48. 1.19 0.89 0.95 

Leu 8.42 4.38 
1.65 1.64 

0.94 
1.65 0.90 

Pro 4.44 
2.28 2.03 3.68 
2.02 2.03 3.65 

Ser 8.38 4.50 
3.88 
3.88 

Thr 8.24 4.35 4.22 1.23 

Asp 8.41 4.76 
2.84. 
2.75 

Glu 8.37 4.29 
2.09 2.31 
1.97 2.28 

Lys 8.41 4.36 
1.85 1.45 1.70 

3.02 HN-7.52 
1.76 1.45 1.70 

Arg 8.27 4.38 
1.89 1.70 3.32 7.17 
1.79 1.70 3.32 6.62 

Asn 8.75 4.75 
2.83 7.59 
2.75 6.91 

Gin 8.41 4.37 2.13 2.38 
6.87 

2.01 7.59 

Met 8.42 4.52 
. 2.15 2.64 2.13 

2.01 2.64 

Cys 8.31 4.69 
3.28 

·2.96· 
Protones del anillo aromático 

Trp 8.09 4.70 3.32 H2-7.24 H5-7.17 H7-7.50 
3.19 H4-7.65 H6-7.24 HN-10.22 

Phe 8.23 4.66 3.22 H2.6-7.30 H4-7.34 
2.99 H3.5-7.39 

Tyr 8.18 4.60 3.13 H2.6-7.15 
2.92 H3.5-6.86 

His 8.41 4.63 3.26 H2-8.12 H4-7.14 
3.20 

,_ .. -~1.:... ,_ .. 
- - ...... - "i l. FALL·~ ¡_..;... ••· .... -·--... 
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Desplazamientos químicos de 13C (en la escala del TMS) de 20 aminoácidos. 

Residuo C=O Ca. Cj3 Cy Co CE et; 

Gly 172.7 43.5 
Ala 175.8 50.8 17.7 

Val 174.9 60.7 30.8 
19.3 
18.5 

lle 174.8 59.6 36.9 
25.4 11.3 
15.7 

Lcu 175.9 53.6 40.5 25.2 23.1 
Ser 172.6 56.6 62.3 
Thr 172.7 60.2 68.3 20.0 

Pro 175.2 6L6 30.6 25.5 .48.2 
61.3' ' 33;1 · ··23.2 48.8 

Asp 174.2 52.7 :39.8 178.4 
Glu 174.8 54.9 28.9 34:6 182.8 
Lys 174.7 54:4 27.5 23.1 31.8 40.5 
Arg 175.0 54.6 28.8 25.7 41.7 157.6 
Asn 173.1 s1:s 37.7 .175.6 
Gin 174.0 54:1 28.1 32.2 
Mct 175.0 '53.9 31.0 30.7 IS.O 
Cys 175.7 57.9 26.0 

Carbonos del anillo aromático 

'c2-126.o C4-120.3 
CS-137.3 Trp 176.7 56.7 27.4 C5~122.9 C6-l 19.3 C9-127.5 

C3-108.4 C7-l 12.8 

Phc 176.0 57.4 37.0 
Cl-136.2 C3,5-130.3 
C2.6-130.3 C4-128.6 

Tyr 176.0 57.4 37.0 
Cl~l28.0 C3,5-117.0 
C2.6-130.0 C4-156.0 

His 172.6 53.7 28.0 C2-135.2 C4-118.7 CS-130.3 
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AnexoB 

Funciones de procesa111ie11to de NMRPipe 

EXT 
Permite extraer una región del espectro. La localización de la región puede limitarse en Hz. en ppm o en 

términos gener~les:'.O:omo izquierda (/eft) o derecha (rigllt). Generalmente. se utiliza para extraer una 

región dei"ej~',i a~nque también es posible limitar la región del eje y. 

FT 

Aplica una Trarisfo~mada ci.; Fo~riér compleja para prOducir Ún ~esú1t<ido complejo. : 
' .. ,-.- >:, :;.y;::--~-'.,.:;~ .. ; :.:,v_•_." • .. -C"' ~::,., __ ;".;,,~ ",'~-·-·_"":"; •. ~ - '"> '• ,_ 

~~ce una prediC:ció~:llné~í)'~~;i'~ato~ .;~rnpÍejos;,G~ne ... Jl~~t~'~s6~ll¡ili:Z<Í:'enel dominio· del tiempo 

generando una ··ext~~'siói'i·'. de'l¿~'cl::tio;_:P~~·loq~~ ¡,,;;~.; ~dk'iJj;{''1~'~¡5;:;';¡r{;;ci~n cie señales que no son de 
interés. ..,-:.' .;:,::,;:.:.~""··:.:;-:;: ·~~:'~·:' ··!. ·. ~'~::~,-:~·.:.>_:~.;-\ · \;1 

·:· <-?:·;· 

)~ . .-::~; ~·.:,~-;-:·:~'.:'.~ix~>. , '· :- ... ·~· "\:- ·_: 

~';;(¡!da en el dominio de la~}~e'cuencias; a¡)Íicá una co~eccióri' polinomial de linea base. 

Utilizada en el dominio del tiempo. apiiC:a ún'ucoi'reC:ciÓn de disól\/erite: 

l'S ·, ·.·. :)~: :>·.· .. · , ··. , , . 
Corrige la fase en el término ~e orden.cero y en el de primer orden; 

SOL 
' ·~·· .. ~:-<· 

"·:-,;·--:: 
Suprime la señal debida al disolvente; , , 

SI' . . .. 
Aplica una apodización. é;,' deci~;:·mÚÚipliéa el fld con'funciones tipo seno y coseno. con un ajuste del 

<if.fset. del endpoim y d~I e~~Ü.,~,~~t~; E:~·:offset yel endpoinr se especifican en unidades de radianes. 

TP/YTP ''" 
Intercambia los vectores. del ejex;.I eje y. ,.-

ZF 
Extiende el tamaño de Íos dat6s .al afiad.ir ceros. Se utiliza· en CI dominio del tiempo para aumentar la 

resolución digital del espectro·~n el dominio de las frecuencias .. 

'fi:SlS CON 
FALLA DE ORIGEN 



Allexo C 39 

Atlexo C 

l11terpretació11 ile espectros tridi111e11sio11a/es. 

Los experimentos en 30 pueden clasificarse en dos grupos: 

A. Los experimentos en Jos que se combinan las secuencias de pulsos de dos experimentos en 20 

(COSYcHSQC. TOCSY-HSQC. NOESY-HSQC. etc.). En estos espectros se observan 

correlaciones entre dos núcleos iguales y uno diferente. 

B. Los experimentos de resonancia triple (HNCA. HNCO. HN(CO)CA. etc.). Es decir. aquellos en 

Jos que se obtienen correlaciones de resonancia entre tres niícleo~ \cliferentt!s. E.; el caso de 

moléculas biológicas. estos núcleos con frecuencia son 1H._,1,3c y'} 5N~," 

Por Jo tanto. la interpretación de un espectro tridimensional cl~p~n~e..;.i_:de'Jas ~ori-C!1a~iones que se hayan 

generado con la secuencia de pulsos: Sin emba¡.go. este tipocle,eiii"C!ctr6;~"~"'int,erpre~'1n fácilmente si se 

visualizan como ún conjunto de espectrns e.n 20~ 

A. Experi111e11tos en. lós_l-/1.'~·t_;:s. '!-~~IÍ~bináÍ~ Úl~~:.·s~¿~1e11CiiiS~·:Íe j;·~~~/Sb~:.~iJ~'~i;~~,:e~~~/:J,~ri;l;·~~:z·~~.s,:~l1.2D_. 
''. - ··' ' . , - - . . .. · ·, . ,_ ... "., ·. . . ' . ' ·.' :- . - .. - . . . -, ,. . - '· -, .• ~ .. 

Primero. consideremos; un espectro• homonúciearen20(CÓSY.'.T<:>csr;NOESY) en eiqu~ ~parecen las 

correlaciones originadas por el ~cop1d..;,i~nt~ ;:;~¡,~-l~r ~ d{~.:,l~~~é~-~~<!~nú~l~o~ 1H./EI especm> posee un 

plano con ejes X y y en el que Ja~ seftale~ ob~érv;,clas;tiene;.; '<:oorclénü'cl;.~\;;.; (._:,;;yq).' En este tipo de 

experimentos se generan señ~tes sbbre)a diagoriú)(~ ~ (¡) y fuer..'. dt!' C!11a"<ri ~ q). Ver rlgura C l. 

(X:!.)'3) (X:1,)'3) 
Y3 • ¡ 1 

1 

(:11.1.}':!) (X:!.)• .. 1 
Y2 ·-- -----· i (X1,)';z) 
y, ·-· (' 'ol (X:!.yi) 

x, ., %3 

· Fig. Cl. -Espectró homonuclcar bidimensional en el que las señales son 
generadas por acoplamiento escalar o di polarª 

f. 'tE-slS CON 
FALLA D"E oro.GEN 

Si Ja secuencia de pulsos~ que generó· eJ espectro anterior se combina con el bloque de pulsos de otro 

experimento bidimension':iJ. d.espués c'Clel procesamiento del FIO. el resultado es Ja distribución de· las 

señales del plano.\')' a lo Ja'rgo de un cUbo .\yZ. 

El eje z se genera con el desplazamiento químico de un tercer núcleo que presenta acoplamiento con los 

protones que se observan en el plano .\".)' (ver figura C2). En las cadenas peptídieas. frecuentemente Jos 

protones se encuentran enlazados a átomos de carbono o de nitrógeno. por lo que en los espectros 
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tridimensionales la tercera dimensión o la dimensión de dispersión está dada por las frecuencias de 13C y 

"N. 

Y, (X:.Ylf,) 

cx~.)'~,V.2) 
Yz e : .J---

Xi.)'2.z1) : __ CA!:°)'1.Z2) 

Y¡ • _ ... :::'----------+---7Lé, 
~!;)'..J..il:'tÍ 

Fig. C2. Espectro tridimensional. El eje z se genera con la 
frecuencia de observación de un tercer núcleo. 

En los programas de computo utilizados para realizar el análisis de espectros· tridimensionales sólo es 

posible observar los planos que forman el cubo. Así. la interpretación del espectro en 30 se simplifica a la 

interpretación de un conjunto de espectros bidimensionales (ver figura C3). 

'• '• 

(X1,y2.Z1) 
y. • 

Yt • 
(x1.Y1.Z1) .. .. 

El software utilizado para el anÍílisis_¡><;~Mit;:, seleccionar las. rcgi?nés, (fra11jas) de los. planos en donde 

aparecen las señales. de r~s.;n:incia: Al ·¡¡;:,ir 1;I5 frii¡1jas'.' pbdemos. observa.' e;:, d.;sd i me ns iones el resultado 

de un experimento en 30. en dónd~,~~\v.dn ~?~ ~la~idad l'!si~eñale~.qu., forrn~ban la diagonal en el 

espectro en 20 y las señales de c.;rre1<1eión.·originadÚ~ por ei aeoplarni . .,nto ;,scalri~ o dipolar (ver figura 

C4). 

" 

Y•- <x1~l7.1) 

<.111.1.y1.z1) y,_ • 
.. 

(X2.Y.1.Zz) (."'-.t•Y.1.Z.1) • • 
(Xz.Y27.2} (x,.¡z.z~) • 
(X2,y1 -"::!) 

• 
., ., 

. . 
Fig. ,C4.: ,COiección ·de franjas de un éspcctro -tridimensiona~. Las 

c~-rre.i·~~i-~rics obs-Crvadas son las mismas que las _de la Fi.g. él. por que Ja 

intcrpf"etación se simplifica al análisis de un· espectro bidimensional en 

el que se redujo el nún1cro de señales traslapadas. 

'fi.S\S CON 
VALLA Of. oRlG~N 
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B. Experimentos de Resonancia Triple 

El análisis de este Úpo.de 0

e.spectros es más sencillo que el mencionado anteriormente. Para ilustrar la 

interpretación utiliz~rem:Ó'~ um(cÜdena peptídica formada por 3 residuos: 

Ala 

_Fil;. CS. Tripéptido formado por alanina. valina y 
scrina. 

Considere~o:. ~·ri::;o, u~ e~pe~~roheteronuclear ~,.; 2D (HMQC. HSQC. etc.), en el que aparecen las 

correlaciones'. originadas por el a~opÍamiento escalar. entre. el protón y el heteroátomo ( 13Co. isN) que están 

unidos'mediant~ un enl~ce coval.;,n·te ( 1 H~ISN'o 1H- 13C). El espectro .;,s un plano cbn ejes:_:,. yy en el que las 
• • '. • - •• ' ·' ' • • - ' > • ¡ • 

señales observadas tienen coorden~das :en (j.:,hyq). En la figura C6. por simplicidad;: i;e representa el 

espectro heteronuclear de la secuencia ·A.~v~s en dcSnde las señales son ge,.;era.ci~'s 
enlace entre 1H-.,N. 

Ala 
Y3- • 

(X2.y.1) 

Yz-

Val 
Y1- • (X1oY1) 

r, rz 

Ser 

• 
(x:i.y2) 

_r3 

.. ' ·:·· -· .. :.·.·" 
Fii.:- c6.- _. EspCctro het~rci~ucleaz::-. -~· bidi~c~~io_nal _en -~ónde se 

ohscrvaÍl .corre.foci~nes d~bidas·~·I "aCoPl~rTii.entO:escalar enlre 11-1 y 

l!'iN. 

Si en la secuencia de pulsos que generó el espectro anterior se introducen pulsos·· con un tiempo variable 

adicional. que permitan transferir la magnetización a un tercer núcleo. después cl.;,1 proéesamiento~ lo que 

se obtiene es un espectro en 3D cuyos ejes coordenados están dados po~.'las'fre~uencias d.;, 1H,:· 13c y isN. 

en el que las señal~s del pláno .\y f~eron dispersadas a lo largo del . .;,'je-z~~ :.:; 

Dependiendo de cual haya sido la secuencia de pulsos utilizada, podrán observarse correlacion.;,s cbn los 
' .. •.· ., ·-·-· -

protones de la cadena lateml, con el carbono carbonílico o con los átomos de carbono de la cadena lateral. 

se representaran las correlaciones 

(
1H."Ca) dispersadas en 
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'H 

/ 

Fig. C7. Espectro de resonancia triple. En el estudio de 

macromoléculas biológicas estos espectros tienen como 

ejes de frecuencia 1H. 13C y 15N. 

42 

~ .~. :<1~'.' ~ 
En análisis del espectro ·en···3D puede simplificarse a la interpretación de un conjunto de espectros 

bidimensionales (ve~ tigÜra- CS). 

Val • 
. , 

Ala 
• 

( 111N•''C,..ºN) 

., 

. Ser 
Yz- • 

c11-1N. 1•
1c ... 1 ~N> 

Fig. CS. Conjunto de planos bidim_cnsion~l~~.'q~~ c-01_1~~¡~~~~~·~. ~l_-~s.pe~trO t'.'"idime~~.i~~~I· d.; la-J_=-'ig. 7. 

Si seleccionamos las regiones (franjas) dc)o~'p1allos .en dóndeu~arecen· l~s'-,s~ñ1:1~~ ~e resonancia y las 

unimos. podemos observar en un plano bidi.mensi'c,n¡;I ~I re,;ult~do deu~ experill~t;mo tridi..;:,ensional: 

z, 

Y3-

Yz-

Val ,.,_ • 111 ... ''C,.1"N1 

., 

'• 
Ala 

• 1u ... •·c ... 1·s1 

. , 

,, 

Ser 

• 111 ... ••c,,.1•N1 

.. 

Fig.C9. Conjunto de franjas del e·spcctro de. la Fig.C 7. El análisis del 

espectro se sirnplifica a la interpretación de u_n· espectro bidimensional en 

el que los problen1as debidos al traslape de las señales se han -reducido. 
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Franjas del espectro HN(CO)CA 

45.00 

50.00 

55.00 

60.00 

65.00 

70.00 

118.9 117.9 117.5 .120.I 120.1 119.7 119.5 119.7 115.0.121.7 
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