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Es un hecho establecido que para lograr el esclarecimiento de las funciones que las bioma-
cromoléculas realizan en los organismos vivos, es necesario conocer su estructura tridimensional.

Puede decirse que poco se ha avanzado en este aspecto, a pesar del interés practico que
este hecho presenta en virtud de la complejidad del problema. Actualmente son conocidas las
estructuras tridimensionales o resolucion atomica. de solamente 250 proteinas. Estas estruc-
turas han sido obtenidas. en su inmensa mayoria. mediante la cristalografia de rayos X que
presenta limitaciones fundamentalmente por el tiempo que se invierte en realizar estos andlisis,
que requieren un lapso promedio de S aiios (Van Brient. 1., 1986). Otro problema de la crista-
lografia de rayos X es la imposibilidad de cristalizar algunas proteinas (Mayo, K.H., 1984). En
estos problemas existe un interés mundial en buscar técnicas y métodos alternativos.

Hace aproximadamente 20 anos, se trato de estudiar por primera vez las proternas utili-
zando la resonancia magnética nuclear (RMN), pero desde ese momento se hizo clara la nece-
sidad de realizar un gran trabajo para obtener alguna informacion de valor. Solamente el
desarrollo tecnolégico ha permitido la obtencion de tal objetivo. En la tabla 1 se sintetizan
cronologicamente los hechos que han permitido la utilizacion ventajosa de la RMN en biologra.

La principal ventaja que presenta la RMN sobre la cristalografia de rayos X, es la posibilidad
de realizar dichos estudios en solucion. lo que es de importancia para aquellos compuestos
que no se han podido obtener en forma cristalina o en los casos en que existan configuraciones
diferentes en las muestras cristalinas. como ha ocurrido con la configuracion Z del ADN (Kens,
D.R., 1982).

El problema fundamental que ha presentado la RMN para el estudio de la estructura de las
macromoléculas, ha sido la dificultad de realizar las asignaciones proténicas a causa del gran
numero de lineas de resonancia presentes y extendidas en un rango de frecuencia de solo unos
cuantos kilohertz, por lo que la superposicion de las lineas se observa en muchos casos.

En fecha relativamente reciente, un grupo de Ziirich, encabezado por K. Wiirthrich, ha
utilizado ventajosamente los métodos de la RMN, para no solamente realizar las asignaciones
protonicas correctamente, sino que lograron construir un esquema para la determinacion de la
estructura tridimensional de las proternas (Wiirthrich et al., 1982). Este grupo ha utilizado
los métodos de dos dimensiones (2 D), en los que la muestra estd sometida a una secuencia de
pulsos de radio frecuencia, de forma tal que los datos de salida son funcion de dos parametros
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diferentes de tiempo. lo que conduce a un espectro en frecuencia de dos dimensiones, después
de ser realizada la transformada de Fourier dos veces. Mediante la seleccion de secuencias
de pulsos y valores apropiados para el tiempo de evolucion. cada par de nicleos interactuantes
en la molécula revela sus interconexiones. apareciendo estas en forma de “picos” fuera de la
diagonal del espectro.

Tabla 1
DESARROLLO CRONOLOGICO DE LA RMN

Pertodo Desarrollo de la Téenica

1945 Primeros cxperimentos en los laboratorios de I'. Bloch y I, M. Poucell, en
las universidades de Harvard y Standford, con protones en agua y parafina.

1951 Primer trabajo donde sc resuelven las lineas protonicas del etanol.

1953 Venta del primer espectrémetro comercial de alta resolucion.

1965 Desacoplamiento proténico con vista a la observacion de espectros de 13C,

Finales de la década Desarrollo de algoritmos rapidos para realizar las transformadas de Fourier;

del 60 y principios acoplamicnto de minicomputadoras al experimento y otras mejoras de tipo

de la del 70 técnico, permitieron desarrollar los espectrometros conocidos como de tercera

generacion.  Estas mejoras impulsaron el desarrollo analitico para cstudios
a partir del micleo de 13C,

1978-1979 Primeros estudios de imdgenes por RMN. Introduccidn de la téenica de altos
campos con magnetos superconductores.

19801982 Técnicas de correlacion v RMN de dos dimensiones. Primeras estructuras
tridimensionales resueltas por RMN.

Estas interconexiones pueden ser ocasionadas por diferentes tipos de interacciones. En el
caso en que los nicleos interactuantes se encuentran a distancias relativamente grandes (aproxi-
madamente 4 X}, la interaccion entre los spins nucleares es indirecta o de tipo J, y la técnica
utilizada en este caso es la conocida como espectroscopia correlacionada de dos dimensiones
(COSY) utilizando el acronismo de la terminologia inglesa Two-Dimensional Correlation Spectro-
scopy. En caso de que la interaccion de los spins nucleares sea directa, se utiliza la correla-
cién bidimensional del efecto Overhausser Nuclear (NOESY) { Two-Dimensional Nuclear Over-
hausser Enhancement Spectroscopy).

La técnica NOESY es particularmente eficiente para estudios de macromoléculas, pues un
experimento sencillo de este tipo puede proveer los datos necesarios para elucidar la estructura
de una proteina (Kumar ¢t al., 1980 y 1981) utilizando métodos de calculos apropiados.

El efecto Overhausser Nuclear (NOESY) es la variacion relativa de la intensidad de una linea
de RMN correspondiente a un conjunto de nicleos, cuando otros conjuntos de ntcleos interac-
tuantes con los primeros es irradiado a causa del efecto del acoplamiento dipolar entre ellos.
La intensidad de la linea en este caso depende de la distancia de los niicleos interactuantes
y del tiempo de correlacion efective I' del movimiento rotacional del vector entre los niicleos.

El NOESY entre los atomos de hidrogeno puede ser observado para una distancia menor que
4,0 R (Brains, W.C., er al, 1981). Utilizando las ventajas del NOESY, es posible llegar a una
determinacion casi completa de la configuracion no cristalina de las proteinas, al menos para
aquellas constituidas por menos de 70-100 residuos aminodcidos (T. Havel y K. Wiithrich, 1984).
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En fecha atn mds reciente, sc ha comenzado la utilizacion de otras ventajas de las técnicas
de 2D, mediante la sustitucion isotopica de nucleos de '*N 6 '3C. para observar de manera
selectiva los protones de proteinas de peso molecular de 20 000 (R. H. Griffery, 1985).

Por ultimo. debemos mencionar que existen también trabajos muy interesantes para la
determinacion de la estructura tridimensional de los dcidos nucleicos (Sanderson. M. R.. 1983)
por RMN.
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