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RESUMEN

Para comprender la funcion biolégica de las moléculas que conforman los seres vivos es necesario
conocer la estructura tridimensional de ellas, pues esta comprobado que la funcién depende mas de la
distribucién espacial que de los mismos componentes. El objetivo del presente trabajo es determinar la
estructura de una fitohormona. Uno de los métodos que existen para determinar estas estructuras es la

@ resonancia magnética nuclear pulsada el cual se escogié para este trabajo. Este método se diferencia de la @
resonancia de onda continua en el hecho de que el campo magnético variable es aplicado en forma de
pulsos y su amplitud no puede ser considerada como una perturbacion al sistema. La determinacion de la
estructura exigio la toma de los espectros unidimensionales de H1, C13 y los Distortionless Enhacement
by Polarization Transfer (DEPT); este Ultimo es una secuencia de pulsos que permite diferenciar entre
carbonos unidos a tres, a dos y a un hidréogeno. Con la ayuda del espectro C13 también se pueden
distinguir los carbonos que no estan enlazados con ningin hidrégeno. Ademas de éstos, fueron necesarios
los siguientes espectros bidimensionales: 1) Heteronuclear Multiple Quantum Correlation (HMQC) el cual
correlaciona hidrogenos con carbonos que se encuentren enlazados; 2) Heteronuclear Multiple Bond
Correlation (HMBC) que correlaciona carbonos con hidrogenos que se encuentren a dos o tres enlaces; 3)
Correlation Spectroscopy (COSY) el cual muestra la correlacion entre hidrogenos que se encuentren a dos
o tres enlaces; y 4) Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy (NOESY) el cual correlaciona hidrégenos
que distan entre si menos de 5 A. A partir de la informacién obtenida del analisis de estos espectros se
dedujo el modelo de la fitohormona que se presenta como resultado del trabajo.

Palabras clave:espectros de resonancia magnética nuclear, estructura tridimensional, hormona vegetal,
modelo.

ABSTRACT

In order to understand the biological function of the molecules that form living beings, it is necessary to
know their three-dimensional structure, because this verifies that the function depends more on the space
distribution that on its components. The objective of the present work is to determine the fitohormona
structure. One of the methods that exists to determine these structures is the magnetic resonance nuclear
pulsation which was chosen for this work. This method differs from the resonance of continuous wave in
the fact that the variable magnetic field is applied in form of pulses and its amplitude cannot be considered
like a perturbation to the system. The determination of the structure requires the taking the unidimensionales
spectra of H1, C13 and the Distortionless Enhacement by Polarization Transfer (DEPT); the last one is a
sequence of pulses that allows to differentiate between carbons with three, two and one hydrogen. With
the aid of the C13 spectrum it is also possible distinguish the carbons that are not connected with any
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hydrogen. In addition to these, the following bidimensional spectra were necessary: 1) Heteronuclear
Multiple Quantum Correlation (HMQC) which correlates hydrogens with carbons that are connected; 2)
Heteronuclear Multiple Bond Correlation (HMBC) that correlates carbons with hydrogen’s that have two
or three links; 3) Correlation Spectroscopy (COSY) which shows the correlation between hydrogen’s that
have two or three links; and 4) Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy (NOESY) which correlates
hydrogen’s that are distant from each other less than 5 A. From the data obtained from the analysis of these
spectra the model of fitohormona, which resulted from the work, was deduced.

INTRODUCCION estructura primaria de la molécula determi-

o nar su estructura tridimensional.
El conocimiento de la estructura

tridimensional de las moléculas organicasgl campo estatico que actla sobre los ni-
de interés biolégico es muy importante paracleos produce efecto Zeeman, es decir,
comprender su funcionamiento, pues hoycausa el desdoblamiento de los niveles
en dia estd muy bien establecido que la funmagnéticos de energia. Este desdobla-
cion de una molécula depende tanto de siniento dependera de la carga y la masa
estructura tridimensional como de su com-del nucleo, contenidas en su constante
posicion quimica. La Gnica forma de deter-giromagnética y del campo que afecta al
minar la estructura tridimensional es ndcleo. El campo que afecta al ndcleo lla-
utilizando métodos fisicos, entre los mado campo local, esta formado por el cam-
cuales los mejor desarrollados son: lapo externo aplicado a la muestra y los
difraccion de rayos x sobre un monocristalcampos magnéticos internos de la muestra
y la resonancia magnética nuclear. En est¢el campo generado por: las corrientes
@ trabajo se utiliz6 el método de resonanciadiamagnéticas electronicas, los ntcleos @
magnética nuclear (RMN) con el fin de de- paramagnéticos cercanos y los momentos
terminar la estructura de la hormona pro-magnéticos electrénicos entre otros) y por
puesta. La molécula n Benzil estudiada erconsiguiente, el espectro RMN da informa-
este trabajo pertenece al grupo de lagion del ambiente magnético de los ndcleos
auxinas. Las auxinas juegan un papel funobservados.
damental en el crecimiento de las plantas y
en la respuesta a estimulos externos comdday dos formas de tomar estos espectros
el fototropismo, el gravitropismo, la dife- una de ellas es RMN de onda continua en
renciacion vascular y la ramificacion late- la cual la amplitud del campo magnético
ral de raices y retofios. Con el fin dealterno es tan pequefia comparada con la
contribuir a determinar los detalles amplitud del campo estatico que se puede
moleculares del funcionamiento de estaconsiderar como una perturbacién al sis-
hormona en la planta se emprendié la detema de espines. El espectro es tomado
terminacion de su estructura utilizando elbarriendo las amplitudes del campo
método de resonancia magnética nuclear.magnético estatico mediante procesos
cuasiestaticos o cambiando las frecuencias
La espectroscopia de resonancia magnétidel campo magnético alterno de la misma
ca nuclear (RNM) utiliza la interaccion forma. La otra es RMN pulsada o
entre los momentos magnéticos nuclearegspectroscopia de Fourier (usada en este tra-
de algunos atomos (tales comé F, C%,  bajo). Este método consiste en aplicar un
N con un campo magnético estatico y uncampo variable Hmediante pulsos cortos
campo magnético variable en el tiempo,e intensos cambiando de esta manera, la
para “localizar” los nucleos de estos ato-direccion del vector de magnetizacion del
mos y con la ayuda del conocimiento de lasistema un angul@ el cual esta dado por
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6=yH tw donde y es la constante En donde en el primer periodo (tiempo per-
giromagnética de los nucleos afectados, Hturbacion) el sistema de espines se saca del
la amplitud del campo magnético de equilibrio mediante una secuencia de pul-
radiofrecuencias aplicado y el tiempo  sos; durante el segundo periodo (tiempo de

durante el cual el campo es aplicado. evolucién) se deja evolucionar los sistemas
de espin de la muestra bajo sus propias
MATERIALES Y METODOS interacciones (en la mayoria de los casos)

por un tiempo variable durante el experi-
Los espectros para este trabajo fueron tomento. El tercer periodo (tiempo de mezcla)
mados en un espectrometro Spectrospires el tiempo en el cual se perturba al sistema
and Bruker Superconducting Magnet 600con diferentes campos para lograr resaltar
MHz con un campo de 14 T y en un ciertas interacciones entre los diferentes sis-
espectrometro Spectrospin and Brukertemas de espin de la muestra. Y el Ultimo
Superconducting Magnet 500 MHz de periodo (tiempo de deteccion) es el tiempo
11.5 T de la Fundacion Institut@olom-  durante el cual se detecta la sefial emitida
biano de InmunologiaPara ello, se disol- por la muestra, este tiempo también es varia-
vieron 10 mg de muestra en 10 ml deble durante el experimento. La sefial recogi-
cloroformo deuterado. Sobre esta soluciénda entonces depende del tiempo de evolucion
se tomaron los espectros unidimensionaley el tiempo de deteccion. Mediante una trans-
H! C®y los DEPT 45, 90 y 135.Y luego los formacion de Fourier de la sefial detectada
espectros bidimensionales HMQC, HMBC, se obtiene el espectro en el espacio de las
COSY y NOESY, los cuales utilizan la téc- frecuencias como el NOESY de la muestra
nica de espectroscopia bidimensional deNbenzil mostrado en la figura 2.

@ Fourier con la que se pueden desenredar @
los complicados espectros que se obtienen
de las moléculas muy grandes y conocer la & 0
estructura exacta de pequefias moléculas,
ademas permiten visualizar los posibles £1iq

cambios estructurales de las moléculas )
cuando hay una reaccién quimica. ‘
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El esquema bésico de la espectroscopia 3
bidimensional esta dado en la figura 1. o0 ond A
i fw
opm|

ppm 7 6 5 4 3 2 1

Ficura 2. Espectro ,bidimensional
HP) H® H™ KD NOESY de lahormona ]RI-BenziI-Q- (2-
tetrahydropyrany) Adenine.

Preparacion  Evolucion | Mezcla] Deteccion

RESULTADOS Y DISCUSION

Del espectro unidimensional*Hnostrado
en la figura 3 se extrajo informacion béasica
como el corrimiento quimico de los picos
(9), el tipo de pico (es decir doble, triplete,
Ficura 1. Esquema basico de la ..., multiplete) y la relacién de intensidades
espectroscopia bidimensional. de los picos.

—T——t—-T—t—
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del espectro. Exceptuando estas sefiales
T =i hay 10 lineas de resonancia; si le sumamos
h £ las otras cuatro de las lineas de carbonos
MY cuaternarios aun faltarian tres lineas para
3 e completar el nimero de carbonos que pro-
porciona la formula (GH,,N.O), lo cual
indica que hay carbonos equivalentes.

i : El DEPT 90 que muestra los carbonos ter-
ciarios (carbonos unidos a un hidrégeno),
presenta 6 lineas de resonancia. La parte
— - ~ Benzil de la molécula contiene un benceno,
Ficura 3. Espectro unidimensional de hi- gehido a su simetria, se deduce que hay
drégeno (H) de la hormona N-Benzil-9- gos pares de carbonos equivalentes, indi-
(2-tetrahydropyrany) Adenine. Muestra de cando que en la molécula hay 8 carbonos
intensidades y muestra de corrimientosprimarios, que presentan sélo 6 lineas de
quimicos. resonancia en este DEPT.

< <O~ o 0 ©on
r:) M AN O~ 0 Nl
— A O~~~ © ™ aN

De los espectros €y DEPT 45 mostrados
en la figura 4 y en la figura 5 se dedujo
cuéles carbonos eran cuaternarios (los qu
no estan unidos a ningln hidrégeno) yal
que la diferencia entre las sefiales del es
pectro DETP 45 y el espectro*Gon las
sefiales de los carbonos cuaternarios. Para
el caso de la muestra en estudio no se er

contré ninguna diferencia entre estos es- :
pectros lo que nos sugeria la no presencia
de carbonos cuaternarios, sin embargo, est0 1 14 13 120 110100 % @ 70 © W © 2 2 1P
no concordaba con la secuencia primaria -~ -

de la molécula; para solucionar este pro_FIGURA 4é Espectro un|d|menS|ona! de car-
blema se tomo otro espectro aumentand@©"© (C°) de la hormona N-Benzil-9- (2-
el tiempo en que se recoge normalmente |a{e”‘?‘h>’dr°pyraf‘y? Adenine. Muestra de
sefial, en el cual se encontraron dos seﬁamle‘%.ornm'emOS quimicos.

mas, mostradas en la figura 6. Sin embarge
quedaron faltando 2 sefiales de carbonog
cuaternarios sugeridos por la estructura pri;
maria, que no aparecieron y que exigian ur
tiempo de decaimiento demasiado largo,
se concluy6 que eran los carbonos unidos
a nitrégenos que sugeria la secuencia pri
maria de la molécula.
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En el espectro de'Cse observan tres sefia-
les cuyos corrimientos quimicos son 78.0,
77.7y 77.4 ppm, los cuales corresponden &l s 140 130 120 110100 90 8 70 60 5 4 30 20 10 pyjm
solvente (cloroformo deuterado) y una se-Ficura 5. Espectro unidimensional
fial con corrimiento quimico de 0.7 la cual DEPT 45 de lahormona N-Benzil-9- (2-
es la referencia TMS (tetramethylsylane);tetrahydropyrany) Adenine. Muestra de
por su origen éstas no entran en el andlisisorrimientos quimicos.
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N oo o o sefial que no corresponde a una sefial que
98 Sosan NN I pueda ser producida por la muestra o por
el solvente, se concluyé que habia una im-
pureza en la solucién cuyo corrimiento
quimico fue 4,81 ppm.

0.0

oo
LB ~~
) NN oo

154.0
138.3
129.3
128.4
128.1
82.4

69.5

170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 ppm

Ficura 6. Espectro unidimensional de — -
carbono (C° de la hormona N-Benzil-

9- (2-tetrahydropyrany) Adenine. Mues-
tra de corrimientos quimicos y nuevas
sefales. 150 140 130 120 110100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 ppi

Ficura 7. Espectro unidimensional DEPT
135 de la hormona N-Benzil-9- (2-
tetrahydropyrany) Adenine. Muestra de
corrimientos quimicos.

El DEPT 135 muestra carbonos primarios
(carbonos unidos a tres hidrogenos), se
cundarios vy terciarios de igual forma que
lo hace el DEPT 45, con la diferencia de
gue los carbonos secundarios aparecen

@ con “intensidad negativa” (desfasados); @
hay 4 lineas de resonancia que muestran l
carbonos secundarios (véase figura 7) Y + 0
restando las sefiales de intensidad positit
va del DEPT 135 de las sefiales del DEPT . 2
90 se observa que no hay ningln carbong = 50
primario. Por lo tanto hay un par de carbo- il 7513g
nos secundarios equivalentes. Para iden- ]
tificar que carbono le corresponde a cads 100
corrimiento quimico se usaron los datos 125
de RMN para moléculas similares. Para )
observar si las asignaciones han sido co} Fl)g?n
rrectas, se tomo el espectro HMQC (véase ppm 8 6 4 2 0
figura 8) el cual muestra la correlacion 5

entre atomos de carbono y atomos de hi-

drégeno. Este espectro ilustra qué hidro-FIGurRA 8. Espectro bidimensional
genos deben tener corrimiento quimicosHMQC de lahormona N-Benzil-9- (2-
determinados, lo cual fue confirmado con tetrahydropyrany) Adenine.

el espectro unidimensional, el HMBC, el

COSY y el NOESY. Finalmente después de un analisis cuida-
doso de todos los espectros se llego a la
Para la hormona n — Benzil — 9 (2- estructura mostrada en la figura 9 de la

tetrahydropyranil) Adenine se detecté unahormona.
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Ficura 9. a) Formula estructural de la fitohormona. b) Vista superior del modelo
tridimensional de la fitohormona. c) Vista lateral del modelo tridimensional de la

$ fitohormona.

Tabla 1. CONCLUSIONES
Carbono Tipo de **C HMQC En la determinacién de las estructuras de
n° carbono d(ppm) *HS (PPM) las pequeias moléculas es necesario tomar

los espectros DEPT, HMQC, HMBC, COSY
Terciario 1293 7.38 y NOESY para asignar correctamente las
Terciario 128'4 7'27 seflales presentadas en los espectros
Terciario 129’3 7’38 unidimensionales; éstos se llevan a cabo
Terciario 128'1 7'33 gracias a la espectroscopia de pulsos.
Cuaternari0139,3 ' Esta técnica permite discriminar las
Secundario 25'6 210 2.00 interacciones entre los sistemas de espines
Terciario 155'5 ’ ' que contengan la molécula, lo que final-
Terciario 154'0 8 42 mente es aprovechado para determinar el
10 Cuaternari0140,9 ' ambiente magnético de los sistemas de es-
11 Terciario 138'3 790 pin y con ello la estructura tridimensional
12 Cuaternariolzo,o ' de las moléculas. Los espectros HMQC y
13 Terciario 82'4 570 HMBC dan la correlacién de los carbonos
14 Secundario 69,5 3'75 416 identificados por medio del DEPT con
15 Secundario 32'5 2'10 1'75 los hidrogenos de la molécula. Al hacer
16  Secundario 23:5 1:75 1:65 la correlacion con estos espectros, en el

17 Secundario 325 2.10 2.10 ©a&so de la hoanona N- Benzil -9 — (2-
' ' ' Tetrahydropyranyl) Adenine se comprobd

Terciario 128,1 7,33

©CoOoO~NOOD~WNLE
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