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Introducgéao
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) é a unica técnica espectroscopica capaz de

resolver a estrutura de macromoléculas biolégicas em solugdo e com resolugdo atébmica. RMN
também fornece informagdes detalhadas acerca dos movimentos internos de macromoléculas
(dindmica) em diferentes escalas de tempo, e é extremamente poderosa para o estudo de
aspectos termodindmicos, cinéticos e conformacionais de interagcdes entre proteinas ou entre
proteinas e outras moléculas como acidos nucleicos, aglcares, ou metabolitos." Estas informacdes
sdo complementares as informagdes estruturais obtidas por cristalografia de proteinas.

Este capitulo contém uma breve introdugdo a RMN aplicada ao estudo estrutural de
proteinas em solugdo. O texto inicia-se com uma descrigdo dos aspectos fisicos do fendmeno de
RMN, o deslocamento quimico e o efeito de relaxagéo. Estes conceitos facilitam a compreensao de
porque RMN fornece informagdes estruturais tdo detalhadas e permitem compreender quais sdo os
limites da técnica. A segunda parte do texto refere-se a aspectos praticos. Quais sdo os pré-
requisitos para obter uma boa amostra de proteina para RMN? Quais sdo os principais
experimentos utilizados para atribuir as ressonancias, e como o calculo estrutural é realizado? O
capitulo termina com uma pequena introdugdo ao uso de RMN para o estudo de dinamica e

interagdes envolvendo proteinas.

O spin nuclear e o fend6meno de RMN
O spin, assim como a massa e a carga elétrica, sdo propriedades intrinsecas de particulas

como o nucleo atébmico e o elétron. A analogia classica para o spin € o momento angular, uma
grandeza apresentada por objetos em rotacdo, a qual pode ser visualizada como um vetor
orientado ao longo do eixo ao redor do qual o objeto gira. Diferente do momento angular
macroscopico, o0 momento angular de spin n&o é produzido pela rotagdo da particula, mas trata-se
de uma propriedade intrinseca, de natureza quantica. A existéncia de carga elétrica e de um
momento angular de spin diferente de zero faz com que o nucleo atdmico possua momento
magnético, u, e comporte-se de forma analoga a um pequeno dipolo magnético.2 Dipolos
magnéticos, quando colocados na presenga de um campo magnético externo, acoplam com o
campo. A energia de interagdo entre um dipolo magnético e o campo externo € dada pelo produto

escalar entre n e B:

E=-uB. (1)

O momento angular de spin nuclear assume valores discretos de acordo com o numero
quantico |, o qual determina quantos estados energéticos serdo gerados pela interagdo com um
campo magnético externo (B). Dessa forma, nicleos que apresentam numero quéntico de spin | =

1/2 (por exemplo °C, "°N, 'H), assumem dois estados de energia na presenca de B. Estes dois



estados sdo conhecidos como a (m=+1/2) e p (m=-1/2), cujas energias dependem da orientagdo do

momento magnético em relacao a B (Figura 1A):

Eq = —>hyB,

Eg =+>hvyB,
onde y é a razdo giromagnética, uma grandeza fundamental em RMN, e 7 é a constante de
Planck. Nucleos que nédo apresentam spin (I = 0) como o '2C, n3o s&o ativos na RMN, enquanto
que nucleos com numero quantico de spin maior que % , como por exemplo o is6topo mais
abundante do nitrogénio (14N, I = 1), apresentam mais de dois estados de energia e,
consequentemente, espectros de RMN mais complexos.

A presenga do campo magnético externo, B, induz a formag¢édo de um pequeno excesso de
spins no estado de menor energia, o estado a. O grau de polarizagéo € proporcional a diferenga de
energia entre os estados o e . Esta diferenga é, por sua vez, diretamente proporcional a razdo
giromagnética (y) e a magnitude do campo externo (B) (Figura 1B), e corresponde a frequéncia de
ressonancia do nucleo, wg:

AE = Eﬁ -E, =hyB
AE 3)

Estando a amostra polarizada, o método de RMN baseia-se na aplicagdo de uma radiagédo
eletromagnética com frequéncia equivalente a wy, de forma a promover transicdes entre os
diferentes estados de energia do spin nuclear na presenca de B. Mas é importante notar que a
energia de acoplamento entre 0 momento magnético nuclear e o campo externo é muito pequena
quando comparada a energia térmica. Por exemplo, a diferengca de energia magnética entre as
duas orientagbes do momento magnético do nucleo de hidrogénio em um campo de 11,74 T
(equivalente a um instrumento de 500 MHz) é 3,3x10?° J, enquanto que a energia térmica na
temperatura ambiente é kgT = 4,1x10%" J, em que kg é a constante de Boltzmann. Esta
comparagdo demonstra que a polarizagcdo dos spins nucleares € um efeito de magnitude muito
pequena e por isso dificil de detectar. Por este motivo, a técnica de RMN é pouco sensivel quando
comparada a outras técnicas espectroscopicas, e exige grande quantidade de amostra
(concentragbes da ordem de 0,2 a 1 mM de proteinas). A baixa sensibilidade da RMN, aliado ao
interesse em realizar estudos estruturais de amostras bioldgicas que quase sempre sdo obtidas em
baixas concentragcbes, € um dos principais estimulos ao desenvolvimento de magnetos
supercondutores cada vez mais potentes. O maior campo magnético obtido em instrumentos

comerciais atualmente € 1000 MHz (23,5 T).



Caracteristicas de um espectro de RMN
Sera que todos os spins nucleares em uma molécula irdo apresentar exatamente a mesma

frequéncia de ressonancia? Os spins sentem campos magnéticos locais ligeiramente diferentes de
B. Este efeito € devido a conformacido e a estrutura quimica da molécula que modificam a
distribuicdo eletronica local. As nuvens eletronicas locais sdo influenciadas pelo campo externo
levando ao surgimento de campos magnéticos induzidos que podem ser orientados na dire¢do

oposta ou na mesma dire¢do do campo externo.

Dessa forma os diferentes spins nucleares em uma molécula apresentardo frequéncias de
ressonancia ligeiramente diferentes de acordo com a conformagéo e a estrutura quimica. Estas
pequenas diferengas sao extraordinariamente informativas sobre a estrutura molecular,

conformacgao e estereoquimica.

A fim de comparar medidas realizadas em campos magnéticos diferentes, as frequéncias
de ressonancia sao geralmente expressas na forma de deslocamentos quimicos em relagdo a uma
frequéncia de referéncia. O deslocamento quimico é expresso em unidades de partes por milhéo,
ou ppm:

w, — W

0=—"Lx10° (4)
@y

onde w, € a frequéncia de ressonancia do spin nuclear em questdo e w;s € a frequéncia de

referéncia.

O aspecto de um espectro de RMN ¢ influenciado ndo apenas pela separagdo dos sinais
devido aos deslocamentos quimicos, mas também pelos desdobramentos provocados pelo
acoplamento escalar, e pelas propriedades de relaxagdo dos spins em questdo. Estas questdes

s&o discutidas a seguir.

O acoplamento escalar (J) € um efeito de origem quéantica que surge devido a uma
interacdo entre dois spins, | € S, que estdo a poucas ligagdes quimicas de distdncia um do outro.?
Dessa forma, a transi¢éo de energia do spin | sera desdobrada em duas, que dependem do fato de
0 spin S encontrar-se no estado a ou . O mesmo desdobramento é observado para as transicbes
do spin S (Figura 1C). A diferenca de frequéncia entre as duas linhas é chamada de constante de
acoplamento escalar, J. Esta constante permite inferir a conectividade entre nucleos via ligagdes
quimicas. A magnitude de J é independente do campo magnético externo, mas depende da
natureza dos nucleos envolvidos, do niumero de ligagdes que os separam, além do angulo entre
estas ligagbes. A presenca deste acoplamento da origem a multipletos no espectro, ou seja, a

desdobramentos de linhas dependentes de J.



O aspecto do espectro de RMN também é influenciado pela relaxacdo dos spins em
questdo. A deteccdo do sinal de RMN envolve excitagdo das transi¢gdes do spin nuclear por pulsos
de radiofrequéncia. O sinal detectado corresponde a energia emitida pelo sistema ao retornar ao
estado de equilibrio. O processo de retorno ao equilibrio € denominado de relaxagéo, e é
caracterizado por duas constantes de tempo, T, (tempo de relaxagdo da magnetizagdo
longitudinal) e T, (tempo de relaxagcdo da magnetizagdo transversal). Estes dois parametros séo
extremamente importantes em RMN, e dependem do tamanho da molécula na forma do tempo de
correlagdo rotacional (1;) (Figura 1D). Mais importante, a largura dos sinais de RMN é diretamente
proporcional a 1/T,. Moléculas grandes possuem T, muito curto e, portanto, linhas alargadas até o
limite em que o sinal ndo pode mais ser detectado.’ Este fenémeno explica porque é dificil estudar

proteinas grandes por RMN em solugé&o.

Os tempos de relaxagéo (T4 e T,) dependem n&o apenas do movimento global da molécula
mas também da dindmica interna, ou seja, dos movimentos internos que a molécula experimenta
em diferentes escalas de tempo. Dessa forma medidas de parametros de relaxagcdo de RMN
podem ser utilizadas para obter informagdes sobre a dindmica interna de protel’nas.z'3 Este assunto

sera discutido em detalhes no tépico “dinamica de proteinas”.

Preparagao e adequagao da amostra
Proteinas de até 20-30 kDa s&o geralmente adequadas para serem estudadas por RMN

em solugdo. O estudo de proteinas maiores é mais dificil pois o tempo de relaxagdo T, torna-se
muito curto, o que limita a sensibilidade dos experimentos. Aliado a isto, 0 maior nimero de sinais
aumenta a complexidade e sobreposi¢ao espectral.

Os métodos modernos de RMN heteronuclear valem-se da manipulagao simultdnea dos
spins de 'H, N e ®C.?® Devido a baixa abundancia natural é necessario enriquecer a amostra
com "N e 'C. Isto é normalmente realizado através da producdo da proteina de interesse de
forma recombinante na presenca de fontes de nitrogénio e carbono enriquecidas com "°N e '°C.
Para a produgao da proteina recombinante enriquecida isotopicamente em bactérias utiliza-se, em
geral, NH,Cl e 13C—glicose em meio minimo.

A amostra de RMN consiste usualmente de 550 uL da proteina purificada, concentrada a
0,2 - 1 mM e enriquecida com °N ou com N e "*C de acordo com o experimento que se deseja
realizar. A amostra é acondicionada em um tubo de vidro com largura de 5 mm. Uma grande
variedade de sistemas tampdo pode ser utilizada. O tampao fosfato é interessante porque nao
possui hidrogénios cujos sinais poderiam se sobrepor aos sinais da proteina, entretanto, outros
tampdes também podem ser utilizados no caso de experimentos heteronucleares. E desejavel que
o pH da amostra ndo seja muito maior do que 7, pois, neste caso, a velocidade de troca dos
hidrogénios HNs com o solvente aumenta, levando ao alargamento de linha. Sais absorvem

radiacdo eletromagnética, o que degrada a sensibilidade dos experimentos. Desta forma,



concentragbes de sais muito elevadas (maiores que 0,2 M) devem ser evitadas. Uma forma
eficiente de contornar este problema é o uso de tubos de RMN com didmetro menor (3mm) ou com
formato achatado, porque nestes casos a quantidade total de sais na frente da bobina de detecgéo
é diminuida.

O estudo de moléculas maiores que 30 kDa é facilitado pelo emprego de enriquecimento
isotdpico com H. Neste caso a contribuicdo da interacdo dipolar (quando o campo magnético de
um spin afeta o campo magnético local de outro spin) para a relaxagdo dos spins de Bc e
minimizada, uma vez que o “H possui menor razdo giromagnética do que 'H (yp/yn ~ 1/6,5).
Portanto, o enriquecimento com ’H contribui para diminuir a largura de linha dos sinais e aumentar
a sensibilidade dos experimentos que envolvem spins de °C e N. Proteinas podem ser
enriquecidas em até 50-70 % de ’H ao serem produzidas em bactérias crescidas em meio minimo
em “H,0. A perdeuteragdo da proteina (substituicdo de mais de 95% dos prétons nao labeis por
deutério) pode ser atingida utilizando-se além de ’H,0, glicose uniformemente enriquecida com

deutério como fonte de carbono.

O experimento de '°N-HSQC
O espectro unidimensional de 'H de uma proteina apresenta sinais provenientes de todos

os nucleos de 'H da molécula (Figura 1E). Hidrogénios da ligagdo peptidica, de anéis aromaticos,
ou alifaticos apresentam frequéncias de ressonancia em regides bastante tipicas, no entanto, a
grande sobreposicado de sinais dificulta a aplicagao de espectros unidimensionais para o estudo
conformacional de proteinas.

Uma forma de resolver o problema da sobreposicdo espectral € a aquisicdo de
experimentos bidimensionais. O experimento °N-HSQC (heteronuclear single quantum correlation)
resulta em um espectro bidimensional que contém os sinais dos hidrogénios HNs separados em
uma segunda dimens&o correspondente a frequéncia de N (Figura 1F). Assim, cada pico no
espectro de “N-HSQC possui duas frequéncias, a do hidrogénio 'HN e a frequéncia do nucleo de
N ao qual ele esta diretamente ligado. Portanto, o espectro de ""N-HSQC apresentara um pico
para cada grupo HN presente na proteina, ou seja um pico para cada aminoacido com exce¢éo da
prolina, e um pico para cada grupo NH presente nas cadeias laterais de Asp, Asn, Arg, Lys, His e
Trp.

O espectro de "°N-HSQC ¢ a impressao digital de uma proteina. A qualidade do espectro
permite avaliar a adequagdo da amostra para estudos estruturais por RMN em solugdo. Um dos
pré-requisitos para uma boa amostra € possuir picos bastante dispersos (Figura 1F). A boa
dispersédo dos picos ao longo da dimenséo do hidrogénio (1H) € a primeira indicagdo de que a
proteina esta bem enovelada. Proteinas desenoveladas apresentam picos de correlagdo 'H-"N
agrupados em torno de 8 ppm na dimenséo de 'H (Figura 1G). O segundo pré-requisito para uma

boa amostra é que todos os picos esperados devem ser observados no espectro de PN-HSQC. A



auséncia de picos para alguns aminoacidos, em geral, indica a presenga de equilibrio
conformacional em regime de troca intermediaria na escala de tempo de RMN. Neste caso,
paradmetros como temperatura, pH e condi¢ées do tamp&o podem ser variados com o objetivo de
estabilizar a estrutura e observar o nimero de picos esperado no espectro.

Sinais mais estreitos também podem ser obtidos explorando-se o efeito TROSY
(Transverse Relaxation-Optimized Spectroscopy). O efeito TROSY origina-se a partir da
observacdo de que as diferentes componentes do multipleto devido ao acoplamento escalar J
entre 'H e "°N possuem larguras de linha diferentes devido a interagdes construtivas ou destrutivas

entre diferentes mecanismos de relaxagdo. Estes mecanismos de relaxagdo, embora geralmente
correlacionados, contribuem de maneira desigual para as diferentes componentes do multipleto
'H-°N, fazendo com que estas relaxem com velocidades bastante diferentes. O experimento
TROSY consiste na selecdo da componente do multipleto com menor velocidade de relaxacdo,
correspondendo, portanto, a linha mais estreita. Este procedimento aumenta significativamente a
resolucdo e a sensibilidade dos espectros de RMN em altos campos magnéticos (> 14 Tesla),

possibilitando o estudo de proteinas maiores que 30 KDa.*

Assinalamento das ressonéancias da cadeia principal
A informagédo mais importante para a caracterizagédo estrutural de uma proteina por RMN é

a identificacdo dos picos no espectro de "’N-HSQC. A atribuicdo das ressonancias dos atomos da
cadeia principal costuma ser realizada através da analise de espectros multidimensionais
heteronucleares. Os experimentos principais sdo HNCO e HN(CA)CO, HNCA e HN(CO)CA,
HNCACB e CBCA(CO)NH tridimensionais, cujas dimensdes correspondem as frequéncias de 'H,
3C e ™N. A aquisicdo destes espectros requer uma amostra duplamente enriquecida com N e
'3C. Ao contrario do experimento de '°N HSQC, cuja aquisi¢o leva tipicamente 5 - 40 minutos, a
aquisicao de experimentos tridimensionais pode levar de 1 a 2 dias. A aquisi¢do de um conjunto de
dados completo pode levar até 10 dias. Durante este intervalo de tempo a amostra deve
permanecer estavel no espectrometro. Esta condicdo é dificil de ser satisfeita para muitas
proteinas, especialmente levando-se em conta que os espectros sdo adquiridos a temperaturas
quase sempre maiores que 25°C. O aparecimento de picos espurios no espectro *N-HSQC pode
indicar degradacdo, enquanto que o alargamento das linhas com concomitante perda de
intensidade é sinal de agregacdo. A aquisicdo de um espectro de N-HSQC antes e apoés a
aquisicdo do conjunto de dados tridimensionais é fundamental para aferir a estabilidade da
amostra. Atualmente, os métodos que permitem a reconstrucdo de espectros multidimensionais
adquiridos na forma de amostragem néo linear das dimensdes indiretas tém se tornando cada vez
mais robustos. A aplicacdo destes novos métodos de reconstrugdo permite diminuir

significativamente o tempo de aquisicdo de espectros multidimensionais.



A nomenclatura adotada para os experimentos de ftripla ressonancia indica os spins
correspondentes a cada uma das dimensbes de frequéncia do espectro, em que CO indica
carbonilas, CA, carbonos a e, CB, carbonos . O HNCO, por exemplo, comega com a excitagédo de
'H, em seguida, a polarizacdo é transferida para o '°N via acoplamento escalar (‘Jun), e
posteriormente para o spin '°CO do aminoacido anterior via acoplamento escalar (UNCO) (Figura
1H). O resultado é um espectro tridimensional, cujas dimensbes correspondem aos deslocamentos
quimicos de "HN e N de um aminoéacido e >CO do aminoécido vizinho. Os spins listados entre
parénteses ndo correspondem a uma dimensao de frequéncia, mas sao utilizados para transferir
polarizagdo entre diferentes spins. Por exemplo, o espectro de HN(CA)CO contém correlagbes
entre os spins '"HN, "°N de um aminoacido e "*CO dele mesmo e do aminoacido vizinho. Analise do
HN(CA)CO em conjunto com o HNCO permite identificar as ressonancias do '°CO de cada
aminodcido e do seu vizinho anterior (Figura 1H). Dessa forma é possivel encontrar correla¢des
sequenciais ao longo de toda a cadeia polipeptidica até a presenga de uma prolina.

Ainda que sequéncias de picos "°"N-HSQC correspondentes a aminoacidos adjacentes
tenham sido identificadas pelo procedimento descrito acima, é dificil conectar esta informacéo a
sequéncia de aminoacidos da proteina. Esta conexao pode ser estabelecida conhecendo-se o tipo
de aminoacido para cada pico no espectro '°N-HSQC. Deslocamentos quimicos de *Co e "°Cp
sdo muito Uteis para determinar o tipo do aminoacido. Esta informagao pode ser obtida por meio da
analise conjunta dos experimentos CBCA(CO)NH e HNCACB, os quais permitem conectar os
assinalamentos existentes para a cadeia principal com as ressonancias do 13CB da cadeia lateral
de um aminoacido e seu vizinho.

Deslocamentos quimicos de 'HN, N, *Ca, °CB e "*CO sdo extremamente informativos
sobre a estrutura secundaria da proteina. Existe uma forte correlacdo entre o deslocamento
quimico secundario, expresso como o desvio do deslocamento quimico observado em relagao
aquele tipico de random coil, e os angulos diedrais @ e @ que caracterizam a conformagao do
esqueleto polipeptidico. Deslocamentos quimicos secundarios positivos para BCo e negativos para
13Cf5 correlacionam com uma alfa-hélice, enquanto que o comportamento inverso é observado para
fitas beta.” Excelentes predi¢cdes para os angulos diedrais do esqueleto polipeptidico sdo obtidas a
partir de dados de deslocamentos quimicos secundarios em combinagdo com informagdes de
homologia de sequéncia de aminoacidos e buscas em bancos de dados de estruturas
cristalograficas pelo programa TALOS.®

Assinalamento das ressonancias das cadeias laterais

Assinalamentos das ressonancias dos atomos das cadeias laterais sdo necessarios para
calcular a estrutura de proteinas a partir de dados de RMN. Uma das formas de se obter estes

assinalamentos €& através da andlise de experimentos do tipo TOCSY (fotal correlation



spectroscopy). O TOCSY é um espectro bidimensional que permite identificar todos os hidrogénios
correlacionados entre si por acoplamento escalar, e dessa forma identificar os sistemas de spins
completos de cada aminoacido. Em proteinas maiores que aproximadamente 10 kDa, a obtencao
de correlagbes via 'H-"H TOCSY é pouco eficiente. Nestes casos, a melhor forma de obter
correlacbes é realizando o TOCSY em ™C conforme implementado nos experimentos
tridimensionais CCH-TOCSY e HCCH-TOCSY. Nestes experimentos, a polarizagdo dos
hidrogénios das cadeias laterais é transferida para o ntcleo de °C ligado covalentemente a cada
hidrogénio. Esta magnetizagdo € entdo transferida para outros nicleos de °C pertencentes ao
mesmo sistema de spins via TOCSY. O espectro resultante sera um espectro tridimensional em
que se observam correlagdes entre os spins de '°C (CCH-TOCSY) ou de 'H (HCCH-TOCSY) de

uma mesma cadeia lateral.

Informagdes estruturais

A principal fonte de informacgdo estrutural em RMN é o NOE (efeito nuclear Overhauser).
O NOE é um efeito de relaxagao cruzada, envolvendo a transferéncia de polarizagdo de um nucleo
de hidrogénio para outro via interagdo dipolar. O efeito NOE é de curto alcance e depende da
distancia entre os dois nucleos elevada a sexta poténcia (1/r6). Dessa forma, a intensidade do NOE
pode ser utilizada para calcular a distancia entre os dois nucleos de hidrogénio desde que eles

estejam a até 5A de distancia um do outro.

Distancias obtidas a partir da analise de NOEs sdo informagbes geométricas sobre a
estrutura da proteina. Hidrogénios que estdo proximos no espago podem ser identificados em
experimentos 2DNOE, ou ainda experimentos tridimensionais em que a terceira dimenséo
corresponde a frequéncia de "°N ou "°C. Uma proteina apresenta geralmente 10 a 20 NOEs por
aminoacido, sendo que a maior parte destes NOEs ocorre entre nucleos de hidrogénio que
pertencem ao mesmo aminoacido ou aminoacidos adjacentes. Hidrogénios localizados em
aminoacidos que estdo longe um do outro na sequéncia primaria mas préximos na estrutura
tridimensional também s&o identificados através do efeito NOE. NOEs de curto e médio alcance
sdo informativos sobre a estrutura secundaria da proteina enquanto que os de longo alcance

fornecem restricbes que permitem elucidar a estrutura tridimensional da molécula.

Outra fonte de informacgdo estrutural obtida a partir da analise de dados de RMN sao
angulos diedrais, em particular o angulo ® do esqueleto polipeptidico. Este angulo pode ser obtido

através de medidas da constante de acoplamento escalar entre os hidrogénios amidicos ('HN) e
Ho (3JHNHQ). Predigdes para @ e p do esqueleto polipeptidico podem ser obtidas a partir da analise

de deslocamentos quimicos, em particular °Ca, *Cp e "*CO, com auxilio do programa TALOS.®

Estas predigdes sao frequentemente utilizadas no calculo estrutural.



Calculo da estrutura
O calculo de uma estrutura de proteinas a partir de dados de RMN corresponde a busca de

conformagdes consistentes com todos os dados experimentais fornecidos, em particular NOEs e
angulos diedrais.

O primeiro desafio é realizar a atribuicdo dos NOEs. Em principio este problema é trivial,
desde que todos os deslocamentos quimicos sejam conhecidos. No entanto, a maior parte dos
NOEs sdo ambiguos, isto é, apresentam mais de uma possibilidade de assinalamento. O
assinalamento correto so6 é identificado conhecendo-se a estrutura tridimensional da molécula. Por
isso, a estrutura de RMN e o assinalamento de NOEs s&o realizados de forma iterativa.
Inicialmente, um subconjunto de NOEs ¢é assinalado e utilizado para calcular uma estrutura de
baixa resolugdo. Em seguida, este modelo inicial é utilizado para identificar um niumero maior de
NOEs que serdo utilizados para calcular um segundo modelo, e assim por diante. Este processo
pode ser automatizado conforme implementado em diferentes programas entre os quais destacam-
se XPlor-NIH,” CYANA®? e ARIA.®° Estes programas utilizam dindmica molecular e simulated
annealing como métodos de busca no espago conformacional.

Os dados experimentais derivados de NOEs e angulos diedrais sdo impostos como
restricbes através de potenciais de penalidade. Apds o calculo é importante refinar as estruturas
em uma caixa de moléculas de agua explicitas. Este refinamento costuma resolver problemas de
estereoquimica e sobreposi¢cdo de atomos que podem aparecer devido ao uso de campos de forga
simplificados. O refinamento em agua pode ser realizado com o protocolo RECOORD'™ para
CNS."

As estruturas de RMN sao geralmente apresentadas como um conjunto dos 10-20 modelos
de menor energia e menor numero de violagdes das restrigbes experimentais (Figura 11). A
precisdo da estrutura é estimada a partir do calculo do desvio quadratico médio das coordenadas
em relagdo a melhor estrutura do conjunto (RMSD). As regibes da estrutura que apresentam pior
precisdo revelam a auséncia de um numero suficiente de dados experimentais. Esta auséncia
pode ser provocada pela flexibilidade intrinseca da molécula uma vez que se ndo ha estrutura,

tampouco havera NOEs.

Dinamica de proteinas
Proteinas sao flexiveis, ou seja, visitam diferentes conformacgbes em diferentes escalas de

tempo. Estes movimentos podem ser uma caracteristica intrinseca da molécula e também podem
ser essenciais para a sua fungéo bioldgica. A compreensao mais completa da estrutura da proteina
requer conhecimento da dinamica interna.

A dindmica interna de proteinas afeta diferentes observaveis de RMN. Medidas de
parametros de relaxacgao de spins de N (T4 e T, e o chamado NOE heteronuclear entre He 15N)
sdo extremamente informativas sobre os movimentos internos do esqueleto polipeptidico em

escala de tempo rapida (sub-nanosegundos) ou lenta (microssegundos a milissegundos). Um
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exemplo qualitativo € encontrado na Figura 11, em que a regido N-terminal da proteina é altamente
flexivel e, consequentemente, desordenada. Medidas do NOE heteronuclear de N ssz0
qualitativamente consistentes com alta mobilidade na regido N-terminal da proteina (representada

em alaranjado na Figura 11).

Interagdes entre proteinas e ligantes
RMN pode ser utilizada para obter informacgdes detalhadas sobre a interface de complexos

formados por proteinas e outros ligantes. A abordagem mais simples é observar alteragdes no
espectro de ®N-HSQC de uma proteina induzidas a partir da interagdo com um ligante especifico.
Uma vez que os assinalamentos dos picos no espectro de N-HSQC da proteina isolada sao
conhecidos, é possivel mapear aqueles aminoacidos envolvidos na interagdo com o ligante. Para
isso é possivel realizar um simples experimento de titulagdo. Neste experimento, aliquotas de uma
solugéo do ligante ndo marcado sao adicionadas ao tubo de RMN contendo a proteina marcada
com "°N, e ap6s a adi¢do de cada aliquota adquire-se um espectro de "’N-HSQC.

Um complexo cuja afinidade ndo é muito alta, ou seja, com constante de dissociagdo (Kq)
da ordem de dezenas de micromolar geralmente estd em regime de troca rapida na escala de
tempo de RMN. Isto significa que os picos dos aminoacidos localizados na regido de interface do
complexo caminham no espectro da posigdo da proteina livre para a posi¢ado da proteina ligada
(Figura 1J). Este tipo de experimento permite identificar facilmente os aminoacidos que estdo
envolvidos na interagao.

Uma outra situagdo sera encontrada caso a afinidade entre proteina e ligante seja muito
alta. Neste caso, a interagédo pode estar em regime de troca lenta na escala de tempo de RMN. Os
picos da proteina livre desaparecem, enquanto que os picos da proteina ligada aparecem a medida
que o ligante vai sendo adicionado. Neste caso ndo é possivel identificar os aminoéacidos
envolvidos na interacdo através do experimento de titulagdo. E preciso adquirir experimentos de
tripla ressonancia e realizar o assinalamento completo das ressonancias da cadeia principal da
proteina em complexo.

Uma situagcdo um pouco mais complicada é encontrada quando o complexo formado
encontra-se em troca intermediaria na escala de tempo de RMN. Neste caso as linhas espectrais
apresentam-se alargadas, e podem, eventualmente, desaparecer. Neste caso, uma opgdo é
realizar os experimentos em temperaturas diferentes, a fim de aumentar (temperaturas maiores) ou

diminuir (temperaturas menores) a velocidade de troca para recuperagéo das linhas espectrais.
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Legenda para Figura 1

O momento magnético do nucleo pode orientar-se a favor (menor energia) ou contra (maior
energia) o campo magnético externo B (A); Sistema de energia de um spin isolado na presenca de
um campo magnético externo B (B); Sistema de energia correspondente a dois spins acoplados
por acoplamento escalar J (esquerda); a interagcdo de acoplamento escalar resulta no
desdobramento das linhas do espectro (direita) (C); Tempos de relaxagdo do spin nuclear do
préton amidico (1HN), T, e T, em fungédo do tempo de correlagdo da molécula e assumindo um
campo magnético externo de 800 MHz (frequéncia de 1H) (D); Espectro de RMN 1D de hidrogénio
de ubiquitina a 800 MHz, 298K (E); espectro de '°N-HSQC da ubiquitina adquirido a 800 MHz,
298K (F); Espectro de "°N-HSQC de uma proteina intrinsecamente desordenada adquirido a 800
MHz (G); Caminhos de transferéncia de polarizagdo nos experimentos HNCO e HN(CA)CO; plano
de um espectro HNCO e HN(CA)CO mostrando correlaces entre os spins 'HN, N e *CO intra e
inter-residuais (H); Ensemble de 20 modelos de RMN representando a regido N-terminal sem
estrutura em alaranjado, o que é consistente com valores baixos de {'"H}-"’N NOE (I); Experimento
de titulagio acompanhado por "’N-HSQC mostrando um pico que se desloca devido a formagao de

um complexo em troca rapida na escala de tempo de RMN (J).
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