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Introducao

« A espectroscopia por Ressonancia Magneética Nuclear (RMN) em
solugao e a cristalografia por raios-X sao, essencialmente, as unicas
técnicas experimentais capazes de fornecer informacdes da estrutura

tridimensional de uma macromolécula com resolugao atémica.

Estrutura 3D da proteina Psd1 determinada por RMN



Introducao

« 97% do Protein Data Bank é resultante destas técnicas.

« Limitacao: 6kDa para técnicas bidimensionais e 40kDa para trés ou

mais dimensoes.

Estrutura 3D da proteina Psd1 determinada por RMN



Primeira estrutura 3D por RMN
Inibidor de a — amilase (tendamistat) em 1986 por Kline ef al.

Retirada de: http://www.rcsb.org/pdb/explore/jmol.do?structureld=1QFD&bionumber=1



12 estrutura 3D de proteina
determinada com alta
resolucdo através de RMN
foi a Interleucina 18 — 1991

por Clore et al.

Retirado de: http://www.rcsb.org/pdb/explore/jmol.do?structureld=611B&bionumber=1



Fundamentos

* O nucleo atébmico tem rotagdo em torno do seu préprio eixo — spin

* Os nucleos com spin possuem momento angular (p)

« O numero max. das componentes do momento angular & representado pelo
numero quantico de spin (/)

*Um nucleo possui 2/ +1 estados de magnetizacado, podendo seus estados de spin

variar entre +'2 e -1%..
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Fundamentos

« Em prtns, os nucleos mais importantes sdo 'H, **C, *N.
* O spin = campo magnético paralelo ao eixo do spin > Momento Magnético.

« O M. Magnético ¢ diretamente proporcional ao L e a cte giromagnética (y)

spinning proton loop of current bar magnet




Para obter sinal de RMN:

Orienta-se o vetor y, através de um campo magnético externo
(vetor B,), paralelamente a B,em ambos os sentidos.

A transicao entre os dois estados energéticos pode ser conseguida

através da absorcao e emissao de radiacao eletromagneética em uma

frequéncia de Larmor —-f,). —
qu ia v, ( fL) .\.0_ ./BO/:.T[




« Os espectros de RMN, em geral, sao classificados de acordo com a

frequéncia de Larmor do 'H, a qual ira variar conforme B,

 Ex: Um B, de 14,1 T gera uma frequéncia de Larmor de 600 MHz.

« Os nucleos se distribuem desigualmente entre os dois estados energéticos,
possuindo excesso de nucleo no estado de menor energia. Este excesso €

representado por um vetor de magnetizacao resultante denominado M.
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Aplica-se um segundo campo B, (mseg) para excitar todos os

nucleos (H) simultaneamente.

Cessa-se o pulso e detecta-se o sinal de ressonancia de cada

nucleo enquanto seus vetores M retornam a condicao inicial.




« Sinal de ressonancia > frequéncia de precessao do vetor M de
cada nucleo quando estes retomam ao alinhamento paralelo com o

vetor B,. = FID Free Induction Decay.

* Frequéncia de Larmor (MHz - RF) PRECESSAO DE LARMOR
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* O Free-Induction Decay (FID) apresenta-se como uma onda em um
dominio temporal que é convertido em um espctro de frequéncias

empregando-se a transformada de Fourier.

Os espectrdmetros usam
radiacao de pulso de
radiofrequéncias para
fazer com que os nucleos
em um campo magnetico
se alinhem.




A frequéncia de Ressonancia € medida em relacdo a um composto de

referéncia de padrdes ja definidos, como p.ex., o tetrametilsilano ou

trimetilsililpropionato). CHs
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Como a frequéncia de um determinado 'H varia de acordo com B, e os
valores de frequéncia em Hz sao muito grandes, optou-se por criar

uma escala denominada deslocamento quimico (6 ), na qual

0 = v nicleo observado (CHCL;) — v TMS . 106

Frequéncia do espectrometro (em MHz)




Nas técnicas de RMN nao se utiliza um unico pulso de excitacao, mas

uma sequéncia de pulsos.

A manipulacido da magnetizacao dos spins pode revelar influéncias

externas sob um nucleo (ligagdes, proximidade a outros atomos)

Desta forma, obtém-se informacbes relacionadas a estrutura da
molécula, que podem ser “traduzidas” na estrutura tridimensional de

uma proteina.




Deslocamento quimico

« Cada nucleo de uma molécula fornece uma frequéncia de ressonancia
diferente, devido a nuvem eletrénica que o envolve.

« Campo magnetico secundario da nuvem eletrénica influencia no
deslocamento quimico nuclear — efeito de blindagem

» Os sinais do deslocamento quimico dependem da densidade eletrbnica do

ambiente no qual o préton do 'H, ou o nucleo, esta localizado.

......................................................



Acoplamento escalar

- E a interac&o entre os spins nucleares de atomos ligados entre si.

* Representado pela constante de acoplamento (M), onde n € o numero de
ligacOes covalentes separando os nucleos ae b

» Manifesta-se como um pico composto (multipleto).

A Molécula contendo um *C (spin / = ¥2) e um
4 H (/= '2). Acoplamento J., = 100 Hz. O
“ espectro gerado pelos spins do '*C aparece
desdobrado pelos protons vizinhos.

’. ‘ l : No caso do acoplamento do *C sercom .

b, dois protons, o desdobramento ecorre
Y duas vezes, uma por cada acoplamento
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Protons em acoplamento escalar de um fragmento peptidico contendo o
residuo de acido glutamico. As setas vermelhas e azuis indicam acoplamento
3JHH e 2JHH, respectivamente.



Efeito Overhauser nuclear

Efeito da magnetizacao sobre atomos vizinhos sem ligacbes quimicas
entre si.

Denominado Acoplamento Dipolar - transferéncia de magnetizagcao
entre os spins acoplados.
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Estrutura das proteinas

* A determinacao da estrutura tridimensional de macromoléculas por
espectroscopia de RMN ¢ feita pela identificacao Tos picos de

ressonancia.

« Prtns = Grande N° de Atomos > Sinais Sobrepostgos.




Estrutura das proteinas

 Utiliza-se a espectroscopia bidimensional, através de uma seérie de

sequéncias de pulsos especificas:

« Como TOCSY e o NOESY, ambos de correlacdo homonuclear.

« E HMQC e HSQC heteronuclear.
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TO C SY (Total Correlated Spectroscopy )

« Sequéncia de pulsos que induzem a transferéncia da magnetizacao

entre protons ou carbonos via acoplamento escalar.
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[1H,1H]-TOCSY, evidenciando os picos de correlacdo dos protons do
glutamato (vermelho). Os picos em preto na diagonal do espectro sao os
sinais de ressonancia de cada proton do glutamato.



NOESY

* Induz a transferéncia de magnetizacao via acoplamento dipolar.
* No espectro de 2D [1H,1H]-NOESY aparecerao sinais de NOEs.
» Aintensidade dos NOEs - distancia entre os prétons acoplados.
1. NOEs Intensos: atomos separados por 1,8 a 2,7 A.

2. NOEs Médios: 2,7 a 3,4 A.

3. NOEs Fracos: 3,4a5A.




2D Heteronuclear #Hmac ou Hsac)

» Realiza-se a transferéncia de magnetizacao entre o spin do proton
e 0 spin de outro nucleo atébmico, através de somente uma ligacao
quimica.

« Aparecerao picos de correlagao entre proton e 13C ou entre préton

e 5N ---- caracterizagao geral da conformacéao da proteina,

\.’ .0‘0 b 1
.0 [V Ga &
..';. “uﬁ: .?. 1
RSy
Al
®, c.{ o o
° L4 ® .0 -




Espectros bidimensionais heteronucleares 2D[1H,15N]-HSQC
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Espectros de tripla ressonancia

* Pode-se associar a magnetizacao entre diferentes nucleos para se obter um

mapeamento bem definido dos sinais de uma proteina:

Espectro (3D) de HNCO, ter-se-a um sinal oriundo da transferéncia de

magnetizacao entre proton amidico, nitrogénio amidico e carbono da carbonila.




Segmento tripeptidico com alguns caminhos de transferéncia de
magnetizacao obtidos por dois experimentos de tripla ressonanica

ressonancia (3D HNCO em azul e 3D HN(CO)CA em vermelho).
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O sinal observado contera os deslocamentos quimicos de cada um dos atomos

indicados, em um espectro de trés dimensées (1H, 13C e 15N).



Em um espectro 6D HNCOCANH, a magnetizagao sera transferida entre
hidrogénios amidicos de aminoacidos vizinhos através da carbonila e do

carbono alfa.
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Para se determinar os sistemas de spin de uma proteina, sao necessarios pelo

menos 4 de tripla ressonancia e 2 espectros tridimensionais de TOCSY.



Analise dos espectros de RMN




Deslocamento Quimico de 'H

Hmm.HmumH

*OIAVOX

"/\H

T - -
O — N M < 10 O ~ © O

(wdd) H,

m
<

—
-—

1BA

4l
135

0.d
ayd
oW
sAq
na
al
SIH

mo
u9
sA)
dsy
usy

g1y
e



Deslocamento Quimico de 13C
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Analise dos espectros de RMN

Analise por regioes
de acordo com o
grupamento quimico
esperado por cada

faixa de &




Glu Thr Val
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Seguimento tripeptidico com indicacao de NOEs sequencias
empregados para atribuir as ressonancias dos trés sistemas de spin a
partir da Treonina



Calculo da estrutura

Estrutura

tridimensional de
macromoléculas

\ 4

Angulos torcionais como
Diedro ¢ e x7 sao uteis.
Sao inferidos via
constante de
acoplamente 3JHNHa e
3JHaHpB

>

Baseada em
informacdes de distancia
interprotons

l

Intensidade dos
NOEs faz-se
aproximacao da
distancia entre
protons envolvidos
em acoplamento
dipolar



C(ln 1

Fragmento de uma cadeia polipeptidica
evidenciando os angulos de diedro @, y e x1



diedropey —— inferidos a partir do indice de deslocamento
quimico dos nucleos (CSI)

angulo x1 DQ é sensivel ao
ambiente e a geometria
das ligacdes quimicas.

fornece importante
informacao sobre a
conformacao da
cadeia lateral dos
aminoacidos

DQ de 13Ca e 1Ha sdo os
mais usados e melhor
correlacionados com a
presenca de estruturas

2arias em proteinas.



O calculo do CSI, sigla para Chemical Shift Index €& feito através do site:
http://www.bionmr.ualberta.ca/bds/software/csi/latest/csi.html
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Funding for this software has been provided i part by the
Canadian Institutes of Health Research (CIHR Group)
and the
Protein Engineering Networks of Centres of Excellence (PENCE).

csi - Chemical Shift Index

Version: 2.0 - Dec 2002

CSI| é um programa para determinacdo da estrutura secundaria das proteinas a
partir dos indices dos deslocamentos quimicos de 1-H e os nucleos 13-C.



As restricbes de distancia obtidas por NOEs, assim como de distancia
entre protons envolvidos em ligagdes de hidrogénio e as restricoes de
angulos @, y e x1, sdo entao usadas em protocolos de dinamica
molecular realizados por programas especificos para ajustar a
estrutura da proteina.

O programa busca conformacdes da molécula que satisfacam o
maximo possivel as restricdes empiricas e experimentais.
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Nesta figura € mostrada uma sobreposicao de vinte estruturas obtidas como descrito
Em A, um desenho evidenciando as estruturas secundarias.

Em B, sdo mostrados apenas os atomos da cadeia principal (verde — carbono, azul —
nitrogénio e vermelho — oxigénio).

Em C, sdo mostrados todos os atomos (cinza — hidrogénio e amarelo — enxofre).
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