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SCREENING PROTEIN-LIGAND INTERACTIONS USING 'H NMR TECHNIQUES FOR DETECTING THE LIGAND. NMR
is a valuable screening tool for the binding of ligands to proteins providing structural information on both protein and ligands and
is thus largely applied to drug-discovery. Among the recent NMR techniques to probe weak binding protein-ligand complexes we
have critically evaluated the advantages and disadvantages of STD (Saturation Transfer Difference), WaterLOGSY (Water Ligand
Observation with Gradient Spectroscopy), NOE pumping and DOSY-NOESY (Diffusion-Ordered NOESY) using a mixture of BSA
(bovine serum albumin) plus salicylic acid, caffeine, citric acid, adipic acid and D-glucose.
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INTRODUCAO

Os fendmenos fisico-quimicos desencadeados pelas interacdes
intermoleculares entre ligantes e receptores macromoleculares sao
a chave para o entendimento dos processos bioldgicos'. Neste con-
texto, a ressonancia magnética nuclear (RMN) tornou-se a priori
uma técnica poderosa no estudo de interacdes proteina-ligante, sen-
do capaz de detectar e quantificar as interacdes com alta sensibili-
dade sem o conhecimento prévio da fungdo da proteina.,

Entretanto, o monitoramento das interacdes através dos deslo-
camentos quimicos das macromoléculas ¢ dificil de ser analisado
sem marcacdo isotdpica. Isso faz com que o estudo das proprieda-
des dos ligantes seja mais apreciado, pois, fornece espectros de
RMN mais simplificados e resolvidos que os espectros das
macromoléculas. Existem muitos métodos espectroscépicos para
a observagdo do epitopo dos ligantes, como métodos baseados na
relaxacdo® 7, e transferéncia de NOE'. Entende-se por epitopo a
superficie de contato macromolécula-ligante que pode ser mapeada
através dos hidrogénios situados na interface. Os principais expe-
rimentos utilizados na obtencéo do epitopo do ligante sdo o STD>®
(“Saturation Transfer Difference”), WaterLOGSY” (“Water Ligand
Observation with Gradient Spectroscopy”) ¢ NOE pumping®’. J4 o
experimento de DOSY-NOESY (“Diffusion-Ordered” NOESY)
permite a obteng@o do epitopo da proteina. Portanto, estas técnicas
fornecem informagdes complementares acerca das interagdes pro-
teina/ligante.

Este trabalho estd voltado para o estudo das funcdes de proteinas
através de suas interagdes com metabolitos celulares e xenobidticos,
aplicando-se técnicas de RMN 'H e de transferéncia de NOE.

O efeito overhauser nuclear (NOE)

O NOE (Efeito Overhauser Nuclear) € definido como a mu-
danc¢a na drea do sinal proveniente de um nucleo causada pela sa-
turacdo do sinal de um segundo nucleo. Essa alteracdo resulta da
transferéncia de polariza¢do entre nicleos acoplados dipolarmente
via mecanismos de relaxagdo spin-rede (T,). Estes experimentos
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tém a caracteristica de “sondar” acoplamentos dipolares que sio
espectralmente “invisiveis” nas amostras liquidas, mas fornecem
informacdes relevantes sobre os movimentos moleculares e dis-
tancias intra e intermoleculares.

A transferéncia de NOE intermolecular entre macromoléculas
e moléculas pequenas foi originalmente observada e descrita hd
mais de 30 anos'®!", sendo aplicada na determinagdo estrutural de
moléculas ligadas a receptores macromoleculares'>'.

O NOE depende do tempo de correlagdo (7)) das moléculas
ligadas e livres. Para pequenas moléculas (MM < 1000-2000) que
se movimentam rapidamente (w,r_ < 1), sdo observados NOE posi-
tivos com um aumento maximo de sinal de 50%. Para grandes mo-
léculas com movimentos lentos (w,r, > 1), um NOE negativo ma-
ximo de —100% ¢ observado', Esquema la. Quando o produto w,T,
= 1, os efeitos de NOE sdo muito pequenos, praticamente nulos.
Neste caso, experimentos com trava de spin (“spin-lock™) como
ROESY" (“Rotating Frame Overhauser Effect Spectroscopy”) trans-
pdem esta barreira, pois a relaxa¢do cruzada € positiva para todos
os valores do tempo de correlacio rotacional, como mostrado no
Esquema 1b.

Na espectroscopia de RMN macromolecular, os NOEs sdo
amplamente empregados na determinacdo dos sitios ativos de liga-
¢do através da transferéncia de magnetizacio receptor-ligante. Uma
molécula pequena ligada a um receptor macromolecular compor-
ta-se como parte da macromolécula, apresentando NOEs negativos
e intensos. Entretanto, este efeito depende da velocidade de troca
do equilibrio. O “calcanhar de Aquiles” dos métodos de RMN para
triagem de ligantes ativos € a dificuldade em detectar compostos
fortemente ligados, que, por conseqiiéncia, apresentam velocida-
des de dissociagdo lentas'. Esta limitacdo pode ser superada apli-
cando-se a técnica introduzida por Jahnke et al. utilizando compe-
ticdo pelo sitio ativo da proteina, em que um ligante fraco (repor-
ter) € deslocado por um ligante forte. A vantagem desta metodologia
¢ identificar um ligante em uma grande mistura de compostos e
fornecer um K, aproximado em um experimentos simples. O epitopo
pode ser evidenciado a seguir, aplicando-se técnicas como STD e
WaterLOGSY "%,

Dessa forma, para implementar e interpretar experimentos de
triagem por RMN € necessdrio revisar alguns conceitos basicos
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Esquema 1. Dependéncia do NOE homonuclear entre hidrogénios em fungdo
do produto o T, a) em fungdo da relaxagdo longitudinal e b) em fungdo da

o’ d

relaxagdo transversal ou T,p

sobre o equilibrio de ligacdo, de forma a permitir uma melhor dis-
tin¢@o entre principios bioldgicos e fisico-quimicos a partir de no-
vos desenvolvimentos na drea da RMN.

Os fenomenos de troca

A natureza dinamica dos processos de ligacdo entre ligante e
receptor influencia os sinais nos espectros de RMN. Considerando
o espectro de RMN do ligante no equilibrio mostrado no Esquema
2 nota-se que quando a molécula pequena (L) se liga a um receptor
macromolecular (R), L adquire propriedades de R e, conseqiiente-
mente, as propriedades (RMN) serdo alteradas.
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Esquema 2. Alteragaes fisicas e espectroscdpicas resultantes da associa¢do
entre ligantes e macromoléculas. K - constante de dissociagao; k, - constante
de velocidade para dissocia¢do do complexo R-L; k, - constante de
velocidade para a formagdo do complexo R-L; [L] concentragdo do ligante;
[R] concentragdo do receptor

Quim. Nova

Se o processo de troca for lento comparado a diferenga de des-
locamento quimico (8) entre os estados de ligante livre e ligado
5, - | dois conjuntos distintos de sinais serdo observados,

ivre comple)fado ) i
um para o ligante livre e outro para o ligante complexado. Entre-
tanto, se o ligante se ligar ao receptor macromolecular com baixa
afinidade, ou seja, no limite de troca rdpida apenas um sinal A, & é
igual 2 média ponderada das populacdes de SA e 0A, (Ad

complexado livre
> k, ), serd observado;
A = pcomplexado Acomp]exado + plivre Alivre: (1)
sendo p a razdo populacional do ligante complexado a pro-

complexado

tefna e p, ~a razdo populacional de ligantes livres. A Equagéo 1
ivre
poderd ser aplicada somente se a troca quimica for rdpida para
escala de tempo da relaxacdo e do (8) do sistema, ou seja, se k, for
maior que |3, - 8 | e maior que as constantes de relaxagio
ivre complexado s N
(T," ou T,") do complexo. Sob essas condigdes, as alteragdes dos
sinais de RMN de A , geradas durante o estado de L )
K complexado A complexado
serdo transferidas para o estado de L, e vice-versa; esse processo
de transferéncia serd mediado pela rdpida velocidade de troca
e L durante o tempo ¢ necessdrio para medir A. Entdo,
complexado livre
se k. for maior que a velocidade da relaxagdo transversal T," do
complexo, a velocidade 7' de um ligante L. em uma mistura de
ligante L e receptor R serd dada por:
-1

T

-l —
oL p L,complexado TZ

L,complexado + pL,livre TZ-IL,livre (2)

As populacdes individuais de PLcomplexado € PLiivre dependem de
K, e das concentragdes de L e R (Figura 1). A partir da Equagdo 2
ficou evidente que o sinal do ligante, em uma mistura ligante-re-
ceptor em que 7, do receptor € curto, serd observado se p, . »
PL complesador OU seja, ligante em excesso em relagio ao receptor ([L]
» [R]). Nestas condicdes, se o sinal do complexo ndo € observado,
os sinais do ligante livre fornecerdo informagdes a respeito do
epitopo do complexo®.

Resumidamente, o efeito de transferéncia de NOE é melhor
observado para sistemas com K, = 107 ¢ 10° M (constantes de
dissociagdo para complexos fracos), nas quais o kaﬁr € maior que T,
" do complexo, por exemplo para T, = 10 ms o k> 100 Hz. Para os
sistemas em que a velocidade de dissociacdo € limitada pela difu-
sd0 o k, serd aproximadamente 10° M"'s™ e para um K entre 107 e
10° M o knﬁ serd estimado entre 100 e 100.000.000 Hz.

Equilibrio quimico entre varias espécies

Na investigacdo do equilibrio quimico entre mais de duas es-
pécies por RMN ¢é necessdrio entender as etapas do equilibrio qui-
mico competitivo que acontece nessas situagdes®.

O caso mais simples € com dois ligantes L e I que competem
pelo mesmo sitio de liga¢do do receptor R. Tomando L como o
ligante previamente caracterizado e I como um novo ligante ou um
“inibidor”, seus equilibrios podem ser definidos usando K =[R][L]/
[RL] e K=[R][I)/[RI]. O equilibrio apropriado para esse sistema
pode ser escrito da seguinte forma:

[Rr}—r[R]+ 1]+ [L}eE=lRe] 3)

7 T
Koy kojy

A adicdo de I reduz [RL] através de um deslocamento compe-
titivo. Usando os limites de I,=[IR]+[I] e R =[R]+[RI]+[RL] fica
possivel definir a constante de dissociagdo aparente K op COMO:
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em que R e L, sdo concentragdes totais do receptor e do ligante,
respectivamente. Como esperado, o fator (1+[I]/K)) deverd ser 2 1
e, desta forma, K a2 Ky O incremento no valor da constante de
dissociagdo reflete a reducdo dos sitios de ligagdo disponiveis de R
pela interagdo competitiva de L.

Se a constante de dissociagdo para o inibidor for conhecida, K|
= [R][IJ/[RI], torna-se possivel estimar o K, de L pela fragdo de
troca causada por I. Para K, « K, o inibidor I atuard deslocando L,
para I « L. Desta forma, um inibidor pode ser um reagente muito
util, se I for um ligante especifico e L. for um ligante teste; este
efeito poderd ser usado para identificar a especificidade do ligante
teste. Adicionalmente, se L for um ligante especifico e I um ligante
teste, este efeito poderd ser usado em experimentos de triagem por
RMN para identificar previamente ligantes desconhecidos.

Um outro aspecto importante seria como a troca quimica,
dirigida pelo equilibrio quimico, modula os parametros de RMN
dos ligantes livres e ligados e do receptor. A observacio desses
parametros modulados forma a base de todos os experimentos de
triagem por RMN.

Na prética, assume-se que 0S Processos Ocorrem sempre com
troca rdpida. Isso porque as condi¢des experimentais para triagem
por RMN sdo, normalmente, bem estabelecidas para troca ripida.
Esses experimentos sdo, geralmente, realizados com a razdo da
concentragdo de ligante total vs receptor total, que tem que ser
superior a 10 (L /R > 10) e ligantes fracamente associados que pos-
suem um K, > 100 uM. Os experimentos de triagem por RMN séo,
primariamente, baseados no 'H; conseqiientemente, k. excede a
maioria das diferencas nas velocidades intrinsecas de relaxacdo de
H e freqiiéncias de precessao; isso fornece a garantia de que a troca
quimica rapida € valida. Além disso, nessas condicdes os pardmetros
de RMN se tornam simples médias entre os pardmetros dos ligantes
e dos receptores.

Existem diversas técnicas de RMN para estudar as interacdes
proteina-ligante e serdo discutidas aqui as metodologias que re-
pousam no fendmeno de transferéncia de NOE para detectar e ca-
racterizar ligantes ativos em misturas complexas.

Métodos de RMN aplicados na deteccao do ligante

O experimento de STD?' (“Saturation Transfer Difference”)
como o nome ja diz consiste na diferenca entre dois experimentos.
No primeiro experimento (‘“on-resonance”), satura-se o receptor
(protefna) via um trem de pulsos seletivos de radio freqtiéncia (7f).
Esses pulsos sdo aplicados na freqiiéncia de ressonancia dos ntcle-
os do receptor e ndo do ligante. A saturagdo propaga-se através dos
hidrogénios do receptor via rede de interacdes dipolares
intramoleculares H-H; esse processo chamado “difusdao de spin” é
eficiente devido a grande massa molecular do receptor. A satura-
¢do ¢ transferida aos compostos ligados via relaxacgio cruzada inter-
molecular para a interface receptor-ligante. As pequenas molécu-
las dissociam-se do receptor, mas permanecem em um estado
“saturado” devido aos seus longos tempos de T, quando livres.
Logo, realiza-se um segundo experimento (“off-resonance”) no qual
um trem de pulsos de rf idéntico ao primeiro € aplicado fora da
faixa de ressonancia dos nucleos dos ligantes e do receptor. A sub-
tracdo dos experimentos fornece um espectro com os sinais dos
ligantes?*. Nos experimentos “on-resonance” as protefnas sdo ir-
radiadas em torno de -1,00 ppm, pois normalmente os ligantes nao
possuem sinais nessa regido, enquanto as proteinas sim. Se 0s
ligantes ndo possuem sinais na regido aromadtica esta se torna uma
regifio passivel de irradiagdo. Pulsos seletivos sdo empregados nas
irradiagdes de saturag@o dos sinais da proteina, pois estes devem
ter sua posicdo de irradiacdo exatamente selecionada (Esquema 3).

Mapeamento das intera¢des proteina-ligante através de técnicas de RMN de 'H 1599
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Esquema 3. a) Seqiiéncia de pulsos do experimento de STD com uma
seqiiéncia adicional WATERGATE para eliminar o sinal residual do HDO. A
subtragdo espectral é realizada depois de cada scan, através de ciclagem de
fase. A freqiiéncia do pulso seletivo é colocada ora em —0,4 ppm (“on
resonance”) ora em 30 ppm ( “off-resonance”); b) representagdo esquemdtica
do experimento de STD. Quando a proteina se torna saturada, os ligantes
que estdo ligados a ela se tornam saturados também, através da transferéncia
de NOE intermolecular

Os experimentos de STD sdo excelentes técnicas para determina-
¢do do epitopo e das constantes de ligagdo dos ligantes, informagdes
estas de suma importancia no desenvolvimento de novas drogas.

A técnica de STD, desenvolvida por Mayer e Meyer?, repre-
senta um dos mais sensiveis e populares métodos de triagem de
ligantes e foi inicialmente aplicada na verificagdo da atividade de
ligacdo entre moléculas de carboidratos e aglutinina de gérmen de
trigo (WGA) em solugio.

Apesar dos intimeros trabalhos publicados recentemente utili-
zando o experimento de STD para detectar ligantes em potencial,
esta metodologia € inadequada quando receptor e ligantes apresen-
tam sinais nas mesmas regides do espectro, como no caso de protei-
nas (R) e polipeptideos (L) ou DNA (R) e polinucleotideos (L).
Por isso, uma variaciio do experimento de STD, o WaterLOGSY,
foi proposto a fim de identificar um ligante ligado a proteina atra-
vés de moléculas de H,O usadas como reporteres.

O experimento de WaterLOGSY transfere parcialmente a
magnetizacdo a partir da dgua via complexo proteina-ligante para o
ligante livre (Esquema 4)'%%. Neste experimento, os sinais dos com-
postos ndo ligados aparecem com fase oposta e tendem a ser menos
intensos que os sinais dos ligantes que interagem com a proteina.
Baseados em muitas observagdes experimentais, Dalvit e colabora-
dores® desenvolveram um experimento que usa o volume de dgua
para detectar a interac@o entre ligantes e proteina. Essa técnica obte-
ve sucesso no estudo do mapeamento da ligagdo de dez ligantes de
baixa massa molecular (na concentracdo de 100 UM cada) a uma
kinase-2 dependente de ciclina (cdk2, 34 kDa, concentracdo 10 uM),
sendo especialmente util para complexos em que os participantes
sdo fortemente hidratados, portanto, nesta técnica existe uma clara
discriminacd@o entre as moléculas livres e ligadas a proteina.

Outro experimento utilizado na triagem de ligantes que interagem
com macromoléculas € o NOE “pumping”, que utiliza um filtro de
difusdo para eliminar os sinais dos ligantes livres na mistura en-
quanto preserva os sinais do receptor macromolecular, seguido por
um tempo de mistura da seqiiéncia NOESY-1D que permite a difu-
sdo de spin através de caminhos de relaxag@o a partir da proteina
para os ligantes (Esquema 5). A macromolécula complexada funcio-
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Esquema 4. a) Seqiiéncia de pulsos do experimento de WaterLOGSY. O sinal
da dgua é seletivamente invertido em varreduras alternadas de pulsos de
90° e deslocamentos de fase dos pulsos seletivos de 180°. A transferéncia de
magnetizagdo da dgua invertida, tanto para os ligantes livres como ligados,
ocorre durante o T, ; b) mecanismos de transferéncia de magnetiza¢do
Sfundamentais do WaterLOGSY. A transferéncia de magnetizagdo a partir da
dgua para os ligantes ocorre via hidrogénios ldbeis do receptor dentro e
fora do sitio ativo. As bolinhas azuis indicam as moléculas de dgua invertidas.
Somente os ligantes ligados experimentam ambos tipos de transferéncia de
magnetizagdo

D: filtro de difusdo; B: ligante saturado através da proteina
(NOESYI1D)

Esquema 5. a) Seqgiiéncia de pulsos do experimento de NOE pumping. As barras
finas e grossas representam os pulsos de 90° e 180°, respectivamente; b)
representacdo esquemdtica mostrando a ligagdo reversivel do ligante (L) ao
receptor (R) para formar o complexo RL. Os ligantes livres em solugdo tém
seus sinais eliminados pelo filtro de difusao (D). Os caminhos de relaxag¢do, a
partir da proteina para o ligante, tornam-se visiveis durante o T,

na como um reservatério de polarizacdo para os seus ligantes. Apds
a dissociacdo do complexo, os ligantes que sofreram transferéncia
de magnetizacio apresentam alteragdo da amplitude dos seus sinais,
efeito NOE, a qual perdura mais que na macromolécula devido aos
longos tempos de T, das moléculas pequenas no estado livre.

Para demonstrar a eficiéncia deste método, Chen e Shapiro®®
analisaram uma mistura de albumina humana (HSA) e possiveis
ligantes como &cido salicilico, dcido ascérbico e a D-glucose, de-
monstrando que apenas o dcido salicilico interagia com a proteina.

Quim. Nova

Uma variagdo deste experimento ¢ o NOE “pumping” reverso
(RNP), que consiste do experimento de NOE “pumping” acrescido
de um filtro (CPMG-T,). A avaliagdo da mistura de HSA e dcidos
graxos lineares permitiu evidenciar o ligante ativo na mistura e a
maior interagdo da macromolécula com os acidos graxos de cadeia
mais longa indicando que existe uma resposta espectral maior para
os 4cidos graxos de cadeia mais longa.

O método de NOE “pumping” € pouco sensivel se comparado
aos experimentos de STD e WaterLOGSY, consumindo um tempo
de mdquina pelo menos 5 vezes maior.

Em principio, os NOEs intermoleculares que ocorrem entre um
ligante e um receptor macromolecular permitem a determinacio
dos pontos de intera¢do da proteina e do ligante (epitopo) e, por-
tanto, a orientacdo do ligante no sitio ativo da proteina.

Recentemente, o 2D-DOSY?* (“diffusion-ordered spectroscopy”)
que usa gradientes de campo pulsados para medir coeficientes de
difusdo ganhou popularidade, possibilitando a medida exata e ndo
invasiva dos coeficientes de difusdo de componentes isolados em
misturas complexas. Uma extensdo do experimento de DOSY foi
proposta e denominada de DOSY-NOESY (“diffusion-ordered
NOESY”) por Gorenstein e Gozansky?”.

O DOSY-NOESY ndo mede os coeficientes de difusdo, mas
aplica a difusdo molecular no estudo de misturas complexas ou de
moléculas em equilibrio dindmico entre os estados ligados e li-
vres. E importante que os componentes do sistema apresentem
coeficientes de difusdo significantemente diferentes para que os
NOEs possam ser resolvidos baseados nas velocidades de difusao.
Se a velocidade de troca for lenta para a escala de tempo da RMN,
as correlacdoes de NOE serdo separadas pelos respectivos coefici-
entes de difusdo. Contudo, se a velocidade for de moderada a rapi-
da, os NOEs a partir do complexo terdo um coeficiente de difusido
aparente baseado na velocidade de troca. Teoricamente, a tnica
exigéncia para o uso do DOSY-NOESY € a capacidade de separar
os coeficientes de difusdo entre as espécies de interesse do resto do
sistema quimico (Esquema 6).

Esquema 6. Seqiiéncia de pulsos do experimento de DOSY-NOESY. Este
experimento é uma jungdo da seqiiéncia STE com a seqiiéncia de NOESY. Os
tempos t, e T, sdo os tempos de evolugdo e de mistura, respectivamente

A base para determinacdo da razdo de ligacio € que os coefici-
entes de difusdo se alterem pela interagdo com o receptor. Em um
equilibrio rdpido, a Equagdo 5 descreve o quanto a magnitude da
magnetizagdo (/) é afetada pela forca do gradiente no experimento
de difusao®.

I, =1, eXp|:— D(A - 2)1(2} 5)

em que, K = ydg, v € a razdo magnetogirica, & € a largura do pulso
de difusdo, g € a forca do gradiente, /, € a intensidade do sinal
quando g = 0, D € o coeficiente de difusdo e A € o tempo no qual a
difusdo ¢ monitorada.

No experimento de DOSY-NOESY, a intensidade do sinal ob-
tida pela transferéncia de NOE € determinada pela por¢dao DOSY
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da seqiiéncia. A Equagdo 3 pode ser reescrita de forma que a incli-
nagdo da reta determinada pela In[/(K)] (intensidade do sinal) versus
¢* (forga do gradiente) seja proporcional ao coeficiente de difusdo
da espécie de interesse.

Tashiro e colaboradores® aplicaram a seqiiéncia de pulsos DOSY-
NOESY para verificar a interacdo entre os hidrogénios aromaticos
do 4cido salicilico e a regido alifatica da albumina de soro humano
(HSA). Este experimento, diferentemente dos outros citados anteri-
ormente, fornece também o epitopo da macromolécula, ou seja, além
de mostrar quais hidrogénios da molécula pequena estdo envolvidos
na interagdo ainda mostra qual por¢do da proteina interage com o
ligante, sem necessidade de marcacdo isotépica. Entretanto, ¢ um
método que consome em torno de 10 vezes mais de tempo de maqui-
na que os outros experimentos citados anteriormente.

Virios critérios devem ser considerados para a escolha do mé-
todo certo para identificar e caracterizar o ligante através da
espectroscopia de RMN. A Tabela 1 ¢ sumario de alguns desses
métodos>.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A parte introdutdéria deste artigo apresentou as quatro
metodologias mais utilizadas nos estudos de interagdo receptor-
ligante. Entretanto, a literatura € escassa, ou melhor, inexistente
com rela¢do a uma andlise comparativa destas técnicas utilizando
uma mesma amostra. Portanto, este trabalho teve como objetivo
principal comparar os resultados obtidos aplicando estas quatro
técnicas a uma amostra modelo de albumina de soro bovino (BSA)
na presenca de 4cido adipico, 4cido citrico, cafeina, D-glucose e
acido salicilico. Essas moléculas pequenas foram utilizadas como
modelos de metabdlitos celulares, pois € conhecido que estas apre-
sentam afinidade com as proteinas do sangue, com excec¢io da D-
glucose que foi usada como controle negativo. Neste estudo, as
concentragdes das macromoléculas ndo foram variadas. Mudangas
na concentragio da protefna podem aumentar a viscosidade da so-
lugdo se comparada a concentragdo do ligante, resultando em mu-
dangas nos coeficientes de difusdo do ligante independente da
interagdo proteina/ligante.

Foram realizados trés experimentos modelos: 1) com 90 uM
de BSA (concentracdo determinada por UV) e uma mistura de
ligantes, chamada de mistura 1, contendo 9,84 mM de 4cido
salicilico (1), 10,2 mM de cafeina (2), 10,5 mM de acido citrico
(3), 10,4 mM de 4cido adipico (4) e 10,0 mM de D-glucose (5) em
tampado fosfato (pH = 7) em 99,9% de D,0; 2) com 90 uM de BSA
e uma mistura, chamada de mistura 2, contendo 10,9 mM de (1) e
10,3 mM de (5) em tampao fosfato (pH = 7) em 99,9% de D,O e 3)
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com 90 UM de BSA e uma outra mistura, chamada de mistura 3,
contendo 10,2 mM de (2) e 10,3 mM de (5) em tampao fosfato (pH
=7) em 99,9% de D,0O. Estes experimentos permitiram, além da
otimizagdo dos pardmetros experimentais, a investiga¢ao do equi-
librio quimico competitivo entre mais de duas espécies por RMN.

Uma primeira avalia¢do da interagdo entre os ligantes e BSA ja
pode ser feita através do espectro RMN de 'H observando a varia-
¢éo dos deslocamentos quimicos (8) dos ligantes da mistura 1 na
auséncia e na presenga de BSA. O §, observado no espectro dos
ligantes na presenga da BSA é a média ponderada dos & do ligante
nos estados livre e ligado, como mostrado na Equagéo 6.

8, = (8 xf)+ (&, xfy (6)

em que, f, e f,, s80 as fragdes molares dos ligantes livres e ligados.
Além disso, o pequeno alargamento dos sinais dos ligantes (1) e
(2) na presenga de BSA e ndo a duplicagdo dos sinais € outro
indicativo de que a interag@o acontece em um regime de troca rapi-
da. Os niimeros sobre as estruturas abaixo representam os §,, dos
respectivos sinais na presenca de BSA e os nimeros em vermelho
representam as AS,, dos sinais na presenca e na auséncia de BSA,
Esquema 7.

Foram realizados experimentos de difusdo aplicando a seqiién-
cia de pulsos DBPPSTE™ e os valores de K, para os ligantes nas
misturas 1 e 2 puderam ser calculados a partir da Equacéo 7, como
mostrado na Tabela 2.

(0,03)

(0,02) (4] 3.|33
117
{0,04) 0 N
6,87, OH N (0,02)
T | \> 7.88
738 N
(0,04) 687 On 3.5!'}/ \
(0,04) (0.03) 0 393
(0,03)
acido salicilico (1) cafeina (2)
{0,013 (0.01)
2,86 2,76
H H (001 (0,01)
237 1,63 COOH
HOOC E COOH HOOC
F 1,63 237
HOOC OH
acido citrico (3) acido adipico (4)

Esquema 7. Os niimeros sobre as estruturas acima representam os 0, dos
respectivos sinais na presenga de BSA e os niimeros em vermelho representam
as AO,, dos sinais na presenga e na auséncia de BSA

Tabela 1. Técnicas de RMN para identificacdo e caracterizacdo de ligantes

STD NOE “pumping” WaterLOGSY Experimentos de difusao
Proteinas (>30 kDa) sim sim sim nao
Proteinas (<10 kDa) nao nao nao sim
Proteinas marcadas isotopicamente nao nao nao ndo
“Epitope mapping” da proteina nao nao nao nao
“Epitope mapping” do ligante sim sim sim Nao
Quantidade de proteina a 500 MHz 0,1 nmol ~ 25 nmol ~ 25 nmol ~ 100 nmol
K, (ligagdo forte) K (ligagdo fraca) 0,1 nM ~ 10 mM 1 nm~1mM 0,1 nM ~ 10 mM ~ 100 nM ~ 1 mM
Identificagdo do ligante sim sim sim sim
Comentarios Método robusto Método estavel, mas o Bom para alvos ou Método relativamente

excesso de ligante e o

ligantes hidrofilicos pouco sensivel

tempo de mistura devem
ser otimizados
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A constante de equilibrio pode ser calculada a partir da con-
centragdo de proteina (P, ) e de ligante (L, ) e pela medida do co-
eficiente de difusdo (D,) para os ligantes na presenga de proteina,
do coeficiente de difusdo (Df) para o ligante na auséncia de protei-
na e do coeficiente de difusdo (D,) para a proteina pura. A Equagao
2 ¢ adequada para sistemas de equilibrio 1:1.

As constantes de dissociacdo aparentes calculadas para os
ligantes indicaram fraca interagdo com a proteina, uma vez que 0s
valores de K ., encontrados foram da ordem de 10° M. Além disso,
foi possivel constatar que (1) (K, = 26 mM) interage em uma maior
propor¢do com a BSA que (2) (K, = 128 mM).

O aumento do valor de K, para (1) na mistura 1 (K, = 26 mM)
se comparado a (1) na mistura 2 (K, = 3,6 mM) pode ser raciona-
lizado de duas formas: na mistura 1, ambos ligantes (1) e (2) estio
competindo pelo mesmo sitio na BSA ou, na mistura 1, a cafefna
liga-se a um sitio alostérico modificando a conformacdo da protei-
na e alterando a topologia do sitio ativo do 4cido salicilico enfra-
quecendo a ligagdo e, portanto, aumentando K.

Entretanto, as constantes de dissociacdo determinadas por di-
fusdo sofrem distor¢des acarretadas pelas alteragdes
conformacionais e dindmicas impostas pela complexacido. Além
do mais, esta técnica ndo fornece nenhuma informacio sobre o
epitopo dos ligantes, sendo usada exclusivamente para triagem.
Portanto, € de fundamental importancia avaliar as associagdes
supramoleculares aplicando metodologias complementares e uma
alternativa escolhida foi o uso do experimento de STD.

Em principio, no experimento de STD, o grau de saturacdo de
um hidrogénio individual de um ligante reflete a proximidade des-
te a superficie da macromolécula. A intensidade relativa dos hidro-
génios do ligante nos espectros de STD controle (/) e STD (7 )
fornece o “fator STD” (A, )?, a partir da Equacao 8:

STD
Agp =———4 == (8)

A multiplica¢@o do fator STD pelo excesso de ligante fornece
o fator STD amplificado, que permite uma melhor avaliacdo do
valor absoluto do efeito STD, fornecendo a quantidade de ligante
ativo na mistura.

A Figura la mostra o espectro de STD da mistura 1 e o mapa
de epitopo de (1) e (2) na presenca de 90 UM de BSA (razao molar
proteina-ligante igual a ~ 122). Os dados apresentados no espectro
sdo as intensidades relativas ao espectro de referéncia (STD con-
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trole) e obtidas a partir da Equacdo (1). O mapa de epitopo dos
ligantes (1) e (2) foram obtidos pela normaliza¢do do sinal mais
intenso de cada ligante para 100.

O espectro de STD da mistura 1 mostrou que a BSA se ligou
ao composto (1) através dos intensos sinais dos H-6 (7,77 ppm), H-
4 (7,38 ppm) e H-3,5 (6,87 ppm) com um fator STD de 12 a 14 %
e ao composto (2), em menor propor¢do (1 a 2 %), através dos H-
8 (7,88 ppm), da CH,-9 (3,93 ppm), CH,-3 (3,50 ppm) e CH,-1
(3,33 ppm).

"
o R
115 % » 1,17 %125 % 7 l“\
3 » on L% s .7> =
11,1 % Pl N\ l
e
7 % 93 o ° -
‘ L ®

CH;-JCHJJ
CHz-9

8 7 6 5 4 3 2 1 -0 ppm

Figura 1. a) Espectro de STD e b) espectro de STD controle da mistura 1 na
presenga de 90 uM de BSA a 25°C. As intensidades relativas obtidas através
do experimento de STD estdo apresentadas em negrito sobre o espectro de
STD e a atribuicdo de cada sinal estd indicada em itdlico sobre cada sinal
no espectro de STD controle. Os niimeros em negrito sobre as estruturas
representam o mapa de epitopo

Objetivando uma otimiza¢do dos parametros de aquisicdo foi
obtida uma série de espectros de STD para as misturas 1 e 2 vari-
ando o tempo de saturagcdo de 100 ms a 10 s, como mostrado nas
Figuras 2 e 3, respectivamente.

O fator STD méximo para o composto (1) foi conseguido com
tempos de saturaciio em torno de 4,0 s tanto para a mistura 1 como
para a mistura 2 (Figuras 2a e 3a), ja para mistura 3 cujo H-8
possui tempo de relaxagdo (T,) maior o fator STD méximo néo foi
alcangado até 7,5 s (Figura 3b).

Uma outra constatacdo importante foi que para mistura 1 a
percentagem de interagdo foi 2% menor para (1) e 3% menor para
(2) quando comparadas a percentagem de interagdo desses com-
postos nas misturas 2 e 3 nas quais ndo foram adicionados outros
ligantes. Essa redu¢@o no efeito STD pela adicdo de outros candi-
datos a ligantes fornece fortes evidéncias de uma possivel compe-
ticdo pela BSA entre os compostos (1) e (2).

Tabela 2. Comparagio dos valores de difusao da mistura 1 na auséncia e na presenga de 90 UM de BSA e valores de K para os ligantes (1)

e (2) nas misturas 1 e 2

Composto D (10" m? s DD, D (10" m? s D/DD_HZO K, (10° M) K, (10° M)
Na auséncia de “ Na presenca de Mistura 1 Mistura 2
BSA BSA Assumindo Assumindo
(1:1) (1:1)
Acido salicilico 7,82 £ 0,05 0,36 591 £ 0,10 0,28 26 3,6
Cafeina 6,71 = 0,06 0,31 6,41 = 0,05 0,30 187
Acido citrico 6,52 = 0,04 0,30 6,08 = 0,06 0,28
Acido adipico 6,88 + 0,04 0,32 6,47 = 0,05 0,30
D-glucose 5,23 + 0,04 0,24 5,25 £ 0,09 0,25
D,0 21,6 £ 0,13 1,00 21,4 £0,12 1,00
TPSA 7,08 + 0,04 0,33 5,51 £ 0,06 0,26
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Figura 2. Grdfico do fator STD (%) versus o tempo de satura¢do (s) para
mistura 1. A proteina foi irradiada com um trem de pulsos Gaussianos em
-0,50 ppm para o espectro de STD e em 30 ppm para o espectro de STD-
controle. Os espectros foram adquiridos com um d, = 1 s e o tempo de
saturagdo foi ajustado pelo niimero de pulsos Gaussianos. O tempo de
relaxagao longitudinal (T,) para cada sinal na presenca de BSA (@ H-4, A
H-3,5¢MH-6de(1); V H-8» CH-1, 4CH-3, ® CH-9de(2) c @ TPSA)
estd apresentado no grdfico
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Figura 3. Grdfico do fator STD (%) versus o tempo de saturagdo (s) para a)
mistura2 (A H-3,5, ® H-4, e M H-6 de (1)) b) mistura 3 (M H-8, A CH -3,
V CH-1 e @ CH-9 de (2)). O tempo de relaxagdo longitudinal (T,) para
cada sinal na presenga de BSA estd apresentado no grdfico

Além disso, através do fator STD amplificado, foi possivel
quantificar a concentragdo de ligante “ativo”, permitindo uma es-
timativa da quantidade de proteina necessdria para o experimento,
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por exemplo, quando o H-4 apresentou um fator STD amplificado
de 1,41 na presenga de 90 UM de BSA, a concentracéio de ligante
ativo foi de 127 uM.

Os resultados obtidos na implementacdo da técnica de STD
indicaram que este ¢ um método rapido na triagem de ligantes na
mistura e uma boa escolha na determinac¢do do mapa de epitopo do
ligante se os tempos de relaxagdo (T,) individuais de seus hidrogé-
nios forem similares.

Ap0s a otimizag@o dos parametros da seqiiéncia de pulsos STD,
passou-se para otimizagdo do experimento de WaterLOGSY. Para
tanto foi utilizada a mesma amostra contendo 90 UM de BSA e
mistura 1 acrescida de 20 uL de H,O, pois, ndo foi observado
nenhum sinal no espectro quando o experimento foi realizado com
99,9% de D,0.

O tempo de mistura (7, ) 6timo neste experimento depende do
tamanho do complexo. Durante o tempo de mistura a magnetizagiao
da dgua € transferida para o complexo proteina-ligante. O tempo
de mistura (t,) para este sistema variou de 0,1; 0,3; 0,5; 0,8 ¢ 1,0 s.
Com um t_de 0,1 s ndo se observou NOE positivo para nenhum
componente da mistura, entretanto, observou-se NOEs negativos
para os hidrogénios metilicos de (2), Figura 4b, ou seja, com T
muito curtos este composto aparece como ndo ligado. J4 com um
1T, de 0,3 s observou-se NOEs positivos para os hidrogénios aroma-
ticos de (1) em 7,77 ppm (H-6), 7,38 ppm (H-4) e 6,87 ppm (H-
3,5) (Figura 5a), além de NOEs negativos para os compostos (2),
(3) e (4). Com 1, superiores a 0,5 s sinais positivos continuaram
sendo observados para (1) e comegaram a ser observados para os
sinais em 7,88 ppm (H-8), 3,93 ppm (CH,-9), 3,50 ppm (CH,-3) e
em 3,33 ppm (CH,-1) de (2) indicando a interagdo destes com a
BSA, enquanto que NOEs negativos em 2,86 ¢ 2,76 ppm (CH, )
proveniente de (3) e em 2,37 ppm (CH,-2,5) e em 1,63 ppm (CH.-
3,4) proveniente de (4) indicaram que estes compostos bem como
a D-glucose (3,0 a 4,0 ppm) ndo interagem com a proteina. Ao
aumentar o T _para 0,8 e 1,0 s observou-se um incremento de sinal
para os compostos (1) e (2) que interagem com a BSA, o que ndo
foi observado para os compostos (3) e (4) que ndo interagem com a
BSA, indicando que a transferéncia de magnetizacdo, nesse caso,
foi mais efetiva com T maiores.

o

a W — MJLMLW MULJW JJUL

8.2 7.6 'IDppm:
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> Yg>
m CH 3.4

3.5 2.5 1.0 ppm CH»2,5

Figura 4. Espectro de RMN de 'H (499,883 MHz, D,0:H,0 (9:1) 2,5 mmol
L"; de d -TPSA) WaterLOGSY, de uma mistura de 90 uM de BSA e a mistura 1,
variando ot (0,1a1,0)s; a) regido de 6,0 a 8,5 ppm e b) regido de 0 a 4,0 ppm

Estes resultados confirmaram os resultados ja obtidos por STD e
mostraram a eficiente aplica¢do da técnica de WaterLOGSY na iden-
tificagdo de componentes ativos em misturas. De posse desses resul-
tados passou-se para a otimizagdo da técnica de NOE “pumping”.

Em contraste aos métodos de STD e WaterLOGSY, no experi-
mento de NOE “pumping” os sinais dos compostos ndo ligantes sdo
eliminados por um filtro de difus@o no inicio da seqiiéncia de pulsos,
fazendo com que apenas as moléculas que interagem com a proteina
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sejam excitadas durante o tempo de mistura e, entdo, observadas.

Inicialmente, calibrou-se a for¢a de gradiente necessdria para
cancelar os sinais das moléculas pequenas com T _de 0,001 s. Em
seguida adquiram-se espectros variando os tempos de mistura (T,)
em (0,05; 0,30; 0,60 e 0,90 s). Estes resultados indicaram um au-
mento substancial das intensidades dos sinais dos ligantes com o
aumento do T, Figura 5. Com um t_ de 0,30 s foram observados
incrementos de NOE para os hidrogénios H-6, H-4, H-5,3 de (1) e
para as metilas CH,-1 e CH,-3 de (2), jd com T igual a 0,60 s um
incremento para metila CH,-9 de (2) foi observado, e finalmente
com um t_de 0,90 s foi observado incremento no H-8 de (2) que
ainda nao havia sido observado. Estes resultados demonstraram
correlagdo intermolecular dos compostos (1) e (2) com a BSA con-
forme observado, previamente, com as técnicas de STD e
WaterLOGSY.

o l

NN
. on o sl
H-3,5 N
H-6 CH-9  CHel  CH:25 CHr3d” “\ PSA
H-4 CH;-3 H-b,c 1 (2)

7 6 5 4 3 2 1 ppm

Figura 5. Espectro de RMN de 'H (499,883 MHz, D,0/2,5 mmol L"'; de d -TPSA)
de NOE “pumping”, de uma amostra contendo 90 uM de BSA e mistura 1,
T = 150 ms, & = 20 ms, variando o [ 0,05; 0,30; 0,60 ¢ 0,90 s)

O experimento de NOE “pumping” foi eficiente na detec¢do
dos componentes ativos na mistura, entretanto, os espectros de NOE
“pumping” apresentaram uma razao sinal/ruido inferior as outras
técnicas citadas, além de serem menos eficiente na reducdo dos
sinais da proteina. Com isso, para usar esta metodologia seria ne-
cessdrio aumentar as concentragdes dos componentes da mistura a
fim de obter espectros mais bem resolvidos.

Em seguida, esta mesma amostra foi submetida a um experi-
mento de DOSY-NOESY (Figura 6) com o intuito de identificar
quais os segmentos da proteina interagiam com o ligante.

Para calcular o valor da for¢a de gradiente (g) apropriada para
obter o plano de difusdo de (1), composto de interesse na mistura,
fez-se um experimento de difusdo usando a seqiiéncia de pulsos
DBPPSTE®, que é a mesma seqiiéncia usada como filtro de difu-
sdo no experimento DOSY-NOESY. Neste experimento de difusdo
variou-se o valor da forca de gradiente de 3,81 a 22,86 G cm™
(0,0381 a 0,2286 T m?). Dessa forma, obteve-se o decaimento dos
sinais e os respectivos valores de difusdo para os sinais de cada
composto. De posse desses dados, fez-se um gréfico dos valores da
forca do gradiente (g?) ao quadrado versus o logaritmo neperiano
da intensidade (Inl) de um determinado sinal rendendo uma reta
para cada composto, Figura 6b. Fez-se uma regressdo linear do
decaimento do sinal do 4cido salicilico (1) rendendo uma reta de
equagdo y = A + B x, em que A € o valor da intensidade do sinal
quando g* € igual a zero. De posse de todos pardmetros experimen-

Quim. Nova

tais o valor de g pode ser calculado a partir da Equagdo 5 que des-
creve o quanto a magnitude da “magnetizagcdo” foi afetada pela
for¢ca do gradiente no experimento de DOSY.

Na seqiiéncia NOESY foi necessdrio calibrar o tempo de mis-
tura em 300 ms e adquirir espectros com fase 1,2. No plano de
NOESY com coeficiente de difusdo de 4,8.10"° m?s!, obtido por
DOSY-NOESY, foram observadas correlacdes entre os hidrogéni-
os H-6 e H-3,5 de (1) e a BSA. Curiosamente, o H-4 foi o ponto
que apresentou menor interacio com a proteina através do experi-
mento de DOSY-NOESY, resultado este conflitante com o obtido
através do experimento de STD, o qual indicou ser o H-4 o ponto
de maior interagdo. Como ndo existem outros exemplos na litera-
tura serd necessdrio realizar uma série de experimentos com outros
sistemas para averiguar a origem da discrepancia.

Além disso, foi possivel sugerir, de acordo com a literatura®,
que a BSA interage com (1) na regido alifitica da proteina de 0,90
a 1,40 ppm regido dos hidrogénios metilicos de todos aminodacidos,
de 1,00 a 3,30 ppm (HB e CH alifaticos) e na regido de 3,90 a 4,80
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Figura 6. a) Mapa de contorno de DOSY-NOESY da mistura de 90 uM de
BSA e a mistura 1 a 25°C, o plano de NOESY foi obtido com valor da for¢a
de gradiente de 4,76 G cm’'. A expansdo do espectro mostra a interagdo do
dcido salicilico com a BSA com atribui¢do dos hidrogénios. Os sinais da
proteina encontram-se na primeira dimensao (F ) e os sinais dos ligantes na
segunda dimensdo (F,); b) grdfico da for¢a do gradiente ao quadrado versus
o logaritmo neperiano da intensidade dos sinais @ (CH-9) de (2), ¥ (CH,-
2,5)de (4), A (CH,-b,c)de (3) e B (H-4) de (1)
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ppm (H, e Hy). Entretanto, para caracterizar a regido exata da
interagdo seria necessdrio utilizar mapeamento do deslocamento
quimico através espectroscopia de RMN de 2D e 3D.

CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

O entendimento das interagdes proteina-ligante no nivel
molecular € de suma importancia na compreensdo dos mecanis-
mos de a¢do das moléculas pequenas, revelando um panorama muito
complicado, em que diversos efeitos podem ser responsdveis pela
interagdo de uma determinada substincia frente ao seu receptor
macromolecular.

Dessa forma, os resultados obtidos para o sistema BSA ligantes
indicaram que os experimentos de difusdo, STD, WaterLOGSY,
NOE “pumping” e DOSY-NOESY sdo técnicas de triagem eficien-
tes para identificacdo de compostos ativos que se ligam a alvos
macromoleculares com constantes de dissociagdo (K,) entre 107 e
10 M.

Nio obstante, a continuag@o deste trabalho e aplicacido destas
técnicas de transferéncia de NOE por RMN a outros sistemas re-
ceptor-ligante de relevante importancia bioldgica € objetivo do nosso
grupo de pesquisa.
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