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Glossario determos e abreviatur as

COSY (Correlated SpectroscopY) : Experimento de 'H RMN homonuclear
bidimensional que revela o acoplamento escalar (J) entre spins através de até 3

ligacdes quimicas.

CW-RMN (Continuous Wave NMR) : Uma forma de espectroscopia em que a
excitacdo ¢ conseguida com a aplicagdo de uma onda magnética de amplitude

constante.

Deslocamento Quimico (Chemical Shift): Deslocamento na freqiiéncia de

ressonancia de um spin devido ao ambiente quimico no qual se encontra o nucleo

atomico.

DSS: 4,4-dimetil-4-silapentano-1-sulfonato

Razédo giromagnética ()) : Constante de proporcionalidade entre a freqiiéncia de

ressonancia de um nucleo e o campo magnético aplicado.

FID (Free Induction Decay) : Representacdo grafica do sinal oriundo da

magnetizacdo transversal, que decai com o tempo.

FrequénciadeLarmor : A freqiiéncia de ressonancia de um spin em um dado campo

magnético.



HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence) : Experimento de RMN
heteronuclear bidimensional que detecta acoplamento escalar (J) entre spins através

de até 3 ligacdes quimicas.

M agnetizacéo longitudinal : Componente Z do vetor magnetizagao (alinhado com o

campo externo).

M agnetizacdo transversal :Componente XY do vetor magnetizagdo (transversal ao

campo externo).

NOE (Nuclear Overhauser Effect) : Alteracdo da intensidade da magnetizagdo

longitudinal pelo acoplamento dipolar entre spins.

NOESY (Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy) : Experimento de RMN

bidimensional que detecta acoplamento dipolar entre spins através do espaco.

Relaxacao spin-rede ou longitudinal : O retorno da magnetizagao longitudinal ao

seu valor de equilibrio alinhada com o campo externo.

Relaxacéo spin-spin ou transversal : O retorno da magnetizagdo transversal ao seu

valor de equilibrio (zero).

RF : Onda eletromagnética com freqiiéncia na faixa de radio (30kHz~300MHz).



RMN (NMR): Ressonancia Magnética Nuclear. Técnica espectroscopica utilizada

para elucidar estrutura quimica, estrutura tridimensional e dindmica molecular.

RMSD (Root Mean Square Deviation): A medida de quanto a posicao de cada atomo
em uma estrutura varia para um conjunto de conférmeros. Para cada atomo o RMSD ¢
a raiz quadrada da soma do quadrado das distancias entre o referido atomo em cada

conférmero e sua posicdo média no conjunto de conférmeros.

Sequéncia de Pulsos : Uma série de pulsos de RF, intervalos de tempo e gradientes
magnéticos aplicados a um sistema de spins com o objetivo de produzir um sinal cujo
desenvolvimento fornece informagdes sobre propriedades do sistema de spins.

Sistema de Spins : Um conjunto de spins conectados por acoplamento J.

Sistema de spins — Conjunto de spins conectados por acoplamento escalar. Em
proteinas, cada residuo de aminoacido constitui um sistema de spins, exceto para a
metionina e os residuos de aminodcidos com anéis aromaticos, que sdo formados por

dois sistemas de spins.

Spin : Uma propriedade quantica fundamental das particulas fundamentais da matéria
(elétrons, protons e néutrons). O spin nuclear da origem ao sinal detectado na técnica

de RMN, enquanto que o spin eletronico ¢ detectado através da técnica de EPR.

Spin diffusion . Transferéncia de energia entre spins via relaxacao longitudinal (T}),

ndo especifica para spins proximos.



TF (FT) : Transformada de Fourier. Um operador matematico usado para transformar
um sinal no dominio do tempo, para um sinal do dominio das freqiiéncias, e vice-

versa.

TF-RMN (FT-NMR) : Experimento de ressonancia magnética nuclear com excitacao
por pulsos de RF onde os dados sdo coletados na dimensdo temporal e o espectro de
freqiiéncias ¢ obtido por transformada de Fourier. Moderna espectroscopia por RMN,
em contraponto com os experimentos primordiais de RMN, quando a excitacdo era
feita variando-se continuamente a freqiiéncia de excitacdo ou o campo magnético

estatico CW-RMN.

TOCSY (Total Correlated SpectroscopY) : Experimento de RMN bidimensional que
detecta o acoplamento escalar (J) entre spins. Evolu¢ao do experimento COSY, com o
qual pode-se detectar conectividades entre nucleos pertencentes a um sistema de

spins, mesmo que conectados por mais do que trés ligagdes quimicas.

Troca Quimica (Chemical Exchange) : A troca entre elementos equivalentes em uma

molécula.

Vetor Magnetizacdo : Um vetor que representa a soma das magnetizagdes

individuais de um sistema de spins.
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Objetivos e Descricao do Projeto.

O projeto do qual resultou esta tese possui trés focos principais, ou seja: resolucao

estrutural, treinamento profissional e cooperagdo internacional.

A resolucdo da estrutura tridimensional da proteina crotamina, extraida do veneno da
cascavel sul americana Crotalus durissus terrificus insere-se nos objetivos da
colaboragdo entre o Instituto Butantan e o Laboratdrio de Sistemas Biomoleculares do
Departamento de Fisica do IBILCE, integrantes do CAT-Centro de Toxinologia
Aplicada do programa Cepid-Centros de Pesquisa, Inovacdo e Difusdo e SmolBNet,
processo 01/07532-0, ambos programas da FAPESP. De interesse farmacologico, a
busca pela estrutura da crotamina vem de longa data, sendo que tentativas de
resolugdo por cristalografia/difragdo de raios X mostraram-se infrutiferas por
dificuldades na cristalizacdo da mesma. A técnica escolhida e entdo aplicada foi a
Ressonancia Magnética Nuclear Homonuclear em solu¢do. Concomitante ¢ de forma
independente, a estrutura tridimensional da crotamina foi obtida pelo mesmo método

também pelos pesquisadores Nicastro et al (2003).

O treinamento na técnica foi realizado por mim durante um estagio nos Laboratorios
de Ressonancia Magnética Nuclear do Grupo do Prof. Kurt Wiithrich no Instituto de
Biofisica e Biologia Molecular do Departamento de Biologia da ETHZ-Escola

Técnica Federal Suica de Zurique pelo periodo de um ano, com suporte financeiro do
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programa PDEE-Programa de Doutorado no Pais com Estagio no Exterior da CAPES-
Fundacdo Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior, processo

BEX1243/01-2.

A cooperagdo internacional entre nosso Departamento e o Grupo do Prof. Wiithrich
tem como primeiros resultados o proprio treinamento realizado e a publicagdo da
estrutura tridimensional da crotamina por nds obtida, em artigo que atualmente
encontra-se em redagdo final. A importincia da presente colaboracdo ¢ inestimavel,
tanto pela inegavel qualidade da instituicdo no exterior como pela exceléncia do
Grupo do Prof. Wiithrich, principal desenvolvedor da técnica empregada e agraciado

com o prémio Nobel de Quimica de 2002.
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Prefacio

O presente volume, em seu capitulo primeiro descreve a proteina alvo deste estudo, a
crotamina, apresentando as justificativas para este trabalho, mas dando especial énfase

nas informacgodes relativas aos seus aspectos estruturais encontrados na literatura

Além de descrever o trabalho realizado, como primeira tese da area de RMN
elaborada neste programa de pds-graduacao, tem como objetivo fornecer um texto
introdutério a técnica da RMN. Por este motivo, embora ndo seja muito aprofundada,
a parte destinada a descrigao dos aspectos tedricos da técnica ¢ relativamente extensa.
Com o objetivo de melhor equilibrar as partes desta tese, os conceitos mais basicos de
RMN foram colocados nos Apéndices A, B e C deixando para o capitulo segundo a
apresentacado da RMN aplicada 4 solugcdo de estruturas. Portanto, uma leitura mais

basica deve incluir os Apéndices entre os capitulos 1 e 2.

O trabalho por mim realizado iniciou-se com a proteina ja purificada no Instituto de
Bioquimica e Imunologia da Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto, e no capitulo
3 temos um breve relato da purificacdo. A seguir, no mesmo capitulo relata-se os
materiais e procedimentos empregados na aplicacdo do método, descrito no capitulo

2.

O capitulo 4 apresenta os resultados obtidos, juntamente com a discussdo que os

mesmos suscitam.

No Apéndice D temos uma breve descrigao do desenvolvimento historico da RMN.
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1 - Introducéo a Crotamina

A Crotamina ¢ uma proteina extraida do veneno da serpente sul americana Crotalus
durissus terrificus. A atividade biologica da crotamina e dos outros membros de sua
subfamilia dentro das miotoxinas ¢ caracterizada pela sua acdo sobre células
musculares esqueléticas, causando danos ou a morte destas células. Esta agdo se da
pela dilatacdo do reticulo endoplasmatico rugoso e sua conseqiiente degeneragao,
conseqiiéncia da alteracdo provocada pela proteina no transporte de ions de sodio
através da membrana da célula muscular. O incremento da quantidade de Na' no
interior da célula provoca o inchago do reticulo sarcoplasmatico pela excessiva
retencdo de agua. A inabilidade da célula em regular seu equilibrio osmotico leva a

sua degradagao (Ownby, 1998).

Primeiramente isolado por Gongalves e Vieira (Goncalves & Vieira, 1950), possui
peso molecular de 4,88kDa, composta por 42 aminoacidos (Laure, 1975). Possuindo 9
lisinas e 2 argininas, ¢ extremamente basica, com pl=10,3 (Gongalves, 1956). A
presenca de 6 cisteinas interligadas por pontes dissulfeto confere a crotamina alta
estabilidade conformacional (Hampe et al., 1978). A lista completa dos aminoacidos e

a seqliéncia primaria da crotamina podem ser verificadas na Tabela 1.1.

Tabela 1.1. Seqiiéncia primaria da Crotamina e composi¢do de aminoacidos.

10 20 30 40

1
YKQCHKKGGHCFPKEKICLPPSSDFGKMDCRWRWKCCKKGSG

9 Lisinas 3 Serinas 2 Histidinas 1 Isoleucina
6 Cisteinas 2 Argininas 2 Triptofanos 1 Leucina
5 Glicinas 2 Aspartato 1 Glutamato 1 Metionina
3 Prolinas 2 Fenilalaninas 1 Glutamina 1 Tirosina
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Como um polipeptidio pequeno, basico, mionecrotico e sem atividade enzimatica, a
crotamina faz parte de uma das trés subfamilias de peptideos encontradas em venenos
de serpentes, chamadas miotoxinas (Ownby, 1998). Estas proteinas apresentam uma
alta homologia nas suas seqiiéncias primarias, como visto na Tabela 1.2, que aliada a
alta similaridade entre suas atividades biologicas, sugerem uma estrutura terciaria

comum a todas.

Tabela 1.2. Alinhamento das seqliéncias primarias de 8 proteinas pertencentes a familia
das miotoxinas. Posi¢Bes onde sdo verificadas difer encas estdo em destaque.

MYX1_CRODU YKQCHKKGGH CFPKEKI CLP PSSDEGKMDC RWRWKCCKKG SG
MYX1_CROW  YKQCHKKGGH CFPKEKI Cl P PSSDLGKMDC RWKVWKCCKKG SG
MYX_CRCAD  YKRCHKKGGH CFPKTVI CLP PSSDECGKMDC RWRWKCCKKG SVNNA
MYX2_CROVW YKRCHKKEGH CFPKTVI CLP PSSDEGKMDC RWKWKCCKKG SVNNA
MYXC_CROVH YKRCHKKGGH CFPKTVI CLP PSSDEGKMDC RWKWKCCKKG SVN
MYX1_CROVC YKRCHKKEGH CFPKTVI CLP PSSDFEGKMDC RWKWKCCKKG SVN
MYX2_CROVC YKRCHKKGGH CFPKEKI CTP PSSDEGKMDC RWKWKCCKKG SVN
MYXC_CRODU  YKQCHKKGGH CFPKEKI CLP PSSDEGKMDC RWRWKCCKKG SG

MYX1_CRODU: Crotamina de Crotalus durissus terrificus; MYX1_CROVV: Myotoxin a de Crotalus veridis veridis; MYX_CROAD:
CAM-toxin de Crotalus adamanteus; MYX2_CROVV: Myotoxin Il de Crotalus veridis veridis; MYXC_CROVH: Toxic peptide C de
Crotalus veridis helleri; MYX1 CROVC: Myotoxin I de Crotalus viridis concolor; MYX2 _CROVC: myotoxin Il de Crotalus viridis

concolor (Ownby, 1998).

Ao longo dos anos, a crotamina e suas similares tém sido estudadas em seus aspectos
estruturais, funcionais e biofisicoquimicos, com resultados revistos por Ownby
(1998). O grande sendo no entendimento destas proteinas estava no desconhecimento
de sua estrutura tridimensional. Apesar das inumeras tentativas, ndo se tem relato de

sucesso na cristalizacdo de nenhuma das proteinas desta familia.

Algumas caracteristicas da crotamina, como baixo peso molecular, solubilidade e
estabilidade em solugdo, abundancia na composi¢do do veneno bruto e purificacao
factivel, torna-na uma proteina suscetivel de ter a solugdo de sua estrutura

tridimensional estudada por RMN.
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Estudos estruturais da crotamina incluem espectroscopia Raman (Kawano et al.,
1982), espalhamento de raios X a baixo angulo-SAXS (Beltran ef al., 1985; Beltran et
al., 1990), ressonancia magnética nuclear homonuclear-'H-RMN (Endo et al., 1989;
Nicastro et al., 2003) e modelagem computacional (Siqueira et al., 2002). Resultados
obtidos no estudo da miotoxina a presente no veneno da cascavel Crotalus viridis
viridis, o mais estudado membro da familia, sdo geralmente estendidos a crotamina
devido a alta homologia entre elas, como dito anteriormente. Dentre eles podemos
citar "H-RMN (Henderson ef al., 1987), estudos sobre isomerizacdo (O'Keefe et al.,

1996; Nedelkov et al., 1997).

Kawano et al (1982) sugerem ser a crotamina composta por segmentos de fita beta,
hélice alfa, dobra beta e estruturas aleatérias (random coil). Sugere ainda que a Tyrl e
conseqiientemente, o terminal N estd inserido no corpo da proteina, e que Trp32 e
Trp34 estdo expostos ao solvente. Beltran et a/ (1990), assumindo o padrao de pontes
dissulfeto que conecta os residuos 4-37, 11-36 e 18-30, modelam a crotamina como
constituida por 2 16bulos com didmetros de 10A e 22A, conectados pela ponte
dissulfeto entre os residuos Cys18 e Cys30. Os estudos por RMN realizados por Endo
et al (1989) limitam-se aos anéis aromaticos e concluem pela presenca de duas
isoformas da crotamina em solu¢do, sugerindo diferentes razdes para tal. Uma delas, a
presenca de isomerizagdo cis-trans da Pro20 também ¢é sugerida para a miotoxina a
nos trabalhos de O'Keefe et al. (1996) e Neldekov et al (1997). Henderson et al
(1987), analisando os deslocamentos quimicos dos anéis aromadticos, sugerem a
exposicdo ao solvente dos residuos Tyrl, His5, His10, Trp32 e Trp34, além de propor
uma estrutura em hélice alfa para o terminal N, colocando em proximidade os

residuos Tyrl, His5 e His10.
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Mais recentemente, estruturas tridimensionais completas foram propostas para a
crotamina. Usando modelagem computacional, Siqueira et al (2002) propdem uma
estrutura estdvel composta por duas fitas beta e regides aleatorias, em contradicao

com os resultados anteriores que sugeriam instabilidade conformacional.

Nicastro et al (2003) apresentam uma estrutura tridimensional resolvida por 'H-NMR
composta por trés segmentos de fita beta e o terminal N estruturado como hélice alfa,

interligados por estruturas aleatorias.

Outra contradicdo presente na literatura refere-se ao pareamento das cisteinas em
pontes dissulfeto. Embora ndo haja duvida quanto ao envolvimento das seis cisteinas
presentes na formacgdo destas pontes, dois padrdes de ligacdo sdo propostos. O
primeiro deles, conecta os residuos 1-6, 2-5 e 3-4, pela ordem de aparecimento das
cisteinas na seqiiéncia primaria (4-37, 11-36 e 18-30 na seqiiéncia da crotamina)
proposto por Laure (Laure, 1975), baseado em estudos bioquimicos da crotamina. O
segundo, conecta os residuos 1-5, 2-4, 3-6 pela ordem das cisteinas na seqiiéncia
primaria (4-36, 11-30, 18-37 na seqii€éncia da crotamina), proposto por (Fox et al.,
1979), baseado em estudos bioquimicos com a proteina miotoxina a e estendido a

crotamina, por homologia.
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2 - RMN aplicada as proteinas em solucao.

Uma grande quantidade de proteinas ¢ naturalmente soluvel, ou podem se tornar
soliveis em condigdes especiais. Seus componentes, 0os aminoacidos sao ricos em
hidrogénio, que possui spin 2, o que torna estas moléculas bons alvos para estudos
por RMN em solucdo. Diferentes aminoacidos possuem composigdes quimicas €
estruturais diferentes, mas guardando grande similaridade, de modo que as
ressonancias dos hidrogénios que os compdem aparecem agrupados por caracteristicas
quimicas em regides distintas num espectro de RMN (Figura A.8). Cada aminoacido
constitui o que chamamos de sistema de spins. Um sistema de spins € um grupo de
spins que estdo conectados através de acoplamento escalar. Como, para propositos
praticos, o acoplamento escalar alcanga atomos de hidrogénio separados por até 3
ligacdes quimicas, cada aminodcido forma um unico sistema de spins isolado, com
excecao dos residuos de aminoacidos aromaticos ¢ da Metionina (Figura 2.3). Este
isolamento deve-se a inexisténcia de hidrogénio ligado a carbonila da cadeia principal
de cada residuo de aminoacido, o que impde uma distancia minima de quatro ligagdes
quimicas entre hidrogénios de residuos de aminoacidos vizinhos (Figura 2.2). O
agrupamento das ressonancias em sistemas de spins € particularmente util na
identificacdo de ressonancias oriundas de um mesmo residuo de aminoacido, em um

espectro de RMN.

Para uma proteina desnaturada, as ressonancias de cada sistema de spins sao
equivalentes. Embora dependente da posicao que estes residuos ocupam na seqii€ncia

primaria, nesta situacdo as ressondncias presentes num espectro 'H-RMN
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correspondem a soma dos aminoacidos constituintes da proteina. Para uma proteina
estruturada isto ndo acontece. O ordenamento da estrutura coloca cada aminodcido em
um ambiente quimico-magnético distinto formado por seus vizinhos, resultando em
diferentes deslocamentos quimicos e uma conseqiiente dispersdo das ressonancias, em
relacdo os deslocamentos quimicos quando da proteina desnaturada. Além disso, o
ordenamento da estrutura coloca em proximidade espacial dtomos de residuos de
aminodcidos distantes na seqiiéncia primaria, préximos o suficiente para apresentarem

acoplamento dipolar (NOE), fornecendo portanto, informacao estrutural.

Assinalamento deresiduos.

Um dos problemas fundamentais e ponto de partida em RMN estrutural ¢ a
identificacdo das ressonancias de um espectro, relacionando cada uma delas com os
atomos e residuos correspondentes, o que chamamos de assinalamento das
ressonancias. Posteriormente, conhecendo-se os deslocamentos quimicos de cada
atomo, as informagdes que conectam cada um deles, quimicamente ou espacialmente
podem ser identificadas e a estrutura pode ser calculada, como mostrado no diagrama
da Figura 2.1. O procedimento mais difundido para o assinalamento das ressonancias
foi desenvolvido por Wiithrich e associados (Wiithrich, 1986). Baseado nos dados
fornecidos por 2 experimentos: 2D-COSY (ou seu similar 2D-TOCSY) e NOESY, e

segue o seguinte roteiro:

Assinalamento dos sistemas de spins: Os sistemas de spins sao identificados
individualmente usando preferencialmente conexdes via ligacdes quimicas intra-
residuos (H-X-H e H-X-X-H) fornecidas pelos experimentos 2D-COSY ou 2D-

TOCSY.
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Assinalamento dos NOEs: Sistemas de spins de aminoacidos seqiiencialmente
vizinhos sdo identificados através da observagdo de conexdes inter-residuos através
do espaco entre o préton ligado ao carbono alfa de um residuo e o préton ligado ao
nitrogénio do residuo subseqiiente (dqn(i,i+7)), o préton ligado ao nitrogénio de um
residuo e o préton ligado ao nitrogénio do residuo anterior (dnn(ii-1)) e do
subseqiiente (dnn(i,i+1)), possivelmente um dos protons ligado ao carbono beta de um
residuo e o proton ligado ao nitrogénio do residuo subseqiiente (dpn(i,i+1)) (Figura

2.2).

Aagmcin geral dosmpscin 10 [H] e a:;:::;::ﬂ Integidade da amaiia

nasinelEmento dos

| Siteras cle Sping
(s posiclo dos ploos no especteo 0 [ H- HDOSY {_r *
20 | H- HF-TOCSY
Asamalamenio
- ' Sequendial
Mk S sefuend uily : 1 .
20 | H- H]-NOESY
Irierssdade dos BOEs
Coleta dos
Winculos HOE
Constants de scoplamenta | M [ H- H]-CO0%Y e Cilcule da
Estrutura

Llevaio das ressnnbesogy Fib I..-| C]L0nY § s L

J Corhrmacho oa
Evlfiiifas senduiddfias
Esimiura Cakoplacia

Nalewiade da fnaca quimeda .| h'{CST T

Aefmamento ca
Eairilura Caloulaca

i

MODELD FINAL

Minimizagho enisgtica

Figura 2.1- Diagrama de Blocos do procedimento utilizado na resolucao de estruturas de
biomoléculas em solugdo por RMN homonuclear. No lado direito do diagrama estéo
indicados os dados experimentais extraidos dos espectros correspondentes. Sobre fundo
cinza encontra-se o nucleo principal do procedimento. Setas tracejadas indicam o uso de
dados complementar es.

Assinalamento Sequencial: Combinando as informagdes obtidas anteriormente,

reconhecer segmentos que sdo suficientemente longos para ser unicamente
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identificados quando comparados com a seqiiéncia primaria da proteina, previamente

estabelecida.

Através dos experimentos COSY e TOCSY ressonancias oriundas de um mesmo
sistema de spins sdo identificadas. Os 20 aminoacidos mais comuns produzem 10
padrdes distintos em um espectro 2D-COSY para os protons amidicos e alifaticos e 4
padrdes distintos para os anéis aromaticos como pode ser visto na Figura 2.3. Gly,
Ala, Val, Ile, Leu, Thr e Pro sdo individualmente identificaveis. Lys, Arg e o grupo
formado por Gln, Glu e Met podem ser também identificados individualmente, mas a
alta incidéncia de picos na regido de alto campo pode dificultar a distingdo entre eles,
de modo que numa classificagdo com menor resolugdo, estes cinco residuos podem
formar um so6 grupo. Os residuos Ser, Cys, Asp, Asn, Phe, His, Trp e Tyr formam um
grupo com padrdes indistinguiveis entre si. Em adi¢do aos padrdes apresentados nos
espectros 2D-COSY e 2D-TOCSY, residuos podem ser distinguidos pela faixa de

deslocamento quimico que seus protons apresentam.

Enquanto que conexdes através de ligacdes quimicas usadas para identificar sistemas
de spins ndo possuem ambigiiidade, uma vez que o menor nimero de ligagdes entre
protons de diferentes residuos ¢ 4, fora do alcance do acoplamento escalar, conexdes
seqiienciais obtidas por NOE sdo, a priori ambiguas, uma vez que o enovelamento da
proteina aproxima prétons ndo seqiienciais. Embora uma grande porcentagem das

distancias curtas observadas em um experimento NOESY que envolvam prétons
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Figura 2.2 - Segmento de um polipeptidio com os sissemas de spins delimitados pelos fundos
cinza. A linha tracejada indica as conex8es intra-residuais por acoplamento J presente nos
espectros COSY e as setasindicam as conexdes inter -residuais presentes no espectro NOESY.

amidicos represente conectividades entre residuos vizinhos (Billeter et al., 1982), ¢é
necessaria a andlise destes dados conjuntamente com os dados obtidos dos
experimentos COSY para evitar erros. Picos que conectam os protons HNi—Ha; e

HN;—Ha; estdo presentes em ambos os espectros 2D-COSY e NOESY como pode

ser identificado nos acoplamentos representados na Figura 2.2.

Comparando os picos comuns a ambos no espectro NOESY, podemos procurar pelo
pico exclusivo em NOESY HN;;—Haq;, e assim identificar as conexdes seqiienciais.
Estes sistemas de spins conectados seqiiencialmente devem ser entdo confrontados
com a seqiiéncia primaria. Um diagrama geral que contém o procedimento descrito

pode ser verificado na Figura 2.1.
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Figura 2.3 — Padr des espectrais TOCSY para os 20 residuos de aminoacidos mais comuns.
Na parte superior de cada caixa encontra-se indicado o nome do residuo seguido dos
respectivos codigos de trés e de uma letra.e o sistema de spins” Os valor es de deslocamento
guimico para cada proton em conformagéo aleatoria sdo indicados.A nomenclatura segue
0 padréo IUPAC, exceto para os protons de anéis aromaticos que seguem a nomenclatura
usada pelos programas XEASY/XPLOR. No canto inferior direito € mostrada a estrutura
do respectivo residuo de aminoécido.

(Adaptada de http://www.mol.biol.ethz.ch/wuthrich/people/damber ge).

70O codigo mostrado utiliza letras maitisculas representando o deslocamento quimico de cada spin. As letras precedentes
representam deslocamento quimico em regido de mais alto campo. Letras proximas indicam um acoplamento escalar forte, e
letras afastadas acoplamento fraco.
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Célculo estrutural

O assinalamento das ressonancias, por si s6 ndo revela muito sobre a estrutura
tridimensional de uma proteina. O assinalamento ¢ um pré-requisito a coleta dos
dados necessarios. Taxas de troca quimica dos prétons amidicos, o deslocamento
quimico, o acoplamento escalar (J) e o acoplamento dipolar (NOE) sdo dependentes
da conformacao da proteina. O uso de informagdes obtidas do acoplamento escalar e
da medida de taxas de troca com o solvente ndo sdo usadas diretamente no célculo da
estrutura tridimensional, mas sdo utilizadas de maneira acessoria. A mais importante
informacao para o calculo da estrutura tridimensional ¢ o NOE. A constante de
interacao dipolar ¢ proporcional ao inverso da sexta poténcia da distancia internuclear.
Numa primeira aproximacao, esta constante ¢ proporcional a intensidade dos picos de
correlagdo num espectro NOESY. O conhecimento de algumas distancias bem
definidas na estrutura, como por exemplo prdétons vicinais em anéis aromaticos ou

geminais em grupos metileno, ¢ utilizado para calibracao do espectro e obtengao das

distancias internucleares do espectro NOESY, pois

1/6
n= | (1.1)

onde S,.f € S; sdo as intensidades obtidas pela integracdo dos picos de correlagdo. Na
pratica, somente os picos de um espectro NOESY com reduzido tempo de mistura Ty,
respeitam esta proporcionalidade. Mas, como sdo de pequena intensidade e com
relagdo sinal/ruido insatisfatdria, adquire-se espectros utilizando um tempo de mistura
maior. Nestas condigdes a magnetizagdo ¢ transferida indiretamente via spin diffusion
e portanto, distancias exatas entre os prétons nao podem ser calculadas. As

intensidades medidas sdo entdo utilizadas para a definicdo de distancias limites
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basicamente, limites superiores, enquanto que os limites inferiores sdo fornecidos
b
pela soma dos raios de van der Waals dos 4&tomos envolvidos) que serdo utilizadas no

calculo da estrutura.

O conjunto das distancias interatomicas obtidas através das intensidades dos picos
NOE, compdem uma matriz de distancias, que ¢ utilizada como parametro
experimental no célculo da estrutura. Os célculos estruturais envolvem uma grande
quantidade de vinculos e pardmetros, e necessitam de grande capacidade
computacional. Diversos métodos podem ser implementados para a realizacdo destes
calculos. Uma visdo completa dos aspectos envolvidos no calculo de estruturas de
macromoléculas bioldgicas por RMN ¢ encontrada em (Giintert, 1998). A mais
recente e eficiente metodologia de céalculo e refinamento realiza dinamica molecular
por recozimento simulado (simulated annealing) no espago dos angulos de tor¢do,
como implementado no programa DYANA (Dynamics Algorithm for Nmr
Aplications) (Glntert et al., 1997). Neste enfoque, a molécula ¢ tratada como um
conjunto de corpos rigidos conectados por ligacdes fixas, onde se permite
exclusivamente o movimento rotacional nestas ligacdes, com func¢des das energias
potencial e cinética propriamente definidas. Isto reduz sensivelmente o nimero de
variaveis, em comparacdo com o espago cartesiano. Particularmente, a energia
potencial residual V ¢ um parametro utilizado como critério de qualidade e aceitag@o
das estruturas calculadas. DYANA utiliza como energia potencial a fun¢do definida
como fungdo alvo de minimizacao (target function) do programa DIANA (Giintert et

al., 1991), ou seja:
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V=2 we D fuldghg)+w, ) 1—%(%} z (1.2)

c=u,l,v (a.p)tl, k01,

onde os w. € wy s@0 pesos para diferentes tipos de vinculos, f. ¢ uma fungdo que
fornece a contribui¢do das violagdes da distancia dgp entre os atomos a e [ aos
vinculos de distdncia maxima (u), minima (/) ou de van der Waals (v) bgp. Pares de
atomos que possuem estes vinculos pertencem ao conjunto /.. / € a largura média do
intervalo de angulos de tor¢do proibidos e 4, ¢ o tamanho da violagdo aos vinculos de
angulo de tor¢do. Pares de atomos que possuem estes vinculos pertencem ao conjunto
1;. A fun¢do alvo V, com V=0, ¢ definida de modo que temos V=0 somente se os
vinculos experimentais ¢ os vinculos para os angulos de tor¢ao sao preenchidos, sem

superposi¢do estérica de atomos.

Em RMN estrutural, diferentemente de estudos por difragdo de raios X, ndo se
interpreta os dados experimentais com o objetivo de conseguir-se uma estrutura
melhor e uUnica, mas sim um conjunto de estruturas que satisfagam os dados
experimentais, dentro de um intervalo onde nenhuma das estruturas calculadas ¢
melhor que outra a priori, representando um conjunto de configuragdes acessiveis a
macromolécula em solucdo. Dentro desta visdo, a qualidade do conjunto das
estruturas obtidas ¢ medida pela distribui¢ao espacial (RMSD) dentro do conjunto das
diferentes estruturas calculadas fornecendo-se os mesmos dados de entrada e com o

mesmo protocolo.
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| nfor magdes acessorias.

Acoplamento escalar

Como pode ser visto no Apéndice A, a constante de acoplamento *J é proporcional
aos angulos diedros (Equacao (A.23)). A analise dos valores para as constantes A, B e
C de estruturas ja calculadas fornecem curvas como as mostradas na Figura A.9, de
onde podem ser extraidas faixas de valores possiveis para os angulos diedros
dependentes da constante de acoplamento escalar J. As medidas das constantes de
acoplamento J podem ser extraidas de espectros 2D-COSY, mas sdo fortemente
influenciadas por movimentos da proteina. Estas informagdes sdao entdo utilizadas de
maneira conservativa, definindo regides para possiveis angulos diedros de maneira

generosa.

Troca quimica dos protons amidicos.

A rapidez com que os protons amidicos da proteina sdo trocados com o solvente ¢
indicativa da blindagem destes protons em relagdo ao solvente, pela conformacao
tridimensional da proteina ou pela presenca de estruturas secundarias. As taxas de
troca dos protons amidicos podem ser medidas diluindo-se a proteina em D,0O e
adquirindo sucessivos espectros COSY ou NOESY de baixa resolugdo. Verificando-
se o desaparecimento de picos pode-se classificar as taxas de troca de cada proton em
rapida, média ou longa, de maneira subjetiva. Taxas de troca rapidas, por exemplo,
indicam a exposicao destes protons ao solvente. Estes dados sdo tuteis na confirmacao

da estrutura calculada.
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3-Materiaise M étodos

Purificacdo da Crotamina

O veneno da Crotalus durissus terrificus foi extraido de serpentes mantidas no
serpentario da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao
Paulo, e dessecado sob vacuo. Extraiu-se 600mg de veneno bruto e dissolveu-se em
Sml de tampao formiato de amoénia 0,25M. A crotoxina, principal componente do
veneno, foi eliminada por centrifugacdo de baixa velocidade, na forma de precipitado
pesado, que se forma pela adigdo de 20ml de agua gelada a solugao. O pH da solugao
foi levado a 8,8 pela adicao de solucdo Tris-base, ¢ a solugdo resultante foi passada
por uma coluna de CM-Sepharose FF (1,5x4,5cm; Amersham-Pharmacia) equilibrada
com tampao Tris-HCI 0,04M, pHS8,8, contendo NaCl a 0,064M. O material obtido foi
dialisado em 4agua wusando-se membrana com corte de MW=3.000, sendo
posteriormente liofilizada. Ap6s hidrolise acida (4N MeSO;H + triptamine 0,1%; 24h
a 115°C) foi efetuada analise da composi¢ao de aminoacidos, indicando um resultado
de 72mg (14,7umol) de crotamina Laure, com tracos de Thr, Ala e Val (pureza

>98%).

A pureza da amostra foi também comprovada por analise de espectroscopia de massa
realizada pelo Protein-Servicelabor ETH-Ziirich do Departamento de Biologia da
ETHZ, utilizando-se o espectrometro Perseptive Biosystems Voyager Elite MALDI-

TOF (Matrix Assisted Laser Desorption and Ionisation Time of Flight Mass
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Spectrometer) no modo reflector e o resultado pode ser verificado através do espectro

mostrado na Figura 3.1.

Applied Biosystems Voyager System 122

Mode of operation:  Reflector
Voyager Spec #1[BP = 4884.7, 2369] Extraction mode: Delayed
Polarity Positive
Acquisition control:  Manual
100 45840905 2369 Accelerating voltage: 20000 VV
Grid voltage 75%
Mirror voltage ratio:  1.12
Guide wire 0 0.02%

Extraction delay time: 150 nsec

Acquisition mass range: 700 — 6500 Da
Number of laser shots: 75/spectrum

Laser intensity 2529
80 Laser Rep Rate 19.4 Hz
Calibration type: External - D:\User\rbruni\050202div\cal2_0002.cal
Calibration matrix 2,5-Dihydroxybenzoic acid
Low mass gate 500 Da
Timed ion selector: off
70
Digtizer start time: ~ 39.558
Bin size 2 nsec
Number of data points: 40339
60 Vertical scale 0: 1000 mV
Vertical offset 0%
Input bandwidth 0: 500 MHz
>
]
i2 Sample well 25
= Plate ID: 1
Serial number 122
Instrument name Voyager-DE Elite
40 Plate type filename: C:\WOYAGER\100 well plate plt
Lab name: Protein-Servicelabor ETH-Zuerich

Absolute x-position: 22119.7

£ Absolute y-position: 374147
Relative x-position: 212,203
Relative y-posititon:  267.169
Shots in spectrum: 150
4870.4499 Source pressure: 3.313¢-008
20 | Mirror pressure: 3.69e-009
TC2 pressure: 0.007449
u74p 1240 TIS gate width 27
TIS flight length 1455
10
/'
Al oo
iy At A ARt
0 0
699.0 1859.4 3019.8 4180.2 5340.6 6501.0
Mass (m/z)
Acquired: 15:38:00, May 02, 2002 Printed: 14:33, November 11, 2002

crotamin d KW mit DHB cal2
D:\User\rbruni\050202div\crotDDHB_0001.dat

Figura 3.1 — Espectro MALDI-MS da crotamina. O pico mais intenso (4884,743Da)
confirma a massa tedrica para a segliéncia principal da crotamina Laure indicada na
Tabela 1.1. Os dois picos de baixa intensidade (4870.4499Da 4743.1246Da) sdo relativos
crotamina que nao possui respectivamente o Ultimo e os dois Ultimos residuos do ter minal
N.

Preparacao da amostra para RMN

A primeira amostra foi preparada adicionando-se 570ml de 4agua destilada e
desionizada a 5,4mg de crotamina liofilizada. Apds solubilizacdo, a amostra foi

transferida para um tubo de RMN.
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Com a adicao de 30ml de D,0, completou-se o volume de 600ul, resultando em uma
concentragdo final de 1,8mM. Pequena quantidade de NaNj (1pul) foi adicionada para
prevenir contaminacdo e alguns cristais de DSS foram adicionados para posterior

calibragdo dos deslocamentos quimicos.

O pH da solucdo final foi medido, e verificou-se o valor final de 5,8. Na preparacao
de amostras posteriores a crotamina liofilizada foi dissolvida em solucdo tampao

fosfato 0,02M, pH5,8 em lugar de agua.

Coleta dos Espectrosde RMN

Diversos espectros de RMN foram coletados utilizando os espectrometros Bruker

DRX500 com sonda criogénica, DRX600, DRX750 ou Avance-900 (Figura 3.2).

Espectros 1D-'H foram coletados para as diversas amostras preparadas, com o intento

de confirmar-se a integridade das mesmas.

Figura 3.2 —Fotos de trés dos equipamentos utilizados para a coleta de dados de RMN. A
esquerda, magneto supercondutor do espectrédmetro DRX 750, no centro consoles e
magneto do espectrdmetro DRX-500 e a direita, magneto supercondutor do espectr dmetro
AVANCE-900.
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Para o assinalamento dos deslocamentos quimicos da cadeia principal e das cadeias
laterais, foram coletados espectros 2D [IH-IH]-COSY-DQF(Rance et al., 1983), 2D

['H-'H]-TOCSY (Griesinger, 1996) ¢ 2D ['H-"H]-NOESY (Wider, 1984).

Todos os espectros utilizados no assinalamento dos deslocamentos quimicos foram
coletados a 20°C. Espectros 2D ['H-'H]-TOCSY e 2D ['H-'H]-NOESY adicionais
foram coletados a 40°C com o intuito de distinguirem-se deslocamentos quimicos
ambiguos. Tipicamente, estes espectros foram coletados com janela espectral de
12kHz com 1024 incrementos em T; de 2048 pontos complexos cada, usando o
método States-TPPI (Marion ef al., 1989). Supressao de solvente foi realizada por pré-
saturacao e/ou WATERGATE 3-9-19 (Piotto et al., 1992; Sklenar et al., 1993). Nao
foram efetuadas medidas de curva de construcao de picos NOE. Tanto para a coleta
dos espectros 2D [IH-IH]-TOCSY quanto para os espectros 2D [IH-IH]-NOESY
foram testados tempos de mistura T,, = 30ms, 60ms e 100ms, para definir o melhor
valor. O tempo de mistura T,, = 60ms foi escolhido e utilizado em todos os espectros

coletados posteriormente.

Espectros adicionais 2D ['H-'H]-NOESY em 99,8% de D,O foram coletados para
assinalamento de deslocamentos quimicos proximos a regido de ressonancia da agua.

Para checagem dos assinalamentos, espectros 2D ['H-">C]-COSY (HSQC) ¢ 2D ['H-
"N]-COSY (HSQC), utilizando-se a abundancia natural destes isotopos, foram
coletados. As diferengas entre os deslocamentos quimicos dos carbonos a e [
medidos e dos deslocamentos quimicos para estruturas aleatorias foram calculados e

utilizados para checagem dos elementos de estrutura secunddria (Richarz & Wiithrich,

1978). Um espectro 2D [IH-lH]-E.COSY(Griesinger, 1987) foi coletado, ¢ constantes
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de acoplamento escalar J dele foram derivadas. Todos os dados coletados foram
processados para a obtencdo dos espectros 2D, utilizando-se o programa PROSA

(Glintert et al., 1992).

Coletas dos vinculos confor macionais e calculo estrutural.

A lista dos picos de correlacio presentes nos espectros NOESY com seus
correspondentes deslocamentos quimicos e assinalamento foi coletada através de pick
peaking manual e interativo, utilizando o programa XEASY (Bartels, 1995), seguindo
o procedimento padrio para determinag¢do de estrutura utilizando espectroscopia
homonuclear. A integracdo dos picos NOE dos espectros em H,O e D,O foram
realizados utilizando o modulo INTEGRATOR do programa CARA (Rochus Keller,
ndo publicado). A lista com os valores de distancias maximas entre os nucleos foi
derivada das intensidades dos picos NOE, gerada utilizando-se o programa DYANA
(Giintert et al., 1997). O mesmo programa foi utilizado para realizar os célculos
estruturais. Os valores dos vinculos derivados do acoplamento escalar J utilizados no
calculo da estrutura tridimensional foram extraidos do espectro 2D ['H-'H]-E.COSY
utilizando a ferramenta ECOSY do programa SPSCAN (Ralf Glaser, ndo publicado).
Estes vinculos, juntamente com os vinculos de distdncias maximas derivadas dos
valores NOE, foram convertidas em vinculos para os angulos de tor¢do pelo
procedimento grid search procedure FOUND (Giintert, 1998) implementado no
programa DYANA. Os vinculos para as pontes dissulfeto foram definidos apds o
calculo da estrutura utilizando-se isoladamente os dois padrdes propostos na literatura,
em conjunto com os dados de RMN, e confrontando o resultado obtido com a

estrutura calculada sem a defini¢do das pontes dissulfeto.
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Uma andlise comparativa entre o conjunto de estruturas obtido dos calculos efetuados
utilizando-se os diferentes padrdes para as pontes dissulfeto e o conjunto de estruturas
calculadas sem a defini¢do das mesmas permitiu a definicdo do padrio correto. Esta
analise levou em consideragdo a concordancia entre a estrutura calculada e os dados
experimentais ¢ o desvio rmsd do conjunto.O padrdo escolhido foi utilizado no
calculo final. Os 20 melhores conformeros de um total de 100 calculados pelo
programa DY ANA tiveram sua energia minimizada utilizando-se o programa OPALp
(Luginbiihl et al., 1996; Koradi, 2000) para a obten¢do dos 20 conféormeros definitivos
para representar a estrutura calculada. O programa MOLMOL (Koradi et al., 1996)
foi utilizado para andlise final do conjunto de modelos e para criacdo das figuras

apresentadas neste trabalho.
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4 - Resultados e Discussao

Idénticos espectros 1D-'H foram coletados para as diferentes amostras preparadas
oriundas de diferentes purificacdes, como o mostrado na Figura 4.1. O aspecto geral
dos espectros 1D mostra o estado enovelado da proteina pela dispersdao das
ressonancias no espectro. O mesmo resultado foi obtido quando espectros da mesma
amostra, mantida em solugdo, foram coletados com intervalos superiores a 1 ano

indicando a alta estabilidade da proteina em solucao.

O assinalamento seqiiencial da crotamina foi baseado nos procedimentos padrao para
RMN homonuclear, usando os espectros 2D ['H-'H]-COSY-DQF, 2D ['H-'H]-
TOCSY e 2D ['H-'H]-NOESY (Wiithrich, 1986). Um total de 38 ressonancias relativo
aos protons amidicos ¢ esperado e 36 destas ressonancias foram identificadas e
assinaladas. As ressonancias que faltam referem-se aos residuos Lys2 e GIn3. Dentre
as 36 ressonancias de protons amidicos assinaladas, 30 foram confirmadas pela
presenca no espectro "N-HSQC-abundancia natural. Para os protons ligados aos
carbonos alfa, 46 ressonancias foram assinaladas e 44 delas confirmadas pela
presenca no espectro ~C-HSQC-abundéancia natural. Com relacdo aos protons das
cadeias laterais, 90% das ressonancias esperadas foram assinaladas, sendo 76% delas
presentes nos espectros de abundancia natural. Os residuos com assinalamento
incompleto sdao Lys2(Hs e He), His10 (Hg), Lys14 (Hs), Phe25 (Hg), Lys38 (He) e
Lys39 (Hs e He). Uma lista completa dos préotons assinalados pode ser vista na Tabela

4.1.
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Tabela 4.1 — Lista dos deslocamentos quimicos dos prétons assinalados para a crotamina.
Sobre fundo cinza estdo os deslocamentos quimicos identificados nos espectros N*° e C*-
HSQC com abundancia natural.

HY H™ HP outros
Tyr1 | 3,38 2,70; 2,62 [H° 6,44 HE 6,66;
Lys2 | 3,59 1,60; - HY 1,08; -; H®-; -; H -; -;
Gln3 | 4,01 1,84 HY 2,37; 2,25; H* 7,44; 6,82
Cys4 [8,77 4,58 3,13; 3,07
His5 9,20 4.93 3,26; 3,24 |[H* -; H%?6,97; H* 7,59; H* -
Lys6  [8,36 4,09 1,96 HY 1,58; 1,49; H® 1,67; -; H® 2,94; -;
Lys7  [1,40 4,17 1,71; 1,63 [HY1,19: -; H®1,35; 1,13; H 2,38; 2,24:
Glys [8,04 4,34; 3,86
Glyo [8,24 3,57, 4,98
His 10 [8,72 4,64 2,77;2,73 [H-: H®6,47; H* -; H® -
Cys 11 [8,65 5,71 3,14; 2,90
Phe 12 (10,44 4,95 2,95:2,39 |H°-;7,34; HE-; 7,39; H 7,29
Pro 13 3,13 1,72; 1,54 H'1,09; -; H®3,39; 3,18
Lys 14 [7,99 3,59 1,67; 1,38 [H'1,26; 1,08; H® -; -; H® 2,83; -:
Glu15 [8,66 3,90 191;1,82 [HY2,28; 2.11;
Lys 16 [7,69 3,87 1,64; - HY 0,82; -; H®1,31; 1,04; Ht 2,43; 2,09;
le17 [8,38 3,91 1,69 H" 1,48; 1,09; H?0,71; H° 0,76
Cys 18 [8,83 4,39 2,84; -
Leul9 [8,11 4,34 1,47; 1,30 |H'1,29; H°0,79; -
Pro 20 4,83 2,51;2,32 H'1,92; 1,75; H®3,54; 3,39
Pro 21 4,43 2,49: 1,98 [HY2,20;2,01; H®3,86; 3,82
Ser22 [7,88 4,25 4,05; 3,91
Ser23 [8,55 4,05 3.81;3,77
Asp 24 [7,34 4,89 2.21;3,24
Phe 25 8,64 5,03 3,59; 2,63 |H°-: 7,07; HE -; 7,20; H* -
Gly26 [8,76 4.33; 3,94
Lys27 [8,61 3,96 1,91; 1,84 [HY1,60; 1,38; H® 1,79; 1,67; HE 3,06; 2,99;
Met 28 [8,70 3,92 2,24; 1,87 [HY2,60; 2,44:
Asp29 8,90 4,72 3,03; 2,43
Cys 30 [8,37 4,57 3,17; 3,08
Arg31 [8,28 4,13 1,68; 1,49 [HY1,37; 1,34; H°2,58; 2,54;
Trp 32  [8,22 4,46 3,33;3,20 [H%'7,32; H™ 10,24; H*® 7,64; H** 7,51; H® 7,17; H" 7,25
Arg33 [8,38 3,39 1,94; 1,84 |HY0,91: 0,59; H®2,78; -;
Trp 34 [8,98 5,08 3,41;3,06 [H*7,34; H"10,25; H*7,03; H? 7,48, H 7,19; H? 7,19
Lys35 [10,05 4,19 1,59; 1,54 [HY1,19; -; H? 1,84; 1,42; H® 2,95; 2,77;
Cys 36 (9,04 5,38 3,41;2,96
Cys37 [9,27 5,43 3,11;3,03
Lys 38 [8,42 4,01 1,64; - HY 1,54; -; H®3,11; -; H® -; -;
Lys39 [3,68 4,22 1,69; 1,65 |H1,29; -; H®-; -; H* -; -;
Gly 40 [8,79 4,05; -
Ser4l [8,24 4,47 3.89; 3,78
Gly42 [7,97 3,73; 3,59
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Figura 4.1 — Espectro 1D-*H da crotamina mostrando o estado enovelado da proteina, pela
dispersdo das ressonancias. As ressonancias presentes a esquerda da linha de ressonancia
da agua (5-6ppm) sdo indicativas da presenca de hélice alfa na estrutura. O intenso pico
em 1,7ppm éoriginario da metila do residuo M et28.

Pela sua composi¢do de aminoacidos, espera-se encontrar 43 picos intra-residuais
Hx—Hg no espectro 2D [IH-IH]-COSY-DQF e 39 deles foram assinalados (Figura
4.4). As excegdes foram os residuos Lys2 e GIn3. O pico correspondente a Lys35 ¢
invisivel a 20°C, mas ¢ perfeitamente identificavel a 40°C. Uma pequena quantidade
de picos nao assinalados esta presente no espectro COSY-DQF, devido possivelmente

a presenga de isoformas em pequena concentracao na amostra (Toyama et al., 2000).

A auséncia de picos para os residuos Lys2 e GIn3 faz parte do comportamento

verificado para os residuos que compoem o terminal N: As intensidades dos picos de
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correlacdo para estes residuos variam de forma crescente quando avangamos na

seqiiéncia primaria.

Para os residuos Cys4 e His5, os picos apresentam intensidade reduzida, voltando a
apresentar valores compativeis a partir do residuo Lys6. Este comportamento ¢
indicativo da instabilidade de parte da hélice alfa que abrange os nove primeiros

residuos do terminal N.
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dop (H3) _———=——— -
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L o | [ B ] [ B ]
AC-ACy —_f_"‘_-_—. f

Figura 4.2 -Na parte superior da figura temos a seqiiéncia primaria da crotamina com as
pontes dissulfeto adotadas no célculo final das estruturas, como determinadas pelo
presente estudo por RMN. A seguir o levantamento dos NOEs seqiienciais e de média
distancia. Para as conectividades NOE, barras grossas e finasindicam intensidades fortes e
fracas para os picos NOE. A linha dyy contém também os NOESs dqs para os segmentos
Xxx—Pro. NOEs de média distancia sao indicados por linhas conectando os dois residuos
que sdo relacionados pelo NOE. Caixas retangulares indicam as estruturas secundéarias
presentes na estrutura calculada. Na parte inferior, grafico de barras mostrando os
desvios do deslocamento quimico dos carbonos da cadeia principal em relacdo a estrutura
aleatdria. Desvios positivos sdo indicativos de estruturas em hélice alfa e desvios negativos
sdo indicativos de estruturas em fita beta (Richarz & Withrich, 1978).
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A presenca do grupo NH, no terminal N, que realiza troca quimica rdpida com o
solvente, tem como conseqiiéncia uma maior permeabilidade do solvente para o
interior da hélice, alterando o conjunto de pontes de hidrogénio e desestabilizando-a
parcialmente. Como o solvente tem o acesso dificultado na parte mais profunda da
hélice, esta regido permanece mais tempo estruturada, contribuindo com sinal de
maior intensidade. A presenca da ponte dissulfeto entre Cys4 e Cys36, também

contribui para a estabilidade da parte mais profunda da hélice alfa em questao.

Um total de 1179 picos foi assinalado no espectro 2D ['"H-"H]-NOESY e deles 345
vinculos de distancia maxima (upl - upper limit constraints) foram extraidos. Do
espectro 2D ['H-'"H]-NOESY em D,0, 48 novos e nio ambiguos upl foram extraidos
e adicionados a cole¢dao de upls precedente. Um levantamento dos NOEs de curta e
média distancia ¢ apresentado na Figura 4.2 enquanto que na Figura 4.3 vemos uma
classificagdo dos vinculos NOE pelo seu alcance e como eles se distribuem sobre a

seqiiéncia primaria.
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Figura 4.3 — Distribuicdo do conjunto de vinculos NOE. Em a) vemos o0 numero de
vinculos contra a distancia entre os residuos conectados, na seqiiéncia. Em b) vemos o
namero de vinculos intra-residuais (branco), de curta distdncia (cinza claro), média
distancia (cinza escuro) e de longa distancia (preto), para cada residuo
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Figura 4.4 - Regido de um espectro 2D [*H-'H]-COSY-DQF 750MHz da crotamina a
1,8mM, pH5,8 a 20°C, contendo picos *"HN-'Ha. Na estrutura fina dos picos componentes
positivas sdo desenhadas em vermelho e componentes negativas em azul. O assinalamento
das ressonancias € dado pelo nimero de ordem na seqiiéncia primaria da crotamina. Sao
esperados 43 picos considerando os 42 residuos de aminoacidos, excluindo o N terminal e
as 3 prolinas e contando dois picos para cada uma das 5 glicinas.
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Do espectro 2D [IH-IH]-E.COSY, 22 vinculos de acoplamento escalar foram
coletados, e em conjungdo com os NOE upl, foram convertidos em 158 vinculos para

angulos diedros.

Dos espectros NOESY em D,0, foi possivel o assinalamento de picos que conectam
os protons Leul9H® e Pro20H®, indicando que o residuo Pro20 encontra-se na
configuragdo cis (Figura 4.5). A auséncia de NOEs, mesmo que de baixa intensidade,
conectando os protons Leul9H® e Pro20H® indicam a auséncia de isomerizagao cis-

trans para a crotamina, nas condi¢des de nossa amostra (pHS5.8), como proposta para a

miotoxina a (O'Keefe et al., 1996; Nedelkov et al., 1997).

A variabilidade conformacional de 2 estados para a crotamina também foi proposta
por Endo (Endo et al., 1989), baseado na constatagdo do desdobramento em 2 picos da
ressonancia do proton His10H* e para os protons lle17H® e Ile17HE. Estes autores
citam como uma das possibilidades para esta variabilidade conformacional a mesma
isomerizagdo cis-trans da ligacdo peptidica Leul9-Pro20. Como a duplicidade de
ressonancia da His10 foi constatada somente para valores de pH inferiores ao da nossa
amostra, estes dados ndo sdo conflitantes com os obtidos por nds. Quanto a
duplicidade da ressonancia dos grupos metila da Ile17, ndo foi verificado em nossos

espectros.

39



Fro21H

Pro21H™

Figura 4.5 - Visio estéreo dosresiduos L eul9 (marinho), Pro20 e Pro21 (cian) mostrando a
rede de vinculos extraida do espectro 2D [*H-'H]-NOESY, entre os residuos L eu19-Pro20
(margenta) e Pro20-Pro2l (laranja). Os vinculos mostrados em linhas grossas sao
indicadores da configuracdo da ligacdo peptidica entre estes residuos. A presenca do
vinculo Leul9H%-Pro20H® é indicador da conformacio cis para o residuo Pro20. A
presenca do vinculo Pro20H%-Pro21H® é indicador da conformagao trans para o residuo
Pro21. Esferas grandes representam os prétons ligados ao carbono a de cada residuo, e
esferas pequenas r epr esentam os pr 6tons ligados aos car bonos d.

A ligacdao peptidica entre os residuos Pro20 e Pro21 encontra-se na configuracao
trans, como pode ser verificado pela presenca NOEs entre os protons Pro20H® e
Pro21H% (Figura 4.6). Da mesma forma, encontra-se também na configurago trans a
ligacdo peptidica Phel2—Prol3, indicada pela presenca dos NOEs entre os protons

Phel12H® e Pro13H5%.
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Figura 4.6 — Superposicdo dos gréaficos de linhas de contorno dos espectros 2D [*H,'H]-
TOCSY (em vermelho) e 2D [*H,'H]-NOESY (em preto) da crotamina em ?H,0. A regido
apresentada mostra os picos relativos as ressonancias H* dos residuos Leul9, Pro20 e
Pro21, com os &tomos correspondentes indicados do lado esquerdo e na parte superior.
Setas ver melhas mostram a presenca dos NOEs seqlienciais H*-H®-NOEs entre os residuos
Leul9 e Pro20, que é tipico da configurac&o cis na Pro20, e NOEs seqiienciais H®-H® entre
osresiduos Pro20 e Pro21, que sdo indicativos da configuracéo trans para o residuo Pro21.
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Para determinar o padrdo correto para as pontes dissulfeto trés diferentes célculos
preliminares de estrutura foram realizados e comparados. O procedimento utilizado
nestes trés calculos, e também nos posteriores, fez uso do programa DYANA, sempre
calculando 100 estruturas e utilizando as 20 melhores para formar um conjunto de
conformeros representantes da estrutura calculada. Primeiramente, o calculo foi
efetuado sem a introducdo dos vinculos relativos as pontes dissulfeto. A estrutura
calculada desta forma usando unicamente vinculos oriundos dos experimentos de
RMN, foi utilizada como referéncia para a compara¢do com as duas outras estruturas
calculadas posteriormente, com a introducao dos vinculos relativos aos dois padrdes
indicados na literatura. Estes vinculos conectam as cisteinas, pela ordem 1-5, 2-4, 3-6,
como proposto por Fox et al (Fox et al., 1979) para a miotoxina e 1-6, 2-5, 3-4, como
proposto por Laure (Laure, 1975), para a crotamina. Os resultados estdo sumarizados
na Tabela 4.2 e os conférmeros mostrados na Figura 4.7. A inspecdo destes dados,
mostra uma alta similaridade entre a estrutura calculada utilizando-se o padrio
proposto por 1-5, 2-4, 3-6 e a estrutura referéncia. A unica diferenca significante
verificada entre estes dois conjuntos de conférmeros ¢ o movimento do cotovelo que
contém o residuo Cys30, em direcdo ao residuo Cysll. Baseado nestes resultados,

assumiu-se como correto este padrdo para o calculo final da estrutura.

A superposicdo do conjunto dos 20 melhores modelos calculados, apds serem
energeticamente minimizados apresenta, para a cadeia principal dos residuos 1-39, um
RMSD de 0,55+0.14A. A Tabela 4.3 apresenta uma visdo geral da qualidade dos

valores obtidos para a estrutura final da crotamina.
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Figura 4.7 - Visdo estéreo do conjunto de 20 conférmeros calculados pelo programa
DYANA, representativos da estrutura da crotamina, superpostos para uma melhor
coincidéncia dos atomos N, C® e C’ da cadeia principal para os residuos 1-39. A cadeia
principal esta colorida em verde e as cadeias laterais das seis cisteinas presentes estéo
coloridas em amarelo. Em (@) ndo foram usados vinculos relativos as pontes dissulfeto, em
(b) foram utilizados vinculos para as pontes dissulfeto de acordo com o padrao “ 1-5,2-4,3-
6", em (c) foram utilizados vinculos para as pontes dissulfeto de acordo com o padrao “1-
6,2-5,3-4". Estes calculos preliminares indicam que o padréo “1-5,2-4,3-6" é compativel
com os vinculos NOE. A Tabela 4.2 mostra dados adicionais relativos aos calculos
estruturaisrealizados.
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Tabela 4.2 - Valores caracteristicos representativos dos calculos estr utur ais efetuados para
checagem do padr&o de pontes dissulfeto para a crotamina

Padrdo de pontes Residual Numero RMSD (1- RMSD (1-39) RMSD (1-39)
dissulfeto (PD) target function V' de 39) -atomos Para a cadeia principal ¢ a
(A% violagdes™ -cadeia pesados- estrutura calculada sem PD
principal- A) A)
&)

Sem vinculos para 3,92 + 0,30 18 0,85 £ 1,36 £0,19 -
as PD 0,15
Padrao “4-36 11-30 5,64 + 0,33 25 0,65 1,17+£0,26 0,97+ 0,34
18-37” 0,23
Padrao “4-37 11-36 26,84 + 0,83 70 1,28 + 1,74 £ 0,31 1,68 £ 0,90
18-30” 0,28

"Equagio (1.2)
“"Niimero de pares de niicleos na estrutura calculada, com distancia internuclear 0,1A ou mais, acima do limite maximo extraido
dos NOEs.

Os residuos do terminal N, como dito anteriormente, estdo arranjados em uma hélice
alfa, do residuo Lys2 até o residuo Lys7. Esta hélice alfa e o subseqiiente cotovelo
colocam em proximidade os residuos Tyrl, His5 e His10, como verificado por Endo
et al (1989) e mostrado na Figura 4.8, embora ndo participem de uma longa e unica
hélice alfa como proposto por Henderson et al (1987). O modelo para a estrutura da
crotamina apresentado por Siqueira et al (2002), calculado por MD, ndo apresenta o
terminal N estruturado como uma hélice alfa. Esta ¢ a mais evidente diferenca entre a
estrutura por nos calculada e o modelo citado, mas provavelmente pode ser atribuido a
bias do modelo utilizado, a estrutura da defensina £, que ndo possui o terminal N

assim estruturado.

O ntcleo da proteina ¢ formado por uma folha beta antiparalela, constituida pelos
residuos Gly9-Pro13 e Arg33-Lys38. Um longo /oop conecta estes dois segmentos da
folha beta. A estrutura ¢ estabilizada por pontes dissulfeto que conectam uma fita beta

e a hélice alfa (1-5) e a folha beta ao /loop (2-4 e 3-6) como mostrado na Figura 4.8.

44



Todas as nove lisinas, assim como as duas argininas, com exce¢ao da Lys35, tem suas
cadeias laterais direcionadas para o solvente (Figura 4.9), conferindo a crotamina uma

extensa superficie molecular com potencial positivo (Figura 4.10).

Figura 4.8 - Desenho ribbon, na cor verde, de um conférmero representante do conjunto
de 20 estruturas calculadas da crotamina, com indicacdo dos residuos que delimitam as
estruturas secundérias hélice alfa (Lys2-Lys7) e segmentos de fita beta (Gly9-Prol3 e
Arg33-Lys38). Em laranja estéo indicadas as pontes dissulfeto, conforme determinado
pelos dados de RM N, seguindo o padréo 1-5, 2-4, 3-6, conectando os residuos Cys4-Cys36,
Cys11-Cys30 e Cysl18-Cys37.
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Figura 4.9 — Visao estéreo da estrutura da crotamina. Em verde, temos a cadeia principal.
As cadeias laterais dos residuos basicos Lys e Arg estédo em azul, dos residuos acidos Asp e
Glu, em vermelho, das cisteinas em laranja, dos triptofanos em marrom, das fenilalaninas
em cian, das histidinas em amarelo, da tirosina em violeta, das prolinas em roxo e o0s
demaisem cinza.

Tabela 4.3 — Caracterizagdo do conjunto das 20 estruturas calculadas pelo programa
DYANA e minimizadas com o programa OPALP.

Quantidades”
Picos NOE / Vinculos NOE (Distancias limite maximo) 1179 /393
Cts de acoplamento escalar J / Vinculos para angulos diedros 22/158
Residual target function (A?) 0,94 +£ 0,39
Violagdes dos vinculos NOE

Numero > 0,1 A 5+2

Valor maximo (A). 0,16+0,17
Violagdes dos vinculos diedros

Nuamero > 2,5° 2+1

Valor maximo (°) 3,57+0,83

Energias AMBER (kcal/mol)

Total -539,62
Van de Waals - 76,92
Eletrostatica -906,76

Rmsd para a estrutura média, A

Cadeia principal (todos) 1,20 £ 0,28
Atomos pesados (todos) 1,41 +0,16
Cadeia principal (1-39) 0,55+0,14
Atomos pesados (1-39). 1,08+0,1

* Exceto para as duas primeiras linhas, os dados caracterizam o grupo de 20
conformeros que ¢ usado para representar a estrutura calculada por RMN; os
valores médios e o desvio padrio sdo dados.
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a) S

If" |" —
Crotamine YRKQCHKKGGHCFPK - EKICLPPSSDFGKMDCRWR -WKCCEKGSG
Myotoxin a YKQCHKKGGHCFPK-EKICIPPSSDLGKMDCRWK-WKCCKKGSG
DLP-2 IMFFEMQACWSHSGVCRDKSERNCKP----MAWTYCENRNQKCCEY-- -
f-Defensin APLSCGRNGGVCIPIR---CPVPMR--QIGTCFGRPVKCCRSW--

b) @%,

K

Defensina 3

Figura 4.10 - (a) Alinhamento da seqiiéncia primaria usando CLUSTALW (Thompson et
al., 1994) para crotamina, miotoxina a, DLP-2 e defensina B. As pontes dissulfeto (na
crotamina 4-36, 11-30, 18-37) sdo desenhadas acima das sequiéncias, em laranja (b)
Representacdo ribbon da cadeia principal com as pontes dissulfeto em laranja. As
estruturas foram superimpostas com a melhor coincidéncia dos &tomos pesados das
cisteinas. (c) Superficies acessiveis ao solvente coloridas de acordo com seu potencial
eletrostatico calculado com MOLMOL (Koradi et al., 1996), com a mesma orientagdo em
(b) e abaixo, rodadas em 180° no eixo vertical. Vermelho representa potencial negativo,
azul potencial positivo e branco potencial nulo.
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Pesquisa por similaridade estrutural realizada pelo programa DALI (Holm & Sander,
1993) mostrou que a configuracdo geral da crotamina ¢ a mesma apresentada pelas
proteinas que compdem a familia das defensinas f, como ja identificado por Siqueira
et al. (2002) para o modelo obtido por dindmica molecular, apesar da baixa
similaridade bio-funcional e seqiiencial entre a crotamina e os outros membros desta
familia (Figura 4.10). Esta similaridade estrutural ¢ particularmente evidente quando
comparamos a estrutura da crotamina com a do peptideo DLP-2 extraido do veneno
do ornitorrinco (Torres et al., 2000), codigo pdb 1D6B. Suas configuracdes sdo
altamente similares, apesar da identidade seqiiencial de apenas 25%. A mais
significante diferenca pode ser vista nas regides dos terminais N e C. O terminal N da
crotamina ¢ 3 residuos mais curto e o terminal C trés residuos mais longo, do que os

da DLP-2 (Figura 4.11).

Apesar destas diferengas, o corpo das duas proteinas permanece altamente similar. A
atividade bioldgica do peptideo DLP-2 ndo ¢ bem definida ainda, mas sabe-se que o
mesmo nao apresenta atividade miotoxica. Este fato possivelmente indica uma
possivel importante contribui¢do dos terminais destas proteinas para suas distintas

funcdes bioldgicas.

Comparando a estrutura por nos calculada com a recentemente publicada por Nicastro
et al. (2003) e depositada no PDB (codigo 1H50) verificamos que as estruturas

obtidas sdo coincidentes, como pode ser verificado pela superposi¢do destas estruturas
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Figura 4.11 - Superposicdo dos desenhos ribbon de 2 estruturas representativas das
estruturas das proteinas Crotamina (verde com pontes dissulfeto laranja) e DLP-2 (azul
com pontes dissulfeto margenta). Percebe-se a grande similaridade ente as estruturas
destas duas proteinas, principalmente pela disposicdo das estruturas secundérias e das
pontes dissulfeto.

mostrada na Figura 4.12, embora as condigdes da amostra sejam diferentes. Nossa
estrutura foi calculada para a crotamina dissolvida em &agua, a pHS5,8, enquanto que
para a calculada por Nicastro et al, a crotamina estava diluida em solugdo
tampao/TFE (trifluoretanol) (70:30, pH4). Assim, a argumentagdo apresentada por

Nicastro et al (2003) baseada em seus dados de dicroismo circular de que a crotamina,
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Figura 4.12 — Superposi¢do do conjunto de 20 confOr mer os representativos da estrutura
da crotamina calculadas (em vermelho) e dos 26 conf6r meros publicado por Nicastro et
al.(2003) (em azul). Foram super postos os residuos 1-39 da cadeia principal.

nas condi¢des de sua amostra tem sua estrutura praticamente inalterada, quando
comparada com a solugdo sem TFE confirma-se. Um sendo pode ser levantado
quando comparamos as duas estruturas obtidas, com relagao as estruturas secundarias
identificadas. Na estrutura publicada por Nicastro, foi identificada a conformagao de
fita beta para o segmento de peptideo Asp24-Phe25, configurando uma topologia
of1P2Bs para a crotamina. Esta estrutura secunddria ndo estd claramente identificada
na estrutura por nds calculada, configurando uma topologia af3;3,. Neste caso, a

presenca de TFE pode estar agindo como estabilizadora desta estrutura secundaria.
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Conclusdes

Pela aplicacdo das técnicas de ressonancia magnética nuclear homonuclear foi
resolvida a estrutura tridimensional da crotamina. A estrutura por nés calculada
concorda com a encontrada por MD por Siqueira et al (2002) e a recentemente

publicada por Nicastro et a/ (2003), refor¢ando estes resultados.

Através dos dados de RMN foi possivel a identificagdo experimental do padrao de
pontes dissulfeto para a crotamina, que conecta os residuos Cys4-Cys36, Cysll1-

Cys30 e Cys18-Cys37, seguindo o mesmo padrao que a miotoxina a.

Nos espectros coletados héd indicagdo da presenca de isoformas na amostra, como
verificado em estudos anteriores. Nossos espectros porém, nao mostram a presenca de
isomerizagdo cis-trans para a Pro20, como sugerido na literatura para justificar este

comportamento.

\

Pelo enovelamento apresentado, a crotamina pertence a familia estrutural das
defensinas [, sem possuirem entretanto, similaridade seqiiencial e funcional.
Particular similaridade estrutural foi encontrada com a proteina DLP-2, extraida do

veneno do ornitorrinco (Ornithorhynchus anatinus).
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APENDICE A

Principios Basicos da Ressonancia Magnética Nuclear —

RMN. (Wiithrich, 1986; Ven, 1995; Cavanagh, 1996).

A RMN como uma técnica de espectroscopia, por defini¢ao diz respeito a interagdo de
radiacdo eletromagnética com a matéria. Na maneira tradicional de descrevermos esta
interacdo, atomos e moléculas transicionam entre niveis energéticos emitindo ou
absorvendo radiagdo correspondente a diferenca entre as energias que possuem nestes

niveis. A relacdo entre esta diferenca de energia AE e a freqliéncia Vv da radiacdo

emitida ou absorvida ¢ dada pela expressdo 4E=hV, onde A ¢ a constante de Planck.

Diferentes técnicas espectroscopicas sao classificadas pelo tipo de transi¢do que
ocorre envolvendo radiagdo em diferentes regides do espectro eletromagnético, como
infravermelho ou UV. Uma freqiiéncia tipica de RMN ¢ 100MHz, na regido de radio

freqiiéncia.

A RMN difere de outras espectroscopias 6ticas de diversas maneiras, marcadamente
por ser a diferenca de energia entre os niveis transicionados ndo natural, precisando

ser induzida pela imersdo dos nucleos em um campo magnético. Também,
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diferentemente das transi¢cdes eletronicas, a interagdo ¢ mais magnética do que

elétrica.

Um experimento de RMN ¢ possivel devido ao fato de alguns nticleos, dependendo do
arranjo de seus constituintes — protons e néutrons, possuirem intrinsecamente
momento angular I, ou spin. De todas as espécies atomicas, hidrogénio, nitrogénio e
carbono, sd3o as mais importantes do ponto de vista biofisicoquimico, pela sua
constante presenca como constituintes das moléculas biologicas. A Tabela A.1l
relaciona os nucleos de maior interesse em RMN de biomoléculas. De particular
interesse sdo os nucleos possuidores de spin nuclear /=1/2. Pertencendo a esta classe
de nucleos, o hidrogénio, por suas propriedades, ¢ o mais importante atomo quando
falamos de RMN. No transcorrer deste texto, ao falarmos de nucleos atdomicos sem

especificar seu spin nuclear, estaremos nos referindo a estes nticleos.

Spin ¢ uma grandeza quantica, sem
paralelo no mundo classico, mas o
fenomeno da RMN pode em parte ser
entendido através de uma analogia
classica. [Esta possibilidade facilita

grandemente o  entendimento  do

fendmeno, embora ndo seja abrangente o
suficiente para ser utilizada
exclusivamente. Nesta analogia, o0s

Figura A.1 - Representacdo esquematica
de um nucleo no campo magnético.
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nucleos possuidores de spin, assim como os elétrons que também possuem spin,
quando colocados na presenca de um campo magnético, comportam-se como
pequenas barras magnéticas (Figura .A.1). Quando imersas em um campo magnético
externo, estes pequenos magnetos possuem energia dependente de sua orientagdo
(Figura A.2). As orientagdes possiveis sdo quantizadas de acordo com os numeros
quanticos magnéticos m; = (-I, -I+1,..,I-1, I). Existem diversas maneiras de
representar graficamente o fendmeno da RMN, mas seguindo este raciocinio, os
espectroscopistas de RMN preferem descrever o fendmeno através do movimento de

vetores representando

magnetizacdo, ao invés de utilizar

)]
transi¢oes entre nivels energeticos. 1 m=-1/2 (P

= o

™ —~
Sempre que possivel, utilizaremos
o< \E 3
esta descricao semiclassica e
- ‘N ;
durante o transcorrer deste texto. L ' vt 112 (1)
—

Intensidade do campao magnético B,

Desta forma, podemos entender o Figura A.2 — Diagrama de niveis ener géticos
para nucleos de spins 1=1/2. O nivel mais
nicleo como uma particula energético corresponde ao spin alinhado

antiparaldlo ao campo externo, e 0 nivel

menos ener gético, alinhado paralelo.
carregada rodando ao redor de g P

algum eixo, produzindo desta forma uma corrente elétrica e por isso comportando-se
como um pequeno eletromagneto, possuidor de momento de dipolo magnético p dado

por:

H=yL, (A.1)

onde v ¢ o chamado razao giromagnética, e ¢ caracteristico de cada nucleo atomico,

podendo ser positivo ou negativo.
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Tabela A.1 - Propriedades magnéticas dos is6topos de maior interesse para RMN de
biomoléculas.

Nucleo |1 Razao Abundancia Freqiiéncia de RMN Sensibilidade
giromagnética Natural (%) (MHz) (Bo=2,3488 T) relativa*
(10" rad T"'s™
H 12 26,7520 99,985 100,0 1
’H 1 4,1066 0,015 15,351 1,45.10°°
‘H 12 28,5350 - 106,663 1.21
2c 0 - 98,9 - -
Bc 12 6,7283 1,108 25,144 1,76.10*
N 1 1,9338 99,63 7,224 1,0.10°
5N 12 2,712 0,37 10,133 3,85.10°
70 512 -3,6279 0,037 13,561 1,08.10°
P 12 25,181 100 94,077 0,834
BNa |32 7,08013 100 26,466 9,26.10
3ip 12 10,841 100 40,481 6,65.107

* Sensibilidade ¢ a medida de quao facil é adquirir um sinal de RMN para um especifico nucleo Y, comparado com outro, X.
Para um mesmo campo e igual namero de nucleos a sensibilidade relativa R* ¢ o produto da abundincia natural (%) pela
sensibilidade absoluta &8 RMN [|y’| I(I+1)] onde y ¢ o razdo giromagnética e I é o numero de spin.

Devido ao seu momento angular, quando colocado na presenca de um campo
magnético, o momento de dipolo do ntcleo ndo se alinha com o campo, como seria de
se esperar se lembrarmos do comportamento de uma agulha de bussola. O nucleo
comporta-se entdo como um pedo no campo gravitacional terrestre, precessionando ao

redor da direcdo do campo (Figura A.1), com esta precessao regida pela equacao.

—fi=-yB0O A2
GH=TyBOA (A.2)

r . ~ S * A . ~ r A .
onde B ¢ a indugdo magnética . A freqiiéncia de rotacdo ¢ chamada freqiiéncia de

Larmor, dada por

y, =% =V (A3)
2 2w

" Convém aqui distinguir o Campo Magnético H gerado por um solenéide por exemplo, da indugio magnética B. No vacuo, H e
Bo,=Buicuo s80 paralelos e proporcionais, sendo Bo=p,.H, com ;.10:411.10'7V5/Am chamada permeabilidade magnética do vacuo.A
unidade da Indugio Magnética (freqiientemente chamada de campo magnético, inclusive neste texto) é o Tesla, [B] = T = Vs/m?,
enquanto que [H] = A/m. Para comparagio, a indugdo magnética da terra (“campo magnético”) ¢ de 60uT nos poélos e 30uT no
equador. Magnetos permanentes podem alcangar 2T, magnetos supercondutores acima de 20T e magnetos especiais de alto
campo (magnetos Bitter) S0T. Em literatura antiga também utilizava-se a unidade Gauss com 1G=100pT. Em RMN ¢ comum o
uso de unidade Hz para indicar campo magnético. O valor em Hz de um campo magnético refere-se ao valor da freqiiéncia de
Larmor do isétopo 'H no referido campo.
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Este ¢ o comportamento do momento de dipolo de cada nucleo individualmente, que
quando somados ddo origem ao vetor magnetizagcdo M, que também precessiona ao

redor do campo regido pela mesma equacao

%M =-y.B, OM (A.4)

| . ~ -
onde M =— z,u , que somente pode ser observada quando ndo esta alinhada com

amostra

B,.

Como todos os nucleos de um corpo macroscopico precessionam defasados, no
equilibrio somente observamos uma magnetizagdo macroscopica média M, alinhada

com o campo externo B,, cuja intensidade ¢ dada pela Lei de Curie:

_ Ny R +1) 3

MO o
3kT

(A.5)

onde N ¢ o numero de spins, 7 ¢ a constante de Planck dividida por 2m, & € a constante
de Boltzmann, / ¢ o nimero quantico de spin, 7 ¢ a temperatura absoluta e y ¢ o razao

giromagnética.

Esta ¢ uma equagdo oriunda da mecanica quantica onde o sistema ¢ descrito em
termos de niveis discretos populados com probabilidade P, definidas pela energia E,

de cada estado [n> dada pela equacao de Boltzmann

o BT
P=e— (A.6)

n Ze—E‘./kT >

i
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sendo a magnetizacdo longitudinal resultante da diferenca entre a populagdo dos
niveis energéticos. O nivel de mais baixa energia, e portanto mais populado,
corresponde ao alinhamento do momento de dipolo paralelo com o campo B,. Esta
diferenga populacional ¢ da ordem de 10°, extremamente pequena, o que torna o sinal

de RMN extremamente fraco.

Convencionalmente, nos referimos a dire¢cao longitudinal de B, como a dire¢ao “Z”, e
a “X” e “Y” como dire¢des transversais. Para ser detectado, o vetor magnetizacao
deve variar temporalmente. Isto ¢ conseguido desviando-se a magnetizag¢ao da direcao
longitudinal, que dessa forma precessiona ao redor de Z, gerando componentes
transversais X e Y oscilantes. Estes dipolos oscilantes, quando inseridos em um anel
condutor, geram correntes, pelo Principio da Indugdo de Faraday, sendo estas

correntes o sinal que ¢ detectado em RMN.

Como entdo desviar a magnetizacdo de sua orientacdo longitudinal? Isto pode ser
conseguido pela aplicagdo de um segundo campo magnético B; ndo alinhado com B,
fazendo com que a magnetizacdo precessione ao redor do campo resultante. Quando
este segundo campo ¢ desligado, a magnetiza¢do ndo se encontra mais alinhada com
B, e precessionara ao redor do mesmo. Para que este efeito seja conseguido com um
campo magnético B; estatico, este deve ter intensidade comparavel a B,, o que
implica na utiliza¢do de caros magnetos supercondutores. Felizmente, este problema
pode ser contornado com a aplicagdo de campos magnéticos ressonantes, ou seja,
radiagdo eletromagnética com a mesma freqii€ncia da precessdo de M ao redor de B,.

Como a freqiiéncia de rotacdo da magnetizacdo ao redor de B, estd na faixa de radio
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(10-100MHz), e B; tem duragdo

limitada, comumente nos referimos l
ao campo magnético B; como pulso _
-\'"\-\._ . ___..-'"-
de RF. U i
-, .\_\. l .-.-.___.-' g
.- xj{"‘-
. - ) .h:.'\"'--..
e '-:. . - - : .."'-\. H.h'-\-..
O efeito da aplicagdo de radiacdo - N
- '\-\.{
o
;. . "‘: LMY
eletromagnética pode ser mais .,
facilmente entendida se

abandonarmos o sistema referencial

Figura A.3 — Sistema de coordenadas do

estatico do laboratorio (XYZ) e laboratério XYZ e sistema girante X'Y’Z". No
sistema girante, a rotagdo € sentida pela

adotarmos um novo  sistema magnetizacdo como uma reducdo na
intensidade de By

referencial (X'Y'Z"), chamado
sistema girante, que possui Z" alinhado com Z, mas o plano XY’ rodando ao redor de

Z com velocidade angular @ como visto na Figura A.3.

Se existe uma magnetiza¢do nao alinhada com o campo externo B,, um observador no
sistema referencial do laboratdrio (XYZ), sabendo da existéncia do campo B,, conclui
que esta magnetizacdo estd precessionando ao redor de Z com velocidade angular w,,.
De outra forma, ao observar a magnetizagdo precessionando ao redor de Z com
velocidade angular ®, pode concluir pela existéncia de um campo magnético B,

alinhado com Z, ambas conclusdes baseadas na Equacao (A.3).

O que aconteceria se este observador fosse agora transferido para o sistema girante

descrito anteriormente. Ao olhar para a magnetizacao, ele a veria precessionando com
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velocidade angular (w, — @). Para este observador, a simples mudanga de referencial
ndo implica na perda de validade da Equagdo (A.3), de maneira que ele conclui que a
magnetizacdo estd sob a¢do de um campo magnético de intensidade B = (w, — w)/y.
Se o sistema girante estd exatamente “em ressonancia”, ou seja, possui velocidade
angular o = w,, este observador dira: ndo existe precessdo, portanto ndo existe campo

externo.

Usando este sistema, transformamos um problema dependente do tempo em um

problema independente do tempo.

Quando introduzimos no sistema girante o campo B;, que gira ao redor de B, com
velocidade angular @, como mostrado na Figura A.7, a magnetizacdo sentird um

campo efetivo B, com intensidade dada por

B

w
o =B +(B, ‘;)2 (A7)

e precessionara com velocidade angular

W, =\af +(@, - @)’ (A.8)

onde w; = y.B;." Quando w é igual ou muito proximo de w,, a diferenca (w,-w) torna-

se nula ou praticamente nula, sendo neste caso By = B;, mesmo sendo B;<<B,.

" No jargao da RMN, velocidade angular ¢ tratada como freqiiéncia. Freqiiéncias indicadas por w estdo em unidades de rad/s e
freqiiéncias indicadas por v estdo em unidades de Hz, e @ = 27v. A grandeza (w, — @) ¢ chamada offset, que ¢ a diferenga entre a
freqiiéncia de excitagdo e a freqiiéncia de Larmor do spin.

(Fonte: de http:/kristalll.min.uni-hannover.de/nmr/nmrtable/)
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A geracdo de radiacdo magnética circularmente polarizada B;, ndo ¢ trivial. O mesmo
efeito ¢ conseguido pela aplicagdo de radiagdo eletromagnética linearmente

polarizada, por exemplo, da forma:

B,(t) = 2B, cos(wi)i , (A.9)

que pode ser decomposta em duas ondas circularmente polarizadas

B,(t) = B,[cos(wt)i + sen(wt) ]+ B,[cos(—wi)i + sen(—wt)]]. (A.10)

O primeiro termo da equagdo acima ¢ a onda circularmente polarizada desejada, com
B; rodando no plano XY ( ou estatico no plano X'Y") e o segundo termo ¢ também
uma onda circularmente polarizada, mas com freqiiéncia —w, fora de ressonancia, e

portanto de efeito desprezivel.

Pulso de R&adio Frequéncia (RF).

Vamos analisar o caso mais simples, quando ndo existe offset, ou seja, a portadora do
pulso de radio freqiiéncia tem freqiiéncia igual a freqiiéncia de Larmor do spin a ser
excitado. Nesta situagdo B,y = B; e o spin precessionara ao redor de B; apenas. Por
convengao, By ¢ colocado na dire¢do Z e B; ¢ aplicado nas diregdes transversais X' ou
Y’ do sistema girante. Quando entdo aplicamos B; na direcdo X', a magnetizacdo M
iniciard um movimento de rotacdo ao redor deste eixo, movendo-se no plano Y'Z. Se
aplicarmos este campo por um periodo limitado /, (tipicamente da ordem de
microssegundos), M se moverd formando um angulo @ com o eixo Z. Este angulo ¢

normalmente chamado de angulo de flip e o pulso que o gerou ¢ nomeado pelo valor
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do angulo a que produz, indiciado pelo eixo de aplicagdo. Assim teremos um pulso de
180° ao redor do eixo X indicado por 180°.0 angulo de flip ¢ dado por

a=yB.r,. (A.11)

Na grande maioria dos experimentos de RMN estes pulsos s3o quase que
exclusivamente pulsos de 90° ou 180°. O pulso de 90° coloca a magnetizacdo no
plano transversal gerando uma maxima corrente induzida, e o pulso de 180° inverte a

magnetizacdo, e estas sdo, em suma, as razdes da popularidade destes pulsos (Figura

A4).

Figura A.4 - Movimento da magnetizacdo M durante a aplicacdo de um pulso de RF, em
ressonancia, no sistema girante. a) Pulso 90yx: O campo Bix € aplicado durante o tempo
necessario para que a magnetizacdo inicial Mz gire ao redor do eixo X, atéa diregdo Y. b)
Pulso 180y: O campo B,y € aplicado durante o tempo necessario para que a magnetizagéo
inicial Mz gire ao redor do eixo Y, até a diregdo -Z. Durante este trajeto, a magnetizacao
passa pela direcdo —X.
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Relaxacao e Equacbes de Bloch.

Nao ¢ de se esperar que depois de desviada de sua posicao de equilibrio e cessando a
acdo do agente causador deste desequilibrio, a magnetizagdo M continue
precessionando para sempre. De fato existem mecanismos que relaxam a
magnetizacao para sua orientacao energeticamente mais favoravel, ou seja, paralelo a

Z. Existem dois processos envolvidos nesta relaxagao.

Relaxacéo L ongitudinal

A energia potencial do sistema ¢ definida pela quantidade de magnetizag¢do alinhada

com o campo externo, a magnetizacao longitudinal M,, dada pela expressao:

E  =-mB=-V.M.B=-VM_B, . (A.12)

pot

Uma mudanga na orientacdo de M, implica em troca de energia com o ambiente
(rede). Este processo retorna a magnetizagdo M. para seu valor de equilibrio M,
determinado pela distribuicdo de Boltzmann restaurando a populagdao de equilibrio
dos niveis energéticos (Figura A.5). Por estas razdes, a relaxacao longitudinal também
¢ chamada de relaxacdo spin-rede. Assumindo uma transicdo de primeira ordem, seu
desenvolvimento ¢ descrito pela equagao:

am 1
S (M. M,) (A.13)
1

onde 7, a constante de tempo da relaxagdo longitudinal.
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a) b) c) d)

Figura A.5 . Processo de reconstrucao da magnetizacdo longitudinal M, pela acdo da
relaxacdo spin-rede. a) O vetor magnetizacdo total M é nulo. Todos os momentos
magnéticos dos nucleos estdo no plano XY, mas defasados. b) e ¢) Cada momento
magnético alinha-se com o campo, construido a magnetizacdo M. Devido a defasagem,
ndo existe magnetizacdo transversal Myy. d) A magnetizacdo alcanca seu estado de
equilibrio, onde Mg = M.

Relaxacéo Transversal

Como a magnetizacdo de equilibrio ndo possui componente transversal, esta deve se
anular no processo de relaxacdo. Assumindo novamente uma transi¢ao de primeira

ordem temos, para as componentes transversais:

am, _ 1 .
dt r, °
dM 1
~=-—M, (A.14)
dt T,

onde 7, ¢ a constante de tempo da relaxagdo transversal.

A origem deste efeito ¢ o fato de que a magnetizacdo total M ¢ resultado da
contribuicdo dos momentos magnéticos de dipolos individuais 4, que devido a
interacdes mutuas, precessionam com freqiiéncias levemente distintas, defasando com

o tempo, levando a magnetizacao transversal a se anular (Figura A.6). Por esta razao,
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a relaxagdo transversal também ¢ chamada de relaxagdo spin-spin. Convém salientar

aqui que o mesmo efeito pode ser causado pela inomogeneidade do campo externo By.

al | k) el ' d|

Figura A.6 - Processo de extincdo da magnetizacdo transversal pela acdo da relaxacdo
spin-spin. a) A magnetizacdo encontra-se em repouso, alinhada com o campo externo. b)
Apobs a aplicagdo de um pulso de 90°, a magnetizacgéo € colocada no plano transversal. c) A
precessao de Larmor realizada por cada um dos momentos magnéticos que compdem a
magnetizacao total é ligeiramente diferente, devido a interacfes entre os spins. d) com o
transcorrer do tempo, os efeitos de defasagem sdo intensos o suficiente para destruir a
magnetizacao transversal.

Equactes de Bloch.

Combinando as equacdes diferencias para a precessao de M causada por By com as
relacdes de relaxacdo apresentadas acima, temos um conjunto de equacdes
diferenciais acopladas chamadas de Equacdes de Bloch, para um estado que

chamamos de precessao livre:

dM (1) M
——-=yM B, ——=
dt VM Bo T,
dM (1) M
—r " =—-yM B, ——X. A.15
dt y x0 T2 ( )
aMm () _ M, -M,
dt 1,

cuja solugao ¢ dada por
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M (t)= [Mx (O)cos(a,ot) -M, (O)sen(aot)]exp(— t/T, )
M, (1) =[M, (0)sen(ayt) - M, (0)cos(egt)exp(~/7; ) (A.16)
M_(t)=M, +[M_(0)-M,|exp(-1/T))

onde M ¢ a intensidade da magnetizagao de equilibrio na direcao Z.

Durante a aplicagdo de um pulso de radio freqliéncia com intensidade B;(x) e
freqliéncia @), teremos um campo efetivo By = [B;, 0, (Bp-w'))], e poderemos
reescrever o conjunto das equagdes de Bloch, no sistema girante como:

dM (t) M

=(w,~W.M, ——=
@M, -
dM ,(t) _ M,
= (@, ~ WM, ~— L+ @M, (A.17)
dt )
sz(t)_ _Mz _MO
dt g T,

onde wy = JB; e wé a freqiiéncia de rotagdo do sistema girante. Estas equagdes
descrevem o comportamento da magnetizacdo numa situacdo de irradiagdo “fora de
ressonancia”. Como o campo efetivo € mais intenso do que B;: B.y=/B 12 +( cq)-a)z ] &
o angulo de flip ¢ maior do que numa situacdo de irradiacdo “em ressonancia”.
Obviamente este efeito ¢ menos intenso, quanto mais intenso for B;. Para pulsos
ideais que tenham a mesma influéncia sobre todos os protons com diferentes

deslocamentos quimicos, € necessario que:

1B, >> (@) = @) ey - (A.18)

Tipicamente, em experimentos de RMN |)B;| ¢ da ordem de 10 a 200kHz, e ¢ de fato
maior que a banda de valores tipicos encontrados em um experimento com protons,

que ¢ de 9kHz em um magneto de 900MHz.
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Uma outra situacdo que podemos analisar sob
o ponto de vista das equacgdes de Bloch ¢ o
que chamamos de pulso spin-lock. Este pulso
consiste de um pulso de 90° em uma direcao

transversal, Y por exemplo, que coloca a

magnetizacdo na direcdo X', imediatamente o~

seguido por um pulso longo na direcdo da

magnetizacdo, X no 1nosso caso. Se

observarmos as equacdes de Bloch,
Figura A.7 — Pulso fora de ressonancia.

desprezando efeitos de relaxagdo, veremos A magnetizagdo precessiona o redor
do vetor campo magnético efetivo Be;.

que enquanto a magnetizacdo transversal a

direcdo de aplicacdo do pulso oscila ao redor desta direcdo com freqiiéncia W.i=-YBesr,

a componente da magnetizac¢ao longitudinal ao eixo em questao permanece inalterada.
Entdo, esta seqiiéncia de pulso prende a magnetizacdo na direcdo X'. Na auséncia de
relaxacdo, a magnetizagdo se mantera na dire¢gdo X' do sistema girante
indefinidamente. Isto também ¢ verdade para pulsos fora de ressonancia, desde que a
intensidade do pulso seja intensa o suficiente para sobrepor seus efeitos (condigao:

Equagdo (A.18)). Se levarmos em conta a relaxagdo, a componente presa pelo spin-

lock sera dada por:

M.(1)=M.(0)e ™ (A.19)

Da solugdo das equagdes de Bloch para o estado estacionario, onde dM,/d=dM,/d=0,
6podemos deduz6ir que as outras componentes também zeram, uma vez que o campo

¢ intenso o suficiente para preencher 4a condi¢do necessaria afT ' T>>>1. Entdo, a
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magnetizacdo tende a um valor nulo no equilibrio M,=(0, 0, 0), efeito que chamamos
de saturagdo. Este efeito ¢ amplamente utilizado na saturacdo da magnetizagao devida

a2o solvente, nos experimentos de RMN em solugao.

Sistema de M ultiplos Spins.

O que torna a RMN uma técnica de largo espectro de aplicagdes e tdo util para
estudos estruturais de moléculas ¢ a possibilidade de extrairmos do sistema a ser
estudado, ndo medidas do momento de spin dos 4tomos, mas distinguir 4&tomos de
uma mesma substdncia em uma molécula ou obter informagdes que permitem
localizd-los espacialmente, pela interagdo mutua entre estes atomos. Os principais
fendmenos fisicos que fornecem-nos estas informagdes sdo o deslocamento quimico e

as interagdes spin-spin.

Deslocamento Quimico (Chemical Shift).

Embora ndo tenhamos mencionado anteriormente que a presenca da propria amostra
provoque distor¢des no campo magnético externo, isto de fato ocorre. Este fenomeno
pode ser facilmente entendido se lembrarmos da presenca de elétrons, que orbitam ao
redor dos nucleos atdmicos, comportando-se como pequenos eletromagnetos. Quando
estes elétrons sdo colocados na presenga de um campo magnético externo, o
movimento destes elétrons ¢ perturbado de modo a induzir um campo magnético que
se opde ao campo magnético externo de modo que temos:

B, (interno) = (1—- x)B,(externo) (A.20)
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onde X ¢ a susceptibilidade magnética da amostra. A susceptibilidade magnética ¢é
uma grandeza macroscopica positiva para materiais diamagnéticos, significando um
campo interno ligeiramente menor que o externo neste caso, podendo ser positiva para
materiais paramagnéticos. Além deste efeito de blindagem provocada sobre um
nucleo atdmico pelos seus elétrons, a presenca de anéis nas cadeias laterais também
perturba fortemente o campo magnético externo, da mesma forma que as distor¢des
na distribuicdo eletronica intrinseca dos atomos, ou provocadas por ligacdes quimicas.
Assim, por efeito de diferentes posicoes geométricas ou densidade eletronica dentro
de uma molécula, diferentes nucleos sentem localmente campos magnéticos
levemente diferentes, refletindo em diferentes freqii€éncias de ressonancia para os
mesmos. Esta diferenca na freqiiéncia de ressonancia ¢ chamada de deslocamento
quimico e a freqiiéncia de Larmor do spin j, em um sistema de multiplos spins ¢ dada

por:

w,; =)B,(1-0;). (A.21)

O deslocamento quimico ¢, portanto, dependente do valor do campo externo Bj.
Freqiientemente, os deslocamentos quimicos sdo indicados em ppm (partes por
milhdo), e medidos em referéncia a um composto padrdo para indicar o zero da escala,
de modo que temos:

5 - 106 Uam()stm - Ureferéncia - 106 o

-0 L
amostra referéncia __ 6 _
1 P - 1 0 (Ur O-amostm )

referéncia

(A.22)

eferéncia
referéncia

com o deslocamento quimico dindependente do campo.
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Para RMN em solu¢do podem ser utilizados como padrdo o TSP (acido trimetilsilil
propidnico), o DSS (4,4-dimetil-4-silapentano-1-sulfonato), entre outros, que
apresentam alta blindagem, de modo que a maioria dos outros compostos possui

deslocamento quimico O positivo em relagdo a eles.

Em RMN ¢ comum colocarmos a escala crescente, da direita para a esquerda. Por
razdes historicas a regido de baixos valores de ¢ chamada de “campo alto” e a regido

de altos valores chamada de “campo baixo”.

O célculo teorico dos valores de deslocamento quimico ¢ extremamente complicado
para macromoléculas como as proteinas a acidos nucléicos, e valores praticos sao
extraidos de tabelas de referéncia, quando necessarios. A Figura A.8 mostra como a

ressonancia de diferentes grupos de nucleos se distribui no espectro.

MH-Trp MH-cp HH-cl CH alifiticos
|| | I |
CH aromaticos CHex ZHS CH metilicos
L] I E——
| | | | | | | | | | |
10 i 6 4 7 g ©ppm)
baio campo alto campo

Figura A.8 — Grupos de ressonancias de *H comuns em moléculas biolégicas, com
deslocamentos quimicos similar es, par a moléculas em configur acéo aleatoria.
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Acoplamento Escalar

Também conhecido como acoplamento J, € responsavel pelo desdobramento da linha
de ressonancia dos nucleos como esquematizado na Figura A.9. Este efeito ¢
provocado pela interagdo entre os spins de dois nucleos, e mediada pela ligacdo
quimica entre eles, razdo pela qual este acoplamento também ¢ chamado de spin-spin
ou indireto. Em primeira aproximagdo, quando um nucleo com nimero quantico de
spin S estd acoplado a outro com niimero

quantico de spin I, a ressonancia do spin I

¢ dividida em 2S+1 linhas e a ressonancia /\

do spin S em 2I+1 linhas. A distancia entre

eift=
will=

as linhas do multipleto formado é dada ,H.".:_J_.."-'ll A

pela constante de acoplamento J. Para

nlcleos com spin 'z, isto significa a Figura A.9 — Diagrama mostrando o
efeito do acoplamento J nas linhas de
divisdo em dubletos. Usando um diagrama ressonancias de dois spins | e S. Na

primeira linha, representacdo das

ressonancias dos spins, sem o efeito

do acoplamento. Na linha abaixo, o

efeito de divisho das linhas de

inteiros como visto na Figura A.l1, ressonancia, por efeito  do
acoplamento.

de niveis energéticos para dois spins semi-

podemos  visualizar o efeito do
acoplamento escalar. Sem a acdo do
acoplamento escalar, transi¢des que envolvem a mudanga de estado de um tnico spin
tem mesma diferenga de energia entre os niveis, e contribuem no espectro com uma
ressonancia unica. Quando os spins estdo acoplados, os niveis energéticos alteram-se,
dando origem ao desdobramento da linha. O alcance deste acoplamento, na pratica, ¢

limitado a trés ligagdes quimicas.

70



Para uma quantidade maior de ligagdes, o valor do acoplamento torna-se irrisorio,
sendo dificil sua medida. O valor da constante de acoplamento J ¢ independente do
campo By, e proporcional ao valor do produto dos fatores giromagnéticos dos nucleos
acoplados (J U viys). A divis@o das linhas de ressonancia causada pelo acoplamento J
¢ aditiva, de maneira que se um nucleo esta acoplado a dois outros nucleos, cada linha
de ressonancia resultante da divisdo provocada pelo acoplamento com o primeiro

nucleo sera entdo dividida pelo segundo acoplamento.

J=4A-Broosg + Ccos2g

J
0 20 40 &0 80 100 120 140 160 180

Figura A.10 — Valores da constante de acoplamento escalar Jyy para os hidrogénios
geminais, em func¢éo do angulo detorcéo @

Fonte: http://www.cem.msu.edu/~r eusch/Virtual T ext/Spectr py/nmr/l mages/kar plusl.gif

Um importante aspecto pratico do acoplamento J entre ntcleos conectados por trés
ligagdes quimicas (*J) é sua dependéncia com o angulo diédrico entre os spins
acoplados como mostrado na Figura A.10. Esta dependéncia ¢ descrita pela equacao

semi-empirica de Kaplus:

’J = Acos® @+ Bcosp+C (A.23)

com os valores das constantes A, B e C dependentes dos spins e da eletronegatividade

dos atomos acoplados. Em geral, spins acoplados na posi¢cdo gauche apresentam
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3 -
pequenos valores de °J e na posicdo trans apresentam altos valores. Para um

acoplamento 3 Jun, 2-3Hz e 10-15Hz sdo valores tipicos, respectivamente.

1 1

E, = -Vehuw, — Yehu E1 = -!,-ﬁhml - ‘!éh{_us + ‘.:'Eﬂf'ldm
E, = -Vehw, + Yahwg E, = -¥5huw, + ¥ohuw, - Vamhd g
E, = ¥, — Yahig E, = ¥hw, = Vahuw, - Yemhl g
E, = “hw, + ehw, E‘ = Mhml + '/El'll.us + ',&Tﬂ'hl,S

L, =g W, =W ‘“Jls

Wy = g Wy, =g + g

W, =W, Woy =Wy =g

mmfml W=w + T

w,= ms"' w,

Wy = b= L,

Figura A.11 — Diagrama de niveis ener géticos para um sistema de 2 spins semi-inteiros| e
S. Em a) temos o0s niveis energéticos e transices, sem acoplamento escalar e em b) os
niveis energéticos sob efeito do acoplamento escalar. Abaixo de cada diagrama estéo as
energias de cada nivel e a freqiiéncia de transicao entre os niveis. W, indicam transicfes
espectroscopicas com a mudanca no estado de somente um spin. Wy e W, representam
transicdes de ambos os spins causador as de NOE.
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Nuclear Overhauser Effect (NOE)

O NOE ¢ de grande importancia na espectroscopia por RMN. Este efeito ¢ oriundo da
interacdo dipolo-dipolo entre spins. Diferentemente do acoplamento escalar, ocorre
através do espaco, quando a distancia entre eles € proximo o suficiente para os dipolos
interagirem magneticamente. Devido a este acoplamento, os spins ndo relaxam
independentemente. Enquanto que as componentes transversais relaxam para um
valor nulo, 0 mesmo nio acontece com as componentes longitudinais de I e S. O

relaxamento destas componentes ¢ acoplado, e regido pela equagdo de Solomon:

%(U)‘Io):—PI(<IZ>—IO)—U(<SZ>—SO) (A.24)

onde Iy e Sy sdo os valores de equilibrio de <[> e <S,>.

Vejamos o exemplo de um sistema de 2 spins I e S, espacialmente proximos, mas sem
acoplamento escalar. Supondo que o spin S esteja saturado, a0 medirmos a
ressonancia do spin I, verifica-se uma alteragdo na sua intensidade, devido ao

acoplamento dipolo-dipolo de I com S dado por

U2l o ¥ (A.25)
Iy Py,

onde I, ¢ a intensidade de equilibrio de I, 0 ¢ a taxa de relaxacdo cruzada e p;=1/7; do

spin L.

Como indicado na Figura A.11, ¢ a transi¢cdo que envolver a mudanga dos 2 spins

simultaneamente (relaxamento cruzado) que causa a alteracdo NOE. Se a transi¢ao

73



W, (0o~ BPB) ocorre apds S estar saturado, provoca uma alteragdo positiva na
intensidade de 1. Se Wy (a3 » Ba) ocorre, provoca uma alteragdo negativa em I. W, é
uma transicao cuja freqiiéncia ¢ a diferenca entre o deslocamento quimico dos nticleos
(da ordem de kHz) enquanto que a freqiiéncia de W, corresponde a soma dos
deslocamentos quimicos (da ordem de 10°Hz ). Estas transi¢des sdo promovidas por
movimento molecular de mesma freqiiéncia. Pequenas moléculas rolam em solugao
aquosa com freqiiéncia na ordem de 10", enquanto que grandes moléculas rolam com
freqiiéncia na ordem de 10’. Para pequenas moléculas W, é predominante ¢ a
alteracdo NOE sera positiva. Para grandes moléculas W, torna-se maior que Wo,

gerando uma alteracdo negativa.

A grandeza 0 ¢ extremamente dependente da distancia entre os nticleos, tipicamente
O1/t°, e portanto de grande valor em RMN estrutural. A grandeza n ndo depende da
distancia entre os nucleos, sendo sua medida apenas indicativa da proximidade dos

nucleos, o suficiente para que experimentem acoplamento dipolar.

Troca Quimica (Chemical Exchange)

Transigdes conformacionais ou trocas com o ambiente que envolva um certo nucleo
podem ser detectadas por um experimento de RMN, provocando alteragdo no perfil da
Jinha de ressonancia do mesmo, ou fazendo com que um simples nucleo tenha um
comportamento de um sistema multiplo. Suponha que um nucleo realiza troca
quimica a uma taxa constante kap entre dois estados magneticamente distintos,

digamos A e B, com freqiiéncias de ressondncia que diferem pela quantidade
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Au=(VA-Up). Em média, a ressonancia do spin em cada estado distinto pode somente
ser independentemente observada quando o tempo do experimento ¢ da ordem de
1/k4p. Vamos agora considerar dois casos extremos: os casos de troca lenta, e de troca
rapida, observando a ressonancia do estado A, em precessao livre, durante a deteccao
do sinal de RMN. Apos o pulso de RF 90°, a magnetizagdo encontra-se no eixo Y e
durante a precessao livre que se segue, trés processos ocorrem. Primeiro, a relaxacao
transversal tem efeito, com taxa [/T,; segundo, a magnetizagdo diminui de
intensidade, pela perda de magnetizagdo para o estado B por efeito da troca quimica;
terceiro, magnetizacdo oriunda de B e transferida para A. Agora, supondo que
Auv>>k,p . Como A estd em ressonancia, no sistema girante U,=0 e Ug>>kap. Assim,
a cada vez que uma transferéncia de magnetizacdo tem efeito, cada parte de M,
transferida sera adicionada a M, sem coeréncia, resultando numa distribuicao de fase
que em média resultard em zero. Como resultado final, na situacdo de troca lenta,
teremos um alargamento da linha de ressonancia de A, com uma relaxacao transversal
aparente

1 _ 1
——=— k. A.26
T, (A.26)

app

Quanto mais lenta a troca, menor serd o alargamento da linha. Logicamente, 0 mesmo

ocorre quando analisamos a linha de ressonancia de B.

Agora, podemos analisar a situagdo oposta, onde AU<<kag, a situagdo de troca rapida.
Nesta situagdo, os spins vao e voltam de um estado para outro mais rapido do que o
tempo de uma precessao, de modo que observaremos uma freqiiéncia de rotagdo

média Unegia = faUat f8Up, onde f4 € f5 s@o as fragdes de tempo que o spin permanece
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em cada estado A ou B. Se a troca ndo ¢ suficientemente rapida para termos uma
média eficiente, um espalhamento da linha ¢ esperado. Assim, na situacdo da troca

rapida , o alargamento ¢ tanto maior quanto menor for a taxa de transigao.
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APENDICE B

Formalismo Operador Produto

A representacdo rigorosa e formal da dindmica de um sistema de spins ¢
necessariamente feita pela aplicagdo da mecanica quantica. O conceito de momento
angular ¢ introduzido por similaridade com o conceito classico e estendido para o
momento angular intrinseco dos elétrons e nucleos (spin) pela solugdo da equacdo de

Schrodinger

ihw: H|W(1)) (B.1)

e o valor esperado de um observavel qualquer "A”, ¢ calculado por

(4)=(Wl4w). (B2)

onde H ¢ o operador Hamiltoniano e a fun¢do de onda W ¢ um elemento do chamado

espago de Hilbert.

Tomando como base do espago de Hilbert os autovetores do operador H, teremos

W)= c(t)|®,) e (B.3)

<A>zzzci(t)*cj(t)<q)i|le‘q)j> (B.4)
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Como uma técnica experimental, em RMN o conhecimento dos observaveis ¢
preponderante e o conhecimento da fungdo de onda ¢ dispensavel. Portanto, toda a
informagdo necessdria encontra-se nos coeficientes c¢;(?)*cj(t) da expansdo
representada na Equacdo (B.4). Isto sugere a constru¢cdo de um operador que contém

estes produtos como elementos de sua representacdo matricial:

(@,

pO|®,)=cc;. (B.5)

Chamamos este operador de operador densidade e a matriz de matriz densidade.

Como o operador densidade ¢ uma funcdo das funcdes de estado, uma equacdo

diferencial equivalente a equacao de Schrodinger pode ser formulada, e teremos

in9P =Hp. (B.6)
ot

Este operador ¢ agora um elemento do espagco de Liouville e a equagdo acima ¢

chamada de equacao de Liouville-von Neuman, cuja solugao ¢:
. L . L
pt)y=e™ p(0)e" (B.7)

Esta receita pode entdo ser aplicada para calcularmos o valor esperado de qualquer

quantidade fisica F, onde

(F)=Tr(pF) (B.8)

Para um sistema com um unico spin (ou de maneira equivalente para um spin isolado)
o estado do vetor magnetizacdo pode ser especificado pelas suas componentes

cartesianas X, y ¢ z e analogamente, seu estado quantico pode ser especificado pela
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magnitude dos operadores E/2, I, I, e I, ou pelo operador densidade formado pela
combinagdo linear destes operadores, chamada base cartesiana. Outra base util ¢

composta pelos operadores 1%, 1P, I'(up) e I'(down).

Para um sistema de dois spins com [ = S = ' fracamente acoplados, usualmente

utiliza-se como base o produto dos autovetores de spin [m;, mg>:

®,)=]a.a)
©,)=(a,5)
,)=|5.0) (B2
,)=]5.8)

A base de operadores assim formada pode ser classificada em 4 grupos, facilmente

. ., . . + -
inteligiveis quando relacionamo-los aos operadores 1%, Prerl.

O primeiro grupo contém 4 termos, chamados termos populacionais:

aa)(aar|=1°57;

ap)aB|=1°S*;

Ba)(Ba|=1°57;

BBY BB =17S”.

Estes sdo os termos diagonais € como diz o nome, estdo relacionados aos niveis de

ocupacao dos niveis quanticos.

Os seguintes 8 termos, chamados de transi¢ao quantica simples:

laa)(aB|=1°S";

ap)aa|=1°5S";

Ba) BB =17S";

BB)Ba|=1"5";

\aa)(Ba|=1"S;

Ba)aa|=1"8°;

ap BB =1"5";

BB aB|=1"S”.

Estes termos relacionados a transicdes de um unico spin, descrevem coeréncias

quanticas simples associadas a estas transi¢des. Quando descrevemos o fendmeno de
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RMN quanticamente, freqiientemente usamos o termo coeréncia que ¢ uma
generaliza¢do do termo magnetizagdo, utilizado quando descrevemos o fendmeno da
RMN pela a¢do de vetores. As transicdes simples sdo evidenciadas pela acdo

individualizada dos operadores up e down.

Dois termos chamados de transi¢do quantica dupla:

jaa){8|=1"5"

BB)aa|=17S";
E por fim, os dois termos de transi¢do quantica zero:

ap)(pa=1"5":

Ba)aB|=1"S".

Estes termos estao relacionados as coeréncias quanticas duplas e coeréncias quanticas
nulas, respectivamente, nomes que pela acao dos operadores up € down se tornam

igualmente evidentes.

Pela facilidade no tratamento e entendimento de pulsos de RF e evolugdes temporais
durante seqiiéncia de pulsos, a base de Operadores Cartesianos E, Iy, € Sy, € mais
freqiientemente usada e os 16 operadores produto necessarios para formar uma base
cartesiana no espago de Liouville sdo os 16 produtos entre E, I, I, I, € E, Sy, Sy, S,.

Estas coeréncias também sao classificadas em grupos, como segue:
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Identidade 'E

Longitudinal -1, S, 2L1.S, :
Transversal I Iy, Sy, Sy, 214S,, 21S,, 21,S,, 21,S,
Zero-quantum : 2ISy, 21,Sy
Double-quantum : 2L,Sy, 21,8«

Uma propriedade util dos operadores produto ¢ que eles comutam ciclicamente, ou
seja

|4,8]=i¢ (B.10)
Isto implica, numa conveniente expressao para a rotacdo de um operador sobre o

outro

exp(—i8C) A(exp(i6C) = Acos 8 + Bsin & (B.11)

que ¢ a equagao fundamental do formalismo operador produto.

A for¢a do formalismo operador produto ¢ evidente quando utilizada em conjunto
com os operadores cartesianos. Vejamos a evolucao destes operadores nos casos de

precessao livre e aplicag¢ao de pulso de radio freqiiéncia.

" O fator 2 ¢ exigido para efeito de normalizagdo.
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Precessao livre

Durante a precessdo livre o sistema evolui sofrendo os efeitos do deslocamento
quimico do acoplamento escalar. Para o deslocamento quimico temos H=Q,I, onde Q

¢ o offset do spin | e a rotacdo durante um tempo t sera dada por

1.0P 1

1.0 I, cos(Q,1)+1 sen(Q,1) (B.12)

1,0 1, cos(Q,1) =1 sen(Q1)

Neste exemplo podemos verificar que a evolucdo temporal dos operadores Iy, Iy e I,
sdo similares a evolugdo das magnetizagdes My, My e M, utilizadas na representacdo
vetorial, o que justifica a utilizacdo adiante do termo magnetizacdo para estes

operadores cartesianos.

Para um sistema de dois spins, o Hamiltoniano para a evolucao de I sobre agdao do

acoplamento escalar com constante Jis ¢ H=21UsI,S,. Temos entao:
I OaE 1,
I, OO 1, cos(70 40) +21 S sen(TU st) (B.13)
1, 0878 1, cos(70 xt) +21 .S, sen(70 1)

Para as coeréncias do tipo 2I;S, teremos:
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21.S. OFE 218,

21,8, OWTE0% 21 .S, cos(70 xt) — I sen(70 ;1) (B.14)

21,8, OFPEE 21,8, cos(70 5t) — 1 sen(TU i)

e as evolugdes das coeréncias restantes podem ser obtidas pela troca dos indices.

Pulsosde RF

A aplica¢dao de um pulso de RF em um eixo produz uma rotagao no plano ortogonal a
ele e seu Hamiltoniano pode ser escrito como H=alx para um pulso em x durante um

tempo que implique em uma rotacdo de 0°. Temos entdo:

1,08 I cosa¥I sena

1,08 I cosa+*lsena (B.15)

[.0f8 1

Quando os operadores comutam, diversas agdes simultaneas, como a agdao do
deslocamento quimico e do acoplamento J durante a precessdo livre, podem ser

aplicadas em cascata, um ap6s o outro, ndo interferindo no resultado final.

Os exemplos acima representam parte do problema. Quando analisamos a evolugdo de
um sistema multiplo spins, todas 15 dimensdes que envolvem coeréncias devem ser

analisadas. Embora pareca um trabalho descomunal, principalmente se levarmos em
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conta que geralmente trabalhamos com seqiiéncias de pulsos e delays, o problema
pode ser descrito de forma simplificada pela seguinte equagao:

c,, selC,,C,|=0

Cq 0 &3 { Cq 0059+i[cq’cp]Sin9’ Se[Cq’Cp] #0

(B.16)

e considerando que coeficiente do co-seno da segunda equagao corresponde ao termo
unico da primeira equagao, uma forma mais concisa de representar as equagdes acima

pode ser utilizada:

C,,
c, 0ot {*L (B.17)

C

Esta notacao ¢ chamada de branch diagram.
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APENDICE C

Experimentos basicosem RMN

Em geral, um experimento de FT-RMN comeg¢a com a magnetizagdo alinhada com o
campo externo By e consiste em uma seqiiéncia de pulsos de RF e intervalos de
tempos, seguido pela deteccio da magnetizacdo de um certo nuclideo (‘H por

exemplo) no plano transversal.

A magnetizagdo ¢ captada como um sinal magnético induzido em uma bobina, que
evolui temporalmente S(t), portanto no dominio do tempo, chamado FID (Free
Induction Decay). Este sinal pode ser transformado em um sinal no dominio das

freqiiéncias S(V) através da transformacao de Fourier (FT)

S() = fmS(t)e_z”“’dt (C.1)

onde o sinal de cada spin com diferentes freqiiéncias pode ser isolado
individualmente. Propriedades matematicas que se aplicam as fungdes originais e
transformadas numa transformacdo de Fourier podem auxiliar no tratamento

matematico dos dados obtidos, sem perda do conteudo da informagao.

85



1D RMN

Este experimento consiste na excitagdo dos nicleos com um pulso de 90° e a captacao
do sinal de RMN durante a evolugdo temporal apds este pulso. Um esquema de um

experimento 1D FT-RMN ¢ mostrado na Figura C.3.

Num espectro 1D, todas as informagdes estdo contidas em 2 dimensdes, freqiiéncia e
intensidade. Dependendo da quantidade de ressondncias presentes, o deslocamento
quimico poder ser obtido da posi¢do das ressondncias, o acoplamento escalar da

divisdo em multipletos e o numero relativo de spins, das intensidades.

As propriedades da magnetizacdo que gera o sinal captado durante a fase de
aquisi¢do, obviamente sdo dependentes da maneira como ela foi excitada. Existe uma
grande quantidade de diferentes seqiiéncias de pulsos utilizada com diferentes
objetivos, algumas contendo dezenas de pulsos, o que torna extremamente dificil uma
analise em bloco de seus efeitos. Felizmente, estas seqiiéncias sdo compostas por

subseqiiente aplicacdo de alguns elementos simples, que analisaremos a seguir.

Pulso de 90°

O principal propoésito deste pulso ¢ criar magnetizagao transversal para ser detectada:
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1,0 1,
[ ot -1

z X

Outro propoésito seria a mistura de coeréncias, como a seguir:

21,0 -218 OM 218,

Vemos que uma coeréncia transversa em I, e portanto caracterizada por uma
freqiéncia de Larmor Q; foi convertida em uma coeréncia transversal em S,

caracterizada pela freqiiéncia de Larmor Qg. Coeréncia quantica multipla também

pode ser criada pelo pulso de 90°:

21,5 08 275 OM% -21.8,

Note a importancia da fase do pulso de 90° para determinar qual coeréncia sera obtida

ao final da seqiiéncia de pulsos.

Pulso 180°

O objetivo deste pulso ¢ a inversao da magnetizagao:
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IO -1
1oL -1

Quando inserido exatamente no meio de um periodo de precessdo, o pulso de 180°
age refocando a magnetizacdo, cancelando os efeitos de precessdo de Larmor e/ou
acoplamento J. A idéia ¢ simples: invertendo a magnetizacdo, a perda de coeréncia
provocada por estes efeitos age de maneira inversa durante o segundo periodo,

reconstruindo a magnetizagdo original. Este procedimento ¢ denominado Spin Echo.

2D RMN

Em moléculas bioldgicas, espectros 1D tém seu uso restrito a fornecer informagdes
qualitativas. A grande quantidade de spins presente na amostra resulta em
superposi¢do de ressondncias impossibilitando uma analise quantitativa. Além disso,
um espectro 1D, que em condi¢des favoraveis pode indicar a presenca de acoplamento
entre spins, ndo ¢ capaz de indicar qual spin estd acoplado com qual. Além de permitir
maior resolu¢do nas ressonancias separando a informag¢ao contida em um espectro 1D
em duas dimensdes, 0 maior proposito de um espectro 2D-RMN ¢ a elucidagdo de

padrdes de conectividade entre os spins.

Um espectro 2D, com dois eixos de freqiiéncias ¢ obtido pela transformacdo de
Fourier bidimensional de dados no dominio do tempo, com dois eixos temporais

ortogonais. Assim, para a constru¢do de um espectro 2D torna-se necessdria a
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aquisi¢ao de um sinal como func¢do de duas varidveis temporais. Em esséncia, isto ¢
conseguido pela modulagdo de um espectro normal de RMN-1D como fun¢do de uma

variavel de intervalo de tempo ¢, como a separagdo entre 2 pulsos de

RF.

Figura C.1 - Representacdo esquematica da obtencdo de um espectro 2D-RMN por
transformada de Fourier bidimensional. a) N, FID sdo adquiridos para diferentes tempos
de evolugdo t;. b) A primeira transformada de Fourier é aplicada para cada um dos
espectros adquiridos, resultando em uma colecdo de N; espectros na dimensdo de
frequéncias (). c) A transformada de Fourier é aplicada na segunda dimensdo (t),
gerando o espectro bidimensional na dimensdo das frequéncias (v, x V). Na parte
superior, 0 espectro € mostrado numa per spectiva tridimensional e na parte inferior, como
linhas de contorno (figura adaptada de van de Ven, 1995).

Assim, enquanto que para compor um espectro 1D, o FID adquirido ¢ composto por N
pontos e uma transformada de Fourier ¢ efetuada, em um experimento 2D, N;
diferentes espectros 1D sdo adquiridos, um para cada diferente t;, com N, pontos
cada. Para conseguir o espectro final, é necessario efetuar primeiramente N; FTs de
N, pontos cada, e posteriormente N, FTs de N; pontos (Figura C.1). Comparado com
um espectro 1D, para obtermos um espectro 2D € necessario muito mais tempo, tanto

na aquisi¢ao dos dados como no processamento dos mesmos.

89



A seguir, analisaremos os 2 espectros 2D basicos em RMN estrutural, COSY e

NOESY.

COSY (COrrelated SpectroscopY)

O conceito bésico por traz do experimento COSY ¢ a transferéncia de coeréncia de
um spin para outro, via acoplamento escalar no limite de acoplamento fraco. Como
este acoplamento se da via ligacdes quimicas, este experimento explicita informacao
sobre a estrutura quimica da molécula em estudo. Experimentos 2D sdo geralmente
divididos em 4 etapas: preparagdo, evolucdo, mistura e detec¢do, como descritas a

seguir:

Preparacdo: ¢ neste estagio que uma determinada coeréncia ¢ criada. No experimento
COSY consiste em, com a magnetizacdo em equilibrio ao longo de Z, aplicar um

pulso de 90°, para a criacdo de magnetizacao transversa.

Evolucéo: durante este periodo coeréncias de interesse sdo monitoradas. Em COSY,
as coeréncias evoluem sob a¢do da precessdo de Larmor e do acoplamento escalar.
Este periodo de evolugdo ¢ utilizado para a segunda codificacdo temporal necessaria

para a obtencdo de um espectro 2D.

Mistura. Neste estagio coeréncias sdo transferidas entre os spins. Em COSY isto é

conseguido pela aplicagdo de um pulso de 90° em ambos os spins.

Detecgéo. Aqui ¢ feita a detec¢@o do sinal. Durante este periodo novamente os spins

estdo evoluindo sob ag¢do da precessao de Larmor e do acoplamento escalar.
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Para um sistema de dois spins IS teremos, simplificadamente:
L L
Lot 0Bt o oEUE Ry

—l./t Qi1 —LJI Qit
SOy opUl o Do00 F@.b)

Para um sistema homonuclear, onde o sinal captado ¢ proporcional a magnetizagao

alinhado com o eixo Y do sistema girante

Fi+F,=F(,6,) 01 (t,t,)+S,(1,1,)

1 ) 1 .
F(t,t,)0 COS(E Jt,)sin(€,¢)) cos(z Jt,)sin(Q,t,) +
1 ) 1 .
+ COS(E Jt,)sin(Q;t,)) COS(E Jt,)sin(Q4t,) +
+ sin(% Jt,)sin(Q,¢)) sin(% Jt,)sin(Qt,) +

.1 . ! .
+ sm(z Jt,)sin(Qt)) sm(z Jt,)sin(Q,t,)

Apos a transformada de Fourier, este sinal dara origem a um espectro bidimensional
com o padrao mostrado na Figura C.1. Os dois primeiros termos dardo origem aos
picos diagonais (Qj, Q) e (Qs, Qs) e os dois restantes dardo origem aos picos de
maior interesse, os chamados picos de correlagdo (Q;, Qs) e (Qs, Qp). Os picos de
correlagdo, que na verdade ¢ um conjunto de picos devido aos multipletos criados
pelo acoplamento escalar, sdo os indicadores da existéncia deste acoplamento. Os
termos dependentes de J sdo os responsaveis pela modulagdo em fase (co-seno) ou

antifase (seno), como apresentado na mesma Figura C.2.
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Figura C.2 — Representacdo esquematica de um espectro COSY para 2 spins acoplados| e

S. A direita esta representado o espectro 1D. As linhas pontilhadas indicam a ressonancia

dos spins desacoplados (figura adaptada de van de Ven, 1995).
No exemplo acima, somente foi considerado o acoplamento ativo entre os spins I e S.
Na verdade, um espectro COSY pode ser severamente complicado pelo acoplamento
simultaneo entre mais do que dois spins ou por acoplamentos passivos. Esquemas de
filtragem de coeréncias sdo implementados através da excitacdo e detecgdo em
diferentes fases, de modo a eliminar efeitos indesejados, simplificando os espectros.
Exemplos destes esquemas sao TPPI (Time-Proportional Phase Incrementation) e
States, que sdo utilizados na geracdo de espectros como DQF-COSY (Double

Quantum Filtred COSY) ou TQF-COSY (Triple Quantum Filtred), nao discutidos

aqui.
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Como vimos anteriormente, o acoplamento escalar alcanca no maximo 3 ligacdes,
portanto, em um experimento COSY, somente ¢ possivel visualizar acoplamentos
entre spins até este limite. Alternativamente, existem experimentos que podem, dentro
de um sistema de spins, mostrar conexdes além deste limite. Um exemplo ¢ o
experimento TOCSY (TOtal Correlation SpectroscopY) ou HOHAHA (Homonuclear
HArtmann-HAhn). Neste experimento, o segundo pulso de 90° do experimento
COSY ¢ substituido por um pulso spin-lock. Este pulso provoca polarizagdo cruzada,
ou uma troca de magnetizacdo entre dois spins, unicamente via acoplamento escalar,
ndo sofrendo efeito da precessdo de Larmor, tornando-os equivalentes (condi¢cdo de
Hartmann-Hahn) e permitindo a transferéncia de magnetizagdo no limite de
acoplamento forte. Além de atingir praticamente todo o sistema de spins, o espectro

TOCSY apresenta picos de perfil unico, reduzindo a complexidade do espectro.

NOESY (Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY)

O experimento NOESY ¢ de fundamental importancia na determinagdo da estrutura
espacial da molécula. O proposito do experimento NOESY ¢ estabelecer
conectividades entre spins via relaxacdo cruzada, pela transferéncia de magnetizagao
longitudinal. As quatro fases que usamos para descrever um experimento 2D sdo

entao:
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1D

2D-COSY

%" %°

2D-NOESY

b

PREPARACAO EVOLUCAO (t,) MISTURA (z,,) | AQUISICAO (t,)

Figura C.3 — Esquema experimental para de 3 experimentos basicos em RMN
homonuclear. Para os experimentos 2D, as linhas pontilhadas indicam os limites das
etapas envolvidas.

Preparagdo: analogamente ao experimento COSY, com a magnetizacdo em equilibrio

ao longo de Z, aplica-se um pulso de 90°, para a criacdo de magnetizagdo transversa.

Evolugdo: neste estdgio a magnetizagdo evolui sob agdo da precessdo de Larmor
durante um tempo ¢, e sdo portanto, marcadas com seus deslocamentos quimico Q;e

Qg. Aqui, supomos que ndo existe acoplamento escalar entre estes spins. Na
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seqiiéncia aplica-se um pulso de 90°% para gerar a magnetizacdo longitudinal. Como
um pulso de 90° transfere a magnetizagdo Y para —Z e ndo afeta a magnetizagdo X,
um subseqiiente experimento onde se aplica um pulso de 90° 4 ¢ realizado. Este pulso
transfere a magnetizacdo Y para Z e ndo altera a magnetizagdo X. A subtracdo dos
dois sinais obtidos, cancela portanto a magnetizagdo em X, mantendo somente a

magnetizacao longitudinal em Z.

Mistura: durante este periodo, as magnetizagdes longitudinais I, e S, evoluem de
maneira dependente, regido pela equagdo de Solomon, como vimos anteriormente, por
um periodo determinado T,,. Ao fim deste periodo um novo pulso de 90° ¢ aplicado

para gerar a magnetizacao detectavel.

Detecgdo: nesta fase o sinal evolui sob acdo da precessao de Larmor e ¢ detectado

durante um tempo #,.
Ao final desta seqiiéncia temos:

F(t,t,)0 10[(1 —R,,Tm)cos(Q,tl)cos(Q,tz)—RS,Tm cos(Q]tl)cos(QSt2 )]

+S, [(1 - R T, )cos(QStl)cos(QStz) -R,T, cos(QStl)cos(Q,z‘2 )]
Apo6s a FT o primeiro e o terceiro termos geram os picos diagonais (Q;, Q) e (Qs,
Qg). O segundo e o terceiro termos dao origem aos picos de correlagdo no espectro
NOE. Para T1,, ndo muito longo, a intensidade dos picos € proporcional as taxas de
relaxacdo cruzada Ris=Rg;. A informagao estrutural do espectro NOE vem do fato de
as taxas de relaxacdo cruzada Rjs ser proporcional ao inverso da sexta poténcia da

distancia internuclear entre [ ¢ S (Rys U l/rls6).
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APENDICE D

RMN - Introducao Histoérica

A idéia de ressonancia magnética nuclear foi primeiramente apresentada por
Cornelius Jacob Gorter, um fisico holandés que apesar de véarias tentativas ndo teve
sucesso em observar o fendmeno por ele predito. Posteriormente, em Setembro de
1937, Gorter visitou Isidor Isaac Rabi na Universidade de Columbia, e sugeriu a
possibilidade de verificar o fendmeno em um feixe gasoso de moléculas, a
especialidade de Rabi. Nos dias posteriores Rabi e seus colegas comegaram a realizar
experimentos ¢ em Janeiro de 1938 publicou o artigo que descreve a primeira
verificagdo do fendmeno. Gorter foi citado nos agradecimentos do artigo como o autor
original da idéias, mas foi Rabi que recebeu prémio Nobel de Fisica de 1944 por este

experimento.

Nos anos posteriores, com o advento da Segunda Grande Guerra, estudos em RMN
foram praticamente abandonados, com os pesquisadores envolvidos direcionando seus
esforcos no desenvolvimento de fontes de microondas para utilizagdo em radares,
exceto por Gorter, que mesmo durante a guerra na Europa, continuou tentando

observar RMN em materiais em estado ndo gasoso, infelizmente falhando novamente.

Em 1945, Felix Bloch, retornando a Stanford, comegou a trabalhar com RMN.
Juntamente com Willian Hansen, um especialista em eletronica e Martin Packard,
entdo estudante, comecaram a tentar por em pratica uma idéia tida por Bloch um ano

antes, para observar RMN em solidos.
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Enquanto isto, no MIT Edward Purcell e seus colegas Henry Torrey e Robert Pound,
estavam empregados para relatar em livros os desenvolvimentos em radar
conseguidos durante a guerra. Durante uma conversa apds o almogo, em Setembro de
1945, tiveram a idéia de como detectar RMN em solidos. A idéia de realizar algum
experimento real entusiasmou os trés pesquisadores. Realizando seus experimentos
nos periodos de descanso, aos sabados e domingos, apos gastar algum tempo para
montar o aparato necessario, em Dezembro de 1945 estavam preparados para realizar
seu intento: a primeira observagdo de RMN em so6lido (um quilograma de parafina),
mas a tentativa mostrou-se infrutifera. Tentaram novamente no préximo sabado, mas
nada de novo. Foi quando, numa tultima tentativa antes de deixarem o laboratorio, um
deles sugeriu aumentar a corrente do eletromagneto e finalmente tiveram sucesso na
primeira observacao do fenomeno de RMN em sélidos. Curiosamente, eles estavam
aptos a visualizar o fendmeno desde a primeira tentativa, ndo conseguindo porque o

laboratorio abandonado onde montaram seu equipamento era extremamente frio.

Pouco tempo depois, em Janeiro de 1946, Bloch, Hansen e Packard observaram sinal
de RMN oriundo de 4gua, em um aparato consideravelmente diferente do utilizado
por Purcell, Torrey e Pound, mas em um laboratério igualmente frio. Possivelmente
Bloch e seus colegas poderiam ter tido a primazia na visualizagdo de RMN em soélidos
se Packard ndo tivesse insistido em visitar seus pais no Oregon em Dezembro. O
comité do Prémio Nobel reconheceu as descobertas de Bloch e Purcell como

simultineas e independentes, e agraciou ambos com o prémio de fisica em 1952.

Foi somente em 1950, com a técnica refinada, que Warren Proctor € Fu Chun Yu, na
Universidade de Stanford, observaram que nitrato de aménia (NH4NO3) mostrava dois

distintos sinais para o nticleo de nitrogénio, que a RMN deixou de ser uma técnica de
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medida de momento magnético de nucleos para iniciar sua utilizagdo como técnica de
expressdo em quimica. Utilizada primeiramente por quimicos organicos para resolver
a estrutura de pequenas moléculas, atualmente € utilizada cada vez mais na elucidacao

de estruturas mais complexas, incluindo grandes moléculas bioldgicas.

O avango mais significativo na técnica de RMN foi a utilizacdo das idéias do
matematico francés do século 18 Jean-Baptiste Fourier aplicadas de uma maneira
pratica como mostrada primeiramente pelo fisico inglés Peter Fellgett, em sua tese de
doutorado de 1949. Os experimentos de RMN inicialmente utilizavam a técnica de
excitacdo continua CW (continuos wave) que simplificadamente significa excitar a
amostra continuamente com uma radiacdo eletromagnética que tem sua freqiiéncia
modificada de maneira continua, observando quando a amostra responde esta
excitacdo. Durante a maioria do tempo os instrumentos estdo “esperando” pelo sinal
importante, observando apenas ruido, significando perda de tempo. Como mostrado
por Fellgett, uma maneira mais inteligente seria excitar a amostra de uma s6 vez com
todas as freqliéncias simultaneamente e captar de uma s6 vez todas a respostas.Esta
técnica chamada de Transformada de Fourier, aplicada em diversas técnicas analiticas
como espectroscopia infravermelha e outras, revolucionou a RMN. Esta técnica,
desenvolvida no meio dos anos 60 por Richard Ernst, ¢ conhecida como RMN

Pulsada.

Ernst, conhecido como o pai da moderna RMN, também esteve envolvido em uma
outra revolu¢do: a RMN bidimensional. Com o avango da RMN no estudo de
moléculas cada vez maiores, um das dificuldades era a enorme quantidade de
informagdo constante nos espectros coletados, A RMN-2D foi uma das maneiras

utilizadas para contornar este problema. Apresentada como uma idéia pela primeira
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vez em 1971, na Ampere International Summer School, em Baskopolje, antiga
Yugusldvia, um congresso de estudantes, pelo fisico belga Jean Jeener, foi
primeiramente demonstrada na pratica por Ernst em 1974. No congresso onde Jeener
apresentou suas idéias estava um estudante de Ernst que tomou notas, e retornando a
Zurique, onde trabalhavam na ETH, mostrou-as a Ernst que decidiu desenvolvé-las.

Por suas contribuicdes, Ernst foi agraciado com o Prémio Nobel de Quimica de 1991.

Sendo utilizada desde seu inicio quase que exclusivamente por quimicos, a RMN-2D
abriu as portas para estudos de biomoléculas mais complexas. Até 1984, a tnica
técnica utilizada para obter informagdo da estrutura tridimensional de biomoléculas
era a difracdo de raios X, quando Kurt Wiithrich, em seus laboratérios na ETH-
Zurique, resolveu a estrutura 3D da proteina BUSI (bull seminal plasma inhibitor)- a
primeira estrutura tridimensional de uma proteina resolvida por RMN. No inicio a
comunidade cientifica foi cética em relacdo ao método, uma vez que a estrutura
cristalografica desta proteina era bem conhecida e poderia ter sido utilizada para obter
a estrutura por RMN. O problema foi resolvido quando a estrutura da proteina
Tendamistat foi resolvida simultaneamente por RMN e raios X, obtendo-se resultados
virtualmente idénticos. Embora BUSI e Tendamistat sejam proteinas relativamente
pequenas, com peso molecular por volta de 7 kDa, atualmente, com os avangos
subseqlientes na capacidade computacional e na intensidade dos campos magnéticos
utilizados (de 0,2 Tesla utilizado por Bloch para os atuais 23 Tesla), das técnicas de
RMN 3D e 4D e do uso de isotopos , estrutura 3D de proteinas de até 60kDa sdo
agora acessiveis, sendo possivel a obten¢do de informagdes locais em estruturas de até

900kDa.
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