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Introducao

Com o0 sequenciamento do genoma humano
completo as atencdes foram direcionadas para a
determinacéo estrutural e funcional das proteinas. Para
isso, véarios métodos protedmicos tém  sido
desenvolvidos usando ligantes como sondas para
definir a funcdo das proteinas'. O objetivo deste
trabalho foi examinar a possibilidade de ligacdo de
varias moléculas biologicamente importantes a
Albumina de soro bovino (BSA) através de métodos de
Ressonancia Magnética Nuclear RMN) baseados na
transferéncia de NOE entre proteina-ligante, como:
STD (Saturation Transfer Difference)’, WaterLOGSY
(Water Ligand Observation with Gradient
Spectroscopy)’, NOE pumping® e DOSY-NOESY
(Diffusion-Ordered NOESY)’.

Resultados e Discussao

De acordo com o fator STD (Figura 1) obtido ao
irradiarmos a proteina em -0,50 ppm notou-se que o &c.
salicilico (1) é o composto que mais interage com a
BSA, apresentando %STD de aproximadamente 18%
para os hidrogénios da porcdo aromatica. Ja a cafeina
(2) interage principalmente através do H-8 e da CH39
que apresentaram um %STD de 5% e 2,5%,
respectivamente. Os &cidos adipico (3) e citrico (4)
apresentaram uma percentagem de interacao inferior a
2%. Ao irradiarmos a proteina em -1,00 ppm as
percentagens de interacdo diminuiram pela metade.
Estes resultados foram confirmados através dos
experimentos de WaterLOGSY e NOE pumping, que
em principio fornecem as mesmas informac¢des que o
experimento de STD. O espectro de WaterLOGSY
obtido com tempo de mistura de 0,8 s apresentou
sinais positivos para os hidrogénios aromaticos de (1) e
para as metilas 1, 3, e 9 e H-8 de (2). Ja os
hidrogénios e (3) e (4) apresentaram sinais negativos
indicando que estes ndo interagem com a BSA. O
espectro de NOE pumping obtido para a mistura
indicou de forma andloga as outras analises que os
compostos (1) e (2) interagem com a BSA e os outros
nao. Dentre as técnicas ja citadas o NOE pumping é a
menos sensivel necessitando de um maior tempo de
maquina. Uma outra técnica utilizada foi a DOSY-
NOESY, a qual fornece informacg8es sobre o epitopo de
ambas espécies (ligante e proteina). Na Figura 2,
plano de difusédo de (1), podemos notar que os H-3/5¢e
H-6 de (1) apresentaram forte correlacdo com a porcdo
alifatica (0 a 3 ppm) e hidrogénios amidicos (3,5 a 4,5
ppm) da BSA, enquanto o H-4 nao.
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Palavras Chave: RMN, intera¢gdes proteina-ligante.
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Figura 1. Mapeamento de epitopo (% STD) para o0s
diferentes hidrogénios de (1) e (2). O fator STD é maior para
aquelas partes do ligante mais préximas a proteina.
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Figura 2. Mapa de contorno de RMN de DOSY-NOESY da
mistura de 0,85 mM de ligantes e 0,210 mM de BSA a 25°C.
Plano de NOESY obtido forca de gradiente de 4,80 G.cmi®.
Os sinais da proteina estao em(F,) e dos ligantes em(F).

Conclusdes

Através dos experimentos de transferéncia de NOE
observou-se que (1) e (2) interagem com a BSA, ja (3) e
(4) ndo. Além disso, os resultados obtidos através da
técnica de STD foram reproduzidos pelos outros
experimentos. O STD é o mais sensivel e fornece o
epitopo do ligante. J& o WaterLOGSY e o NOE pumping
sdo menos populares por serem aplicados a sistemas
mais especificos. J4 o DOSY-NOESY, é menos
sensivel, entretanto, fornece o epitopo da macromolécula
e do ligante.
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