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Entrevista a Jests Angulo Alvarez (Doctor del Instituto de Investigaciones Quimicas)

“La espectroscopia de RMN constituye la técnica fisica que mayor cantidad de
informacion ha aportado en las ultimas décadas al analisis estructural molecular”

Sevilla, 23/07/2010. Un articulo
firmado por Jesus Angulo, Pedro M.
Enriquez-Navasy Pedro M. Nieto, inves-
tigadores del IIQ, ha sido designado
“Very Important Paper” por una revista
de notable impacto cientifico como
es Chemistry: A European Journal. El
titulo completo del trabajo es “Ligand-
Receptor Binding Affinities from Satu-
ration Transfer Difference (STD) NMR
Spectroscopy: The Binding Isotherm
of STD Initial Growth Rates”. Dicha
investigacién pone de manifiesto,
entre otros factores, la relevancia que
ostentan las técnicas de espectroscopia
de RMN para el avance de la quimica y
la bioquimica.

{Qué os motivo a iniciar esta
investigacion?

La motivacion inicial fue la necesi-
dad de disponer de una metodologia
basada en la espectroscopia de reso-
nancia magnética nuclear (RMN) apro-
piada para la medida de afinidades
de moléculas organicas pequefas
(ligandos) por receptores biomacromo-
leculares, como las proteinas, cuando
las interacciones puestas en juego
implican bajas energias de asociacién
(interacciones débiles).

Estas interacciones pueden re-
presentar un papel muy importante
en las primeras etapas del desarrollo
de farmacos (cribado de ligandos),
donde se identifican fragmentos
moleculares pequeios que presen-
tan afinidades normalmente débiles
por los receptores-dianas objeto del
estudio. La técnica en la que se basa
la metodologia propuesta en este tra-
bajo (espectroscopia STD NMR) ha de-
mostrado en los ultimos diez afos ser
especialmente apropiada para la detec-
cion y caracterizaciéon estructural de
interacciones débiles ligando-proteina,
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Tras doctorarse en Ciencias Quimicas y especializarse en técnicas de RMN,

Jesuis Angulo se incorporé al 1IQ en 2006.
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baja en el Instituto de Investigaciones Quimicas (11Q).
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glicanos por espectroscopia de resonancia magnética
nuclear (RMN) y quimica computacional (mecdnica y
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el Institut fir Chemie de la Medizinische Universitdt en
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dentro de las lineas centradas en la quimica organica
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y es una técnica ampliamente utilizada
tanto en laboratorios académicos como
de la industria para las etapas de cri-
bado de potenciales ligandos de dianas
terapeuticas.

Sin embargo, desde sus primeras
etapas se pusieron de manifiesto las difi-
cultades que presentaba la utilizacion
de dicha técnica para medir afinidades
ligando-proteina con precision.

¢Cual es la hipétesis de partida de
vuestro estudio?

Nuestra hipotesis de partida con-
sistié en suponer que las desviaciones
que se observaban en las medidas de
afinidades estaban relacionadas con
dos procesos de sobra conocidos en
es-pectroscopia de RMN y en la ter-
modindmica de las interacciones bimo-
leculares: la relajacién de magnetizacio-
nes en estados fuera del equilibrio y la
reasociacion del ligando en el sitio de
reconocimiento de la proteina.

Considerando que la reasociacién
de un determinado ligando podria
ocurrir tan rapido que no tuviese
tiempo de retornar al estado de equi-
librio inicial en presencia de un campo
magnético, pensamos que los efectos
de estos procesos se podrian cancelar
si los experimentos se realizaran a dis-
tintos tiempos totales y se extrapolaran
dichos resultados a tiempo cero (pen-
dientes iniciales experimentales).

¢A qué conclusiones llega el arti-
culo?

La conclusion principal del articulo
es que una técnica de tan amplio uso en
el campo de las interacciones ligando-
proteina, como la espectroscopia STD
NMR es perfectamente apropiada para
la determinacién precisa de afinidades
(constantes de disociacion) ligando-
proteina en los casos de interacciones
débiles, donde otros métodos fisicos
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pueden encontrar dificultades en
cuanto al limite de deteccién. Eso
si, para evitar todas las posibles
desviaciones que pueden afectar
a la medida, es necesario seguir
el protocolo propuesto de uti-
lizacién de pendientes iniciales
de crecimiento de las sefales.

Por otro lado, el trabajo
racionaliza todas las observacio-
nes publicadas con anterioridad
relacionadas con las desviaciones
experimentales de las medidas,
estableciendo, en casos donde
no se siga el protocolo propues-
to, que las medidas de afinidad
por STD NMR suponen siempre
la determinacion, al menos, de
una cota superior del valor ter-
modinamico de la afinidad.

En cierto modo, este tra-
bajo pone de manifiesto que la
espectroscopia de RMN es una
herramienta indispensable en
el ambito de la quimica y la bio-
quimica por la informacion que
revela sobre las moléculas y sus
interacciones. ;En qué sentido
son aplicables estas investiga-
ciones para el desarrollo de
agentes terapéuticos?

La espectroscopia de RMN,
junto con la difraccién de rayos-
X de monocristal, se puede
decir, sin temor a equivocarse,
que constituyen las técnicas
fisicas que mayor cantidad de
informacion han aportado en
las ultimas décadas al analisis
estructural molecular, asi como
ala caracterizacion de interaccio-
nes moleculares, en el ambito de
la (bio)quimica estructural.

Las técnicas de RMN, entre
las que se encuentrala STD NMR,
presentan, ademas, la gran ven-
taja de poder realizarse en diso-
lucién, en estado liquido, lo que
permite preparar las matrices de
las muestras objeto de estudio
en un contexto experimental de
mayor similitud al de las condi-
ciones fisioldgicas, en el caso de
estudios de sistemas de interés
bioldgico.

La metodologia que se pro-
pone en este trabajo esta basada
en una técnica (STD NMR) que
ha demostrado su utilidad en la
caracterizacién a nivel atémico
de los elementos estructura-
les clave en el reconocimiento
molecular de un determinado
ligando (potencial farmaco) por

una determinada diana terapéu-
tica (receptor bioldgico).

Con la metodologia pro-
puesta, dicha técnica puede
proporcionar no sélo dicha infor-
macion estructural, sino que
simultaneamente, puede darnos
la medida de la afinidad de dicha
interaccion de forma precisa. Las
modificaciones estructurales de
farmacos potenciales basadas
en datos estructurales, como por
ejemplo a partir de RMN, deben
ser analizadas posteriormente
en términos de afinidades, para
demostrar las mejoras introdu-
cidas.

A grandes rasgos, ;cuales
son los principales retos que
se plantea la espectroscopia
de RMN en el contexto de la
biomedicina?

Uno reto remarcable consiste
en la ejecucién de experimentos
de espectroscopia de RMN de
alta resolucion directamente en
células vivas (o tejidos). Ya existen
resultados prometedores en la
literatura, que corroboran dicha
posibilidad, si bien queda mucho
camino por recorrer para poder
estudiar con precision interaccio-
nes biomoleculares por RMN en
el interior de células vivas.

Precisamente, la técnica STD
NMR es particularmente adecua-
da para estudios de interacciones
con receptores transmembrana
de interés farmacoldgico. En
este campo se estd evolucio-
nando mucho en experimentos
con proteinas de membrana por
espectroscopia de RMN en estado
solido.

Finalmente, uno de los recu-
rrentes problemas a resolver rela-
tivos a la espectroscopia de RMN
en biomedicina es el referido a la
sensibilidad, por lo que todos los
estudios encaminados a mejoras
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