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Comprimentos de onda associados a diferentes 

regiões do espectro eletromagnético usados no 

estudo de estruturas de proteínas



Luz visível utilizada na descrição 

visual da natureza
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• Ondas de rádio e microondas causam alterações nas 

propriedades magnéticas dos átomos que são detectadas por 

várias técnicas, incluindo RMN e ressonância de spin 

eletrônico (ESR). 

• Nas regiões de micro-ondas e infravermelho do espectro, a 

irradiação causa movimentos de ligação e, em particular, 

movimentos sobre ligações, como 'alongamento', 'curvatura' 

ou rotação. 

• As regiões ultravioleta (UV) e visível do espectro 

eletromagnético são de maior energia e idenficam mudanças 

na estrutura eletrônica através de transições que ocorrem em 

elétrons nas camadas externas dos átomos. 

• Os métodos de fluorescência e absorbância são amplamente 

utilizados em bioquímica de proteínas e são baseados nessas 

transições.

• Os raios X são usados para sondar mudanças nas camadas 

internas de elétrons dos átomos.



Microscópio Óptico
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Com o microscópio ótico foi 

possível elucidar a estrutura celular 

dos organismos vivos
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Microscópios Eletrônicos 

(de transmissão e varredura) permitiram 

visualizar as estruturas subcelulares e os vírus
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Biologia Moderna = Biologia Molecular

Todos os eventos associados à Vida 

ocorrem em nível molecular
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A Química da Vida:

“Praticamente todas as reações 

químicas presentes nos organismos 

vivos não seguem o seu curso 

energeticamente mais favorável”

10



As Moléculas da Vida:

• Ácidos Nucleicos : DNA e RNA

– Guardar e transmitir as informações de como sintetizar 

proteinas

• Proteinas : são as operárias dos organismos vivos, 

realizando praticamente todas as funções essenciais.

• Carboidratos: fontes de energia, complementam as 

proteinas na comunicação entre as moléculas

• Fosfolipídeos: constituintes principais das membranas 

celulares
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Raios-X em Tubos Selados
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Difração de Raios-X por Fibra de DNA

DNA tipo “B”

(hidratado e pouco cristalino)

O diagrama com um 

“X” é a assinatura de 

estruturas em hélices

As reflexões do “X”

indicam que a 

periodicidade da hélice 

é ~34Ǻ

A reflexão axial indica 

diâmetro da hélice da 

ordem de 20 Ǻ 13
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Molecular structure of nucleic acids: 
A structure for deoxyribose nucleic 
acid  J. D. Watson & F. H. C. Crick
Nature 171, 737-738 (1953)
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DNA   →   RNA   →   PROTEINAS

 

Transcrição Tradução
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Estrutura Macromolecular

Função Biológica

• Radiação Elétromagnética (Raios-X, radio-frequências, UV-

Vis, infravermelho)

• Partículas (elétrons, neutrons)

• Microscopias (elétrons, força atômica) 18



Biologia Molecular Estrutural

Estudos estruturais de moléculas 

biológicas utilizando-se de 

métodos físicos, químicos e de 

biologia molecular.

Estrutura, dinâmica, estabilidade 19



Elucidating Protein Structures

• High resolution experimental structures:

– Protein Crystallography

– NMR studies in solution

– High Resolution Cryo Electron Microscopy

• Theoretical approaches:

– Molecular modeling techniques

– Molecular dynamics simulations

• Other complementary techniques

– CD, Fluorescence, FTIR, Raman, XAFS, SAXS, MS, 
EPR,...
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Interação da Radiação Eletromagnética com a Matéria

A informação biológica 

que pode ser obtida pode 

ser de natureza:

• Estrutural

• Dinâmica

• Energética

•Analítica
21



A informação disponível através das 

Técnicas Espectroscópicas em 

Biologia Estrutural
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Métodos da Biologia Estrutural

RPA-B

RPA-AB
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Ratio of T-ag/RPA

Expressão/Mutações Análises Biofísicas Cristalografia

NMR ComputaçãoCryo-EM
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Biologia Estrutural de alta resolução – técnicas clássicas

Cristalografia de raios X e RMN – técnicas experimentais de alta resolução 
determinação de posições atômicas 

Cristalografia de Raios X

Raios X
Padrão de
difração

➢ Detecção direta das posições 
   atômicas
➢ Cristais

NMR

RF

Sinais de 
RF

H0

➢ Detecção indireta das
 distâncias H-H; C-H; C-N; N-H
➢ Em solução
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Biologia Estrutural de alta resolução – técnicas clássicas

Clonagem do gene

Expressão e 
purificação do 
produto gênico

Cristalização 
e difração 
de raios X

Aquisição de 
dados de RMN

Determinação estrutural e 
refinamento do modelo

refinamento do modelo 
por restrições espaciais.
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Cristalografia de raios X vs. RMN: competidores ou 
complementares?

Cristalografia de raios X NMR

Vantagens Desvantagens

- Sem limite de tamanho - Proteínas menores que 
aproximadamente 40 kDa

- Estruturas podem ser muito precisas - Estruturas tipicamente menos precisas 
que as de cristal

-Rápido - Demorado

Desvantagens Vantagens

- Necessário cristais - Proteína em solução

- Densidade eletrônica é uma média de 
todas as moléculas no cristal – imagem 
estática

- Possibilidade de acompanhar 
processos dinâmicos

- Possível influência estrutural devido à 
rede cristalina

- Estrutura determinada da proteína 
nativa em solução – possibilidade de 
detectar diferentes conformações
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Juntamente com métodos computacionais, cristalografia e 
RMN são métodos complementares

                     

    

Cada técnica fornece uma contribuição única e complementares para a compreensão
dos fenômenos biológicos estudados 27

CristalografiaNMR

Computação

Cryo-EM
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Outras técnicas biofísicas fornecem 
importantes informações complementares

Criomicroscopia eletrônica (Cryo-EM) 



Outras técnicas biofísicas fornecem importantes 
informações complementares

• Identificação de elementos de 
estrutura secundária – enovelamento
• Mudanças conformacionais
• Estabilidade protéica
• etc...

Dicroísmo Circular (CD) 
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Outras técnicas biofísicas fornecem importantes 
informações complementares

• Proteína em solução – testar diferentes 
condições
• Distribuição de distâncias inter-
moleculares
• Modelo 3D ab initio de baixa resolução 
– envelope molecular
• Mudanças conformacionais

Espalhamento de raios X a 
baixo ângulo (SAXS)
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Outras técnicas biofísicas fornecem importantes 
informações complementares

• Mesmo princípio do NMR – elétrons 
desemparelhados
• Muito poderosa para estudos de centros 
metálicos em proteínas
• Técnica de marcação com spin label –
interação com membranas, dinâmica...
• Medidas de distâncias entre dois 
marcadores - DEER

Ressonância Paramagnética 
eletrônica (EPR)
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Outras técnicas biofísicas fornecem importantes 
informações complementares

• Medidas de estados oligoméricos de 
proteínas em solução
• Constantes de dissociação
• Parâmetros energéticos

Ultracentrifugação analítica (AUC)
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Outras técnicas biofísicas fornecem importantes 
informações complementares

• Medidas de parâmetros energéticos e 
constantes de afinidade entre proteína-
ligante e proteína-proteína
• Ensaio enzimático
• Número de sítios de ligantes

Calorimetria de Titulação 
Isotérmica (ITC)

33



Outras técnicas biofísicas fornecem importantes 
informações complementares

• Medidas de massa absoluta de 
partículas em solução
• Estado oligomérico
• Rápida e fácil

Espalhamento de luz a múltiplos ângulos 
acoplado a cromatografia de exclusão molecular 

(SEC-MALS)
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