
Nature 1953



PDB 1D29

Crystal structure analysis of the B-DNA dodecamer CGTGAATTCACG.

Larsen, T.A., Kopka, M.L., Dickerson, R.E.

(1991) Biochemistry 30: 4443-4449

https://www.rcsb.org/search?q=citation.rcsb_authors:Larsen,%20T.A.
https://www.rcsb.org/search?q=citation.rcsb_authors:Kopka,%20M.L.
https://www.rcsb.org/search?q=citation.rcsb_authors:Dickerson,%20R.E.


© 1960 Nature Publishing Group

6 Å

2 Å

© 1960 Nature Publishing Group

1960 - Estrutura cristalográfica da mioglobina a 2 Å de resolução

J. C. Kendrew et al. (1960) Nature 

“…these results are the first to direct proof that α-helices are present and, 
indeed enable them to be seen directly for the first time.”



PDB 1MBN
The Stereochemistry of the Protein Myoglobin
Watson, H.C.
(1969) Prog Stereochem 4: 299

PDB 2DHB
Three dimensional fourier synthesis of horse 
deoxyhaemoglobin at 2.8 Angstrom units resolution.
Bolton, W., Perutz, M.F.
(1970) Nature 228: 551-552

https://www.rcsb.org/search?q=citation.rcsb_authors:Watson,%20H.C.
https://www.rcsb.org/search?q=citation.rcsb_authors:Bolton,%20W.
https://www.rcsb.org/search?q=citation.rcsb_authors:Perutz,%20M.F.


PDB 2JBC
Altered Specificity in DNA Binding by the Lac 
Repressor: A Mutant Lac Headpiece that 
Mimics the Gal Repressor
Salinas, R.K., Folkers, G.E., Bonvin, 
A.M.J.J., Das, D., Boelens, R., Kaptein, R.
(2005) Chembiochem 6: 1628

PDB 1EFA
A closer view of the conformation of the Lac repressor bound to 
operator.
Bell, C.E., Lewis, M.
(2000) Nat Struct Biol 7: 209-214

https://www.rcsb.org/search?q=citation.rcsb_authors:Salinas,%20R.K.
https://www.rcsb.org/search?q=citation.rcsb_authors:Folkers,%20G.E.
https://www.rcsb.org/search?q=citation.rcsb_authors:Bonvin,%20A.M.J.J.
https://www.rcsb.org/search?q=citation.rcsb_authors:Bonvin,%20A.M.J.J.
https://www.rcsb.org/search?q=citation.rcsb_authors:Das,%20D.
https://www.rcsb.org/search?q=citation.rcsb_authors:Boelens,%20R.
https://www.rcsb.org/search?q=citation.rcsb_authors:Kaptein,%20R.
https://www.rcsb.org/search?q=citation.rcsb_authors:Bell,%20C.E.
https://www.rcsb.org/search?q=citation.rcsb_authors:Lewis,%20M.


Cristalografia







Retículo cristalino



A equação anterior mostra que Fhkl é a Transformada de Fourier de U(x,y,z). Logo, U(x,y,z) é 

a Transformada de Fourier inversa de Fhkl.:  

 

U(x,y,z) = (1/V) �h�k�l Fhkl e-2Si(hx+ky+lz)  onde V é o volume da célula unitária e  

       Fhkl é uma série de Fourier cujo resultado 

final pode ser representado por um número 

complexo de amplitude (|Fhkl|) e fase (Ihkl). 

 

 

Pode ser demonstrado que      U(x,y,z) = (1/V) �h�k�l |Fhkl| e-2Si(hx+ky+lz + Ihkl)                    

 

 

Esta equação mostra como podemos obter a densidade eletrônica em qualquer posição (x,y,z) de 

uma célula unitária de um cristal a partir do padrão de difração:  

As intensidades das reflexões fornecem |Fhkl|, e os índices fornecem h, k, l.   

Mas, como podemos medir as fases de cada uma das milhares de reflexões? 

 

 

O problema das fases. O problema é que durante o experimento de coletar as imagens do padrão de 

difração, as informações das fases são perdidas. A resolução deste problema das fases é um dos 

passos mais difíceis na determinação de uma estrutura cristalina.   

 

Existem 3 maneiras principais que podem ser utilizadas para estimar as fases das reflexões. Aquela 

que você utiliza depende de alguns fatores: 

 

 i) Substituição molecular. Se dispomos de um modelo estrutural que é suficientemente 

similar à estrutura da proteína experimental (cristalizada), pode-se utilizar este modelo para calcular 

U(x,y,z) que, por sua vez pode ser utilizada para (através de sua FT) calcular a padrão de difração 

do modelo (amplitudes dos fatores de estrutura |Fhkl|calc, incluindo suas fases Icalc). Estas fases 

calculadas podem ser então utilizadas, em combinação com as intensidades observadas 

experimentalmente (|Fhkl|obs), para calcular U(x,y,z) na célula unitária da proteína que foi 

cristalizada:  

ρ

O padrão de difração e o mapa de densidade eletrônica estão 
relacionados por uma transformada de Fourier





Fatores importantes para avaliar uma estrutura cristalográfica

• Resolução do mapa 
• R-factor (R work): mede a concordância do modelo com o mapa. Boas 

estruturas R-factor < 20% 
• R-free: mede a capacidade do modelo de explicar um pequeno conjunto 

de reflexões não utilizadas no refinamento 
• Estatísticas do Ramachandran 
• RMSD de ligações de ângulos 
• Clash score



Fatores de transcrição em bactéria: LamdaR em 
complexo com o operador

Beamer & Pabo (1992)



LamdaR forma um octâmero
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Ressonância Magnética Nuclear



Solution NMR sample
• pure, stable and high concentration
• 500 uL of 0.5 mM solution -> ~ 5 mg per sample
• preferably low salt, low pH
• no additives

http://upload.wikimedia.org/wikipedia/en/b/b0/NMR_sample.JPG


RMN detecta transições entre estados do spin nuclear na 
presença de um campo magnético estático

Efeito Zeeman; Exemplo para spin 1/2

FT



Núcleo I γ (T s-1) Abundância 
natural

1H 1/2 26.75 x 107 99.99

2H 1 4.107 x 107 0.012

13C 1/2 6.728 x 107 1.07

15N 1/2 -2.713 x 107 0.37

31P 1/2 10.839 x 107 100.00

Núcleos frequentemente observados em 
moléculas biológicas



Deslocamento químico: a frequência de ressonância 
do spin nuclear depende da densidade eletrônica ao 
redor do núcleo

Keeler (2010) Understanding NMR Spectroscopy, 2a edição, John Wiley & Sons
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RMN de proteínas

desnovelada

enovelada

Wüthrich et al. (2003) Angew. Chem. Int. Ed. 42: 3340-3363

alifáticos

NHs

aromáticos



Enriquecimento isotópico

Núcleo I γ (T s-1) Abundância 
natural

2H 1 4.107 x 107 0.012

13C 1/2 6.728 x 107 1.07

15N 1/2 -2.713 x 107 0.37

http://upload.wikimedia.org/wikipedia/en/b/b0/NMR_sample.JPG


Scheme 3 was recently proposed and validated by Korzhnev and co-
workers for field strengths ω1> 1000 Hz.23 In this approach, the number
of 180° 1H decoupling pulses applied depends on the length of τ as
described in the figure caption. Scheme 2 uses two 180° 1H pulses
applied at τ/4 and 3τ/4 during the spin-lock period. Scheme 1 effectively
uses two 180° 1H pulses applied at τ/4 and 3τ/4, but 15N magnetization
is returned to the z-axis and the rf field turned off prior to the pulses;
after the 180° 1H pulses, field gradient pulses are applied to dephase
any transverse magnetization components.
The performance of each of the decoupling schemes in Figure 1

was evaluated by measuring R1F using the ubiquitin sample. R1F
experiments were performed at four different spin-lock field strengths
(1000, 500, 250, and 150 Hz). The maximum length of the spin-lock
period in all the experiments was equal to 160 ms.
Relaxation dispersion was measured for the backbone 15N amide

spin in residue Cys 14 in BPTI. This resonance is known to undergo
chemical exchange broadening due to isomerization of the Cys 14-
Cys 38 disulfide bond.3 R1F experiments described in the pulse sequence
depicted in Scheme 1 of Figure 1 were performed on the BPTI sample
using 10 different spin-lock field strengths (178 ( 6, 277 ( 3, 424 (
3, 542 ( 3, 689 ( 4, 806 ( 3, 904 ( 3, 1000 ( 3, 1099 ( 3, 1235
( 3 Hz). In addition, off-resonance R1F experiments, where the spin-
lock rf frequency was set outside the spectral region of interest, were
performed using a spin-lock field strength of 1220 ( 4 Hz and
resonance offsets of 1213 and 1734 Hz. These experiments were
performed using the pulse sequence of Scheme 2 of Figure 1 except

that the 90°φ - # - 90°φ-π/2 elements were replaced by tanh/tan
adiabatic sweeps.33 The tanh/tan adiabatic pulse had a duration of 10
ms, and the frequency sweep began at -15 000 Hz from the carrier
frequency. The maximum length of the spin-lock period in all the
experiments was equal to 120 ms.
The relaxation rate constant in the rotating frame is given by34,35

where θ ) arctan(ω1/Ω) and Ω is the resonance offset from the spin-
lock carrier frequency. Thus, 15N R2 rate constants can be calculated
using measured values of R1F and R1 relaxation rate constants. Standard
methods for error propagation have been used to estimate the uncertain-
ties in R2 arising from experimental uncertainties in R1F, R1, and θ. In
the presence of an exchange process, R2 ) R2

0 + Rex, in which R2
0 is the

relaxation rate constant due to relaxation mechanisms other than
exchange. For two-site exchange that is fast on the chemical shift time
scale,2

(33) Mulder, F. A. A.; de Graaf, R. A.; Kaptein, R.; Boelens, R. J. Magn. Reson.
1998, 131, 351-357.

(34) Abragam, A. Principles of nuclear magnetism; Oxford University Press:
Oxford, 1983.

(35) Deverell, C.; Morgan, R. E.; Strange, J. H.Mol. Phys. 1970, 18, 553-559.

Figure 1. Pulse sequences for the measurement of 15N R1F. Narrow and wide filled bars indicate 90° and 180° pulses, respectively. All pulses are applied
with phase x unless otherwise indicated. Open rectangles indicate spin-lock periods, always applied with phase x. All 1H pulses are applied with the carrier
frequency centered on the water resonance with the exception of those applied during the periods described in Schemes 1, 2, and 3 which are applied in the
center of the amide region. Delays are ∆ ) 2.7 ms, # ) 1/ω1 - 4τ90/π, where ω1 is the spin-lock field strength, and δ ) 0.406 ms. The total length of the
spin-lock period is equal to τ. 15N decoupling during acquisition is performed using a 1.25 kHz GARP sequence.44 The phase cycle is φ1 ) x - x; φ2 ) 2(x),
2(-x); φ3 ) 4(x), 4(-x); φrec ) x, -x, -x, x. The gradients are sine shaped of length (in ms) equal to G1 ) 2.0, G2 ) 0.2, G3 ) 1.5, G4 ) 1.0, G5 ) 1.0,
G6 ) 2.0, G7 ) 0.4, and G8 ) 0.2 and of strength (in G/cm) equal to G1z ) 9, G2z ) 4, G3z ) 10, G4xyz ) 25, G5xyz ) 20, G6xyz ) 40, G7z ) 5, G8xyz ) 40.
G6 and G8 are used for gradient coherence selection. Gradient PEP coherence selection is obtained by inverting the sign of gradient G6 and phase φ4.31 In
Scheme 3, a different number of 1H 180° pulses, m, is applied depending on the length of the spin-lock period, τ, with 0 e τ e τmax.23 For 0 e τ < τmax/3,
m ) 0 and no 1H 180° pulses are applied. For τmax/3 e τ < 2τmax/3, m ) 1; for 2τmax/3 e τ < τmax, m ) 2; and for τ ) τmax, m ) 3.

R1F ) R1 cos
2 θ + R2 sin

2 θ (1)

Rex) kexΦex/(kex
2 + ωe

2) (2)

NMR R1G Rotating-Frame Relaxation A R T I C L E S

J. AM. CHEM. SOC. 9 VOL. 126, NO. 7, 2004 2249

Massi et al. (2004) JACS 126:2247

Sequências de pulsos modernas



15N-HSQC: fingerprint



2D NOE

Diagonal

Crosspeak
Crosspeak



NMR & Structural biology
Structure determination

1. Unambiguous restraints

Intraresidual   535

Sequential   675

Medium range  239

Long range   767

Intermolecular  87

2. Talos dihedral angles  140

3. Consistent violations

Distances > 0.5 Å  0

Torsion angles > 50  0

4. RMS deviation from the lowest energy structure

Backbone atoms (N,CA,CO) 0.58 ± 0.06

Heavy atoms   1.64 ± 0.07

All core residues (30-38, 163-252) 

5. Ramachandran plot (30-38, 163-252)

Most favored region (%)  86.31 ± 2.51

Additionally allowed region (%) 12.36  ± 2.59

Generously allowed region (%) 1.32 ± 0.37

Disallowed region (%)  0.00 

6. WHAT CHECK structure Z-scores

Ramachandran plot appearance -2.42 ± 0.26

2nd generation packing quality 0.25 ± 0.28

χ1 - χ2 rotamer normality  -1.00 ± 0.35

Backbone conformation  -4.23 ± 0.29

• NMR enables the calculation of 
high-resolution protein 3D 
structures in solution



NMR & Structural biology

B i o m o l e c u l a r  i n t e r a c t i o n s

• Even weak and transient complexes can be studied



Criomicroscopia eletrônica



https://www.youtube.com/watch?v=BJKkC0W-6Qk





Cryo-Electron Microscopy

Sirohi et al. (2016) Science DOI:10.1126/Science.aaf5316



Cryo-EM structure of the Core Complex of the Type IV 
Secretion System



Como avaliar a qualidade de uma estrutura de Cryo-EM?

• Resolução global (dado pela FSC) 
• Variação da resolução local 
• Concordância entre o mapa final e o modelo 
• Estatísticas do Ramachandran 
• RMSD de ligações de ângulos 
• Clash score



Cristalografia RMN Cryo-EM

Vantagens
-Não há limite de 
tamanho 
-Maior resolução 

- Aplicável 
quando não se 
obtém cristal 

- É possível variar 
as condições da 
solução (pH, 
tampão etc) 

- Dinâmica  
- Interações 
- IDPs

-Demanda pouca 
amostra (0.1 mg/
ml) 
-Aplicada em 
solução 
-Ideal para 
proteínas de 
membrana 
-Heterogeneidade 
conformacional 

Desvantagens

-É preciso obter 
um cristal que 
difrate 
-Demanda altas 
concentrações (> 
5 - 10 mg/ml)

- Não aplicável a 
proteínas 
maiores que 20 - 
30 kDa 

- Demanda altas 
concentrações 
(> 5 - 10 mg/ml) 

- Menor resolução

- Exige muito 
poder 
computacional 

- Não aplicável a 
moléculas < 100 
kDa



Banco de dados de estruturas de proteínas e 
ácidos nuclêicos



Estatísticas do PDB



Estatísticas do PDB



Qual é a infraestrutura disponível em São Paulo?



Acelerador de elétrons
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Superbend de 2T

Wiggler de 4T

Ondulador de período curto

Ondulador de período longo

Laboratório Nacional de Luz Síncrotron (LNLS)







IQUSPIQUSP



LNNano

Titan Krios 
Talos Arctica 

IFSC - USP

Tundra Cryo-TEM 
Aquilos 2 Cryo-FIB-SEM-iFLM 


