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 RMN BIOMOLECULAR – DESENVOLVIMENTOS RECENTES
APLICAÇÕES MODERNAS DA RMN À BIOLOGIA

A Ressonância Magnética Nuclear (RMN) é considerada uma das técnicas mais versáteis 
para estudar a nível atómico a estrutura/função e a dinâmica de biomoléculas em solução, 
tais como proteínas e ácidos nucleicos, e caracterizar problemas de interacção e reconhe-
cimento molecular. Desenvolvimentos recentes têm permitido estudar problemas complexos 
desde a consideração de macromoléculas de elevada massa molecular, proteínas solúveis 
e membranares, proteínas contendo centros paramagnéticos, e abordar outros problemas, 
tais como a desnaturação de proteínas. A RMN é a única técnica espectroscópica com a 
qual se pode obter informação estrutural de biomoléculas com resolução atómica e em 
condições fisiológicas, pelo que as aplicações in vivo são muito exploradas. A aplicação 
de RMN no estado sólido a proteínas membranares é um domínio emergente. Este artigo 
pretende indicar desenvolvimentos recentes que permitem a aplicação da RMN a problemas 
biológicos complexos.
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A Ressonância Magnética Nuclear 
(RMN) é hoje em dia considerada 
como sendo uma das técnicas mais 
versáteis para estudar a nível atómico 
a estrutura e a dinâmica de macro-
moléculas como proteínas e ácidos 
nucleicos, e também caracterizar a 
interacção e reconhecimento mole-
cular, nomeadamente interacções 
proteína-proteína, proteína-ligando ou 
proteína-ácidos nucleicos. 

Um dos maiores problemas da RMN 
é a sua baixa sensibilidade, devido às 
transições magnéticas nucleares se-
rem pouco intensas. No entanto, nos 
últimos anos têm-se veriÞ cado diver-
sos avanços na técnica que permitem 
contornar este problema, permitindo 
a expansão da aplicação da RMN a 
tópicos, tais como:

i. Proteínas com mais de 25 kDa,
ii. Proteínas membranares,
iii. Proteínas contendo centros para-
magnéticos,

iv. Proteínas desnaturadas,
v. RMN de proteínas em células in 

vivo.

A aplicação da RMN a estes tópicos 
de interesse biológico foi possível de-
vido a avanços signiÞ cativos não só 
ao nível da instrumentação de RMN 
(campos magnéticos mais elevados 
e crio-sondas de maior sensibilidade), 
como também no desenvolvimento de 
novas sequências de pulsos, novos 
esquemas de aquisição de espectros 
multidimensionais, a detecção directa 
de 13C, e também a marcação selec-
tiva de aminoácidos, assim como a 
possibilidade de introduzir sondas pa-
ramagnéticas em proteínas.

Para além destas inovações na RMN 
de proteínas no estado líquido, tem-
-se assistido nos últimos anos ao 
desenvolvimento da RMN de sólidos 
aplicada a proteínas membranares, a 
proteínas contendo regiões desorde-
nadas ou homomultímeros de elevada 
massa molecular.

Uma vez que estes avanços abran-
gem diversos tópicos, o artigo destaca 

somente algumas destas inovações: 
métodos rápidos de RMN, detecção 
directa de 13C e uso de sondas pa-
ramagnéticas, e são usados como 
exemplos a utilização da RMN na tria-
gem de condições das amostras nos 
projectos de genómica estrutural e 
nos estudos de complexos transientes 
proteína-proteína.

Designaremos RMN biomolecular à 
aplicação de RMN a problemas de in-
teresse biológico.

Os núcleos que são frequentemente 
observados por RMN biomolecular 
têm abundância natural (1H e 31P) ou 
podem ser enriquecidos através da 
expressão heteróloga, usando fontes 
de carbono e azoto enriquecidos nes-
tes isótopos (13C e 15N).

Uma vez que cada um destes núcle-
os dá origem a um sinal num espec-
tro RMN, é de esperar que haja um 
grande número de sinais que se en-
contrem sobrepostos, e que têm de 
ser identiÞ cados de forma a se extrair 
toda a informação estrutural que con-
têm. Uma das formas de solucionar o 
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problema da sobreposição de sinais 
nos espectros de RMN foi a introdução 
de espectros multidimensionais, RMN 
nD. Estes espectros correlacionam a 
frequência de um sinal numa dimen-
são com outras frequências noutras 
dimensões, permitindo a identiÞ cação 
de sinais sobrepostos observados nos 
espectros unidimensionais.

Um dos espectros mais utilizados na 
RMN biomolecular, e que pode ser 
considerado como o espectro base, 
é o 1H-15N HSQC (correlação hetero-
nuclear de quantum-simples), em que 
cada sinal observado corresponde 
a um protão ligado a um núcleo 15N. 
Uma vez que, numa proteína, cada 
resíduo, à excepção da prolina e do 
resíduo N-terminal, tem um protão li-
gado a um azoto na ligação peptídica, 
o número de sinais observados num 
1H-15N HSQC de uma proteína deve 
corresponder ao número de resíduos 
da sua cadeia polipeptídica (as ca-
deias laterais dos resíduos de aspa-
ragina e glutamina contribuem com 
dois sinais cada) (ver Figura 3A). Por 
este motivo, este espectro é conside-
rado como sendo a impressão digital 
de uma proteína, e a dispersão dos si-
nais observados indica que a proteína 
se encontra estruturada.

1) MÉTODOS RÁPIDOS DE RMN

Apesar das vantagens evidentes, a 
aquisição de espectros multidimen-
sionais requer um maior tempo expe-
rimental para a aquisição de várias re-
petições das sequências de pulso, de 
forma a obter-se informação suÞ ciente 
nas outras dimensões (denominadas 
de indirectas). Assim, apesar de um 
espectro de RMN 2D poder ser ad-
quirido em apenas alguns minutos, o 
aumento de mais uma dimensão, es-
pectro 3D, signiÞ ca que a experiência 
poderá durar vários dias, pelo que a 
aquisição de espectros com um maior 
número de dimensões pode tornar-se 
impraticável (tanto pela estabilidade 
das proteínas como pelo tempo dis-
ponível e custo associado à utilização 
do aparelho).

Para ultrapassar este problema têm 
sido desenvolvidas formas mais rá-
pidas para a realização de espectros 
de RMN que podem ser agrupadas 
em dois grupos: i) métodos de amos-

tragem reduzida, que se baseiam na 
optimização do número de pontos ex-
perimentais de uma experiência, por 
limitação do número de pontos adqui-
ridos, e ii) métodos de pulso rápido, 
em que há a optimização do tempo de 
aquisição por redução do tempo de 
cada uma das repetições (Tabela 1).

Técnicas

Amostragem reduzida

Amostragem não-uniforme [1]

Subamostragem [2]

Espectroscopia de projecção [3]

Espectroscopia de Hadamard [4]

Codificação espacial [5]

Pulso-rápido
Aumento da relaxação longitudinal [6]

Optimização do ângulo de Ernst [7]

i) métodos de amostragem reduzida

Considere-se uma experiência 3D 
que requer uma amostragem numa 
grelha bidimensional formada pelas 
variáveis temporais t

1
 e t

2
 (Figura 1A). 

Numa amostragem linear convencio-
nal, o espaçamento entre dois pontos 
sucessivos é determinado pelo inver-
so do intervalo do desvio químico (ja-
nela espectral) da frequência do nú-
cleo observado, e o número de pon-
tos adquiridos depende da resolução 
pretendida.

Assim, se se pretende diminuir o tem-
po total de aquisição de um espectro 
de RMN multidimensional, pode-se 
adquirir apenas um número menor de 
pontos escolhendo ao acaso pares (t

1
, 

t
2
) da grelha de amostragem, o que 

é denominado de amostragem não-
uniforme (Figura 1B) [1]. O proces-
samento destes dados não pode ser 
feito através dos métodos convencio-
nais, como a Transformada de Fourier 
ou previsão linear, sendo necessário 
recorrer à utlização de algoritmos de 
processamento para a reconstrução 
do espectro de RMN multidimensio-
nal, como a reconstrução por máxima 

Tabela 1 – Metodologias que podem ser aplicadas na aquisição rápida de espectros de RMN

Figura 1 – Representação esquemática dos vários tipos de métodos de amostragem reduzida

entropia [1], ou decomposição multidi-
mensional [8].

Uma outra metodologia para reduzir a 
amostragem consiste na subamostra-
gem do domínio de tempo da grelha 
(Figura 1C), o que reduz aparente-
mente a janela espectral. Neste caso, 

o que se obtém é o folding do espec-
tro, pois a largura espectral é menor 
que o intervalo dos desvios químicos 
dos spins nucleares observados [2]. 
Esta metodologia tem que ser usa-
da com cuidado, de forma a não so-
brepôr os sinais, mas pode reduzir, 
por exemplo, quatro vezes o tempo 
de aquisição de um espectro 1H-15N 
HSQC, quando se aplica a subamos-
tragem à dimensão 15N. 

Por outro lado, a espectroscopia de 
projecção consiste no incremento si-

multâneo de vários tempos de evolu-
ção indirectos (neste caso, t

1
 e t

2
), e 

traduz-se numa amostragem radial do 
domínio temporal indirecto da grelha 
de amostragem (Figura 1D). As pro-
jecções nos domínios de frequência 
são depois utilizadas para reconstruir 
o espectro de RMN completo, através 
de algoritmos especíÞ cos [3, 9]. Um 
exemplo desta metodologia são as se-
quências desenvolvidas por Wüthrich 
e seus colaboradores, designadas por 
APSY (Espectroscopia de Projecção 
automatizada, Automated Projection 

Spectroscopy) [10], para a identiÞ -
cação de ressonâncias da cadeia 
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carbonada de proteínas de tamanho 
médio (15 kDa) [11], e de proteínas 
intrinsecamente desnaturadas [12]. 
Neste tipo de espectroscopia, APSY, 
a análise da projecção dos espectros 
é feita automaticamente (sem a análi-
se humana dos espectros multidimen-
sionais), obtendo-se no Þ nal uma lista 
das frequências correspondentes aos 
sinais que seriam observados nesses 
espectros multimensionais. Por exem-
plo, numa experiência APSY-HNCO-
CA 4D [10], obtém-se uma lista com 
os desvios químicos dos spins: H

i
, N

i
, 

C’
i-1

 e C i-1
 (Figura 2).

A espectroscopia de Hadamard (Figu-
ra 1E) explora o facto de se conhecer 
apriori os desvios químicos das fre-
quências de interesse e de, por este 
motivo, se poder escolher os spins 
que se pretendem excitar. Desta for-
ma, substitui-se o domínio temporal 
por um domínio de frequência. Nes-
tas sequências de pulsos utilizam-se 
pulsos de radio-frequência selectivos, 
que são aplicados simultaneamente 
(um para cada frequência de interes-
se) em substituição dos pulsos não 
selectivos para a excitação dos spins 
nas sequências convencionais [4, 13]. 
A experiência é repetida N vezes, e 
em cada repetição os pulsos são apli-
cados de forma a que o sinal de cada 
frequência é modelado de acordo com 
a matriz de Hadamard de ordem N es-
tabelecida. Esta mesma matriz, esco-
lhida para codiÞ car as frequências, é 
posteriormente utilizada no processa-
mento do espectro, de forma a sepa-
rar cada uma dessas frequências.

Esta metodologia permite adquirir es-
pectros contendo somente frequên-
cias de interesse, como as correspon-
dentes aos grupos amida de resíduos 
do centro activo de uma proteína (útil 
no teste e procura de ligandos) [14], 
ou obter espectros 1H-15N HSQC co-
diÞ cados por classe de aminoácido 

Figura 2 – Representação da cadeia polipeptídica, evidenciando os núcleos, cujo desvio químico 
é obtido através da sequência APSY-HNCOCA 4D

(7 classes de aminoácidos podem 
ser deÞ nidas com base na diferente 
multiplicidade das ligações C-C e C-H 
[15].

ii) métodos de pulso rápido

As técnicas de RMN de pulso rápido 
consistem na diminuição do “tempo 
de espera” entre cada scan sucessi-
vo, fazendo com que o tempo para se 
adquirir o mesmo número de scans 
seja menor. Esta técnica pode ser 
acoplada às técnicas de amostragem 
reduzida mencionadas anteriormente, 

o que pode reduzir de forma signiÞ ca-

tiva o tempo de aquisição de espec-

tros de RMN. 

Este “tempo de espera” é necessário 

para permitir que os spins, que foram 

excitados, relaxem ao seu estado de 

equilíbrio. Uma das formas de dimi-

nuir este intervalo de tempo é através 

do aumento da relaxação longitudinal, 

que explora o facto da eÞ ciência de 

relaxação spin-rede de 1H poder ser 

aumentada se os protões na sua vi-

zinhança não forem perturbados pela 

sequência de pulsos, podendo por 

isso receber energia através de inte-

racções dipolo-dipolo ou por proces-

sos de permuta [6].

Em conclusão, a aquisição de espec-

tros de RMN (multidimensionais) de 

uma forma mais rápida possibilita a 

aplicação desta técnica a proteínas 

não estruturadas (por apresentarem 

grande número de ressonâncias so-

brepostas) [12], a proteínas de maior 

massa molecular (em que devido a um 

maior número de sinais, se irá ter uma 

maior sobreposição espectral) [16], 

e permite ainda seguir reacções em 

tempo real, e obter informação sobre 

a cinética de reacções químicas [17, 

18], ou seguir o processo de desnatu-

ração ou renaturação de proteínas em 

solução [19].

2) DETECÇÃO DIRECTA DE 
HETERONÚCLEOS

A elevada razão giromagnética, !, dos 
protões, que é responsável pela sua 
elevada sensibilidade também causa 
grandes interacções dipolo-dipolo que 
levam a uma rápida relaxação dos 
núcleos. Este efeito provoca o alarga-
mento das ressonâncias (que podem 
mesmo desaparecer) na vizinhança de 
um centro paramagnético ou em pro-
teínas de elevada massa molecular.

O efeito do alargamento de linha de-
vido à rápida relaxação transversa do 
protão em proteínas de elevada mas-
sa molecular pode ser diminuído com 
recurso a sequências de pulsos como 
TROSY (espectroscopia de relaxação 
transversa optimizada, transverse re-

laxation-optimized spectroscopy) [20], 
CRIPT (transferência de polariza-
ção induzida por relaxação-cruzada, 
cross-relaxation-induced polarization 

transfer) [21] ou CRINEPT (transfe-
rência de polarização correlacionada 
por aumento da relaxação, cross-

correlated relaxation-enhanced pola-

rization transfer) [22], ou através de 
esquemas mais elaborados de marca-
ção isotópica, como a marcação iso-
tópica de aminoácidos especíÞ cos, ou 
dos seus metilos, em que os restantes 
protões da proteína se apresentam 
deuterados [23, 24]. Uma outra forma 
de diminuir este efeito, é o recurso à 
detecção directa de spins nucleares 
com uma razão giromagnética peque-
na, como é o caso do 13C. 

Esta metodologia foi introduzida por 
John L. Markley em 1988 [25], e mais 
recentemente, Bertini e colaboradores 
desenvolveram sequências de pulsos 
com detecção directa de 13C para a 
identiÞ cação completa de heteronú-
cleos da cadeia carbonada, que po-
dem fornecer informação sobre a es-
trutura e dinâmica das proteínas [26].
A detecção directa de spins nucleares 
de 13C tem sido utilizada não só em 
proteínas de elevada massa molecu-
lar, como é o caso por exemplo da 
ferritina (um dodecahedro de 22 kDa 
por monómero) [27], mas também na 
identiÞ cação de resíduos na vizinhan-
ça de um centro paramagnético [28]. 
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Este facto deve-se à detecção directa 
de 13C não ser tão afectada pelo cen-
tro paramagnético como o 1H, devido 
à pequena razão giromagnética do 13C 
gerar uma diminuição nas contribui-
ções paramagnéticas dipolares para 
a sua relaxação por um factor de (!

C
/

!
H
)2. Uma outra aplicação destas no-

vas sequências de pulsos é o estudo 
de proteínas intrinsecamente não es-
truturadas [29], uma vez que ao con-
trário do protão, o 13C apresenta uma 
maior dispersão de desvios químicos, 
o que soluciona o problema da grande 
sobreposição de sinais que se obser-
va na frequência do 1H dos espectros

Figura 3 – Espectros 1H -15N HSQC (A) e CON (B) da apo-Orange Protein de Desulfovifrio gigas
Adaptado de [30]

destas proteínas, mesmo sem ter de 
se recorrer a espectros 3D. Nesta 
metodologia, o espectro que corre-
laciona o 15N do grupo amida com o 
carbonilo da ligação peptídica, CON, 
é o espectro equivalente ao espectro 
1H-15N HSQC (Figura 3B), como sen-
do o espectro base para a identiÞ ca-
ção de todos os sistemas de spin (no-
menclatura equivalente ao resíduo) 
da proteína e posterior identiÞ cação 
sequencial desses mesmos sistemas 
de spin. Para tal, foram concebidas 
uma série de experiências que estão 
esquematicamente representadas na 
Figura 4.

Figura 4 – Representação esquemática das experiências heteronucleares 2D (CON) 
e 3D baseadas na detecção directa de carbonos carbonilo, que podem ser usadas 
na identiÞ cação sequencial das ressonâncias da cadeia carbonada de proteínas. 

Em muitos casos somente o plano 2D das experiências 3D é adquirido.
Adaptado de http://www.cerm.uniÞ .it/home/research/protonlessnmr.html.

3) SONDAS PARAMAGNÉTICAS

Até recentemente, a presença de um 
ião paramagnético nas amostras de 
RMN era vista como uma desvanta-
gem, e frequentemente tentava-se 
substituir este ião por outro diamag-
nético, de forma a evitar os efeitos de 
alargamento de linha nas ressonân-
cias de núcleos na sua vizinhança.
No entanto, nos últimos anos, o uso 
de sondas contendo metais paramag-
néticos tem ganho interesse, uma vez 
que podem ser usadas como uma 
ferramenta para a obtenção de infor-
mação estrutural em proteínas [31], e 
de orientação e dinâmica de comple-
xos proteína-proteína [32] e proteína-
ligando [33]. A utilização destas son-
das permite a obtenção de restrições 
a longa-distância, através da determi-
nação do aumento da relaxação pa-
ramagnética, de desvios de pseudo-
contacto e de acoplamentos dipolares 
residuais (RDCs) [34, 35].

O tipo de efeito que se observa de-
pende do ião paramagnético que é 
utilizado nestes estudos, sendo que 
os desvios de pseudocontacto e os 
acoplamentos dipolares residuais são 
observados quando o ião paramagné-
tico (a maioria dos lantanídeos, Dy3+) 
apresenta uma distribuição anisotró-
pica do spin electrónico. Os acopla-
mentos dipolares residuais (RDCs) 
são provocados pelo alinhamento in-
duzido pelo paramagnetismo no cam-
po magnético, e estendem-se a toda 
a molécula, podendo ser utilizados 
na deÞ nição das orientações relati-
vas de domínios numa proteína ou de 
proteínas em complexos transientes, 
enquanto que os desvios de pseudo-
contacto, provocados pela interacção 
através do espaço com o electrão 
desemparelhado, podem ser observa-
dos até uma distância de 40 Å do ião 
paramagnético, e são proporcionais a 
1/d3 (sendo d a distância entre o spin 
nuclear e o ião paramagnético) [34].

No caso dos iões paramagnéticos que 
apresentam uma distribuição isotrópi-
ca de spin electrónico (ex., radicais ni-
tróxido, e iões Mn2+ ou Gd3+), observa-
se somente o aumento da relaxação 
paramagnética, que se deve à gran-
de interacção magnética dipolar que 
existe entre o electrão desemparelha-
do num centro paramagnético e um 
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núcleo (observável em RMN) na sua 
vizinhança, o que provoca um aumen-
to da taxa de relaxação desse mesmo 
núcleo. Este efeito depende da distân-
cia, d, entre o núcleo e o electrão, e a 
sua magnitude é directamente propor-
cional a 1/d6, podendo ser observado 
até 20-35 " dependendo do ião para-
magnético que está a ser usado [36].

A utilização destas técnicas é possível 
quando as metaloproteínas em estudo 
apresentem locais de ligação a metais 
que podem ser substituídos por lanta-
nídeos, como é o caso de locais de 
ligação a Ca2+, Mg2+ e Mn2+. No en-
tanto, têm sido desenvolvidos vários 
tipos de sondas paramagnéticas que 
se podem ligar a locais especíÞ cos 
da cadeia polipeptídica: i) através da 
ligação a um grupo tiol de um resíduo 
de cisteína (natural ou introduzido por 
mutação dirigida) que se encontre ex-
posto à superfície da proteína, como 
é o caso das sondas de lantanídeos; 
ii) ou através da fusão, ao N- ou C-
terminal da proteína, de pequenos 
peptídeos com aÞ nidade para metais 
paramagnéticos.

Têm sido desenvolvidos outros tipos 
de sondas paramagnéticas em que 
não há a necessidade de ligação co-
valente entre a proteína e a sonda (ra-
dicais de nitróxido e sondas que ligam 
metais paramagnéticos [37]).

4) UTILIZAÇÃO DE RMN NOS PROJEC-
TOS DE GENÓMICA ESTRUTURAL

Muitos dos avanços referidos não 
poderiam ter tido lugar senão tivesse 
ocorrido uma melhoria simultânea na 
instrumentação, tal como o aumento 
da sensibilidade das crio-sondas em 
13C, o desenvolvimento de crio-son-
das (e micro crio-sondas) e pré-ampli-
Þ cadores, o aumento da sensibilidade 
das experiências de RMN através da 
utilização de campos magnéticos mais 
elevados, e a melhoria da electrónica 
digital da última geração dos espec-
trómetros de RMN.

Nomeadamente, o desenvolvimento 
de micro crio-sondas tem permitido 
a redução da quantidade de amostra 
a ser usada (30-200 #g num volume 
que pode ir de 8 a 35 #l) na aquisição 
de espectros para a determinação da 
estrutura de proteínas [38].

Estas sondas têm sido usadas nas 
linhas de selecção de proteínas alvo 
para a determinação das melhores 
condições de estabilidade da amostra 
(temperatura, soluções tampão, pH, 
força iónica, detergentes ou outros 
aditivos [39]), identiÞ cação de domí-
nios de uma proteína mais complexa, 
para posteriores estudos estruturais 
por RMN ou cristalograÞ a de raios-X. 
Nestas linhas de escrutínio é também 
rotina determinar o tempo de correla-
ção da proteína de forma a determi-
nar o seu estado de oligomerização 
em solução, nas condições (concen-
tração de proteína, pH, força iónica) 
em que os estudos estruturais irão ser 
realizados. 

A optimização das condições de 
amostra é essencial em sistemas tais 
como: proteínas de maior massa mo-
lecular, proteínas com vários domínios 
e proteínas membranares, que consti-
tuem verdadeiros desaÞ os para estes 
domínios cientíÞ cos emergentes [40].

Esta optimização é feita através da 
análise da dispersão e distribuição 
dos desvios químicos das ressonân-
cias no espectro 1H-15N HSQC da 
proteína alvo. A análise do 1H-15N 
HSQC permite ainda avaliar o estado 
de pureza da proteína, a sua estabili-
dade em diferentes soluções tampão, 
temperaturas e para além disso con-
tém informação sobre a dinâmica da 
proteína. 

5) METODOLOGIA SIMPLES PARA A CA-
RACTERIZAÇÃO DE COMPLEXOS PROTEÍ-
NA-PROTEÍNA

Devido ao crescente número de ge-
nomas e de projectos de genómica 
estrutural, o número de estruturas 
de proteínas tem crescido exponen-
cialmente, apesar da contribuição da 
ressonância magnética nuclear para 
este número ser relativamente pe-
quena quando comparada com a da 
cristalograÞ a de raios-X. No entanto, 
a RMN tem um papel muito mais im-
portante na caracterização de interac-
ções biomoleculares, por ser a única 
técnica que permite obter informação, 
em condições próximas das condi-
ções Þ siológicas, sobre a estrutura, a 
dinâmica molecular das biomoléculas, 
e a termodinâmica e cinética de inte-
racções biomoleculares.

As interacções transientes entre bio-

moléculas são extremamente impor-

tantes em biologia, na transferência 

electrónica, na transdução de sinal 

ou na regulação da expressão gené-

tica, pelo que a caracterização destes 

complexos tem ganho um interesse 

crescente em especial na perspectiva 

da Biologia de Sistemas.

Uma das metodologias mais usadas 

na caracterização de interacções 

proteína-proteína por RMN é a pertur-

bação dos desvios químicos, que per-

mite o mapeamento da interface do 

complexo, informação esta que pode 

ser integrada em programas computa-

cionais de atracamento molecular (do-

cking) (como o programa BiGGER [41] 

ou Haddock [42]), de forma a obter-se 

um modelo da estrutura do complexo 

[43] (Figura 5). Esta metodologia tem 

sido muito utilizada na caracterização 

de complexos transientes e de baixa 

aÞ nidade, como complexos de trans-

ferência electrónica [44, 45].

Uma outra metodologia é a experi-

ência de transferência de saturação, 

em que uma proteína A é deuterada 

e marcada com 15N, enquanto que a 

outra proteína B (doadora) não é mar-

cada [46]. 

Neste caso, a saturação das resso-

nâncias da proteína B, não marca-

da, leva à atenuação de sinal por 

mecanismos de saturação cruzada, 

que são observados no espectro de
1H – 15N HSQC da proteína A [47]. 

Outras metodologias usadas na ca-

racterização de complexos transien-

tes são os acoplamentos dipolares re-

siduais [48] e o aumento da relaxação 

paramagnética [32] (anteriormente 

mencionados).

Neste caso, iremos ilustrar a apli-

cação da primeira metodologia ao 

complexo entre o citocromo c
3
, uma 

proteína contendo quatro grupos hé-

micos (Fe-hémico hexacoordenado 

– octaédrico, 4 azotos da porÞ rina e 

dois ligandos axiais, Fe3+ S=1/2 e Fe2+ 

S=0), e a rubredoxina, que contém um 

ião ferro coordenado por quatro resí-

duos de cisteína (arranjo tetraédrico, 

Fe3+ S=5/2 e Fe2+ S=2). Este com-

plexo, apesar de não ser Þ siológico, 
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tem sido usado por nós como modelo 

para a aplicação de técnicas de RMN 

ao estudo de complexos transientes, 

como os complexos de transferência 

electrónica. 

O complexo citocromo c
3
 –rubredoxi-

na foi caracterizado de duas formas. 

Na impossibilidade de marcação iso-

tópica do citocromo c
3
, a identiÞ cação 

do hemo que Þ ca na interface do com-

plexo, foi feita através de uma titula-

ção monitorizada por espectros 1H. O 

espectro 1H do citocromo apresenta 

16 ressonâncias de grupos metilo dos 

quatro hemos, deslocadas para cam-

po baixo devido ao efeito paramagné-

tico do ferro (III). 

No estado oxidado, a adição de rubre-

doxina ao citocromo c
3
, provoca a re-

laxação selectiva de dois dos grupos 

metilo de um dos hemos (HemoIV). 

Por outro lado, como a rubredoxina 

pode ser marcada isotopicamante 

com 15N, podemos identiÞ car os resí-

duos da rubredoxina que estão na in-

terface do complexo, através de uma 

titulação monitorizada por espectros 

de 1H-15N HSQC. 

A informação obtida através destas 

duas experiências foi posteriormente 

usada num programa de atracamento 

molecular, BiGGER, obtendo-se um 

modelo da estrutura do complexo (Fi-

gura 6) [45].

Figura 5 – Procedimento para a obtenção de estruturas modelo de complexos proteína-proteína utilizando o BiGGER 
como programa de atracamento molecular

Figura 6 – Estudo do complexo transiente entre a rubredoxina e o citocromo c
3
 por RMN. 

A – IdentiÞ cação da interface do complexo através de uma titulação monitorizada por 1H-15N HSQC; 
B – Melhor modelo da estrutura do complexo obtido através de um programa de atracamento 

molecular, BiGGER, utilizando os dados experimentais. Adaptado da referência [45]

NOTA

A Rede Nacional de RMN, apoiada 
pela FCT-MCTES dentro do quadro 
de Reequipamento disponibiliza ins-
trumentos de RMN de 800 a 400 MHz 
onde as técnicas descritas podem ser 
aplicadas.

Para os leitores que se queiram iniciar 
na técnica de RMN sugerimos, como 
uma introdução às bases do método, 
o livro “Ressonância Magnética Nu-
clear – Fundamentos, Métodos e Apli-
cações” de Victor M.S. Gil e Carlos 
F.G.C. Geraldes, editado pela Funda-
ção Calouste Gulbenkian.
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