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RESUMO 

Lectinas são proteínas que têm a capacidade de reconhecer e se ligar não 

covalentemente a carboidratos e/ou glicoproteínas de forma específica. Lectinas de 

Leguminosas têm sido estudadas amplamente não só com respeito a suas propriedades 

fisico/químicas e biológicas, também com respeito à estrutura tridimensional de suas 

moléculas. Lectina de sementes de Cana valia gladiata (CGL) foi purificada e cristalizada 

utilizando o método da matriz esparsa para a pesquisa das condições de cristalização, com o 

objetivo de se determinar sua estrutura tridimensional. Cristais protéicos cresceram em 4 dias 

a 20 ° C usando o método da difusão de vapor em gota suspensa. Os cristais foram utilizados 

_ambém para obtenção da estrutura da CGL complexada com o açúcar alfa-metil manosídeo 

utilizando-se a técnica de soaking. Usando Luz Sincrotron, um conjunto de dados de difração 

completo foi coletado a uma resolução de 1,99 A para a lectina nativa e resolução de 2,22 A 

fiara a lectina complexada. A estrutura da CGL, determinada por substituição molecular 

utilizando a lectina de Canavalia ensíforia s como modelo, apresentou coeficiente de 

correlação de 93,0 % com Rfator chegando a 19,83 % e Rfree a 23,87 %. Em seu modelo final, 

S5.9 % dos resíduos estão em regiões amplamente favoráveis no gráfico de Ramachancran e 

14,1 % em regiões adicionalmente permitidas. A estrutura da CGL complexada com alfa- 

uetil-manosídeo foi detemm 	inada por substituição molecular utilizando a estrutura obtida 

anteriormente de CGL como modelo. A estrutura final apresentou Rfator de 18,59 % e Rfree de 

24.57 %. O coeficiente de correlação chegou a 93,9 %. 

41, 



ABSTRACT 

Lectins are proteins that have the ability to binding not covalently to carbohydrates 

and/or glycoproteins in a specific way. Lectins from Leguminous have been studied not only 

concerning to their physic/chemistry and biologics proprieties but in their three-dimensional 

molecules structures too. Canavalia gladiara seeds lectin (CGL) has been purified and 

crystallized using Sparse Matrix Method to research crystallization conditions in order to 

establish its three-dimensional structure. Protein crystals grown into 4 days at 20 ° C using 

vapour diffusion in sitting drops. Crystals were used to obtain the CGL complexed with 

alpha-methyl-mannoside by soaking. Using Synchrotron Light as source of X-rays, were 

obtained a diffraction data set at 1.99 A resolution to CGL and 2.22 A resolution to CGL 

complexed with alpha-methyl-mannoside. CGL structure was established with Canavalia 

ensiformis lectin as research model and showed a correlation coefficient of 93.0 °/0 with Rfactor 

19.83 % and Rfree 23.87 %. At its final model 85.9 % residues are in widely allowed regions in 

Ramanchandran and 14.1 % in additional allowed regions. CGL with alpha-methyl-

mannoside structure were molecular replacement determined with CGL structure as research 

model. The final structure showed Rfaccor 18.59 °/o and Rfree 24.57 % and correlation coefficient 

93.9 %. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Planta 

Canavalia gladiata (Jacq.) DC pertence à família Fabaceae, subfamília Faboideae, tribo 

Phaseoleae subtribo Diocleinae, também é classificada como Papilionaceae. Conhecida por 

muitos nomes em vários países, fava contra (Brasil); dolic en sabre, pois sabre (França); baba 

de burro, poroto sable (Espanha); sword bean (Estados Unidos); Dao Dou (Índia), entre outros. 

Sua ocorrência é ampla, é encontrada na Ásia, África, Caribe e continente Americano. 

Figura 1- Hábito de Canavalia gladiata (Facq.)DC. 

A planta é uma trepadeira lenhosa (Figura 1). Suas sementes são grandes, lenhosas e 

duras, geralmente de cor marrom e tendem a ser reniformes ou cordiformes. Têm entre 2 e 

3,5 cm de comprimento, 1-2 cm de largura e 0,5-1,2 cm de espessura (Figura 2). A superfície 

exterior de seus grãos é de cor vermelha pálida ou vermelha púrpura, levemente enrugada e 

lustrosa. Um hilo em forma de olho de cerca de 2 cm de comprimento e 3 finas estrias, ocorre 

em um dos lados. Tem 2 cotilédones e apresenta um óleo branco-amarelado. Não tem cheiro e 

o gosto é parecido ao de feijão preto. As vagens podem ter 2,5 cm de comprimento (tendo 

tanto órgãos femininos como masculinos) e são polinizados por insetos. 
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Figura 2 - Sementes de Canaval agladiata (Facq.)DC. 

Cana valia ensiforiiiis e Cana valia gladiata são muito parecidas. Em ambas espécies as 

vagens e as sementes são grandes e mais ou menos ovais. As duas espécies diferem 

principalmente na extensão do hilo da semente (cicatriz). O hilo de Cgladiata é mais que 

metade do comprimento das sementes, enquanto que da C.ensiformis é somente cerca de um 

terço do comprimento da semente. 

Nenhum dos dois feijões tem importância comercial nos EUA (Institute of Food and 

Agricultural Sciences, Universidade da Florida, EUA). Ambos são conhecidos como 

comestíveis em estágio tenro e imaturo de suas vagens cozidas ou somente suas sementes. 

Existem registros que indicam média toxicidade de seus feijões quando ingeridos em grande 

quantidade. Por causa disto, a água utilizada em seu cozimento deve ser descartada para 

remover quaisquer substâncias tóxicas retiradas dos feijões. Companhias farmacêuticas têm 

demonstrado algum interesse nestes feijões como uma possível fonte da enzima urease (LUCA 

& REIS, 2001). 

A composição química (Tibetan Medicine Encyclopaedia) de suas sementes inclui 

glicosídeos como canavaliosídeos e oito novos glicosideos flavonóis acilados, gladiatosídeos 

Al, A2, A3, B1, B2, B3, Cl e C2 que foram isolados das sementes juntamente com robinina, 

kaempferol 3-0-beta-D-galactopiranosil-7-O-alfa-L-ramnopiranosídeo e kaikasaponina 

(MURAKAMI et al, 2000), guanidino oxiamina (HAMANA & MATSUZAKI, 1985) e uma 

nova poliamina, canavalmina (FUJIHARA; NAKASHIMA & KUROGOCHI, 1982). Além 
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destes compostos também há a ocorrência, em suas sementes imaturas, das giberelinas GA22 

(MUROFUSHI et al, 1969) e GA59 (YOKOTA & TAKAHASHI, 1981). Giberelinas (GAs) são 

um grupo de ácidos diterpenóides que atuam como reguladores de crescimento das plantas, 

influenciando uma série de processos de desenvolvimento de plantas superiores, incluindo 

elongação, germinação, dormência, floração, expressão sexual, indução de enzimas e 

envelhecimento de folhas e frutos (TAMURA, 1990). 

O valor nutricional da farinha de suas sementes maduras foi avaliado por 

EKANAYAKE e colaboradores (2000) utilizando ratos Sprague-Dawley machos e uma dieta 

referência. A farinha in natura mostrou-se menos eficiente que a dieta padrão, no entanto, o 

processamento prévio dos cotilédones (autoclavados a seco ou torrados) provocou um 

incremento significativo no aumento de peso dos ratos indicando maior digestibilidade da 

farinha processada. Isto pode ser um indicativo da presença de proteínas tóxicas em suas 

sementes. 

As sementes de leguminosas são consideradas como fonte barata de boa proteína e 

calorias que são facilmente disponíveis. No entanto, mesmo com este conhecimento, a 

utilização da maioria das leguminosas é aparentemente baixa. Canavalia gladiata tem 

favoráveis condições agronômicas favoráveis para cultivo nos trópicos e um grande 

rendimento se comparada à soja (EKANAYAKE, JANSZ & NAIR, 2000). 

Entre seus usos populares, as sementes de Cgladiata são utilizadas como remédio 

contra mordeduras de serpentes. As sementes são esmagadas e marinadas com rum, o líquido 

é usado topicamente e também bebido e a massa das sementes espremidas, aplicada à 

mordedura. 

1.2 LECTINAS 

Lectinas são um grupo de (glico) proteínas de peculiar heterogeneidade (VAN 

DAMME et al, 1995) com respeito a sua estrutura molecular, que têm em comum a 

habilidade de se ligar reversível e especificamente a carboidratos (mono ou oligossacarideos) 



18 

e/ou glicoproteínas. A caracteristica de reconhecimento específico a carboidratos, 

primeiramente descrita para a concanavalina A (ConA) em 1952 (WATKINS & MORGAN), 

levou ao esclarecimento da natureza química do sistema ABH dos grupos sanguíneos e esta 

mesma caracteristica foi a responsável pela denominação "lectina" (do latim legere que 

significa escolher) em 1954 (BOYD & SHAPLEIGH). 

Estruturas tridimensionais resolvidas através de difração de raios X de cristais protéicos 

de membros de diferentes famílias de lectinas vegetais e animais têm revelado uma ampla 

variedade de enovelamento destas lectinas e de arquiteturas de sítios de ligação a carboidratos. 

A despeito desta grande variabilidade, vários casos interessantes de evolução, tanto 

convergente como divergente dentro de famílias de lectinas animais e vegetais, podem ser 

notadas. Estas similaridades existem no dobramento das proteínas, na arquitetura dos sítios de 

ligação a carboidrato, como também nas estruturas quaternárias e podem ter origem de 

necessidades funcionais similares (LORIS, 2002). 

As primeiras tentativas de classificação das lectinas utilizaram sua especificidade por 

monossacarideos. Em 1954, MAKELA & MAKELA sugeriram que as lectinas poderiam ser 

classificadas em quatro grupos de acordo com a configuração relativa dos grupos hidroxila em 

torno dos carbonos 3 e 4 do anel piranosidico do açúcar (Figura 3): lectinas que se ligam a L-

fucose seriam membros do grupo I como a lectina de Lotus tetragonolobus, lectinas com 

especificidade por N-acetil-D-galactosamina e/ou D-galactose (grupo II), como a lectina de 

soja (SBA); lectinas específicas por D-manose e/ou D-glicose (grupo III), como a ConA e a 

lectina de Cana valia gladíata, objeto do presente estudo. Lectinas pertencentes ao grupo IV, 

que reconheceriam os açúcares idose, gulose, glicose e L-xilose ainda não foram descobertas 

VAN DAMME et al., 1998a). 

Os grupos criados por Makela & Makela foram modificados posteriormente 

(GOLDSTEIN & PORETZ, 1986; VAN DAMME et al, 1998a) para lectinas que se ligam a 

manose, manose/glicose, manose/maltose, galactose/N-acetil galactosamina, N-acetil 

glicosamina/(G1cNAc)n, fucose e ácido siálico. 
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Figura 3 — Configuração dos grupos hidroxila em torno do C-3 e C-4 do anel piranosidico de açúcares utilizadas 
para a classificação das lectinas por MAKELA & MAKELA (1954). 

Mais tarde começaram tentativas de classificação das lectinas não com base em sua 

especificidade, mas sim em sua estrutura. PEUMANS e colaboradores (1995) classificaram as 

lectinas em merolectinas, que consistem de um único domínio carboidrato ligante; 

hololectinas, contendo dois ou mais domínios de ligação a carboidrato iguais ou muito 

homólogos que se ligam ao mesmo açúcar ou a açúcares estruturalmente similares; 

quimerolectinas, consistindo de um ou mais domínios de ligação a carboidratos ligados a um 

domínio não relacionado que pode ser enzimático ou ter uma outra atividade biológica e que 

deve atuar independente do sítio de ligação ao carboidrato; em 1998 VAN DAMME e 

colaboradores introduziram uma 4s categoria de lectinas, as superlectinas, que têm dois ou 

mais domínios de ligação a carboidratos, mas de especificidades diferentes entre si. 

A abundância das lectinas no reino vegetal sugere que estas proteínas têm diversos 

papéis nestes organismos (GOLDSTEIN & PORETZ, 1986). Entre estes papéis podemos citar: 

fator de reconhecimento entre bactérias simbióticas fixadoras de nitrogênio e plantas 

hospedeiras (KARPUNINA, MEL'NIKOVA & KONNOVA, 2003); prevenção contra o ataque 

de fitopatógenos como fungos, insetos e animais (IP & LAU, 2004); como proteínas de 

armazenamento e como auxiliar na reprodução sexual em Chlamydomonas (SENGUPTA et al, 

1997), entre outros. Além disso, o fato da expressão de lectinas vegetais citoplasmáticas e/ou 

nucleares ser estimulada por estímulos bióticos ou abióticos indica que as lectinas estão 

envolvidas em interações endógenas proteínas /carboidratos (VAN DAMME et al., 2004). 

A análise das seqüências de lectinas de plantas disponíveis levou a sua classificação em 

UA1i~~C~R^'^4PC ~4.¡1r,.rj~l r}n CEARA ~~., 	:i:, -.~.~_ r~_.;r. ..~:. 	~; 
Úi,D!o : .3c.- ._. . Cie'nci;. 	. ,.. . 	.. r. 	1 
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sete famílias de proteínas evolutivamente relacionadas: lectinas de leguminosas, lectinas de 

monocotiledôneas que se ligam a manose, lectinas contendo domínios heveínicos que se ligam 

à quitina, as RIP tipo 2, lectinas relacionadas a jacalina, lectinas da família das amarantinas e 

as lectinas do floema de Curcubitaceae (VAN DAMME et al., 1986). 

As lectinas de leguminosas constituem a família de lectinas de plantas mais estudada 

até hoje, seu estudo começou em 1890 com Power e Cambier (KOCOUREK, 1986) 

descrevendo o isolamento de uma lectina da casca de Robinia pseudoacacia. Em 1983, o 

primeiro gene de lectina isolado foi o de sementes de soja (VODKIN, RHODES e 

GOLDBERG, 1983). Novamente, a primeira lectina de planta a ser cristalizada (SUMMER e 

HOWELL, 1936) e ter suas estruturas primária e tridimensional resolvidas (EDELMAN, 1972; 

HARDMAN e AINSWORTH, 1972) foi de uma leguminosa, a lectina de sementes de 

Canavalia ensiformes (ConA). 

Todas as lectinas de leguminosas são constituídas de protômeros de aproximadamente 

30 kDa constituídos por uma única cadeia polipeptidica de aproximadamente 230 

aminoácidos, conhecidas como lectinas "a uma cadeia". Algumas vezes esta cadeia pode estar 

parcialmente clivada em dois peptídeos menores de tamanhos iguais ou não. Estas lectinas são 

chamadas lectinas de leguminosas "a duas cadeias". 

Estes protômeros mantêm entre si caracteristicas semelhantes que permitem descrevê- 

los como formados por uma folha beta pregueada posterior quase plana, formada por cinco 

cadeias, uma outra folha beta dianteira que é curva e formada por sete cadeias e uma folha 

curta de cinco cadeias que se situa no topo da molécula. Vários "loops" fazem a conexão entre 

estas folhas beta (BANERJEE et al., 1996). 

A homologia entre as lectinas de leguminosas é grande, variando entre 28 a 99% de 

identidade de seqüência primária. Mesmo assim, a especificidade por açúcares entre estas 

lectinas é bem variável, compreendendo todas as classes de açúcares já descritas. As alterações 

na seqüência primária encontram-se principalmente nos "loops". 

Os aminoácidos dos sítios de ligação a metais e a carboidratos são altamente 
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conservados entre todos os membros desta família de lectinas. No entanto, pequenas 

alterações na seqüência de aminoácidos provocam grandes modificações na associação 

quaternária, embora não na estrutura terciária (SANZ-APARICIO et al. 1997). 

O sítio de ligação a carboidratos de lectinas de leguminosas tem seus resíduos 

altamente conservados. As interações essenciais envolvem ligações de hidrogênio com três 

resíduos: um aspartato (Asp208, na ConA), que é precedido por uma ligação peptídica cis e 

mantido em sua posição através de ligação com um íon cálcio via água, uma asparagina 

(Asn14), que interage diretamente com o cálcio e o grupamento NH do esqueleto de Arg228 

(na ConA e Gly em várias outras leguminosas), que também interage com o ion cálcio através 

de ponte com água e seu átomo de oxigênio do esqueleto. Interações de van der Waals entre 

resíduos aromáticos (Tyrl2 na ConA, mas também Phe e Leu ou Cys em outras leguminosas) e 

o anel do açúcar também são essenciais para o reconhecimento. Outros tipos de interações 

envolvem um "loop" (Thr97-G1u102) cuja conformação e comprimento são variáveis dentro 

da família das leguminosas e não têm contato com o ion cálcio (SANZ-APARICIO et al. 1997). 

Fazem parte da estrutura de lectinas de leguminosas dois sítios de ligação a metais que 

são essenciais para sua atividade de ligação a carboidrato (LORIS et al., 1998). Nestes sítios 

metais divalentes, Mn2+ e Cal+, se ligam obrigando assim a cadeia polipeptídica a adotar uma 

conformação que ocasiona a construção do sítio de ligação a carboidrato. Esta conformação 

inclui a formação de uma ligação peptidica cis entre Ala207-Asp208. A distância entre os 

metais é de aproximadamente 4,5 A e há a formação de uma ponte entre eles através do 

resíduo Asp10 (LORIS et a].., 1998). 

Um sítio hidrofóbico também foi identificado em várias lectinas de leguminosas 

através da detecção da alteração do espectro de fluorescência de soluções de ácido 8-anilino 

naftaleno sulfônico (ANS) e ácido 2,6-toluidinil naftaleno sulfônico (TNS) quando adicionadas 

lectinas (ROBERTS & GOLDSTEIN, 1983). Titulações com TNS revelaram sítios de alta 

afinidade por este ligante em várias lectinas. A ligação de ANS a sítio hidrofóbico parece ser 

independente dos sítios de ligação a carboidrato já que a adição de açúcares não inibiu esta 
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ligação. 

Algumas lectinas de plantas interagem com outras espécies de moléculas como, por 

exemplo, a fito hormônios, incluindo ácido indol acético (UMEKAWA, 1990) e com 

citocininas endógenas (PAPET et al., 1990). Além desses, regiões de ligação a adenina também 

foram identificadas sobre a superficie de ConA e lectinas de P.lunatus (ROBERTS e 

GOLDSTEIN, 1983), entre outras. A exata função destes sítios de ligação é desconhecida, mas 

especula-se que as lectinas de leguminosas que se ligam à adenina/citocininas podem estar 

envolvidas no armazenamento de hormônios vegetais ou na regulação do crescimento. 

Estruturas de lectina de sementes de Dolichos billorus (DBL), complexadas com adenina 

(1BJQ) (HAMELRYCK et al, 1999) e da lectina dimérica de suas folhas [DB58 (BUTS, 2001), 

1LUL (HAMELRYCK et al., 1999)], dão os primeiros dados estruturais sobre estes sítios de 

ligação. Ambos os oligômeros possuem uma arquitetura não usual com uma alfa-hélice entre 

os dois monômeros. Em ambos os oligômeros esta alfa-hélice está diretamente envolvida na 

formação do sitio hidrofóbico (HAMELRYCK et al, 1999). 

Todas as lectinas de leguminosas são dímeros ou tetrâmeros constituídos de dimeros. A 

única exceção até então conhecida à regra é a arcelina 5a, uma proteína de defesa relacionada 

a lectina, de Phaseolus vulgaris da qual não se tem conhecimento de potencial ligação a 

carboidrato (HAMELRYCK et al., 1996). A dimerização pode ser descrita em termos da 

disposição mútua das paredes constituídas por seis folhas beta pregueadas, dos dois 

monômeros. A presença de resíduos de características cruciais, como polaridade, 

hidrofobicidade e tamanho, em regiões de interface, determina o tipo de oligomerização que 

ocorrerá. Na maioria das vezes a dimerização envolve um arranjo lado a lado, resultando 

numa folha beta contígua de 12 membros com um eixo de simetria de ordem 2 perpendicular 

a folha beta (PRABU, SUGUNA, VIJAYAN, 1999). JONES e THORNTON (1995) descreveram 

este tipo de associação como sendo de tipo II. Oligomerização deste tipo foi primeiramente 

encontrada na ConA (SANZ-APARICIO et al, 1997). Todas as lectinas que apresentam este 

tipo de oligomerização possuem resíduos com cadeias laterais pouco ou nada polares (Ser, Thr 
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ou Ala) na posição 66. Estes resíduos mantêm os dois monômeros unidos através de ligações 

fracas entre si como interações de Van der Waals ou ligações de hidrogênio. WBAI, GS4, 

PNA, que não formam este tipo de associação, têm resíduos carregados (Lys, Glu em WBAI e 

GS4, respectivamente) ou resíduos grandes e hidrofóbicos como Met, no caso de PNA 

(MANOJ e SUGUNA, 2001). 

O dímero descrito acima se trata de uma estrutura conhecida como "dímero canônico 

das lectinas de leguminosas". Duas lectinas diméricas de leguminosas de seqüências 

conhecidas não formam dímero canônico: Erythrina corallodendron e a lectina IV de 

Gnffonia simplicifolia. No caso da E.corallodendron, a presença de um carboidrato 

covalentemente ligado a Asn17 causa o impedimento estérico que impede a formação do 

dímero canônico (SHAANAN, LIS e SHARON, 1991) No caso da GS-IV, a glicosilação 

também é o fator determinante. A lectina é formada por heterodímeros que diferem na 

ligação de carboidratos que se dá, em um dos dimeros, somente na posição Asnl8, e no outro, 

também na posição Asn5 (DELBAERE et al, 1993). A formação de um dímero canônico entre 

estas subunidades é impedida por um resíduo (G1u58) carregado posicionado na interface das 

subunidades. 

Outro tipo de associação que ocorre entre monômeros é o que envolve associação das 

folhas beta pregueadas de seis cadeias dispostas frente a frente. Este tipo de associação pode 

ser classificada pelos tipos Xl, X2, X3 e X4. Em todos os casos, a maioria dos contatos entre as 

subunidades se dá entre as cadeias 4a, 5a  e 6a  da folha beta posterior. Na ConA, além de 

dimeros tipo II, já vistos anteriormente, também são formados dímeros tipo X2. A presença de 

uma Arg na posição 210 evita a formação de interface Xl, X3 e X4. 

Esta associação se dá na formação dos tetrâmeros. No caso da ConA, é formada pela 

associação de dois dimeros canônicos com suas folhas beta pregueadas posteriores voltadas 

entre si. Cria-se, assim, uma grande concavidade que é preenchida por água. Vários resíduos 

carregados e cadeias laterais ionizáveis ficam escondidos pela disposição dos dímeros em 

tetrâmero e algumas podem formar pontes salinas. 
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A disposição do tetrâmero de ConA é levemente diferente da de ConBr. A única 

diferença na estrutura primária que ocorre na região de interface entre os dois dímeros é na 

posição 58 que é glicina na ConBr e Asp na ConA. Esta simples troca parece ser suficiente 

para fazer com que o tetrâmero seja mais aberto na ConBr. Uma ligação de hidrogênio entre 

Asp58 da subunidade A e Ser62 da subunidade C na ConA não se estabelece na ConBr e, 

assim, os resíduos correspondentes na ConBr têm seus carbonos alfa 1,5 A mais próximos que 

na ConA (SANZ-APARICIO et al, 1997). Afora esta substituição, só existe uma outra que se 

localiza num dos "loops" (67-71) que interage com a região 117-123 entre as subunidades AC 

e BD, G1y70 na ConBr que é alanina na ConA. 

Tal diferença entre os oligômeros na ConA e ConBr leva a se propor que seria a 

responsável por diferenças nas atividades biológicas como indução de edema de pata (Bento et 

al, 1993), liberação de macrófagos em ratos (RODRIGUEZ et al, 1992) e estimulação de 

linfócitos humanos in vitro (BARRAL-NETTO et al., 1992) e in vivo (BARRAL-NETTO et al, 

1996). De forma geral, lectinas de Diocleinae têm entre si alta homologia, mas apresentam 

diferenças em suas atividades biológicas. 

As lectinas podem ser usadas como unidades reconhecedoras de glicoconjugados 

celulares apresentando assim, grande potencial para química médica já que estão envolvidas 

em uma vasta série de processos bioquímicos incluindo tráfico de glicoconjugados intra e 

extracelulares, iniciação do efeito de transdução de sinais como, por exemplo, regulação de 

crescimento e adesão celular nos animais (RUDIGER et al., 2000). A relevância funcional das 

lectinas no desenho de reagentes de alta afinidade para reconhecimento de domínios 

carboidratos oferece a perspectiva de uma atrativa fonte de novas drogas. 

2. CRISTALIZAÇÃO 

Um cristal pode ser definido como um material homogêneo que apresenta um alto grau 

de simetria interna, na ordem de dimensões atômicas (Protein Crystallography Course). O 

cristal pode consistir de virtualmente qualquer composto químico único puro, embora possa 



25 

haver pequenas contaminações e mesmo co-cristalização de compostos. Os compostos podem 

ser inorgânicos ou orgânicos. 

Os cristais protéicos não existem sem "líquido-mãe", sua solução de cristalização. Se 

acontecer de um cristal protéico secar, ele será destruído. Isso ocorre porque as forças que 

mantém as moléculas protéicas ligadas umas às outras, são todas fracas e de curto alcance. 

A maioria dos cristais protéicos é formada por cerca de 50 % de solvente embora esta 

porcentagem possa variar entre 25 a 90% (McPHERSON, 1990). Isto cria largos canais de 

solvente que podem então facilitar a difusão de pequenas moléculas no interior do cristal 

dando origem a uma técnica chamada "soaking" onde, após o cristal formado, um ligante de 

pequenas dimensões pode ser adicionado na forma de solução ao líquido-mãe do cristal. Pode 

ocorrer então a difusão através do interior do cristal e suas interações com a proteína podem 

ser determinadas cristalograficamente. 

Entre as forças que mantém as moléculas protéicas em uma conformação específica e, 

também, posicionadas entre si num cristal, pode-se citar interações fracas como de Van der 

Waals, as forças de London ou forças de dispersão, que ocorrem entre dois dipolos induzidos, 

interações hidrofóbicas, ligações de hidrogênio entre outras. Embora todas estas interações 

sejam de curto alcance e fracas, em conjunto conseguem manter as moléculas o suficiente para 

que haja a formação de cristal. 

Logicamente o cristal protéico, então, não terá dureza comparável com a de um cristal 

inorgânico, de fato para desespero do cristalógrafo, uma simples trepidação ou variação de 

poucos graus na temperatura já é suficiente para destruir completamente um cristal protéico. 

2.1. Estrutura cristalina 

Um cristal ideal pode ser descrito como sendo um conjunto de átomos dispostos numa 

rede definida por três vetores linearmente independentes a, b, c chamados vetores 

fundamentais de translação de tal forma que, dois conjuntos semelhantes de átomos podem 

ser relacionados através de dois pontos com vetores r e r: 

r' = r+ha+kb+lc 
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com h, k e 1 inteiros. Com  r fixo, o conjunto de pontos que se obtém variando h. k e 1 

na equação recebe o nome de rede cristalina ou rede de Bravais. 

A rede cristalina é uma abstração onde cada ponto pode representar um conjunto de 

átomos ou mesmo moléculas inteiras. A rede cristalina deixa então clara a disposição destes 

pontos no espaço. 

Figura 4 - Exemplo esquemático de um cristal bidimensional. 

Na Figura 4 estão representados alguns vetores. Os vetores x e y não são fundamentais 

por que não ligam pontos equivalentes no cristal. Os vetores a, b, a' e b' são vetores da rede 

cristalina, pois ligam pontos equivalentes. Os vetores fundamentais são ditos primitivos 

quando conseguem representar, através de combinações lineares de seus coeficientes com 

números inteiros, quaisquer vetores da rede cristalina. Assim sendo, a e b não são vetores 

fundamentais ao passo que a' e b' o são. Pode-se obter o vetor b' a partir de a e b, mas só 

através de coeficientes fracionários: 

b'=2a+l/2b 

Ao paralelogramo obtido pelos vetores fundamentais primitivos dá-se o nome de célula 

unitária primitiva. A célula unitária primitiva copiada através de translações geradas por todos 

os vetores da rede, deve preencher todo o volume da rede cristalina, sem sobreposições ou 

espaços vazios. Deste modo, a célula unitária deve conter um, e apenas um, ponto da rede. A 

disposição da rede cristalina no espaço gera diferentes grupamentos espaciais. 
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2.2 Grupos espaciais 

Definimos os módulos dos vetores fundamentais como a, b e c e os ângulos entre eles 

como a, 13 e y. A estes valores se dá o nome de parâmetros da rede cristalina (Figura 5). A 

importância destes vetores é que descrevem grupos de planos paralelos do retículo cristalino 

e, através de suas características, definem os grupamentos espaciais. 

b 

Y 
a 

Figura 5 - Parâmetros da rede cristalina. 

2.2.1 Grupo espacial cúbico 

No grupo espacial cúbico os parâmetros da rede são todos iguais entre si, isto é: 

a = 	c 

a=(3= y=90° 

Há três subespécies de grupo cúbico: cúbico simples, cujos pontos estão dispostos como 

os vértices de cubos iguais; cúbico de corpo centrado, que ainda contém um ponto no centro 

do corpo de um dos cubos e o cúbico de faces centradas, formada pelos pontos que compõem o 

cúbico simples e ainda contém um no centro de cada uma das faces deste cubo (Figura 6). 

Figura 6 - Representação esquemática do grupo espacial cúbico. Da esquerda para a direita, grupo cúbico simples, 
de faces centradas e de corpo centrado. 
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2.2.2 Grupo Espacial Tetragonal 

Se um dos eixos da célula unitária for alongado ou diminuído obtemos um grupo do 

tipo tetragonal. 

Os pontos podem se dispor nos vértices dos prismas retos de base quadrada ou nos 

centros dos corpos destes prismas (grupo tetragonal de corpo centrado) (Figura 7). Assim 

sendo, seus parâmetros de rede são: 

a=b#c 

a= (3= y= 90° 

Figura 7 — Representação esquemática do grupo tetragonal. Da esquerda para a direita, simples e de corpo 
centrado. 

2.2.3 Grupo Espacial Ortorrômbico 

É obtido deformando-se não um, mas dois eixos da célula unitária. Os ângulos 

continuam perpendiculares entre si. 

a~ b# c 

a = J3= y= 90° 

Figura 8 — Representação esquemática do grupo espacial ortorrômbico. Da esquerda para a direita: simples, de 
corpo centrado, de faces centradas e de bases centradas. 

Este tipo de grupo espacial apresenta as três variantes já descritas, simples, de corpo 
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centrado e de faces centradas e ainda uma outra, de bases centradas, que é formada por pontos 

nos vértices de paralelepípedos iguais dispostos continuamente e dois pontos, nos centros de 

duas faces opostas (Figura 8). 

2.2.4 Grupo Espacial Monoclfnico 

Um grupo ortorrômbico deformado no valor de y é conhecido como grupo espacial 

monoclínico que apresenta apenas as variantes simples e de bases centradas (Figura 9). 

a# b# c 

a=13=90°#y 

Figura 9 — Representação esquemática do grupo espacial monoclinico. Da esquerda para a direita, simples e de 
bases centradas. 

2.2.5 Grupo Espacial Triclinico 

O grupo espacial triclinico é o que tem menos impedimentos a seus parâmetros de rede 

(Figura 10). 

a# b# c 

a# (3#y 

Figura 10 — Representação esquemática do grupo espacial trirlfnico. 
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2.2.6 Grupo Espacial Romboédrico ou Trigonal 

Obtido pela deformação do grupo espacial cúbico na direção de uma das diagonais 

principais (Figura 11): 

a= b= c 

a=f3= y < 120°e#90° 

a 

Figura 11— Representação do grupo espacial trigonal. 

2.2.7 Grupo espacial Hexagonal 

São casos particulares do grupo espacial monoclínico em que y = 60 ° (Figura 12). 

a= b# c 

a=J3=90°, y =120° 

Figura 12 - Representação esquemática do grupo espacial hexagonal. 

Quando a cela unitária possui unicamente pontos nos vértices, é chamada primitiva, 

sendo denotada pela letra P (exceção feita ao grupo espacial romboédrico ou trigonal, em que 

é empregada a letra R). Aos retículos P, juntam-se os sete sistemas não-primitivos, que 

possuem a mesma simetria, mas que comportam diversos pontos na cela unitária: são os 

retículos de corpo centrado, denominados I, os retículos de faces centradas, F, e os retículos de 
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bases centradas A, B ou C, estes últimos, segundo a natureza das faces que têm um ponto em 

seu centro. Todo este conjunto constitui o que é conhecido como "14 reticulos de Bravais", 

apresentados na Tabela 1. 

Tabela 1- Tabela Internacional para Cristalografia de raios X. 

Grupo Espacial Características das celas 
unitárias 

Número de 
reticulos Celas 

de Bravais 

Tipo de reticulos 
celas de Bravais 

Cúbico a = b= c 
a= f3=y=90° 

3 P, I, F 

Tetragonal a = b r c 
a=(3=y=90° 

2 P, I 

Ortorrômbico a# b# c 
a=13=y= 90° 

4 P, C, I, F 

Monoclinico a# b# c 
a=y=90°# 13 

2 P, C 

Triclinico a# b# c 
a#(3*y 

1 P 

Romboédrico ou 
Trigonal 

a= b= c 
a = [3 = y < 120 ° e # 90 ° 

1 R 

Hexagonal a= b# c 
a=(3= 90° 	y =120° 

1 P 

2. 3 Direções e planos cristalinos 

Na cristalografia há uma notação, baseada na utilização de fases formadas com vetores 

fundamentais, que permite especificar posições, direções e planos num cristal. 

10.11. 11.10 	WWWWW 

r 

Figura 13 - Exemplo de direção cristalina. 
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Chamam-se direções cristalinas direções definidas por dois pontos da rede cristalina 

(Figura 13). 

Considerando-se o vetor R como sendo o vetor desta direção cristalina, 

R=ha+kb+ lc 

Na notação cristalográfica apresentam-se entre colchetes e sem qualquer caractere 

separador, os três valores, h, k e 1, que representam este vetor [hkl].Se algum valor for 

negativo o sinal deve ser colocado sobre o índice respectivo [ 121 ]. Esta representação é 

conhecida como Indices de Miller. 

2, 4 Simetria 

Materiais cristalinos têm simetria devido à ordenação de seus átomos ou conjunto de 

átomos, chamado motivo, na célula unitária e a maneira pela qual este motivo se repete a 

longo dos três eixos para formar o cristal inteiro. Elementos de simetria são centro, eixos e 

planos de simetria. Operadores de simetria que permitem definir toda a rede cristalina são os 

movimentos feitos em torno dos elementos de simetria. 

2. 4. 1 Centro de simetria 

O centro de simetria é um ponto ideal situado no interior do cristal que divide os eixos 

cristalográficos que passam por ele em duas partes iguais. 

2. 4. 2 Eixo de simetria 

É a reta que passa pelo centro de simetria e que, ao girar o cristal em 360 °, se pode 

observar a mesma disposição de motivos em torno dela repetidos 2, 3, 4 ou 6 vezes (Figura 14). 

A ordem dos eixos é determinada por este número de repetições. Um eixo de ordem 2 existe 

quando há repetição do motivo 2 vezes durante o giro total do eixo; de ordem 3, quando se 

repete 3 vezes; de ordem 4, quando se repete 4 vezes e de ordem 6, quando se repete 6 vezes. 
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Figura 14 - Exemplo de eixo de simetria. Aplicando-se um eixo de simetria de ordem 2 à mão esquerda, a 
imagem produzida seria a própria mão esquerda, mas voltada com a palma para cima, resultado de um giro de 
180 ° em torno do eixo de simetria. 

2.4. 3 Plano de simetria 

Plano de simetria é o plano ideal que divide o cristal em duas partes iguais e simétricas 

(Figura 15). 

Figura 15 - Exemplo de operador no plano de simetria especular. As mãos direita e esquerda se relacionam 
através de um plano de simetria que cria uma imagem especular. Este operador de simetria não se aplica às 
proteínas devido à sua quiralidade. 

2. 4.4 Centro de inversão 

Um centro de inversão relaciona ponto a ponto um objeto ou motivo com sua imagem 

eqüidistante de um ponto e invertida. Devido a quiralidade das moléculas protéicas o centro 

de inversão não se aplica a cristais protéicos (Figura 16). 
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Figura 16 — Exemplo de um centro de inversão aplicado à mão esquerda. 

2. 4.5 Translação 

A translação no espaço é outra operação de simetria que permite racionalizar redes 

periódicas como as de átomos em um cristal através de sua simetria (Figura 17). 

Figura 17 - Exemplo de translação aplicado à mão esquerda. 

2. 5 Crescimento de cristais 

Em geral os cristais crescem somente em soluções supersaturadas. A concentração da 

R'13S 8 o 

34 

UFC
Caixa de texto



35 

proteína deve ser alta inicialmente e sua solubilidade limite deve ser diminuída até abaixo 

desta concentração. 

A solubilidade de uma proteína pode ser diminuída fazendo com que suas interações 

com o solvente se tornem menos favoráveis pela adição de agentes que competem com esta 

proteína pela água. As moléculas protéicas devem se ligar à água para se manterem em 

solução. Quando a interação destas moléculas protéicas com a água é diminuída elas irão se 

associar entre si e não com a água. 

A cristalização pode ocorrer, após o fenômeno da nucleação, pela diminuição da 

solubilidade da proteína até um ponto suficientemente perto da supersaturação a fim de 

produzir a primeira aparência de uma rede cristalina (CREIGHTON, 1993) 

2.6 Pureza da amostra 

A técnica de cristalização é utilizada para aumentar a pureza de substâncias já quase 

puras. A formação de cristais "empurraria" os contaminantes (pelo menos a maior quantidade 

destes), para fora da estrutura cristalina deixando-os então, em solução e forçando o soluto 

"limpo" a cristalizar. 

Exatamente por isso é necessária uma amostra pura para que se possa obter um cristal. 

E, quando se fala de cristais protéicos, esta condição é uma das principais a serem atendidas 

para que se consiga obter um bom cristal. 

A formação de cristais é ainda uma operação muito empírica, deste modo, às vezes, 

uma pequena impureza numa solução cristalina pode induzir a formação de cristais enquanto 

que a falta da pureza pode tornar a operação inviável. 

2. 7 Formação dos cristais - nucleação 

Os cristais começam a crescer através de um processo chamado de "nucleação". A 

nucleação pode começar tanto com as próprias moléculas (chamada nucleação não-assistida), 

como pelo auxílio de alguma matéria sólida em solução (nucleação assistida). 

Uma vez a solução esteja saturada, material sólido começa a se formar. Se as moléculas 
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se agrupam em arranjo aleatório, elas não ocupam o espaço de maneira otimizada. No entanto, 

se as moléculas se agrupam em seqüência ordenada, elas se empacotam em um espaço muito 

menor. Assim sendo, o empacotamento adequado utiliza menos espaço e é também de menor 

energia, o que sempre leva a uma condição mais estável. Quando isto acontece, este padrão de 

seqüência ordenada se repete regularmente nas três dimensões. 

As faces de um cristal resultam do fato de que certas direções desta seqüência são mais 

acessíveis à ligação de novas moléculas. Porém, para que haja a correta aproximação de nova 

molécula é necessário um pequeno tempo para que esta possa se alinhar propriamente na 

superficie de um cristal crescente e este continue a crescer unifoiniemente. Daí advém a 

necessidade da cristalização ser lenta. Se a solução se torna super saturada de maneira que o 

sólido se forma rapidamente, as moléculas não terão tempo para se alinharem corretamente e 

os cristais, se obtidos, serão menores e grosseiramente formados. 

A imperfeição da deposição das faces cristalinas é chamada de mosaicidade. Os 

parâmetros aceitáveis em um cristal para coleta de dados de difração de raios X é de até 1 ° 

(Figura 18). 
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Figura 18 - Representação esquemática da incidência e reflexão de um feixe sobre um cristal com alta 
mosaicidade. 

2. 7. 1 Nucleação não-assistida 

Quando as moléculas do "soluto" (o material do qual os cristais são constituídos) estão 
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em solução, na maior parte do tempo só têm moléculas do solvente em torno de si. No 

entanto, ocasionalmente, podem se encontrar com outras moléculas de soluto. Se o composto 

é um sólido quando está puro, haverá algumas forças atrativas entre estas moléculas de soluto. 

A maior parte das vezes em que se encontrarem elas permanecerão juntas por algum tempo 

até que eventualmente outras forças as separem. Algumas vezes, duas moléculas se manterão 

juntas tempo suficiente para encontrarem uma terceira molécula de soluto e então uma 

quarta, e uma quinta etc. 

Uma vez que estas cheguem a um certo número de moléculas juntas, o tamanho 

critico, as forças atrativas combinadas entre as moléculas de soluto se tornam mais fortes que 

as outras forças na solução que tentam evitar a formação destes "agregados". Esta é a ocasião 

onde este "protocristal" (um tipo de pré-cristal) se torna um sítio de nucleação. 

Assim que este protocristal flutua na solução, encontra outras moléculas de soluto. 

Estas moléculas sentirão as forças atrativas do protocristal e se juntarão a ele. É assim que um 

cristal começa a crescer. Ele continua crescendo até que, eventualmente não possa mais 

permanecer "dissolvido" na solução e saia dela. Agora outras moléculas de soluto começam a 

crescer sobre a superficie do cristal e este continua a crescer até que um equilíbrio entre as 

moléculas de soluto no cristal e as que ainda estão em solução seja estabelecido. 

2. 7. 2 Nucleação assistida 

É muito parecida com a nucleação não-assistida exceto que uma superficie sólida atua 

como um local para as moléculas de soluto se encontrarem. Uma molécula de soluto encontra 

uma superficie, se adsorve a esta superficie e permanece nela por um certo tempo antes que 

forças aleatórias da solução a retirem. Moléculas de soluto tenderão a se adsorver e agregar 

sobre a superficie. É aí que o protocristal se forma e o mesmo processo descrito anteriormente 

acontece. 

2. 8 Diagrama de fases 

A solubilidade de uma proteína pode ser expressa em um gráfico chamado Diagrama 
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de Fases onde a concentração da proteína é grafada no eixo das ordenadas e nas abscissas é 

indicado um parâmetro que sofre variação, normalmente a concentração de um precipitante 

(Figura 19). 

Concentração do agente de cristalização 
Raiz quadrada da força iônica —~ 

Figura 19 - Diagrama de fases para uma proteína típica. 

A saturação ocorre quando a taxa de perda e ganho de ambas as fases, sólido e solução 

são iguais e o sistema está em equilíbrio. O fenômeno de salting-out é visto no lado direito do 

diagrama onde há uma redução na solubilidade da proteína conforme a concentração de sal 

aumenta. Salting-in (GREEN, 1931) é visto do lado esquerdo do diagrama onde há um 

aumento na solubilidade da proteína conforme a concentração de sal aumenta. 

Um diagrama de fases também pode ser representado através do gráfico energia x 

tempo (Figura 20). Para que haja cristalização uma proteína deve ultrapassar uma barreira 

energética. Como o arranjo cristalino tridimensional é o arranjo de menor energia, o mais 

estável, a proteína se arranja em aglomerados até que se formam núcleos criticos que dão 

origem aos cristais diminuindo a energia do sistema. 
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Figura 20 - Diagrama de energia para cristalização. Os núcleos criticos correspondem a maior energia 
intermediária. Quanto maior a maior barreira energética, menor taxa de nucleação. 

Quanto mais supersaturada a solução protéica maior a probabilidade que um núcleo 

critico se forme e menores são os núcleos necessários para induzir a formação do cristal. 

Isto pode ser representado num diagrama de fases pela divisão da zona supersaturada 

em regiões de aumento da probabilidade de nucleação e precipitação (Figura 21). 

Concentração do agente precipitante 	 

Figura 21 - Diagrama de fases mostrando zonas para nucleação e crescimento de cristais e precipitação da 
proteína. 
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2. 9 Métodos de cristalização de proteínas 

2. 9. 1 Difusão de vapor 

No método de cristalização por difusão de vapor, pequenos volumes do precipitante e 

da proteína são misturados e, numa gota, equilibrados contra uma quantidade maior de 

solução contendo o precipitante ou outro agente desidratante. Com  o passar do tempo, na 

tentativa de estabelecimento de um equilíbrio, a solução onde está a proteína começa a perder 

solvente aumentando assim tanto a concentração da proteína quanto a do precipitante na 

gota. A concentração da proteína entra então numa área metaestável e pode atingir a área de 

nucleação. Se o processo for lento, os cristais começam a se formar e a concentração de 

proteína cai. Se o processo for muito rápido, a área de nucleação é trespassada e ocorre a 

precipitação (Figura 22). 

Figura 22 - Diagrama de fases para cristalização de proteínas por difusão de vapor. 

Três técnicas são utilizadas para cristalização por difusão de vapor: gota suspensa, gota 

sentada e gota sanduíche: 
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2. 9. 1. 1 Gota suspensa 

Na técnica da gota suspensa, a mistura de agentes precipitantes e/ou agentes 

desidratantes é colocada num reservatório. Uma gota contendo a solução protéica e uma 

quantidade de solução do poço é montada em uma lamínula siliconizada e esta é colocada 

invertida sobre o poço utilizando-se graxa de silicone para vedar suas beiradas (Figura 23). 

Sol. protéica + 
sol. do poço Lamínula graxa 

Figura 23 - Representação esquemática de cristalização por difusão de vapor, técnica gota suspensa. 

2. 9. 1. 2 Gota sentada 

Na técnica da gota sentada, a gota contendo a solução protéica e solução do poço é 

colocada num pequeno reservatório, este fica dentro do poço e, desta maneira, circundado 

pela solução. Os poços são cobertos por fita adesiva (Figura 24). 

Figura 24 - Representação esquemática de cristalização por difusão de vapor, técnica gota sentada. 
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fita adesiva 

2.9. 1. 3 Gota sanduíche 

Na técnica de gota sanduíche a gota com a solução protéica e a solução do poço fica 

entre duas lamínulas tendo uma abertura para que a solução entre em equilíbrio com a 

solução do reservatório (Figura 25). 

Proteína + 
solução do 
reservatório 	Lamínulas 	graxa 

Figura 25 - Representação esquemática da técnica de cristalização por difusão de vapor gota sanduíche. 

2. 10 Screening 

A cristalização de macromoléculas ainda hoje tem bases principalmente empíricas 

(MCPHERSON, 1998; BERGFORS, 1999) e é um problema complexo que envolve a 

investigação de um grande número de condições fisicas e químicas. Tampões, sais e aditivos 

usados para preparar a proteína estarão presentes em cada condição de cristalização. É 

imperativo que estas condições sejam definidas para o crescimento do cristal. Os métodos de 
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cristalização normalmente utilizados para os experimentos iniciais de identificação de 

condições de cristalização para proteínas são os de difusão de vapor de gota pendente e gota 

sentada (McREE, 1993). 

É impossível sistematizar tentativas de uso de cada precipitante utilizado para 

cristalização de proteínas. Durante os últimos 20 anos numerosos esforços têm sido feitos em 

busca de condições de cristalização mais eficientes. O método de busca mais utilizado é o de 

matriz esparsa que foi desenvolvido através de dados disponíveis de condições favoráveis para 

cristalização (CUDNEY et al., 1994; DeLUCAS et al., 2003; JANCARIK & KIM, 1991). 

No método de matriz esparsa três condições principais que afetam a cristalização foram 

escolhidas para serem utilizadas como variáveis: pH e tampões, aditivos e agentes 

precipitantes (JANCARIK & KIM, 1991). Estas condições são variadas gerando matrizes. A 

escolha de cada condição é feita levando-se em conta os casos positivos de cristalização 

expressos na literatura. 

Existem alguns programas que preparam condições de cristalização de acordo com as 

caracteristicas da proteína a ser cristalizada (SEGELKE , 2001; SEGELKE, 1995). Além disto, 

existe um banco de dados que permite a consulta das condições de cristalização de proteínas 

cristalizadas utilizando microgravidade em experimentos de cristalização no espaço e 

(Biological 	Macromolecule 	Crystallization 	Database 

http://w-wwbmcd.nist.gov:8080/bmcd/bmcd.html)  (GILLILAND et al., 1994) está disponível 

na internet. 

Outro método de busca de condições adequadas para cristalização de proteínas é o 

Método de Solubilização Ótima [Optimum Solubility Screen (JANCARIK et al., 2004)]. Este 

método consiste de duas etapas. A primeira etapa é a seleção de um tampão melhor que o 

utilizado durante a purificação da proteína. Para isso são utilizados 24 tampões diferentes 

cobrindo uma faixa de pH que vai de 3 a 10. A solubilidade da proteína é primeiramente 

determinada pelo exame visual de pequenas quantidades de proteína misturadas a cada um 

dos tampões. Para tal avaliação pode-se utilizar um microscópio. Se os resultados deste 
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primeiro passo não forem satisfatórios, isto é, nenhum tampão lograr em solubilizar bem a 

amostra, um segundo passo explora uma variedade de aditivos químicos para aumentar a 

mono dispersividade da amostra protéica. 

Alguns trabalhos foram feitos comparando vários métodos de busca de condições de 

cristalização de proteínas utilizando matriz esparsa. Comparação entre kits comerciais 

[Crystal Screen e Crystal Screen 2 (Hampton Research), Wizard Screens I e II (Emerald 

BioStructures) e Personal Structure Screens 1 e 2 (Molecular Dimensions)] foram feitos e 

quase todas as proteínas testadas (18 entre 19) foram cristalizadas (WOOH et ai, 2003). 0 

estudo demonstrou que polietileno glicóis de alta massa molecular e misturas de diversos 

precipitantes foram os mais efetivos agentes cristalizantes. 

2. 11 Observação dos cristais 

As gotas com a solução protéica para cristalização devem ser inspecionadas não muito 

freqüentemente e, segundo alguns autores (McREE, 1993), a primeira leitura só deve ser feita 

uma semana após a preparação dos experimentos. Isto se faz necessário para evitar distúrbios 

que possam acarretar núcleos extras e malformação dos cristais. 

Cristais podem ser identificados quando vistos por microscópio por serem brilhantes, 

pela caracteristica de apresentarem birrefringência, ou seja, desviarem a luz incidente 

formando assim "imagens fantasmas", e, na presença de luz polarizada, mudarem de cor 

quando girado o polarimetro ou a luz incidir em diferentes planos do cristal (Figura 26). 

Figura 26 - Cristais de urease de sementes de Cana valia ensíformis. 

Existem várias formações que podem ser vistas na ocasião, sozinhas ou em combinação. 
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Entre elas podem ser vistas: gotas claras, precipitados, géis, formação de películas, esferulitas, 

separação de fases, óleos e cristais. 

As gotas claras indicam que a solução protéica não alcançou, ainda, a região de 

supersaturação (Figura 27). Neste caso pode ser tentada a adição de mais agente precipitante 

na solução do poço ou o aumento da concentração da proteína. 

Figura 27 — Visão microscópica de uma gota clara. Foto de Johan Zeelen 

A formação de precipitados indica que a zona de supersaturação foi alcançada com 

muita rapidez, não havendo tempo hábil para a formação de cristais ou, ainda, que a proteína 

está desnaturada (Figura 28, à esquerda). 

Géis são formados por se formarem regiões muito densas na solução protéica. Podem se 

formar antes ou depois de se formarem cristais (Figura 28, à direita). 

Figura 28 — Da Esquerda para a direita: precipitado e formação de gel. Fotos de Terese Bergfors. 
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O processo de formação de películas é um fenômeno ainda não compreendido. Cristais 

podem aparecer antes da foiniação das películas, mas não depois. (Figura 29, à esquerda) 

Figura 29 — Da esquerda para a direita: Formação de película e esferilutes. Foto de Terese Bergfors e Johan 
Zeelen, respectivamente. 

Esferulitas são grupamentos birrefringentes transparentes e dificeis de se diferenciar 

dos géis (Figura 29, à direita). 

A separação de fases é percebida pela formação de centenas de pequenas gotículas. 

Ocorre quando um dos agentes precipitantes se torna imiscível com outro agente (Figura 30). 

Os cristais podem crescer a partir da separação de fases. 

Figura 30 - Formação de cristal ao lado da separação de fases. Foto de Terese Berfors. 

A ocorrência da separação de fases na gota é como a precipitação no seguinte sentido: 

ambos são vistos na parte supersaturada do diagrama de fases. Não necessariamente deve 

ocorrer precipitação para que se possam obter os cristais, mas algumas vezes é necessário e 

mesmo inevitável que se tenha alguma precipitação para que os cristais ocorram. Lógico que é 

possível obter cristais sem que ocorra primeiro a precipitação e isto é preferível. O mesmo é 

verdade para a separação de fases. Embora geralmente não seja aconselhável encorajar a 
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formação de precipitados ou qualquer outra fase para se obter a nucleação, às vezes esta é a 

única maneira de se obter cristais (McPHERSON, 1999). Há casos relatados na literatura sobre 

deliberada indução à separação de fases para levar os cristais à nucleação (RAY AND 

BRACKER, 1986). 

A formação de óleos se dá quando a proteína se separa da fase aquosa formando 

gotículas menores que as da separação de fases e menos agrupadas (Figura 31). 

Figura 31 - Formação de óleo. Foto de Terese Berfors. 

Os cristais podem se formar em 24h ou levar meses ou anos para aparecerem ou 

simplesmente nunca aparecerem. Podem se apresentar de várias formas, p.ex., como 

precipitado microcristalino, agulhas, placas ou sólidos tridimensionais (Figura 32). 

Figura 32 - Cristais em diversas formações, da esquerda para a direita, precipitado microcristalino, agulhas e 
sólidos tridimensionais (na forma de cristais geminados). 

Quando um cristal é produzido deve-se proceder à repetição das condições para 

obtenção de mais cristais. Se o cristal é reprodutível, deve-se sacrificar um para verificar se o 

cristal é de sal ou de proteína. Se não for reprodutível pode-se usá-lo para semear novos 
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cristais ou utilizá-lo diretamente para coleta de dados. 

Para a verificação da natureza do cristal, se salino ou protéico, vários métodos podem 

ser utilizados. O mais fácil e mais definitivo deve ser tocar o cristal com um fino bastão de 

vidro. Se o cristal for protéico deve ser destruido facilmente. Outra maneira seria corá-lo com 

IZIT (Hampton Research Corp.) ou azul de metileno. Se o cristal for de proteína estes 

corantes, que são moléculas pequenas, se difundirão pelos canais de solvente sendo adsorvidos 

pelas moléculas protéicas (Figura 33). Como cristais de sais não têm canais de solvente grandes 

o suficiente para que as moléculas dos corantes se difundam, não são corados. 

Figura 33 - Cristais de proteínas corados com IZIT. 

A verdadeira natureza do cristal será conhecida na ocasião da coleta de dados. O 

padrão de difração de um cristal de sal é característico, poucos pontos e bem distantes e 

intensos, diferindo do padrão de proteína que mostra vários pontos próximos uns dos outros 

(Figura 34). 

Figura 34 - Padrão de difração de um sal mostrando também anéis devido à formação de gelo no cristal. 
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2. 12 Otimização 

No caso de serem obtidos micro cristais ou mesmo cristais não bem formados, pode ser 

tentada a otimização das condições de cristalização. Estas otimizações podem ser feitas 

variando levemente as condições que produziram os primeiros cristais tais como: 

Concentração do precipitante 

- pH — em alguns casos a variação de 0,1 unidade de pH é suficiente para impedir a 

cristalização. 

Concentração final da proteína na gota — pode ser variada simplesmente variando-

se as quantidades relativas de solução protéica e solução do poço na gota. 

Temperatura — normalmente trabalha-se a 4, 8 e 20 ° C. 

Método — gotas maiores podem dar origem a cristais maiores já que há mais 

proteína na gota e a velocidade de equilíbrio é mais baixa. 

Uma outra estratégia que pode ser tentada é a utilização de óleo sobre a gota montada 

no intuito de diminuir a velocidade de equilíbrio (CHAYEN, 1997). 

2. 12. 1 Aditivos 

A maneira como pequenas moléculas afetam a cristalização de macromoléculas é, 

ainda, totalmente empírica, não há como se saber ao certo seu mecanismo de atuação 

(CUDNEY et al, 1994). 0 que parece acontecer é que essas pequenas moléculas perturbam as 

interações proteína-proteína e proteína-solvente além das interações entre as moléculas de 

água. 

Algumas substâncias podem ser adicionadas com o intuito de melhorar os cristais 

obtidos. Entre estas substâncias estão: 

Glicerol — pode diminuir a quantidade de núcleos formados dando origem a cristais 

maiores e com a vantagem adicional de ser um crio-protetor. Normalmente usa-se 

de 1 a 25 % de glicerol (Sousa, 1995). 

etanol ou dioxano — envenenam os cristais e cessam a nucleação excessiva 
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(DUCRUIX e GIEGE, 1992). 

- 	Íons metálicos divalentes (TRAKHANOV e QUIOCHO, 1995). 

2. 13 Soaking e co-cristalização 

Antes da coleta de dados de raios X, os cristais protéicos são muitas vezes embebidos 

em soluções para estabilizá-los ou modificá-los. A técnica de soaking é utilizada para preparar 

derivativos isomórficos, ligar pequenas moléculas a um sítio ativo ou para proteger o cristal de 

congelamento. Este processo pode induzir mudanças de parâmetros conformacionais e/ou de 

sua rede cristalina que podem levar a quebra do cristal, degradação da qualidade de difração 

ou, menos freqüentemente, melhora da difração. 

Quando o ligante ou inibidor for uma molécula muito grande ou mesmo a proteína 

sofrer grandes mudanças conformacionais com sua ligação, é preferivel tentar a co-

cristalização, isto é, cristalizar a proteína já complexada com o ligante ou inibidor. 

2. 14 Difração 

A qualidade da difração de um cristal é o passo decisivo para o estabelecimento da 

estrutura de uma proteína. Se o cristal não difratar bem os dados não serão bons e, 

conseqüentemente, a estrutura será prejudicada. 

Não há maneira de se saber de antemão se um cristal protéico vai difratar bem (Figura 

35). A qualidade de seu padrão de difração dependerá de vários pontos: 

- tamanho do cristal — o espalhamento será proporcional ao número de células 

unitárias no cristal e este número é proporcional ao volume do cristal de tal forma 

que, dobrando todas as dimensões de um cristal cúbico, a difração será 8 vezes mais 

intensa. 
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ordenação — a qualidade do padrão de espalhamento, ou difração, dependerá de 

quão idênticas cada célula unitária seja. Quanto mais parecidas mais intenso será o 

espalhamento. 

Figura 35 — Hábitos cristalinos. A esquerda cristais que não difrataram e à direita cristal que difratou a 1,6 A. 

Com isto fica claro que o tamanho do cristal não é um fator decisivo e sim, o grau de 

ordenação interna de suas moléculas na célula unitária. 

2. 14. 1 Danos causados pela radiação 

A incidência de radiação sobre um cristal protéico pode causar sua destruição 

(GONZALES AND NAVE, 1994) ou desordenamento devido ao aumento de temperatura na 

superficie do cristal. Determinada quantidade de raios X deve passar através de um cristal, a 

despeito de seu tamanho, para produzir pontos de difração de intensidade suficiente 

(HENDERSON, 1990). Quanto menor o tamanho de um cristal, maior a exposição de raios X 

por célula unitária. Se o cristal for muito pequeno a radiação pode destruí-lo mesmo antes de 

se obter uma exposição adequada para a coleta de dados. 

Uma maneira de se evitar a destruição do cristal pela radiação é utilizando-se 

temperaturas baixas para a coleta de dados (HOPE, 1988). No entanto, se um cristal protéico 

for congelado, sua molécula pode se desnaturar graças à formação de cristais de gelo no laço 

utilizado para montar o cristal para coleta ou mesmo no solvente que se encontra no interior 

da molécula protéica. 
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Água congelada pode ter diferentes conformações ou estruturas cristalinas dependendo 

da pressão e temperatura. A maioria dos experimentos de crio-cristalografia de proteínas 

acontece à pressão atmosférica e entre 90-110 K, nestas condições a forma da água congelada é 

de gelo hexagonal Lb. 

Estes cristais provocarão o aparecimento de anéis nos padrões de difração (Figura 36) o 

que, mesmo sem a destruição da estrutura protéica, dificultará a coleta de alguns pontos de 

difração do padrão. Além disso, os parâmetros de célula do cristal protéico podem ser 

alterados pelo gelo. 

Figura 36 - Formação de anéis no padrão de difração de raios X ocasionado pela presença de cristais de gelo na 
amostra (Disponível em http://www.riboworld.com/jmh/jmhs-hexaice.html#anhiceeff).  

O uso de crio-protetores ou de resfriamento instantâneo pode evitar a formação de 

gelo no solvente. A água no solvente se encontrará num estado chamado "gelo vítreo", um 

material amorfo como vidro e que não difrata (BOUTRON, 1987). 

2. 14. 2 Seleção de crio-protetor 

A escolha de um crio-protetor, como tudo mais em cristalografia de proteínas, envolve 

tentativa e erro. No caso de um  polímero ser utilizado no líquido mãe da cristalização, pode-se 

aumentar sua concentração para 15-30 % e assim utilizá-lo como crio-protetor. Se solventes 

orgânicos voláteis, tais como pentanodiol, butanodiol (MEHL, 1989), propanol ou butanol, são 

utilizados, pode-se experimentar aumentar sua concentração. 

Se nenhuma destas substâncias é utilizada, o primeiro crio-protetor a ser testado deve 
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ser o glicerol já que é o mais citado na literatura (GARMAN & MITCHELL, 1996). Polimeros, 

como polietileno glicóis; ácidos orgânicos, como malonatos; sais de halogênios em alta 

concentração e solventes orgânicos voláteis e não voláteis podem ser utilizadas como crio-

protetores. No comércio são vendidos kits com soluções de crio-protetores já preparadas para 

serem utilizados nos experimentos de cristalização de proteínas (CryoPro - Hampton 

Research Corp., por exemplo). 

Uma das maneiras de se testar um crio-protetor é misturando-o com o líquido mãe, 

emergindo um laço nesta mistura e colocando-o no spray criogênico para verificar se o crio-

protetor foi eficiente e evitou o aparecimento de cristais de gelo (PARKIN & HOPE, 1998). 

Esta verificação se dá simplesmente montando-se o laço no goniômetro e permitindo-se que o 

feixe de raios X incida sobre ele. O aparecimento dos anéis caracteristicos de gelo no detector 

indica que a concentração do crio-protetor não foi suficiente. 

Outro crio-protetor é óleo (KWONG & LIU, 1999), Paratone ou Paraffin (Hampton 

Research Corp.) aonde o cristal será mergulhado para remoção de água de sua superfície 

prevenindo assim a formação de gelo na camada aquosa sobre a superfície do cristal e possíveis 

fraturas. O procedimento é mergulhar o cristal numa pequena gota de óleo. O óleo recobre a 

superfície protegendo o cristal de perda de água interna e desidratação excessiva (PETCOCK 

et al., 2001). Deve ser evitado se deixar o cristal em contato com o óleo por tempo excessivo, 

pois o óleo pode absorver a água e desidratar o cristal. Normalmente não é necessário se 

remover o excesso de óleo do cristal para que se proceda à coleta de dados (SCHNEIDER, 

1997). 

2. 15 Fontes de Raios X 

Os raios X podem ser gerados através de dois métodos: acelerando elétrons com alta 

diferença de potencial contra um anteparo metálico (radiação de frenagem) ou usando 

radiação síncrotron emitida por elétrons ou positrons em anéis de armazenamento de alta 

voltagem. 

No primeiro método podem ser utilizados dois tipos de geradores: fonte de tubo selado 
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e ânodo rotatório. Ambos produzem raios X acelerando elétrons a uma voltagem de 40-50 KV 

contra um anteparo metálico. A limitação destas fontes é a produção de calor no anteparo. 

Um tubo selado típico não pode operar a mais que 20 mA de corrente ou 0,8 KV a 40 KV. Um 

anodo rotatório pode alcançar 8 KW. 

2. 15. 1 Difratômeros 

Os difratômeros (Figuras 37 e 38) utilizam uma geometria equatorial no qual o raio 

difratado se mede sempre em um plano horizontal definido pelo raio incidente e a rotação ao 

redor de um eixo que atravessa o cristal. O detector só se move neste plano e forma um ângulo 

de 2 0 (entre 0-1609, dentro do limite do instrumento) com o raio incidente. O goniômetro 

mais utilizado é o de geometria euleriana que dá lugar ao difratômetro de quatro círculos com 

três rotações para o cristal (co, x, cp) e uma para o detector (2 0). Assim, se x é perpendicular 

ou não a co, o goniômetro se denomina de geometria Euler ou Kappa, respectivamente. 

Figura 37- Gerador compacto de raios X de tubo selado com anteparo de cobre Cu Enhance, montado numa base 
Xcalibur 3 com CCD Saphire acoplado. Ao centro vê-se o aparelho goniométrico http://www.oxford-
diffraction.com/ 

O goniômetro gira e orienta o cristal de forma que cada família de planos cumpra a 

condição de difração de Bragg. A cabeça goniométrica que produz a rotação cp (tipo spin) no 

cristal, descansa sobre o bloco x suportado pelo bloco co que por sua vez é colinear com 2 0. 0 
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centro do sistema (onde se coloca o cristal) e o detector estão em um plano perpendicular ao 

eixo w/20. 

Figura 38 - Difrat8metro para uso em linhas Síncrotron KM6-4. 

2. 15. 2 Detectores 

Atualmente o dispositivo mais moderno e prático para a detecção e registro dos pontos 

de reflexão são as placas de imagens (Figura 39). Quando estas placas de imagens são expostas 

aos raios, os fótons provocam uma mudança química no revestimento da placa que libera uma 

fluorescência que, por sua vez, é detectada por um foto-amplificador quando este é iluminado 

com luz de comprimento de onda apropriado. Estes dados então são coletados em formato de 

imagens. 

Figura 39 - Detectores CCD: Onyx e MarCCD da esquerda para a direita, respectivamente. 
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2. 15. 3 Fontes de luz sincrotron 

Luz síncrotron é a intensa radiação eletromagnética produzida por elétrons de alta 

energia num acelerador de partículas. Abrange uma ampla faixa do espectro eletromagnético: 

Raios-X, Luz Ultravioleta e Infravermelha, além da Luz Visível. 

A radiação síncrotron é altamente vantajosa para uso na cristalografia de proteínas por 

várias razões; uma resolução alta como resultado da alta intensidade do feixe, a facilidade de 

mudança de comprimento de ondas de um feixe monocromático, linha de fácil uso e controle. 

2. 15. 3. 1 Princípios Teóricos 

Sempre que uma carga elétrica é acelerada, da mesma forma que elétrons oscilando 

numa antena, ela emite radiação eletromagnética. Quando por exemplo um elétron sofre, pela 

ação de um campo magnético constante, uma aceleração perpendicular à sua velocidade, sua 

direção de movimento varia adotando uma trajetória circular. Se a energia cinética do elétron 

é bastante menor que sua energia de repouso, moc2  (mo: massa em repouso do elétron, c: 

velocidade da luz no vácuo), a emissão de radiação é feita de acordo com uma distribuição 

angular esquematizada na parte superior da Fig. 40 (WINICK, 1994). Quando a energia 

cinética, ou a total, do elétron, E, é bastante superior à energia em repouso (E»moc2), a 

emissão de radiação se torna muito intensa e se concentra dentro de um cone estreito ao redor 

da direção do vetor velocidade (Figura 40), com uma abertura angular 

a = 	onde 

E 
= 

moc2 
 e moc2  = 0,511 MeV 

O ângulo alfa é da ordem de apenas 0,5 mrad para a parte central do espectro de 

emissão de um elétron com energia de 1 GeV. 

A radiação ou luz sincrotron é produzida por aceleradores anulares nos quais circula 

uma corrente pulsada de elétrons de alta energia (E»moc2) com velocidade praticamente 

igual à velocidade da luz. A energia típica dos elétrons nas fontes de luz síncrotron 
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atualmente em funcionamento (aproximadamente 50 no mundo) vai de 400 MeV até 7 GeV. 

A radiação produzida em qualquer uma dessas fontes é bastante colìmada já que, de acordo à 

equação anterior, a divergência vertical (ângulo alfa) é menor de lm.rad. A 10 m da fonte a 

altura do feixe é de aproximadamente 10 mm para elétrons de 500 MeV e de menos de 1 mm 

para elétrons de 7 GeV. 

Figura 40 - Na parte superior se esquematiza a emissão por um elétron de baixa energia e na parte inferior a 
emissão por elétrons com energia E»moc2. 

Os elétrons são injetados no acelerador anular possuindo já lima certa energia que na 

prática varia, dependendo da fonte de luz, de um valor da ordem de 10 % da energia final 

(anel com injeção a baixa energia) até um valor igual à energia final (injeção a energia 

completa). Em geral os elétrons adquirem essa energia inicial num acelerador linear (LINAC), 

ou num  mncrotron, para depois passar a um acelerador circular intermediário ("booster") onde 

os elétrons ganham energia adicional antes de ser injetados no anel. Em fontes como a do 

LNLS (Laboratório Nacional da Luz Sincrotron), a injeção de elétrons é feita à baixa energia 

mediante um acelerador linear injetor e uma linha de transporte que os encaminha 

diretamente ao anel de armazenamento onde geram, nas partes curvas da trajetória, a luz 

síncrotron. 

Na Figura 41 está a maquete da fonte de luz do LNLS, na qual se ilustram as suas 

partes principais: o LINAC injetor de 100 MeV no subsolo, a linha de transporte desde o 
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subsolo até o térreo, o anel de armazenamento de 1,37 GeV com doze imãs defletores (em 

azul), uma linha de luz (na parte inferior da maquete) com sua correspondente estação 

experimental para a utilização pelos usuários e duas saídas de luz vizinhas para a instalação de 

estações adicionais. 

Figura 41- Maquete de uma fonte de luz sfncrotron (LNLS, Campinas). Observa-se o LINAC injetor de 110 MeV 
(no subsolo), a linha de transporte e o anel de armazenamento de elétrons de 1,37 GeV. As peças maiores do anel 
são os ímãs defletores (em número de 12). Em parte dos trechos retos do anel se vêm os ímãs quadrupolares e 
sextupolares. Um dos trechos retos (no ângulo superior esquerdo da figura) é utilizado para a injeção (que se faz 
desde o interior do anel para maximizar o espaço disponível para as estações experimentais). No trecho reto 
inferior da figura está instalada a cavidade de radiofreqüência. Na parte inferior está também esquematizada uma 
das estações experimentais planejadas. O anel está rodeado por uma blindagem de concreto. 

Os componentes principais das fontes de luz sincrotron são os seguintes: 

2. 15.3.2 Cromaras de vácuo 

Desde o acelerador injetor até o próprio anel de armazenamento os elétrons devem se 

deslocar em condições de alto vácuo (no anel a pressão é da ordem de 10-9  - 10-10  Torr). Isto 

reduz significativamente o espalhamento dos elétrons pelas moléculas de ar aumentando 

assim a vida média do feixe. As câmaras de vácuo do anel são simples tubos nos trechos retos e 

têm formas especiais na parte curva da trajetória, quando os elétrons sofrem a ação dos ímãs 

defletores (ou dipolares). É nesta região curva da trajetória que os elétrons, acelerados 

centripetamente, produzem a luz ou radiação sincrotron. Na parte da câmara interior aos ímãs 

defletores estão situadas as saídas de luz (tubos tangentes á trajetória no trecho circular da 

órbita dos elétrons) que conduzem os feixes de fótons pelas linhas até as estações de trabalho 
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ou estações experimentais, onde são utilizados pelos usuários nos diversos tipos de aplicações. 

No anel do LNLS há duas saídas de luz em cada um dos 12 ímãs dipolares. 

2. 15. 3. 3 Ímãs defletores ou dipolares 

Como foi dito, estes ímãs defletem os elétrons quando eles circulam no seu interior. 

Nessa parte da trajetória, devido à ação do campo magnético constante perpendicular à órbita, 

os elétrons descrevem arcos de círculo sofrendo um desvio igual a 360 °/N, onde N é o número 

de ímãs dipolares supostos iguais. No caso do anel do LNLS  os ímãs defletores são 12 e, 

conseqüentemente, o ângulo de deflexão é de 30 ° por ímã. 

2. 15. 3.4 Ímãs quadrupolares e sextupolares 

Estão situados nos trechos retos do anel e servem para focalizar os elétrons e reduzir as 

aberrações cromáticas, respectivamente. 

2. 15. 3.5 Cavidade de radiofreqüência 

Estão situadas num ou em mais de um dos trechos retos. A suas funções são duas: 

1. acelerar os elétrons injetados a baixa energia até a energia final e 

2. fornecer aos elétrons, em cada passagem pelo interior da mesma, a energia 

perdida em cada volta devido à radiação produzida nas partes curvas de suas 

trajetórias. No anel do LNLS utiliza-se uma cavidade de 476 MHz e de 60 kW 

de potência. 

2. 15. 3.6 Linhas de luz 

Denomina-se Linha de Luz a instrumentação que é acoplada ao anel de 

armazenamento de elétrons. Em cada linha de luz chegam os feixes de fótons (luz síncrotron), 

gerados pelos elétrons que circulam no anel de armazenamento. 

É na linha de luz que os feixes são "preparados" para ter utilidade nas estações 

experimentais utilizadas pelos cientistas. Ou seja, em cada linha há um componente chamado 

monocromador que define a característica da luz que o pesquisador utilizará em seu 
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experimento científico. Cada linha de luz tem características próprias e nela é feito 

determinado tipo de trabalho. 

As Linhas de Luz funcionam em condições de alto vácuo. Nas linhas, os feixes, 

inicialmente brancos e, como foi dito, com apenas uma pequena divergência vertical, são 

"preparados" para serem utilizados nas estações experimentais. O feixe incidente é 

i) monocromatizado mediante a difração por grades no caso de luz visível ou ultravioleta 

ou mediante a difração de Bragg por cristais perfeitos (Si, Ge, berilo) no caso de raios X 

e 

ii) focalizado mediante reflexão total por espelhos ou utilizando cristais com curvatura 

apropriada. As linhas de luz têm em geral sistemas de segurança com válvulas rápidas 

para evitar entradas acidentais de ar no anel, obturador primário de radiação 

sincrotron e barreira de raios gama para impedir a saída desta radiação gerada pela 

frenagem dos elétrons conseqüente ao espalhamento pelas moléculas do gás residual 

durante a injeção. 

2. 15.3.7 Estações experimentais 

A Estação Experimental é instalada numa linha de luz. Cada estação é formada por 

equipamentos e instrumentação que permitem ao cientista realizar pesquisas utilizando a luz 

sincrotron. Uma estação experimental inclui o sistema porta-amostra (no qual é colocada a 

amostra do material que se quer analisar), aparelho goniométrico (que permite posicionar a 

amostra para receber adequadamente a incidência da luz sincrotron) e detectores de feixes de 

fótons espalhados ou transmitidos (que registram os acontecimentos físicos que ocorrem nos 

átomos e moléculas do material em estudo). Em certos casos, em particular quando se trabalha 

com luz ultravioleta ou raios X moles (ou em geral em fisica e química de superficies), a 

amostra deve ser situada numa câmara com alto ou ultra-alto vácuo. Nas linhas de luz W e de 

raios X moles do LNLS, os feixes de fótons chegam até a amostra sem atravessar nenhuma 

janela, ou seja, a estação experimental está diretamente conectada com o anel e em condições 

de alto vácuo. 
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2. 15. 3. 8 Blindagens 

Dois tipos de blindagens são em geral utilizados: 

i) blindagem principal, para proteger a área ocupada pelos usuários (no caso do LNLS é 

uma parede de blocos de concreto de 60 cm de espessura) e 

ii) blindagem secundária, somente necessária nas linhas de luz que trabalham com raios X 

para isolar o usuário da estação experimental. No caso das linhas de raios X do LNLS, 

são cabanas ou hutchs de aço com espessura de 1 mm. 

2. 15. 3.9 Inserções e trechos retos 

As inserções são dispositivos instalados nas partes retilíneas (trechos retos) livres do 

anel cuja função é modificar as caracteristicas do espectro de emissão. As inserções mais 

comuns são os onduladores e os wigglers. Os onduladores têm como função concentrar a 

radiação branca em faixas de energia estreitas. Os onduladores aumentam o fluxo 

monocromático para alguns valores da energia que podem ser variados. Os wigglers têm como 

função incrementar o fluxo de fótons na faixa de maior energia (raios X duros). Isso se 

consegue mediante o uso de ímãs dipolares de alto campo (usualmente supercondutores) 

inseridos nos trechos retos livres. Estes ímãs atuam da mesma forma que o ímã defletor básico, 

mas, devido ao alto valor do campo magnético (5 a 8 Teslas em lugar de aproximadamente 1,0 

a 1,7 Tesla nos ímãs dipolares), eles produzem o enriquecimento da parte "dura" do espectro. 

Se o wiggler tiver ímãs normais e um elevado número de pólos, obtém-se um feixe com um 

espectro homogeneamente incrementado (o espectro de um dipolo é multiplicado por um 

fator ignal ao nt7mero de pólos do wiggler). 

2. 15.3. 10 Fonte de luz sincrotron do LNLS 

As diversas fontes de luz sincrotron existentes no mundo são bastante variadas quanta 

a seus espectros de emissão e outras características óticas. Os parâmetros principais da fonte 

do LNLS (Laboratório Nacional de Luz Síncrotron — (7ampinas/SP — Brasil), são (WX 

parameter list): 
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graus e 4 após deflexão de 15 graus ) 

l\TS-- ..] 	L_., 	l,_-. 	' 	 A 1- ?— 1 	 ' 	- 	(-__ fY~z.LL1Cf Li uL' LfS_LiiV~! rCLtab fivieil paid. L;f~esçt~}C"]: 't S[e ua~S ue L=._Ffifpifli2erLLL~ LìiLi3 ilai2 kLii.S~ 

dois trens retos resr ntec e tão instaladas a cavidade de radiofrequência e os 

componentes acessórios de injeção). 

Campo magnético do ímã defletor: 1,67 Tesla 

Energia final dos elétrons no anel: 1,37 GeV 

Corrente eletivnica nominal: 100 mA 

E~é~ì` 	• il ~- 	l tj~ ~ ~ 	
,7 	 • 

ãi 
L A 	a I-- ~ 1i1 	 ~_ tjtt`il:~ia' 11.fiLViZtai J,_ 3_ií1 rGLi e ticiiic~ V, Y iS~Ti rall `1SV LJ.VLL normal de 

nr+Prmr50i 

F:nereia critica: 2,I6 KeV 

Limite superior em energia do espectro " 	ttil" de fótons: 12 Ke V (este valor se refere 

particularmente às experiências de difamação e espalhamento de raios X. Para as 

experiências espectroscºpicas, como EXAFS, o espectro útil se estende até 

f i: Aiinl  érëiP LC K  NT _ f valor limite  12 Vev  • ;iro Lornpifiw-ito zxt  

rocla Tninimo rins f(%`tnnc !IP a prny-imariarneptP 1 A 

Tempo de vida dos elétrons circulando no anel: dependendo das condições de uso, 

aproximadamente 7 horas 

Inserções: 

i) um wiggler multipolar (10 pólos) com imãs normais de 2,0 Tesla e 

ii) um yave-fihl fL er (1 polo) coo 	supercondutor de 6;0 a 75 Te n Estas 

inserções permitem acrescentar o fluxo de fótons paricii7armelt.  Tia faixa /3P 

energia acima de 6 KeV (faixa dos raios X duros). 
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2. 15_ :3, 11 vái4teLCáfs ái.áá úá 2=£f~sáo das fontes de luz sincrotroo. 

11C luz ~ilicrVti~rii produzidos pGt?J cS2lC1J LiC ïtittaL-CÌtn~é~elltLt tic CLÇi1l•}SfJ min 

características singuÏares. o espectro  riP emissão é 'branrn" e se estende dn infravermelho até 

os raios X. O limite superior da enema dos fúuvns emitidos depende da energia E dos elétrons 

circulando no anel e do valor do campo magnético B do ímã defletor ou do wiggler. São 

extremamente intensos se comparados com os rias fontes clássicas de UV e de raios X e com 

um tamanho de fonte bastante reduzido (a dimensão vertical é de aproximadamente 0,3 mm 

S 	-ti l no 	da imite do i is~ ii'  

Os feixes de elétrons estão praticamente concentrados no plano rla Órbita. A 

diverEA 	teia ver 	tical dos feixes emitidos pela fonte do LNLS, na parte central do espectro, é de 

aproximadamente 0,5 mrad, ou seja que, a 10 m de distância, a dimensão vertical do feixe é de 

5 mrm 

2. 15. J. it  .1 7  é-fhn... t4lio rk1Liaé  e  Uu_ J  na- J11Ln 

O Laboratório Nacional de Luz Sincrotron (LNT S), instalado em Campina, é o único 

deste gênero existente no Hemisfério SuL O LNLS, em 1987, começou a realizar 1,m ambicioso 

projeto: colocar o Brasil num seleto grupo de países capazes de produzir luz sincrotron. Este 

L,_ 	foi i-- 	.1_ 	,1__ 	1997 	,]_ 	 .1.. D.._-.:1 1t lJ )CttVti 101 dSLdflytuu e, S++-•.de j,ill7.o de 1771, i fltCt~i*\ ue pe l{ +L=s iuui 3 uu iiitiJu e do 

R.irtPrinr. 11tiÌl-7am a fnntp hraciIPira rlP In7 cinr-rntrnn nara fa7Pr nPcrniicac 

Figura 42 - Laboratório Nai 3: : uc Luz einCiu-on - SP. Da esquerda para a direita, vista superior e diagram 
das linhas de luz e estações de trabalho.. 
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Esta linha c a utilizada para estudos de alta resolução na coleta de dados de 

monccn:stais a Tim Bnico comprimento de onda para  	estruturas tridimensionais de 

rnacrcrrmoiéc.itas hiClágicas. O comprimento de onda utilizado situa-se na faixa de 1-2 A_ e a 

faixa de energia dos fOtCn= de  v 1~7 Kell. Utiliza corm fonte s3TuipvlC DO3B (15 0} e 

como mnnCcrnmadnr rim cristal curvo de çLciq, com corte assimétrico Os elementos cie 

focalização desta linha constituem ttttt 	curvo cilindrico para focalização vertical e 

cristal-mor.tacrLmador curvo para focali7ação no plano horizontal. Seu detector é urn CCn 

(MarResearch). 

ï. i ~ ~~iVi ~ ~.:LL? ú€rciu 

2. 16. 1 Caracterização 	cristal  

~ 	 t ~ ~_:__~ r 	~ A 1 rl 1 A 1 	> devem  .-- caracterizados   ~ì`+~trtl^~tt

Y

r *niïta

y

ïjJ.ltt Stë tti - tCSl1e k3ctitn `~ iJ,3 ?L ~f,1 3. Lt,1 #T't~} 	Ci   

nPla Clla lil,allflal~P !~P Ci1~af aí~ 1~7T[~Pn ~ff~Ç ~P t`PÌ71~9 71T~1t~ri~~ Qri7 PCnaria~I (limn ~PÇ`Tir`7(1 t~a 
t,~.=.~ ..,...... .1......u........,.... ...~... ~..=.s.~., 	T 	 a~.= ..~pn ~..~.~.~r..... ~ 	 .~~.~ ..... 

Simetria LCistãloilráfica) e o número de moléculas  protéicas por célula etnttaria. Todos estes 

parâmetros podeal ser determinados direta ou indiretamente das 	gens de dífração do 

cristal 

, , 	 Ú ~ 	a pe
,_ 

	

'~3dvL número de vltet ,las protéicas por cell-. will 	~p tr Cr t=s+t t~uv jt ~ ié  

proposto  por M I't _l-th S (1968), pelo cálculo dr relação entre o volume da célula unitária e 

a massa molecular da proteína. Matthews verificou que esta relação (chamada V !t) esta YJttie 

1,7 e 3,5 .1743/Da para a maioria das proteínas. 

O conhecimento do grupo espacial e do número de moléculas na célula unitária 

permite a determinação do mimero de moléculas na unidade assimétrica. Esta é a estrutura 

mínima que o cri tab3g afo deve elucidar para poder determinar a estrutura tri imerisional da 

proteína e estas são as coorrlenaad que Caro nnrj„almP̀ntte depositadas nn Proltein Data Raank 

(PDB, BERMAN et a1 2000). C) número de moléculas na unidade assimétrica não representa, 

necessariamente, o número de moléculas que constituem a proteína na solução. Por exemplo, 
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urna proteína it,mCrj~- ~~~*-~ ~ ~ 	 tJtLL'-ddd~~ idênticas r~ldiiit}1]G41a~ por i,eét eixo ~~ Ld, LLi_!_i 	ti1 de L.'tisrl ~ii C!_í_ de 

simetria f11ma rotação rt. 1Rh pod,. ~T7~CtaI~yl~7ar Lomn srlmPntP,ima sill,lilnll7atiP nya 1",n,ir[arie 

assimétrica se a simetria cristalográfica inclui um eixo 2 sobre o qual o dimero pode estar 

situado. Em geral, não hi uma relação simples entre o conteúdo da unidade assimétrica (e, 

assim sendo, as coordenadas depositadas do Protein Data Bank) e o estado oligomérico €la 

proteína em solução. 

É. 17 Tratamento dos dados 

A re~'r 	,-_- t!•--, _ 	itr ' dd o1• 	d i,fïfa 	a_ 	,: 	 ~ 
~j$taflff.f 	tfltfl~Ï/~'- ~,ìí1f 	t~Yi~f   it'etr (,.jiflt,lfYÏt\j~!1.jdl f~ ~ 

rti:-trúuão rliar_naria dP reiie reri rrura Pulo padrão de rl4iyy~-a;l,_,áo ser 11m objeto trir~i~n~r~cinnal, ~~..~.... 	 ~~~ 

fica uma vez mais clara a necessidade de girar o cristal para coletar todos os dados de c3ifração, 

uma vez que a rotação do cristal gira a rede reciproca que então descreve sobre o detector os 

pontos de difração. 

A rede recíproca deriva

e 

	seu nome r~do~fato de que temparâmetros que são relacionados 

ao iuve— so L q„rit da Itt  cnisrdiun ,CRET 111 e ~JTY, 17731, ~ti4ieif , d~JS d i 1Ptd uS and s 

ação, as reflexões São inriPv~das }ger,i,s inrlirçc 	Miller rietermjnarlec) P c11._.,ac intPncirlarlPc 

colocadas na mesma escala. Vários programas de computador fazem esta tarefa, entre eles 

i I. e Mcsn. 

Mosflm é distribuído com o pacote de programas CCP4 (Collaborative Computational 

Project, Number 4) e escreve seus dados de reflexão diretamente em um arquivo MTZ, que é 

O fol+ffíf`to biní+f+ t~ ddd~ usado r.3ei.ús pr11~i¡fnìaS s.  t~ 	.r-"t ii~ ii~ -tor ~ c~d~ Ïf~-stYS 

arquivos sip oraani7ar~os para que possam ser e~-irientemeynte lltili7açÌ r,~s pelos programas ..... 	~. 

L!NRI; !~lG.~C 
`  J` FEDERAL ^n  CEARA 

UFC
Caixa de texto



s Numb,a£ of Latasers = 

Dataset ID, project/crystal name, dataset name, cell dimensions, wavelength: 

1 iysfine / 
02 05 02:13:53:50 
-78:1485 78.1485 37.0149 90.0000 90.0000 90.0000 
1.54180 

} Number of Columns = 16 

3 ,3.•~rn~har ` D.afZ_ . __"~ - 1236º 

issing value set to NaN in input mtz fite 

* Humber of Batches = 50 

t HISTORY 1oZ 	MTZ ilia : 

Pra,r '_A84_ ",:._~E:AD run çpn 

Csaip> ' Resolution Range . 

0.:4002g 	0.1;1.59 	( 	::3.520 - 	2.414 A ) 

* There is no sort order recorded in the MTZ header 

* Space group = F43212 {number 	96) 

ia43- 	sipicoúc;,̀::3tni_q:i.ifir 	cio pro ---;-.1113 MOSRM  

+..~J =aLGte 	Aén ¡¡inY  C  unia criação 	conjunto da LGru`lil  G4l L cientifica u G 

Rein. 31nian_ íl 	n s= rnnit ¢ en^rdenar,~n rnain C..lr`.i Ki~ ï~•a~revi~n,úrv T~abnr~tn e ~.s..1 .._-- 	 ~- 	 ~ 	~ gtulaiFnante  

financiado peio Biotechnology and Biological Sciences Research Council (BBSRi , 

Atualmente este pacote é distribuido gratuitamente para fins acadêmicos e comerciais. 

Um exemplo do cabeçalho de informações conrido num arquivo MTZ tfpico de 

Ivitsflm é apresentado na figura 43. Este arquivo foi processado de uma única série de dados 

r__ 'J   	Além  	~. 	~ refinadas  ~~á ìii,eì de escalonamento) 	do nome 	arquivo e data, as i~~Lïìet`:~GcS 	da 

raÌ»iq nnit4ria, n comprimento de nnda utilizado nn expe_rimantn} n número tntal de rQfÏeseneç 

integradas, o número de imagens processadas, a faixa de resolução das reflexões no arquivo e o 

grupo espacial utilizado também são gravados. Há 16 colunas referentes às reflexões num 

arquivo MTZ: 

H K L — indices da reflexão 

MI -191w  — marcador 	código doperador desimetria iOt- pa_t_a l 

PATCH — grupo ao qual a imagem pertence 
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- Intensidade e sigma 

T PR TG,T PR — perfil t a iintensi a e fixado e sig na 

FRACTIONCALC — fração calculada da reflexão nesta imagem 

XDET YDET — coordenadas do detector (pixels) 

ROT WIDTH cenrrõide phi e distancia andar da reflexão 

LP — fator de Lorent7 e de polarização 

AITTr,m 	 ,L,—  
— +~tnflíltS t2Cp[S.LtïsSlitttfLLC 	

t 
[~arja i777agPm Pm iiijia CPTIP prn~lajTPtttm~ntP foi ~aVarla f nitl cnas 1ntepcillariec Pm 

clìferente, escalas por várias  razões, por exemplo, variação na i.~teilsidade da radiação 

incidente, absorção de raios difratados, mudanças no volume difratante etc. 

As escalas devem ser aplicadas corretamente se o processo de indexação é de ref?exc es 

simétricas equivalentes de diferentes imagens. Esta parte do processo é feita pelo programa 

Of, AT A 
J LrLLtl. 

C") resultado P um arquivo ?(7PTitiSrnruT f af-la TPTIPYao por seus índices de lUFille.~r Iiid 

i 	i, Itamente com as imensidades das reflexões e seus etlos (n 	t i t 	i exemplo deste arquivo é 

mostrado na Figura 44). 

Uma avaliação da qualidade dos dados processados pode ser feita usando vários 

critérios objetivos. Um destes parâmetros é chamado R„, que mede a discordância entre 

reúe_~Ges equivalentes. 

~ ~ a, v, 

¢ 1 1 IZ1-4A4 3f.rnu 
Q 1 2 6'6_66 13.96 
$ 1 3 57$.G3 27_6£ 
3 1 4 531.1£+ 

1 _ 30_31 21.41 

Flora Ai - Os dados .1l:Tâçâv apósâredução. Cada reflexão C C3inCte~TIZâuâ por seus ft .-dices 1? Miller  	~iebt f 

seguidos por sua intensidade e desvio padrão. 



n - 	são 	 durante coleta dedados 	são1"~ia`t+'lly ïCitC_aGCS que

T 

	~~l.iïi + ~+C lf

t

,~ f~ que ììiT:e vez 	a LV1Cl.~ t 	l)t~  

ref Pxões reTaciionadaas pela ciTnetna do padrão de difração que é determinado pela simetria 

cristaloeráfica. Em ambos casos as intensidades rias reflexões devem ser idênticas e os desvios 

de u111 valor médio (valor "merged") podem ser utilizados para estimar a qualidade dos dados 

(DRENTH, 1994). 

Um bom valor para Riii depende da redundância dos dados, isto é, quantas reflexões 

=-tiSiv~ér=Fú'r_5 tiverem ~idC+ ii~dìd .~ ~ corn que Yi~iicisLia. iT~ée~ ~,a regra ~ que C~ dados 

devem á recentar p_._.Y,.~ nm R, total de menos rip 10 PAN, mac que este valor pode ser 
r~ 

sienificantettiente maior para dados de maior resolução. 

Um outro parâmetro usado na avaliação dos dados processados, denominado 

completeza, é a relação enrre o número observado de reflexões (isto é, aquelas realmente 

medidas) e aquelas teoricamente passíveis de medição. 

• .i,,,,,i„P1liC a =_euiiitt+ntit:i3 e cV111pi1C1CL_a devem ser tão grandes quanto possível e o 

R ¿~ 

 

tão pequeno nu ntn nnecivp_ 

t. ;o LJefGJ~fÏlvQo i~~ estruturas /O n~~ 
	~   

aL~.437i. :c~t3~ 

A
_Y 

	
3
i ,]i 

én 	 -1.._-_ 
determinação LQ CblitYra i1lii en32}  121 lie 1Y: ptoteilYa put dulCls3u ~ 	' V L:.e raius ^ 

implic em encontrar (Is angulos de fase para todas as reflexões geradas pelos raies X 

incidentes sobre o cristaL Na cristalografia de proteínas há basicamente três métodos para 

determinação das estruturas (isto é, resolver o problema das fases) que são utilizados de acordo 

com o tipo de problema a ser resolvido: substituição molecular (MR), substituição por 

múltiplas isoformas

T~ 

( 

IR++)!~~e 

dispersão

¡¡++ 

anômala  7de¡¡~~mtíltiploss

n

comprimentos de

o 

onda (MAD) 

(BLIJTN ir`.1 i _Z1lD ) V111r.?LJi 1, 19'76;   VL~AYt.~J Y n.ZL..J et al , 177L, LJ1 E 21L, 1994). 

Substituição mole`iiiar~ desenvolvida por RtiSSMATiN E BLOW (1967), n método 

mais rápido para determinação de mas protéicas, mas requer a disponibilidade de uma 

cstiutuia-modelo previamente conhecida, isto é, urna proteína similar. O método é baseado 

na observação de que proteínas similares compartilham idênriros dobramentos e, dependendo 
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d ,_ __ 
Li grau dC identidade i~ setiT:elit:iìá, estruturas telLiatt tï sil#tTtìti es. 

	

Neste TiZétotin;  mnlPrii~a 	3`striit-nrú conireciaa, denominada modelo f!P b7,7~C!`a, P 

considerada como um modelo inicial a partir do qual se pode calcular a primeira estimativa 

dos ângulos de fase (relembrando que uma vez as coordenadas atômicas para uma estrutu 	a 

sejam conhecidas, é possível calcular tanto as amplitudes como os ângulos de fase para nm  

dado cristal daquela estrutura). Para fazer isto, no entanto, é um pré-requisito que o modelo 

.]_ t_ 	 • 	 . . 	~_ ,l 	~- 1.1--i 	• • 	.L. 	 A---'- Lie tttTJl3 sejá lìÚi~1C• 	t~ttCitte pt3sit=3!Úticitiu tle11t1Ú it.t let•tt~ :lliiictt̀ ta tia Cs4Ultlia t~T3e 5e ttClela 

detPrrnimlar gnTRPntP P111-511, os átomos du modelo de busca estarão sii f Tcii ' temente próximos 

as reais posições de interesse e darão as fases com precisão suficiente. 

O modelo de busca é posicionado na célula unitária da estrutura desconhecida através 

da aplicação de seis varáveis, três rotacionais e três translacionais. Esta transfoiniação pode 

ser representada por (GIACOVAZZO et al., 1992): 

VI_ r bél v • a 
_1 — lzYl j_1 T L 

.~ 	 .7 	' 	at 	T 	'r 	 '4 .̀̀  
	or. 	;1 ~AtCT i ai matriz vi~~ c o giau~v ~~ posições vs.Li~si~aT.~. u%s áevTS2c a s.t ~_•_, ~ +~.~ ~TT'  ii'~~ 

que gira as coordenadas X para uma nova posição e té urna translação vetorial. Resolver uma 

estrutura por s=ubstituição molecular reduz o problema a sobrepor duas estruturas protéicas, 

isto é, a achar [M] e t. No entanto, somente lima é conhecida. A outra é exatamente aquela 

que decejamos determinar A solução é uv r duas funções mate 	as, denominarias frações 

de rutit au e   translação, que não dependem do conhecimento da esLru :.11a desconhecida. is 
 

A r sttrutiira será substituída por um mapa tie vetores i~iteratôiniros ao invés de posições 

atômicas. A vantagem de tal mapa (chamado mapa de Pa.tterson) é que pode ser calculado 

diretamente das intensidades de difração sem qualquer conhecimento dos ângulos de fase. 

Mesmo condo este um mapa vetorial, pode ser usado para orientar inicialmente o modelo de 

busca, através da função de rotação e então sobrepô-lo na estrutura desconhecida, usando a 

função trt3ii$iat3ao Tais fimç4•es pu tem Sei iaci,TTteiite t. t iup ll~tGt t'  dLI t 1 t tlielitC Lura  o auxilio t t't V tie 

programas de computador tais como AmoRe (NA-VAZA, 1994) e MoLRep (VAGIN & 

TEPLYAAOV 2000) que também são programas que integram o pacote CCP4. 



t?f~f:?--~1 ~ 	~ ~_ .7 _ 	L~' ' _ 	7 ~~7 	_l_ L..__~  
	S11uL o Si1C=_L`u.f uC s:l.tJJLiill.tç~.a-i'1 ilit7let..-U3G1, 4èlil titLll.iCiLt uC VLLSL.. C p.+'JiLSVi 

dentro da rál11la da mnlécli3a ruja estrutura é de;rnmd-lec.id.~a. A - 	ção das matrizes dos 

vetores de rotação e translação ao modelo de busca leva a um modelo inicial passível de 

refinamento para a estruueua sob investigação. Após a substituição do modelo de busca pela 

estnitura real, fazendo as necessárias substituições de cadeias laterais, inclusão e retirada de 

resíduos de aminoácidos, as posições atômicas podem ser refinadas de acordo com os métodos 

Cs L11tLlJ mais tarde. 

1~;r3 método de siul_3et3ti, iiç5o lŝ rlt~}Tt1r-SrA m3ilfipi~ ~~j as fases das reflexões s5r1 

deteimirtadas a partir do conhecimento da posição (consequentement', das fases) de átomos 

pesados inseridos dentro do cristal protéico. Neste método, que tem sido extensivamente 

utilizado na determinação de proteínas para as finais não existem estruturas similares, é 

necessário coletar dados de difração do cristal da proteína nativa e também de, no mínimo, 

um derivado c orn átomos pesa os. Una vez que os ."-..IC'L~r:J-1s C que são responsáveis . pela •t_tle.`J 

P~fì T1esY4 ~i ~ 	~ 7r3n P r~iíis i K 7yTi~trr~ì~~}3Tir3 do urn metal 	rvs d_Priir~ 	e~ivt ~v 	y ~~ TPyì3Tt~ 	 Tts r3iP~3S y~. . Y 	 Y 7 

diferenças nas intensidades para as reflexões quando comparadas com aquelas do cristal nativo 

(sem o metal pesado). A partir destas pequenas diferenças a posição do átomo pesado pode ser 

obdcla e este é o ponto de partida para a determinação dos ângulos de fase para as reflexões do 

cristal nativo (DRENTH, 1994). Infelizmente este procedimento leva a duas diferentes e 

imente prováveis soluções para o problema das fases de cada reflexão e, sendo assim, o 

prçoll1P-rna ainda n n fni tntaiTi3P~nte resolvido. Para distín lyir entre estas duas possíveis 

soluções, 	segundo derivado com átomo pesado deve ser usado, o que também dará origem 

a dois ângulos de fase possíveis. Somente um destes deve ser igual a um daqueles dois 

previamente determinados do primeiro derivado e corresponderá à solução correta. 

O sucesso do método depende de vário fatores incluindo o tamanho dos erros 
~- 	. 

;̀
.l -1- -1 	 ^ 	- ' 	 _

e --mentais, o grau uC sieÃëuue~ a v:lp31_ia uVJ Ct -Ls pesados e o `(iero L.,= s1iLs, 

Os erros experi'7 enraio, juntamente com o fato de que o sinal de átomos pesados é 

relativamente pequeno guando comparado com o resto da proteína, faz com que 



~t31i2•~!;S`•_1e21ie 	
 

maJ 	que dú_3-`s deiiv'aLlYo3 sepia 22Ct_C.~,Viitfz-, 	.:C ..1`LC: C]1=211:11: áJ 

slli-lúentemprite 	(Inc 	 d ~aCeYc nara 4 nrrulllParl a,. 11TT1 mana Ye rdPricirinrie PlAtrt7TliPn 

interpretável. 

Isomorfismo se refere á extensão das estruturas da célula unitária dos cristais nativo e 

derivado que são idênticas. Idealmente a iiníca diferença deve ser a presença dos átomos 

pesados ligados a um pequeno numero de sítios altamente específicos sobre. a supet 	lide da 

r ;rot~in dos cristais dCátYáü~os. ~ ~lrs Sat/ Yáiios ~~ios ou sc são í~• ~s ;`ieüte ocupados ¿?ito é, 

nem todas ac r4 11112z unitárias têm átomos pecados ligados) então o proceesso de determinação f.._.v.. ligados) 	t._., 	determinação 

das posições destes átomos pesados será mais diffal. A noção de isomorfismo pode ser 

esclarecida procurando-se mudanças nos parâmetros de célula unitária do cristal derivativo. 

No entanto, mesmo se estes não mudaram não há absoluta garantia que as posições atômicas 

não terão sido alteradas no cristal derivativo. 

1~T_ 	' 	 _,.C_' 	' 	 3_ 	'i ]_ 	l,._~__~~ 1_ '~_  2~t1 t:al1Ca, t~ 1:Ciit'!tV !ti!~lC;r~3221V C t•-SS2Lii tlC `~sCr ~:La11~Gt1:. t1CYt:l:2 	L13 

eCtyriKtilra q-r1~TlYfl A 7tf17T1f1 pesardrz é 	 nnrmaÍtnQntP por 1mPr~~A rde 11171 CrIÇt~~ 

nativo pelo periodo de várias horas numa solução diluída de um composto apropriado do 

átomo pesado. Pequenas imperfeições no isomorfismo não impedem a determinação da 

estrutura porque os cristais podem ser considerados efetivamente isomorfos numa resolução 

que seja suficiente para resolver o problema das fases. No entanto, significastes alterações nos 

	 .]_ ~l_ll 	i' 	 do isái+F"f~íitis de celt.la, por exemplo, F:éi"iiiésiïl o uso 	2-ìl étL.:v. 

A escolha rdos compostos metálicos a serem testados AP f~nrlaiT3ental ímportáncia urze 

experimentos. Embora a busca por derivativos de metais pesados seja basicamente empírica e 

muitos reagentes devam ser testados antes de se conseguir resultados, deve-se empregar todo 

o conhecimento químico e bioquímico da proteína e suas condições de cristalização. A 

presença de alguns grupos químicos na proteína pode favorecer o uso de certos metais, por 

de 	' 	de 	fr 1_ exemplo, compostos

Y 

	iLC~Ltiiit~ freqüentemente se ligam a 3Li3213L•S 	enxofre t3.

¡

C

'+

~L2JtC1L1~`3 

livres. S -dos de ligaçõ de metais de ocorrênP_ia natural na proteeina de interesse ~Ca2 , Mg2 ) 

podem algumas vezes ser substituídos por metais mais pesados tais como tetras raras, obtendo- 



se assim ueli:v:.2 us Lie maior oc up^..tttiLi. 	

S 	j 	an 	 ri (N 

 

Substituição Tysomorfi`á por átomos pesados pode ser feita t2-rito por li ersã rdo cristal 

protéico numa solução do reagente como por co-cxistali7ação. O método mais comumente 

urili?ado é a imersão porque a introdução de novos reagentes para co-cristalização quase 

sempre interfere no processo de cristalização e pode mesmo impedir o crescimento do cristal 

A imersão, no entanto, tem a desvantagem de preencher as cavidades de solvente do cristal 

com composto do metal pesado que pode aumentar o r ido do padrão de til fração e, assim, 

reduzir a razão sinal ruído, Isto pode ser resolvido por moais uma imersão na sol11r'5o tampão 

para remover compostos do átomo pesado retidos nos canais de solvente ou somente não 

especificamente ou fracamente ligados 3 superfïcie da proteína. lia útil base de dados pode 

ser acessada na endereço http:llbonsaí_f€.ic netuiqbadf a qual contém informação sobre um grande 

número de compostos de átomos pesados que têm sido utilizados com sucesso no processo. 

4 método de dispersão anômala de t"12 ii~plo,: comprimentos 	42CLw~ foi 

nriTTlP~Tr3µTriP~TT.tP TTtTlT7adn ['AM sucesso por Hendrickson p colaboradores na detPTMTnaYyl~T rie 

estruturas protéicas (1-1END1.ICKSON et al, 1988; KRTS r AM RTH et ai, 1988; 

lialDRICKSON, 1991). 0 método é provavelmente a mais elegante das técnicas de 

determinação de estruturas disponíveis para proteínas e explora a propriedade de 

espalhamento anômalo pelos átomos próximos e seus limites de absorção para resolver o 

problema elas tas-J. 

Ç.S 	 S1 	fato internes fit n átromo são fortemente ligados ao núcleo TTm fato ene 

especialmente real para os átomos pesados, que têm uma alta carga nuclear. Sob tais 

circunstâncias o feixe espalhado difere em fase, com respeito ao feixe incidente, não por 

exatamente 180 °, como no caso dos elétrons de valência que podem ser considerados livres, 

mas a diferença de fases entre o feixe incidente e o feixe espalhado por elétrons internos é 

.1:r 	.]_ 1 O c 	 - 1.7 chamada de 	tL_    Uma uc _Lou , tïiTí+ propriedade Ltsaxeiir~ua 	espdtti~i~eãtio anômalo. 	dds 

consegü ucias ru.ctA fenômeno é qne as intercidades das reflexões (h d) e (ih, k ii) já não são 

as mesmas como é normalmente o caso. Efeito anômalo somente toma importância se o 



rulúeo de elétrons c-;ì'itribììi si~iiii~l.eaiiteüie`ite para o espalhaiSiCr'tL 	isto só ocorre a 

comprimentos de Rndra de ra.ing X r,rriYiinns (Inc 	 a11snrrYn dins elétrons internos 

Uma característica do fenômeno é sua dependênda ao comprimento de onda. Isto 

normalmente só tem uma contribuição efetiva no espalhamento se há um átomo 

relativamente pesado presente na estrutura e se os comprimentos de onda escolhidos são as de 

seus limites de absorção. 

A 	 ~ 	J _ 	' 	116 A T\ ' 	• 	• 'l .... a  	-M IR, ' 	invés . 
¡1 apliLaçaV :.id tL'~l.SS1ca iYi.'lv e MI-tile ì'tiio si31L•.tai: 	de iYiiR, so que, ao 	de :iti.t 

diferentes cristais derivativos para medir várias séries de dados, todos ns dados podem ser 

coletados de tint mesmo t stal (ou tino de vital), mas usando vários comptunentos de raios 

X (hE =DRICKSON, 1985; KART.F, 1980). Isto elimina os problemas de não-isomorfrsm' 

Como conseqüência, fases e mapas de densidade eletrônica podem ser calculados a maior 

resolução deste o início do processo de determinação da estrutura, facilitando grandemente 

sua interpretação. 

Devido às propriedades rde espalhamenntn alterarias do átomo de espaiilamarltn ani maio 

(átomo pesado) como uma flutção do coiuvrimento de onda, as intensidades das reflexões 

mudarão marcadamente de uma série de dados (comprimento de onda) para outra. 

A posição do espalhador anômalo pode ser determinada através destes dados 

combinados em uma maneira análoga à usada para MIR Esta informação é subseqüentemente 

usada para oDzeníçao s rases para totëas as rerìeÁoes. 

Irra das limitações deste método er a necessidade obrigatória de uma fonte de raios X 

tal como trtn sínc-rotron para se ter suficiente intensidade disponível nos comprimentos de 

onda apropriados para o espalhador anômalo presente na amostra. 

Uma outra limitação da técnica é a necessidade de um átomo de espalhamento 

anômalo na proteína. Tradicionalmente íons metálicos têm sido usados para este fun, corno 

l  	por aqueles naturalmente presentes em i~Cia2l3-prnteís'ras" nìí podem ser introduzidos Irsi ìnìersãv. 

Mais recentemente, selênio tem sido usado na forma de sele_nometionira (YANG et aZ. 1990), 

que pode ser incorporado t*t,t proteínas recombinantes no lugar da metionina através do 



crescimento da bactéria em meio apropriado. 

n 1n 	!'_ 	]_ 	 `]_ ] _ 	~-___ 
L. id3. 1 ~.tin34i[3~y.ãÚ CIO t~taj3a de densittaCi~ e e%fúuu:a. 

Após a determinação da fase por um dos método3 mencionados anteriormente, e um 

cicio inicial de refinamento -um mapa rie dernsirlarie eletrônica ria célul unitária foco pouco 

mais) pode ser calculado pela transformada de Foulter a parir dos fatores de 	t u 	a (F(h)). 

Este mapa é normalmente visualizado após contorno dos pontos de densidade eletrônica 

iguais nas regiões de maior densidade de elétrons. Estes correspondem às posições atômicas, 

mas noumialmente não aparecem como ilhas de densidades eletrônicas isoladas devido a 

limitações 7a'i~ iCSol:içao, ao invés s~ f~;.So, ap3lel.:e1-S.t como trechos contínuos de densidade 

eletrônica, correspondentes ao esqueleto protéico e são ura boa indicação de um mapa 

inteiptetável. A iutelpretação inicial do mapa de densidade eletrônica pode não ser tiiviai, a 

menos que boas fases terh'm sido obtidas em alta resolução. 

Vários fatores podem dificultar a anãlise dos mapas. Interrupções na densidade 

eletrônica ("mapas quebradas") são comuns como urna perda de densidade eletrônica nos 

terminais iV ou C. causada pela 	flexibilidade da ebiiutuaa LiPstã:N 1eg1oet.. L filtLdades 

na interpretação do mapa podem ser cansadas pela fraca resolução, erros na determinação das 

fases ou dados perdidos. Se os dados estão incompletos em uma faixa angular porque o cristal 

«morreu durante a coleta de dados, por exemplo, isto pode levar a artefatos no map, tais 

como picos artificiais, que confundem o process° de interpretação. 

Se, por outro lado, os dados de baixa resolução estão perdidos porque estas reflexões, 

que são fones n:rt intensidade, saturaram o detector durante a coleta de dados, então pode 

haver dificuldades na distinção entre regiões da 1n.rotelana.a e os canais ~a cylventné 

Muito freqüentemente, no entanto, os limites das moléculas protéicas são facilmente 

discerníveis no mapa mesmo se a interpretação da densidade dentro da molécula está diflcil. 

F.m tais casos, técnicas de melhoramento (solvent flattening (TERWILLIGER, 1990)) podem 

ser usadas para intensificar um mapa não interpretáve]. 



Outras técnicas 

qq

de modificação de densidade são disponíveis e permitem  que a 

aplicação de proprie~ladees previsívPeis trio mana possam ser utilizadas nana melhorar suga r 	 r 	r- 	 r r 	 r 

qualidade. Tais técnicas incluem combinação de histograma i"histogram matching" 

{1`ERWILLIGER, 2000)) e o uso de simetria não cristalográfica (TONG, 2001). 

Simetria não-cristalográfica é empregada a casos onde há mais que uma molécula 

idêntica na unidade assimétrica_ Há uma boa razão para se acreditar que todas as cópias se 

apresentarão corn estruturas 	 puasalu apresentar pequenas diferenças 

conformacinnaic) e, assim seendn a densidade eletrônica rIe tardas as moléculas pode ser a 

média entre tre elas se as transformações iiue as relacionam ti en-i 	i sido previamente 

determinadas Em geral, este procedimento leva a uma melhoria na razão 	Lido do mapa, 

facilitando grandemente a interpretação. 

O prévio conhecimento da estrutura primária da molécula é efetivamente essencial 

i e • 	+l ice de sucesso do mapa de densidade eletrônica. para [ ~a aï ~!' 	 primeiro passo para 

interpretação é normalmente o traçado da cadeia principal. Isto é muito raramente feito 

seguindo-se  o esqueleto ue tic rico seqíienciahnelite do N- ao C-terminal e em muitas ocasiões 

várias seções da molécula são mais ou menos simultaneamente analisadas. Uma das razões 

para isto é que quase sempre o resíduo terminal da cadeia não é visível no mapa devido á 

desordem dinâmica ou estática. Mais ainda, vários terminais falsos podem estar representados 

dentro da estrutura devido a descor,ti nìiidades da densidade como um resultado de desordem 

estática nn tleviltTlirladP IMaI 

Se a estrutura dyer sido resolvida por substituição molecular  há menor ou nenhuma 

ambigüidade no traçado da cadeia. Se, por outro lado, é uma estrutura MIR ou MAD, então 

pontos de partida convenientes devem ser identificados na cadeia polipeptidica para iniciar o 

traçado. Estes pontos podem ser pontes di-sulfeto que são caracterizadas por grandes picos de 

densidade eletrônica ou ions metálicos ligantes que podem ser claramente visíveis. 

Alt.rnariva~--Tiente grand, mas não raros auninoácdos, tais como ttiptofanos, podem ser 

frecTuenteuiente reconheddos por suas características de densidade de cadeia lateral. 
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tais como FIZ^vD"v (JONES, 1985), "iJ" i fCiÌ`vES AND ~iu`~~,I~GAAnD, 1993) e XtalTv rie-w 

(TvicREE, 1999) entre outros, são aniplamente utilizados com este propósito. O processo 

envolve a construção da seqüência de aminoãcidos na densidade engnanto preserva 

características estereoqu micas esperadas e bem conhecidas da cadeia principal e das cadeias 

lietiueiiite de L3se

7 

tio diuus Ute totaineros de Ld tiaN tdtera, 	̀r vl" isl .-"s TM. v 

R GFFIAIU)S, 19)17) e est~uturass pie Ìonp,"die caadeiia principal on 	N Th 	t KT i~,t 1985) P 

feito par auxiliar este oïocesso. 

Embora em grande ex ens.?o a interpretação de mapas de densidade eletrônica anda 

seja um processo manual, algum grau de automação tem sido introduzido durante os últimos 

anos. De particular nota são os métodos que caçam automaticamente a direção do esqueleto 

pel LJ'U2 La de trechos LontigutJ de densidade (GRE'ER, 1974). iceis rewuus pa eiri , anuem 

CPT' lacaAns n.ara ~f~ir~r r~ncirnPc rintPnriaic tje `~úPi~c I~YPraiC Ã nrimPira anrnYimarán rtá 3~tna ~ 	~.. ~. ~ r w 	 t    	r_  - 	~ 

estrutura, ou esqueleto, pode então se' út ilifada iuntam - 	te cottl bases de dados para produzir 

um modelo completo. O grau de wcerso claramente depende da q ,alidade do mapa original. 

O grau de detalhamento a ser observado na estrutura depende da qualidade dos dados 

de raios X e, particularmente, de sua resolução. Isto é claramente ilustrado na Figura 45. 
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O uadro A representa o mapa de densidade eletrônica de dados coletados a 2,0 
A de 

q 
resolução. O modelo estrutural resultante tem um alto grau de definição. A resolução da 

imagem é restringida a 2,5; 3,0 e 4,0 A nos quadros B, C e D, respectivamente. Fica visível que 

o 
grau de detalhamento obtido nas imagens diminui com a resolução. 

o dos dados no detalhamento observavel na estrutura. Quadros A, 

B,  C e 
 45 

stra.m
Ilustração da

p 
 influência da relettrônica de uma região interna da gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase 

B, C e D mostram o mapa de densidade eletrônica  

de Tripanosoma cruzi calculado a 2,0; 2,5; 3,0 e 4,0 A respectivamente (SOUZA; SELISTRE-DE-ARAÚJO; 

GARRATT, 2000) . 
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Um  outro fator que afeta a informação presente no mapa é o grau de ordem de regiões 

particulares rìa molóeula. Rp-ainWc 	da proteína n;i mesmo a Q~i~t~nrira de duas cm mais 

confolluações alternativas -ctoden resultar rto tiuitca►nento da densidade eleuvnica ou 

bffmcação. Se os dados estão disponíveis à resolução suficientemente alta, pode ser possível 

interpretar com sucesso regiões desordenadas em termos de duas ou mais conformações 

alternativas de diferentes ocupâncias. 	 - 

Á!gt!l as vezes, coÌiFE-is- #o pode Sltigi lid uSt tiça° elltle ti ud cadeia rateldl UeJoIueliìiud 

snl~re a super 	cie da proteína e a presença de moléculas de água estrutural. De outra maneira, 

é certamente esperado ittcontrar-se um siveniftcante número de moléculas de agua ordenadas 

interagindo com a superfície da proteína. Estas são caracterizadas por pequenas e geralmente 

esféricas regiões de densidade isolada, freqüentemente dentro de uma distância que permita 

ligações de hidrogênio de grupos polares da supeificie da proteína. Elas são adicionadas à 

e-.̀slidru.id vela il—jl t=i /te nub li~i ~T11On ejta.gios LIZ retilla-sïetlto 

2. 18. 2 nenriãmenlo do modelo 

O modelo estrutural iliiriai conterá erros que podem ser minimizados através de 

rMinamentn. Este é -imo processo de ajuste das coordenadas atômicas do modelo para 

in"-ni-ni7ar as ifert-ttças entre as amplitudes de fatores de estrutura observados (E 6s) e aquelas 

calculadas de u:rtt cristal hipotético contendo o modelo (F 1k). Em outras palavras é uma 

tentativa de fazer coincidir o padrão de difração calculado do modelo com aquele medido 

experimentalmente. 

Pa dis proteicos, a razão entre e o uro teste im cristais 	 razão vvset vdçOês eApetfnentai) 

(intencidardPc (-Inc 	 e o nf mero de parâmetros a ser refinados (coordenadas atômicas 

(x, y e z), fatores de teu 	peratura e ocuoâncaas) raramente é alta o suficiente para permitir o 

refinamento livre do modelo. No entanto, restrições determinadas empiricamente que 

correspondem a parâmetros estereogitfmiros conhecidos (tais como comprimentos de 



9 

figaçãc5, isingaìios etc) e para  ìa~ï3efa.t;iKã úivrnìcãã dentro dd iiioiét'ula. (como interações não 

liaantecl 	em ser intro~i;lr~a ~zi C r~p maneira P,fet~-`varnp_nte aumentar á,gt4 ra...zan ~----- ~~ ~ tal rn 	 . 

Há duas maneiras de sse conduzir o refinamento do modelo impondo tais restrições: 

limirtuindo o número de variáveis a serem refinadas (um processochamado refinamento de 

corpo rígido) ou artificialmente aumentando o amen) de observações experimentais, 

refinamento por restrições (restrained refinement) (GIACOVAZZO et al, 1992). 

No refinamento de corpo lie do, um grupo inteiro de átomos C tratado como um corpo 

rígido. Todos s os átomos do corpo r[ do se movem de maneira concertada durante o 

refrnarnel/ro fazendo com coe estes átomos semure ocupem as mesmas posições relativas. 

Podemos tomar como exemplo o anel fenólico do aminoácido fenilalarrna Ignorando os 

átomos de hidrogênio, dezoito posições variáveis devem ser refinadas (um x, y e z para cada 

um dos átomos de carbono do anel). Se o anel é considerado como uma única entidade, 

sumrfte seis variiireis ser do refinadas (três iuLationais e lies trditslacio ais) 

-Pata Pctyrat aio Á nossivei porque os rompimentos de lios fies de tR-iiaulqq 	 os ritos 

aminoácidos foram bem determinados de pequenas moléculas previamente conhecidas 

(ENIGH AND HUBER, 1991). No entanto, com o atual aumento de estruturas protéicas 

resolvidas a altas resoluções (DAUTER et aL, 1995), espera-se que os parâmetros obtidos das 

próprias proteínas em si sejam utilizados e continuamente atualizados no futuro. 

O conceito de corpo Vigido pode ser aplicado, ao menos i`no inicio io do refinamento, não 

somente a neynerloc grupos tie átomos, maca molécula inteira. Este e- noimalinente o caso 

para estruturas resolvidas por substituição molecular, onde as funções de rotação e translação 

deixam o modelo de busca posicionado somente aproximadamente correto dentro da célula 

unitária 

Uma 	 1 	- 	(de 	itme__ , Uma a~ eii4dtïYÉs para se reduzir o i:sl~e➢ [3 de pai~l~~  cútis 	aproximadamente uez. 

vezes) !é por tlinámira !le ângulos de torção MCP ANT) BRT NGER, 19 94). 

No refinamento por restrições, os comprimentos e ângulos de ligação podem variar eut 

algum grau ern tomo de seus valores 	ões. Esta informação pode ser introduzida no 
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refinamento do modelo incluindo-se termos eslereogiifmicos ria ração alvo de tal forma que 

a coincidência entre as amplitudes estriuturaic caalfcu a a P observada não seta mais o il. niro 

fator a ser levado em conta. Isto pode ser introduzido dentro de procedimentos de mínimos 

quadrados. 

Os dois métodos podem ser combinados, por exemplo, considerando-se a molécula 

composta por grupos rígidos e aplicando restrições para distâncias aceitáveis entre elas 

(rLV1iTi11L,- m1V.Li~1rL, 
Tr ~C

^~i.ì~I1J,,71'.  L Ì̀, L1IVL~ Li~Li
ik, 
 C~ 1~! L0 7L JT_eT1L;~~1.7, 177J~ ~1~1VJ1liL, il11\IiL~YIrJL', 

T ILSNAIN, 1999). 

Lima on 	 maisena de diminuir o nlill,ero de parâmetros a sereni refinados é a 

imposição de simetria não cristalográfica (NCS) onde aplicável (ROSSMANN, 19%). A 

presença de NCS significa que há redundância dentro da unidade assimétrica, por exemplo, 

duas ou mais cópias da mesma subunidade protéica. 

Na aplicação de 1~!`1.a7 a protocolos de ieLiJamellto, presume-se que todas -'nJ' moléculas 

nPrtp-neQnt N n~niúaïie arcM,cirnPt-~-rira can estruturalmente iriPrltiy?sc Teto ciQyniflr2 naP n i2i%Prn 

de parâmetros que se necessita refinar diminui dramaticamente. No caso de duas moléculas 

per unidade assimétrica o refinamento é feito em ruma sé molécula e nos parâmetros de 

simetria que descrevem a relação entre as duas cópias independentes Quase ao final do 

refinamento a NCS é liberada para se examinar possíveis pequenas diferenças confounacionais 

enfie Jabiali .tldes idelLuca, tieiimèCÕmelli.e NV ellialflto, a Tai.idade de ido es`tïale ia depenide 

da razão observaçõetiÌparâmerroc P, mais ainda,  da resolução e rum leteza dos dado 

Dificuldades podem surgir no refinamento da estrutura protéica devido a grande 

numero de parâmetros atômicos a serem refinados. Isto dá origem a 11lna função 

multidimensional (função alvo) que apresenta um grande numero de mínimos locais além do 

mínimo global que é o objetivo. 

íiá 

 

duas considerações gerais a serem levais em conta nos protocolos de refinamento. 

O. primeiro 6_ a função alvo a ser adotada, isto é, o que P que se tenta -nniiiimi72r Reta i nçáo 

normalmente conterá um termo experimental (o qual descreve quão bem o modelo reproduz 



os l~t<71~.Los) wino também 	 oì 	~o termo que LoisìLc ,le ~vipo1ê'te3que  descrevem a 

estereoq»ímira. De qualquer  maneira, ainda uma escolha a ser feita com relação á exata 

forma do termo experimental. Tradicionalmente este tent sido tmt termo de míiTimos 

quadrados (SLTSSMAN & PODJARNY, 1983) que Q a soma ao quadrado de todas as diferenças 

entre F.h. e 

Mais recentemente o conceito de ,~ la {it~ ~ m ~ l i ~ ~ r-i'J liCi i i inod tem sido introduzido na 

função Alvo e se mostrado ser superior cpÃiV j-ÏÏ AND R `A i~, T995 . Nn t Ìrimo raso os e eiitns 

de erro de modelo e incompleteza, altf 	ku 	de erros nos dados, são levados em conta. 

Uma vez que a função alvo tenha sido definida o segundo problema é como achar seu 

mínimo globaL Tradicionalmente quadrados mínimos e métodos de gradiente conjugados têm  

sido empregados. Fstes têm a limitação de necessariamente seguir o gradiente local e assim 

I 7 TT 	.T .1 	1 	' .1 	Tim 1. caem ,-m iníi,iiTio lota . Uma uá ~.Lc rn ua eìl', de tais métodos c Seu :ei x  LãUO ìTiti de 

cnnvergQWci2. Esta é uma medida rIa rapacidade fla técnica rnrrïgir erros na, estrutura não 

refinada, mas depende da resolução e por isto é quase se,nple conveniente começar o 

refinamento utilizando somente os dados a i?nta limitada resolução maxima 

Se as distânc-ias das posições atômicas iniciais a seu valor ideal é muito grande, 

procedimentos tais como quadrados mínimos e minimização por gradiente conjugado podem 

nunca corrn& o erro. Este problema pode ser minimizado com o uso de estratégias de 

rpgnamentn alternativas. 

A introdução de dinâmica molecular por gradiente de temperatura (simulated 

annealing) no procedimento de refinamento para macromolérlas, pwposto no fim dos anos 

80 e ainda é provavelmente a técnica de escolha para o refinamento de estruturas protéicas 

(BRUNGER et aL, 1987; 1997a,b; FUjINAGA et ai, 1989). Dinâmica molecular por gradiente 

de temperatura se refere ao processo que simula a din mica. aa proteína a alta temperatura 

f geralmente entre 3000 e 41100K) seguida velo dual re' f'r cemento 1 m ,altas temperaturas os 

átomos adquuent suficiente energia cinética para se mover sobre barreiras energéticas na 

função alvo, o que permite grandes mudanças conformacionais na estrutura. Tsto da a 
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possibilidade da estrutura se mover de um ffiiftinto etfeigéLicu lucid a UM mais profundo que 

está separado por uma barreira oenergéticaa, um fenômeno que não ó possível com minimi7ação 

de gradiente conjugado ou mínimos quadrados. 

A técnica efetivamente amnenta o raio de convergência do refinamento, permitindo a 

correção automática de erros relativamente grandes no modelo inicial sem a necessidade de 

intervenção mannal, acelerando, assim, o processo como todo. 

Ydo se deve esquecerque a itìnt~.ão ei?eigitán usada contem não somente termos de 

energia real, tais como os atribufdos a distánri  t e ligações, fing llos, contatos não ligantes 

etc, mas também um termo cristalográfico que auxilia a min imi7al. as diferenças entre Fa. e 

Este termo serve para manter a estrutura dinâmica dentro da densidade eletrônica 

durante a dinâmica molecular. Se, por exemplo, uma região de loop" se move 

dramaticamente de uma conformação incorreta para uma correta durante o refinamento, 

e1iLGo ha Yeia i"sii4 tiu-ittt)i cOutciueLLcla entre GJ amplitudes de esu uiui 2ls L3il lilduCi e 

e perim€+ntai (FWw e Fa O te rynn cristalográfico r a funn ão anergia tenderá a -mame a 

este 	utura nesta posição durante o restante do refinamento, efetivamente reduzindo a chance 

do "loop" se mover para fora da densidade eletrônica novamente. 

Os pesos relativos que podem ser atribuídos para o termo de energia real e o 

cristalográfico (pseudo-energia) podem ser controlados pelo usuário e alterados quando o 

re ei siamento converge para a estrutura iiïial. Fazendo-se um temperatura paralelo é como se a  

totalfrnproia  cinética) an CictPma tf1CCP mantilla ai'•phrtrin-CP n cictpma a ur liando-mari% 

Isto seria usado para remover excesso de energia rin&ica do sistema quando a energia 

potencial cai, prevenindo "saltos" da estrutura para fora do poço energético no qual a 

estrutura caiu_ 

t'tiniTric3 moiet:tìlar por giadieftte de temperatura s± set.t  comiiiTtefite implementada 

usando-se aÌgorítmos nosquais n `nmportamento rlinánliro t~P rim cicteTna de part cu as (a b..__W...., 	 r--_ 	 r 	~~ 

estrutura molecular) é simulada dando-se a cada átomo da molécula velocidade e direção 

especificas, inicialmente aleatoriamente determinadas para nina dada temperatura 
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(LJLlt1INGE1nl, 1780). 

rn geral, o processo d_e r naaTmentn não P totalmente automat~izadn, mas deve ser 

interrompido periodicamente para o cálculo de novos mapas de densidade eletrônica baseados 

nas melhores fases resultantes das novas posições atômicas. Tais mapas precisam ser 

inspecionados peando a áficos moleculares e alterações manuais na estrutura. 

Frequentemente diferentes tipos

i

~ de mapas são calculados a cada ciclo de refinamento 

Estes incluem mapas de dLsi.eieitça (l -Fcik) nos quais os picos positivos aparecem em posições 

onde átomos estão perdidos no modelo e picos negativos onde átomos não-existentes tenham 

sido ei 	i oueamente inchridos. Um par de picos (t i n 	r positivo, t»r negativo) significa que o 

átomo ou grupo de átomos em particular foi levemente mal posicionado. 

Mapas nos quais pequenas regiões da estrutura tiverem sido deliberadamente omitidas 

do modelo (mapas de omissão) são também freqüentemente usados para determinar se os 

mapas G)Lão sujeìtv5 a eLios no cálculo das fases. Se a densidade eleuuuica _p_ LeLcc_wme_te 

ern um mapa no qual a região correspondente da estrutura tiver sido o itida, % aúna a 

indicação que a estrutura para aquela região está correta. 

Durante o refinamento a qualidade do modelo resultante pode ser avaliada pelo use de 

indices de diccordáncia (R ) entre as amplitudes de estrutura observadas (F .b.) e aquelas 

calculadas do modelo (F) (DRENTH, 1994). 

r i
~t-, 	, 

i—( 
~ 
r~ 

, 	 
~  

hr, 

Um valor aceitável para o 	depende da resolução da estrutura. Para estruturas 

dPternnina 1~,,,ag a altac rPcnÌuções (< 3,f1 A) o valor 	 rlevQ estar ahalYn de tï on 70 

%. 

Se a razão observações/parâmetros for baixa, o 	pode ser artificialmente diminuído 

às expensas da estereoguimica do modelo. Para evitar este tipo de erro BRUNGER (1992) 

introduziu uma nova metodologia no processo de refinamento - c vss validation - onde 

aproximadamente 10 % dos dados (um 	tapo teste de reflexões) C isolado do remanescente (o 



grupo de trabalho) e não e usado para o refinamento. Assim o refinamento é feito utilizando 

simº.ii#e as reflexões pertencentes ao grupo de trabalho. A PaE:-..•. ciclo de refinamento os 

fatores de estrutura são calculados para ambos os grupos. Engìianto o grupo de trabalho é 

usado para o cálculo do 	como definido acima, o grupo teste é nsado para calcular 

novo parâmetro, Rfree, de maneira exatamente análoga. A diferença fundamental entre estes 

dois índices de discordância é que o procedimento de refinamento "sabe sobre o grupo de 

1  	' 	'lt__.1..    	0[ ..» trabalho (quer dizer, este e ì~iee~ds,uv no próprio ~rvLess~ de refinamento), mas nunca ve o 

grupo tPc,t~ A 4r anddP vantagem do 	á que Qmndirajnr sPnsávPl para super- -b  

refinamento, isto é, um protocolo de refinamento que tenta ex-mix  mais informação que os 

dados são capazes de prover. 

fl pacote de programas CCP4 inclui programas de refinamento bem potentes como 

Refmac 5, ArpÏArp e outros. 

Z. 3~ Análise da 	is Lira 

2. 19. 1 1 ~i_    	• 	1 1 .Análise dos erros numa es~ciï.ur~ determinada ex~s~ieïiia~;nen`se 

Estruturas determi~:modas eáperít+ienral ne-nte por cristalug1ifia estio sujeitas aos 

meemos cipos de erros que podem afetar qualquer medida experimental. Estees erros podem ser 

tanto aleatórios como sistemáticos afetando as intensidades medidas de feixes de raios X 

difratados. Mais ainda, nem toda a informação necessária para reprodução da estrutura 

molecular pode ser diretamente medida. A parte perdida (as fases dos feixes difratados) tem 

que ser obtida indiretamente e hi_ normalmente grandes erros associados com sua estimativa 

í if íis.+r  

No esto de i tPrpretwirio do mapa de densidade eletrônica considerável intervenção 

humana é necessária. Todos estes fatores podem levar a erros na estrutura final que podem ser 

pequenos erros aleatórios de coordenadas, rotâmeros de cadeia lateral incorretos, regiões onde 

a estrutura não coincide com a segiielncia, direcionamento contrário dos elementos de 

estrutura secundária e conectividade incorreta de tais elementos levando a uma topologia 
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e1it71tCa l3.)MS~ ~L'1,t 

TesoRYcánAlém dos ,~.... 

A2 	JONES, 1 	1 T_ '_ 	~ 	7-- 	~----= 1 r~ dTii ~vi4a 5, i~i"%J. rai~ crie~ são ~I~i~sd<,sddSeiite iìticã função uã 

tradicionais Indices de qualidade para estruturas cristalinas 

estereoquimica etc), vários outros itens fuel's podem ser feitos nos arquivas PDB para se ter 

um~ apreciação da qu idade da estrutura como et,it todo. 

2. 17. 2 Qualidade do modelo 

ft. 	 3 	1 	 1'1 1 ,]_ v5 prv~an-daS aÉriasdldr~tC tii>peïi-iiveiS para a ã"vnsiaç:av ua qSlns t~ue e i:firTdasivaue u~ 

estruturas protéicas incluem PROCHIECK CT 4SKOWSKI e aT, 19931 VERI E+Y 3D (LTIHY 

BOWIE & E ; SENBERG, 1992), WHA M . (VRIEND, 1990; VRIEND & SANDER, 1993; 

HOLM CND SANDER, 1992), entre outros. 

PROCCIIEECK faz uma completa série de avaliações estereoquímicas induindà ângulos e 

distâncias de ligações, planaridade de ligação peptídica, se os carbonos estão tetraédricos, 

7._ 	1  hidrogênio,   	fi_ 	7_ energias de ~a~:cx~ u~    ï~itftTëser~ de cadeias laterais e ~iártLJ$ _ Rãmacfttit-ilnu_ 

[~ íiltimn P aig  mas veyzes, suficiente por si sró para se d, istingg ir entre uma estrutura bem 

determinada e uma oue apresenta problemas este 	reoquimicas. Idealmente uma e,-trruru.ta bem 

determinada terá mais que 90 % de seus resíduos nas regiões mais favoráveis do gráfico de 

Ramachandrau. Dado que estas regiões são resíduo-dependentes, é importante que tais 

gráficos sejam também produzidos individualmente pelos 20 aminoácidos e comparados com 

as distribuições padrão. 

WA`1TF e VERIFY 3D avaliam a qualidade das estruturas trirliinencinnais com 

referência a adequação do ambiente químico em torno de cada resíduo de aminoácido. No 

método empregado pelo r HA IIF, a comparação é feita entre a distribuição atômica em torno 

de cada sub-fragmento rígido de cada resíduo e aquele encontrado numa distribuição padrão 

calculada de estruturas pré-determinadas. VERIFY 3D adota urna maneira similar, mas mais 

simples na qual explicita  as d 7stYibuições atômicas em torno de cada resíduo e oferece uma  

descrição do ambiente gnínrico em termos de urna de dezoito classificações previamente 

definidas. Em ambos os casos um escore pode ser atribuido à estrutura levando em conta o 
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quão comum a distribuição atômica ou ambiente químico é para iì.c`ìr dado resíduo. Ambos 

métodos se referem a normalidade e não a qualidade em si Em muitos casos resíduos de sítios 

ativos em enzimas, por exemplo, possuem ambientes qn micos não usuais que são essenciais 

para sua atividade biológica. Eles podem ser assinalados por WA'I'lk e VERIFY 3D, mas não 

necessariamente estarem errados. Tais métodos devem ser tratados como guias para fatura 

inspeção e não como avaliações absolutas. 

2. 19. 3 As informaçõe-s confidas nos arquivos PDB 

O repositório padrão para os arquivos de coordenadas tridimensionais e o Protein Data 

Ranit ("MR) (B1?R2\€~€?TN a?, 19'!7). Um arquivo dQ coordenadas cristalográficas t{pien, 

identificado por seu cio PDB Geralmente um mero sentido vor trés caracteres 

alfanuméricos) consiste de um cabeçalho que inclui o seguinte tipo de informação: 

a fonte da proteína (ácido nzidéico ou carbohidrato) e se esta foi de alguma 

maneira modificada (por mutagênese sitio dirigida, complexada com um 

Ã  resolução da estrutura. Estruturas com resolução menor que 2 A são 

normalmente consideras "alta resolução". 

O R—, que deve ser avaliado juntamente com a estereoquímica para o 

modelo. 

Parâmetros essteieuquimicos que medem o desvio dos comprimentos de 

ligação, angulou de ligação, ângulos de torção etc, de seu valor ideal (esperado 

ou alvo). Comprimento de ligações cov-alentes não devem desviar mais que 

0,02 A e ângulos de ligação e grupos planares por alguns graus. Ângulos de 

torsão podem ser mais variáveis. 

A média dos erros de coordenadas é algumas vezes citada e indica a média do 

erro posicional esperado nas coordenadas. Este tem urna importância 

limitada, em alg,nrn?ss partes d3 estrutura (particularmente o núcleo) pode ter 
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muito  maior precisão enquanto que„ eI'iínil3t)p"s»úeãítiei's sobre a superfície, 

onr~a aYrecentar erros ~~.~...ito it??iores. Provavelmente é mais 	olhar os 

fatores individuais de temperatura ao longo da estrutura. 

Comentários referentes a resíduos ou ¡tomes perdidos indicam se não foi 

possfvel determinar a estrutura inteira. Dificuldades desta natureza 

normalmente aparecem por causa da desordem de certas partes da estrutura. 

Ocasionalmente pode ser devido a erros na seqüência de aminoácidos 

A seqüência de aminnár-irdnc lEsta não necessariamente deve ser idêntica 

aquela determinada pela proteína ou següenciamento do eDNA. Se a 

seqiiência parece mais que uma vez, indica que há mais de lima molécula 

dentro da unidade assimétrica. Estas normalmente serão chamadas "cadeias" 

A, B etc e efetivamente representam independentes deter 	inações da  

estrutura. Isto pode não ocorrer se existirem comentários sobre o uso de 

simetria não cristalográfica durante o refinamento. 

Comentários a respeito de padrões estruturais especiais, estrutura secandária, 

ions metálicas, inibidores etc. 

Seguindo o cabeçalho estão os dados atômicos que consistem. de 14 campos muitos dos 

quais auto-explicativos- Após o n73mero de série do átomo vêm o nome do ?tomo (CA_ para 

carbono alfa etc), o código de 3 letras de aminoácido, identificador da cadeia e nftmero de 

resíduo, as coordenadas cartesianas (x, y, z) seguidas pela ocupáncia atômica e o B (fator de 

temperatura). A ocupância normalmente será de 1,000. Se não, pode significar que Pm átomo 

em particular pode ter uma de várias posições no cristal (devido a uma cadeia lateral 

desordenada por exemplo, caso no qual mais que nina  ulna posição para o mesmo átomo pode 

estar representada. Se a ocupânca fé zero, significa que o átomo foi "modelado" 

provavelmente usando critérios estereounimicos somente e não foi incluído no refinamento. 

Tais regiões devem ter tratadas com grande cuidado. O fator B representa o grau de desordem 

e corresponde a uma maior possibilidade de erro nas coordenadas. As partes bem 
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Y ., 
` determinadas da estrutura tip

¡

~icamente terão valores de Bs3 abaixo de 20 A e onde os valores 

de fator B estão acima de 50 
y A2 a estreitura deve ser tratada  com maior  cuidado. Isto pode 

indicar outras conformações possíveis para a estrutura que não estão apresentadas. 

Desde o começo de julho de 1999, o PDB é operado pelo Research Collaboratory for 

Structural Bioinformatics que pode ser acessado a http:lfwww.resb_orgipdb , As buscas podem 

ser feitas pelo nome da proteína, código da estrutura, nome do autor, família protéica etc. e os 

resultados podem ser baixados ao computador do usuário e visualizados. Programas tais como 

rr.,_ad..i 
lc 

Al ZFT Z' A7\Tã\ aariATL'T? TZ7Y3iTL 7MlC f ~7_z7 -1- -I 7: 1\ 	 _ ~ttp fIWWW.I11S1.CO221 ) II33siv1 Jlt iiii lli 	1 \i! 7iiS.ai\Sí2t'rY 	 rr itZ1L", i».1 c cvt.av YtcYVciliV 

para visualização e manipulação de estruturas estão 7icpnnrveis para PC, Facintnh tPctcõPc 

de t 	abalho UNIX. 
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::_ 
~#. ~iilR! tRIMS t Mt-1000S 

Cristalização,~.   

Ì..Ktìisa dc serfiei~tes de C a7i"~"rãsfa ála'atc purificada foi dissolvida ( 1n me-,-/,L) eiï! 

' Ì -r%g-Nr1 10 m pH 7,5 contendo s ;ni'i{T de ~aC12 e Iv11102. Foi feito o çc reeT?in,u das 

condições de crìstali7aeão utilizando-se Scxeen. I (Hampton Research Inc.) seaundo o método 

.:7 esparsa v -ANCAR..~~ & KIK 1991), por difusão de vapor, sistema de gota suspensa. 

Para a obtenção de cristais da lectina complexada com a çtír<ar, foram adicionados 3 [tL 

de solução de alfa-metil-manosídeo 1 m1+,4 em poços com cristais de lectina de sementes de 

L
.e",. —7 	 -t  í iz tivtas antes da coleta de dado-. 

3. 2 Coleta e processamento de dados de difração Cie Raios X 

Dados de difração de raios X de comprimento de onda

7 

de 1,431 Á foram coletados 

t;l„-,..~.~7,. 	fonte a,. 1.... ,.I 	 t.. 	~Cr d LúT- 	t,Sr Nacional ~ 7 uT ~:ri.astuu ~e iuzr~c de luz .••~.t~is.i'ton úá estação 1 	do 	uvFátusso i~?s ev 	de Luz 

Sitzcrotron, 	( PO~ ~i-fiTA_RPOV et al, 1998a e PtiT.Ì_fCAPPOV et al, 1998b), utilizando-se 

placa de imagens hiARCC:I) e cuia distância cristal/detector de 65 mm, á temperattna de 

100k. 

Foram 1 	 MARC" 	MOSFLM i:i lif~ttLoS os Yrv~iaìlìjãs SrLniLe✓t,u para aquisição tie imagens, SrZii.~l i.iri 

(3_H~fiT~TP, 1993) para integração e ficALA (EVANS, 1997) páZ3 análise dos dados. 

3. 3 Substituição Molecular 

ui~sli7alidLv o Yr programa CC r4 foi obtido o volume de Mathews, a quantidade po, í - el 

demoléculas present Ila unidade assimetria e a porcentagem de solvente.  

A estrutura da molécula de lectiva de sementes de C.gladiata foi determinada por 

substituição molecular usando-se lectina de Censífrir.nis (PDB código 5CNA (NAISMITH et 

aL, 1994)) como modelo de busca_ Foram retirados do modelo moléculas de agua e o açúcar 

ligante- 

O programa YlolRcp ( Y 11R~ ~ & TAPLYAKOV, 1998) foi _ ii7ado para fazer a busca 
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dos üìí3nvsTleïos na unidade as$'i [i::éi.Fï.ïa. O  raio de integração W- ,i,_JV foi de 34,26 com 

res^lrirran m ,ágima de 3,00 A e minima 4213 Ã. Foram litiTi~aclng 10 r+ir•nc e'ln m&Yima 

  

intensidade para a busca das funções de rotação e translação. 

Para obtenção da estrutura da CGL complexada com alfa metil-manosídeo (ltipit) a 

substituição molecular f©i feita utilizando-se a estrutura obtida da lectina nativa como model© 

de busca. O raio de integração ntiii7ado foi de 33,66 ° com resolução máxima de 3,00 z_ e 

mínima de 52,26 A. Foram utilizados 10 picos de máxima intensidade para a busca das funções 

de rotação e translação. 

3. ti Refinamento 

Várias opções de refinamento foram testadas, utilizando-se os programas X-PLOR 

(BRï ïiv(FR, -Mg?) Q lìPFIVT A fr 	iFfiNfliltlV, DODSON AND VAGIN, 1.99; 

MURSHODOV et al, 1999). 

Tanto X-PLOR como REFMAC possuem implementados em suas rotinas cilculos de 

to, e Rfr, Como o cálculo destes fatores se faz sobre conjuntos de dados distintos e X- 

PLOR e REFMAC utilizam-se dos dados de difração de raios X compilados em formatos 

JZ+L:nL_A , cuidado especial foi tomado construção iïáJvconstrução dv J arquivos de reflexões "ãpeú.rcüs, de 

manà7ra a manter os mesmos conjuntos  de dados para o cálculo  de 	e R~u-^x, em ambos os 

programas. 

Refinamentos completos utilizando-se cada um dos programas e combinações dos 

mesmos foram realizados. A seguir é descrito o procedimento que apresentou melhor 

resultado, considerando-se os valores de R e o aspecto geral dos mapas de densidade 

eletrônica. 

A partir do arquivo de reflexa original, no formato gerado pelo programa MOSFLM 

(arquivo MTZ), foi feito o escalonamento e indexação utilizando-se a rotina SCALA do pacote 

de programas CCP4 (arquivo MTZ), e gerado também um conjunto completo de reflexões 

pela rotina selecionando 5% dos dados para o cálculo do Rim. 

O procedimento de refinamento da estrutura de CGL gerada pela substituição 



licoiCL,ì2nr üiì~oü-se coiit -urn ieliìT~.i-sterlto dC restrições ü5d.iido R2~..~r'lYic"1C~ (CCP4, iSiY) e 

colocando-se os q: atros monômeros como elementos de simetria não-cristaloOfica e 

mantendo-se quaisquer ligações peptídicas cis. Todos os passos de refinamento foram feitos 

adicionando-se todos os .tomos de hidrogênio, mas sem gravação no arquivo (PDB) de saída. 

O segundo passo do refinamento da estrutura de CGL foi a substituição da seqüência 

primária, originalmente da lectina de Censiformis, pela seqüência da lectina de Çgladíata 

( á'is_NIAU`iiI et al, 1989). 

Para tanto prïmeiramentP fali gerado um mapa da densidade eletrônica 2Fo-Fc, 

utilizando o resultado da substituição molecular como modelo através da rotina 14, I do pacote 

CCP4. A troca das seqüências primárias foi realizada utilizando-se o programa XTALVIEW 

(McRee, 1992). Os resíduos Ser', Aspam, Alam e Glum foram substituídos por Asn`'', Gly5g, 

Gly7° e Asn192, e as cadeias laterais foram ajustadas em sua conformação de modo a satisfazer o 

mapa 1 a __ s_ ade , 
ue uCl-iSiutluC e1C~i iJiiiC.a. 

O modela r a estrutura da CCGT .foi su met do a outro procedimento de refinamento 

utilizando-se o programa REFMAC5. Foram feitos 10 ciclos de refinamento de restrições 

utilizando novamente os monômeros como elementos de simetria não-cristalográfica. 

Neste ponto, a segunda checagem do modelo da estrutura de CGL foi realizada 

utilizando-se o programa XFIT do pacote CCP4. Um mapa de densidade eletrônica 2F0-Fc foi 

calculado e o modelo final destas etapas de refinamento foi inspecionado para a realização das 

rorrPçi7Pc marrnaic nereccáriac 

A seguir, uuuu ciclo de refinamento com REFMAC5 e novo mama de densidade 

eletrônica F -K foi gerado para ser utilizado no procedimento automático de procura de 

moléculas de água, através do mesmo programa XFIT. 

Nova checagem foi realizada no programa XFIT, excluindo-se as moléculas de água 

lo-ca-Tiladas em posições semi as correspondentes densidades e eatinict , ãieiii daquelas que 

apresentaram fator de temperatura B superior a 60 2. Correções em cadeias laterais e outros 

ajustes na cadeia para coincidência com a densidade eletrônica foram feitos chegando-se assim 



S~ ~ 

ao modelo ict~s3ìndv ~ estrutura d- 

O proceflimento de refinamento aaa estrutura de CGT. comple.Yada cor q fa-metW[- 

manosideo foi feito inicialmente com 20 ciclos de refinamento de corpo rígido e 

posteriormente com 10 eidos de refinamento por restrições. Foi feito o mapa de densidade 

eletrônica para análise da existência do açúcar nos sinos ativos e seu posicionalmento 

Foram utilizados em todos os eidos de refinamentos posteriores duas estruturas de 

~t ~~c~.̂ ~x~ 7 	L fie 	.l 	l:_ -_ ..7:. 	1 	1 desimetria não 	cadeia 	d ücdr. 

Após mais nm ric4f cie rPgrsamento feiram gerados os mapas de dençidade eletrônica e 

foram feitas correções maneais nas cadeias laterais dos resíduos de modo a satisfazer o mana 

2Fo-Fc. O mapa Fo-Fc foi utilizado para a adição de 400 moléculas de água utilizando o 

programa XFIT. 

Outros 10 ciclos de refinamento de restrição foram efetuados na estrutura chegando-se 

assim ao imoueio refinado da eJ~lnruLUiQ de I.VL witlpiehaua cOfli alfa-'' 'eW-1nlaliosltit-tl. 

i. i Avaliação da e.iii ~iiüi c€ 

A avaliação das estruturas obtidas foi feita üï ti's7ai7i Ci-se a rotina SkbPCií ( vcriuvNNmi~,, 

TZTt _FET-T_:_F~ WODAK, 1999) pacote cie programas CCP4. 
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uui 1~1f>.ws.:a•  
Ts 111...*Sf~~~3L1/Li 

r~ vs melhores  t  istals foram obtidos com 4 dias em gotas contendo 3 Ia., de solução  u e 

lecri..4 _a dº f'bladiara numa concentração de 10 mahr2T., misturada com igual volume de 

solução Tris-HQ, pH 85, 1M de sulfato de amônio. Foram obtidos cristais de volume médio 

aproximado de 2-3 mm3. 

4.1 i.£wiìïta de sementes tie C.giaúiá`€a nativa 

r_• 	.1 	1• 	>   .7.. 	7 	 1 	 a_~ 	7 tuI uaLeuC►  e Mill-741u° c'uiito crio-protcwt uu ~YiStai pára a (vyct.a de uauGs a solução C~it'r 

poço com 30% de glicerol 

Usando-se oscilações de 1 160 imagens de padrão de di€ração de CGL nativa foram 

coletadas no LNVLS com resolução de 42.728 A - 1.99 A. Os dados foram integrados usando-se 

o programa MOSFLM (LpST TR,1993). 

Os cristais pertencem ao grupo espacial 	 ortorrombico C22.2Z. A cela a rnitaria tem  

Y 	 Y 	 Y dimensões a= 100,90  A, b= 115,35 A e c= 241.08 A e com ú = }3 = f = 90 '. 

O processamento e aferimento dos dados foram feitos á resolução de 40,71 A - 2,30 A, 

utilizando SCALA (EVANS, 1997), Os chatins não foram processados à resolução de coleta 

porcine a última camada de resolução, embora tivesse melhor completeza (97,8 %), apresentou 

R 	de 34,4 %. 

O número total de reflexões gravadas foi de 519778, sendo 60164 reflexões únicas. A 

completeza dos dados na faixa de resolução é de 95,9 %. 

O volume da ceia unitária é de 2805885,5 Á. O coeficiente de Matthews 

(UAi TVsTEN,rC, 1968') indicou major prvb úVruúde  c um +etraIW rv na iiiva úu e 	) LL L t icú 

Tabela 2). 

Após cálculos das fruições de rotação e translação utilizando o programa MolRep 

(VARGIN & TAPLYAKOV, 1997) os melhores resultados indicaram um coeficiente de 

correlação de 56,9 % e Ru de 42,1 % para a estrutura de CGL. 
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T.. 	2 Valores  Z7~.. 	1 - 	de 	r a• 	n 1' 	~~~ii~iad.. Tabela- 	de Vat para ãi2s•iú,á de scíúc.i~ics  ~D •%,.r ::r?. v'r'ãai~Z de i.: ::tìZpiv v:. 	s- ci+ivi.in-se 

na linha sombreada_ 

No. 	mol( 
iYnid, assim. 

CoPffiiciente 
de Matthews 

% solvente 

1 13,7 91,0 
L 6,9 81,9 
3 4,4 72,9 
4 3,4 63,8 
5 2,7 54,8 
6 2,3 45,7 
7 2,0 36,7 
8 1,7 27,7 
9 1,5 18,6 

10 1,4 0i,6 

11 1,2 0,5 

7 ~~ 	•~:_ i 	~ .f A c 	i 	s_ O 	 ìprimeirov cicio ue rCi ___eüto iiizãnuo ilir ~ iCi v up 	quatro 

cadeias polipPp -L,'dicarC como #,a.TidadPs de simetria não-cristalo~ ~ãca. Foram encontradas 

ligações peptidicas eis euiie A1a207-Asp208 em todos os quatros monâmeros. Após 10 ciclos 

de refin ,-mento foi obtido um modelo onde 	e Rrree convergiram a 21,24 % e 24.99 %, 

respectivamente. 

Após a substituição dos resíduos de aminoácidos mais uma etapa de refinamento foi 

feita com RFFhSACS com REarrx chegando a 19,83 €1r`ú e Re. a 23,87 Ø113. v ioeiiú.e~ite de 

correlação chegou a 91,i3 CYO. 

d 	 W 	 '[ ~1~ lTü aiII aÚi(ioFaas 432 IIVleLUÌas te €~ua ~ 	v  11 
iCW IVC2l ~~, 7TJJ o#ìtde o,  e 

o i41i-i 1Tll iRiSrTi vTlTPhtn rrsr r~tr'r4V f^i Cake rn~rnita~d~ ~m R~ ~_ .-1,11R~1 ~ n R~~- Asa `.7Rj[K % 
~ 	_~ 

O coeficiente de correlação F.-Fc chegou a 94,0 %. Os resultados finais do refinamento da CGL 

estão apresentados na Tabela 3. 
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Tabela  7 ~ 	' ' 	~ 	a 	 da 	 de 	de !`..7...T:.. .~ -~:.si :.. é.CúCás i i:n 1̂.: do refinamento      iEá.é..:ó nativa  Cr.T.~iì.`r~  a~—_ 

Grupo Espacial C222i 

Parâmetros de Célula Unitária a = 100,90 Á 
b= 115R5 A 
c= 241,08A 

Faixa de Resolução 10 — 3 	A 

Conteúdo da Unidade Assimétrica Um tetramero 
Reflexões Únicas 60164 
Coei te-L (%) 7-7,3lp,13/ 

Rmerge (%) 8,8 (34,4) 
<I 0L1)> '7,2  (2,2) 

Rfator (%) 18,21 
Rfree (%) 23,05 

A A esii lìt"c'rra obtida foi a'v dú~tdRì ãprEsênlar~ido 85,9 nio de rCsldtios de núlhaoáiido5 en) 

pnciçn.x muito i=avnrávnic nn b áfirn ìie 1Zamarhanrlran P 14,1 v!n em pnsiçns~,.ç adicionalmente 

1dYVÌãVCIS. 1`FC1IiIUÌII ie5ìuÚ.ü 3e ¢3[J3ì[=loili3ãl C111 ìFi~ãS gC2ICrk3Sdí]Ieìltl~ pet 11-111-1U.4 oif jJIüIÚiÚdJ. 

A Trufwlin rIw r3vrvjw narlsioc rin rmm.~rimprstn rap liaariu+c f~i de (ì~(1?7 ~ á 'Inc ánonlnc dá i..,.~~.....  	 .._b.u~... 

ligação foi de 2,221 ° (Tabela 4). 

Tabela 1 A Detalhes 	 d.l' 1. 	da lectina 	de 	de 	T~ i áek`.~ z- 	  ea~ .?'iv~â,~il;~'Co$ dos rf.`sn.cúirs de n:..::iGai2tlGs  	nativa  seiri2iri .~.~  e~iadiái:z 

de Ramach$ndran Disig ibuiçãü dos resíduos no oráfico 
Resfduos em posições 

Muito favoráveis 85,9 % 
Adicionalmente favoráveis 14,1 % 

Generosamente permitidas 0,0 % 
Proibidas 0,0 % 

€ esvio Médio Quadrático 
Comprimento de ligações 0,027 n 
Ângulos de ligação 2,221 ° 



l_ 2 L ecLina de sementes de C y(a uíaLa  cáipr exada  com £iLa -ieW- 

tná^3sideo 

 

C'T 
 

TT-- 
l d 1 i2v 	1  	 i ddJdild -Je oJldçoeJ 	1idge J de pdÚldÌ de 	idçdo de ~lo piCsrid  

com 	 fnram coletadas nn UNITS  rnm resolução AP ri9 9fi7 Á - 9719 ~7 >--- 	-_ 
_ 3~_ l ~_ _~ 	3___ _._ -t:_--3_ 	 adrlC~r'Tltd rT L'CTTL` 7fS[lt] 

tIàULA Ioia111 j7It~.-eSSauoS Ur FIIlì71IUV-JC o j3Zi3}Ì~LIit?t ZVíliJ1 i.iYl [LTJ1.1£., 1?7J). 

Oc rriçtgic nartPnrg?rn nnTll ann ACM-qr.-in"! nrtr,rrrirnhirn (7 MI A rala rrnitária r------ 	a-...1

2

.,. —r---•-- 

dimensões ri = 101,241 A, b= 115,861 A e c= 242,375 A e com cr - p=y= 90 ~. 

Os dados foram processados e aferidos à resolução de 52,26 A - 2,32 A, utili7ando-se o 

	

~~'ti,ni.A r~ v rv, to 
-I nn-n 	 - .~_ -n 	~Z~.: 	a _ .i_ 	1 

plros0+latitdJ 	 ~' ~J, l_77r) em rdLQo UV limecge para a win lQlildU~t. de resolução ser 

mltitLl altn  ~- -r ï• 

r~ 	 l 1- - tt—~-- 	~-- r__ l_ ana~c~ 	~_ CO1 ~c n-- -- 	A lJ numero CVt'cü de Ie11t~LüCS ~ÌavdllaJ foi de 4'28177, sendo 78147 Ze11CAt7C5 "'Micas. tl 

rryrrsn64-u-7a rlrzc rlarlr,c na %iva rip rRcnllar~n a' ria QA.? OA 	,iltima rrnsna7in Q7 d t?1n_ 

O volume da cela 1111itári.a é de 2843030,5 A. 

Após cálculos Lea., funções dc 1uLayáv c úaitSid~ão 11_..~ ~_ 
ür'~~eFratlu.v o prvgrailtd vioincp 

~ V A KOi N Xr "f -A~Pt .YA K i 7V, 1997) ng melhores resultados indicaram "..m c.oe-Grie,nte rrÌQ 

correlação de 64,2 -"'r-o e Rr.x ú.e .'37,..'~ %p'alâ ã estrutura dc Cúlr. c~1}l~slrxãc~i-a. 

CÏ pr'y ncT~ ~ry,l~ rda rePnnmànty lztilizanrin RFTIMAifẁ.g foi feito lutili~arrrd^ nc gri..at.rv 

cadeias polspeptídicas como corpos rígidos. Fora-m encontradas 	ligações peptidicas cis entre 

A1a207-Asp208 em todos os quatros monómeros. Após 20 ciclos de refinamento de corpo 

ií~ld4 

 

foi obtìdo iìFïl modelo onde RE., e Rfree corlYcr~l.t~dtü a 33,53 ')/i e 34,36 -°rv, 

respectivamente P correlação AP =/51,6 Cy6 com rt modelo rte hncra, 

3_-_ V tarn/UC FC1117~_1t11eÌ1tCì JeRL11iIÉe 2C~tÌ) fol E:C7131 ZeJ`i~1yCìC5 É1F FFl~tI1LtC7 as guano cadeias 

rsr,lirTivntirÌicdç e w açúcares como ll—nirlarlpc rip simetria nyãn-rwrictdlrvwrifira AYnn'~c b' — 

refinamenro foi obtido uin modelo onde Rfator e Rfree convergiram a 20,97 % e 26,00 %, 

respectivamente e apresentando correlação de 92,2 % com o modelo de busca. 

Após a correção das cadeias laterals dos resíduos de âllrod Clü ïJ foram adicionadas 400 VV  

riFniQcllÏac de áá la com XtalVinur `NicREN, iv,1y) an mçld.elo, e L? ultimo r¢tingmPnto por 

taãTl 
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restrição foi feito  resultando em Rta¢x de 18,59 % e Rime de 24,57 %. O coeficiente  de 

correlação rsailixroi.i. a 971,9 %. 

Tabela C L• .-C . 	~ ' do ..~ 	 i lectina 	 T.7' 	 i 	I t ãwáã ~- tãiáunúCº3 ~. :: i  icte.itn:i?: iv uá 	de sementes de ~.~táttláiáCvíZt ~iiCnndá com átfá-íTe2"ut- 
manostdeo. 

Grupo Espacial C222r 
a = 101,24 A 
b = 115,86 A 

rfA2yJü 74 A l = LY 

rfiar-._iEic-iLtss de Ccluié. Unitária 

Faixa de Resolução 10 — 2,32 A 
Conteúdo da Unidade Assimétrica Um tetrâmero 
Reflexões Únicas 58145 
Completeza (%) 96,2 (97,4) 
R.gC (%) 8,2 (32,3) 

<1,/o(1)> 7,$ (2,2) 

Rfaia,- (°lo) 18,59 
Rs,— (%) 24,57 

A CSE:L€:LCríiá obtida 1VZ ãv-a  Litt ãpïez,e+tt̀ iild V ppVyf! %U c n n~ ,7_ 	 s a _ 
' Q 	CSC lCSitlitVJ de dFït't1iVQaiitlJ rfsi 

posições g.nuito fávorávsyië no ~~rn ds> 	 n 14,n vfn am posigCac afiirï~naim~nta 

idvC7iáYCIS_ i~rFificsiïi resíduo se posicionou t-tit Le-as ge"tìtSV3itiÌteLlte pet 	vu ViV2 bid-'~̀-. 

A mMia dos desvios 	de comprimento de ligações foi de 0,027 A e dor ?-F2g.Fl.os de 

ligação- foi de 2,221 ' (Tabela 6). 
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Tabela 6 - 	esicreâtaii:=miá os dos reSidüá3S de nm ittoklúoS i~i.á kciiún de se-lentes v.c Ce,.tdiãta 
complexada com alfa-metil-maºosídeo_ 

Distribuição 	dos 	resíduos 
Rarndcita[idra[2 

no 	gráfico 	de 

Resíduos em posições 
Muito lávoi`8v6s 86,v To 
Adicionalmente favoráveis 14,0 % 
Generosamente permitidas 0,0 % 
Proibidas 0,0 % 

Desvios Quadráticos 
Comprimento de ligações 0,027 it 
Ângulos de ligação 2,221 O 
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5. Discussão 

Na tribo Diocleinae, somente as lectinas de Canavalia ensiformis, C. brasiliensis, 

Diodea grandiflora, D.guianensis e Cratylia mollis tiveram suas estruturas tridimensionais 

resolvidas por difração de raios X. A similaridade de seqüências primárias entre estas lectinas e 

a CGL é de 99%, 98%, 83%, 88% e 78%, respectivamente (Figura 46). Embora estas lectinas 

apresentem alta similaridade na seqüência primária, têm pequenas diferenças nas estruturas 

terciárias que se refletem em alterações em suas estruturas quaternárias. Esta parece ser a 

razão de tantas diferenças na potência de várias atividades biológicas apresentadas por estas 

lectinas. 
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Figura 46 - Alinhamento das seqüências primárias das lectinas de Canavalia ensiformis (ConA), C.brasiliensis 
(ConBr), Diocleagrandíflora (DGL), D.guia>zensis (Dgui), Cratylia mollis (Cra) e Canavaliagladíata (CGL). 



100 

As substituições de aminoácidos que foram feitas na seqüência da estrutura modelo 

(5CNA, ConA) foram feitas e o mapa de densidade eletrônica foi satisfeito nestas regiões 

(Figuras 47, 48, 49 e 50). 

Figura 48 - Substituição do resíduo Ser21  por Asn no monômero da CGL. 

Figura 47 - Substituição do resíduo Asp56  por Gly no monômero da CGL. 
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Figura 44 - Substituição do resíduo A1a70  por Gly no monômero da CGL. 

Figura 50 - Substituição do resíduo Glu'92  por Asp no monômero da CGL. 

A estrutura tridimensional de todas as lectinas de sementes de leguminosas pode ser 

descrita como sendo cadeias de cerca de 30 kDa (massa molecular aparente) que formam uma 

folha-beta pregueada posterior quase plana, constituída por cinco cadeias; uma outra folha-

beta dianteira que é curva e formada por sete cadeias e uma folha-beta curta, de cinco cadeias, 

que se situa no topo da molécula. Entre estas folhas-beta, vários "loops" fazem a conexão 

(BANERJEE et al., 1996). 

A estrutura completa da CGL nativa é mostrada na Figura 51. 0 tetra' mero é formado 

pela associação de dois dimeros canônicos típicos de leguminosas associados através de 

contatos pelas folhas-beta para formar a estrutura quaternária (Figura 52). A cadeia peptídica 
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formadora do monômero tem 237 resíduos. 

Figura 51 - Estrutura tridimensional completa do tetrâmero de CGL. As bolas verdes representam ions Cat+ e as 
bolas vermelhas, Mn2+. A figura foi feita com o programa PdbViewer (GUEX AND PEITSCH, 1997). 

Cada monômero apresenta 16 trechos em conformação secundária do tipo beta 

interligadas por resíduos que não apresentam nenhuma estrutura secundária regular e quatro 

pequenos trechos que se aproximam de uma conformação de alfa-hélice. O primeiro trecho 

em alfa-hélice compreende os resíduos Thr15-Ile17, o segundo Leu81-Asn83, o terceiro Thr150-

G1y152  e o quarto Gly227-Leu229. 

Figura 52 - Dímeros da DGL, à esquerda, dimeros canônicas; à direita, não-canônicos. 
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Os trechos de conformação tipo beta são 11e4-Asp10  (7 resíduos), His24-I1e29  (6 resíduos), 

Lys36-Lys39  (4 resíduos), Va147-Ans60  (14 resíduos), Argb5-Ser71  (7 resíduos), Sern-Aspes (7 

resíduos), Trp88-Ser96  (7 resíduos), Thr1°5-Ser117  (13 resíduos), Thr123-Phe130  (8 resíduos), Leu140-

G1y144  (5 resíduos), Thr147-Thr148 (2 resíduos), Leu154-G1u155 (2  resíduos), Va1170-Phe175 (6 

resíduos), Va1179-His180  (2 resíduos), A1a186_Leu198  (13 resíduos) e G1y209-Asn216  (8  resíduos). 

Na prática, o que se vê na estrutura são duas grandes folhas-beta pregueadas. A face 

posterior ou dorso da molécula é composta por uma folha-beta formada por 6 segmentos 

antiparalelos (Leu140-G1y14¢, Va1170-Phe175,  Trp88-Ser96, G1y209-Asn216,  Ile4-Asp10  e His24-11e29) e a 

face anterior composta por 7 segmentos (Thr123-Phe130, Thr105-Ser117,  A1a186_Leu198, Va147-Asn60, 

Arg65-Ser71, Sern-Asp83  e Lys36-Lys39) também antiparalelos (Figura 53). Estas folhas-beta são 

mantidas juntas pelos segmentos sem estrutura secundária regular que os ligam. 

Como em outras lectinas ConA-like, o dlmero canônico é formado com as folhas-beta 

Figura 53 - Folhas-beta de 6 segmentos e de 7 segmentos do monômero de CGL. 
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de sete segmentos de cada monômero associadas através de contatos beta-beta de maneira a 

formar uma folha única de 14 segmentos. As folhas Asn124-G1n132 de cada monômero estão 

associadas antiparalelamente. Além dos contatos beta-beta, ligações de hidrogênio também 

estabilizam o tetrâmero como a existente entre os resíduos Asn131  e G1n132  de um monômero e 

Thr123  e Asn124  do outro monômero que têm entre si, em média, a distancia de 2,66 A (Figura 

54). 

Figura 54 - Ligações de hidrogênio entre os resíduos Asn'3' e Gin132  de um monômero e Thr e Asn124  do outro 
monômero de CGL. Em tracejado verde estão representadas as ligações de hidrogênio entre as duas folhas R. 

Os contatos entre os dimeros não canônicos são feitos através de contatos frente a 

frente dos conjuntos de folhas-(3 de 6 segmentos. A distância entre eles varia em torno de 

10,05 A (entre os resíduos His127  dos dois monômeros) a 5.46 A (entre os resíduos Gly58) 

(Figura 55). 
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Figura 55 — Corte longitudinal de dímeros não-canônicos de CGL mostrando os contatos 13-13 entre eles. A 
distancia entre a folhas 13 varia de 10,09 a 5,46 A. 

Nas estruturas de ConA já publicadas, alguns "loops" superficiais (118-121, 149-151, 

160-163) (NAISMITH , 1994; DEACON et al, 1997; BOUCKAERT et al, 1999) e resíduos da 

região N-terminal mostraram pouca densidade eletrônica. No caso da CGL os "loops" 149-151 

e 160-163 apresentaram forte densidade eletrônica, a exceção foi apenas do "loop" superficial 

118-121 (Figura 56). 
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Figura 56 — "Loops" da CGL. à esquerda o "loop" 149-151 e à direita "loop" 160-163. 

Na CGL nativa os aminoácidos envolvidos no sitio de ligação a metais são conservados 

e suas estruturas mostram similaridades com aquelas determinadas em outras lectinas de 

leguminosas (CALVETE et al., 1999). (Figura 57) 

Figura 57 - Sítio de ligação de metais. Com  vermelho estão representados os átomos de carbono, em azul os de 

nitrogênio. O ion Cálcio está representado em magenta e o íon manganês em amarelo. Moléculas de água são 
representadas como esferas vermelhas. 0 esqueleto carbônico protéico é representado pela fita em azul. 
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Os monômeros contêm íons manganês e cálcio na vizinhança do sítio de ligação a 

earboidrato (Fig. 53). 0 íon meráiico cálcio provoca a isomerizaro trans-cis da ligação 

peptidica A1a207-Asp208 que é conservada em todas as estruturas de lectinas de leguminosas 

conhecidas. A ligação cis-peptidica contribui para a estabilização do sítio de ligação 

orientando as posições dos resíduos Asní4 e Arg 228. Cada um dos ions metálicos forma ligações 

de coordenação com quatro cadeias laterais de aminoácidos, e duas moléculas de água, Glu8, 

Asp10, Asp19 e His24 com Mn2+; Asp10, Tyr12, Asn14 e Asp19 com Cal+. Na tabela 7 são dadas as 

distâncias entre átomos de alguns destes resíduos e os íons metálicos. No caso do íon cálcio, 

uma das moléculas de água forma uma ponte entre o metal e o grupo carbonila da cadeia 

principal do Asp208 também estabilizando a ligação peptidica cis A1a207-Asp208. 

Tabela 7 - Dist+ancia entre os átomos de resíduos que fazem coordenação com os íons metálicos na molécula da 
lectina de sementes de C.gladiata. 

Átomo Resíduo Metal Distância 
0E2 8 	GLU MN 2.297 
OD2 10 	ASP MN 1.974 
OD1 19 	ASP MN 2.151 
o 12 	TYR CA 2.271 
OD2 19 	ASP CA 2.341 

No modelo final, 85,9 % dos resíduos estão em regiões amplamente favoráveis no 

gráfico de Ramachandran e 14,1 % em regiões adicionalmente permitidas. 
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Figura 58 - Gráfico de Ramachandran dos resíduos da lectina de sementes de C.gladiata. Feito com o programa 
PROCHECK. 

Promovendo-se a sobreposição das cadeias A dos tetrâmeros de CGL e da ConA 

(5CNA) utilizando o programa SPDBViewer, obtêm-se um desvio médio quadrático de 1,95 1 

e entre estas cadeias. Na Figura 59 fica evidente a diferença entre CGL e ConA na angulação 

dos monômeros para a formação do tetrâmero. 

Figura 59 — Sobreposição das cadeias A dos tetrâmeros de CGL (amarelo) e da ConA (5CNA, azul) utilizando o 
programa SPDBViewer. 
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Figura 60 — Sobreposição dos tetrãmeros de CGL (amarelo) e da ConA (5CNA, azul) utilizando o programa 
SPDBViewer. 

Quando a sobreposição é feita levando-se em conta o tetrâmero como um todo, o 

desvio padrão quadrático entre as posições dos átomos de carbono alfa das estruturas de ConA 

e CGL passa a 4,66 A (Figura 60). 

Cerca de 49,2 % dos resíduos de aminoácidos da estrutura de CGL estão na superficie 

da molécula, em contato com o solvente (resultados obtidos através do programa PROVE-

PROTEIN VOLUME EVALUATOR (PONTIUS, RICHELLE AND WODAK, 1996)). 

Na estrutura da lectina de CGL complexada com o açúcar a-metil manosídeo, a 

densidade eletrônica deste último foi fortemente visível indicando que o processo de soaking 

utilizado foi altamente eficiente na ocupação dos sítios de ligação de carboidratos. 

Entre outras, as ligações de hidrogênio entre o açúcar e Asn14, Asp208, GlyS9  e Leu99  

ficaram evidenciadas (Figura 61). 
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Figura 61 — Posicionamento do açúcar a-metil-manosídeo no sitio de ligação de carboidratos e as ligações de 
hidrogênio estabelecidas com a cadeia polipeptídica de CGL. Fica evidenciada a densidade eletrônica das 

estruturas. 
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6. CONCLUSÕES 

Esta tese mostra a estrutura tridimensional da lectina de sementes de Canavalia 

gladiara, uma lectina ConA-like, a 2,3 A de resolução, que foi depositada no Protein Databank 

com o código 1WUV e a estrutura da lectina complexada com alfa-metil-manosídeo, ainda 

não depositada. 

As subunidades de CGL mostram um alto grau de conservação na estrutura terciária e 

nos sítios de ligação. Arquitetura de lectinas de leguminosas é composta de folhas-beta 

pregueadas, seus monômeros são formados por 16 folhas-beta antiparalelas interconectadas 

por voltas e "loops". A estrutura quaternária é relacionada à atividade biológica, uma vez que 

a distribuição espacial dos sítios de ligação a carboidratos nas lectinas oligoméricas determina 

a habilidade destas proteínas distinguirem e fazerem ligações cruzadas com sacarideos ligantes 

multivalentes ou glicoconjugados de superfície celular. O exame de estruturas adicionais de 

lectinas de Canavalias indubitavelmente contribuirá significantemente para posterior 

consideração da estrutura molecular destas lectinas, no que concerne a suas atividades 

biológicas tão distintas. 

Embora algumas estruturas de ConA já sejam conhecidas, as informações sobre 

estruturas tridimensionais de outras lectinas de Diocleinae, particularmente de outras espécies 

do gênero Canavalia, são restritas. Este grupo de lectinas apresenta um alto grau de 

similaridade, mas mostra significantes diferenças no potencial de várias propriedades 

biológicas e estudos mais profundos devem ser feitos para estabelecer as relações 

estrutura/função neste grupo de proteínas. 
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