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Resumo 

 

 

 

Atualmente, os modelos tridimensionais de macromoléculas biológicas obtidos por meio das 
técnicas de difração de raios-X (cristalografia) ou de ressonância magnética nuclear constituem uma 
das bases principais para o desenho racional de fármacos. Nesse contexto, a área de cristalografia de 
proteínas é responsável por cerca de 85% de todos os modelos estruturais de macromoléculas 
biológicas encontrados nos bancos de dados. Este fato, por si só, tem permitido um grande avanço 
da área tanto em instituições de pesquisa científica quanto em empresas farmacêuticas. Desde que a 
linha de luz CPr do Laboratório Nacional de Luz Síncrotron (LNLS, Campinas, SP, Brasil) foi 
construída e aberta à comunidade científica em 1997, centenas de conjuntos de dados de difração de 
raios-X por cristais de macromoléculas biológicas têm sido coletados. Grande parte desses conjuntos 
foi usada para resolver a estrutura de proteínas pela técnica de substituição molecular; técnica esta 
que utiliza um modelo tridimensional já conhecido semelhante àquele que se pretende determinar. 
Contudo, até 1999, quando o projeto desta tese foi escrito, não mais do que duas estruturas 
cristalográficas inéditas haviam sido resolvidas por grupos de pesquisa no Brasil. Em vista disso, o 
projeto teve como objetivo principal otimizar as condições necessárias para a resolução de estruturas 
inéditas de proteínas usando as facilidades da linha CPr do LNLS. O processo envolveu não só a 
preparação das amostras para a coleta de dados, mas também o processamento e a análise dos 
resultados. Durante os quatro anos desta tese, inúmeros conjuntos de dados foram coletados na linha 
CPr. Os primeiros experimentos utilizando uma proteína teste (lisozima) foram essenciais para 
avaliar tanto o método de crio derivatização rápida para a preparação das amostras quanto a 
qualidade dos conjuntos de dados coletados. Os experimentos iniciais possibilitaram aumentar ainda 
mais as potencialidades do método de crio derivatização rápida e ajustá-lo às condições da linha de 
luz CPr. A experiência adquirida com este trabalho inicial foi aplicada, em seguida, na resolução de 
algumas estruturas inéditas de proteínas de organismos variados. Os resultados permitiram concluir 
que a aplicação do método de crio derivatização rápida para a preparação dos cristais e o uso de 
radiação monocromática (1,54 Å), proveniente do síncrotron brasileiro, podem aumentar, 
significativamente, as chances de sucesso para a determinação de estruturas inéditas de 
macromoléculas biológicas no país. Apesar de todo o trabalho ter sido realizado com uma fonte de 
radiação síncrotron (LNLS), os resultados obtidos no final desta pesquisa permitem adiantar e 
prever o uso de geradores convencionais de raios-X junto com o método de crio derivatização rápida 
para a resolução de estruturas inéditas em laboratórios de pequeno porte. Isso poderá proporcionar, 
sem sombra de dúvida, um grande avanço nos projetos pós-genoma em desenvolvimento no país. 

 
Palavras-chave: Cristalografia de Proteínas, Radiação Síncrotron, Método de Crio Derivatização 

Rápida e Estruturas Macromoleculares Inéditas. 
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Abstract 

 

 

 

Nowadays, three-dimensional models of macromolecules obtained by X-ray diffraction 
(crystallography) and nuclear magnetic resonance techniques are one of the main bases for rational 
drug design. The protein crystallography field is responsible for almost 85% of all macromolecule 
models found in databases. This fact, by itself, is responsible for great progress of the field in 
research institutions and pharmaceutical industries. From the time when the CPr beamline of the 
Brazilian National Synchrotron Light Source (LNLS, Campinas, SP, Brazil) was built and its use by 
the scientific community was authorized in 1997, hundreds of X-ray diffraction datasets have been 
collected. Most of the datasets collected at the CPr beamline were used to solve the structure of 
proteins by the molecular replacement method. This method involves the use of a known search 
model, closely similar to the investigated macromolecule. However, until 1999, when the project for 
this thesis was written, no more than two novel crystallographic structures had been solved in Brazil. 
As a result of this, the project had the main goal to optimize the conditions required to the solution 
of novel macromolecule structures using the CPr beamline at the LNLS. This project involved not 
only preparation of samples for data acquisition, but also processing and analysis of results. During 
four years, several X-ray diffraction datasets were collected at the CPr beamline. First experiments 
using a test protein (lysozyme) were essential to check the quick cryo soaking approach for sample 
preparation as well as the quality of datasets. These initial experiments allowed to increase the 
applicability of the quick cryo soaking approach and to adjust it to the CPr beamline. The experience 
acquired as a result of this initial work was used to solve the structure of a few novel proteins from 
different organisms. The main conclusion achieved after this work is that the use of the quick cryo 
soaking approach to prepare crystals for data collection and the use of monochromatic radiation 
(1,54 Å) from the Brazilian synchrotron can noticeably increase the chances of success in the 
determination of novel protein structures in our country. Even thought only synchrotron radiation 
was used in this work, results obtained at the end of this research indicate and forecast the use of 
conventional X-ray sources with the quick cryo soaking approach to solve the structure of novel 
proteins in small laboratories. This may promote, with no doubt, great advances in pos-genomic 
projects under development in our country. 

 
Key words: Protein Crystallography, Synchrotron Radiation, Quick Cryo Soaking Approach and 

Novel Macromolecule Structures. 
 
 



1 Apresentação 

 

Esta tese foi desenvolvida ao longo dos últimos quatro anos (1999-2003), durante o curso de 

Doutorado do Instituto de Física Gleb Wataghin (IFGW) da Universidade Estadual de Campinas 

(UNICAMP). O trabalho experimental foi realizado, em sua maior parte, no grupo de Cristalografia 

de Proteínas (CPr) do Laboratório Nacional de Luz Síncrotron (LNLS). Porém, alguns experimentos 

foram realizados nos Estados Unidos, no National Synchrotron Light Source (NSLS). A formação 

acadêmica, científica e intelectual do aluno foi complementada com a participação em 10 congressos 

nacionais e internacionais realizados no país e 2 cursos internacionais realizados pelo European 

Molecular Biology Laboratory (EMBL) no European Synchrotron Radiation Facility (ESRF) em 

Grenoble (França) e pelo Instituto de Tecnologia Química e Biológica (ITQB) em Oeiras (Portugal). 

Além disso, o aluno realizou um doutorado sanduíche, com duração de seis meses, no grupo do 

pesquisador Dr. Zbigniew Dauter no Brookhaven National Laboratory em Upton (Estados Unidos). 

O conteúdo desta tese abrange tanto aspectos relacionados à Física quanto à Biologia e, por 

isso, pode-se classificá-la como pertencente a área de Biofísica. Uma classificação mais específica 

permite, ainda, colocá-la dentro da subárea conhecida por Cristalografia de Proteínas, já que seu 

conteúdo aborda a aplicação de uma técnica física de medida (difração de raios-X por cristais) para 

estudar a estrutura tridimensional de macromoléculas biológicas como as proteínas. 
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Este projeto teve o apoio financeiro da Fundação de Amparo à Pesquisa do Estado de São 

Paulo (FAPESP) e está cadastrado sob o número 98/06218-6. 

O autor deste trabalho, Ronaldo Alves Pinto Nagem (rapnagem@hotmail.com), nasceu em 

Belo Horizonte (MG), no ano de 1975. Em 1993, ainda em sua cidade natal, completou o segundo 

grau no Colégio Logosófico González Pecotche. No ano seguinte, iniciou um curso universitário no 

Instituto Tecnológico de Aeronáutica (ITA) em São José dos Campos (SP), mas, por motivos 

pessoais, retornou a Belo Horizonte, no mesmo ano, para fazer o curso de Física pela Universidade 

Federal de Minas Gerais (UFMG). Seu primeiro contato com a área de Cristalografia de Proteínas 

foi em 1997, quando foi selecionado para uma bolsa de verão no Laboratório Nacional de Luz 

Síncrotron. Desde novembro de 1998, Ronaldo Alves Pinto Nagem é bacharel em Física pela 

Universidade Federal de Minas Gerais. 
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2 Introdução 

 

Em 1912, Max von Laue interpretou, pela primeira vez, os resultados de um experimento de 

difração de raios-X por um cristal (FRIEDRICH, KNIPPING & LAUE, 1912; GIACOVAZZO, 

1992). O estudo marcou o início da cristalografia de raios-X e permitiu com que os princípios físicos 

que governam esses experimentos pudessem ser determinados. Normalmente, em um experimento 

típico de difração, um feixe contínuo de raios-X é incidido sobre um cristal e, devido à periodicidade 

do cristal e à interação dos raios-X com a matéria, principalmente com os elétrons, os raios 

incidentes são difratados em várias direções. A análise das intensidades relativas dos raios difratados 

permite obter informações estruturais sobre as moléculas constituintes do cristal. Em 1913, a técnica 

foi utilizada por William Lawrence Bragg e von Laue para resolver a estrutura cristalográfica de 

pequenas moléculas inorgânicas como o cloreto de sódio, iodeto de potássio, entre outras (BRAGG, 

1913). 

As proteínas, ao contrário das moléculas inorgânicas, são extremamente maiores podendo ter 

milhares de átomos covalentemente ligados. Essas macromoléculas biológicas, presentes aos 

milhares em todas as células, possuem também as mais diversas formas e funções. Essa diversidade 

de funções só é possível porque cada macromolécula apresenta uma forma tridimensional específica 

que lhe confere uma atividade biológica também específica. Apesar de os cristais de proteína serem 

conhecidos desde o início do século XX, foi apenas em meados de 1960 que Max Ferdinand Perutz, 
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John Cowdery Kendrew e outros pesquisadores determinaram as primeiras estruturas 

cristalográficas de macromoléculas biológicas (PERUTZ et al., 1960; KENDREW et al., 1960; 

BLAKE et al., 2001). Desde então, grandes avanços metodológicos e tecnológicos foram e têm sido 

observados nesta área. 

As informações estruturais obtidas a partir do modelo tridimensional de uma macromolécula 

biológica constituem uma das bases para o desenho racional de fármacos, pois permitem, juntamente 

com os estudos bioquímicos, determinar com precisão os mecanismos de reação das moléculas bem 

como localizar suas regiões funcionais. Esses fatos têm permitido um grande avanço da área tanto 

em instituições de pesquisa científica como em empresas farmacêuticas. 

Atualmente, a área de Cristalografia de Proteínas é responsável por cerca de 85% das 

estruturas macromoleculares encontradas no Protein Data Bank (PDB; BERMAN et al., 2000). O 

banco de dados (http://www.rcsb.org/pdb/) contém as coordenadas espaciais de diversas estruturas 

macromoleculares resolvidas até o momento, tanto por difração de raios-X quanto por ressonância 

magnética nuclear. Como se pode observar pela figura 2.1, o número de estruturas resolvidas 

anualmente vem aumentando rapidamente. No início de 2003, o banco de dados armazenava cerca 

de 20.000 modelos estruturais de macromoléculas biológicas de vários organismos. Apesar da 

grande quantidade de estruturas resolvidas até essa data, sabe-se que o valor corresponde a uma 

fração ainda pequena do total de proteínas encontradas nos seres vivos. Assim, grandes 

investimentos financeiros e esforços humanos têm sido feitos para permitir um rápido crescimento 

do número de estruturas macromoleculares resolvidas anualmente em todo o mundo. Exemplos 

desses esforços são vistos nos vários projetos “Genoma Estrutural” desenvolvidos em alguns países 

(STEVENS, YOKOYAMA & WILSON, 2001). 

Até onde se sabe, a contribuição brasileira para o PDB é ainda modesta, uma vez que o 

número de grupos de pesquisa em cristalografia ou ressonância magnética nuclear dedicados ao 

estudo de macromoléculas biológicas é pequeno, quando comparado com outras áreas da Ciência. 

Entretanto, alguns investimentos, em âmbito nacional, têm permitido o crescimento dessas áreas de 

pesquisa. Um dos exemplos mais marcantes e que foi vital para o desenvolvimento deste trabalho é 

a construção de uma estação experimental inteiramente dedicada à Cristalografia de Proteínas no 

Laboratório Nacional de Luz Síncrotron. A estação, mais conhecida como linha CPr 

(POLIKARPOV et al., 1998a, 1998b), foi liberada em 1997 para a comunidade científica que 

passou a dispor de uma fonte intensa de raios-X para experimentos de difração por cristais de 

proteína. 
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Figura 2-1. Evolução do número de estruturas macromoleculares resolvidas ao longo dos anos utilizando as técnicas de 

cristalografia de proteínas e ressonância magnética nuclear. [Fonte: Protein Data Bank, http://www.rcsb.org/pdb/]. 

 

Quando o projeto desta tese foi escrito, no início de 1999, vários conjuntos de dados já 

haviam sido coletados na linha CPr do LNLS. Entretanto, quase todos foram utilizados para resolver 

estruturas de proteínas que já apresentavam alguma semelhança com proteínas previamente 

depositadas no PDB. Essa situação não contribuía, portanto, para a determinação de estruturas ainda 

“desconhecidas” pela comunidade científica. Era necessário, então, verificar a viabilidade da 

resolução de estruturas inéditas utilizando as facilidades da linha de luz CPr do LNLS. 

Foi estabelecido, portanto, como objetivo principal para este projeto, adquirir os 

conhecimentos técnicos e científicos necessários para a resolução de estruturas de proteínas inéditas, 

além de otimizar as condições necessárias para a execução da tarefa na linha de luz CPr. 

Além do que já foi exposto, uma explicação a respeito do título desta tese (Otimização das 

condições para a aquisição de dados de derivados e para a determinação das fases dos fatores de 

estrutura de cristais de proteínas por meio da difração da luz síncrotron) merece ainda ser dada. 

Inicialmente, deve-se ter em conta que o termo “luz síncrotron” é usado para designar toda radiação 

eletromagnética proveniente de um anel de armazenamento de partículas carregadas, 

tradicionalmente, elétrons relativísticos. Neste caso específico, a radiação de interesse se concentra 

na faixa dos raios-X e, em vista disso, a substituição do termo “luz síncrotron” por “raios-X” 

poderia ser feita. 

A obtenção da estrutura tridimensional de um cristal de proteína por meio da técnica de 

difração de raios-X requer, inevitavelmente, a determinação das fases dos fatores de estrutura do 
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cristal. No caso de cristais de proteínas inéditas, sem homologia com nenhuma outra proteína de 

estrutura conhecida, as fases são obtidas, normalmente, com a coleta dos dados de difração de um 

cristal devidamente preparado chamado “derivado”. Assim, pode-se dizer que este trabalho foi 

desenvolvido sob a perspectiva da otimização das condições necessárias para a resolução da 

estrutura de cristais de proteínas inéditas por meio da técnica de difração de raios-X utilizando 

radiação proveniente de uma fonte síncrotron. 

É importante ressaltar que o termo “estruturas de proteínas inéditas”, utilizado ao longo desta 

tese, refere-se àquelas estruturas cristalográficas de proteínas que não podem ser resolvidas pelo 

método de substituição molecular a partir de um modelo tridimensional já conhecido. 

Para uma melhor compreensão da pesquisa desenvolvida, esta tese foi dividida em duas 

partes principais. Na primeira, capítulos 3 a 5, são abordados alguns pontos teóricos. Na segunda, 

principalmente o sexto capítulo, são apresentados os resultados alcançados neste projeto. Alguns dos 

trabalhos já publicados ou mesmo aqueles já concluídos e em processo de submissão para revistas 

internacionais, relacionados diretamente com a pesquisa sugerida no projeto de tese, serão 

incorporados ao texto permitindo uma visão mais completa do assunto. 
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3 Peptídios e proteínas 

 

Neste capítulo será apresentado um resumo sobre o tema peptídios e proteínas salientando os 

aspectos essenciais para a compreensão do trabalho experimental desenvolvido nesta tese. Não é 

objetivo, portanto, mostrar todos os detalhes sobre o tema uma vez que o assunto é amplamente 

descrito em inúmeros livros de bioquímica. A introdução começará com a descrição das unidades 

básicas dos peptídios e das proteínas: os aminoácidos. Será apresentado, também, como os peptídios 

e as proteínas são formados pelos aminoácidos e como estes são responsáveis pela formação das 

estruturas primária, secundária, terciária e quaternária. Para aqueles que possuem os conhecimentos 

básicos sobre o tema, a leitura deste capítulo pode ser omitida. Já para aqueles que desejam saber 

mais sobre o assunto, os livros Lehninger Principles of Biochemistry (NELSON & COX, 2000) e 

Introduction to Protein Structure (BRANDEN & TOOZE, 1991), utilizados para a elaboração deste 

capítulo, abordam outros aspectos importantes que não são tratados aqui. 

 

3.1 Aminoácidos 

 

As proteínas e os peptídios são macromoléculas biológicas compostas por unidades 

fundamentais chamadas aminoácidos. O segredo da estrutura e da função das macromoléculas está 

na maneira como os aminoácidos interagem e se dispõem no espaço. 
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De uma forma geral, as proteínas são constituídas a partir de um mesmo conjunto de 20 

aminoácidos, unidos covalentemente em seqüências características. O notável é que as células 

podem organizar os 20 aminoácidos em variadas combinações e seqüências para obter peptídios e 

proteínas com propriedades e atividades diferentes. Entretanto, todos os 20 aminoácidos possuem 

uma estrutura geral conforme mostra a figura 3.1. 

 

 

Figura 3-1. Estrutura geral de um aminoácido. Os grupos amina e carboxila aparecem ionizados, como ocorre em pH 7. 

 

Pode-se ver que existem quatro grupos ligados covalentemente ao carbono central (Cα em 

azul): um grupo carboxila, um grupo amina, um hidrogênio e um grupo R. O grupo R ou cadeia 

lateral varia em estrutura, tamanho, carga elétrica e solubilidade em água e é, portanto, a parte 

responsável pela diferenciação entre os 20 aminoácidos. 

Uma característica interessante de um aminoácido se refere à sua quiralidade1. Sabe-se que 

de todos os 20 aminoácidos apenas um não possui um centro quiral (Cα). Um centro quiral pode 

existir tanto na forma L quanto na forma D, conforme mostrado na figura 3.2. Entretanto, os 

aminoácidos presentes em proteínas apresentam apenas a forma L. 

 

 
Figura 3-2. Exemplos da forma L e D em aminoácidos. No caso da alanina, a cadeia lateral é formada pelo grupo CH3. A 

forma L apresenta, no sentido horário a partir da ligação Cα-H, os grupos +NH3, COO- e R enquanto a forma D 
apresenta, no mesmo sentido, os grupos R, COO- e +NH3. 

 

A figura 3.3 mostra as estruturas dos 20 aminoácidos encontrados normalmente em proteínas 

e peptídios, seus nomes e abreviações e a classificação deles quanto à polaridade do grupo R. 

 

                                                 
1 Uma molécula é dita quiral quando sua imagem espelhada não pode ser superposta à sua imagem real. Para maiores 
detalhes aconselha-se a leitura do capítulo 7 do livro “Fundamentals of Crystallography” (GIACOVAZZO et al., 1992). 
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Figura 3-3. Estrutura, nomenclatura e classificação quanto à polaridade dos grupos R dos 20 aminoácidos comumente 
encontrados em proteínas e peptídios. Eles são mostrados com os grupos amina e carboxila ionizados, como acontece 
em pH 7. A prolina (P) é o único aminoácido desta lista que não apresenta a estrutura geral mostrada anteriormente. A 

glicina (G), por sua vez, é a única que não apresenta um centro quiral. [Adaptado de NELSON & COX, 2000]. 
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3.2 Ligações peptídicas 

 

A ligação covalente entre dois aminoácidos é chamada de ligação peptídica. A reação 

química ocorre pela retirada do ânion OH- do grupo carboxila de um aminoácido e pela retirada do 

cátion H+ do grupo amina do outro aminoácido resultando na formação de um dipeptídio 

(polipeptídio) e de uma molécula de água, como mostra a figura 3.4. De maneira similar, três ou 

mais aminoácidos podem se unir para formar polipeptídios maiores e, dependendo do tamanho das 

cadeias polipeptídicas, estas macromoléculas recebem o nome de proteínas. 

Os aminoácidos que formam o polipeptídio ou a proteína passam a ser chamados de 

“resíduos” já que perderam alguns átomos durante a reação química. O resíduo de aminoácido 

localizado no extremo do polipeptídio com um grupo amina livre é chamado de resíduo N-terminal, 

enquanto o resíduo localizado na extremidade oposta (grupo carboxila livre) é chamado de resíduo 

C-terminal. Assim, os polipeptídios são reconhecidos pela seqüência de seus resíduos, começando 

pelo resíduo N-terminal. A formação de sucessivas ligações peptídicas gera uma cadeia de resíduos 

que adota uma conformação espacial característica para aquela seqüência. A cadeia formada por 

todos os átomos com exceção daqueles pertencentes às cadeias laterais (grupos R) constitui a 

chamada cadeia principal da proteína. 

 

 
Figura 3-4. Esquema de uma ligação peptídica para formação de um dipeptídio. 

 

Dentre todos os 20 resíduos de aminoácidos, há um que requer uma atenção especial: o 

resíduo cisteína. Ele pode estar presente nas proteínas em duas formas: como cisteína propriamente 

dita ou como cistina. A segunda forma ocorre quando dois resíduos de cisteína estão unidos 

covalentemente por uma ponte dissulfeto (S-S). A ponte dissulfeto estabiliza a estrutura 

tridimensional do polipeptídio, mas só pode ocorrer se os resíduos de cisteína estiverem 

espacialmente próximos um do outro. 
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Figura 3-5. Ponte dissulfeto entre os átomos de enxofre das cadeias laterais de dois resíduos de cisteína. Cada um dos 

resíduos é, então, chamado de cistina. 

 

Além da divisão por resíduos, existe uma outra forma de analisar um polipeptídio em termos 

de unidades repetitivas. A cadeia peptídica pode ser definida por unidades que vão de um átomo Cα 

até o próximo átomo Cα. A razão de se dividir a cadeia peptídica dessa maneira é que os átomos 

estão fixos em um plano com as distâncias e os ângulos de ligação muito similares, já que as 

unidades peptídicas não envolvem as cadeias laterais. Sendo essas unidades grupos rígidos unidos 

por ligações covalentes com os átomos Cα, podem girar apenas em torno das ligações N-Cα e Cα-

C, como é mostrado na figura 3.6. Foi adotado, por convenção, que o ângulo de giro em torno da 

primeira ligação (N-Cα) se chamaria φ (phi) e o ângulo em torno da segunda ligação (Cα-C), para o 

mesmo átomo Cα, seria chamado de ψ (psi). 

 

 
Figura 3-6. Cadeia polipeptídica onde os átomos da cadeia principal estão representados por unidades peptídicas rígidas 

ligadas pelos átomos Cα. As distâncias atômicas entre as principais ligações químicas também são mostradas. 
[Adaptado de NELSON & COX, 2000]. 

 

Assim, a conformação da cadeia principal do polipeptídio estará completamente determinada 

quando os ângulos φ e ψ estiverem definidos para cada um dos resíduos. Contudo, muitas 

combinações dos ângulos φ e ψ não são permitidas porque poderia haver colisões entre os átomos 

pertencentes às cadeias lateral e principal. 
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3.3  Proteínas 

 

As proteínas são as macromoléculas mais abundantes nas células constituindo até 50% do 

peso destas quando secas. Não se conhecem, com certeza, os tamanhos mínimo e máximo da cadeia 

polipeptídica das proteínas, entretanto não é difícil encontrar algumas com 60 ou até 1000 resíduos 

de aminoácidos. Certas proteínas possuem apenas uma cadeia polipeptídica, mas outras, chamadas 

de oligoméricas, apresentam duas ou mais cadeias. As proteínas apresentam diversas funções 

biológicas e, por isso, milhares de tipos diferentes podem ser encontrados em uma única célula. 

Apenas como ilustração, o ser humano é dotado de mais de 30.000 genes capazes de codificar 

proteínas diferentes que exercem desde o transporte do oxigênio dos pulmões para as células até a 

regulação da atividade celular ou fisiológica (NCBI, 2003). 

Além dos resíduos de aminoácidos, as proteínas podem conter, em sua estrutura 

tridimensional, grupos prostéticos como lipídios, açúcares, metais específicos e outros. Estas 

macromoléculas são denominadas proteínas conjugadas. 

 

3.3.1 Estrutura tridimensional 
 

A estrutura tridimensional de uma proteína é normalmente dividida em quatro partes, como 

mostrado na figura 3.7. A primeira parte, chamada de estrutura primária, é a seqüência de resíduos 

de aminoácidos da cadeia polipeptídica. Com o avanço das técnicas de biologia molecular, a 

obtenção da seqüência de aminoácidos se tornou uma rotina nos laboratórios de pesquisa. Contudo, 

somente com os estudos de difração de raios-X por cristais de proteína ou com experimentos de 

ressonância magnética nuclear é que informações tridimensionais precisas sobre a estrutura das 

proteínas puderam ser identificadas. Estes estudos permitiram verificar que diferentes regiões da 

seqüência de resíduos de aminoácidos de várias proteínas adotam estruturas locais regulares 

conhecidas como hélices-α, folhas-β, entre outras. Estes elementos estruturais locais foram 

chamados de estrutura secundária de uma proteína e, devido à sua grande importância, serão tratados 

em separado na próxima seção. A terceira parte, chamada de estrutura terciária, é formada pelo 

“empacotamento” dos elementos de estrutura secundária em unidades chamadas domínios. Quando 

uma proteína é formada por várias cadeias polipeptídicas, os domínios se agrupam em uma estrutura 

quaternária. Pela formação de todas essas estruturas, a seqüência de resíduos de aminoácidos é 

colocada em um arranjo tridimensional capaz de formar regiões funcionais conhecidas como sítios 
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ativos, onde estão estabelecidas as condições físico-químicas necessárias para o exercício de uma 

função específica. 

 

 
Figura 3-7. Esquema das estruturas primária, secundária, terciária e quaternária de uma proteína. [Adaptado de 

NELSON & COX, 2000]. 

 

3.3.1.1 Elementos de estrutura secundária 

 

Com a determinação, em alta resolução, das estruturas moleculares de algumas proteínas, foi 

possível comprovar que regiões distintas da cadeia principal adotavam conformações locais 

similares. Essas conformações foram chamadas de estruturas secundárias e são caracterizadas pelo 

grande número de pontes de hidrogênio entre os grupos N-H e C=O dos resíduos de aminoácidos 

que as formam. Além disso, elas são obtidas quando vários números consecutivos de resíduos 

possuem os mesmos ângulos φ e ψ. As estruturas secundárias mais conhecidas são as chamadas 

hélices-α e as folhas-β. 

A hélice-α recebe esse nome porque o trajeto espacial adotado pela cadeia principal que a 

compõe segue a forma helicoidal. A cadeia principal se apresenta torcida ao longo de um eixo 

imaginário que atravessa longitudinalmente o centro da hélice, enquanto as cadeias laterais dos 

resíduos ficam dispostas para fora do eixo central. Essa estrutura é obtida quando um conjunto 

consecutivo de resíduos apresentam φ e ψ em torno de –60 e –50 graus, respectivamente. A figura 

3.8 mostra alguns aspectos da estrutura secundária. 

A hélice-α possui 3,6 resíduos por volta e pontes de hidrogênio entre o grupo C=O do 

resíduo n e o grupo N-H do resíduo n+4. Assim, todos os grupos N-H e C=O estão ligados por 

pontes de hidrogênio exceto o primeiro grupo N-H e o último grupo C=O da hélice. Em média, uma 

hélice-α contém cerca de 10 resíduos, podendo ser encontradas hélices com mais de 40. Um fato 



 14 

interessante a respeito das hélices-α está relacionado com o sentido do giro adotado pela cadeia 

principal. Apesar de L-aminoácidos serem capazes de formar hélices-α que giram tanto para a 

esquerda quanto para a direita, as proteínas apresentam apenas hélices-α com giro para direita. 

 

 
Figura 3-8. Diversas representações de uma hélice-α mostrando algumas de suas características. (a) Esta visão superior 
da hélice-α pode dar a falsa impressão de que o centro da hélice é vazia, contudo os raios de van der Waals dos átomos 

não estão corretamente representados. (b) Representação lateral utilizando átomos com raios de van der Waals 
corretos. Os átomos de hidrogênio foram omitidos nas representações (a) e (b). (c) Esquematização do traçado adotado 

pela cadeia principal em uma hélice-α. [Adaptado de NELSON & COX, 2000]. 

 

 
Figura 3-9. Esquema das pontes de hidrogênio entre os grupos N-H e C=O nas estruturas secundárias tipo folhas-β 

paralela e antiparalela. [Adaptado de NELSON & COX, 2000]. 

 

As folhas-β constituem outro grupo importante de estruturas secundárias normalmente 

observadas em proteínas. Ao contrário das hélices-α que são estruturas consecutivas, as folhas-β são 
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formadas pela combinação de diversas regiões da cadeia polipeptídica que se alinham lado a lado de 

forma paralela (com a mesma orientação amina-carboxila) ou antiparalela (com orientação amina-

carboxila oposta). Esse tipo de estrutura secundária é formado basicamente por segmentos de 5 a 10 

resíduos (fitas β) com ângulos φ e ψ em torno –30 a –160 e 90 a 180 graus, respectivamente.  

Em cada um dos dois tipos de folhas-β (paralela e antiparalela), ocorre um padrão diferente 

de pontes de hidrogênio entre os grupos N-H e C=O, como pode ser visto pela figura 3.9. 

 

 
Figura 3-10. Exemplos de representações para a estrutura tridimensional de uma proteína. Representação gráfica (a) 
para alguns átomos e ligações químicas; (b) para todos os átomos; (c) para as estruturas secundárias (hélices-α em 

ciano; folhas-β em vermelho; “loops” em amarelo); (d) para apenas os Cα (cadeia principal). Representação gráfica para 
o domínio “TIM barrel” da β-galactosidase de Penicillium sp.. 
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A maior parte das proteínas é formada pela combinação dos dois tipos de estruturas 

secundárias (hélices-α e folhas-β). Entretanto, outros tipos podem ser encontrados, mas uma 

descrição de todos eles estaria bem além dos objetivos deste trabalho. Vale ressaltar, porém, a 

existência das estruturas secundárias tipo “loop” ou “β turns” que são elementos de conexão entre as 

estruturas secundárias descritas e todas elas são usadas para análise e descrição dos modelos 

tridimensionais das proteínas estudadas. 

Para facilitar a visualização do modelo tridimensional de uma proteína e permitir uma 

melhor compreensão da interação entre os elementos de estrutura secundária, foram criadas as 

diferentes representações gráficas mostradas na figura 3.10. 
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4 Cristais de proteínas 

 

Este capítulo tem o objetivo principal de permitir àqueles que não tiveram uma formação 

específica na área de Cristalografia de Proteínas conhecer algumas definições básicas que serão 

usadas, com freqüência, no decorrer deste trabalho. O capítulo começará com uma rápida introdução 

ao processo de crescimento dos cristais de proteínas e a preparação deles para a coleta dos dados. 

Em seguida, serão introduzidos alguns pontos fundamentais sobre os cristais como rede cristalina, 

célula unitária, índices de Miller entre outros. Uma abordagem mais detalhada sobre o tema pode ser 

encontrada nos seguintes livros: Fundamentals of Crystallography (GIACOVAZZO et al., 1992) e 

Principles of Protein X-ray Crystallography (DRENTH, 1999). 

 

4.1 Princípios de cristalização de uma proteína 

 

Um dos passos essenciais para determinar a estrutura tridimensional de uma proteína por 

difração de raios-X consiste no crescimento de cristais dessas macromoléculas. A cristalização de 

proteínas é considerada por muitos como um processo de tentativa e erro no qual as proteínas são 

precipitadas, lentamente, a partir de uma solução que as contém. O processo envolve algumas etapas 

importantes: 
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i. A pureza da proteína é determinada e, se necessário, alguns processos de purificação 
são usados. De uma forma geral, quanto mais pura estiver a proteína, maiores as 
chances de crescimento de cristais. 

ii. A proteína é dissolvida em uma solução tampão contendo aditivos e agentes 
precipitantes como sulfato de amônio, cloreto de sódio e outros. 

iii. A solução deve atingir um estado de supersaturação para que pequenos agregados de 
proteínas possam ser formados. Uma vez que os núcleos são formados, o crescimento 
dos cristais pode começar. 

 

Os cristais de proteína devem ser crescidos bem lentamente para alcançarem um maior grau 

de ordem em sua estrutura. Entretanto, para uma precipitação mais rápida e eficiente, pode-se alterar 

o grau de supersaturação da solução variando a temperatura ou aumentando a concentração da 

proteína na solução, bem como alterar as forças de repulsão e atração entre as moléculas de proteína 

com o uso de um solvente orgânico ou com a mudança do pH da solução. 

 

 

Figura 4-1. Método da gota suspensa para a cristalização de proteínas. O equilíbrio é alcançado pela difusão de vapor 
entre a gota e a solução precipitante. 

 

O método de cristalização de proteínas mais conhecido atualmente e que foi utilizado em 

todos os experimentos descritos nesta tese é conhecido como o método da gota suspensa. 
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Normalmente neste método, uma única gota, formada pela mistura de 1 a 5 µl de uma solução de 

proteína com a mesma quantidade de uma solução precipitante, deve ser colocada sobre uma 

lamínula de vidro devidamente preparada. A lamínula deve ser invertida e colocada em cima de um 

pequeno recipiente, vedando-o. O recipiente, conhecido como poço, deve estar preenchido com a 

mesma solução precipitante utilizada anteriormente, como mostra a figura 4.1. A difusão do vapor 

do solvente entre a solução precipitante contida no poço e a gota promoverá o estado de 

supersaturação na gota, permitindo a formação dos primeiros núcleos de cristalização. 

Dentre os parâmetros que mais afetam o processo de cristalização, pode-se citar a natureza e 

a concentração da proteína e do precipitante, o tipo da solução tampão e o seu pH, além da 

temperatura. Dessa forma, para se otimizar o processo de cristalização, muitos desses parâmetros 

precisam ser testados e analisados em todas as suas extensões, o que torna a cristalização de 

proteínas um processo que envolve inúmeras experiências sob diversas circunstâncias. 

 

4.2 Preparação do cristal para a coleta de dados 

 

Durante a coleta dos dados de difração de raios-X, os cristais de proteína sofrem um desgaste 

devido à formação de radicais livres. Sabe-se, entretanto, que o rápido resfriamento dos cristais a 

uma temperatura próxima à do nitrogênio líquido pode ser usado para atenuar o processo 

(GARMAN & SCHNEIDER, 1997). O procedimento usual de congelamento consiste, inicialmente, 

em retirar o cristal da gota de cristalização e transferi-lo para uma solução crio protetora (por 

exemplo, uma solução à base de glicerol ou etilenoglicol). Em seguida, o cristal deve ser levado 

rapidamente para o equipamento de raios-X, onde um fluxo contínuo de vapor de nitrogênio (100 K) 

incidirá sobre o cristal durante toda a coleta dos dados. Para detalhes, veja a figura 4.2. 

 

4.2.1 Obtenção de cristais derivados 
 

Dependendo de como a estrutura do cristal deverá ser resolvida, é necessária a preparação de 

cristais derivados, ou seja, cristais que apresentam, além das proteínas, algum tipo de átomo pesado 

ou espalhador anômalo em sua estrutura cristalina (mais explicações serão dadas no próximo 

capítulo). A maneira clássica para a obtenção de derivados sugere que, antes do processo de 

congelamento, os cristais sejam banhados por um tempo prolongado (horas ou mesmo dias) em 

soluções diluídas (0,01 – 0,001 M) de vários sais de átomos pesados, como K2PtCl4, KAu(CN)2, 



 20 

Hg(CH3COO)2, dentre outros. Esses procedimentos consomem muito tempo, mas como os cristais 

de proteína apresentam uma grande quantidade de solvente e de canais, espera-se que alguns sítios 

de ligação específicos sejam preenchidos pelos átomos pesados. 

 

 

Figura 4-2. Procedimento usual de congelamento de um cristal para coleta dos dados de difração. 

 

Recentemente, uma nova técnica de derivatização de cristais de macromoléculas biológicas, 

chamada “quick cryo soaking with halides”, foi sugerida por Dauter e colaboradores (DAUTER, 

DAUTER & RAJASHANKAR, 2000). A técnica procura acelerar a preparação de cristais derivados 

já que combina, em um único passo, o processo de derivatização e a proteção criogênica. 

Imediatamente antes de congelar o cristal, ele é imerso, durante um curto intervalo de tempo (15 – 

300 segundos), em uma gota de solução crioprotetora com alta concentração (0,25 – 1,0 M) de sais à 

base de iodo ou bromo (NaI, KI e NaBr principalmente). Comparado com o procedimento clássico 

de derivatização, que combina longos tempos de imersão e baixas concentrações de átomos pesados, 

este procedimento é capaz de gerar bons derivados significativamente mais rápido. Uma ilustração 

comparativa entre a nova técnica e o procedimento clássico de derivatização pode ser vista na figura 

4.3. 

Dentre os fatores principais que tornam a nova técnica extremamente eficiente, destacam-se 

os seguintes:  

 

i. Permite a rápida incorporação dos átomos pesados à superfície da molécula, ocupando 
posições anteriormente preenchidas por moléculas ordenadas de água. 

ii. Permite visualização imediata e fácil controle da deterioração do cristal. 
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iii. Permite que o derivado seja congelado imediatamente e usado na experiência, uma vez 
que a solução derivatizante já possui em sua composição agentes crio protetores. 

 

 

Figura 4-3. Preparação de derivados para a coleta de dados. (a) Processo tradicional para a preparação de um derivado. 
(b) Uso da técnica quick cryo soaking para obtenção de derivados. 

 

4.3 A respeito dos cristais 

 

Os cristais existem em uma enorme variedade de formas, cores e tamanhos e, por isso, ainda 

hoje, impressionam muito as pessoas. A presença de faces naturalmente planas – reflexo do 

ordenamento no arranjo espacial de suas moléculas, átomos ou íons – permite sua distinção das 

substâncias amorfas. Entretanto, o arranjo espacial não pode ser observado sem o auxílio de 

equipamentos e técnicas especiais já que as entidades constituintes dos cristais são muito pequenas. 

Segundo DRENTH (1999), o estudo dos cristais começou em 1669 quando Nicolaus Steno 

propôs que, durante o crescimento dos cristais, os ângulos entre as faces permaneciam constantes. A 

regularidade interna dos cristais foi sugerida, mas, somente em 1912, ela foi provada por Max von 

Laue, Walter Friedrich e Paul Knipping na primeira experiência de difração de raios-X. 

Uma das características fundamentais do estado cristalino é a repetição regular, em três 

dimensões, de um motivo (objeto) composto por moléculas, íons ou átomos, estendendo por 

distâncias correspondentes a milhares de dimensões atômicas. As moléculas (íons ou átomos), ao se 

precipitarem quando em solução, procuram alcançar um estado de mais baixa energia livre. Este 

processo vem acompanhado por uma disposição regular delas, o que torna possível a formação do 

cristal. Porém, de uma forma geral, os cristais possuem inúmeros defeitos ou contêm impurezas, 

sem entretanto perderem sua ordem. Para o estudo teórico desenvolvido aqui e no próximo capítulo, 

supõe-se a existência de um cristal ideal, sem defeitos nem impurezas. 
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4.3.1 Célula unitária 
 

A periodicidade translacional encontrada nos cristais pode ser convenientemente estudada 

considerando a geometria das repetições ao invés das propriedades do motivo que se repete. 

Suponha-se, portanto, que uma determinada substância, representada pela figura 4.4 a, foi 

cristalizada nas formas ilustradas pelas figuras 4.4 b e 4.4 c (a analogia em duas dimensões foi 

utilizada para facilitar a compreensão). Pode-se notar que o motivo que se repete em cada uma das 

duas formas cristalinas é diferente apesar de ambos serem constituídos pela mesma substância. Se o 

motivo é repetido periodicamente em intervalos a , b  e c  ao longo de 3 direções não-coplanares, a 

geometria da repetição pode ser completamente descrita por uma seqüência periódica de pontos, 

separados por intervalos a , b  e c  ao longo das mesmas 3 direções. Ao conjunto desses pontos dá-

se o nome de rede cristalina. É importante salientar que o ambiente atômico ao redor de cada ponto 

da rede é o mesmo, o que torna cada ponto indistinguível de qualquer outro. As redes cristalinas 

para os dois cristais bidimensionais das figuras 4.4 b e 4.4 c podem ser vistas nas figuras 4.4 d e 4.4 

e, respectivamente. 

Se um ponto da rede for escolhido como a origem da rede cristalina, a posição de qualquer 

outro ponto será definida pelo vetor cbaT 321,, 321
nnnnnn ++= , onde a , b  e c  são os vetores de 

módulo a , b  e c  ao longo das 3 direções não-coplanares e 1n , 2n  e 3n  são números inteiros2. Os 

vetores a , b  e c , bem como os ângulos α , β  e γ  entre eles, definem um paralelepípedo chamado 

de célula unitária, como é mostrado na figura 4.5. As linhas nas direções de a , b , e c  são chamadas 

de eixos x , y  e z , respectivamente. 

A escolha da célula unitária pode ser feita de várias maneiras, como mostram as figuras 4.4 d 

e 4.4 e. Células unitárias contendo apenas um ponto da rede são chamadas primitivas, e aquelas 

contendo mais de um ponto são chamadas múltiplas ou centradas. Dentre as regras básicas adotadas, 

por convenção, para a escolha correta da célula unitária, destacam-se as seguintes: 

 

i. O sistema de eixos deve ser right-handed, ou seja, os vetores a , b  e c  devem adotar 
direções tais que um observador localizado ao longo da direção positiva de z  veja o 
eixo x se movendo em direção ao eixo y  por uma rotação no sentido anti-horário. 

ii. Os vetores a , b  e c  devem coincidir, o máximo possível, com as direções de mais alta 
simetria no cristal. 

                                                 
2 Em alguns casos, dependendo da escolha dos vetores a, b e c, os índices n1, n2 e n3 podem assumir valores racionais. 
Um exemplo disso pode ser visto em cristais que apresentam células unitárias múltiplas ou centradas. 
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iii. A célula unitária escolhida deve ser a menor possível, desde que seja capaz de 
satisfazer a condição ii. 

 

 
Figura 4-4. Ilustração, em duas dimensões, simulando a formação de um cristal. (a) Substância utilizada para a 

cristalização. (b) Ilustração para a primeira forma cristalina. O motivo que se repete contém apenas uma unidade da 
substância usada para a cristalização. (c) Ilustração para a segunda forma cristalina. O motivo que se repete contém 

quatro unidades da substância usada para a cristalização, relacionadas por um eixo de ordem 4. (d) Rede cristalina para 
o cristal representado em (b). (e) Rede cristalina para o cristal representado em (c). Algumas possíveis células unitárias 
são desenhadas em (d) e (e). As células marcadas com a letra “P” são primitivas, e as com letra “M” são múltiplas ou 

centradas. (f) Definições corretas para a célula unitária (em cinza) e para a unidade assimétrica (em amarelo) do cristal 
representado em (c).  
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Figura 4-5. Representação de uma célula unitária geral. (a) Célula unitária com eixos a, b e c e ângulos α, β e γ situada 
na origem O. (b) A rede cristalina é obtida com o arranjo tridimensional das células unitárias. (c) Qualquer célula unitária 

do cristal está relacionada com a célula da origem por uma operação de translação T. 

 

Para finalizar esta seção, convém mencionar que o conteúdo de uma célula unitária varia de 

cristal para cristal e pode conter desde poucos íons até algumas dezenas de moléculas com milhares 

de átomos. Além disso, pode-se ver que a estrutura de um cristal é obtida pela repetição, em cada 

ponto da rede, da célula unitária, ou seja, pela aplicação da operação de translação 

cbaT 321 nnn ++=  a uma célula unitária (figura 4.5 c). 

 

4.3.2 Índices de Miller 
 

Imagine-se uma célula unitária de vetores a , b  e c  e ângulos α , β  e γ  localizada em uma 

origem O  da rede cristalina. Suponha-se, então, que um único plano, cortando todo o cristal, 

intercepte os vetores a , b  e c  nos pontos h/a , k/b  e l/c , respectivamente, sendo h , k  e l  

inteiros. Os números h , k  e l  são chamados de índices de Miller e podem ser usados para dar nome 

ao plano. Pode-se mostrar que a menor distância hkld  entre este plano e a origem O  da rede 

cristalina é dada pela equação 4.1. 
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Se uma seqüência de planos paralelos ao plano inicial é criada, mantendo a mesma distância 

hkld  entre eles, uma família de planos )(hkl  atravessará todos os pontos da rede cristalina como 

pode ser facilmente observado na figura 4.6. Os planos cristalinos que não cortam um dos vetores 

a , b  ou c  possuem um índice de Miller, para aquela direção, igual a zero. 

Um dos motivos principais para a definição dos planos imaginários é o fato de que o 

processo de difração dos raios-X por um cristal pode ser visto como uma “reflexão” da radiação nos 

planos. Esta visão apresenta algumas limitações, mas simplifica enormemente a teoria cinemática da 

difração, que calcula basicamente os efeitos de interferência entre as ondas espalhadas dentro do 

volume do cristal. Ela desconsidera, por exemplo, os efeitos de atenuação do feixe ao penetrar no 

cristal bem como os efeitos de interferência entre as ondas incidentes e espalhadas. A teoria que leva 

em conta todos esses fenômenos é chamada de teoria dinâmica da difração. 

 

 

Figura 4-6. Uma rede cristalina bidimensional ilustrando os índices de Miller para um certo conjunto de “planos”. (a) Rede 
cristalina com uma célula unitária situada na origem O e alguns “planos” cruzando os eixos a e b. (b) As três famílias de 

“planos” são obtidas com a repetição dos “planos” iniciais. 

 

4.3.3 Simetrias adicionais 
 

Como foi visto nas seções anteriores, todo cristal possui uma simetria tridimensional de 

translação, correspondente à repetição das células unitárias. Além disso, a disposição regular das 

moléculas durante o crescimento do cristal permite o surgimento de outras simetrias como eixos de 

rotação e roto-translação, planos de espelho, centros de inversão, entre outras. Um exemplo pode ser 

visto na figura 4.4 c, onde, além da simetria translacional, eixos de rotação de ordem 2 (180o) e 4 

(90o) são encontrados na estrutura cristalina. A combinação de todas as operações de simetria 
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admitidas em um cristal permite classificá-lo entre 230 grupos espaciais diferentes. Para cristais de 

proteína, entretanto, o número de grupos espaciais encontrados é de apenas 65. Isso se dá porque a 

aplicação de certas operações de simetria pode mudar a assimetria de um aminoácido. Um exemplo 

disso é que um L-aminoácido seria transformado pelas simetrias em um D-aminoácido, embora isso 

nunca tenha sido observado em cristais de proteínas. Os detalhes de todos os 230 grupos espaciais 

podem ser encontrados no livro International Tables for Crystallography volume A (HAHN, 2002). 

Ao conjunto das simetrias presentes em um determinado grupo espacial dá-se o nome de simetrias 

cristalográficas. 

Devido à presença das simetrias cristalográficas, diversos objetos simetricamente 

relacionados irão coexistir dentro de uma única célula unitária. Portanto pode-se definir a unidade 

assimétrica como o menor volume fechado de uma célula unitária que, com a aplicação das 

operações de simetria, é capaz de gerá-la novamente. Essa definição pode ser mais bem 

compreendida com a análise da figura 4.4 f, que mostra uma das unidades assimétricas do cristal 

representado pela figura 4.4 c. Assim, para que a estrutura de um cristal possa ser determinada, 

deve-se conhecer seu grupo espacial e os parâmetros de sua célula unitária, bem como o conteúdo da 

unidade assimétrica e a disposição espacial do conteúdo. 

Com a análise dos primeiros dados de um experimento de difração de raios-X por um cristal, 

é possível determinar os parâmetros de sua célula unitária e, em alguns casos, seu grupo espacial. 

Entretanto, a determinação do conteúdo da unidade assimétrica e da disposição dos átomos dentro 

dela, requer, em muitos casos, a coleta de mais de um conjunto de dados além de alguns meses de 

análise. Detalhes a respeito desse assunto serão abordados no próximo capítulo. 
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5 Determinação de estruturas 
cristalográficas 

 

Neste capítulo serão introduzidos os princípios básicos de um experimento de difração de 

raios-X por cristais, bem como alguns dos métodos utilizados, atualmente, para a determinação das 

estruturas cristalográficas. Uma seção deste capítulo será utilizada para a demonstração da resolução 

do problema das fases, ponto-chave na área de Cristalografia de Proteínas e no contexto desta tese. 

Esta seção estará focada principalmente nos métodos utilizados ao longo desta tese para a resolução 

de diversas estruturas de macromoléculas biológicas. Uma abordagem mais detalhada sobre os 

temas acima e a dedução de algumas equações apresentadas ao longo do texto podem ser 

encontradas nos seguintes livros: Fundamentals of Crystallography (GIACOVAZZO et al., 1992) e 

Principles of Protein X-ray Crystallography (DRENTH, 1999). 

 

5.1 Difração de raios-X pelo método de rotação  

 

Diversos métodos experimentais, utilizando raios-X, são empregados atualmente para a 

análise de amostras biológicas. Em Cristalografia de Proteínas, o método de rotação é o mais 

utilizado. Neste método, um determinado cristal é submetido a uma fonte monocromática de raios-X 
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com comprimento de onda entre 0,7 e 1,8 Å por um certo intervalo de tempo. Durante esse tempo, o 

cristal é girado ao redor de um eixo de rotação por alguns graus (0,5o – 2,0o) e a radiação espalhada 

pelo cristal é medida por um detector bidimensional de raios-X. O resultado da medida é chamado 

de um padrão de difração e pode ser visto na figura 5.1. 

 

 
Figura 5-1. Imagem de um padrão de difração de um cristal de lisozima. O cristal pertence ao grupo espacial P43212 com 
parâmetros de célula a = 78,62, b = 78,62, c = 37,05 Å e α = β = γ = 90.00o. Algumas reflexões são mostradas com seus 
respectivos índices de Miller. Os círculos mostrados na figura indicam as faixas de resolução do conjunto de dados. Os 

dados foram coletados no Laboratório Nacional de Luz Síncrotron usando radiação monocromática de 1,54 Å. 
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O procedimento é repetido várias vezes, girando o cristal, no mesmo intervalo em graus a 

partir do ponto de parada da medida anterior. Essa maneira de medir permite acompanhar, em 

imagens sucessivas, o desenvolvimento do padrão de difração à medida que o cristal é girado. 

Na figura 5.2 são mostradas algumas das instalações do Laboratório Nacional de Luz 

Síncrotron, único laboratório da América do Sul capaz de produzir radiação síncrotron utilizada em 

diversos experimentos científicos. Na mesma figura, são mostrados alguns detalhes a respeito da 

linha de luz CPr, permitindo a identificação de vários equipamentos usados durante uma coleta de 

dados de difração de raios-X por cristais de proteínas. 

 

 
Figura 5-2. Instalações do Laboratório Nacional de Luz Síncrotron (LNLS) localizado na cidade de Campinas (SP). (a) 

Vista aérea do campus do LNLS. No maior prédio do campus fica o anel de armazenamento de elétrons. (b) Vista 
superior do anel de armazenamento de elétrons no LNLS. (c) Linha de luz CPr no anel de armazenamento. Montagem 

experimental para a coleta de dados de difração de raios-X pelo método de rotação. (d) Equipamentos para 
automatização da aquisição e processamento dos dados de difração na linha de luz CPr. 
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5.2 Lei de Bragg 

 

Freqüentemente, uma das perguntas que surgem após a análise de um padrão de difração é a 

seguinte: Por que se observa uma grande área do detector com muito pouca intensidade (áreas em 

claro) e alguns pontos com elevada intensidade (pontos mais escuros) ? 

Respostas com maior ou menor grau de informação podem ser encontradas em inúmeros 

livros de cristalografia. Contudo, todas estão baseadas nos efeitos de espalhamento de raios-X pela 

matéria (principalmente elétrons) e na interferência das ondas espalhadas para a formação do padrão 

de difração. 

Uma das maneiras mais simples de se compreender o resultado do experimento de difração, 

ainda que não inteiramente completa sob o ponto de vista quantitativo, é pela formulação de 

William Lawrence Bragg (BRAGG & BRAGG, 1913). Bragg considerou a difração como uma 

conseqüência da “reflexão” de vários feixes de raios-X por inúmeros planos de Miller pertencentes a 

uma mesma família )(hkl  (seção 4.3.2). Suponha-se, portanto, que um feixe de raios-X com direção 

os  incida sobre um cristal, fazendo um ângulo de incidência θ  (ângulo de Bragg) com uma família 

de planos )(hkl
3, conforme mostrado na figura 5.3. 

 

 
Figura 5-3. Reflexão dos raios-X por dois planos pertencentes a uma mesma família (hkl). A distância entre os planos é 

dada por dhkl. (a) Visão de “dentro” de um cristal. (b) Visão do experimentador. 

 

A diferença de caminho entre os feixes “refletidos” em D  e em B  é igual a 

)(d2 θsenBCAB hkl=+ , já que o ângulo de reflexão também vale θ  (a direção do feixe refletido é 

dada por s ). Se a diferença de caminho entre os feixes for um múltiplo inteiro do comprimento de 

onda da radiação usada no experimento, então as ondas que representam cada um dos feixes 

                                                 
3 Por hora vamos considerar famílias de planos com índices h, k e l sem nenhum fator inteiro maior que 1 em comum. 
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“refletidos” irão se combinar com um máximo de interferência construtiva. Essa afirmação é 

conhecida como a Lei de Bragg e a equação que a quantifica é a seguinte: 

 

λθ nsenhkl =)(d2 .     Eq. 5-1 

 

Como os raios-X penetram profundamente nos cristais, um grande número de planos refletirá 

os feixes incidentes. Porém, somente aquelas ondas refletidas por planos que obedecem à equação 

5.1 irão interferir construtivamente enquanto as demais interferirão destrutivamente. À medida que o 

cristal é girado no método de rotação, o ângulo θ  mudará para cada família de planos )(hkl  de 

maneira que certos planos que estavam refletindo construtivamente os feixes incidentes passarão a 

refleti-los destrutivamente, enquanto outros planos farão justamente o contrário. Assim, o que se 

observa no padrão de difração à medida que o cristal é girado é uma mudança dos planos que estão 

contribuindo para a difração naquela orientação do cristal. 

A equação 5.1 pode ser reescrita para qualquer família de planos )'''( lkh
4 como 

 

λθ =)(d2 ''' senlkh      Eq. 5-2 

 

uma vez que famílias de planos com índices nhh =' , nkk ='  e nll ='  apresentam uma distância 

entre seus planos nhkllkh dd ''' =  (equação 4.1).  

Em vista dessa abordagem simplificada para o processo de difração, convencionou-se 

chamar de “reflexão” a cada um dos pontos máximos de interferência das ondas refletidas. Além 

disso, cada reflexão pode ser identificada pelos índices de Miller da família de planos )(hkl  que a 

gerou. Na figura 5.1 são mostradas algumas reflexões com seus respectivos índices de Miller. A 

distância '''d lkh  entre os planos )( lkh ′′′  é utilizada, com freqüência, para designar a resolução de uma 

reflexão. Reflexões provenientes de planos afastados, ou seja, com grande '''d lkh  são consideradas de 

baixa resolução, enquanto aquelas provenientes de planos próximos, com pequeno '''d lkh , são de alta 

resolução. Na figura 5.1 o conjunto de dados é separado por faixas de resolução, o que permite 

identificar as resoluções máxima e mínima de um conjunto de dados. 

                                                 
4 Podemos considerar agora família de planos com índices h’, k’ e l’ com fatores inteiros maior ou igual a 1 em comum. 
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Ao final de uma coleta de dados, inúmeras imagens de difração são obtidas; cada uma 

referente a uma determinada orientação do cristal. Cada imagem deve ser analisada individualmente 

de modo que cada reflexão possa ser identificada e o valor de sua intensidade possa ser medido. Os 

processos pelos quais essas tarefas são executadas são conhecidos como “indexação” e “integração” 

das imagens de difração. Por fim, todas as reflexões de todas as imagens são comparadas em uma 

etapa conhecida como “escalonamento”, em que as intensidades das reflexões são ajustadas a uma 

escala comum, e os erros associados a cada uma das intensidades podem ser estimados com maior 

precisão. Assim, de uma forma bem simplificada, o resultado de um experimento de difração de 

raios-X por um cristal é um conjunto de reflexões )(hkl  com suas intensidades e respectivos erros. 

 

5.3 Métodos para obtenção da estrutura cristalográfica 

 

Na seção anterior, a teoria adotada para explicar o experimento de difração permite prever as 

condições necessárias para que uma determinada reflexão apareça em um padrão de difração, porém 

não permite saber qual a relação entre o conteúdo de um cristal e a intensidade de cada uma das 

reflexões medidas. Além disso, não proporciona informação que permita a resolução da estrutura 

cristalina. 

Para que a estrutura cristalográfica de um determinado composto (biológico ou inorgânico) 

possa ser determinada pela técnica de difração de raios-X, é necessário que se estabeleçam relações 

matemáticas entre o conteúdo do cristal e os dados medidos. É possível mostrar que as relações de 

fato existem. As grandezas físicas que as expressam recebem o nome de “fatores de estrutura” 

( hklF ). A definição geral para essas grandezas é mostrada na equação 5.3. 

 

∑
=

=++=
N

j

hklhkljjjjhkl ilzkyhxihkl
1

]exp[F)](2exp[)(f απF ,   Eq. 5-3 

 

onde hklF  e hklα  são chamados, respectivamente, de amplitude e fase do fator de estrutura hklF . Os 

índices h , k  e l  que aparecem aqui são os índices de Miller, vistos anteriormente. Os termos jx , 

jy , jz  e )(f hklj  são as coordenadas atômicas e o fator de espalhamento atômico do j-ésimo átomo 

(de um total de N  átomos) dentro da célula unitária do cristal. O fator de espalhamento atômico 

)(f hklj  é uma grandeza que pode ser calculada para cada tipo de átomo, pois é definida por 
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ofv)](2exp[)()(f j

V

jj dzlykxhizyxhkl =′′+′+′′′′= ∫ πρ ,   Eq. 5-4 

 

onde )( zyxj
′′′ρ  é a densidade eletrônica do átomo j  e a integral é feita sobre o volume V ′  do 

átomo. Assim, se a estrutura cristalográfica de um determinado composto é conhecida a priori, o 

termo central da equação 5.3 permite o cálculo exato do valor de hklF  (ou hklF  e hklα ) para cada 

valor de h , k  e l . Note-se que hklF  (equação 5.3) é um número complexo que depende da posição 

atômica e do fator de espalhamento atômico de cada átomo dentro do cristal, bem como dos índices 

h , k  e l . Caso a ocupância e a agitação térmica de cada átomo sejam levadas em conta para o 

cálculo do fator de estrutura hklF , a equação 5.3 terá um termo adicional jOcc  que indica a 

freqüência da presença do átomo j  nas células unitárias do cristal e um termo )exp( 22 λθsenB j− , 

onde jB  é conhecido como o fator de temperatura do átomo j , θ  é o ângulo de Bragg para a 

família de planos )(hkl  e λ  é o comprimento de onda da radiação incidente. Assim, a equação 

completa para hklF  seria dada por 

 

∑
=

++−
N

j

jjjjjj lzkyhxisenBhkl
1

22 )](2exp[]exp[)(fOcc πλθ .    Eq. 5-5 

 

Entretanto, esses dois novos termos podem ser incorporados no cálculo de )(f hklj  e a omissão deles 

na equação 5.5 pode ser feita sem perda de generalidade. Na figura 5.4, são mostrados o cálculo de 

um fator de estrutura qualquer hklF  para um cristal contendo três átomos distintos na célula unitária 

e a representação de hklF  em um plano de Argand. 

Acontece entretanto que, em um experimento de difração de raios-X, o resultado medido, ou 

seja, a intensidade de cada máximo de difração é um número real conhecido como hklI . Então, como 

relacionar hklF  com hklI ? Pode-se mostrar que o quadrado do módulo do fator de estrutura é 

diretamente proporcional à intensidade da reflexão medida, de forma que 

 

22
FI hklhklhklhklhkl ==×∝ ∗ FFF .     Eq. 5-6 
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Figura 5-4. Cálculo do fator de estrutura. (a) Representação de um cristal com três átomos na célula unitária. (b) Cálculo 

de um fator de estrutura Fhkl para o mesmo cristal. (c) Representação no plano de Argand de Fhkl. 

 

Outra relação importante a ser considerada é a que estabelece a conexão entre o fator de 

estrutura hklF  e a densidade eletrônica )(xyzρ  dentro da célula unitária de um cristal. A partir das 

equações 5.3 e 5.4, pode-se demonstrar que 
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ou ainda que 
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παρ   Eq. 5-8 

 

onde V  é o volume da célula unitária e x , y  e z  são as coordenadas atômicas de um ponto 

qualquer dentro da célula unitária. 

A determinação da estrutura tridimensional de uma determinada substância, seja ela uma 

molécula inorgânica ou mesmo uma proteína, é, em última análise, um dos objetivos finais do 

trabalho de um cristalógrafo. Se os valores de hklF  e hklα  para um conjunto amplo de reflexões )(hkl  
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pudessem ser medidos por meio dos experimentos de difração ou de qualquer outra técnica, a 

densidade eletrônica dentro da célula unitária do cristal seria facilmente calculada pela equação 5.8. 

A partir da densidade eletrônica, seria possível construir um modelo tridimensional do cristal 

estudado e, por fim, determinar a estrutura molecular da substância pesquisada. Acontece, 

entretanto, que, no processo de difração, apenas hklF  (amplitude ou módulo do fator de estrutura) 

pode ser obtido (equação 5.6). Os valores das fases hklα  foram perdidos no processo. De fato, cabe 

ao cristalógrafo determinar a fase de cada um dos hklF . Este problema ficou conhecido como o 

problema das fases. 

Felizmente, existem três métodos básicos para a solução do problema das fases: 

 

i. Métodos diretos: são usados normalmente para a solução de estruturas cristalográficas 
pequenas (aproximadamente 200 átomos) quando os dados de difração estendem até 
resolução atômica (superiores ou próxima a 1 Å). 

ii. Método de substituição molecular: utiliza um modelo tridimensional já conhecido para 
resolver a estrutura de interesse, supondo, obviamente, que exista uma grande 
semelhança entre as estruturas. 

iii. Método dos átomos pesados: as fases hklα  são obtidas devido ao espalhamento 

diferenciado dos raios-X por um pequeno número de átomos de elevado peso atômico 
ou espalhadores anômalos presentes nos cristais. 

 

Dos três métodos, o terceiro é o que permite, geralmente, a resolução de estruturas 

cristalográficas inéditas de macromoléculas biológicas. Tendo em vista que esse método, em suas 

diversas configurações, foi usado para a solução das estruturas de proteínas descritas nesta tese, uma 

abordagem mais detalhada sobre ele será dada mais à frente. 

Antes, porém, é importante salientar alguns aspectos físicos relacionados com as equações 

introduzidas até o momento. Sabe-se que, quando a freqüência da radiação incidente usada para a 

coleta dos dados de difração se aproxima de uma das freqüências naturais de oscilação de um 

sistema elétron-núcleo presente no cristal, um efeito de ressonância passará a ocorrer. Sob essa 

condição de ressonância, o espalhamento da radiação pela matéria é chamado de espalhamento 

anômalo. Analiticamente, uma conseqüência imediata desse fenômeno é que o fator de 

espalhamento atômico, anteriormente descrito pela equação 5.4, passa a contar com mais dois 

termos não-nulos, como mostra a equação 5.9. 
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jjjjj

V

jj idlzkyhxixyzhkl fiffffv)](2exp[)()( o ′′+′=′′+′∆+=++= ∫ πρf .  Eq. 5-9 

 

O termo of j , também presente na equação 5.4, é o fator de espalhamento atômico real enquanto jf ′∆  

e jf ′′  são as correções reais e imaginárias para o fator de espalhamento atômico devido ao efeito da 

dispersão anômala da radiação. De maneira simplificada, pode-se dizer que o valor de )(f hklj , de 

agora em diante )(hkljf , poderá assumir valores reais ou imaginários dependendo do tipo do átomo 

j  bem como do comprimento de onda da radiação incidente sobre o átomo. 

Se o valor de )(hkljf  para todos os átomos em um cristal for um número real, então fica 

estabelecido o que se convencionou chamar lei de Friedel: 

 

lkhlkhhkl

lkhlkhhkl

ααα −=−=

==

−−−

−−− FFF

.     Eq. 5-10 

 

 
Figura 5-5. Representação para a lei de Friedel no plano de Argand. (a) Representação de um cristal com três átomos 

com fatores de espalhamento atômico reais na célula unitária. (b) Representação da lei de Friedel para as reflexões (hkl) 
e (-h-k-l). Reflexões deste tipo são conhecidas como pares de Friedel. 

 

Isso significa que, na ausência de espalhadores anômalos em um cristal, as amplitudes dos fatores de 

estrutura ou as intensidades de duas reflexões )(hkl  e )( lkh
5 serão iguais e que as fases dos fatores 

                                                 
5 Reflexões com índices negativos podem ser representadas com um traço sobre os índices. 
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de estrutura para as reflexões serão opostas. Na figura 5.5, a lei de Friedel é representada no plano 

de Argand. 

Durante um experimento típico de difração de raios-X com cristais de proteína, a 

contribuição anômala para o espalhamento total do cristal é praticamente nula e a lei de Friedel é 

conservada. Como esses cristais são formados basicamente por átomos de hidrogênio, carbono, 

nitrogênio, oxigênio e enxofre, pode-se assumir a priori que )(hklhidf , )(hklcarf , )(hklnitf , )(hkloxif  

e )(hklenxf  assumem valores reais e nenhuma contribuição anômala deve ser esperada desses 

átomos. 

 

5.3.1 Método dos átomos pesados 
 

O método dos átomos pesados requer, inevitavelmente, a presença de átomos de elevado 

peso atômico ou espalhadores anômalos na estrutura cristalina estudada, uma vez que utiliza o fato 

de que eles espalham a radiação incidente de forma diferenciada, quando comparados com os 

elementos tradicionais encontrados em cristais de proteína (hidrogênio, carbono, nitrogênio, 

oxigênio e enxofre). 

Os elementos químicos de elevado peso atômico (zinco, mercúrio, urânio, iodo, césio, ferro, 

etc) apresentam grande número de elétrons e, por isso, contribuem mais para o espalhamento total 

da radiação. Contudo, não é muito freqüente encontrar átomos de elevado peso atômico em 

proteínas, daí a necessidade de se preparar cristais derivados (seção 4.2.1). A preparação dos cristais 

derivados constitui uma das etapas essenciais sendo, em muitos casos, tão importante quanto a 

própria cristalização da proteína. 

A incorporação de espalhadores anômalos na estrutura cristalina é feita da mesma forma que 

a dos átomos pesados, e o termo derivado também é usado. Como já mencionado, o sinal anômalo 

em cristais de proteínas é praticamente nulo. Contudo, como o efeito da dispersão anômala da 

radiação depende do comprimento de onda dos raios-X usados no experimento, o correto ajuste da 

radiação incidente permite que determinados elementos químicos, naturalmente presentes na 

estrutura cristalina ou incorporados via preparação de derivados, tenham seu poder de dispersão 

anômala aumentado, contribuindo ainda mais para o sinal anômalo total. 

Como será visto a seguir, as diferenças observadas em um padrão de difração devido à 

presença dos átomos pesados ou dos espalhadores anômalos são, em princípio, suficientes para a 

resolução da estrutura tridimensional de macromoléculas biológicas. 
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5.3.1.1 Técnicas de substituição isomorfa 

 

As técnicas de substituição isomorfa foram introduzidas na comunidade científica no início 

da década de 60 por David W. Green, Vernon M. Ingram e Max F. Perutz (GREEN, INGRAM & 

PERUTZ, 1954) quando, pela primeira vez, a estrutura de uma macromolécula biológica foi 

resolvida (ROSSMANN, 2001). A técnica de substituição isomorfa simples (Single Isomorphous 

Replacement – SIR) consiste em tentar resolver o problema das fases usando os dados de um cristal 

nativo e de um cristal derivado. Já a técnica de substituição isomorfa múltipla (Multiple 

Isomorphous Replacement – MIR) utiliza o mesmo cristal nativo, porém mais de um tipo de 

derivado. 

Para que se possa entender a solução para o problema das fases pelas técnicas de substituição 

isomorfa, suponha-se que a introdução dos átomos pesados em um cristal derivado não tenha 

causado mudanças bruscas na orientação das moléculas do cristal nem deformação da estrutura 

cristalina. Assim, pode-se assumir que a diferença entre os fatores de estrutura de um cristal nativo e 

de um derivado será devida à presença dos átomos pesados. Nesse caso, os dois cristais são ditos 

isomorfos e a equação 5.3 nos permite escrever que 

 

HPPH FFF +=      Eq. 5-11 

 

para cada um dos índices h , k  e l . PHF , PF  e HF  são os fatores de estrutura para um cristal 

derivado, um cristal nativo e um cristal formado apenas pela subestrutura dos átomos pesados, 

respectivamente. Os índices h , k  e l  foram omitidos apenas para facilitar a escrita. A representação 

da equação 5.11 em um diagrama de Argand pode ser vista na figura 5.6. 

Suponha-se que dois conjuntos de dados, um nativo e outro derivado, tenham sido coletados 

e os valores de PHF  e PF  são conhecidos para cada um dos índices h , k  e l  (equação 5.6). Com a 

análise da figura 5.6, pode-se observar que a aplicação da regra dos cossenos à PHF  permite escrever 

a seguinte relação: 
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Figura 5-6. Representação dos fatores de estrutura, mostrando as contribuições de FP e FH para o valor de FPH. Nesta 

figura, os átomos 1, 2 e 3 representam a estrutura de uma proteína enquanto os átomos 4 e 5 representam a 
subestrutura dos átomos pesados. Os átomos 4 e 5 podem ser de elementos químicos diferentes, porém normalmente 

apenas um tipo de átomo é usado no processo de derivatização. 

 

De acordo com a equação 5.3, observa-se que, se as poucas posições dos átomos pesados 

pudessem ser determinadas de algum modo, e de fato podem6, então Hα  e HF  poderiam ser 

calculados e conseqüentemente, via equação 5.12, as fases Pα  do cristal nativo poderiam ser obtidas 

pelo método SIR. Entretanto, o valor de Pα  obtido por este método apresenta uma ambigüidade, 

pois depende de um termo trigonométrico que pode assumir 2 valores distintos. Convém mencionar 

que, se efeitos de dispersão anômala pudessem ser medidos no cristal derivado, poder-se-ia usar a 

técnica de substituição isomorfa simples com espalhamento anômalo (Single Isomorphous 

Replacement with Anomalous Scattering – SIRAS) para resolver, sem ambigüidade alguma, o 

problema das fases (ver mais adiante). 

Caso dois ou mais derivados sejam preparados (MIR), o valor de Pα  poderia ser calculado 

sem ambigüidade, pois seriam obtidas duas ou mais relações do tipo da equação 5.12. Caso efeitos 

anômalos fossem considerados nesta abordagem, a técnica empregada receberia o nome de 

                                                 
6 Detalhes a este respeito serão dados no final deste capítulo. 
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substituição isomorfa múltipla com espalhamento anômalo (Multiple Isomorphous Replacement 

with Anomalous Scattering – MIRAS). 

Outra maneira de verificar a ambigüidade das fases no procedimento SIR e a não-

ambigüidade das fases obtidas por MIR consiste na análise dos círculos de fase de Harker 

(HARKER, 1956), mostrados na figura 5.7. A partir da origem de um diagrama de Argand, desenha-

se 1HF− , ou seja, o negativo do fator de estrutura para índices h , k  e l  quaisquer, obtido apenas 

com a subestrutura de átomos pesados do cristal derivado 1. Ainda no mesmo diagrama, um círculo 

de raio PF  centrado na origem e outro círculo de raio 1FPH  centrado na ponta de 1HF−  são 

desenhados. PF  e 1FPH  são as amplitudes dos fatores de estrutura com mesmos índices h , k  e l  do 

cristal nativo e derivado 1, respectivamente. Os locais onde as duas circunferências se cruzam 

definem os prováveis valores de fase para Pα . Pode-se ainda reproduzir, no mesmo diagrama, o 

efeito de um segundo derivado (derivado 2) de maneira análoga ao primeiro. Desta vez, o local onde 

as três circunferências se cruzarem irá definir o valor mais provável para a fase Pα . 

 

 
Figura 5-7. Construção dos círculos de Harker para os procedimentos (a) SIR e (b) MIR. As fases αP’ e αP” estão 

localizadas simetricamente em relação a FH. 

 

5.3.1.2 Técnicas que utilizam o sinal anômalo 

 

Para atingir os objetivos propostos com esta seção, é conveniente lembrar que o 

espalhamento anômalo da radiação pode ser caracterizado pelo surgimento de um termo complexo 

não-nulo na expressão do fator de espalhamento atômico de um átomo, como mostra a equação 5.9. 
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Suponha-se, portanto, que um conjunto de dados de um cristal derivado, preparado com um 

único tipo de átomo pesado, tenha sido coletado. Além disso, o comprimento de onda da radiação 

incidente foi ajustado para aumentar o sinal anômalo apenas desses átomos pesados. Mesmo não 

tendo coletado um conjunto de dados de um cristal nativo, a equação 5.11 ainda é válida. Como PF  

só levaria em conta os P  átomos leves da estrutura nativa, tem-se que 
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de acordo com a lei de Friedel. Já a contribuição dos H  átomos pesados deve ser escrita de forma 

similar, porém, levando-se em conta as novas contribuições jf ′∆  e jfi ′′  para o fator de espalhamento 

atômico dos átomos. Assim, tem-se que 
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Combinando as equações 5.11 com as equações 5.13 até 5.16 tem-se que 

 

)()()()( +′′++′++=+ HHPPH iFFFF     Eq. 5-17 

e 

)()()()( −′′+−′+−=− HHPPH iFFFF .    Eq. 5-18 
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A representação dessas equações em um diagrama de Argand é mostrada na figura 5.8. Como os 

átomos pesados são de um mesmo tipo, HF′  e HF ′′  apresentam uma mesma fase; logo HiF ′′  será 

ortogonal a HF′ . 

Uma das primeiras conseqüências da existência do efeito anômalo é a violação da lei de 

Friedel, ou seja, as reflexões com índices )(hkl  e )( lkh  já não apresentam, obrigatoriamente, as 

mesmas intensidades, pois  

 

)(F)(F)(F)(F −=≠=+ PHPHPHPH lkhhkl .    Eq. 5-19 

 

 
Figura 5-8. Representação dos fatores de estrutura, mostrando as contribuições de FP(+), F’H(+) e F”H(+) para o valor de 

FPH(+). Idem para FPH(-). Na figura da direita FPH(-) foi espelhado em relação ao eixo real. 

 

É possível ver pela figura 5.8 que a aplicação da lei dos cossenos à )(F +PH  e à )(F −PH  resulta nas 
equações  
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( ) ( ) ( ) ( )( ) 
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que, combinadas, determinam a seguinte expressão: 
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Após o rearranjo dos termos da equação 5.22, é possível verificar que os valores das fases 

PHα  para o cristal derivado serão dados, conforme a equação 5.23.  
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Note-se que, na equação 5.23, não há nenhum termo relacionado aos fatores de estrutura de 

um cristal nativo, mas apenas do cristal derivado. Mais uma vez, se as posições atômicas dos 

espalhadores anômalos pudessem ser determinadas, os termos Hα  e HF ′′  poderiam ser calculados e 

os valores das fases PHα  para os fatores de estrutura do cristal derivado seriam obtidos. 

A técnica que utiliza apenas um cristal com sinal anômalo não-desprezível para a obtenção 

das fases dos fatores de estrutura recebe o nome de difração anômala simples (Single Anomalous 

Diffraction – SAD). De maneira similar à técnica SIR, as fases obtidas por SAD apresentam uma 

ambigüidade devido a um termo trigonométrico que pode assumir dois valores opostos. No entanto, 

a ambigüidade pode ser solucionada com a coleta de dados de um cristal nativo, sem espalhadores 

anômalos. A técnica recebe, então, o nome de substituição isomorfa simples com espalhamento 

anômalo (Single Isomorphous Replacement with Anomalous Scattering – SIRAS). Analogamente, a 

utilização de um cristal nativo e mais de um cristal derivado com sinal anômalo recebe o nome de 

substituição isomorfa múltipla com espalhamento anômalo (Multiple Isomorphous Replacement 

with Anomalous Scattering – MIRAS). 

A representação dessas técnicas nos círculos de fase de Harker é obtida de maneira similar 

àquela adotada para as técnicas SIR e MIR. Na figura 5.9, as técnicas SAD e SIRAS estão 

representadas. 
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Uma outra técnica conhecida como difração anômala com múltiplos comprimentos de onda 

(Multiwavelength Anomalous Diffraction – MAD) também utiliza o efeito anômalo para obter as 

fases necessárias para a construção de um mapa de densidade eletrônica. A técnica, introduzida há 

quase 20 anos por Wayne A. Hendrickson (HENDRICKSON, 1985, 1991), é muito utilizada em 

todo o mundo e consiste basicamente na coleta de três ou quatro conjuntos de dados de difração de 

um único cristal utilizando raios-X com diferentes comprimentos de onda. Devido à dependência do 

espalhamento anômalo da radiação com o comprimento de onda dos raios-X incidentes, é possível 

obter informações diferentes de cada um dos conjuntos. A combinação das informações permite, ao 

final da coleta dos dados, obter as fases dos fatores de estrutura para o cristal estudado. 

A técnica MAD requer a utilização de fontes de radiação com alta resolução energética 

( 310−<λλ∆ ) e todo um aparato experimental que permita a mudança do comprimento de onda da 

radiação ao longo do experimento. Como a linha de luz CPr do LNLS não foi desenvolvida 

especialmente para esta técnica, nenhum experimento desse tipo foi ainda realizado no país. Em 

vista disso, uma abordagem mais detalhada estaria além dos objetivos deste trabalho e, por isso, não 

será apresentada aqui. 

 

 
Figura 5-9. Construção dos círculos de Harker para os procedimentos (a) SAD e (b) SIRAS. As fases αPH’ e αPH” estão 

localizadas simetricamente em relação à F”H. 

 

Antes de terminar esta seção, é conveniente esclarecer um ponto que envolve todas as 

técnicas de átomos pesados apresentadas neste capítulo: SIR, MIR, SAD, SIRAS, MIRAS e MAD. 

Em todas elas, a determinação das fases dos fatores de estrutura passa, obrigatoriamente, pela 

determinação das coordenadas atômicas dos átomos pesados ou dos espalhadores anômalos. Esta 
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etapa mostra que o problema de resolver a estrutura total de um cristal foi, inicialmente, reduzido a 

resolver a subestrutura dos átomos pesados ou espalhadores anômalos do cristal. Como o número 

desses átomos é muito menor que o número total de átomos de um cristal, o problema pode ser 

resolvido mais facilmente. Atualmente, diversos algoritmos e formulações são utilizados em muitos 

programas para resolver esse problema (BLESSING & SMITH, 1999; WEEKS & MILLER, 1999; 

SHELDRICK, 1998). A teoria envolvida em cada uma dessas formulações pode ser encontrada na 

literatura e, por isso, não será abordada aqui. Deve-se, entretanto, ter em mente que essas 

formulações utilizam apenas as diferenças observadas nos padrões de difração devido à introdução 

dos átomos pesados para a correta identificação dos sítios atômicos destes átomos. 

 

5.4 Considerações finais 

 

A obtenção das fases dos fatores de estrutura é, sem sombra de dúvidas, uma das etapas 

fundamentais de todo o processo de determinação da estrutura cristalográfica de uma 

macromolécula. Entretanto, outras etapas precisam ser vencidas para que se possa chegar de fato ao 

modelo tridimensional de uma macromolécula. 

Inicialmente, o mapa de densidade eletrônica obtido experimentalmente deve ser 

interpretado e, na medida do possível, um modelo tridimensional deve ser construído de forma a 

explicar a densidade eletrônica observada dentro do cristal. Entretanto, é muito comum que os 

mapas de densidade eletrônica experimentais apresentem falhas e não possam ser interpretados 

visualmente nem por algoritmos computacionais. Muitas falhas estão associadas diretamente aos 

erros experimentais, fato desconsiderado até o momento em todos os cálculos. Sabe-se que toda 

medida experimental apresenta um erro e quando ela é usada para o cálculo de outras grandezas, o 

erro se propaga no cálculo influenciando o resultado final. Assim, a qualidade do conjunto de dados 

de difração e de todas as grandezas obtidas a partir desse conjunto deve ser avaliada ao longo das 

etapas que envolvem a determinação estrutural de uma macromolécula biológica para que o objetivo 

possa ser cumprido com êxito e o resultado seja confiável. 

Em relação ao conjunto de dados de difração, além dos erros experimentais associados à 

cada intensidade )(hkl , outros parâmetros são usados para quantificar a qualidade das medições. 

Dentre eles, destacam-se: 
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i. )( hklhkl II σ . O valor médio, por faixa de resolução, da razão entre as intensidades das 

reflexões )(hkl  e seus respectivos erros. É usado normalmente para definir a resolução 
máxima de um conjunto de dados. 

ii. As resoluções mínima e máxima de um conjunto de dados. São definidas como os 
maiores e menores valores de hkld , respectivamente, associados com as reflexões )(hkl  

encontradas em todo o conjunto. 

iii. Número de reflexões totais. Número de todas as reflexões medidas e aceitas na faixa de 
resolução estabelecida para aquele conjunto de dados. 

iv. Completeza. Porcentagem das reflexões medidas num total de reflexões teoricamente 
esperadas para a faixa de resolução estabelecida. 

v. Número de reflexões únicas. Número de reflexões distintas em um conjunto de dados. 
As reflexões idênticas ou relacionadas pela simetria do cristal são consideradas 
reflexões equivalentes e teoricamente devem possuir a mesma intensidade. 

vi. Redundância. Razão entre o número de reflexões totais e o número de reflexões únicas, 
por faixa de resolução. 

vii. 
∑∑

∑∑ −
=

hkl i

i

hkl i

i

merge
hklI

hklIhklI

IR
)(

)()(
)( . 

Mede a consistência dos dados em relação às intensidades das reflexões idênticas ou 
simetricamente equivalentes. Juntamente com o primeiro, esse parâmetro é usado para 
definir a máxima resolução dos dados coletados. 

 

Uma vez que os conjuntos de dados são coletados, a determinação das fases pode ser 

efetuada. Com a análise das equações 5.12 e 5.23, observa-se que as fases Pα  ou PHα  só poderão  

ser determinadas com acerto se as coordenadas dos átomos pesados ou espalhadores anômalos e os 

valores de PHF  e PF  ou )(F +PH  e )(F −PH  forem determinados com precisão. Na verdade, tanto a 

obtenção correta das fases quanto das coordenadas atômicas dos átomos pesados ou espalhadores 

anômalos depende da precisão e do erro associado às quantidades 

 

PPH

ISO FFF −=∆       Eq. 5-24 

e 

)(F)(FF −−+=∆ PHPH

ANO
     Eq. 5-25 

 

que podem ser obtidas dos experimentos de difração (os índices h , k  e l  foram omitidos). ISOF∆ , 

conhecido como diferença isomorfa, é obtido a partir de dois conjuntos de dados (um nativo e um 
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derivado). Esta quantidade reflete as diferenças dos fatores de estrutura mediante a incorporação dos 

átomos pesados. Já ANOF∆ , conhecido como diferença anômala ou diferença Bijvoet, é calculado 

com um conjunto de dados apenas, pois reflete a quebra da lei de Friedel devido ao espalhamento 

anômalo da radiação por átomos específicos. 

Com as equações 5.24 e 5.25, pode-se definir o que se convencionou chamar de sinais 

isomorfo e anômalo. 

 

Sinal isomorfo: 
N

N

Z

A

eff

A

ISO

2

f

F

F ′
≈

∆
.     Eq. 5-26 

 

Sinal anômalo: 
N

N

Z

A

eff

A

ANO

2

f2

F

F ′′
≈

∆
.     Eq. 5-27 

 

Os termos à direita nas equações 5.26 e 5.27 (HENDRICKSON, SMITH & SHERIFF, 1985) 

permitem estimar, teoricamente, qual o sinal isomorfo e anômalo, respectivamente de uma 

determinada estrutura cristalina com N  átomos totais (exceto hidrogênio) e AN  átomos pesados ou 

espalhadores anômalos. effZ  é o número atômico médio efetivo dos átomos da estrutura e, no caso 

de proteínas, assume o valor aproximado de 6,7. Os termos Af ′  e Af ′′  representam as contribuições 

real e imaginária para o fator de espalhamento atômico dos átomos pesados ou espalhadores 

anômalos. 

A análise dessas quantidades a partir de um conjunto de dados permite tanto prever a 

presença ou não de átomos pesados ou espalhadores anômalos quanto estimar o sucesso na obtenção 

das fases. Naturalmente, os valores dos sinais isomorfo e anômalo dependem da substância 

cristalizada, do tipo e quantidade de átomos pesados ou espalhadores anômalos e do comprimento 

de onda da radiação incidente. Normalmente, esses valores ficam em torno de 10 – 25% para o sinal 

isomorfo e 1 – 8% para o sinal anômalo. 

Retornando à questão dos erros experimentais, é possível ver, na figura 5.10 a, as principais 

fontes de erros associadas ao cálculo das fases dos fatores de estrutura pelos métodos de substituição 

isomorfa. Os termos σ  representam os erros das intensidades atribuídos à imprecisão das medidas; 

os termos η  indicam os erros associados às posições atômicas, ocupâncias e fatores de temperatura 
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dos átomos pesados, e os termos µ  indicam a falta de isomorfismo entre os conjuntos de dados 

devido à incorporação dos átomos pesados. 

 

 
Figura 5-10. Fontes de erros no método de substituição isomorfa. (a) Representação das principais fontes de erros σ, η e 

µ. (b) Simplificação para as principais fontes de erros. 

 

O tratamento dos erros nessa situação pode ser simplificado enormemente se for assumido 

que PF  e HF  são conhecidos com precisão e que todo o erro ISOε  reside no valor medido de PHF  

como mostra a figura 5.10 b (BLOW & CRICK, 1959). Assim, para uma fase arbitrária ϕ , o 

triângulo definido por PHF , PF  e HF  não fechará completamente. Se CF  for definido como a soma 

de HF  e )exp(F ϕiP , então o erro ISOε  do triângulo de fase (lack of closure) será dado pela equação 

5.28. 

 

PHCPHPHISO i FFF)exp(F)( −=−+= ϕϕε F .    Eq. 5-28 

 

Se ISOE  for definido como o erro associado com essa medida (feita em intervalos de alguns graus), e 

a distribuição dos erros for assumida gaussiana, então, é possível encontrar, para cada fator de 

estrutura )(hkl , uma função )(ϕISOP  que descreve a probabilidade de a fase ϕ  ser a fase correta. 

Esta função )(ϕISOP  é dada pela equação 5.29. 

 

( )22 2)(exp)( ISOISOISO ENP ϕεϕ −=      Eq. 5-29 
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onde N  é um fator de normalização. Um exemplo da equação 5.29 pode ser visto na figura 5.11. 

Caso o sinal anômalo medido tenha sido usado para o cálculo das fases, uma expressão 

similar à equação 5.29 pode ser usada para definir a função de probabilidade )(ϕANOP . Esta função 

apresenta, contudo, termos )(ϕε ANO  e ANOE  calculados com base nas medidas de )(F +PH  e )(F −PH  

(MATTHEWS, 1966; HENDRICKSON, 1979; TERWILLIGER & EISENBERG, 1987). 

 

 
Figura 5-11. Função de probabilidade de fase não-normalizada para um fator de estrutura (hkl) qualquer pelo método de 

substituição isomorfa simples. Neste método duas fases, igualmente prováveis, podem ser obtidas. 

 

Quando as fases dos fatores de estrutura puderem ser obtidas tanto a partir do sinal isomorfo 

quanto do sinal anômalo, ou ainda com o uso dos dados de difração de outros cristais, a função total 

de probabilidade de fase )(ϕTOTALP  pode ser obtida pela multiplicação de cada uma das funções, 

como mostrado na equação 5.30. 

 

( )( )∏∏= )()()( ϕϕϕ ANOISOTOTAL PPNP .    Eq. 5-30 

 

A abordagem adotada para o tratamento do erros durante o cálculo das fases permite definir um 

parâmetro conhecido como figura de mérito m  que mede a confiança com que uma fase foi 

determinada. Esse parâmetro, definido pela equação 5.31, assume valores entre 0 e 1 e é utilizado 

com freqüência para caracterizar o processo de obtenção das fases. Teoricamente, figuras de mérito 

próximas de 1 indicam que as fases ϕ  apresentam erro próximo de 0o. 
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m      Eq. 5-31 

 

Uma vez que um mapa de densidade eletrônica é calculado com as fases experimentais, a 

interpretação dele pode começar a ser feita. Contudo, esse passo pode ser afetado por alguns fatores 

dos quais destacam-se: 

 

i. Confiabilidade dos termos hklF  e hklα . A correta determinação de hklF  e de hklα  é 

fundamental para o cálculo da densidade eletrônica. Erros, principalmente em hklα , 

resultam em mapas de densidade eletrônica completamente não-interpretáveis. 

ii. Completeza do conjunto de dados. Conjuntos de alta completeza resultarão, em 
princípio, em mapas de densidade eletrônica completos e sem falhas. 

iii. Resolução do conjunto de dados. Conjuntos de dados provenientes de cristais que 
difratam até alta resolução apresentam mais reflexões )(hkl  que um conjunto, do 
mesmo cristal, com menor resolução. Assim, segundo a equação 5.8, a presença de 
mais termos ( hklF  e hklα ) contribuirá para um detalhamento maior à função de 

densidade eletrônica. 

 

Em muitos casos, alguns procedimentos matemáticos conhecidos como “modificação de 

densidade eletrônica” são utilizados para melhorar a qualidade dos mapas obtidos 

experimentalmente. Esses procedimentos modificam os valores das fases em torno de seu valor 

experimental hklα , permitindo a identificação da estrutura atômica no mapa de densidade eletrônica. 

Nas figuras 5.12 a e 5.12 b, dois mapas de densidade eletrônica são mostrados: um calculado com as 

fases experimentais e o outro obtido após o procedimento de modificação de densidade eletrônica. 

Os algoritmos que permitem a modificação da densidade eletrônica estão implementados em vários 

programas utilizados em cristalografia de proteínas e, basicamente, o funcionamento deles consiste 

em supor que existe uma concentração de densidade eletrônica na região ocupada pelas 

macromoléculas, enquanto na região ocupada pelo solvente a densidade eletrônica é praticamente 

nula (LESLIE, 1987; ABRAHAMS, 1997). Essa suposição encontra suporte no fato de que, na 

grande maioria dos casos, algo em torno de 50% do volume de um cristal de proteína é composto 
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por moléculas de água desordenadas que não contribuem para o espalhamento coerente da radiação 

e, portanto, não são vistas nos mapas de densidade eletrônica. 

 

 
Figura 5-12. Interpretação dos mapas de densidade eletrônica. (a) Mapa de densidade eletrônica calculado com fases 
MIRAS experimentais. (b) O mesmo mapa anterior após os procedimentos de modificação de densidade eletrônica. (c) 

Construção de um modelo tridimensional em um mapa de densidade eletrônica com resolução de 1.9 Å. (d) O 
equivalente do anterior em um mapa de 2.5 Å de resolução. Átomos de carbono, oxigênio e nitrogênio estão 
representados por esferas laranjas, vermelhas e azuis, respectivamente. Os átomos de hidrogênio não estão 

representados nesta figura. Normalmente, em cristalografia de proteínas, estes átomos não podem ser identificados. 

 

Dependendo da qualidade dos mapas de densidade eletrônica, pode ser feita interpretação 

automática ou manual. Um modelo tridimensional pode ser então construído, preenchendo as 

regiões de mais alta densidade eletrônica com os átomos do modelo. Entretanto, a escolha dos 

átomos deve obedecer à estrutura primária previamente determinada por estudos bioquímicos. 

Nas figuras 5.12 c e 5.12 d são mostrados dois mapas de densidade eletrônica nos quais um 

modelo tridimensional pôde ser construído. A ausência de informação sobre a estrutura primária de 
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uma proteína ou sobre a composição química de uma molécula poderia levar ao erro de assinalar um 

determinado átomo na posição ocupada por outro tipo de átomo. Em conjuntos de dados de alta 

resolução, esta identificação pode ser feita de forma correta já que, além de se poder identificar com 

precisão às posições atômicas dos átomos de hidrogênio, pode-se ter uma estimativa do valor real da 

densidade eletrônica em um determinado local da célula unitária. 

O modelo tridimensional inicialmente construído, normalmente apresenta erros. Em uma 

etapa conhecida como “refinamento”, o modelo é ajustado, ou seja, tanto as coordenadas atômicas 

quanto os fatores de temperatura e a ocupância de cada um dos átomos são refinados em torno das 

posições iniciais procurando a obtenção de um modelo 3D ideal. Este modelo deve ser entendido 

como aquele que melhor representa os dados experimentais, ou seja, um modelo que permita com 

que os fatores de estrutura calculados a partir da equação 5.5 sejam os mais próximos dos fatores de 

estrutura medidos com o experimento. Esta tarefa pode ser atingida com a minimização da função 

 

%100
F

FF
×

−
=

∑
∑

hkl

obs

hkl

calcobs

factor

k

R ,      Eq. 5-32 

 

onde k  é um termo de escala entre as amplitudes dos fatores de estrutura medidos no experimento 

de difração ( obsF ) e os mesmos fatores de estrutura calculados a partir do modelo ( calcF ). 

Normalmente, estruturas macromoleculares refinadas apresentam factorR  inferior a 20%. 

Entretanto, certos parâmetros estereoquímicos como as distâncias e os ângulos entre as 

ligações químicas, a planeza de certos grupos de átomos e os contatos de van der Waals para átomos 

não-ligados também devem ser levados em conta durante o processo de refinamento para que os 

modelos tridimensionais possam fazer algum sentido físico e biológico! Assim, a função que deve 

ser minimizada (função-alvo) durante o refinamento deve incluir não só o termo cristalográfico 

(equação 5.32), mas termos que expressem as restrições estereoquímicas apresentadas acima. 

Diversas variações para a formulação da função-alvo são encontradas na literatura (JACK & 

LEVITT, 1978; SUSSMAN, 1985; BRÜNGER, KURIYAN & KARPLUS, 1987; TRONRUD, 

EYCK & MATTHEWS, 1987; TRONRUD, 1992); contudo, não serão apresentadas nesta tese. 
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6 Resultados 

 

Ao longo dos últimos quatro anos, todo o trabalho desenvolvido nesta tese teve como 

objetivo principal a obtenção dos conhecimentos necessários para a resolução de estruturas 

cristalográficas inéditas de macromoléculas biológicas utilizando as facilidades da linha de luz CPr 

do Laboratório Nacional de Luz Síncrotron. Neste período, diversos experimentos foram realizados, 

o que permitiu encontrar excelentes condições para a coleta dos dados de difração e conseqüente 

determinação estrutural. Além disso, o projeto contribuiu para que as estruturas de algumas 

macromoléculas biológicas inéditas fossem resolvidas em menos de três anos de pesquisa. As 

estruturas resolvidas neste projeto estão dentre as primeiras em todo o Brasil. Estima-se que não 

mais do que duas estruturas cristalográficas inéditas de macromoléculas biológicas tenham sido 

resolvidas por grupos de pesquisa brasileiros, anteriormente. Nesta seção, serão mostrados em uma 

ordem cronológica, sempre que possível, cada uma das etapas alcançadas no projeto, ressaltando as 

mais significativas e de importância fundamental para o contexto da tese. Não serão descritos, 

portanto, todos os passos adotados para a resolução de cada uma das estruturas cristalinas nem os 

detalhes biológicos específicos sobre cada uma dessas macromoléculas. Em alguns casos, apenas 

uma sucinta descrição dos fatos será apresentada já que alguns resultados ainda estão sendo 

analisados. Alguns dos trabalhos já publicados ou mesmo os já concluídos e em processo de 
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submissão para revistas internacionais, relacionados diretamente com a pesquisa sugerida no projeto 

de tese, serão incorporados ao texto permitindo uma visão mais completa do assunto. 

 

6.1 Experimentos iniciais com uma proteína teste 

 

Com o objetivo de testar as facilidades da linha de luz CPr do Laboratório Nacional de Luz 

Síncrotron em relação à sua capacidade de gerar dados de difração de raios-X confiáveis, capazes de 

permitir a solução de uma estrutura inédita de uma macromolécula, foram coletados, inicialmente, 

os dados de difração de cristais de lisozima, uma proteína com uma única cadeia polipeptídica com 

129 resíduos de aminoácidos. 

A lisozima (hen egg-white lysozyme, HEWL), uma das proteínas mais conhecidas em todo o 

mundo, é usada normalmente em estudo-teste, pois é facilmente adquirida e sua cristalização é 

rápida e eficiente. Além disso, seus cristais apresentam alto poder de difração, atingindo facilmente 

2,0 Å de resolução. A estrutura tridimensional da HEWL já é conhecida desde 1962 (BLAKE et al., 

2001), contudo, este experimento permitiu verificar a possibilidade de resolver esta estrutura pelo 

método dos átomos pesados, simulando assim a determinação de uma estrutura inédita. 

Iniciou-se o trabalho com a cristalização desta macromolécula seguindo protocolos 

conhecidos. Todos os cristais de lisozima foram preparados pelo método da gota suspensa (seção 

4.1) utilizando proteína purificada comprada da empresa SIGMA. A gota de cristalização (2 – 4 µl) 

consistia de 20 – 30 mg/ml de proteína, 0,5 M de NaCl e 0,025 M de tampão de acetato de sódio em 

pH 4,5. Já a solução do poço era composta por 1,0 M de NaCl e 0,050 M de tampão de acetato de 

sódio. As placas de cristalização foram mantidas a uma temperatura de 18 oC por alguns dias até que 

os cristais fossem formados. 

Conforme mencionado na seção 5.3.1, o método dos átomos pesados requer, 

inevitavelmente, a presença de átomos de elevado peso atômico ou espalhadores anômalos na 

estrutura cristalográfica que se pretende resolver. Já é do conhecimento dos cristalógrafos que, 

infelizmente, a HEWL apresenta em sua estrutura apenas átomos de hidrogênio, carbono, oxigênio, 

nitrogênio e enxofre. Assim, para se utilizar o método dos átomos pesados era necessário preparar 

pelo menos um cristal derivado (seção 4.2.1) e coletar os dados de difração. Entretanto, algumas 

dúvidas precisavam ser respondidas antes do início dos experimentos. Qual método de derivatização 

seria adotado? Qual composto químico deveria ser utilizado para a derivatização? Qual o melhor 

comprimento de onda da radiação incidente? 



 55 

Ficou então decidido que os cristais derivados seriam preparados pelo método de crio 

derivatização rápida com halogênios (quick cryo soaking with halides), em especial compostos a 

base de iodo. A facilidade e a rapidez com que esse novo método pode ser aplicado foram essenciais 

para sua escolha. 

 

 
Figura 6-1. Espectro da radiação produzida no anel de armazenamento de elétrons do Laboratório Nacional de Luz 

Síncrotron (LNLS). A construção de um Wiggler, projeto em andamento no LNLS, permitirá um aumento do fluxo e da 
energia dos fótons produzidos como mostrado pela curva tracejada. 

 

A decisão de usar compostos à base de iodo ao invés de bromo está intimamente relacionada 

com as propriedades da radiação incidente e os efeitos de dispersão anômala destes átomos. A 

análise do espectro da radiação obtido na linha de luz CPr do LNLS (figura 6.1) indica que o maior 

fluxo de fótons, normalmente utilizados em cristalografia de proteínas, está concentrado na faixa de 

comprimento de onda que vai de 1,3 até 1,7 Å. Por meio de um cálculo teórico para o fator de 

espalhamento atômico dos átomos de iodo e bromo (CROMER, 1983) utilizando radiação com 

comprimento de onda dentro dessa faixa, observa-se que os átomos de iodo apresentam sinal 

anômalo cinco vezes maior que os átomos de bromo (figura 6.2). Já que o sinal anômalo pode ser 

usado para a determinação das fases dos fatores de estrutura, a otimização deste sinal foi 

considerada essencial para atingir os objetivos propostos. 

Ainda na figura 6.2 é possível fazer uma comparação entre o sinal anômalo de vários átomos 

pesados que foram e podem ser usados para o processo de derivatização. 

 



 56 

 
Figura 6-2. Sinal anômalo teórico para os átomos de enxofre, bromo, rubídio, gadolínio, iodo, mercúrio, césio e urânio 

dentro da faixa de comprimento de onda da radiação produzida na fonte de luz CPr. 

 

Optou-se por utilizar radiação incidente com comprimento de onda igual a 1,54 Å, valor 

similar ao obtido em fontes convencionais de raios-X encontrados em laboratórios de todo o mundo. 

A escolha, além de permitir o alto fluxo de fótons na linha de luz CPr, possibilitaria que os 

resultados obtidos pudessem ser repetidos, teoricamente, com fontes convencionais de raios-X. 

Nesta primeira etapa, os dados de difração de um cristal nativo de HEWL e um derivado de 

iodo foram coletados. Os dados estatísticos de cada um desses conjuntos bem como o procedimento 

adotado na preparação dos cristais para a coleta dos dados podem ser vistos na tabela 6.1. Na 

tentativa de simular uma coleta de dados rotineira, a resolução do conjunto de dados do cristal 

nativo foi limitada até 2,0 Å e a do cristal derivado até 2,3 Å. Na segunda etapa, a ser descrita na 

próxima seção, outros dois conjuntos de dados foram coletados com derivados de césio e gadolínio 

preparados pelo método de crio derivatização rápida. 

Após a coleta e o processamento dos dados de difração dos cristais nativo e derivado de 

iodo, foi possível dar início ao processo de obtenção das coordenadas atômicas dos átomos de iodo 

(espalhadores anômalos) e, posteriormente, à determinação das fases dos fatores de estrutura do 

cristal nativo através da técnica SIRAS. As posições atômicas dos átomos foram obtidas pelo 

programa SnB
7
 – Shake-and-Bake (WEEKS & MILLER, 1999) que utilizou apenas as diferenças 

                                                 
7 Programa para localização de átomos pesados e espalhadores anômalos que utiliza uma poderosa formulação de 
métodos diretos que alterna entre o refinamento das fases no espaço recíproco e uma seleção de soluções no espaço real. 
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anômalas do conjunto de dados derivado. Essas coordenadas atômicas iniciais foram então usadas 

pelo programa SHARP
8
 – Statistical Heavy Atom Refinement and Phasing (DE LA FORTELLE & 

BRICOGNE, 1997) junto com as amplitudes dos fatores de estrutura dos cristais nativo e derivado 

(iodo) para o cálculo das fases SIRAS. Após o cálculo, o primeiro mapa de densidade eletrônica 

com as fases experimentais foi calculado, conforme mostra a figura 6.3 a. O procedimento de 

modificação de densidade eletrônica foi aplicado, em seguida, com o uso do programa SOLOMON
9 

(ABRAHAMS & LESLIE, 1996). O resultado pode ser observado na figura 6.3 b. 

 

Tabela 6-1. Detalhes sobre a preparação e a estatística dos dados de difração de raios-X de quatro cristais de lisozima 
(um nativo e três derivados) usados neste projeto. 

  

Cristalização  
  Líquido-mãe 1,0 M de NaCl, 50 mM de acetato de sódio (tampão NaOAc), pH 4,5 
  Temperatura 18 oC 
  Solução de proteína 20-30 mg/ml 
  
  

Preparação do cristal Nat-HEWL I-HEWL Cs-HEWL Gd-HEWL 
  Solução crioprotetora 1,0 M NaCl 

tampão NaOAc 
15% etilenoglicol 

 

0,75 M NaI 
tampão NaOAc 

15% etilenoglicol 
 

1,0 M CsCl 
tampão NaOAc 

15% etilenoglicol 
 

0,625 M NaCl 
0,250 M GdCl3 
tampão NaOAc 

15% etilenoglicol 
  Tempo de banho* (s) 60 60 300 300 
     
     

Coleta de dados Nat-HEWL I-HEWL Cs-HEWL Gd-HEWL 
  Comprimento de onda (Å) 1,54 1,54 1,54 1,54 
  Grupo espacial P43212 P43212 P43212 P43212 
  Parâmetros de célula (Å) a = 78,58 

c = 36,89 
a = 78,62 
c = 37,05 

a = 78,64 
c = 36,79 

a = 78,59 
c = 36,82 

  Resolução (Å) 21,8-2,00 
(2,06-2,00) 

21,8-2,30 
(2,33-2,30) 

18,52-2,30 
(2,37-2,30) 

18,0-2,30 
(2,37-2,30) 

  N. de reflexões 105547 147472 150896 152044 
  N. de reflexões únicas** 7449 9828 9895 9909 
  <I/σ(I)> 27,3 (19,6) 26,3 (17,6) 51,1 (36,6) 35,0 (26,7) 
  Multiplicidade 14,2 (4,5) 15,0 (13,5) 15,2 (14,7) 15,3 (14,3) 
  Completeza 99,9 (99,8) 98,7 (95,0) 99,8 (100,0) 99,9 (100,0) 
  Rmerge 6,6 (7,6) 13,0 (16,5) 6,7 (9,1) 8,6 (11,8) 
  Oscilação total (graus) 220 360 360 360 
  Fonte de raios-X Linha CPr, LNLS Linha CPr, LNLS Linha CPr, LNLS Linha CPr, LNLS 
  Detector de raios-X mar345 (ip)# mar345 (ip) mar345 (ip) mar345 (ip) 
     
     
* Tempo de imersão do cristal na solução crioprotetora. Os derivados foram preparados pelo método de crio derivatização rápida. 
** A multiplicidade dos conjuntos derivados (nativo) foi calculada tratando os pares de Friedel como reflexões distintas (equivalentes). 
# Image plate (ip). 
Os valores estatísticos para as camadas com mais alta resolução são mostrados entre parênteses. 

 
                                                 
8 Utiliza o método da máxima verossimilhança para o refinamento dos parâmetros dos átomos pesados (coordenadas, 
ocupâncias e fatores de temperatura) e para o cálculo das fases dos fatores de estrutura. 
9 Utiliza o método conhecido como “solvent flipping” para os procedimentos de modificação de densidade eletrônica. Ao 
contrário de outros métodos, a densidade eletrônica na região do solvente é invertida e não ajustada a um valor 
constante. 
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Figura 6-3. Mapas de densidade eletrônica para uma região arbitrária do cristal nativo de HEWL. (a) Mapa experimental 

SIRAS obtido com os dados de difração do cristal nativo e do derivado de iodo. (b) Resultado da utilização dos 
procedimentos de modificação de densidade eletrônica no mapa representado em (a). O modelo tridimensional da 

HEWL também está representado. Os átomos de carbono, nitrogênio, oxigênio e enxofre são representados por esferas 
alaranjadas, azuis, vermelhas e verdes, respectivamente. Os átomos de hidrogênio não são representados. 

 

 
Figura 6-4. Interpretação e construção automática do modelo tridimensional da HEWL pelo programa ARP/wARP 

utilizando um mapa de densidade eletrônica com 2,0 Å de resolução. 

 

Uma vez que a estrutura tridimensional da HEWL já é conhecida, a construção de um 

modelo tridimensional para o cristal nativo teve o único objetivo de verificar a possibilidade da 

interpretação automática do mapa de densidade eletrônica. Esta tarefa, executada pelo programa 

ARP/wARP (PERRAKIS, MORRIS & LAMZIN, 1999), e seu desempenho ao longo dos ciclos de 

interpretação e construção automática podem ser vistos na figura 6.4. 
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A análise do modelo inicial obtido por ARP/wARP
10, através do programa gráfico O (JONES 

et al., 1991), permitiu corrigir alguns erros da construção automática. Por fim, o modelo foi então 

refinado contra o conjunto de dados nativo até valores aceitáveis de factorR . 

O modelo nativo, já refinado, foi utilizado para resolução da estrutura do derivado de iodo. 

Uma vez que ambos os conjuntos são praticamente idênticos (nativo e derivado), exceto pelos 

espalhadores anômalos, o processo de refinamento foi extremamente rápido. 

A conclusão do processo de refinamento permitiu analisar, em detalhes, o ambiente químico 

onde se encontravam os íons de iodo. De maneira similar ao que já havia sido reportado na literatura 

(DAUTER, DAUTER & RAJASHANKAR, 2000), os íons de iodo (halogênios) adotam, mediante o 

processo de crio derivatização rápida, inúmeras posições atômicas em torno das macromoléculas. 

Estes íons, com as mais variadas ocupâncias, passam a ocupar as regiões anteriormente preenchidas 

por moléculas ordenadas de água, interagindo com resíduos de aminoácidos carregados e com o 

nitrogênio da cadeia principal. 

Na figura 6.5 um mapa de Fourier de diferença anômala é mostrado sobre a estrutura da 

HEWL. O mapa tem a propriedade de ressaltar os espalhadores anômalos da estrutura 

cristalográfica. 

 

 
Figura 6-5. Sobreposição do modelo refinado para o derivado I-HEWL (cadeia Cα em laranja) e do mapa de Fourier de 

diferença anômala (em vermelho) contornado a cinco sigmas. Neste mapa os íons de iodo podem ser vistos ao redor da 
estrutura cristalográfica da proteína, ocupando as primeiras camadas de solvente ao redor da macromolécula. 

 

                                                 
10 Este programa tem como objetivo principal a construção e o refinamento de uma estrutura tridimensional combinando 
a interpretação do mapa de densidade eletrônica por meio do conceito de modelo híbrido, o reconhecimento de padrões 
de ligações químicas e o refinamento da estrutura pelo método de máxima verossimilhança. 
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6.2 Complementação do método de crio derivatização rápida 

 

A utilização de iodeto de sódio para o processo de crio derivatização rápida provou ser 

extremamente eficiente para a obtenção das fases dos fatores de estrutura pela técnica SIRAS. De 

fato, a tentativa de obtenção das fases por SAD, utilizando apenas o conjunto de dados do cristal 

derivado, também resultou em um mapa de densidade eletrônica interpretável. 

Contudo, na tentativa de ampliar as possibilidades da técnica de crio derivatização rápida, 

foram realizados outros experimentos testes com HEWL. Os sais de halogênios (NaI, KI e NaBr) 

usados no processo de derivatização rápida se dissociam em solução aquosa permitindo com que 

seus íons interajam com os demais compostos em solução. Neste processo, os ânions de iodo ou 

bromo passam a interagir com as moléculas ordenadas de água e com os resíduos de aminoácidos 

carregados expostos ao solvente. De maneira análoga, espera-se que os cátions presentes na solução 

também possam interagir com regiões específicas das macromoléculas. Deve-se, contudo, ter em 

mente que, devido à diferença de carga entre estes íons, a interação deles com as macromoléculas 

deve ocorrer em nichos atômicos diferentes. 

Sob o ponto de vista da obtenção da estrutura cristalográfica, essa diferença se torna uma 

complementaridade. Se dois ou mais derivados diferentes pudessem ser preparados, então as 

informações de fase provenientes de cada um deles poderiam ser combinadas pelas técnicas MIR e 

MIRAS (seções 5.3.1.1 e 5.3.1.2). Para testar esta possibilidade foram preparados, pelo método de 

crio derivatização rápida, dois derivados de HEWL com compostos à base de metais alcalinos e 

terras raras. A escolha dos sais de cloreto de césio (CsCl) e cloreto de gadolínio III (GdCl3) foi 

baseada, principalmente, em suas propriedades fisico-químicas. O primeiro composto (CsCl), 

altamente solúvel em água, se dissocia em Cs+ e Cl- permitindo que estes íons interajam com outros 

compostos da solução. O cátion de césio apresenta praticamente o mesmo sinal anômalo do ânion de 

iodo dentro da mesma faixa de comprimento de onda disponível na linha de luz CPr do LNLS 

(figura 6.2). Já o íon Gd3+ foi escolhido porque, além de proporcionar um elevado sinal anômalo, ele 

apresenta, em solução, uma coordenação específica formada por outros íons ou moléculas. Deve-se, 

portanto, esperar sítios de ligação distintos tanto para os derivados preparados com terras raras 

quanto para os preparados com metais alcalinos e com halogênios. 

Após algumas tentativas, os dados de difração desses dois derivados foram coletados na 

linha de luz CPr. A estatística dos conjuntos de dados e os detalhes da preparação dos cristais pelo 

processo de crio derivatização rápida são mostrados na tabela 6.1. Mais uma vez, a resolução dos 

conjuntos de dados foi limitada a 2,3 Å. 
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Apesar de os procedimentos adotados ao longo dos três experimentos de crio derivatização 

rápida serem praticamente os mesmos, foi possível verificar, logo no início da preparação dos 

derivados, que o uso dos compostos à base de terras raras causava uma rápida degradação do cristal. 

Ao contrário, os compostos à base de halogênios e metais alcalinos praticamente não afetavam o 

cristal, mesmo em altas concentrações. Assim, inúmeros testes foram realizados em várias 

concentrações de terras raras até que se obtivesse um derivado que suportasse o tempo de imersão na 

solução crio derivatizante. 

 

 
Figura 6-6. Mapas de densidade eletrônica para o cristal nativo de lisozima. Os mapas foram obtidos por (a) SIRAS com 
o derivado de césio, (b) SIRAS com o derivado de gadolínio, (c) MIRAS com os derivados de césio e de gadolínio e (d) 
MIRAS com os derivados de césio, gadolínio e iodo após os procedimentos de modificação de densidade eletrônica. 

 

As posições atômicas dos átomos de césio e gadolínio foram identificadas, em cada um dos 

derivados, utilizando os mesmos procedimentos adotados para o caso do derivado de iodo. Após 
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esta etapa, as fases SIRAS para o cristal nativo (coletado anteriormente) foram obtidas ora com os 

dados de difração do derivado de césio, ora com as do derivado de gadolínio. Além disso, mais dois 

conjuntos de fases MIRAS foram calculados com o uso combinado dos quatro conjuntos de dados. 

Os mapas de densidade eletrônica obtidos após os protocolos de modificação de densidade 

eletrônica são mostrados nas figuras 6.6 a até 6.6 d. Nesses quatro mapas, é mostrada a mesma 

região da figura 6.3.  

A interpretação dos mapas de densidade eletrônica pôde ser feita de forma automática em 

quase todos os casos testados e, em certas regiões da unidade assimétrica, a interpretação visual foi 

tão precisa quanto a interpretação automática. 

Neste momento, foram feitas várias análises dos conjuntos de dados coletados e dos 

processos utilizados para a obtenção das fases dos fatores de estrutura e conseqüente determinação 

do modelo tridimensional da HEWL. As análises permitiram encontrar alguns parâmetros 

importantes que ajudariam a prever o sucesso ou o fracasso na resolução da estrutura cristalográfica. 

Um dos primeiros parâmetros analisados em todos os quatro conjuntos de dados foi a razão 

)( hklhkl II σ  por faixa de resolução. É fácil compreender que essa razão esteja intimamente 

relacionada com a redundância dos dados coletados (tabela 6.1). Nos quatro conjuntos, a coleta de 

360o fez com que várias reflexões simetricamente equivalentes fossem medidas. Sob o ponto de 

vista estatístico, isso implicou uma determinação mais precisa do valor das intensidades das 

reflexões e de seus respectivos erros já que o processo foi baseado em uma amostragem maior de 

reflexões equivalentes. Se, entretanto, 90o de dados fossem coletados e analisados, seria atingida 

também uma completeza próxima a 100%, porém a redundância dos dados seria significativamente 

menor e conseqüentemente a estimativa do erro de cada intensidade de cada reflexão seria obtida 

com uma amostragem menor de reflexões equivalentes. Tradicionalmente, as coletas de dados de 

difração eram feitas utilizando uma abordagem minimalista, ou seja, coletava-se a menor quantidade 

de dados (menor rotação total) até que o conjunto atingisse uma completeza bem próxima a 100%. 

Contudo, os valores de pequenos sinais, como o das diferenças anômalas, só poderão ser 

interpretados com segurança se os erros forem suficientemente inferiores. Dessa forma, sob o ponto 

de vista da obtenção das fases dos fatores de estrutura com o uso do sinal anômalo, é importante que 

a coleta seja, além de completa, redundante. 

O efeito benéfico da redundância dos dados pode ser facilmente observado com a análise da 

figura 6.7. Nessa figura, as razões FFANO∆  e ( )ANOANO FF ∆∆ σ  por faixa de resolução são 

analisadas à medida que a redundância dos dados é aumentada para os três conjuntos derivados de 
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HEWL. É claramente visível que o valor do sinal anômalo ( FFANO∆ ) é superestimado com uma 

baixa redundância dos dados. À medida que a amostragem de reflexões equivalentes aumenta, uma 

estimativa correta do sinal real pode ser feita. Assim, é possível verificar se de fato houve a 

incorporação dos espalhadores anômalos na estrutura cristalográfica. A análise dessa quantidade é, 

portanto, um potencial indicador para a presença dos espalhadores anômalos. Já a razão 

( )ANOANO FF ∆∆ σ  vai aumentando de valor à medida que a redundância dos dados aumenta. Esse 

efeito é reflexo de uma melhor estimativa dos erros associados às diferenças anômalas ( ( )ANOF∆σ ) e 

o seu comportamento permite avaliar a qualidade do sinal anômalo medido. 

 

 
Figura 6-7. Efeito da redundância do conjunto de dados sobre as razões ∆Fano/F e ∆Fano/σ(∆Fano) nos três conjuntos de 

dados derivados de HEWL (derivados de iodo, césio e gadolínio). 
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De maneira similar, o sinal isomorfo (seção 5.4) também foi analisado. Esse sinal, 

normalmente bem maior que o sinal anômalo, é muito usado para a obtenção das fases. Contudo, 

deve-se ter em mente que a presença dele não é necessariamente uma confirmação inequívoca da 

presença dos átomos pesados ou espalhadores anômalos na estrutura do derivado. Isso se dá porque 

o processo de derivatização com átomos pesados ou espalhadores anômalos pode promover um 

rearranjo da estrutura cristalina sem, necessariamente, permitir a incorporação desses átomos. Dessa 

forma, os cristais nativo e pseudo-derivado (cristais não-isomorfos) apresentarão grandes diferenças 

isomorfas que não poderão ser usadas para obtenção das fases. O comportamento do sinal isomorfo 

em cada um dos três pares de dados é apresentado na figura 6.8. 

 

 
Figura 6-8. Efeito da redundância do conjunto de dados sobre as razões ∆Fiso/F e ∆Fiso/σ(∆Fiso) nos três pares de 

conjuntos de dados de HEWL (nativo com os derivados de iodo, césio e gadolínio). 
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Os parâmetros analisados até o momento permitem quantificar a qualidade dos dados de 

difração obtidos durante o experimento, principalmente sob o ponto de vista da obtenção das fases 

dos fatores de estrutura. Contudo, é comum dizer que a estrutura cristalográfica só poderá ser 

determinada se os mapas de densidade eletrônica forem suficientemente interpretáveis. Esse 

julgamento subjetivo pode ser feito de forma quantitativa com a análise da grandeza conhecida 

como figura de mérito (seção 5.4). A figura de mérito m , para uma reflexão )(hkl  qualquer, mede a 

probabilidade de acerto no cálculo da fase para esta reflexão. Assim, uma maneira expressiva de 

julgar a qualidade das fases obtidas é por meio do perfil médio da figura de mérito por faixa de 

resolução. 

 

 
Figura 6-9. Valores médios das figuras de mérito por faixa de resolução para as fases obtidas por SIRAS e MIRAS com 

os dados de difração dos cristais de HEWL. 

 

Na figura 6.9, os valores médios das figuras de mérito por faixa de resolução são mostrados 

para cada uma das técnicas de obtenção de fases utilizadas com os cristais de HEWL. Com a análise 

da figura, é possível verificar o efeito complementar dos diversos derivados ao permitir com que as 

fases dos fatores de estrutura fossem determinadas com maior precisão e confiabilidade. 

O efeito complementar dos derivados é resultado do fato de que a incorporação dos 

espalhadores anômalos ocorre em regiões diferentes da superfície das macromoléculas (figura 6.10). 

Os cinco sítios principais dos íons de césio foram encontrados a uma distância de 2,7 a 3,7 Å dos 

grupos carbonis da cadeia principal, das cadeias laterais negativamente carregadas dos resíduos de 

ácido aspártico e ácido glutâmico e das cadeias laterais polares dos resíduos asparagina e serina. Já 

os átomos de gadolínio foram encontrados próximos aos átomos de oxigênio das cadeias laterais de 
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asparagina e ácido aspártico. O sítio principal deste íon estava coordenado pelo grupo carboxil de 

um ácido aspártico (a uma distância de 1,8 Å) e cinco moléculas de água (2,4 – 2,8 Å). Este último 

resultado pode explicar o motivo da rápida degradação dos cristais quando imersos nas soluções 

concentradas de GdCl3. A difusão desses íons pelos canais de solvente do cristal poderia estar 

promovendo um grande deslocamento de moléculas de água ao longo dos canais, perturbando a 

ordem cristalina. 

 

 
Figura 6-10. Sítios atômicos para os átomos de (a) césio e de (b) gadolínio nos derivados de lisozima. Estes sítios 
representam, de forma genérica, o ambiente químico no qual os espalhadores anômalos foram encontrados. Os 

derivados foram preparados pelo método de crio derivatização rápida. 

 

Para finalizar esta parte, é importante ressaltar que, apesar de não haver garantia de que o 

bom comportamento dos parâmetros analisados até o momento (redundância, FFANO∆ , 

( )ANOANO FF ∆∆ σ , FFISO∆ , ( )ISOISO FF ∆∆ σ , figuras de mérito) seja suficiente para o sucesso na 

determinação da estrutura cristalográfica de uma macromolécula biológica, um desempenho similar 

ao apresentado nos testes da HEWL é, pelo menos, um bom indicativo de que o experimento está 

sendo conduzido com acerto. Os valores de 4 a 8 % para o sinal anômalo, 15 a 25 % para o sinal 

isomorfo e figuras de mérito acima de 0,65 na baixa resolução são bons indícios de sucesso na 

determinação da estrutura cristalográfica. 

Todas as proposições referentes à possibilidade de resolver uma estrutura inédita utilizando o 

processo de crio derivatização rápida e, além disso, utilizar alguns parâmetros experimentais para 

julgar o sucesso de cada uma das etapas desse procedimento precisavam ser testadas em casos 

verdadeiramente inéditos. Esta tarefa foi realizada logo em seguida e será apresentada nas próximas 
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seções. Apesar de a utilização de compostos à base de terras raras ter dado resultados satisfatórios 

para o teste com HEWL, a preparação dos derivados foi mais laboriosa e, por isso, optou-se por 

utilizar apenas os compostos à base de halogênios e metais alcalinos nos casos inéditos. 

 

6.3 Primeiros experimentos com uma proteína “inédita” 

 

A primeira proteína “inédita” utilizada neste trabalho foi um inibidor de proteinase; mais 

especificamente um inibidor de tripsina extraído das sementes de uma planta conhecida como 

Copaifera langsdorffii. Apesar de já haver um grande número de estruturas cristalográficas para 

inibidores de proteinases, esta proteína foi resolvida como uma proteína inédita uma vez que o 

método de substituição molecular (seção 5.3) não pôde ser aplicado. Esta proteína é o objeto de 

estudo de um projeto de doutorado, ainda em andamento, no grupo de pesquisa em que esta tese foi 

desenvolvida. Em vista disso, os resultados de caráter biológico e bioquímico obtidos com a 

resolução desta estrutura não serão apresentados aqui. 

Os inibidores de proteinases podem ser definidos como proteínas capazes de inibir a ação de 

enzimas hidrolíticas tanto in vitro quanto in vivo pela formação de complexos macromoleculares 

estáveis. Os inibidores são encontrados em várias formas em inúmeros tecidos e fluídos de plantas, 

animais e microorganismos. As macromoléculas são classificadas em famílias de acordo com a 

classe das enzimas que inibem. Das famílias de inibidores de tripsina, as mais importantes são as do 

tipo Kunitz e as do tipo Bowman-Birk. As primeiras apresentam peso molecular em torno de 20 kDa 

e duas pontes dissulfeto. As últimas, por sua vez, são menores (8-10 kDa) e apresentam sete ligações 

S-S (KRAUCHENCO et al., 2001). 

Apesar de as estruturas tridimensionais de alguns inibidores de tripsina já serem conhecidas, 

a proteína, de agora em diante denominada TRIN, não apresentava, até este estudo, um modelo 

tridimensional para sua estrutura. Pelo fato de que sua estrutura primária não era conhecida, a 

procura por um modelo tridimensional homólogo já existente não poderia ser feita de forma 

consistente. Além disso, os primeiros estudos de cristalização dessa proteína indicaram que se 

tratava, na verdade, de um heterodímero composto por duas cadeias polipeptídicas não-ligadas de 9 

e 11 kDa. Em vista dessas singularidades, optou-se por utilizar o método de átomos pesados. 

De maneira similar aos procedimentos adotados para a HEWL, os primeiros cristais da TRIN 

foram obtidos por meio do método da gota suspensa com condições de cristalização estabelecidas no 

grupo de Cristalografia de Proteínas do Laboratório Nacional de Luz Síncrotron (KRAUCHENCO 
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et al., 2001). Na tentativa de resolver a estrutura cristalina dessa macromolécula, dois cristais 

derivados, um de iodo e outro de césio, foram preparados pelo método de crio derivatização rápida. 

Na tabela 6.2, são apresentados os dados estatísticos do cristal nativo de TRIN e dos derivados de 

iodo e césio, bem como a forma como eles foram preparados para a coleta de dados. 

 

Tabela 6-2. Detalhes sobre a preparação e a estatística dos dados de difração de raios-X dos cristais de TRIN coletados 
na linha de luz CPr do Laboratório Nacional de Luz Síncrotron. 

  

Cristalização  
  Líquido-mãe 20-25% PEG 8000, 100 mM de acetato de sódio (tampão NaOAc), pH 4,8 
  Temperatura 18 oC 
  Solução de proteína 10 mg/ml 
  
  

Preparação do cristal Nat-TRIN I-TRIN Cs-TRIN 
  Solução crioprotetora líquido-mãe 

20% etilenoglicol 
0,50 M NaI 
líquido-mãe 

20% etilenoglicol 

1,0 M CsCl 
líquido-mãe 

20% etilenoglicol 
  Tempo de banho* (s) 60 180 300 
    
    

Coleta de dados Nat-TRIN I-TRIN Cs-TRIN 
  Comprimento de onda (Å) 1,54 1,54 1,54 
  Grupo espacial P43212 P43212 P43212 
  Parâmetros de célula (Å) a = 58,71 

c = 93,75 
a = 58,42 
c = 93,91 

a = 58,33 
c = 93,80 

  Resolução (Å) 25,3-1,83 
(1,87-1,83) 

25,3-1,92 
(1,96-1,92) 

22,9-2,00 
(2,05-2,00) 

  N. de reflexões 123604 285176 312518 
  N. de reflexões únicas** 15024 23500 20853 
  <I/σ(I)> 23,6 (3,3) 33,7 (13,6) 33,7 (13,1) 
  Multiplicidade 8,2 (5,4) 12,1 (12,0) 15,0 (14,7) 
  Completeza 99,7 (97,6) 99,5 (93,9) 99,8 (99,5) 
  Rmerge 8,9 (50,8) 7,3 (17,0) 9,3 (23,8) 
  Oscilação total (graus) 130 292 360 
  Fonte de raios-X Linha CPr, LNLS Linha CPr, LNLS Linha CPr, LNLS 
  Detector de raios-X mar345 (ip)# mar345 (ip) mar345 (ip) 
    
    
* Tempo de imersão do cristal na solução crioprotetora. 
** A multiplicidade dos conjuntos derivados (nativo) foi calculada tratando os pares de Friedel como reflexões distintas (equivalentes). 
# Image plate (ip). 
Os valores estatísticos para as camadas com mais alta resolução são mostrados entre parênteses. 

 

Pode-se observar que os conjuntos de dados foram coletados com alta redundância, uma vez 

que a abordagem mostrou ser fundamental para todo o processo de obtenção das fases. Inicialmente, 

todas as imagens de difração dos três conjuntos foram processadas e escalonadas com cuidado, 

procurando, principalmente, eliminar as reflexões com elevada probabilidade de apresentarem erros 

de medida ou escalonamento, sobreposição com outras reflexões ou mesmo influência de reflexões 

provenientes de cristais de gelo. 



 69 

A presença dos espalhadores anômalos nos derivados de iodo e césio foi verificada 

inicialmente com a análise dos pares de Friedel. Observou-se claramente, nos dois conjuntos de 

dados, a quebra da lei de Friedel (seção 5.3.1.2) como pode ser visto na figura 6.11. A confirmação 

da presença dos espalhadores anômalos foi obtida com uma análise similar para as diferenças 

isomorfas (figura 6.11). 

 

 
Figura 6-11. Comportamento das razões ∆Fiso/F, ∆Fano/F, ∆Fiso/σ(∆Fiso) e ∆Fano/σ(∆Fano) para os conjuntos de dados dos 

cristais de TRIN. 

 

A obtenção das coordenadas dos átomos de iodo e césio foi feita pelo programa SnB que, de 

maneira similar ao caso da HEWL, utilizou apenas as diferenças anômalas dos conjuntos de dados 

derivados para esta tarefa. O cálculo das fases dos fatores de estrutura foi feito com o programa 
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SHARP utilizando as técnicas I-SIRAS, Cs-SIRAS e MIRAS. A análise quantitativa da qualidade 

das fases obtidas por cada um dos métodos indica que, em princípio, todos os três cálculos 

resultaram em fases capazes de gerar mapas de densidade eletrônica interpretáveis, contudo, as fases 

obtidas por MIRAS foram as que tiveram as melhores figuras de mérito, como pode ser visto na 

figura 6.12.  

 

 
Figura 6-12. Valores médios das figuras de mérito por faixa de resolução para as fases obtidas por SIRAS e MIRAS com 

os dados de difração dos cristais de TRIN. 

 

Os mapas de densidade eletrônica calculados de forma independente com as fases obtidas 

por SIRAS e MIRAS foram submetidos aos procedimentos de modificação de densidade eletrônica 

e os resultados podem ser vistos nas figuras 6.13 a, 6.13 b e 6.13 c.  

Devido à excelente qualidade de todos os três mapas de densidade eletrônica, uma 

interpretação quase inteiramente automática pôde ser feita pelo programa ARP/wARP. O modelo 

inicial foi analisado no programa de visualização gráfica O, o que permitiu corrigir alguns erros da 

construção automática e assinalar a seqüência mais provável de aminoácidos das duas cadeias 

polipeptídicas da macromolécula. Ao final dessa etapa, o modelo foi atualizado inúmeras vezes 

durante vários ciclos de refinamento e visualização gráfica. O modelo tridimensional final pode ser 

visto, em parte, na figura 6.13 d superposto ao mapa de densidade eletrônica refinado e, por 

completo, na figura 6.14 b que representa as estruturas secundárias observadas nas duas cadeias 

polipeptídicas. Os detalhes biológicos e bioquímicos resultantes deste trabalho cristalográfico estão 

sendo utilizados para a elaboração de um trabalho científico que deve ser publicado em breve. 
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Figura 6-13. Mapas de densidade eletrônica para o cristal de TRIN. Mapas obtidos pelas técnicas (a) SIRAS com césio, 
(b) SIRAS com iodo e (c) MIRAS com iodo e césio após os procedimentos de modificação de densidade eletrônica. O 
mapa representado em (d) foi obtido após o refinamento da estrutura. O modelo tridimensional do inibidor de tripsina 

também está representado em todas as figuras. 

 

Apenas a título de curiosidade, dois mapas de Fourier de diferença anômala são mostrados 

sobre a estrutura cristalográfica da TRIN na figura 6.15. É possível visualizar nos mapas a densidade 

eletrônica de todos os espalhadores anômalos presentes nas estruturas cristalográficas dos derivados. 

Pode-se observar que os elementos iodo (vermelho) e césio (amarelo) adotam, como esperado, 

posições atômicas completamente diferentes em torno da superfície das macromoléculas biológicas, 

interagindo com os resíduos de aminoácidos expostos ao solvente. Mais detalhes do ambiente 

químico em torno dos íons usados para o processo de derivatização estão nas próximas seções. 

O método de crio derivatização rápida com halogênios e metais alcalinos, este último 

desenvolvido a partir dos trabalhos iniciais desta tese, foi e tem sido aplicado para a determinação de 
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outras estruturas cristalográficas. Outros exemplos, obtidos ao longo deste trabalho de tese, serão 

mostrados na próxima seção. Antes, porém, será apresentado um trabalho científico que permitirá 

visualizar o contexto geral do método de crio derivatização rápida no que diz respeito à resolução de 

estruturas cristalográficas inéditas. 

 

 
Figura 6-14. Modelo tridimensional refinado da estrutura cristalográfica da TRIN. (a) Construção automática do modelo 

tridimensional da TRIN usando o método SIRAS com o derivado de césio. (b) Representação das estruturas secundárias 
observadas na estrutura cristalina. 

 

 
Figura 6-15. Sobreposição do modelo nativo refinado para a TRIN e de dois mapas de densidade eletrônica de diferença 

anômala contornados a cinco sigmas (iodo em vermelho e césio em amarelo). 
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6.4 Aumento da capacidade de resolução 

 

Apesar de a estrutura cristalográfica de uma proteína inédita ter sido resolvida por meio da 

técnica de crio derivatização rápida com halogênios e/ou metais alcalinos com o uso da radiação 

síncrotron proveniente da linha de luz CPr do LNLS, é extremamente importante que o mesmo 

procedimento seja aplicado para a resolução da estrutura tridimensional de outros cristais obtidos 

das mais diversas condições de cristalização e formados por macromoléculas de diferentes 

organismos com os mais variados tamanhos e funções. Esse fato permitiria não só adquirir a 

experiência e a segurança necessárias para a resolução de estruturas inéditas como também verificar 

a aplicabilidade do método de crio derivatização rápida em outros casos. 

Para testar essas idéias, procurou-se aplicar o método em outros casos estudados no grupo de 

Cristalografia de Proteínas do LNLS. Duas proteínas inéditas foram então selecionadas: 

interleucina-22 humana e β-galactosidase de Penicillium sp. Todas as etapas de processamento e 

análise dos dados de difração, de obtenção das coordenadas dos espalhadores anômalos, do cálculo e 

da análise das fases dos fatores de estrutura e, finalmente, da interpretação dos mapas de densidade 

eletrônica foram feitas com extremo cuidado nos dois casos. Contudo, a maneira como essas etapas 

foram vencidas não foi, necessariamente, idêntica. Em alguns momentos, vários programas foram 

usados para uma mesma tarefa e até mesmo uma combinação de procedimentos mostrou ser 

eficiente para a resolução das estruturas. O detalhamento das etapas para cada um dos casos seria 

uma tarefa extremamente laboriosa e documentativa, porém, não estaria diretamente focalizada no 

ponto principal da seção: mostrar a aplicabilidade do método de crio derivatização rápida para a 

resolução de estruturas inéditas dos mais variados tipos. Em vista disso, optou-se por apresentar 

apenas alguns detalhes fundamentais e característicos de cada um dos conjuntos. 

A primeira macromolécula, interleucina-22 (IL-22), é uma proteína nova identificada 

primeiramente em células de ratos (mIL-22) (DUMOUTIER, LOUAHED & RENAULD, 2000) e, 

logo em seguida, em células humanas (hIL-22) (DUMOUTIER et al., 2000). Ela foi inicialmente 

classificada como uma citocina devido a várias características: a presença de um peptídeo sinal 

hidrofóbico em seu N-terminal, um tamanho aproximado de 20 kDa e uma identidade de 

aminoácidos, ainda que baixa, com interleucina-10 (IL-10); uma citocina bem conhecida. De fato, a 

proteína faz parte da família de citocinas IL-10, que também inclui IL-19, IL-20, IL-24 além da 

própria IL-10 e vários de seus homólogos virais. As únicas estruturas tridimensionais conhecidas de 

membros da família IL-10, até o início deste estudo, eram as de IL-10 humana e do vírus Epstein-

Barr (EBV). Sob o ponto de vista biológico, existem alguns indícios de que essa nova citocina esteja 
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relacionada com alguns processos de resposta inflamatória (DUMOUTIER et al., 2000). Além 

disso, outros estudos apontam provável ligação dessa proteína com alergia e asma (TEMANN et al., 

1998; MCLANE et al., 1998). 

 

Tabela 6-3. Detalhes sobre a preparação e a estatística dos dados de difração de raios-X dos cristais nativo e derivados 
de interleucina-22 humana. 

  

Cristalização  
  Líquido-mãe 0,9 M sódio tartrate, detergente Triton X-100,0,1 M HEPES (tampão HEPES), pH 7,5 
  Temperatura 18 oC 
  Solução de proteína 10 mg/ml, 20 mM MES (tampão MES), pH 5,4 
  
  

Preparação do cristal Nat-hIL-22 I-hIL-22 Hg-hIL-22* 
  Solução crioprotetora líquido-mãe 

15% etilenoglicol 
0,125 M NaI 
líquido-mãe 

15% etilenoglicol 

5 mM HgCl2 
líquido-mãe 

15% etilenoglicol 
  Tempo de banho** (s) 30 180 10 horas 
    
    

Coleta de dados Nat-hIL-22 I-hIL-22 Hg-hIL-22 
  Comprimento de onda (Å) 1,54 1,54 1,54 
  Grupo espacial P212121 P212121 P212121 
  Parâmetros de célula (Å) a = 55,43 

b = 61,61 
c = 73,47 

a = 56,05 
b = 61,78 
c = 73,63 

a = 56,04 
b = 61,71 
c = 74,61 

  Resolução (Å) 21,7-2,00 
(2,05-2,00) 

21,8-1,92 
(1,96-1,92) 

22,4-1,90 
(1,97-1,90) 

  N. de reflexões 61846 182876 55855 
  N. de reflexões únicas# 16382 37777 29854 
  <I/σ(I)> 14,5 (3,8) 13,4 (3,1) 8,2 (2,1) 
  Multiplicidade 3,8 (3,4) 4,8 (4,3) 1,9 (1,7) 
  Completeza 92,7 (82,3) 99,9 (99,7) 75,9 (77,9) 
  Rmerge 8,2 (35,0) 11,7 (43,9) 10,0 (49,9) 
  Oscilação total (graus) 103 248 70 
  Fonte de raios-X Linha CPr, LNLS Linha CPr, LNLS Linha X4A, NSLS## 
  Detector de raios-X mar345 (ip)+ mar345 (ip) quantum4 (ccd)++ 
    
    
* Durante o processo de obtenção das fases, este derivado foi identificado como um quasi-nativo já que não apresentou nenhuma 
incorporação dos átomos de mercúrio na estrutura cristalográfica. 
** Tempo de imersão do cristal na solução crioprotetora. 
# A multiplicidade dos conjuntos derivados (nativo) foi calculada tratando os pares de Friedel como reflexões distintas (equivalentes). 
## National Synchrotron Light Source, Upton – N.Y., Estados Unidos. 
+ Image plate (ip). 
++ Charge coupled device (ccd). 
Os valores estatísticos para as camadas com mais alta resolução são mostrados entre parênteses. 

 

Os primeiros cristais de interleucina-22 humana foram obtidos pela técnica da gota suspensa 

(NAGEM et al., 2002). Os primeiros conjuntos de dados coletados na linha de luz CPr do LNLS 

permitiram identificar que esses cristais pertenciam ao grupo espacial P212121 e difratavam além de 

2,0 Å de resolução. A estrutura tridimensional desta macromolécula foi resolvida pela técnica 

SIRAS, com a coleta dos dados de difração de um cristal nativo e um derivado de iodo preparado 



 82 

pelo método de crio derivatização rápida (tabela 6.3). Um segundo derivado de mercúrio, obtido 

pelo método de derivatização tradicional, foi coletado na linha de luz X4A no National Synchrotron 

Light Source. Contudo, este último derivado não apresentou uma incorporação efetiva dos átomos 

de mercúrio e, por isso, não foi utilizado para a obtenção de fases.  

 

 
Figura 6-16. Obtenção da estrutura cristalográfica da interleucina-22 humana. (a) Comportamento das quantidades 

∆Fiso/F e ∆Fano/F por faixa de resolução para os cristais coletados de interleucina-22. (b) Mapa de densidade eletrônica 
em uma região arbitrária da molécula. Este mapa foi obtido com as fases experimentais após os procedimentos de 

modificação de densidade eletrônica. (c) Valor médio da figura de mérito por faixa de resolução para as fases I-SIRAS. 
(d) Modelo tridimensional do dímero cristalográfico da hIL-22. Ao contrário do dímero da IL-10, esta proteína não 

apresenta um entrelaçamento de domínios. Para mais detalhes, veja o artigo anexo, no final desta seção. 

 

Os processos para obtenção das coordenadas atômicas dos espalhadores anômalos, 

determinação das fases dos fatores de estrutura, cálculo dos mapas de densidade eletrônica e 
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posterior construção e refinamento do modelo tridimensional da proteína foram executados de 

maneira similar aos que já haviam sido feitos para os demais cristais. Contudo, um detalhe curioso a 

respeito da obtenção dessa estrutura merece ser relatado. 

É possível verificar, pela tabela 6.3, que o conjunto derivado I-hIL-22 é, além de redundante, 

completo. O conjunto nativo (Nat-hIL-22), ao contrário, não foi coletado com máxima completeza 

devido a um erro durante a coleta dos dados. Acredita-se que a falta de completeza tenha sido o 

principal fator que impossibilitou a construção automática do modelo nativo. Contudo, a utilização 

do conjunto de dados do derivado de iodo permitiu que o modelo pudesse ser construído e, logo em 

seguida, o mesmo modelo serviu como base para a estrutura nativa. Além da redundância, a 

completeza exerceu um papel fundamental na interpretação dos mapas de densidade eletrônica. A 

ausência de determinadas reflexões, principalmente as mais fortes, podem causar falhas de 

conectividade nos mapas de densidade eletrônica. 

Na figura 6.16 são mostrados, além dos parâmetros utilizados para analisar o conjunto de 

dados e as fases dos fatores de estrutura, o mapa de densidade eletrônica e o modelo já refinados da 

estrutura do cristal nativo da interleucina-22 humana em uma região arbitrária da célula unitária. 

Além disso, uma representação tridimensional da estrutura terciária do dímero de hIL-22 encontrado 

na unidade assimétrica é mostrada. Outros detalhes sobre a cristalização, a estrutura tridimensional e 

as implicações biológicas dessa nova proteína podem ser encontrados ao final desta seção, em dois 

artigos científicos já publicados com os resultados deste trabalho. 

A outra proteína, β-galactosidase de Penicillium sp. (Psp-β-gal), é classificada como uma 

carboidrase. As β-galactosidases (E.C 3.2.1.23) são enzimas que hidrolisam as ligações β-1,3 e β-

1,4 da galactose em poli e oligossacarídeos. É sabido que muitas carboidrases catalisam não só a 

reação de hidrólise, mas também a reação reversa de condensação ou transglicosilação. Esta 

propriedade, observada em β-galactosidases de vários organismos, tem sido usada para a síntese 

enzimática de oligossacarídeos que contêm galactose. A β-galactosidase extracelular de Penicillium 

sp. possui uma alta atividade de transglicosilação para p-nitrofenil, β-D-galactopiranose, lactose e 

metil-β-D-galactopiranose, aparentando ser uma ferramenta poderosa para diversas reações de 

síntese enzimática (NEUSTROEV et al., 2000). 

Apesar do conhecimento de algumas funções biológicas e propriedades físico-químicas da 

Psp-β-gal, sua seqüência de aminoácidos ainda é desconhecida. Mesmo sendo uma proteína 

relativamente grande (aproximadamente 110 kDa), ela foi cristalizada com sucesso antes mesmo do 

início deste estudo (NEUSTROEV et al., 2000). Contudo, foi necessária a preparação de novos 
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cristais da proteína com o uso do método da gota suspensa e utilizando PEG 8000 como 

precipitante. Após inúmeras tentativas de cristalização e coleta de dados, quatro conjuntos foram 

usados ao longo da resolução da estrutura tridimensional dessa macromolécula: um conjunto de 

dados de um cristal nativo e três de derivados. Dois cristais derivados foram preparados pelo método 

de crio derivatização rápida com iodeto de sódio e cloreto de césio e o outro derivado foi preparado 

pelo método tradicional de derivatização com UO2Ac2. Os detalhes dessas coletas de dados podem 

ser vistos na tabela 6.4. 

 

Tabela 6-4. Detalhes sobre a preparação e a estatística dos dados de difração de raios-X dos cristais nativo e derivados 
da β-galactosidase de Penicillium sp.. 

  

Cristalização  
  Líquido-mãe 15% PEG 8000, 50 mM fosfato de sódio (tampão fosfato), pH 4,0 
  Temperatura 18 oC 
  Solução de proteína 5-10 mg/ml 
  
  

Preparação do cristal Nat-β-GAL I-β-GAL Cs-β-GAL U-β-GAL 
  Solução crioprotetora líquido-mãe 

15% etilenoglicol 
 

0,5 M NaI 
líquido-mãe 

15% etilenoglicol 

0,33 M CsCl 
líquido-mãe 

15% etilenoglicol 

50 mM UO2Ac2 
líquido-mãe 

15% etilenoglicol 
  Tempo de banho* (s) 30 330 60 12 horas 
     
     

Coleta de dados Nat-β-GAL I-β-GAL Cs-β-GAL U-β-GAL 
  Comprimento de onda (Å) 1,54 1,54 1,54 1,54 
  Grupo espacial P43 P43 P43 P43 
  Parâmetros de célula (Å) a = 110,96 

c = 161,05 
a = 110,62 
c = 159,89 

a = 110,83 
c = 160,92 

a = 111,01 
c = 161,33 

  Resolução (Å) 22,3-1,90 
(1,93-1,90) 

23,4-2,10 
(2,15-2,10) 

27,0-2,10 
(2,15-2,10) 

22,2-2,40 
(2,46-2,40) 

  N. de reflexões 639065 944162 614561 608673 
  N. de reflexões únicas** 155025 224036 223388 148232 
  <I/σ(I)> 13,9 (3,2) 12,5 (3,1) 8,4 (2,4) 10,0 (2,8) 
  Multiplicidade 4,1 (3,9) 4,2 (4,2) 2,8 (2,7) 4,1 (4,0) 
  Completeza 99,9 (100,0) 99,9 (100,0) 99,6 (99,6) 98,6 (95,7) 
  Rmerge 10,5 (40,0) 10,7 (48,1) 12,3 (47,0) 13,0 (53,1) 
  Oscilação total (graus) 105 240 134 215 
  Fonte de raios-X Linha CPr, LNLS Linha CPr, LNLS Linha CPr, LNLS Linha CPr, LNLS 
  Detector de raios-X mar345 (ip)# mar345 (ip) mar345 (ip) mar345 (ip) 
     
     
* Tempo de imersão do cristal na solução crioprotetora. 
** A multiplicidade dos conjuntos derivados (nativo) foi calculada tratando os pares de Friedel como reflexões distintas (equivalentes). 
# Image plate (ip). 
Os valores estatísticos para as camadas com mais alta resolução são mostrados entre parênteses. 

 

Apesar de os quatro conjuntos de dados terem sido coletados, a estrutura da Psp-β-gal foi 

inicialmente obtida com apenas dois conjuntos pela técnica I-SIRAS. Entretanto, resultados 

similares foram obtidos com os demais conjuntos de dados pelas técnicas Cs-SIRAS e U-SIRAS. 
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Figura 6-17. Detalhes sobre a obtenção do modelo tridimensional da β-galactosidase de Penicillium sp. por difração de 
raios-X. (a) Comportamento das quantidades ∆Fiso/F e ∆Fano/F por faixa de resolução para os cristais coletados de β-

galactosidase. (b) Superposição de três mapas de Fourier de diferença anômala e o modelo tridimensional da β-
galactosidase. Os átomos de iodo, césio e urânio podem ser vistos em vermelho, amarelo e verde, respectivamente. (c) 
Valor médio da figura de mérito por faixa de resolução para as fases I-SIRAS, Cs-SIRAS, U-SIRAS e MIRAS. (d) Modelo 

tridimensional do monômero da β-galactosidase. Esta é a maior estrutura resolvida, até o momento, com o uso da 
técnica de crio derivatização rápida. 

 

A incorporação dos átomos pesados na estrutura dos cristais nativo foi altamente eficaz 

(figura 6.17). A presença de um conteúdo de solvente de aproximadamente 70% fez com que a 

difusão dos íons fosse extremamente rápida, o que possibilitou com que inúmeros sítios de ligação 

fossem observados. O fato permitiu que a estrutura cristalográfica da proteína fosse resolvida 

também pela técnica SAD com a coleta de um único conjunto de dados de um derivado. Apesar de a 

estrutura não ter sido obtida inicialmente dessa forma, a possibilidade de resolver uma estrutura 
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deste tamanho (quase 1000 resíduos de aminoácidos) por SAD com a técnica de crio derivatização 

rápida amplia a faixa de aplicação da nova técnica. De fato, a estrutura tridimensional da Psp-β-gal é 

a maior resolvida em todo o mundo até o momento com o uso da técnica de crio derivatização 

rápida. 

Um detalhe curioso a respeito desta proteína é que, de maneira similar ao inibidor de tripsina 

de Copaifera langsdorffii, sua seqüência de aminoácidos ainda é desconhecida. Contudo, com o uso 

de um mapa de densidade eletrônica obtido por MIRAS com os quatro conjuntos de dados, 971 

aminoácidos da cadeia polipeptídica foram inicialmente identificados e usados para uma busca por 

proteínas homólogas nos bancos de dados. O resultado permitiu, além de identificar com maiores 

chances de acerto a seqüência de aminoácidos da β-galactosidase de Penicillium sp., classificá-la 

como uma glicosil hidrolase da família 35. De fato, essa é a primeira estrutura de uma carboidrase 

dessa família. Devido à presença de uma galactose no sítio ativo da β-galactosidase em dois dos 

cristais, foi possível identificar os prováveis aminoácidos responsáveis pela reação enzimática 

potencializada pela enzima. Mais detalhes podem ser encontrados em um artigo, já submetido para 

publicação, que se encontra no final desta seção. 

Além dos trabalhos descritos até o momento, o autor desta tese participou, direta e 

indiretamente, de alguns projetos junto a outros pesquisadores. Apesar de os resultados alcançados 

em muitas dessas colaborações não constituírem o objetivo principal deste projeto, eles foram 

essenciais para a formação científica do doutorando. Em vista disso, as publicações originadas 

dessas parcerias serão apresentadas no final desta tese. 
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6.5 Subestrutura dos átomos pesados e qualidade dos dados 

 

A determinação da subestrutura dos átomos pesados ou dos espalhadores anômalos em um 

cristal de proteínas é tão importante para a obtenção da estrutura cristalográfica pelas técnicas SAD, 

MAD, SIR(AS) e MIR(SA) quanto a própria cristalização da macromolécula biológica. Somente 

com a localização desses átomos dentro da célula unitária é que se pode obter as fases dos fatores de 

estrutura necessários para o cálculo dos mapas de densidade eletrônica. Ao longo dos anos, esta 

tarefa vem sendo aperfeiçoada por diversos pesquisadores teóricos e experimentais e, atualmente, 

inúmeros softwares de domínio público estão disponíveis. 

Apesar de ser uma atividade fundamental à área de cristalografia de proteínas, optou-se por 

não descrever as idéias, as teorias e os princípios físicos que dão solidez aos métodos atuais de 

determinação da subestrutura dos átomos pesados, pois a área vem sendo constantemente 

aperfeiçoada e mais informações podem ser encontradas na literatura. Dois métodos são usados 

normalmente para a determinação da subestrutura dos átomos pesados: os que utilizam mapas de 

Patterson (PATTERSON, 1934; STUBBS & HUBER, 2001) e os métodos diretos (SHELDRICK et 

al., 2001). Os mapas de Patterson, principalmente os de diferença isomorfa ou de diferença anômala, 

foram muito utilizados no início do estabelecimento da área de cristalografia de proteínas em todo o 

mundo. Apesar de serem, ainda hoje, bastante utilizados em algumas ocasiões, eles perdem espaço 

para os métodos diretos, porque, ao contrário dos primeiros, os métodos diretos funcionam muito 

bem para casos em que o sinal isomorfo e/ou anômalo não são tão elevados e porque são muito 

eficientes quando a subestrutura procurada contém diversos átomos. 

Apesar dos grandes avanços já alcançados na área, um fato é certo: a taxa de sucesso na 

determinação da subestrutura dos átomos pesados está diretamente relacionada com a qualidade dos 

dados de difração medidos. Essa afirmação é fundamentada não apenas nos resultados dos diversos 

experimentos mostrados até o momento, mas em uma variedade de outros casos, observados em 

todo o mundo. Durante o período em que o autor desta tese realizou seu doutorado sanduíche nos 

Estados Unidos, no grupo do Dr. Zbigniew Dauter, foi realizada uma avaliação da qualidade dos 

dados de difração e sua importância para a localização da subestrutura dos átomos pesados ou dos 

espalhadores anômalos, por meio da aplicação dos métodos diretos. Os principais resultados dessa 

avaliação são apresentados no final desta seção, sob a forma de um artigo publicado recentemente 

pela revista Zeitschrift für Kristallographie. 
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7 Conclusões e 
perspectivas futuras 

 

A construção de uma estação experimental inteiramente dedicada à Cristalografia de 

Proteínas no Laboratório Nacional de Luz Síncrotron, bem como a introdução e o estabelecimento 

da técnica de crio derivatização rápida com halogênios e metais alcalinos fizeram com que o número 

de estruturas cristalográficas inéditas resolvidas em todo o Brasil aumentasse significativamente em 

pouco tempo. Até o início deste trabalho, acredita-se que não mais do que duas estruturas 

cristalográficas de proteínas inéditas haviam sido resolvidas por grupos de pesquisa no Brasil. Em 

1995, Oliva e colaboradores publicaram, até onde se sabe, a primeira estrutura de uma proteína 

inédita no país (OLIVA et al., 1995). 

Com o uso do método de crio derivatização rápida, a obtenção do modelo tridimensional 

pode ser alcançada em poucos meses ou mesmo semanas. Portanto, este método tem-se mostrado de 

crucial importância para o avanço de projetos pós-genoma como Genoma Estrutural e Proteoma. O 

método de crio derivatização rápida aumentou consideravelmente a capacidade brasileira para a 

determinação de estruturas de macromoléculas biológicas inéditas uma vez que os experimentos, até 

então, só podiam ser realizados nos Estados Unidos, na Europa ou no Japão, ou exigiam muito 

tempo e grandes esforços com o uso de técnicas tradicionais. 
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Cabe ressaltar que esta técnica está tendo excelente aceitação nos síncrotrons de todo o 

mundo e dezenas de estruturas já foram resolvidas com o seu uso. Alguns exemplos sobre a 

aplicação da técnica poderão ser encontrados na próxima edição do livro “Methods in Enzymology - 

Volume C: Macromolecular Crystallography” em um artigo intitulado “Phasing on rapidly soaked 

íons” com a participação do autor desta tese (ver artigo no final desta seção). 

Os resultados obtidos ao longo dos quatro anos de pesquisa permitem concluir 

resumidamente que: 

 

i. O método de crio derivatização rápida pode ser feito tanto com halogênios (anions 
monovalentes) quanto com metais alcalinos (cátions monovalentes) permitindo a 
rápida resolução de estruturas cristalográficas inéditas. 

ii. Os derivados à base de halogênios (iodo e bromo) têm sítios de ligação 
complementares aos dos derivados à base de metais alcalinos (césio e rubídio) e, 
portanto, o uso combinado desses derivados pode ser usado para a obtenção das fases 
dos fatores de estrutura dos cristais de proteína. 

iii. A linha de Cristalografia de Proteínas existente no LNLS deve ser utilizada para a 
coleta de dados de difração e as técnicas MIRAS/SIRAS são adequadas para a solução 
das estruturas cristalográficas inéditas. 

iv. A preparação de derivados pela técnica de crio derivatização rápida é extremamente 
barata e não necessita de nenhuma técnica de biologia molecular ou engenharia 
genética como acontece em derivados de Se-metionina. 

v. A técnica de crio derivatização rápida abre novas perspectivas para o uso da nova linha 
MAD que está sendo construída no LNLS, já que os átomos de bromo e rubídio 
apresentam bordas de absorção próximas a 1,0 Å; região do espectro que passará a ter 
um elevado fluxo de fótons. 

 

Além das três estruturas cristalográficas resolvidas ao longo do desenvolvimento desta tese, 

um grande número de estruturas macromoleculares de uma variedade de organismos com funções 

diferentes já foi resolvido utilizando o método de crio derivatização rápida. Apesar de não haver 

uma receita geral para todos os tipos de proteínas, algumas instruções, adquiridas com a prática, 

podem ser seguidas para se conseguir derivados úteis para a obtenção das fases dos fatores de 

estrutura. 

Normalmente, a solução crio derivatizante é preparada a partir do líquido-mãe. A simples 

adição de um crioprotetor e um sal apropriado em concentrações elevadas é freqüentemente 

suficiente para produzir uma boa solução derivatizante. Dependendo da condição de cristalização, 

uma substituição completa ou parcial dos sais que contêm ânions por sais de bromo ou iodo pode ser 

feita. De maneira análoga, lítio, sódio e potássio podem ser substituídos por césio e/ou rubídio. 
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Os resultados obtidos até o momento indicam que o método crio derivatização rápida pode 

ser usado com um variado número de condições de cristalização. Diferentes tipos de precipitantes já 

foram usados incluindo PEG de vários tamanhos, sulfato de amônio em várias concentrações e 

outros. O uso de outros aditivos tais como detergente e azida parecem não afetar de forma drástica o 

processo de derivatização. Além disso, é apropriado mencionar que, mesmo que o conteúdo da 

unidade assimétrica só possa ser estimado durante a coleta de dados e tal informação não possa ser 

usada para verificar a aplicabilidade do método crio derivatização rápida, estruturas tridimensionais 

de cristais de macromoléculas com um conteúdo de solvente tão baixo quanto 35% já foram 

resolvidas. Para mais detalhes recomenda-se a leitura do artigo que se encontra no final desta seção. 

Como foi amplamente mostrado nesta tese, a preparação dos derivados constitui uma das 

etapas do processo de obtenção do modelo tridimensional da macromolécula pesquisada. Para que 

essa tarefa possa ser realizada com êxito, a análise de algumas grandezas como a redundância dos 

dados, as quantidades FFANO∆ , ( )ANOANO FF ∆∆ σ , FFISO∆  e ( )ISOISO FF ∆∆ σ  e as figuras de 

mérito, ao longo dessas etapas, permite julgar a qualidade dos resultados obtidos e prever o sucesso 

ou o insucesso do trabalho. 

O método de crio derivatização rápida é, até o momento, a única técnica auxiliar para a 

resolução de estruturas cristalográficas inéditas de macromoléculas biológicas desenvolvida com a 

participação direta de pesquisadores brasileiros. Apesar disso, sua aplicação em território nacional 

ainda é pouco explorada, devido, principalmente, ao limitado número de grupos de cristalografia de 

proteínas em todo o Brasil. Uma das perspectivas futuras em relação a este trabalho é que a técnica 

seja difundida e que, por conseqüência, outros grupos de pesquisa no Brasil possam se beneficiar 

dos resultados obtidos nesta tese. A construção da linha MAD, prevista no LNLS para os próximos 

anos, irá ampliar ainda mais o potencial da técnica, pois permitirá um aumento significativo do fluxo 

de raios-X disponível e a possibilidade de regular o sinal anômalo através do ajuste do comprimento 

de onda da radiação síncrotron para as bordas de absorção dos átomos de bromo e rubídio 

(aproximadamente 1,0 Å).  

Embora esta técnica pareça perfeitamente adequada para a solução de estruturas de proteínas 

com o uso de um anodo rotatório (gerador convencional de raios-X), nenhum artigo científico foi 

publicado até o momento relatando esta aplicação. O uso combinado de geradores convencionais de 

raios-X com a técnica de crio derivatização rápida poderia aumentar enormemente a eficiência dos 

projetos pós-genoma, incluindo aqueles em desenvolvimento no país, pois permitiria a resolução de 

estruturas cristalográficas inéditas, em laboratórios de pequeno porte, ou mesmo validar derivados 
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potenciais antes de uma coleta de dados definitiva em um síncrotron. Esta abordagem seria ainda 

mais eficiente caso a estrutura cristalográfica das macromoléculas pudesse ser obtida com a coleta 

de um único conjunto de dados pela técnica SAD. 

Esta última perspectiva não deve ser considerada apenas como uma possibilidade remota e 

difícil de ser alcançada. Experimentos recentes realizados pelo autor desta tese no final de seu 

projeto permitiram com que a estrutura de uma proteína de aproximadamente 55 kDa fosse resolvida 

por SAD com os dados de difração coletados em um anodo rotatório pertencente ao Grupo de 

Cristalografia de Proteínas do Instituto de Física de São Carlos da Universidade de São Paulo. Os 

resultados desse trabalho não foram apresentados nesta tese, mas serão usados, no momento 

oportuno, para elaboração de um artigo científico. 
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