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Resumo

A beta-lactoglobulina (BLG) pertence a familia das lipocalinas e é encontrada em um
grande nimero de mamiferos. Desde sua primeira purificacdo tem sido exaustivamente
estudada. Em condi¢des fisioldgicas, a BLG existe como dimero onde cada mondmero possui
162 aminoacidos correspondendo a aproximadamente 18kDa. Embora as propriedades fisico-
quimicas da BLG sejam notorias, sua fung¢fio biolégica permanece desconhecida.

A BLG sofre mudangas conformacionais proximo ao pH 7,5 constatadas através de
experimentos de rotacdo Optica especifica ¢ de curvas de titulagiio. Esta transigdo,
denominada transicdo de Tanford, definiu o primeiro objetivo deste trabalho: resolver
estruturas cristalograficas da BLG na faixa de pH 4cido e basico a fim de investigar as
modificagdes estruturais ocasionadas por esta transigio.

O leite de vaca possui muitas variantes genéticas sendo que as variantes A e B sdo
predominantes. A isoforma A difere na seqiiéncia primaria em relagdo & isoforma B nas
posigdes 64 (Asp—>Gly) e 118 (Val>Ala). Estas diferencas resultam em propriedades fisico-
quimicas diferentes destas variantes ¢ afetam o processamento do leite e derivados. O
segundo objetivo deste trabalho foi a resolugdo das estruturas cristalograficas destas variantes
a fim de explorar possiveis variagdes de origem estrutural, que viessem a justificar as
diferengas fisico-quimicas entre ambas.

Cristais de beta-lactoglobulina foram crescidos na faixa de pH acido e basico. Em pH
écido, o cristal foi obtido a partir da mistura de isoformas A/B e pertence ao grupo espacial
P1. Em pH baésico, os cristais pertencem ao grupo espacial C222; e foram crescidos para a
mistura de isoformas A/B, variante A e variante B. Os cristais foram expostos a raios-X e os
padrbes de difragdo coletados. As estruturas cristalograficas da beta-lactoglobulina foram
determinadas por substitei¢do molecular e as coordenadas dos modelos de fases obtidos foram
submetidas a refinamento. A mistura de isoformas A/B (P1), em pH acido, foi determinada a
1,6 A e refinada até um fator R cristalografico de 19,8% (Rgee =25,0% ¢ 171 moléculas de
agua). A correspondente em pH basico foi determinada a 2,0 A e refinada até um fator R
cristalografico de 19,4% (Rge. =27,2% e 135 moléculas de agua). As estruturas das variantes
A ¢ B foram determinadas a 2,0 A e 1,95 A e refinadas até um fator R cristalografico de
19,2% (Raee =28,7% ¢ 123 moléculas de dgua) e 18,9% (Raee =25,2% e 107 moléculas de
agua) respectivamente,

A comparacio entre as estruturas resolvidas em diferentes valores de pH possibilitou a
visualizagdo do efeito da transicio de Tanford: duas algas da estrutura representadas pelos
residuos 84 a 90 e 123 a 131 sofrem uma abertura e tornam expostos os grupos carboxil dos
residuos Glu 89 e Asp 129. Estes residuos seriam, entdo, os responsaveis pelo comportamento
andomalo observado para a BLG em tormmo do pH 7,5.

A superposi¢do entre as estruturas das variantes A e B revelou que os residuos 108 a
117 adotam uma conformagdo diferente nas variantes. Outro aspecto encontrado foi a
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formagdo de uma cavidade no interior da proteina no residuo 118. Nesta posigdo ocorre a
troca de um residuo de Val por Ala nestas variantes. Esta cavidade pode estar associada com a
estabilidade destas variantes.



Abstract

Beta-lactoglobulin (BLG), a very abundant protein found in several species of
mammals belongs to the lipocalin family. Under physiological conditions, BLG is a dimer of
162 aminoacids per monomer, with a molecular mass of approximately 18kDa in each
subunit. Although BLG has important physicochemical properties, its biological function
remains unclear.

BLG undergoes a number of conformational changes near pH 7,5 as indicated by
specific optical rotation and titration curve. This transition, termed Tanford transition, defined
the first goal of this work: to solve crystallographic structures of BLG near acidic and basic
pH, with the purpose of investigating the structural changes caused by the Tanford transition.

Bovine milk has many genetic variants of BLG, but the most prevalents are variants A
and B. Variant A differs in the amino acid sequence at positions 64 (Asp—Gly) and 118
(Val>Ala) from variant B. These aminoactd changes cause differences in physicochemical
properties of these variants and influence mitk processing and mitk derivatives. The second
goal of this work was to solve the crystallographic structures of variants A and B with the
purpose of exploring possible variants of structural origin, which could justify the
physicochemical differences between both of them.

Crystals of beta-lactoglobulin were grown under acidic and basic pH. Under acidic
pH, the crystal was obtained from a mixture of isoforms A and B, and belongs to space group
P1. Under basic pH, the crystals belong to space group C222; and were grown from the
mixture A/B, variant A and variant B. Crystals were exposed to X-rays and diffraction data
were obtained. The crystal structures of beta-lactoglobulin were solved by the molecular
replacement method and the initial model obtained was refined. The mixture of isoforms A/B
(P1), under acidic pH, was determined at 1,6 A resolution and refined to a crystallographic R
factor of 19,8% (Reee =25,0%) with 171 solvent molecules. The corresponding structure in
basic pH was determined at 2,0 A resolution and refined to a crystallographic R factor of
19,4% (Rge. =27,2%) with 135 solvent molecules. The crystal structures of variants A and B
were determined at 2,0 A e 1,95 A resolution and refined to an crystallographic R factor of
19,2% (Rgee =28,7% and 123 solvent molecules) and 18,9% (Rgee =25,2% and 107 solvent
molecules) respectively.

The comparison between structures solved under different pHs allowed the
visualisation of the effect caused by Tanford transition: two loops of the structure formed by
residues 84 to 90 and 123 to 131 open up and expose the carbonyl groups of residues Glu 89
and Asp 129. These two residues are considered responsible for the anomalous behaviour
observed to BLG when it is in pH 7,5.

The superposition of the structures of variants A and B revealed that residues 108 to
117 adopt a different conformation in the variants. Another aspect that was observed is the
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creation of an internal cleft close to residue 118, due to the change of one Valine by an
Alanine. This cleft may be related to the stability of these variants.
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Capitulo 1

A beta-lactogiobutina bovina

Neste capitulo serfo apresentadas as caracteristicas gerais da beta-lactoglobulina bovina.

1.1 Introducio

O leite de vaca e seus derivados fazem parte da dieta didria recomendada por
nutricionistas devido ao seu valor nutricional. A composig¢do aproximada do leite de vaca é
apresentada na figura 1.1. Cerca de 80% das proteinas do leite s@o caseinas e possuem baixa
solubilidade no pH 4,6. As proteinas restantes aparecem no sobrenadante apds a precipitagio
das caseinas e sdo denominadas, genericamente, proteinas do soro do leite. As proteinas do
soro do leite sdo globulares, mais soluveis em agua que as caseinas e sdo sujeitas &
desnaturagio térmica. A matior fragio destas proteinas, cerca de 9,8% (3,2g/litro de lette),
corresponde a beta-lactoglobulina bovina (BLG), isolada pela primeira vez em 1934 (Palmer,
1934).
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Figura 1.1

Composi¢io aproximada do leite de vaca

A BLG é€ encontrada em um grande namero de mamiferos (Hambling, McAlphine &
Sawyer, 1992) e tem sido exaustivamente estudada desde sua primeira purificagio. Somente
em 1998 ¢ inicio de 99 foram publicados 410 trabalhos.

Em condi¢3es fisioldgicas, a BLG existe como dimero onde cada monémero possui
162 aminodcidos correspondendo & aproximadamente 18kDa. Duas pontes dissulfeto estio
presentes na estrutura, Cys 66 — Cys 160 e Cys 106 — Cys 119, além de uma cisteina livre,
Cys 121.

De acordo com os trabalhos realizados por Tanford (Tanford er al., 1959), a BLG
sofre mudang¢as conformacionais préximo ao pH 7,5 constatadas através de experimentos de
rotac3o Optica especifica ¢ de curvas de titulagdo. Esta transicdo denominada transi¢io de
Tanford é caracterizada pela exposi¢do de um grupo carboxila e modificagdes nas vizinhangas
de um residuo de tirosina. Também ocorre um aumento na reatividade de vm unico grupo
sulfidrila (Dunnil ef al., 1965).



Embora as propriedades fisico-quimicas da BL(G sejam notorias, sua fungao biologica
permanece desconhecida. O complexo BLG-retinol foi encontrado em bezerros recéms-
nascidos (Papiz et al., 1986) indicando a possibilidade de que a BLG estivesse envolvida no
transporte de vitamina A. Entretanto, Perez e colaboradores verificaram que as proteinas do
teite Hgam-se de modo inespecifico com o retinol (Perez e al., 1993). A BLG também liga-se
a muitas pequenas moléculas hidrofobicas (Spector & Fletcher, 1970, Farrell ef al., 1987, Prez
et al., 1989) e poderia ser responsavel pelo transporte das mesmas. Outro aspecto interessante
foi relatado em 1996 por Robert Neurath ¢ colaboladores que modificaram a BLG com 3-
hidroxyphtalico anidrido (3-HP-BLG) e verificaram que este novo composto blogueou o virus
HIV ligando-se ao receptor do virus (Neurath ez al., 1996).

Em 1955, Aschaffenburg ¢ Drewry descobriram variantes da BLG que diferiam em
mobilidade frente a eletroforese no pH 8,6 e que posteriormente foram nomeadas varianies A
¢ B. Embora muitas outras variantes genéticas existam, as variantes A ¢ B sdo predominantes
no leite de vaca. A isoforma A difere na seqiiéncia primdria, em relacdo a isoforma B, nas
posigdes 64 (Asp—Gly) e 118 (Val—>Ala). Estas diferencas resultam em propriedades fisico-
quimicas diferentes destas variantes como estabilidade frente ac aquecimento, por exemplo.

O aquecimento altera as propriedades do leite como o sabor (devido a exposi¢do de
grupos sulfridrilas da BLG), diminui a facilidade na produgdo do queijo e produz mudangas
na estabilidade das proteinas do soro do leite (Science of foods, Oregon State University).
Assim, é evidente o interesse industrial nas particularidades destas proteinas desde que afetam
diretamente o processamento do leite e seus derivados (Hill et al., 1996).

A BLG ¢ também identificada como a causa freqiiente de alergia em lactantes
(Fillstron, 1978). Testes laboratoriais revelaram que a resposta imunolégica em ratos € maior
para a variante B quando comparada a variante A. A compreensdo das propriedades

alergénicas destas variantes propiciaria a produgdo de uma férmula hipoalergénica para o
leite(Malik, 1988).

1.2 Estrutura cristalografica da beta-lactoglobulina bovina

Diferentes formas cristalinas da BLG sfo conhecidas (Green et al., 1979). Aquelas

que crescem em torno do pH fisiologico sdo denominadas X, Y ¢ Z e pertencem aos grupos



espaciais P1, C222; e P3,21 respectivamente. Cristais na forma cristalina X sfo obtidos para
valores de pH entre 6,0 ¢ 6,9. A forma Y ¢é obtida para valores de pH entre 7,0 ¢ 8,0. A forma
Z ocorre nos dois intervalos anteriores.

O enovelamento da BLG foi determinado em 1985 por Lindsay Sawyer. No entanto,
por um longo periodo foi dificil refinar sua estrutura cristalografica e a primeira estrutura
refinada foi publicada recentemente para a forma cristalina X a 1,8A (Brownlow et al., 1997).

A BLG pertence & familia das lipocalinas (Brownlow et al., 1997). O nome da familia
for adotado devido a similaridade com a proteina RBP ("Retinol-Binding Protein")
responsavel pelo transporte do retinol. A familia das lipocalinas é composta por proteinas com
diferentes fungbes e que apresentam baixa identidade sequencial entretanto com alta
similaridade estrutural. Além da RBP, pode-se destacar outros membros da familia das
lipocalinas como a BBP ("Bilin-Binding Protein") ¢ a MUP ("Major Urinary Protein"). Estas
proteinas ligam, respectivamente, o pigmento azil em insetos (usado para camuflagem) e
feromdnios em ratos. A figura 1.2 mostra em (a) o alinhamento das seqiiéncias da RBP, BBP,
MUP e BLG e em (b) as estruturas cristalograficas destas proteinas’.

A forma estrutural da BLG é descrita (Papiz et al., 1986, Monaco et al., 1987,
Brownlow et al., 1997, Qin et al., 1998) como um calice formado por fios 3 antiparalelos
(figura 1.2 (b)). Recentemente, a estrutura do complexo palmitato-BLG foi resolvida e
refinada (Wu et al, 1998). Este trabalho propiciou a evidéncia direta de que um sitio de

ligagdo para substrato esta localizado na cavidade central da proteina.
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(b)
Figura 1.2

- Familia das lipocalinas. (a) Alinhamento
entre as seqiiéncias das proteinas RBP, BBP, MUP e BLG. (b) Estrutura cristalogrifica
destas proteinas.

1.3 Objetivos do trabalho

Duas metas principais determinaram os objetivos do trabalho com a beta-lactoglobulina

bovina:

1. Resolver estruturas cristalograficas da BLG na faixa de pH 4cido e basico a fim de

investigar as modificagdes estruturais ocasionadas pela transi¢do de Tanford,

2. Resolver estruturas cristalograficas das variantes A e B com a finalidade de explorar
possiveis variacdes de origem estrutural que viessem a justificar as diferencas fisico-quimicas

entre ambas.
1.4 Contetido da tese

A determinacdo das estruturas tridimensionais da BLG foi efetuada através da técnica
de difrago de raios-X e serd tratada ao longo dos quatro primeiros capitulos. Estes capftulos
estdo distribuidos em fung¢do das etapas usadas na resolucdo da estrutura da BLG. Estas etapas
seguem o procedimento geral na determinag@o da estrutura cristalogréfica de uma proteina

como ilustrado na figura 1.3. Os primeiros tdpicos de cada capitulo sdo reservados aos



principios tedricos utilizados ¢ os restantes para os resultados obtidos para a BLG. O quinto ¢
ultimo capitulo traz a anabse das estruturas resolvidas. discutindo os aspectos estruturais da

transico de Tanford e as diferengas entre as variantes A ¢ B,
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Figura 1.3

Panorama geral na determinacio da estrutura cristalogrifica de uma proteina (Imagem
cedida pela Dr. Paula Kuser através de comunicacéo pessoal)



Capitulo 2

Cristalizacao e coleta de dados
de difragao de raios-X
da beta-lactoglobulina bovina

Para que a estrutura cristalografica de uma proteina s¢ja determinada necessitamos de
amosiras no estado cristalino. Obter cristais de macromoléculas é uma verdadeira arte, pois
muitos sdo os pardmetros (e nem todos conhecidos) que govermam o mecanismo de
cristalizagio. Conseqlientemente, nio ha disponivel uma teoria abrangente, de forma que o
processo ¢ empirico. Neste capitulo serdo apresentados os principios de cristalizacdo, o
método utilizado para a beta-lactoglobulina, a coleta de dados de difragio de raios-X dos
cristais obtidos e, finalmente, uma introdugio acs conceitos basicos da teoria de difragio a fim
de mostrar a relagdo entre a densidade eletrOnica e o fator de estrutura, bem como situar o
"problema das fases" nas medidas experimentais.

2.1 Cristalizagao de macromoléculas biolégicas

Para cada proteina a ser cristalizada, um protocolo especifico de cristalizagdo deve ser
encontrado. Devido a grande quantidade de pardmetros que governam a cristalizacéo,
abordagens estratégicas foram estabelecidas ao longo do tempo através de experimentagdo. A
proteina ¢ dissolvida em um solvente, normalmente agua, que contém um tampdo para
controlar o pH e um agente precipitante. Em todas as técnicas praticadas esta solugéio protéica
¢ conduzida & supersaturagdo e induzida ao retorno para o equilibrio na expectativa de que as

moléculas remanescentes do soluto sejam separadas para o estado cristalino (figura 2.1).
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Figura 2.1

Principio da cristalizacio

Em geral, a solubilidade de uma dada proteina depende dos fatores :

e pH;

e temperatura;

e composi¢cdo quimica do precipitante;

e propriedades da proteina e do solvente.

Normalmente, o precipitante ¢ um sal adicionado a solucdo. Seus ions competem com
as moléculas de proteina pelas moléculas de dgua, pois ambos necessitam de hidratagdo para
manter a solubilidade. Quando a competi¢do se torna intensa, as moléculas protéicas se
associam para satisfazer seus requerimentos eletrostaticos, eliminando assim as moléculas de
agua e, conseqiientemente, comegam a perder solubilidade. Este fendmeno ¢ conhecido por
"salting-out".

Entretanto, hé proteinas cuja solubilidade diminui 2 medida que a forca idnica da
solugdo diminui. Este fato € conhecido por "salting-in" e a cristalizag@io pode ocorrer nestas
condigdes. Logo, alterando a concentragdo do precipitante modificam-se as for¢as idnicas.
Para a mesma forga idnica, a variagdo do pH da solugdo acarreta mudancas na distribuicdo de
cargas na superficie da molécula que podem viabilizar a cristalizag@o.

Embora todas as técnicas de cristalizagdo possuam o mesmo principio, a maneira de
conduzir o processo € particular a cada uma e favorece a cristalizagdo de um ou outro tipo de
proteina. A seguir, serdo descritos brevemente os métodos de cristalizacdo de macromoléculas

biolégicas usualmente aplicados (McPherson, 1994 e Weber, 1997).



2.1.1Cristalizacao em grupo ( "batch crystallization™ )

Neste método, todos os componentes para cristalizagdo sdo colocados em uma tnica
solugdo, juntamente com a solugfio de proteina preparada em uma concentragéio elevada, de
modo que a condigdo inicial parte do estado de supersaturagio. O sistema, entdo, é isolado e
deixado em repouso (figura 2.2). O atrativo deste processo € a sua simplicidade e, geralmente,

¢ utilizado para a produgao de cristais quando sio conhecidas as condi¢des de cristalizagao.

S L
L‘f -y Py /-4’/;"’ ,",/4'4'//:' iy ayd

d _F_'jgnra 2.2
a S0
g Método de cristaliza¢io em grupo
Condic&o inicial Condic#o final

2.1.2 Cristalizagao por dialise

Nesta técnica uma solugdo de proteina € separada dos agentes cristalizantes, por uma
membrana semipermeavel (figura 2.3). A concentra¢io da solugdo de proteina permanece
constante, porém o estado de supersaturagdo € atingido através da difusdo de componentes de
baixo peso molecular pela membrana que irdo alterar a composig¢do da solugo. Este método é

adequado para cristalizagdes em condigdes de baixa forga idnica.

——
::'-k e Proteina
:"j___ 4~ Membrana semi-permeével

Agentes cristalizantes —

Figura 2.3

Método de cristalizacdo por didlise



2.1.3 Cristalizacdo por difusdo através da interface

A finalidade desta abordagem ¢ realizar a mistura entre a solugdo de proteina e a
solugdo contendo os agentes cristalizantes de forma lenta através da interface entre os liquidos
(figura 2.4). Na interface ocorre uma supersaturagio local permitindo a nucleagdo e o
subseqiiente crescimento de cristais. Este procedimento € propicio em condigbes de
microgravidade, pois a interdifus3o entre as solugdes pode ser efetuada de uma maneira mais

controlada.
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Figura 24

B3 | Meétodo de cristalizacio por difuséo através da interface

2.1.4 Cristalizagdo por difusdo de vapor

Nesta estratégia, o estado de supersaturagfo € alcangado através da difusfio de vapor
entre duas solugbes. Na montagem experimental (figuras 2.5 (a) e (b)), volumes iguais das
solugdes de proteina ¢ do reservatério (que contém agentes cristalizantes) sdo depositados
sobre a propria laminula de vidro siliconizada (método da gota "suspensa”) que sera utilizada
para isolar o sistema. Se a solucdo de proteina possui baixa tensdio superficial, ao invés de
depositar as solugdes sobre uma laminula utiliza-se uma microponte (método da gota
"sentada™). A gota depositada possui concentragdo menor {com relagcdo ao precipitante) do
que o reservatorio. Esta diferenc¢a de concentragdo favorece a troca de vapores da solugdo
menos concentrada para a mais concentrada. A medida gque ocorre a perda de agua, a
concentra¢io da gota muda favorecendo a cristalizacfo. Esta técnica ¢ amplamente utilizada
devido 2 grande flexibilidade para variagdo de condi¢des, como concentragio do precipitante

¢ pH.
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Figura 2.5

Método de cristalizacio por difusido de vapor

2.1.5 Cristalizagao da beta-lactoglobulina bovina

Na faixa de pH 4cido (em torno de 6,5) os cristais foram obtidos através do método de
cristalizagdo em grupo usando como agente cristalizante o sal sulfato de aménic e fosfato de
sOdio e potassio como tampdo (experimentos realizados na Inglaterra por 1. Polikarpov).

Na faixa basica de pH, os cristais de beta-lactoglobulina foram obtidos por difuséo de
vapor pelo método da gota "suspensa”. As condigdes de cristalizagdo apropriadas foram
determinadas atraveés de ensaios onde foram explorados a variagdo de pH, no intervalo de 7,0
a 8,5, contra um gradiente de concentragfo de sulfato de amonio ((NH4),S0,) de 2,0 M a 3,5
M. A vantagem do (NH4),S0, como precipitante é a sua alta solubilidade e grande forga
idnica.

As amostras da beta-lactoglobulina cristalizadas nesta faixa de pH foram: mistura de
isoformas A/B, isoforma A e isoforma B, todas adquiridas da companhia SIGMA. As
condi¢des nas quais houve formag&o de cristais sdo listadas abaixo:

e 130 mM de tampdo HEPES/TRIZMA (ver proximo paragrafo);
o 2.5 M de sulfato de amdnio;
e solugéo de proteina a 20 mg/mL,;

e temperaturaa 18° C.

it



Para a solugdo de proteina da mistura de isoformas os cristais crescem no periodo de uma
semana no intervalo de pH de 7,0 a 8,5 (experimentos realizados em passos de pH de 0,3).
Entretanto, para as isoformas puras este intervalo de tempo € conseguido apenas no pH 7,9;
em contrapartida, no pH 7,3 este tempo se estende de dois a quatro meses e em outros valores
de pH nenhum resultado satisfatorio foi obtido. A figura 2.6 exibe uma foto de alguns cristais

beta-lactoglobulina.

Figura 2.6

Cristais da mistura de isoformas A/B crescidos em pH 7,9

2.2 Coleta e processamento dos dados de difragdao

2.2.1 Coleta dos dados

Os cristais obtidos sdo colocados em capilares de quartzo, fixados em uma cabeca
goniométrica (figura 2.7 (a) ¢ (b)) e levados para exposi¢o a um fonte de raios-X. A fonte
utilizada foi a de radiagéio sincrotron. O cristal crescido em pH 4cido foi coletado no sicrotron
DESY, na Alemanha na linha X31. Os cristais crescidos em pH basico foram coletados no
Laboratério Nacional de Luz Sincrotron localizado na cidade de Campinas, em Sdo Paulo. As
vantagens de coletar dados com uma fonte deste tipo residem na perspectiva de escoltha do

comprimento de onda mais adequado ao experimento, na redugdo do tempo de aquisi¢do dos
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dados, na obtengdo de melhor resolugdo em relagdo a fontes convencionais (Longhi ef al.,
1997).

Liquido-mae

Figura 2.7

Prepara¢do do cristal para a coleta de dados de raios-x. (a) Montagem do cristal no
capilar. O liquido-mae é colocado para manter a hidratacie do cristal. (b) Cabeca
goniométrica.

Cada conjunto de reflexdes ¢ adquirido girando o cristal em passos angulares fixos
para expor os diferentes planos cristalinos a radiagdo; o intervalo angular total depende da
simetria do cristal : quanto maior a simetria, menor o intervalo angular e vice-versa. A
exposi¢do pode ser efetuada por tempo ou por dose . Com tempo, o feixe de luz sincrotron
perde intensidade e por esta razdo a exposigdo por dose € mais apropriada, pois garante que o
mesmo numero de fétons alcancem a amostra ao longo de todo o processo de coleta. Os raios
difratados sdo registrados em uma placa de imagem. Este tipo de detetor € cerca de dez vezes
mais sensivel que um filme convencional e, portanto, reflexdes de baixa intensidade podem
ser coletadas. O detetor consiste de um material inorgénico a base de fésforo depositado sobre
uma base plana. Os fotons que incidem sobre o detetor promovem os elétrons deste tipo de
material a niveis energéticos mais altos. A energia armazenada € liberada quando o detetor €
iluminado (laser que emite uma linha no vermelho). A intensidade da luz emitida &
proporcional ao nimero de fotons que incidiram no detetor naquela posi¢do. Apds a leitura

dos dados, o detetor pode ser reutilizado simplesmente iluminando-o com luz branca. A figura
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2.8 (a) e (b) mostra, respectivamente, um detetor deste tipo (MAR343) e uma imagem do

padrio de difragdo de um cristal da beta-lactoglobulina coletada com este detetor.

(b)

Figura 2.8

(a) Placa de imagens da empresa MAR RESEARCH. (b) Imagem dos dados de difragio
da beta-lactoglobulina bovina coletada com este tipo de placa de imagem

2.2.2 Processamento dos dados

O processamento compreende trés etapas : indexagdo, integragdo e escalonamento. Na
primeira etapa, determina-se a orientagdo do cristal em relagdo ao feixe de raios-X, a rede

cristalina ¢ 03 pardmetros da ccla unitdria ¢ executa-s¢ a indexacfo propriamente dita. A

indexacio consiste em obter trés vetores linearmente independentes que descrevam 0s pontos
de difracfio observados com coeficientes inteiros A, k,/.
Na segunda etapa, avalia-se a intensidade de cada ponto de difracdo separando as

contagens de fundo (" background”) das reflexdes. Isto &,

Ty = > contagens(ponto de difragio) — > contagens(fundo)

Este tipo de separa¢do ¢ exemplificado na figura 2.9 e € feita para todos os pontos de cada

imagem.
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Figura 2.9

_Fﬁntﬁ_cé_.dtfragéﬁ Lot Separagiio das contagens de fundo do ponto de
el s i S S | reflexao

Na terceira etapa, & leito o escalonamento entre partes de reflexdes comuns a
sucessivos pares de imagens e promedio dos dados provenientes de um ou mais cristais,
reduzindo as reflexdes redundantes a um conjunto de reflexdies tnicas. O conjunto de dados
resultante € formado peles indices A, & [/, do plano cristalino, pela intensidade, I,
correspondente e pelo desvio padrdo. o(l), da medida. A escolba da resolugio do conjunto de
dados é feita nesta fase e consiste em escolher a camada de resolucio onde no minimo 50%
das reflexdes possuam a razAo Vo) scima de 2.

Ao final do processamento de dados, devemn ser observados a completeza ¢ 0 Rperae. ©
Rmerge ¢ uma medida da dispersiao das reflexées simetricamente relacionadas,

matematicamente expresso por:

> 3t (e, 1) = (0 Ker )
hid i

Rmer'gﬂ = Z ZI;GL k.0

hikd i

onde i corresponde ao niimero de reflexdes simdiricas.
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2.2.3 Coleta e processamento dos dados de difragdo dos cristais de beta-
lactoglobulina bovina

As informagdes para o conjunto de dados do cristal em pH é4cido s8o para um dimero

na untdade assimétrica e estdo dispostas na tabela 2.1.

Mistura de isoformas A e B
Grupo espacial P1
Parimetros da cela unitaria ] T
a (A) 37,80 a (°) 68,37
b(A) 49,88 B (°) 68,03
c(A) 51,03 v (°) 76,28
Resolugiio (A) nominal 18,4 - 1,38
Nimero de reflexdes finicas 61312
Multiplicidade dos dades 2,1
Completeza (%) 93
Completeza da iltima camada (%) 77,2
Rinerge d2 1ltima camada 72,1
Raerge (%0) 8,9

Tabela 2.1

Dados estatisticos dos dados de raios-x para mistura de isoformas A e B no pH acido

Para os cristais em pH basico foram coletados dados em passos de oscilagdio angular
de 1,5° e a exposigdo feita por dose de raios-x para as variantes A, B e mistura de variantes
A/B cujos cristais foram crescidos em torno do pH 7,9. Os dados foram processados com os
programas DENZO (Otwinowski, 1996-1997) e SCALEPACK (Otwinowski, 1996-1997).
Para estes cristais, a unidade assimétrica contém um mondmero. Um sumario das informacgdes

estatisticas do processamento destes dados ¢ apresentado na tabela 2.2.
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Variante A Variante B Mistura de
isoformas AeB
Grupo espacial C222,(20) C222,(20) C222, (20)
Pardmetros da cela unitiria
a (A) 55,47 55,64 55,72
b (A) 82,11 81,65 82,16
c(A) 66,76 66,86 66,96
Resolugio (A) 12,92 - 2,00 14,98 - 1,95 15,0-2,03
No. de reflexdes 9631 9834 9235
dnicas
Multiplicidade dos 2,8 3,0 3,0
dados
Completeza (%) 90,9 86,4 90,3
Completeza da
ultima camada 91,2 90,9 92,0
(%)
Rinerge da tiltima 46,3 444 10,7
camada
Rinerge (Vo) 6,6 8,5 3.4
Tabela 2.2

Dados estatisticos dos dados de raios-x para virios cristais da beta-lactoglobulina bovina

crescidos no pH 7,9
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2.3 Principios teéricos de difragdo de raios-X
2.3.1 Periodicidade do cristal ¢ a analise de Fourier

Um cristal é um arranjo periédico de subunidades idénticas no espago. Uma
subunidade é a menor divisdo de um cristal que possui as propriedades que o caracterizam e é
denominada cela unitaria. Matematicamente, a estrutura cristalina € descrita por uma rede com
uma base em cada ponto da rede.

A rede ¢ definida por trés vetores 2, B, C, de modo que cada ponto de posigdio, T, é
descrito por uma combinagio linear destes vetores com coeficientes inteiros { definigdo de
uma rede de Bravais), ou seja, T = uad + vb + W& {u, v, w inteiros). Isto significa que esses

vetores devem ser tais que sob uma translagéo , T , igual a qualquer vetor da rede, o arranjo
atdmico permanece o mesmo (invaridncia do cristal).

A base € o conteurdo de cada ponto da rede, ou seja, wm dtomo, um grupo de atomos ou
uma molécula protéica.

A invaridncia frente a translac@o do cristal implica invaridncia das propriedades fisicas

locais sob a mesma translacdo. Portanto, dada uma funcio n(r) devemos ter:

nf) = nf + T) @.1)

Devido a esta periodicidade, esta fun¢fo pode ser expandida em termos de uma série de

Fourier. Uma série de Fourier pode ser escrita em termos de senos e cossenos ou de uma

forma mais compacta através de ondas planas do tipo exp(iG - F) e deste modo:

n(r) = D ngexp(iG - T) 2.2)
G

onde G pertence ao espago de Fourier (ou espago reciproco).
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Para que a condigcdo (2.1) seja satisfeita os vetores G da expansdo (2.2) ndo sdo
quaisquer, mas somente aqueles que mantém a periodicidade da rede sob uma translagio T.

Isto implica que na expressio n(f + T) = Znchp(iG Dexp(iG - T) o termo
G

exp(iG - T) deve ter o valor unitirio, isto é, G-T = n2z (2.3). Dado que o vetor de
translagdo € uma combinagfo linear de um conjunto de vetores com coeficientes inteiros, os

vetores G devem ser expandidos em uma base do espago reciproco a coeficientes inteiros a

fim de que (2.3) seja aplicavel. Tal base de vetores € convenientemente dada por:

o g}

2

f
B

X
(2.4)
X

X | X
ol | ol
]
#
(T )
o &
X | X
o | ®l
»
5]
o gl
ol

-
2o
oi|

com G = hi +kb +IE (h k linteiros).

2.3.2 Condigoes de difragao

A difracdio de raios-x pode ser analisada sob o ponto de vista que considera cada
atomo como um espalhador independente. Os elétrons dos atomos sdo os responsaveis pelo
espalhamento das ondas eletromagnéticas que incidem no cristal. Portanto, é importante o
conhecimento da distribui¢do dos elétrons no cristal. A distribui¢io dos elétrons no cristal é
representada pela densidade eletrbnica, a qual pode ser expandida em uma série de Fourier por

ser uma propriedade periddica, de acordo com que foi apresentado no tépico anterior. Assim,

p(®) = Y F(Gexp(iG - 1) (25)
G

Da teoria de interferéncia de ondas eletromagnéticas sabemos que as ondas espalhadas
por elementos separados por um vetor T diferem em fase por um fator expfi(k-k’)-T],

onde k e k's3o os vetores de onda da onda eletromagnética incidente e espalhada
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respectivamente. Dependendo da diferenga de fase, essas ondas podem interferir construtiva
ou destrutivamente.

Deste modo, para determinarmos a amplitude da onda difratada por um cristal
devemos levar em consideracio a distribuicdo eletrénica e o fator de fase relativo a um ponto

de referéncia no cristal. Matematicamente, isto € traduzido por:

A = [p(Pexp(-iAk-F)AV (2.6)

vol. cristal

onde Ak = k’ - k.
Substituindo as componentes de Fourier da equagdo (2.5) no lugar de o(T) na

equagdo (2.6) obtemos:

A=Y [F@expli(G - Ak)-FldV 2.7)
G

vol. cristal

Quando Ak = G (2.8) a exponencial adquire o valor unitario e a amplitude A assume um

valor diferente de zero, caso contrario, para valores de Ak diferentes de G o valor de A ¢
nulo ou desprezivel'. Logo, a difracio ocorre quando a diferenca entre o vetor de onda
eletromagnético da onda espalhada e o da incidente for um vetor da rede reciproca.

Um outro modo de expressar (2.8) é tomar o produto interno de ambos os lados da

igualdade pelos vetores &, b, T da rede direta lembrando as relagdes (2.4) apresentadas no

topico anterior:

i-Ak = 3-G = 27k
b-Ak = b-G = 27k 2.9)
c-Ak=¢-G =24
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O conjunto de expressdes dadas em (2.9) € chamado equagdes de Laue. Podemos
entender (2.9) como “reflexdes” por planos imaginarios no cristal reescrevendo as equagdes

de Laue convenientemente:

—

Ak = 27 (2.10)

R

-Afc=27r;

| gt

2r;

=
~ |0l

a b ¢ . -
Notemos que 0s vetores Z, ;, 7 possuem a mesma proje¢do sobre AK . Logo, os trés

pontos definidos por esses vetores formam um plano perpendicular a AK caracterizado pelos

indices A, £ [ (figura 2.10). Considerando o espalhamento elastico, entdo, El = }1—&" e assim

verificamos geometricamente que o médulo de Ak ¢ igual a 2'12' send (figura 2.11). Sendo d

a . . =L 2n :
a distincia entre planos sucessivos ¢ as projegdes sobre Ak iguais a —— concluimos que

AK
d= %‘;— ou methor, d = —IETS——EIE (2.11). Substituindo [E[ = 27“ em (2.11) chegamos
a:

2dsen8 = A (2.12)

que € conhecida como lei de Bragg. A expressdo indica que toda vez que a diferenga de
caminho 2dsen8 entre ondas de planos sucessivos for um numero inteiro de A, ocorre
interferéncia construtiva. Portanto, descrever o padrio de difraciio por “reflexdes” de ondas ou

por teoria de difracfio € equivalente.

! A integral do produto de fungdes pares é nula se o intervalo de imegracio corresponder a um nimeor inteiro de
periodos.
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" diregio de Ak

w¥

planos refletores

Figura 2.10 Figura 2.11

Planos de reflexdo imaginarios que Rela¢io geométrica entre os vetores
cruzam os eixes da cela unitiria em a/h, Kk k'e Ak.

b/k, ¢/1 (0o eixo ¢ é perpendicular a

pigina).

2.3.3 Fator de estrutura

Retomnando a equagdo (2.6) podemos reescrevé-la com a condigdo de difragdo

— —_

Ak = G e considerar um cristal constituido de N celas unitarias:

A =N [p@exp(G-DdV = NF(G) (2.13)

vol. cela

onde F(G) ¢ chamado fator de estrutura, cuja integral ¢ feita sobre uma cela unitaria com
T = 0em um dos vértices.

A densidade eletrénica escrita de modo apropriado fornece uma interpretagéo
conveniente ao fator de estrutura. Se, em um ponto T , ela for escrita como sendo a

contribui¢do da densidade eletrdnica, p,, de cada dtomo j localizado no ponto T, com relagdo

a origem da célula unitaria teremos:

p(D) = 2p,(T - T) 219
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¢ o fator de estrutura passa a Ser expresso por:
F@G) = [Yp,(F - §)exp(-iG- DAV 2.15)
J
ou ainda, se fizermos R =T- i':, teremos :
F(G) = Y exp(-iG-T ) fp,(R)exp(-iG -R)dV (2.16)
J

O termo expresso pela integral acima € denominado fator de forma, f ;» do atomo j.
O fator de forma ¢ uma propriedade atémica e nos da informagdo sobre o poder de
espathamento de um atomo. Em sua expressio hé dependéncia da distribuigo dos elétrons no

atomo através de P, e a dependéncia do comprimento de onda e do 4ngulo de espalhamento

através do  termo  exponencial. Combinande G = A3 +kb +IE  com
I =xd8+yb+2zC (0<x,<1,0<y,<1,0<z,<1) obtemos para o fator de

estrutura:

F(hkD) = ijexp[Zﬂi(lfzxj + ky; + Iz;)] 217)

J

Pela expressdo (2.17) observamos que o fator de estrutura € uma série de Fourier onde
cada termo representa a contribui¢ido de cada atomo a reflexfo A, &, /. A contribui¢do depende
da natureza do atomo (representado por f; ) e de sua posi¢éio Xx;, y;, Z na cela unitiria. Em
fungdo desta descri¢do onde o fator de estrutura possui amplitude e fase sua representagio,
deste ponto em diante, sera em negrito usualmente destinada para fasores e vetores.

Corregdes ao fator de forma surgem devido & vibragdo atdmica a qual diminui a

intensidade do espalhamento. A corregdo € feita através de um fator multiplicativo com
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dependéncia exponencial. Se a vibragdo for a mesma em todas as diregGes a vibracdo ¢ dita

isotropica’ e o fator de corregdo & dado por (Blundell, T.L. & Johnson, L.N., 1976) :

senZ 0

exp(—B 2 J (2.18)

onde B =8n’u’? & chamado de fator de temperatura. O fator de corregdo esta associado a
desordem dindmica dos 4tomos em conseqiiéncia da vibragiio atdmica. Entretanto, ha um
outro tipo de desordem em cristais de proteinas: a desordem estdtica. Esta classe de desordem
surge em fungdo da diferenga na orientagdo e posicionamento de moléculas (ou apenas partes
delas) ao longo do cristal e ndo € possivel discernir seu efeito em relagdo a desordem dindmica
sobre os dados de difragfo.

Por outro lado, através da equacio (2.13} concluimos que a densidade eletrénica € a

transformada de Fourier do fator de estrutura ¢ ¢ dada por:

p(x,y,2) = — 2 > > F(hk,Dexp(2ri(hx + ky + 1z) (2.19)
hok o

1
v

A intensidade do espalthamento € proporcional a [F(h,k / )Iz e, portanto, a informacio

sobre a fase do fator de estrutura é perdida. Isto é o chamado "problema das fases" em
cristalografia. No entanto, em cristalografia de proteinas, existem métodos que permitem o

acesso a uma estimativa mnicial destas fases, um destes é o assunto do proximo capitulo.

2 Caso contrério, a vibragio ¢ anisotrépica e o deslocamento quadratico médio dos &tomos & descrito por um

tensor.
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Capitulo 3

Determinacao da estrutura cristalografica
da beta-lactoglobulina bovina
por substituicao molecular

Estruturas tridimensionais de macromoléculas biolégicas sfo determinadas com o
objetivo de compreender a base molecular de suas fungdes. Determinar uma estrutura
significa obter coordenadas X, y, z para os atomos presentes na molécula dentro do arranjo
cristalino. Ndo é possivel obter experimentalmente informagdes sobre as fases dos fatores de
estrutura. Assim sendo, € inviavel localizar os atomos diretamente. Entretanto, se a
macromolécula em questfio possui homologia estrutural com uma outra cuja estrutura ja tenha
sido resolvida, € possivel empregar a estrutura conhecida como um modelo inicial de fases
para aquela desconhecida. Esta técnica é denominada substituicdo molecular. Caso o pré-
requisito acima ndo seja satisfeito, outras duas técnicas podem ser aplicadas: substitui¢do
isomorfica e dispersdo andémala muitipla. Em ambas, stomos com mimero atdmico elevado
sdo incorporados ao cristal de proteina de forma que suas propriedades de espalhamento sdo
utilizadas para calcular a posig¢do dos atomos presentes na proteina.

Neste capitulo serdo apresentados os principios basicos € a aplica¢io da substitui¢io
molecular, no caso da beta-lactoglobulina.

3.1 Introducao
Como descrito no capitulo anterior, a funcdo de densidade eletrénica descreve a

distribui¢do de elétrons dentro do cristal e pode ser representada, como todas as fungdes

periddicas, por uma série de Fourier:

(%, 3.2) ___% S IF(h, k, Dje™ b i iathiki) (3 )
hE
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Assim, com a equagdo 3.1, podemos reconstruir a estrutura cristalina a partir do
moédulo dos fatores de estrutura, IF(h,k,l)

, € de suas fases correspondentes, o).

Entretanto, os Onicos dados experimentais disponiveis sdo os moédulos ao quadrado dos

. 2 .
fatores de estrutura, isto &, {F(h,k,l) , € ndo suas fases |. Mas felizmente, podemos obter

alguma informacg#o sobre a estrutura cristalina gragas a fungido de Patterson, a qual depende

2 ..
somente de [F(h,k,l )l e sera apresentada na segdo 3.2.1. Isto néo significa que esta funcéo

supra a necessidade de obtermos um conjunto de fases, ainda que estimadas, para o calculo de
p ( x9 y 2 Z ) M

Para que a estimativa de fases seja feita com o método de substituigio molecular, é
necessario que a molécula biologica em estudo possua homologia com uma outra cuja
estrutura tenha sido determinada. Este pré-requisito fundamenta-se na observagdo de que
moléculas biologicas com identidade seqiiencial possuem similaridade estrutural. Podemos
entdo adotar as fases da molécula cuja estrutura é conhecida como uma aproximacdo inicial
para resolver a estrutura de interesse. Este procedimento de ado¢io n3o é simplesmente
associativo uma vez que as fases do fator de estrutura dependem da posicdo dos dtomos em
relagdo a cela unitaria. Por este motivo, a molécula de estrutura conhecida, escolhida para este
fim, ¢ denominada modelo de busca. Portanto, para que as informacdes de fase provenientes
do modelo sejam utilizadas, € necessario que este modelo seja orientado e posicionado no
arranjo cristalino da molécula de estrutura desconhecida. Isto envolve o conhecimento de seis
variaveis : trés de rotagio (6, &, 6;) e trés de posigio (X,y,2).

Computacionalmente, a determinagdo simultinea de seis pardmetros seria invidvel. No
entanto, com o uso da funcio de Patterson podemos agilizar este processo tornando
mdependentes as varidveis de rotagdo e de translagio. Esta fungfo permite separar os vetores
interatdmicos em intramoleculares e intermoleculares de forma que defini¢Ses apropriadas de

fungdes de rotagéo e de translagdo fagam uso das caracteristicas destes vetores.

! Os dados experimentais s&o as intensidades, I, para cada reflexio h,k,l , onde | F(hk)|? e« I.
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Finalmente, apos este drduo processo computacional, tem-se um modelo cujas fases
podem ser utilizadas como estimativas para o calculo de p(x, y,z) do arranjo cristalino de

interesse.
3.2 Principios tedricos da substituicdo molecular

Os principios que serdo apresentados nos topicos a seguir t€m o objetivo de esclarecer,
de maneira qualitativa, os aspectos matematicos empregados nas etapas de substituicdo
molecular. A apresentagfio serd feita seguindo os trabalhos de Rossmann e Blow (1962) para a
fung¢do de rotagdo e, para a fun¢fo de translacio, os de Crowther e Blow (1967)

Esquematicamente, a figura 3.1 (a) ¢ (b) representa estes estagios . Em (a), orientagdo
do modelo através de trés angulos, provenientes da func¢do de rotagdo, que irdo definir uma
transformag8o [C}]; em (b), posicionamento do modelo determinado pelo vetor, t, oritndo da

func¢do de transla¢éio, de acordo com a simetria cristalogréfica do arranjo cristalino em estudo.

3.2.1 Fungéao de Patterson

A fun¢dio de Patterson ¢ definida como o produto de densidades eletrénicas calculadas
nos extremos de um vetor cujas coordenadas fracionais sfo u,v’,w.

Matematicamente :

v
P(u,v',w)= J'p(x,y, Hp(x+u,y+v,z+w)dV (3.2)
0

Pela equagdo 3.2, a fungfio P(u,v’,w) atingird valores diferentes de zero quando o

vetor (u, v', W) representar uma distdncia entre atomos. Esta expressdo relaciona-se somente

2, . o
com |F(h,k,l )l e isto pode ser visto substituindo a equagdo 3.1 em 3.2 o que resulta em:
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Figura 3.1

Fases da substituigdo molecular. (7) rotacio, (b) translagio

r I i 2 1 T+
R Y L

Em suma, a funcio de Patterson fomece as distincias vetoriais entre os dtomos (mas
nédo suas coordenadas) somente com os dados parciais dos quais dispomos. Cada vetor
encontrado ¢ colocado em um mapa designado mapa de Patterson. A figura 3.2 (a) ilustra este
mapa através de uma estrutura bidimensional composta por trés dtomos cujos vetores
mteratdmicos sio: 13 3 13 s 2:5 > 5:1, 3,_:; E 3}‘, Abaixo, estd o correspondente mapa de Patterson
onde podem ser observadas duas caraclerislicas: 4 primeira, € que o mapa é simétrico em
relagdo a origem e a segunda, que o pico pronunciado na origem ocorre quando u=10,v' =0 e
w = 0, ou seja, ele ¢ formado pela soma dos quadrados da densidade eletronica de cada dtomo
presente na estrutura,

Us vetores classificam-sc em intramoleculares ¢ intermoleculares. Os vetores
intramoleculares estdo proximos 4 origem do mapa e sdo semelhantes em estruniras
aproximadamente similares. Ao contrario, os vetores intermoleculares nfio estiio tio proximos

 origem e relacionam-se com simetria cristalografica e ndo-cristalografica.
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Figura 3.2

Estrutura bidimensional de um arranjo
de trés atomos e abaixo o mapa de

Patterson correspondente : (a) arranjo

atbmico com uma  determinada
orientaciio, (b) 0 mesmo arranjo rotado

de 20°.

(A) (B)

Um aspecto importante do mapa de Patterson € a sua relagéo intrinseca com a
orientagdo do arranjo atomico em relacfio a cela unitaria. Isto significa que o mesmo arranjo
pode produzir mapas distintos entre si (figura 3.2 (b)). Contudo, a relagfo entre estes mapas
pode ser encontrada (via comparagfio) e consegilentemente, a relacfio entre as possiveis
orientagdes deste arranjo. Igualmente, em estruturas similares confrontam-se mapas de
Patterson com a finalidade de encontrar a orienta¢o entre elas e subseqiientemente a posi¢io

relativa a outras moléculas no cristal.
3.2.2 Fungéo de rotacdo

A fungfo de rotac@io pode ser utilizada para encontrar a orientacio tanto entre
moléculas dentro da mesma unidade assimétrica (auto-rotagdo) do cristal quanto em moléculas
pertencentes a diferentes redes cristalinas (rotagdo cruzada). Posto que os vetores de Patterson
intramoleculares de duas moléculas idénticas (ou quase idénticas) relacionam-se por uma
operagdo de rotagdo,. somente estes vetores sdo necessarios neste tipo de analise. Portanto, a

procura por esta relagio angular € o fundamento desta etapa na substituigdo molecular.
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Seja r a posi¢do de um ponto em relacdo a trés eixos cristalograficos a, b, ¢ de modo
que r = xa+x>b+xzc. Esta mesma posi¢do relativa a um outro conjunto de eixos a’, b", ¢ €

expressa por =
r'=[Cjr 3.9

onde {C] € a matriz de rotagéo em torno da origem que transforma estes sistemas entre si.

Assim sendo, por definigéo, a funcéio de rotagdo é :

R(6,,6,,6,) = [[[ P,(u)P,(u)dV (3.5)

onde U corresponde ao volume ocupado pelos vetores de Patterson intramoleculares, 61, 02, 6;
sdo os dngulos de rotagfo, P, representa a fungdo de Patterson construida a partir dos dados
experimentais e P, € a funcfio de Patterson construida por interpolacio dos fatores de
estrutura do modelo, nos pontos u'= [Clu 3

Pela expressdo 3.5, podemos observar que R{&;, &, &;) atingira seu valor maximo
quando forem encontrados trés dngulos que proporcionem a superposi¢do entre oS picos
correspondentes nos mapas de Patterson do modelo e dos dados experimentais. A figura 3.2
(a) e (b) exemplifica esta situac3io no caso bidimensional: os mapas de Patterson
correlacionam-se por um rotagio de 20°, o que implica uma rotagdo de mesmo valor na
estrutura (b) para atingir a mesma orientagdo apresentada em (a).

Embora o sistema angular polar possa ser visualizado diretamente (figura 3.3 (a)), o
sistema euleriano (figura 3.3 (b)) ¢ preferido porque exibe a simetria da fungéio de rotagdo de

um modo conveniente. A relagfo entre estes dois sistemas é expressa por:

* Por questdio de simplicidade o modulo do vetor que representa a translacio entre a origem dos dois sitemas estd
sendo considerado nulo.

? Rotagdes de vetores no espago reciproco resuttam normalmente em vetores com coeficientes ndo inteiros de
forma que o valor do fator de estrutura (conhecido apenas para vetores com coeficientes inteiros } necessita ser

calculado por interpolagio.
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cos(%) = cos(Z )cos(g‘+93

)

tangp = — cot( S)sen(— b, )sec(—5=> 56 )

cosgtany = cot(—‘;ﬂ)

(a) (®
Figura 3.3

Sistema angular usado na matriz [C] da func¢ie de rotagiio. (a) polar, (b) euleriano

3.2.3 Fung¢ao de translagéo

A funcdo de transla¢dio consiste em definir a posicio do modelo dentro da cela
unitaria, considerando as posigdes ocupadas por moléculas simetricamente relacionadas.
Como esta fase depende da posigdo relativa entre moléculas, somente vetores intermoleculares
sdo essenciais.

Sejam duas moléculas, mol0 e moll, cujas origens locais estejam nas posicdes O; e
O,, relacionadas por uma operagdo de simetria (Ar + d). A fungfio de Patterson entre estas

duas moléculas ¢ dada por

P, (w)= fp (r)p,(r +u)dr (3.6)
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Figura 3.4

Vetores utilizades na funcio de
. transla¢do
I

i o - a E N N S T SN |

Se as densidades p,.(r) e p, (r) forem expressas em termos da densidade eletrénica,

P 4 - da primeira molécula (figura 3.4) cuja origem local € Oy, a expressdo 3.6 transforma-se

eIt

B (us)= [pu (r=s)py A {r+u-As—d)dr 3.7
¥

Expandindo P 4 como uma série de Fowrier em termos dos fatores de esiritura Fag

tem-se]

P, (m,8)= ZFM (H)F) (-HA)exp[2n/H-(s — As—d)]exp(2n/H - u) (3.8)
H

detinindo t=-s + As +d e que FM (-HA)= F;I (HA) teremos:

P (u,t)= 3 Fy {H)F:.; (HA)exp(—2niH-t)exp(2miH-u) (3.9)
H

A fungio de translagio é entdo definida por:



T(t) = [P, ;(u,t)F, (u)du (3.10)
V

onde P s(u,t) é a fungdo de Patterson do modelo de referéncia e as moléculas simetricamente
relacionadas ¢ P,(u) € a funcdo de Patterson observada. O méximo da funcdo 3.10 ocorrera
quando t for igual a um vetor intermolecular.

A substituicio molecular é monitorada pelo coeficiente de correlagio e pelo fator R
definidos abaixo:

h%l(lFo | | bs’ )(| alc' l alc])
C= 5,

[ Z(lFabsl - IFobsl2 )2 h%l(chalCl ' alc' ) ]}/

bkl

Z“ obs| = K Foatc|

R factar — ZI i
hk1l

onde IFcalc' e lFobs‘ sdo respectivamente os mddulos dos fatores de estrutura do modelo (na

posigdo relacionada com t) ¢ experimental.
3.3 Aplicagdo da substituicdo molecular a beta-lactoglobulina

O método de substituicio molecular foi aplicado, com o programa AMORE (CCP4),
ao conjunto de dados abaixo enumerado:
1) Mistura de isoformas A e B, forma cristalina X (P1), pH 6,5
2) Isoforma B, forma cristalina Y (C222;), pH 7,9
3) Isoforma A, forma cristalina Y (C222;), pH 7,9

Os modelos de busca utilizados neste procedimento foram :
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I. Mistura de isoformas A e B da beta-lactoglobulina resolvida a 1,84, cristal crescido na
regido de pH acido com um dimero na unidade assimétrica, grupo espacial P1 {(Brownlow et

al., 1997).
Pardmetros de celaa=37,8 A,b=496 A, c=56,6 A, o = 123,4°, =97,3°, y=103,7°;

II. Mistura de isoformas A e B da beta-lactoglobulina resolvida a 2,0A, cristal crescido na
regiio de pH basico com um mondémero na unidade assimétrica, grupo espacial C222, (IP,
dados ndo publicados).

Parametros de celaa=82,4 A, b=554 A, c =664 A, a =90°, B =90°, v = 90°;

III. Modelo incompletamente refinado da isoforma B da beta-lactoglobulina de resolugédo
1,95 A, cristal crescido em torno do pH 7.9 com um mon&émero na unidade assimétrica, grupo
espacial C222,;.

Parimetros de cela a =55,64 A, b=81,65 A, ¢ =66,86 A, o = 90°, B =90°, y=90°

Para o conjunto de dados 1 foram utilizadas reflexdes entre 3,3 A e 10 A ¢ um raio de
Patterson de 19 A para o cilculo da fungdo de rotagio onde 1 foi usado como modelo de
busca. Os valores angulares encontrados estfio dispostos na tabela 3.1. Neste caso ndo houve a
necessidade de translag¢do por se tratar do grupo espacial P1.

Para os dados 2 e 3 foram empregadas reflexdes entre 8,0 A e 2,0 A e um raio de
patterson de 20 A para calcular as fungbes de rotagio e translagfo. Os respectivos modelos de
busca foram II e III. Os picos das respectivas fun¢des de rotagio foram usados na fungfo de
translacio e os resultados estdo apresentados na tabela 3.1

Apés a substituigdo molecular todos os modelos foram submetidos a refinamento de
corpo rigido (quinta etapa do programa denominada "fiting") para os pardmetros 8, 6;, 93, x,
y, z ¢ fatores de temperatura. Os valores finais encontrados, apés esta etapa, para o coeficiente

de correlacdo € Rpuor S0 mostrados na tabela 3.2.

Nota: O presente projeto envolve quatro estruturas. Trés foram resolvidas por

substituicdio molecular e apresentadas neste capitulo. A quarta estrutura corresponde a um
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cristal da mistura de isoformas A e B crescido em torno do pH 7,9 cujo grupo espacial é
C222;. Os pardmetros de rede sdio a = 55.724, b = 82,164, ¢ = 66.96A. Devido i semelhanga
entre os parametros de cela do conjunto de dados e do candidato a modelo de fases (modelo
H, apresentado no tépico 3.3 ) foi possivel, ao invés de substituicdo molecular, efetuar
algumas mudangas apropriadas no arquivo das coordenadas do modelo e no arquive de
reflexdes dos dados. As modificagdes consistiram em inverter os indices h e k (h—k e k—=h)
no arquivo de dados com o programa DATAMAN (Kleywegt & Jones, 1996), retirar os
pardmetros de cela bem como a matriz de fracionalizagio presentes no cabegalho do modelo e

substitui-los pelos novos valores correspondentes aos dos dados experimentais.

£
-
5
[ ]
k- I o
£ls] B pico da pico da
% ] g ‘soluglio E solucio g
8 E o | 6 | o [0 2. Er, |r, [, [to. 20.|
| O | E & = .
1 | |16.0-33] 76,81 | 6435 |351,65(686 649] 3.8 - - - - -
2 1 1 | 80-20| 2544 9527 1210651331 _136| 36| 0261 0341036106 62| 14
| 3 ] 1l § 80-201147.76]1 7269 | 3751 1286 1561351024 103410131104 7014
Tabela 3.1

Resultados da substituicio molecular para: 1) mistura de isoformas A ¢ B, forma
cristalina X (P1), pH 6,5; 2) isoforma B, forma cristalina Y (C222,), pH 7,9; 3) isoforma
A, forma cristalina Y (C222,), pH 7,9

Coeficiente de correlacio (%) Ractor
(%)
i 81,1 27,9
2 87,8 28,8
3 91,7 27,3

Tabela 3.2

Valores para o coeficiente de correlagiio e Ryyior a0 final do processo de substitui¢dio
molecular
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Capitulo 4

Refinamento das estruturas cristalograficas
da beta-lactoglobulina bovina

O refinamento de uma estrutura cristalografica consiste em ajustar as coordenadas
Xi,¥i-Zi € 0 fator térmico de vibragdo, B, de cada adtomo 1 do modelo inicial proposto, a fim de
explicar o conjunto de dados de difra¢do. Este procedimento € realizado através de processos
interativos ¢ exigem grande demanda computacional. Essencialmente, minimizam-se as
diferencas entre os modulos dos fatores de estrutura observado e calculado até que o processo
satisfaca o critério de convergéncia. Neste capitulo serdo apresentados os aspectos basicos do
refinamento bem como os protocolos aplicados no refinamento das estruturas cristalograficas

da beta-lactoglobulina bovina.

4.1 Aspectos basicos do refinamento de estruturas

Na fase de refinamento, as coordenadas do modelo sio modificadas a fim de

minimizar a diferen¢a entre os médulos dos fatores de estrutura observado,lFobS| , & calculado

a partir do modelo, IFcalc| . Isto equivale a dizer que estamos procurando por um modelo que

explique adequadamente a densidade eletrdnica do cristal. Este procedimento se faz por
pequenos incrementos nas coordenadas atdmicas do modelo e, normalmente, € necessaria a

interven¢io manual no ajuste de conjuntos de atomos a densidade eletrdnica.
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O ajuste manual de atomos ¢ o resultado da interpretagio de um mapa de densidade
eletrdnica. Este tipo de mapa € construido a partir dos modulos dos fatores de estrumura
observados ¢ da fase estimada, eme , neste caso por substituicdo molecular, segundo a

expressio abaixo:

1 r ) 4
= D wit B (1, & Dlexp[=2miChe + ky + Iz = e (kL D)) (4.1)

p(x,3,2) =
h k!

onde we € 0 peso dado a cada termo da séric ¢ gue avalia a confiabilidade da fase associada.
Interpretar um mapa de densidade eletrdnica assim constroido stgniflica incorporar o

lrugado de wma cadeia polipeplidica come tlustrado na gura 4.1

Figura 4.1

Densidade eletronica ao redor de um residuo

de triptofano

O método de reflinamento que serd descrito a seguir baseia-se no principio dos
minimos quadrados (Hendrickson, W.A.,1985). Embora atualmente os programas de
refinamento apliqguem o método da méaxima verossimilhanca, o método dos minimos
quadrados foi escolhido por possuir a vantagem de esclarecer os objetivos do refinamento.

A fungdo a scr minimizada ¢ definida por:;

ey
L |



1
T2 om
o % (hkD)

Fcalc

[ 558 —|FsEc 1° (4.2)

hid

$g

¢ denominada termo de raio-x. O fator de estrutura do modelo, IFm[C , presente na equacio

{(4.2) € calculado pela equagio abaixo:

daftomos

Fif = 3 fexp[2mi(hx; +hy; +12;)] (43)
J

Em geral, o nimero de reflexdes tinicas disponiveis ndo sdo suficientes para que os
pardmetros envolvidos (quatro por itomo) sejam bem determinados. Este problema ¢
contornado adicionando-se informagdes estereoquimicas (provenieates do estudo de pequenas
moléculas) sobre os residuos de modo que a proporgio dados/parametros aumente. Estas
informagdes entram no processo de minimizag¢do ou na forma de distdncias ou na forma de
energia pontencial como sera descrito adiante.

Neste ponto o refinamento pode ser vinculado ("constraint™) ou restrito ("restraint™).
No primeiro, atribuem-se valores fixos a esses novos termos ¢ no segundo, eles sdo restritos a

um intervalo de valores mais préximos a situagdo real.

4.1.1 Refinamento vinculado

No refinamento vinculado os comprimentos de ligagio e dngulos de ligagio sfo fixos
ao passo que os dngulos diédricos podem variar (figura 4.2). Um método que se classifica
dentro deste grupo é o refinamento de corpo rigido, onde os atomos sio tratados como
pertencentes a um corpo rigido. Esta técnica € uma opgdo, no inicio do refinamento, para se

obter um ajuste primario de orientacfio e posi¢fio da estrutura com relacfio  cela unitaria.

4.1.2 Refinamento restrito

No refinamento restrito todo termo incluso na forma de distincia tem a forma geral:
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6:(x) = 2 W[gh ~ gf™° ()] (4.4)
h

onde wy, € o mverso do desvio padrio ao quadrado (variancia) da distribuicdo de valores

obs calc

esperados para g, . Os valores de g, sdo calculados a partir do modelo.

Compnmento de jigagao

i

/—\ Angulo de ligagso

Anguio diédrico

Figura 4.2

Alguns parimetros estereoquimicos

As restrigdes inclusas neste procedimento podem ser:

* Restrigdes sobre as posi¢des atomicas:

1} Distincias de ligagdo:

incluem comprimentos de ligagdo e angulares bem como angulos diédricos. As relagdes
angulares sdo tratadas através de distdncias interatdmicas (descritas na base de vetores da rede
cristalina em questdo) como mostrado na figura 4.2 por meio das linhas tracejadas, isto &,

dyy™%° = | pry | . A funcdo de observagéo é dada por :

distancias .
¢1 — Z 21 : {d}deal _d}nodela]2
F-F10)
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2) Planaridade de grupos:

considera a variagdo dos atomos em relagdo ao plano ideal. Na figura 4.3, para se calcular a
distdncia de um atomo na posi¢do ry, ao plano ideal dois pardmetros sdo considerados: di, que
representa a distidncia do plano ideal a origem e my, o vetor unitario normal ao plano ideal.

Assim, o desvio ¢ dado por m -1y —d; e conduz a fungdo de observagio:

dtomos
planos  coplanares 1 2
¢y = Y 5 —Ime o —di]
3 i Op(ik)
et e Ty T
-~
-
rik/,
..... O A

Distiancia de atomos ao plano ideal

3) Quiralidade:

restringe a configurago dos dtomos para a forma quiral correta. Este termo € controlado pelo
volume quiral. Este pardmetro € definido pelo produto escalar triplo entre os vetores 1, 2, 3
formados entre o dtomo localizado em O e os trés outros atomos ligados a ele, como ilustrade
na figura 4.4. A fungio de observacdo apropriada é:

Figura 4.4

Volume quiral
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CEentros
quirais 1

o5 ()

ideal modelo 12
V, -V ]

$3 =

4) Contatos entre atomos nio ligados:

tem por objetivo ndo permitir que atomos ndo ligados fiquem a uma distdncia menor que a

distancia dnix permitida em termos de energia potencial. A energia potencial (parte repuisiva
. 1 .
do potencial de Lennard-Jones) ¢ descrita por U(d) - U(d™") = —[d -d™" 1%, d < dpg.
c

Assim, a funcio de observagdo ¢:

atomaos
ofio ligados 1

ds= D ——

[dmin _ dmodelo]4
m  On(m) §

5) Angulos de torsio:

sdo usados para distinguir torsdes conformacionais de residuos que determinam a
conformacio da cadeia principal inteira. A energia potencial € fun¢io do dngulo de torsdo ¢
esta presente na fungfo de observacgio na seguinte forma:

angulos

de torsio
conformacional

¢5 — Z [xzdeal modelo ]2
O'T( )

» Restri¢des sobre 0 movimento atémico:

6) Fator de temperatura isotropico':

! Ha também restri¢des sobre o fator de temperatura anisotrépico que devido a sua complexidade nio seré tratado

aqui.

41



contempla o movimento térmico atdmico, B, o qual relaciona-se com a varifncia do

deslocamento, u, dos dtomos, isto é, B = 8mu’ . A funcéo de observacgdo relevante considera a

diferenca entre os fatores B de dois dtomos unidos por uma distincia de ligagdo, ou seja:

¢ distdzncz'as 1 [ BPri Bseg ]2
10 ’

onde B e B2 sio os pardmetros térmicos de um dado par de 4tomos.
s Restrigdes sobre simetria ndo-cristalografica:

7) Posicdes de objetos simetricamente relacionados:

ocorre quande mais de uma molécula (no minimo similar) estd presente na unidade

assimétrica sendo que a operacio de simetria existente para cada atomo / pertencente ao

objeto k € r,-',k = Ry1; g + g, onde R; € uma matriz de rotagfo e t; de translacdo. Entdo,
definindo-se posigdes médias }?; minimiza-se a funcio:

dtomos
unicos 1 copias

o, = 3 DI &

2 s
i csp(l) k

8) Fator de temperatura de objetos simetricamente relacionados:

a contribuigcdio deste termo assume que objetos simetricamente relacionados possuem fator de

temperatura similar. Assim, a fungdo envolvida é:

dtomos
unicos 1 copias - 2
bg = Z Z (Bz‘,k _Bi,k)

2 .
i Gsb(l) k

e Restrighes adicionais:
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9) Resisténcia a deslocamentos excessivos:

¢ recomendivel o uso desta restrigio quando partes da estrutura ndo estdo bem determinadas
(ainda que parimetros estereoquimicos sejam colocados) para que a instabilidade, que pode

ocorrer no processo de minimizagao, seja controlada. A fungio aplicada é:

atomos

=S r—r)+c (B - B")*]

i OCgp EB
onde r{’ e B sdo parametros correntes posicionais e térmicos respectivamente.

10} Fatores de ocupacio:

a restri¢do sobre ocupacéo aplica-se quando pode-se atribuir a um grupo de atomos que tém
ocupacdo varidvel a mesma ocupagio. Isto ocorre com moléculas de solvente, substratos néo

covalentemente ligados, inibidores e outros. A fungfo associada ¢:

£rupos 1
¢9"’ f (k) Z[Qlk Q:k]

onde O é a ocupagéo do i-ésimo atomo no grupo ke O , € a meédia dos fatores de ocupagdo

no grupo.
A funcdo ¢o pode ser minimizada juntamente com uma fungfo de energia potencial’

expressa na forma:

EmtaI = Eempz'rica + Eefeﬁva

? Este método de refinamento foi proposto inicialmente por Jack e Levitt (Jack & Levitt, 1978).
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proposta por Briinger (Briinger, 1988-1992) no pacote computacional X-PLOR’. A energia
empirica descreve a energia das moléculas através de funcdes de energia empiricas como
fungdo das coordenadas atdmicas. A energia efetiva compreende termos de energia restritos’

que usam informacdes experimentais ou outro tipo de informagao.

4.1.3 Simulagoes de dinamica molecular com resfriamento lento

N
Durante o processo de minimizagdo a fungdo ¢ = Zd),- (N-1 termos estereoquimicos
i=0

adicionados) pode atingir um indesejavel minimo local e para transpor a barreira de potencial
efetuam-se simulacdes de dinimica molecular. Simulagdes deste tipo sdo efetuadas
submetendo o sistema de particulas a um banho térmico, inicialmente a alta temperatura, e
calculando as posigdes atdmicas através da resolugdo das equagdes de movimento
newtonianas (atribui-se a distribuigdo de Maxwell para a velocidades dos atomos).

Lentamente, resfria-se o sistema para conduzi-lo a0 minimo tanto de energia potencial

quanto de ¢, (Briinger, 1988-1992)°.

4.1.4 indices de confiabilidade

Ao longo do processo de refinamento existem indices de confiabilidade que indicam a
convergéncia do refinamento e a acurdcia do modelo atdmico. Estes indices sdo

respectivamente:

Z“Fobsl - kIF;:aIc“

R = kH
factor Z ' FE) bsl
hid

€

x 100%

* Manual "on-line" com vértas referéncias cientificas na pagina: http://lance.if.sc.usp.br/XPLOR/htmiman.htm}
4
V.p. 35



Z“Fobsl - k'FcaIc”
= BT x 100%

No caso do Rgee (Brilnger, 1993) sio escolhidas aleatoriamente 10% (ou 5%) das
reflexdes do conjunto de dados que serdo excluidas do refinamento e constituem o conjunto

de teste, T. O restante das reflexdes é denominado conjunto de trabalho, W.
4.1.5 Sinteses de Fourier

Em 1961, Ramachandran e Srinivasan relataram a importéincia da fase na interpretagio
do mapa de densidade eletrdnica mesclando informacdes de duas estruturas distintas para
construir um mapa de densidade eletronica. O fator de estrutura calculado possuia amplitude
de uma das estruturas e as fases da outra. O mapa resultante apresentava picos nas posigdes
esperadas para a estrutura que cedeu as fases. Como relatado no tdpico 4.1.1, construimos
mapas tomando as amplitudes observadas experimentalmente e as fases de um modelo
inicialmente rudimentar. Para minimizar a interferéncia que fases do modelo exercerdo sobre

o mapa de densidade eletrénica construimos mapas segundo a equacfo abaixo:

1
P, y.2) = 7 20 2 2 (Fop| — DiF e Dexpl-2miChs + ky + Iz = aear)] (4:5)
R k1

onde D e m sio frutos de andlises estatisticas que contemplam erros que afetam as
coordenadas atdmicas e as fases respectivamente.

A interpretacdo do mapa para n = 1 fornece informacgtes a respeito dos erros do
modelo, pois este mapa possui valores positivos e negativos. As regides positivas indicam que
ha maior contribui¢do dos dados observados em relagiio aos calculados; assim o modelo deve
ser modificado no sentido de preencher esta regifo. Caso contrario, se a densidade assumir

valor negativo significa que a presen¢a do modelo nesta regifio deve ser diminuida, pois esta
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superestimando a densidade eletrénica local. Para n = 2, o mapa indica o contorno que a
cadetia polipeptidica deve seguir, como exemplificado na figura 4.1.
As modificagdes sfo inseridas manualmente por meio de programas que permitem

rotagdes e translagdes de residuos do modelo molecular.

4.2 Refinamento das estruturas cristalograficas da beta-lactoglobulina

As estruturas cristalograficas da beta-lactoglobulina resolvidas e refinadas foram:
1) Mistura de isoformas A/B, forma cristalina X;
2) Mistura de isoformas A/B, forma cristalina Y,
3) Isoforma A, forma cristalina Y;
4) Isoforma B, forma cristalina Y.

Para a mistura de isoformas A/B na forma cristalina X (grupo espacial Pl), o
refinamento foi realizado em duas etapas. A primeira etapa foi realizada com o programa X-
PLOR (Briinger, A.T., 1992) aplicando-se, inicialmente, refinamento de corpo rigido.

Simula¢des de dindmica molecular com resfriamento lento nfo resultaram em valores

, foram feitas através da

satisfatérios para os indices R e Rye.. Corregtes aos modulos, ’Fobs

avaliagio da anisotropia geral nos dados de difragio (Briinger, A.T., 1992, Sheriff &
Hendrickson, 1987) resultando na diminuicio de 4% e 5% nos valores de R €& Riree
respectivamente. A segunda etapa, feita com o programa REFMAC (CCP4), compreendeu o
refinamento restrito das coordenadas atomicas considerando fatores de temperatura

isotropicos individuais para os atomos, simetria nio-cristalografica e escalonamento entre
[F obsl € ‘F caki estimando a contribuigdo do solvente (bulk solvent correction).

A cada ciclo de refinamento houve a inspe¢do dos mapas ponderados de densidade
eletronica (ZmIFobSI-DIFm;cl e m|Fobs|-D 'Fcalcl) e, quando necessario, o ajuste manual de

residuos com o programa O (Jones, T.A., ef al., 1991). A localiza¢do de moléculas de agua foi
efetuada com o programa ARP (Lamzin, V.S, er al., 1993). Até este ponto empregou-s€ o
refinamento contra todas as reflexdes até 1,8 A sendo que 10% foram separadas para o calculo

do fator Riee.
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Os fatores de confiabilidade Rgcior € Reee atingiram os valores de 21,5% e 25,7%
respectivamente e estagnaram. A analise do grafico de Luzzati demonstrou que para camadas
de resolugdo mais altas do que 1,6 A nfo havia convergéncia do refinamento. Examinando-se
o conjunto de dados com o programa DATAMAN (Kleywegt, G.J., et al., 1996) a resolugdo
de 1,6A foi indicada como a resolugio efetiva do conjunto de dados. Assim, a porgio final do

refinamento prosseguiu contra reflexdes até 1,6 A. A restrigdo de simetria nao-cristalografica
foi retirada e nova corregdo foi aplicada a 'Fobs{ com um programa desenvolvido por Igor

Polikarpov (Polikarpov ef al., 1995). Os valores finais para os indices de confiabilidade foram
Reactor = 19,8% € Rgee = 25,0% com a localizagdo de 171 moléculas de agua.

Para as estruturas na forma cristalina Y (grupo espacial C222,) o protocolo de
refnamento utilizado foi idéntico para todas. O refinamento feito com o programa REFMAC
usou reflexbes no intervalo entre 9,5 A e o limite superior de resolugio correspondente a cada
conjunto de dados: 2,0 A para 2 mistura de isoformas, 2,0 A para a variante A e 1,95 A paraa

variante B. Foram separadas 5% das reflexdes para o calculo de Rye.

Para que o escalonamento entre IFobsl e tialc! fosse efetuado apropriadademente

(bulk solvent correction), o limite a baixa resolu¢io foi estabelecido apds o estudo da
intensidade contra resolugdo dos conjuntos de dados com o programa DATAMAN. Também
foram considerados fatores de temperatura isotropicos individuais para os atomos.

A inspecdo dos mapas ponderados de densidade eletronica revelaram uma densidade
clara para a maioria dos residuos, entretanto ndo foi possivel observa-la para os dez Gltimos
residuos (para a isoforma A, os oito tltimos) e, no caso da mistura de isoformas A/B, também
a regido de residuos 110 a 115. Por esta razio, estes residuos ndo foram incluidos nos
respectivos modelos. O refinamento prosseguiu com o ajuste manual de residuos (com o
programa O) e o refinamento restrito. As moléculas de 4gua foram inseridas com o programa
ARP. Os resultados finais obtidos para as estruturas na forma cristalina Y sdo apresentados na
tabela 4.1.
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Regido representada | Resolu¢do | Ryewr Riee | No. de moléculas
pelo modelo num A (%) (%) de dgua
total de 162 residuas

Mistura de isoformas A/B | 1-109 ¢ 116-152 | 2.0 194 27,2 135

Isoforma A 1-154 2.0 19,2 28.7 123

Isoforma B 1-152 1,95 18,9 25,2 107

Tabela 4.1

Resultado final do refinamento para as estruturas cristalegrificas da BLG na forma
cristalina Y

4.3 Qualidade e acuracia dos modelos

Todos os modelos foram submetidos a andlise com o programa PROCHECK
(Laskowski, R.A., 1993). Para todos os critérios usados pelo PROCHECK os modelos
estavam dentro dos limites tipicos para estruturas resolvidas na resolugdo correspondente.

Os dngulos ¢ e y para a cadeia principal (figura 4.6) estdo apresentados na figura 4.8
em diagramas de Ramachandram. Em todos os diagramas da figura 4.7 o residuo de Tyr 99
estd em uma regifio desfavordvel. Como relatado por Brownlow et al. o residuo Tyr 99 faz

parte de uma "p-furn"’

(figura 4.7) que € conservada em todas as estruturas de lipocalinas
conhecidas com a seqliéncia Thr-Asp-Tyr. Na figura 4.8 (a) o residuo Ala 34 nos dois
mondmeros também estdo em uma conformacfio nfo permitida. O residuo Ala 34 se encontra
na interface do dimero e participa de uma ponte de hidrogénio, N Ala 34—>0D1 Asp33, com o
residuo de 4cido aspartico Asp pertencente a outra subunidade do dimero.

Outros resultados sobre o refinamento das quatro estruturas estdo apresentados na

tabela 4.2.

5 "Gamma-tum" é definida por tré residuos onde i e i+2 interagem através de uma ponte de hidrogénio e i+1

possui ;4 entre 35% e 115° e y,,| entre -19° e -109°
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Figura 4.6

Conformacdes de uma cadeia polipeptidica definidas em termos dos dngulos diédricos ¢
e s

Figura 4.7

Conformacio do residuo de Tyr 99
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(d)

Figura 4.8

Diagramas de Ramanchandram. (a) mistura de isoformas A/B, forma cristalina X, (b) mistura de
1soformas A/B, forma cristalina Y, (¢} isoforma A, forma cristalina Y, (d) isoforma B, forma
cristalina Y. As regides mais favordveis encontramn-se nas regides mais escuras dos diagramas.
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(*)

N
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comprimento
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0

oronas
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mérito

Mistura de Isoformas A/B,
foma‘.qﬂstali_nax., o

0,04

3,54

0,14

09

0,95

0,15

4,52

0,15

0,86

0.82

Isofor'l,'-_";a:;-";'-;_"-.‘: |
cristalinay - -

" forma

0,07

4,56

0,15

0,89

0,78

isoforma B,
forma cristalina Y

0,03

3,55

0.21

0,86

0.82

(*) Calculado com X-PLOR;

(**) Calculado com Sigmaa (CCP4);

(***) Calculado com O.

Tabela 4.2

Resultados do refinamento para as estruturas da BLG
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4.4 Empacotamento cristalino das formas cristalinas Xe Y

A andlise do empacotamento cristalino de todas as estruturas foi feito com o programa
O. Este tipo de avaliagdo indica a ocorréncia de contatos improprios entre moléculas
simetricamente relacionadas. As posi¢des destas moléculas sio determinadas pelas operagdes
de simetria do grupo espacial correspondente. Tanto para a forma cristalina X (grupo espacial
P1) quanto para a forma cristalina Y (grupo espacial C222,) nenhum contato inadeguado foi

encontrado.
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Capitulo 5

Comparagao entre as estruturas
cristalograficas da beta-lactoglobulina

Neste capitulo serdo apresentados os resultados obtidos através de estudos
comparativos com estruturas da beta-lactoglobulina (BLG) resolvidas neste projeto ¢ as
disponiveis até ¢ presente momento no banco de dados PDB ("Protein Data Bank").

5.1 Alguns aspectos gerais da BLG

Como apresentado no capitulo 1, a forma estrutural da BLG, ¢ descrita com um calice
formado por fios B antiparalelos. Os fios § sdo nomeados de A a [ segundo o trabalho de
Sawyer ef al. em 1985 e as al¢as que os une, BC, CD e assim por diante. As a-hélices foram
nomeadas o, 02, O3 € o4 (figura 5.1).

Certas algas da BLG correspondem a regides de grande mobilidade e algumas destas
dependem da forma cristalina. Na forma X, destaca-se a alga CD (Brownlow et al., 1997). Na
forma Z, sobressaem-se as aigas: CD e GH (Qin et al., 1998). Na forma Y, evidenciam-se:
asB, CD e GH.

A BLG apresenta duas cistinas, Cys66 — Cys 160 ¢ Cys106 — Cysl19, e uma
cisteina livre, Cys 121'. A ponte dissulfeto Cys66 — Cys 160 ata os residuos do C-terminal
ao restante da molécula. Entretanto em algumas formas cristalinas, como a forma Y, a porgdo

final da molécula € difici! de ser visualizada nos mapas de densidade eletronica.

''V. Apéndice A
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Figura 5.1

Estrutura cristalografica da beta-
lactoglobulina

A familia das lipocalinas possui uma regido altamente conservada determinada pela
seqiténcia Gly-X-11p (onde X € um residuo qualquer) sendo que o residuo de inptofano & o
Unico invariante (figura 1.2). Na BLG, este residuo corresponde ao Trpl9.

Como dito no primeiro capitule, proteinas desta familia possuem habilidade em ligar
pequenas moléculas hidrofobicas e sua forma tridimensional ¢ semelhante a um calice (ou
barril), Baseados na conservabilidade deste residuo de triptofano, Katakura e colaboradores
(1994} investigaram a importéncia do Trpl9 na formagio da estrutura da BLG e o seu papel
na ligagio com o retinol. As analises foram conduzidas baseando-se nos efeitos da
substituicio do residuo Trpl9 por um residuo de tirosina. Os resultados encontrados
indicaram que o 'Trpl9 ndo é essencial para a ligagio com o retinol. Entretanto, & importante
para estabilizar a moléeula ligada ¢ protegé-la de degradagio mantendo a estrutura local e
impedindo o acesso do solvente. A protefna mutante rambém se mostrou menos estivel frente
av desnaturante Gdn-HCL Isto revela que o Trpl9 € relevante ndo s¢ na manutengdo da
estrutura local mas também na estabilidade geral da proteina. Katakura e al. assumiram que a
perda de pontes de hidrogénio ao redor do Trpl% devido a mutagfo, seria uma das causas
principais para a perda de estabilidade. Analisando as interagdes ao redor do Trpl9 para as
guatro estruturas cristalograficas resolvidas fo1 possivel identificar duas pontes de hidrogénio:

N Trpl9 — O Glu 44 e NE1 Trp19 ~» O Vall5 (figura 5.2).
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Ctro aspecto interessante a respeito do residuo Trpl9 se referc aos cstudos na
emissdo de fluorescéncia com pressdo relatados por Valente-Mesguita el al (1998). Nestes
estudos foram relatados um aumento na intensidade da emissio de fluorescéncia causado pela
pressdo. Este comportamento pode ser explicado através dos dados cristalogratficos
investigando-se¢ as vizinhan¢as dos residuos de triptefano. A BLG possui dois residuos de
triptofano: Trpl9 e Trp61. Proximo ao residuo Trpl9 (distdncia menor que ¢A) enconira-se o
residuo Argl24 (figura 5.3). Este residun € conhecido por seus efeifos supressivos na emissio
de fluorescénera (Yu er al., 1992). Dado que os espectros de fluorescéncia da BLG sob
pressiio ou na presenga do desnaturante Gdn-HCl foram similares, coneluiu-se que a pressio
promoveu a desnaturagio da proteina. Assim, conforme ocorre o desenovelamento da
proteina, os residuos Trpl? ¢ Argl24 distanciam-se € o aumento na intensidade pode ser

explicado.

Figura 5.3

Figura 5.2

Pontes de hidrogénio com o Trpl9. Este  Localizacfio espacial dos residuos Trpl9
residue encontra-se na ponta do calice ¢ Argl24
formado pelos fios § na BLG
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5.2 Estrutura da BLG na forma cristalina X a 1.6A

Esta estrutura da BLG nesta forma cristalina representa um dimero na unidade
assimétrica de um cristal da mistura de isoformas A e B crescido em pH acido. A figura 5.4
mostra a relacdo entre a estrutura secundaria e pardmetros como fator de temperatura,
coeficiente de correlagdo e acessibilidade ao solvente. As regides na estrutura da BLG que
possuem um fator de temperatura maior correspondem as algas, normalmente expostas ao
solvente, cujo coeficiente de correlagdo é menor que os demais residuos.

Os fatores de temperatura sdo afetados pela flexibilidade da molécula de proteina, pela
desordem na rede cristalina e pelos erros nas fases cristalograficas. A distingdo entre
flexibilidade da molécula e desordem na rede cristalina pode ser feita comparando a molécula
em diferentes formas cristalinas ou em diferentes vizinhangas na mesma forma cristatina
quando se tem simetria ndo-cristalografica.

Como relatado no topico 5.1, nas trés formas cristalinas X, Y, Z, a regido
correspondente a alga CD (residuos 61 a 66) apresentam-se com altos valores para o fator de
temperatura. A posi¢do desta al¢a sempre se diferencia quando as estruturas disponiveis sdo
comparadas entre si. Na forma X, a comparacio entre os mondmeros também indica
diferengas nas posigdes atdmicas nesta alga *. Isto evidencia que a alga CD corresponde a uma
regido de mobilidade da BLG.

Qutras algas como o3B (residuos 31 a 42) ¢ GH (residuos 108 a 117) sio mais
definidas na forma X do que nas outras formas cristalinas, possivelmente, devido aos contatos
intramoleculares estabelecidos com outros residuos espacialmente adjacentes. Os residuos da
alga a;B e GH participam, respectivamente, de interagdes na interface do dimero (descritas a
seguir) e com os residuos Asn88, Glu89 e Asn90 presentes na al¢a EF.

Na interface do dimero ocorrem as interagSes mostradas na figura 5.5. As interagdes

identificadas na cadeia A—B foram: OD1 Asp 33—5>NHI Arg 40, OD2 Asp 33—5>NH2 Arg 40,

? Como apresentado no topico 4.2, ao final do refinamento da forma cristalina X foi liberada a restrigdo de
simetria nfc-cristalografica entre os mondmeros. Nos trabathos de Brownlow, para esta mesma forma cristalina,

também ha referéncia de remogdo da restricio de simetria nfio-cristalogrifica entre as subunidades.
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Figura 5.4

Grafico do coeficiente de correlacio” (cadeia principal em azul e cadeia lateral em
verde) e do fator de temperatura (em vermelho) em funcio do residue para cada
mondmero da BLG na forma cristalina X. No grafico também estd presente a
acessibilidade ao solvente dos residuos representada em tons de azul. Quanto mais claro,
maior a exposiciio do residuo. "O coeficiente de correlaciio foi caleulado com o programa
0 considerando-se a contribuicio da cadeia principal e lateral

OD2 Asp 33—NHI Arg 40, N Ala 34—»0D1 Asp33, O His 146—N Ser 150, N Arg 148—0
Arg 148 e as respectivas interagdes complementares de B—>A. Nesta interface, uma area de
aproximadamente 1080A% ¢ inacessivel ao solvente frente a dimerizago segundo os calculos
efetnados com o programa GRASP (Nicholls & Honing, 1991).

Hstudos recentes de desnaturagio com (Gdn-HC1 indicaram que a dissociagio do
dimero ocorre com baixas concentragdes de Gdn-HC), cerca de 0,2 M, frente 3 concentragdo
necessiria para o desnaturagio completa da proteina que estd em torno de 3,0 M (Botelho er
al., comunicagdc pessoal). Este tipo de informagdo a respeito das interages na interface do

dimero € importante, por exemplo, na interpretacao dos espectros de fluorescéncia com
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pressdo da BLG em pH basico. Nesta faixa de pH, considera-se que a pressdo promove
dissociacdo das subunidades e desenovelamento da proteina, sendo que o0s espectros
produzidos sdo similares aos induzidos por Gdn-HClI (Mesquita-Valente et al., 1998).
Portanto, se a dissociagdo ocorre facilmente, os resultados das andlises dos espectros de
fluorescéncia expressam, essencialmente, o desenovelamento da proteina. Esta hipotese for
confirmada com experimentos de fluorescéncia com pressdo em pH 2,0 (onde a BLG ¢€
monomerica) que produziram espectros similares aqueles em pH 7.0, indicando que a

dissociagdo teria um papel menor na andlise dos dados (Mesquita-Valente et a/., comunicacio

pessoal).

Figura 5.5

Contatos na interface do dimero da beta-lactoglobulina,
forma cristalina X. As interacdes sio representadas por
linhas tracejadas
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Com relagio & escotha da variante que este dimero representa, a modelagem da
estrutura foi efetuada para a variante A, segundo a analise da densidade eletrénica na posigéo
118. Esta posigdio corresponde ao segundo ponto de mutagdo que distingue as vartantes. O
primeiro ponto de mutagdo, na posi¢do 64, ndo foi determinante pois, nio havia densidade

eletronica local suficiente para a cadeta lateral.

5.2.1 Comparagao entre estruturas da BLG na forma cristalina X

Brownlow et al. em 1997 apresentou a primeira estrutura da beta-lactoglobulina
refinada a alta resolugdio (codigo de acesso no PDB 1BEB). Esta estrutura foi resolvida a 1.8A
para um cristal também na forma cristalina X crescido em torno do pH 6,5. Comparando a
presente forma cristalina X a 1.6A com esta a 1.8A, foram encontradas algumas diferengas.
Em primeiro lugar, o modelo estrutural resolvido a mais alta resolugfio representa todos os
162 residuos da beta-lactoglobulina, ao passo que o modelo |BEB representa os residuos 5 a
160. As estruturas foram superpostas e as diferencas entre as coordenadas calculadas,
respectivamente, com os programas LSQKAB (CCP4) e COMPAR (CCP4). Algumas
diferengas nas posi¢des atOmicas tanto na cadeia lateral como na cadeia principal foram
observadas. Nas cadeias laterais as diferengas ocorreram em fungfio de residuos localizados
na superficie da molécula, os quais possuem maior mobilidade. Na cadeia principal, as
diferengas ocorreram no residuo Pro 38 na cadeia A, na regido dos residuos 60 a 65 (alga CD)
¢ na extremidade da cadeia B (figura 5.6). No residuo Pro 38 ocorreu uma inversdo na posigdo
da ligacdo C=0 na estrutura 1BEB como mostrado na figura 5.7. Esta inverséo em 1BEB
explica o porqué do residuo Leu 39 estar uma regido ndo permitida no diagrama de
Ramachandran para esta estrutura. As demais diferencas se referem a regides de maior
flexibilidade da proteina.

Finalmente, o fator de temperatura médio para todos os atomos de proteina ¢ de
aproximadamente 30A° para ambas as estruturas. Entretanto, a comparagiio deste pardmetro
ao longo da cadeia polipeptidica entre estas estrututuras (figura 5.6) revelou diferengas
significativas. Neste tipo de analise, avalia-se a correlagdo entre o fator de temperatura e o
elemento da estrutura secundaria correspondente da proteina. Em 1BEB, regiSes de maior

flexibilidade da proteina, como extremidades e algas, possuem fatores de temperatura
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semelhantes a residuos mais internos da proteina. Ao contrario, na estrutura atal ha
diferenciacdo cntre regides da ostrutura da protcina com relagdo aos valores do tator de
temperaiura. Bsta diferenca no comportamento do fator de temperatura indica fortes indicios
de que em 1BEB ndo houve o refinamento deste pardmetro.
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Figura 5.6

R.MLS. entre estriuturas da BLG na forma cristalina X em funcio do residuo (em verde).
Mo grafico tambeém sio mostrados o fator de temperatura em fungio do residuo para a
estrutural atual (em azul) e para 1BEB ( em vermelho)

Figura 5.7
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Diferencas no residue Pro38 nas formas

cristalinas X da BLG, A ligacdo C=0 da estrutura
1BERB nio explica a densidade eletrinica local

a0



5.3 Estruturas da BLG na forma cristalina Y

As estruturas resolvidas nesta forma cristalina representam um mondmero na unidade
assimeétrica de cristais crescidos em pH basico. As esiruturas correspondem a variante A,
variante B e mistura de variantes A/B na resolugio de 204 1954 204 respectivamente.

A comparagdo entre os fatores de temperatura das variantes A e B evidencia que a
variantc A possui fatores de temperatura ligeiramente maitores quando comparados a variante
B (hgura 5.8). Fsla constatacio vai de encontro ans experimentos de troca de hidrogénio
("hvdrogen exchange'") publicados por Dong ef al. em 1996, Estes resultados mostraram que.
embora nfio haja evidéneias de diferencas estruturais entre estas variantes, a variante A
E.Pl'ﬂﬁﬁﬂta I'!'lﬂhi.[idﬂdﬁ Iigﬂ:ﬁ'al?lﬂi\tﬂ TI}H.:{}F. NEHLH& E51.ild{_15 i PTE_‘.ILE{'I'IH é EIE-.‘SE-'I'[U"-I'E]H.{]EL LT LTI
solugdo D:O-desnaturante para trocar grupos NI por ND. O processo de enovelamento €
miciado diminuindo a concentragiio do desnaturante. Com isto, os grupos ND tornam-se
protegidos & medida que a proteina adquire novamente sua estrufiva secundaria e terciaria.
Esta amostra € entdo diluida em dgua e as trocas entre H e D sfio monitoradas com NMR ou

espectroscopla no infravermelho. Quanto menos rigida for a estrutura maior a taxa de troca.
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(Grafico do fator de temperatura das variantes A e B

al



A superposi¢io das estruturas ¢ o calculo das diferengas nas coordenadas foram feitos
com os programas citados no topico 5.2.1. Os resultados est3o apresentados na figura 5.9.
Geralmente, regides de alta mobilidade sdo caracterizadas por densidade eletronica
insuficiente e refletem grandes diferencgas nas posigdes atdmicas (figura 5.10). Nesta condi¢do
s¢ encontram os residuos 30 a 35, 61 a 65, 110 a 115. Como apresentado nos topicos 5.1 e
5.2, as duas Ultimas zonas ndo sdo exclusivas da forma cristalina Y. Em outras formas
cristalinas elas também se destacam por sua mobilidade.

As zonas 61 a 65 e 110 a 115 fazem parte das algas CD e GH respectivamente (figura
5.1) e sfo de especial interesse. Como dito no topico 1.1, as muta¢des que distinguem as
variantes A e B ocorrem nas posiges 64 e 118. A primeira modificago localiza-se
exatamente sobre a alga CD e acredita-se que os efeitos conformacionais desta mutagdo sejam
encobertos em fungdo da mobilidade desta regido (Brownlow et al., 1997). J& a segunda
ocorre no nucleo hidrofédbico na molécula e esta proxima 4 alga GH. As conseqiiéncias desta
mutagdo sobre esta alga sdo uma questdo aberta. Entre as trés formas cristalinas discutidas, a
forma X ¢ a unica que exibe uma densidade eletr6nica local bem definida que pode ser
explicada em funcio de contatos intramoleculares estabelecidos com a alga EF. Por outro
lado, as estruturas disponiveis nesta forma cristalina sfo provenientes de cristais da mistura de
isoformas A/B e a participacio de cada variante na formacgfo do cristal (e consequentemente,
seus efeitos) € dificil de precisar.

Na figura 5.11 estéio ilustrados os modelos adotados para as variantes A e B na forma
cristalina Y em relagio 4 forma X. Uma proposta para decidir se as diferengas nas
coordenadas entre as variantes A e B s#o significantes seria introduzir uma medida de
signtficancia da variagdo posicional entre estes modelos, normalizando a diferenca entre as
coordenadas através do deslocamento térmico médio, estimado com base no fator de
temperatura.

O fator de temperatura isotrdpico, B, ¢ dado por

B=811:2(u2>
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onde <u2> ¢ o deslocamento térmico quadratico médio de um atomo. Podemos estimar a

amplitude média do deslocamento atémico, (u) , assumindo que :

] B
<U>mAl<u > = 8——;
\} P

Na comparagdo entre estruturas, a média do deslocamento térmico quadratico poderia

ser estimada por

onde B, B, correspondem aos fatores de temperatura das estruturas comparadas.

A figura 5.12 mostra a diferenga nas posi¢es atdmicas para a cadeia principal das
variantes A ¢ B da BLG normalizada pela estimativa do deslocamento atdmico médio. Desde
que o deslocamento térmico médio fornece uma medida da incerteza na exata localizagio do

fragmento molecular no espago, podemos assumir que a diferenga na posi¢do atdmica €

significante se ela corresponde a pelo menos trés vezes o valor correspondente de V< u® > .

A tunica parte da estrutura acima de 3 ¢ corresponde aos residuos da alga GH. Assim, ¢
possivel que as diferenc¢as conformacionais na alga GH entre as variantes A e B, identificadas
na forma Y, sejam efetivas.

Em termos das estruturas das variantes como um todo, a mutagio Val — Ala parece
estar relacionada com a estabilidade da proteina. Expertmentos de desnaturagio sob pressdo
realizados por Mesquita ef al. demonstraram que a isoforma B € termodinamicamente mais
estavel que a isoforma A com constantes de equilibrio para a desnaturacio dadas por: (Keq)s =
0,010 = 0,002 e (Keq)a = 0,037 = 0,020. Entretanto, para a mudanga de volume foram
encontrados os seguintes valores: AV, = 51 £ 8 ml/mol e AVy = 74 = 3 ml/mol. A maior
variagdo de volume para a isoforma B faz com que esta variante seja mais suscetivel a
desnaturagio sob pressio.

A diferenca em AV observada para as variantes A e B corresponde a 23 ml/mol (cerca
de 38 A’/molécula) e pode ser interpretada com base nos dados cristalograficos destas

variantes. A substitui¢do Val — Ala resulta na perda de dois grupos metila (—CH;)
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ocasionando a formacgdo de uma cavidade no interior da proteina. Ndo houve mudanga
estrutural significativa na vizinhan¢a desta posigdo no sentido de compensar a perda destes
grupos. O volume ocupado por estes dois grupos —CH; é de aproximadamente 40 A’
segundo os cdlculos cictuados com o programa GRASP. Curiosamente, a dilerenga no
volume das celas unitarias das isoformas A e B € exatamente oito vezes este valor de volume,
ou seja, corresponde exatamente a soma dos volumes dos grupos —CH; perdidos para todas
as oito moléculas presentes na cela unitaria do cristal. Este valor também é comparavel a
diferen¢a na variagio de volume das variantes nos experimentos de pressfio. Portanto, a
tormagéio de uma cavidade no interior da proteina poderia explicar a maior suscetibilidade
frente a pressdo da variante B em relagdo a variante A.

A compara¢do entre as estruturas de ambas as variantes e a mistura de variantes A/B
{todos resolvidas em pH 7,9) nenhuma diferenga significativa pode ser encontrada. A Mistura
de variantes foi modelada como variante A também em funcdo da densidade eletrdnica do

residuo 118 pelos mesmos motivos apresentados no topico anterior para a forma cristalina X.
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Difercncas nas ecoordenadas entre as variantes A ¢ B
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Grifico do coeficiente de correlacio (em azul) e do fator de temperatura (em vermelho)
em funcio do residuo para as variante A ¢ B. Também estiio apresentados os elementos
da estrutura secundaria e a acessibilidade dos residuos mo svlvente em tons de azul
Quanto mais escuro menos acessivel e vice-versa
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Figura 5.11

Superposi¢io enire a forma cristalina X da mistura de isoformas e forma cristalina Y
tus varinntes A e B. Alga em azal corresponde a variante B. Em amarelo, mistura de
isoformas A e B. Em vermelho, variante A, s
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Figura 5.12

Diferencas nas coordenadas das variantes A e B da BLG normalizadas pelo
deslocamento térmico médio

5.3.1 Anélise da interface do dimero cristalografico das variantes Ae B

Os monémeros das isoformas A ¢ B foram superposios com o correspondente
mondmero da forma X, Na forma cristalina Y, os eixos do dimero coincidem com o eixo
cristalogrdfico. No entanto todas as interagdes que ocorrem na interface do dimero ndo-
cristalografico (forma X) sdo preservadas com excegdo da ponte de hidrogénio N Ala34 —
0Dl Asp33* que estd ausente em ambas as isoformas e a interagdio OD2 Asp33 — NE2
Gln35s” que ocorre somente para a 1soforma A. Por outro lado, os dimeros das formas X e Y
nio sfo idénticos porque os mondmeros que formam o dimero estfio rotacionados como
corpos rigidos ao redor de wmn eixo entre os dois de tal maneira que, o dimero na forma Y ¢
mais aberto. O dngulo de rotagdio ¢ de aproximadamente 12° para a isoforma A ¢ 13" para a
isnforma B. A rotagfo resulta em uma diminuicio da drea inacessivel ao solvente na interface
do dimero em 11% para a isoforma A (drea excluida 961A%) e 13% para isoforma B (4rea
cxcluida 935 A?) contra 1080 A® de area excluida na forma X (figura 5.13 (a) e (b))
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Figura 5.13

Comparacio entre dimeros nas formas cristalinas X (em azul) e Y (em verde e em
amarelo) para as variantes A e B. (a) Comparacio para a variante A. (b) Comparacio
para a variante B.

5.4 A transi¢do de Tanford

Trés fatores caracterizam a transigiio de Tanford: exposigdo de um grupo carboxil,
mudangas nas vizinhangas de um residuo de tirosina e aumento da reatividade do grupo
sulfidril livre (Cys 121) com reagentes que possuem Hg™. Comparando as estruturas da BLG
em diferentes valores de pH toi possivel identificar as mudangas estruturais que acompanham
esta transigio.

A drea acessivel ao solvente dos residuos que possuem grupo carboxil na cadeia
laleral [0i inspecionada pars ss estruturas da BLG em pH acido e bésico. Dois residuos
tornaram-s¢ mais expostos: GluB2 e Aspl29. Estes residuos pertencem, respectivamente, s
algas EF e Hows que modificaram-gse com a variagio de pH como mostrado na figura 5.14.

Existem quatro residuos de tirosina na seqiiéncia da BLG. Possiveis modificagtes nas
vizinhangas destes residuos foram investigadas. O fnico residuo que apresentou modificac8es
em sua vizinhanga foi ‘I'yr20. Este residuco estd, espacialmente, proximo da alga Hos que
softe alteragies com o pH. Sua 4rea acessivel ao solvente aumentou de 57 A* na mistura de
isoformas A/B em pH 4cido para 91 A”, na isoforma A, 112 A%, na mistura de isoforma A/B
e 116 A% | na isoforma B, todas em pH basico. Chobert ¢ colaboradores (1991) cstudaram a
mfluéncia do pH sobre a BLG através de estudos de hidrdlise com tripsina. Nestes estudos

ocorreu uma clivagem atipica na ligagio Tyr20 — Ser2l que era favorecida no intervalo de

68



pH de 7,5 a 8,5 indicando que provavelmente o residuo Tyr20 estivesse envolvido na
transi¢cao de Tanford.

Com relagfo ao residuo Cys 121 nenhuma alteragdo com o pH pode ser observada nas
estruturas resolvidas.

Independentemente, Qin ef /. tambeém observaram os efeitos da transigdo de Tanford
avaliando estrutras da BLG na forma cristalina Z para a variante A. Os resuitados encontrados
também apontam o envolvimento do residuo Glu 89 na transigio. Entretanto, a contribuigio

do residuo Asp 129 e a mudanga nas vizinhangas do residuo Tyr20 ndo foram identificadas.

5.5 Deposigdao no PDB das estruturas cristalograficas das variantes A e B

As estruturas cristalograficas das variantes A ¢ B foram depositadas no banco de
dados PDB (http://pdb.pdb.bnl.gov). O éédigo de acesso para as variantes A e B estdo

disponiveis e sfo respectivamente: 1qg5 e 1b8e.

NOTA:

As figuras 5.1, 5.2, 5.3, 5.11 e 5.13 foram feitas com os programas MOLSCRIPT (P.J.
Kraulis, J. (1991) Appl. Cryst., vol 24, pp 946-950) e RASTER3D (Merritt & Bacon (1997)
Meth, Enzymol. 277, 505-524).
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Conclusoes

No presente trabalho, foram determinadas quatro estruturas da beta-lactoglobulina
bovina por difragéo de raios-x. As amostras no estado cristalino foram obtidas na faixa de pH
acido, para a mistura de isoformas A/B, e pH basico, para a mistura de isoformas A/B, para
variante A ¢ para a variante B. Tais estruturas foram estudadas a fim de acompanhar os
efeitos estruturais que ocorrem na beta-lactoglobulina com a varia¢do de pH (transi¢do de
Tanford), bem como investigar possiveis diferencas estruturais entre as variantes A ¢ B que
viessem a justificar as diferengas nas propriedades fisico-quimicas destas variantes.

Comparando-se as estruturas resolvidas em pH acido e basico foi possivel identificar
as mudangas estruturais sofridas pela beta-lactoglobulina com relagdo 2 transigdo de Tanford :
duas algas, EF e Hoy, desta proteina mudaram de conformagdo. Com estas mudangas, os
residuos GIu89 e Aspl29 tornaram-se mais expostos e foram, assim, identificados como os
residuos carboxilados andmalos da transicdo de Tanford. Dos quatro residuos de tirosina
existentes na seqiiéncia primaria da proteina, Tyr20 foi o tmico cuja vizinhanga foi afetada
com as modificacdes na alga Hou . Assim, Tyr20, juntamente com Glu89 e Aspl29, estdo
envolvidos com a transi¢do de Tanford.

Todas as estruturas da beta-lactoglobulina resolvidas apresentam, essencialmente, o
mesmo enovelamento. Entretanto, a alga GH nas variantes A e B possui conformagdes
distintas. A mutagio Val — Ala na posi¢do 118 destas variantes ocasiona a formagéo de uma
cavidade no interior da proteina que possivelmente esta associada a diferenga de sensibilidade

frente a pressio destas variantes.
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Apéndice A

Proteinas

Neste apéndice serdo tratados alguns principios a respeito de proteinas que foram utilizados

ao longo dos capitulos deste trabalho.

A.1 Constituigao das proteinas

As proteinas sdo formadas pela unifio covalente de unidades fundamentais
denominadas aminoacidos. Todos os aminoacidos possuem um grupo carboxila, um grupo
amino, um atomo de hidrogénto e um radical (ou cadeia lateral, que distingue os aminoacidos
entre si) conectados a um carbono central denominado carbono alfa (C,) (figura A.1).
Existem vinte tipos de aminoacidos' e as diferentes combinagdes entre eles sdo responsaveis
pela diversidade das proteinas. Os aminodcidos estfio mostrados na figura A.2 e dividem-se
em: hidrofobicos, carregados e polares. A glicina nfo se enquadra nestas trés classes e
constitui uma classe a parte.

O carbono alfa ¢ dito assimétrico (com exce¢do ao C, da glicina), pois existem quatro
grupos substituintes diferentes entre si, e em fungio disto, possui duas configuragdes
espacialmente distintas denominadas isdmeros épticos (imagens especulares no superpostas).
Isdmeros dpticos {ou quirais) sdo quimicamente idénticos nas suas reagdes mas possuem a

propriedade de desviar o plano de uma luz polarizada para a direita ou para a esquerda.

1 - . . r e . . p
Existem outros tipos de aminoacidos que estdo presentes em organismos vivos mas ndo em proteinas

(Lehninger "Pricipios de bioguimica® p. 72)

A



Formal Fomma D

Figura A.1

Composicao dos aminodacidos e formas quirais. (a) Forma L, (b) Forma D

As formas guirais sdo denominadas [ e D (figura Al (a) e (h)]“‘. Entretanto, sistemas
biolégicos (por razdes desconhecidas) utilizam-se apenas de uma das formas quirais: a forma
B

Os aminocacidos s3o unidos entre si através de ligacdes peptidicas durante a sintese
proté¢ica. Uma ligacdo peptidica ¢ formada cntre o grupo carboxila do primeiro aminoacido e

o grupo amina do seguinte eliminando uma molécula de agua como representado no esguema

abaixo:
H,0 .
R1
(‘5 Hoo | B
R1 R2 N _c_ N ¢
H'\ Ny .-"GH H‘H é ,-*DH —_— NIJEH ? \
M ﬁ M""f“? | H |
- oy H 0 \R2
H 0 H o — Ligacao peptidica

* Os simbolos L e D referem-se a configuragin absoluta dos quatro substituintes ao redor do carbono
assimeétrico, e nfo 4 direcio de rotagdo da luz polarizada. Os estercoisdmeros que possucm configuracdo
relavionada dquela do L-gliveraldeido s8v denominados L, ¢ agueles relacivnados av D-gliceraldeido s3o
designados D (Lehninger " Principios de binguimica", p.73).
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Aminodcidos hidrofobicos

Aminadeidos carregados

M AN, ATDarGE

2 D

A

b'igur:i A2

Os vinte tipos de aminodcidos. A cadeia principal estd destacada e os hidrogénios nio
estio representados

@ Oxigénio @ Carbono @ Nitrogénio O Enxofie
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A cadeia assim formada € denominada cadeia polipeptidica e os aminodcidos passam a ser

chamados de residuos. Duas particularidades muito importantes da ligagdo peptidica sdo a sua

Figura A.3

planaridade e os comprimentos das ligagdes CN ¢ CO que sdo
menores que as ligagdes simples usuais’. Estas caracterfsticas
restringem os graus de liberdade da cadeia polipeptidica de
forma que s@o possiveis apenas rotagdes ao redor das ligagdes
INC e CC. Rotagdes ao redor destas ligacdes sdo determinadas
pelos édngulos ¢ e y e caracterizam o enovelamento
(conformacio) da proteina (figura A.3). A representagdo destes
angulos em um grafico bidimensional de wy contra ¢ ¢
denominado diagrama de Ramachandran. Entretanto nem todas
as combingdes de ¢ e y sdo possiveis devido a impedimentos
estéricos (ou combinagdes energeticamente desfavordveis).
Assim, um diagrama de Ramachandram é dividido em regides
permitidas e ndo permitidas. O aminoacido glicina é a tnica
excecdo (dos vinte existentes) podendo adotar qualquer
combinagdo de dngulos, pois sua cadeia lateral é composta por

apenas um atomo de hidrogénio (figura A.2).

Conformacio da cadeia principal definida pelos angulos ¢ e y*

A.2 Estrutura primaria, secundaria, terciaria e quaternaria das proteinas

A seqiiéncia de aminoédcidos na cadeia polipeptidica define a estrutura primaria da

proteina. O enovelamento da proteina coloca residuos distantes na estrutura primédria em

proximidade espacial. Interacdes como pontes de hidrogénio, pontes salinas e pontes

dissulfeto podem ocorrer. As pontes salinas sfio interagBes que ocorrem entre grupos

carregados com cargas opostas enquanto que as pontes dissulfeto sdo formadas entre residuos

’ Ref. "Protein Crystallography” Blundell & Johson.

* Figura retirada do livro "Introduction to Protein Structure” Branden & Tooze e editada
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Cisteina

oxidacdo | |reducao

Cistina

Figura A4

Formagio de uma ponte dissulfeto’

de cisteina que através de oxidagdo formam uma ligagdo 5—5 (figura A.4). A ligacio entre
cisteinas € denominada cistina.

Lima das razdes para o enovelamento de uma proteing € manler em seu inlerior cadeias
laterais hidrofobicas. Como a cadeia principal é hidrofilica, acomoda-la no interior da
proteina so ¢ possivel neutralizando os grupos polares N—I1 ¢ C=0 através de pontes de
hidrogénio. As pontes de hidrogénio sio obtidas através de arranjos espaciais especificos

onde todos os participantes possuem os mesmos dngulos ¢ ¢ . Estes arranjos sfio de dois ti -

(b)

Figura A.S

Estrutura secunddaria das proteinas. (a) c-hélices (b) fios beta®
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pos: a-hélices e fios beta (figura A.5 (a) e (b) respectivamente) ¢ constifuem a estrutura
secundaria das proteinas.

Os elementos da estrutura secundaria sdo conectados por al¢as que possuem diferentes
comprimentos (numero de residuos que compdem a alga) e forma irregular, O arranjo dos
clementos da estrutura secundaria forma a estrutura terciaria da proteina que por sua vez ira
compor a estrutura quaterndria que contém varias cadeias polipeptidicas (figura A.6).

Primaria Secundaria Terciaria Quaternaria

2y

BB

X

Figura A.6

Estrutura primria, secunddria, tercidria e quaternaria das proteinas®

A.3 Estabilidade da conformac¢éao de proteinas

As conformagdes adotadas pelas proteinas sdo estaveis dentro de certas condigdes que
se alteradas podem mudar o enovelamento das proteinas. Fatores como temperatura, variagio
de pH, aumento da pressio, adi¢io de desnaturantes’, mutagio de residuos®, etc., interferem
no enovelamento das proteinas.

Entretanto, o mecanismo que governa o enovelamento da proteina até a conformagfo
mais estavel ndo € totalmente conhecido, mas toda a informagdo necesséria a este processo
esta armazenada na seqiiéncia primaria da proteina. Assim sendo, muitos estudos s@o feitos

alterando-se as condi¢des (citadas acima) da proteina a fim de obter mais informagdes sobre

> 880 agentes que diminuem a estabilidade e afetam a estrutura da proteina. Exemplos de desnaturantes sdo
guanidina-HCl (Gdn-Hel) e uréia.

® Alteragdes na segiiéncia primaria da proteina.
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sua estabilidade. Experimentos de fluorescéncia s3c um exemplo destes estudos. Nos
experumentos de fluorescéncia s3o estudados residuos aromaticos excitando-se uma amosira
de solucdo de proteina em um dado comprunento de onda e avalia-se a emissdo destes
residuos de acordo com alguma das modificagbes acima citadas. Normalmente, residuos de
triptofano sdo estudados, pois dos aminodcidos com cadeia lateral aromédtica ele é o mais
fluorescente ¢ o que ocorre com menos freqiiéncia ¢ é sensivel as modificagoes de suas

vizinhancas. A figura A.7 ilustra espectros de fluorescéncia com diferentes pressdes do
triptafano’.

1.00
® 078
3
3 0.50
13 -
3 Figura A.7
5 0.25
£ Exemplo de espectros de fluorescéncia com
0.00 diferentes pressoes do triptofano
300 320 340 360 380 400 420

2(nm}

7 Espectro retirado do artigo da revista Biophysical Journal 75 (1998), 471-476 ¢ editado.
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