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RESUMO

Este trabalho teve por objetivo cristalizar e resolver tridimensionalmente as estruturas
das proteinas Canavalia gladiata lectin (CGL) e Canavalia maritima lectin (CML),
ambas complexadas com o acticar manose 1-6 manose, encontradas em sementes de
leguminosas. Para o processo de cristalizacdo foi utilizado um kit de cristalizagdo,
contendo 96 solucdes previstas pelo método de cristalizacio da matriz esparsa,
denominado Screen Index (Hampton Research). Para o processo de resolucdo de
estrutura foi utilizado diversos métodos computacionais dentre eles, o programa CCP4
(Collaborative Computational Project n® 4). J4& com a estrutura resolvida, pode-se
observar o sitio de ligacdo da proteina e identificar quais aminodcidos fazem parte do
mesmo; calcular o RMSD médio entre as estruturas nativa e complexada com o aguicar
manose 1-6 manose; comparar os sitios de ligacdo das proteinas CGL e CML
complexadas com os agtcares man 1-2 man, man 1-3 man, man 1-4 man e man 1-6
man. Enfim, o trabalho colaborou para que duas novas estruturas fossem depositadas no
banco de dados PDB (Protein Data Bank), para que futuros pesquisadores possam

realizar estudos utilizando essas estruturas ja resolvidas.

Palavras-chave: Canavalia gladiata lectin e Canavalia maritima lectin.



ABSTRACT

This study aimed to crystallize and solve the three-dimensional structures of proteins
Canavalia gladiata lectin (CGL) e Canavalia maritime lectin (CML), both complexed
with sugar manose 1-6 manose, found in legume seed. For the crystallization process
was used a kit of crystallization, containing 96 solutions provided by the method of
crystallization of the sparse matrix, called Screen Index (Hampton Research). For the
process of resolution structure was used several computation methods among them, the
program CCP4 (Collaborative Computational Project n° 4). Now with the structure
resolved, can observe the binding siti of protein and amino acids to identify which part
of the same; calculate the avarage RMSD betweem the native and complexed structures
with the sugar manose 1-6 manose; compare the binding sites of CGL and CML
proteins complexed with sugars man -2 man, man 1-3 man, man 1-4 man and man 1-6
man. Finally, the work helped the two new structures were deposited in the PDB
database, for future researchers to conduct studies using these structures already

solved.

Keywords: Canavalia gladiata lectin and Canavalia maritima lectin.
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1. INTRODUCAO

1.1 Lectinas

Lectinas sdo (glico) proteinas que possuem pelo menos um dominio nao
catalitico, denominado dominio lectinico, através do qual se liga de forma reversivel e
especifica a mono ou oligossacarideos. A primeira descricdo sobre lectinas foi em 1888
publicada por Stillmark. Seu trabalho pioneiro foi um marco em biologia, porque foi o
primeiro a propor relacdo entre a toxidade de uma proteina encontrada na semente da
mamona (Ricinus communis) e a ocorréncia de um fator hemaglutinado protéico. Além
disso, sua descoberta revolucionou a inddstria bioquimica da época, pois ‘ricino’ foi a
primeira proteina vegetal com atividades bioldgicas bem definidas que pode ser
manipulada. Posteriormente, substancias toéxicas similares foram identificadas em
sementes de Croton tiglium, Abrus precatorius e na casca de Robinia pseudoacacia.

Em meados do século XX, houve a constatagdo de que algumas hemaglutininas
exibem clara preferéncia por eritrécitos de um determinado grupo sanguineo humano,
dentro do sistema ABO (Renkonem, 1948; Boyd and Reguera, 1949). A descoberta da
especificidade do grupo sanguineo foi o motivo que levou a introduzir o termo
‘lectina’(do verbo latim ‘legere’, que significa ‘para selecionar’). Embora, Howell
(1936) tenha observado que o actcar da cana-de-acucar inibiu a atividade aglutinante da
Concanavalin A (ConA), foi demonstrado apenas em 1952 que as propriedades
aglutinantes de lectinas sdo baseadas em atividades especificas do actcar vinculado
(Watkins and Morgan, 1952).

Atualmente, lectinas abrangem um grupo muito grande de proteinas vegetais,

desse modo, visto que as defini¢cdes para as lectinas até entdo ndo estabeleciam uma



maneira de classificar tais proteinas de uma forma generalizada, algumas subdivisdes
foram criadas baseadas em aspectos estruturais. Peumans & Van Damme (1998)
classificaram as lectinas em quatro grupos principais: merolectinas, hololectinas,
quimerolectinas e superlectinas.

a) Merolectinas consiste de proteinas com um unico dominio de ligacdo de
acicar (sitio de ligacdo), por definicdo sd3o monovalentes e monoméricas,
conseqiientemente, devido ao fato de possuirem um udnico sitio de ligacdo a carboidratos
ndo apresentam atividade hemaglutinante ou capacidade de precipitar glicoconjugados.
Sdo consideradas, estruturalmente, as mais simples. Um exemplo comum de uma

merolectina € a heveina, lectina presente no latex da seringueira, Hevea brasiliensis

Merolectin

(Figura 01).

Figura 01: Representacdo esquematica de merolectina (Peumans & Van Damme et al., 1998).

b) Hololectinas sao proteinas formadas por dois ou mais sitios de ligacdo de
aclcar que sejam idénticos ou homdlogos e tendem a ligar o mesmo tipo de acgucar.
Hololectinas sdo por definicdo divalentes ou polivalentes (oligoméricas) e,
consequentemente, aglutina células e/ou precipitam glicoconjugados. Apresentam-se,

normalmente, como dimero ou tetrdmero. Uma grande quantidade de lectinas presentes



em plantas € classificada como hololectinas, dentre as quais podemos citar as lectinas de
Canavalia brasiliensis (ConBr),  Artocarpus integrifolia (Jacalina) e Griffonia

simplicifolia (Figura 02).

Hololectina

Figura 02: Representacdo esquematica de Hololectina (Peumans & Van Damme et al., 1998).

¢) Quimerolectinas sdo fusdes de proteinas tendo um ou mais sitio de ligacdo de
acucar, entretanto, um sitio de ligacdo deve ser preenchido por um carboidrato com
atividade bioldégica bem definida agindo independentemente dos outros sitios de
ligacdo. Neste grupo geralmente sdo encontrados proteinas com dupla funcdo, mas que
sdo complementares entre si como, por exemplo, proteinas relacionadas com
invasividade celular, as quais utilizam o dominio de reconhecimento a agicar como
ponto para ancoragem e subsequentemente age com o outro dominio para efetivar a
entrada ou até mesmo a destrui¢do de membranas. Dependendo do nimero de sitios de
ligacdo, quimerolectinas pedem se comportar como merolectinas ou hololectinas. Por
exemplo, temos o caso das RIPs do tipo 2. Estas apresentam mais de um dominio de

ligacdo a carboidrato comportando-se, também, como hololectinas (Figura 03).



Quimerolectina [7s

Figura 03: Representacdo esquematica de quimerolectina (Peumans & Van Damme ef al., 1998).

d) Superlectinas, como as hololectinas, sdo proteinas formadas por dois ou mais
sitio de ligacdo de acgucar, entretanto, seu dominio catalitico pode reconhecer diferentes
tipos de acicar. SAo menos encontradas do que as hololectinas, porém novas estruturas
para esse grupo de lectinas vém sendo resolvidas como, por exemplo, a estrutura da
banana-lectin que possui dois sitios distintos de reconhecimento a laminaribiose e Xyl-
betal, 3-Man-alpha-O-Methyl (Meagher et al., 2005). Em alguns casos, superlectinas

podem ser consideradas casos especiais de quimerolectinas (Figura 04).



Superlectina

Figura 04: Representacdo esquematica de Superlectina (Peumans & Van Damme e? al., 1998).

e) Embora essa classificacdo tenha sido feita, inicialmente, em quatro grupos
abrangendo significativamente indimeras proteinas vegetais até entdo descobertas,
algumas lectinas de plantas, hoje descobertas e estruturalmente resolvidas, ndo se
enquadram especificamente em nenhuma destas classificacdes. Como exemplo
podemos citar a lectina, recém descoberta, presente na semente de Parkia platycephala,
homoéloga a familia das hidrolases. Esta lectina possui um dominio com capacidade de
reagir enzimaticamente com o polissacarideo composto de mondmeros de N-acetyl-D-
glucosamina (quitina) e, a0 mesmo tempo, dentro deste mesmo dominio, possui outro

sitio de reconhecimento a carboidrato (Cavada et al., 2006) (figura 05).



Figura 05: Lectina presente na semente de Parkia platycephala que apresenta o tipo de enovelamento
Barril B. Essa lectina ndo se enquadra especificamente em nenhuma das classificagdes propostas por
Peumans & Van Damme (Cavada et al., 2006).

1.2 Familias evolutivas

O avancgo da biologia estrutural em conjunto com modernas técnicas de DNA
recombinante deu um salto significativo na elucidacdo das mais diversas moléculas
presentes em estruturas dos sistemas biologicos. Atualmente mais de 1000 estruturas de
lectinas de vegetais encontram-se depositadas no Protein Data Bank. Muitas dessas
lectinas possuem seus sitios de ligacdo a carboidratos bem definidos tendo um
detalhamento estrutural a nivel atdmico (alta resolugdo).

Dentre todas essas lectinas estudadas até agora, observa-se uma grande
semelhanga em aspectos estruturais, como seqiiéncia primdria, reconhecimento a
carboidratos, e funcdo bioldgica. Tais semelhangas ou discrepancias sdo puramente

reflexos do processo evolutivo que vem ocorrendo com essas proteinas a milhares de



anos. Dessa forma € possivel classificar essas proteinas em familias evolutivamente
relacionadas, ou seja, que apresentem estrutura quaterndria semelhante e compartilhem
outras caracteristicas que possam estar diretamente relacionadas com a funcao biolégica
desempenhada por cada uma.
Dentre as familias evolutivamente relacionadas de lectinas de plantas, podemos

destacar:

a) Lectinas de leguminosas;

b) Lectinas especificas a quitina e homélogas a heveina;

c) Lectinas homélogas ao tipo RIP-2;

d) Lectinas homélogas a Jacalina;

e) Lectinas da familia das Amarantaceas;

f) Lectinas de floema de Curcubitaceae.

Essa classificacdo, feita em 1998 (Van Damme et al.,1998), ndo € exaustiva,
pois novas classificacdes surgem no decorrer das descobertas. Inclusive, sabe-se que
outras lectinas ja sdo consideradas pertencentes a grupos diversos como o das Apiaceae,
Araucariaceae, Celastraceae, Euphorbiaceae, Gramineae, Labiatae, Solanaceae, etc.

De todos esses grupos de familias evolutivamente relacionadas citado acima, o
grupo mais estudado é o das lectinas de leguminosas. Intimeras estruturas desse grupo
foram obtidas nos mais diversos grupos de pesquisa, 0s quais conseguiram ao longo de
décadas estabelecer padrdes estruturais que definem com precisdo quais caracteristicas

sdo comuns para todos exemplares até entdo investigados.



1.3 Lectinas de leguminosas

A histdria do estudo de lectinas de leguminosas comeca em 1890 com o relatério
intitulado Power and Cambier sobre o isolamento de uma lectina téxica chamada
‘robin’ encontrada na casca de uma leguminosa conhecida como gafanhoto negro
(Robinia pseudoacacia) (Kocourek, 1896). Em um trabalho posterior, Landsteiner e
Raubitschek (1907) descobriram a presenca de lectinas ndo téxicas em diversas
leguminosas, tais como: Phaseolus vulgaris (feijao), Pisum sativum (ervilha), Lens
culinaris (lentilha) e Vicia sativa. Esse trabalho demonstrou pela primeira vez que
lectinas nd3o sdo necessariamente proteinas toxicas. A partir desse feito, inimeras
pesquisas foram realizadas com essas lectinas. Finalmente em 1936, conseguiu-se
purificar e cristalizar a primeira lectina vegetal (ConA) e posteriormente resolver sua
estrutura tridimensional (Edelman et al., 1972; Hardman and Ainsworth, 1972).

O termo ‘lectinas de leguminosas’ refere-se a um tipo particular de lectinas de
plantas que sdo encontradas exclusivamente na familia das Leguminoseae. Porem
convém ressaltar que nem todas as lectinas encontradas em leguminosas pertencem ao
grupo de lectinas de leguminosas. Por exemplo, as lectinas encontradas nas sementes do
Abrus precatorius sdo do grupo tipo 2 RIP. Por ser o grupo mais conhecido dentre a
familia de lectinas, indmeras lectinas de leguminosas vem se tornando ferramentas
biolégicas indispensdveis na pesquisa biomédica, sendo amplamente utilizadas como
proteinas bioativas.

As lectinas desse grupo normalmente possuem cerca de 220 a 250 residuos de
aminodcidos (cerca de 30 kDa) por mondmero e sdo extremamente semelhantes quanto
aos aspectos estruturais. Apresentam o mesmo tipo de enovelamento em relagdo a seus

mondmeros. Esses mondmeros sdo compostos exclusivamente de sete fitas beta (front



face) e seis fitas beta (back face) interligadas por voltas e al¢as formando uma estrutura
na forma achatada (figura 06). Esse tipo de enovelamento é conhecido como “B-
sanduiche”, por ser composto de fitas betas antiparalelas (cerca de 60%). A orientacdo
antiparalela das fitas beta e a mudanca entre uma face e outra, forma uma estrutura
estavel, explicando em parte a extrema resisténcia de lectinas de leguminosas a acdo de
muitas enzimas. Quatro loops localizados na parte superior da lectina (estrutura
tridimensional) formam o sitio de ligacdo do mondmero, onde ¢ complexado o agucar.
Como quase ndao hd estruturas helicoidais, todos os mondmeros de lectinas de

leguminosas pertencem a classe de proteinas beta (Richardson, 1981).

Figura 06: Estrutura da lectina de leguminosa CGL man 1-4 man (PDB: 2p2k).



Lectinas de leguminosas podem interagir tanto com actcar simples
(monossacarideos) quanto acgticar complexo (oligossacarideos) (Drickamer, 1995; Weis
e Drickamer, 1996). Alguns residuos de aminodcidos pertencentes a quatro loops
localizados no topo da estrutura, formam o sitio de ligacdo do mondmero e sdao
responsaveis pelo reconhecimento de tais agicares. Tomando como exemplo a lectina
LoLI podemos ver que os residuos (Gly*, Ala®, Glu®', Asp®', Gly” e Asn'*) formam
uma rede com oito pontes de hidrogénio com um aguicar simples (figura 07). Além
disso, um residuo aromdtico (phe'*’) cria uma interagdo hidrofébica com o anel piranose
do agucar.

Todo mondmero de lectinas de leguminosas possui uma cavidade hidrofébica,
descrita pela primeira vez para a ConA (Becker et al., 1975). Essa concavidade

conserva os residuos hidrofébicos presentes em cada mondmero.
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Figura 07: Redes de pontes de hidrogénio (presentes na lectina LoLI) formadas entre seis residuos de
aminodcidos e um agticar simples. O residuo aromdtico (phe'*’) cria uma interacido hidrofébica com o
anel piranose do agtcar.

Cada mondomero geralmente possui dois ou mais sitios de ligacdo a fons como
também podem ser dotados de um ou mais sitios de ligacdo a carboidratos. O sitio de
ligacdo a fons é amplamente conservado nestas proteinas. Podemos observar que a
capacidade de reconhecer o agucar depende da presenca dos fons calcio (Ca™) e de um
outro, geralmente relatado como sendo o manganés (Mn'"). Esses metais estdo
localizados a uma distancia de aproximadamente 4.5 A um do outro, e sdo coordenados
por cadeias laterais constituidas de oito aminodcidos e trés moléculas de dgua.

Nesse grupo de proteinas, os fons metdlicos sdo ligados reversivelmente aos

mondmeros, dessa forma, a remocdo desses ions resultam em importantes mudangas

. . . 2 2
conformacionais. Tomando como exemplo a ConA, o peptideo Ala*"’-Asp™® | para



participar efetivamente do reconhecimento ao seu carboidrato especifico necessita estar
na conformacao trans, conformacao essa somente obtida com a presenga dos fons célcio
€ manganés, caso contrario esse assume a forma cis (conformacdo pouco favordvel).
Assim, as lectinas de leguminosas podem assumir duas conforma¢des quanto a presenca
dos fons cdlcio e manganés. Na presenca destes assumem a conformacdo “locked” e na
auséncia “unlocked”. Portanto, a conformacdo mais favordvel do sitio de ligacdo a
carboidratos das lectinas de leguminosas ocorre exclusivamente pela presenca dos fons

calcio e manganés (Bouckaert et al., 1999).



2. Objetivos

O presente trabalho tem como objetivos a cristalizac@o e a resolugdo da estrutura
tridimensional das lectinas Canavalia gladiata (CGL) e Canavalia maritima (CML)
complexadas com o aclicar manose 1-6 manose. O estudo dessas lectinas visa
proporcionar comparagdes com outras estruturas (CGL e CML complexadas ao aguicar
manose 1-2 manose, manose 1-3 manose e manose 1-4 manose) na intencdo de

identificar possiveis diferengas ou similaridades no sitio ativo entre essas lectinas.



3. Materiais e Métodos

3.1 Cristalizacio de Macromoléculas Biologicas

Biocristalografia é a aplicacdo das técnicas de difracdo de raios X para cristais
de macromoléculas biologicas. O wuso dessa técnica, juntamente com estudos
bioquimicos, tem contribuido para esclarecer a base molecular da atividade biolégica
dessas macromoléculas (Blundell & Johnson, 1976).

Um dos passos essenciais para determinar a estrutura tridimensional de uma
macromolécula por técnicas de difracdo de raios X, consiste primeiramente na obtencao
de monocristais de tal proteina que apresentem um padrao de difracdo adequado. Esse

processo envolve algumas etapas importantes:

i. De uma forma geral, quanto mais pura estiver a proteina, maiores as chances
de crescimento de cristais.

ii. A proteina € dissolvida em uma solu¢do tampao contendo aditivos e agentes
precipitantes como sulfato de amdnio, cloreto de sddio e outros.

ili. A solu¢cdo deve atingir um estado de supersaturacio para que pequenos
agregados de proteinas possam ser formados. Uma vez que os nicleos sdo

formados, o crescimento dos cristais pode comecar.
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Cristalizagdo € um processo de ordenacdo, no qual as moléculas assumem
posicdes regulares no estado sélido. Um processo de cristalizagdo pode ser considerado
como um equilibrio dindmico entre as particulas no estado liquido e no estado sélido.
Sendo assim, o cristal cresce quando o equilibrio € deslocado no sentido de
solidificacdo.

Para crescer cristais de qualquer composto, as moléculas ou ions tém de ser
trazidos a um estado de supersaturacdo, um estado que € termodinamicamente instavel,
no qual pode se desenvolver numa fase amorfa ou cristalina quando este retornar ao
equilibrio. A Supersaturacdo pode ser alcangada pela evaporacdo lenta do solvente ou
pela variacdo de alguns dos parametros como temperatura, pH e forca idnica. Neste
estado, a solucdo de proteina alcanca a zona de nucleacdo, onde podem se formar os
nucleos (primeiros agregados ordenados da proteina). Com a diminui¢ao da solubilidade
da proteina, estes niicleos atingem a zona metaestavel, onde ocorrerd o crescimento do
cristal (Figura 08) (Ducruix & Giegé, 1992).

O conhecimento das solubilidades macromoleculares é um pré-requisito para o
controle das condicdes de cristalizagdo. Entretanto, como as bases tedricas da

solubilidade apresentam controversas, especialmente no que tange efeitos dos sais, os

dados sobre a solubilidade quase sempre se originam de determinacdes experimentais.
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Figura 08: Representagdo esquemadtica de um diagrama de solubilidade para uma macromolécula quando

a concentracio do agente cristalizante € alterada.

A curva de solubilidade divide as regides de hiposaturacdo e de supersaturacio.
Na regido de hiposaturagdo a macromolécula ndo serd cristalizada. Logo acima se
encontra a regido de supersaturacdo, que € dividida em trés zonas: zona metaestdvel,
zona de nucleacdo e zona de precipitacdo. Quando a supersaturacdo € alcancada
rapidamente, a proteina em solucdo precipita. Porem, quando a supersaturacdo &
alcancada lentamente, a solucdo de proteina alcanca a zona de nucleacdo, onde sao
formados os niicleos e posteriormente esses nicleos atingem a zona metaestavel, onde
ocorrera o crescimento do cristal. Por outro lado, pode ocorrer da proteina alcancar a
zona de supersaturacdo rapidamente, e conseqiientemente precipitar, mas logo apds,
devido a diminuicdo de solubilidade, parte da proteina presente na gota atingir a zona de
nucleacdo e posteriormente a zona metaestavel.

A cristalizacdo de macromoléculas é composta por trés passos distintos:

nucleacdo (isto é, a formacdo dos primeiros agregados ordenados), crescimento e



término do crescimento. Devido ao fato que proteinas e dcidos nucléicos necessitarem
de pH e forca i6nica definidas para a sua estabilidade e fungdo, cristais de
macromoléculas bioldgicas tém de ser crescidos a partir de solucdes aquosas complexas.
As condigdes para se atingir a nucleacdo, sdo algumas vezes dificeis de repetir, e desta
forma os procedimentos de semeacdo com um material cristalino pré-formado se faz
necessario. Em muitos casos este é o tUnico método para se obter resultados
reprodutiveis. Apds a fase de nucleacdo, passamos para o segundo passo, a fase de
crescimento, onde os niicleos de cristais formados na zona de nucleacdo, “migram” para
a zona metaestdvel, responsavel pelo crescimento do cristal. A nucleacdo requer um
estado de supersaturacdo maior do que aquele da fase de crescimento. Por fim, temos o
término do crescimento de um cristal de macromolécula, onde o cristal ja possui em

muitos dos casos, dependendo da pureza do cristal, faces bem definidas.

3.2 Métodos de cristalizacao de macromoléculas biologicas

Dentre os varios métodos de cristalizagdo, o mais utilizado € a difusao de vapor,
sendo possiveis pelo menos trés variagdes, sendo elas: a gota suspensa (hanging drop),
gota sentada (sitting drop) e a gota sanduiche (sandwich drop) (figura 09).

O principio destes métodos € o processo de equilibrio entre duas solugdes
através da fase de vapor num meio fechado. A solu¢cdo menos concentrada perderd seu

solvente volatil até que os potenciais quimicos das duas sejam iguais.
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Figura 09: Representacdo esquematica de (a) gota suspensa (hanging drop), (b) gota sentada (sitting
drop) e (c) gota sanduiche (sandwich drop).

Para cristalizacdo das proteinas envolvidas neste trabalho, foi utilizado o método
de difusdo de vapor, sistema hanging drop (gota suspensa) (figura 09 (a)) através do
método da matriz esparsa, desenvolvido pela Dra. J. Jancarik, que consiste de 96
solu¢des para cristalizacdo (Jancarik; Kim, 1991).

O aparato necessario para desenvolver a etapa de cristalizacdo de
macromoléculas biolégicas é: placas Linbro, graxa a vacuo, laminulas siliconizadas,
solu¢des do método da matriz esparsa e a macromolécula biolégica a ser cristalizada.

Cada placa de cristalizacdo é constituida por 24 reservatérios. Apds distribuir
cada solucdio do método da matriz esparsa em seus respectivos reservatorios, foi
colocada uma camada de graxa a vdcuo nas bordas dos reservatdrios. Em cada laminula
siliconizada (22x22mm), foi pipetado 1yl da solucdo de proteina complexada com o
substrato e sobre essa, foi acrescentado 1ul. da solucdo presente em cada reservatério
(liquido mae). Os reservatdrios (contendo 500ul. cada) foram fechados com suas
respectivas laminulas, proporcionando assim, o sistema fechado necessdrio para dar

inicio ao processo de difusdo de vapor (figura 10). A proporcao (1uL : 1uL) foi



utilizada para que a concentracdo da mistura presente na gota ficasse 50% menor que a

concentracdo da solug¢do precipitante do reservatdrio.
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Figura 10: Método da gota suspensa (hanging drop) para a cristalizagdo de proteinas. O equilibrio é
alcancado pela difusio de vapor entre a gota e a solucdo precipitante.

Assim, cada gota contendo a macromolécula biolégica a ser cristalizada em
tampao com o agente de cristalizacdo e aditivos € equilibrada contra um reservatorio
contendo a solucdo do agente de cristalizacdo em uma concentracdo 50% mais alta que
a da gota. O equilibrio prossegue por meio da difusdo das espécies volateis (dgua e
solventes organicos) até que a pressdo de vapor na gota se iguale aquela do reservatério.
Se o equilibrio ocorre por meio de troca de dgua (da gota para o reservatorio), isto leva a
uma diminui¢do do volume da gota, e conseqiientemente a um aumento na concentracao
de todos os constituintes da gota de cristalizacao.

Os cristais de macromoléculas sio mantidos por interagcdes como pontes de
hidrogénio, pontes salinas, interacdes de Van der Walls e interacdes entre dipolos nas
regides de contato (McPherson, 1982; Ducruix; Giege, 1992). Uma grande parte da
superficie dessas macromoléculas interage com o solvente, que preenche o volume
cristalino ndo ocupado por elas (Tsay, et al, 1999). Assim, cristais protéicos sao
compostos de duas fases diferentes (s6lida e liquida), por isso sdo frageis e sensiveis ao

ambiente (temperatura, condi¢des da solucdo, choques, etc).



3.3 Cristais

O estudo dos cristais comegcou em 1669 quando Nicolaus Steno propds que,
durante o crescimento dos cristais, os angulos entre as faces permaneciam constantes. A
regularidade interna dos cristais foi sugerida, mas, somente em 1912, ela foi provada
por Max von Laue, Walter Friedrich e Paul Knipping na primeira experiéncia de
difracdo de raios X.

Um cristal € um arranjo periédico de d&tomos. Um cristal ideal é constituido pela
repeticdo infinita de uma mesma estrutura elementar (sem defeitos e impurezas). Nos
cristais mais simples, a unidade estrutural é representada por um unico dtomo. A
estrutura de todos os cristais pode ser descrita em termos de uma rede com um grupo de
atomos e fons ligados a cada ponto da rede. Esse grupo denomina-se base; ele repete-se

infinitamente por todo espago do cristal, formando assim a estrutura cristalina.

3.4 Estrutura cristalina

O fato fundamental e mais importante relativo a uma substancia cristalina é que
os elementos de que sdo compostos estdo dispostos de maneira ordenada. A geometria
do arranjo das unidades que definem uma determinada estrutura cristalina pode ser
imaginada como sendo pontos que se repetem ao longo de direcdes e distancias
definidas, de forma que todos os pontos tenham vizinhangas idénticas.

Se um ponto da rede for escolhido ao acaso como sendo a origem da rede
cristalina, a posi¢ao de qualquer outro ponto serd definida pelo vetor Ty n2n3 = n;a + n2b

+ n3c, onde a, b e ¢ sdo os vetores de modulo a, b e ¢ ao longo das 3 dire¢des nao-



coplanares e n;, n; € n3 sdo nimeros inteiros'. Os vetores a, b e ¢, bem como os angulos
o, B ey entre eles, definem um paralelepipedo chamado de cela unitdria. As linhas nas
direcdes de a, b e ¢ sdo chamadas de eixos x, y e z, respectivamente.

A escolha da cela unitdria pode ser feita de varias maneiras. Celas unitédrias
contendo apenas um ponto da rede sdo chamadas primitivas, e aquelas contendo mais de

um ponto sdo chamadas multiplas ou centradas (figurall).

Figura 11: As celas marcadas com a letra P sdo primitivas, e a cela marcada com a letra M é denominada
multipla ou centrada.

O contetido de uma cela unitdria varia de cristal para cristal e pode conter desde
poucos ions até algumas dezenas de moléculas com milhares de dtomos. Além disso,
pode-se ver que a estrutura de um cristal é obtida pela repeticdo da cela unitaria em cada
ponto da rede, ou seja, pela aplicacdo da operacdo de translacdo Ty oz = n7a + nb +

n3c a uma cela unitéria (figura 12).

1 PET .

Em alguns casos, dependendo da escolha dos vetores a, b e ¢, os indices n;, n, e n; podem assumir
valores racionais. Um exemplo disso pode ser visto em cristais que apresentam celas unitdrias multiplas
ou centradas.
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Figura 12: Representagdo de uma cela unitdria geral. (a) Cela unitdria com eixos a, b e ¢ e dngulos a, S e
y situada na origem Q. (b) A rede cristalina € obtida com o arranjo tridimensional das celas unitarias. (c)
Qualquer cela unitdria do cristal estd relacionada com a cela da origem por uma operagao de translacao T.

O paralelepipedo formado pelos eixos a, b e ¢ denomina-se célula primitiva (ou

cela unitdria) e seu volume pode ser calculado através da férmula:

V.=(axb) ¢ c (D)

Uma cela unitdria € usada para especificar um dado arranjo de pontos em um
reticulo cristalino, em um conjunto de eixos, com a origem ajustada em um dos pontos
do reticulo. Para cada reticulo espacial teremos um arranjo conveniente de coordenadas.
Existem 7 sistemas” de coordenadas tridimensionais usadas para descrever um cristal e

serve como base para sua classificacdo (tabela 01).

* Estes sistemas impdem restricdes nas redes cristalinas exceto para o sistema triclinico que é a
identidade.



Tabela 01: Sistemas Cristalinos

Sistema Eixos Angulos Nuimeros de
reticulos
Ciubico a=b=c a=B=y=90° 3
Tetragonal a=b#c a=B=y=90° 2
Ortorrdmbico azb#c a=B=y=90° 4
Monoclinico azb#c a=vy=90°B 2
Trigonal a=b=c a=B=y<120° 1
Hexagonal a=b#c a=p =90°%y = 120° 1
Triclinico azb#c azB £y 1

Quando a cela unitdria possui unicamente pontos reticulares nos vértices do
paralelepipedo que a compdem, é chamada primitiva, e denotada pela letra P (figura 11)
(excecao feita para o sistema romboédrico, em que € denotado pela letra R). Aos
reticulos P, juntam-se os sete sistemas nao-primitivos, que possuem a mesma simetria,
mas comportam diversos pontos na cela unitdria: sdo os reticulos de corpo centrado, que
apresentam um ponto no centro do paralelepipedo que compdem a cela unitiria e sdao
denominados pela letra I; os reticulos de faces centradas, que apresentam um ponto no
centro de cada face e sdo denominados pela letra F; e os reticulos de bases centradas A,
B e C, estes ultimos, apresentam um ponto no centro de suas bases.

Assim, essas estruturas elementares sio denominadas redes de Bravais®, em
homenagem a Auguste Bravais que em 1848, a partir dos estudos publicados em 1842
por Moritz Ludwig Frankenheim (1801-1869), demonstrou geometricamente que num

espaco tridimensional s6 poderiam existir 14 configuracdes bésicas (figura 13).

3 Possiveis varidveis do estado primitivo levando em consideracio os conjuntos de restricdes de cada
sistema.
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Figura 13: Os 14 reticulos de Bravais. Eles sdo formados a partir de sete sistemas cristalinos: cubico,
tetragonal, ortorrdmbico, monoclinico, triclinico, trigonal e hexagonal.

3.5 Espaco reciproco

Para cada reticulo cristalino € possivel construir um reticulo reciproco, assim
chamado porque muitas das suas propriedades sdo reciprocas as propriedades do

reticulo cristalino. Considerando um reticulo cristalino que possua uma cela unitdria



definida pelos vetores a, b, ¢ definimos uma cela unitdria do reticulo reciproco pelos

vetores, a*, b* e ¢* dados por:

« 1 1
a =— (bxc) = — bc sena 2
V( ) v (2)
b*—l (cxa)= 1 ac senf3 3
Vv Vv
c*—l (axb) = 1 ab sen 4)
Vv Vv !

onde V € o volume da cela unitéaria.

V=abc \/1+ZCosoccosﬂcos;/—cos2 a—cos’ f—cos’ y =

1
v )

A posicdo dos nds, pontos onde os trés planos que formam a rede direta se
cruzam, € representada por um vetor H = ua + vb + we, onde (u,v,w) s@o inteiros que
definem as coordenadas do ponto na extremidade do vetor H. A posi¢do dos nés da rede
reciproca serd definida por um vetor H i = ha* + kb* + Ic*, onde (h,k,1) sdo inteiros.
Colocando os eixos da rede reciproca, normais aos planos (definidos por pares de eixos)
da rede direta (a* " b e ¢, b* ~ae ¢, ¢* N a e b) pode-se definir a rede reciproca

diretamente das equagdes:

a.a=1 a.b=0 a.c=0 (06)
b.a=0 b.b=1 b.c=0 (07)

c.a=0 c¢.b=0 c.c=1 (08)



onde a, b e ¢ sdo vetores da rede cristalina (direta) e a*, b* e ¢* sdo vetores da rede
reciproca.

No caso, onde os eixos das duas redes sdo perpendiculares entre si, os eixos da
rede reciproca terdo comprimentos que sdo o reciproco dos comprimentos dos eixos da
rede cristalina (direta). O espacamento djy entre os planos (hkl) da rede direta, em
qualquer sistema cristalino, serd o reciproco do comprimento do vetor H .

|
Hyy =— 9)
dh/([

3.6 Indices de Miller

Em toda cela unitéria de vetores a, b e ¢ e angulos a , e y localizada na origem
O da rede cristalina, existem infinitos planos que a intercepta. Suponha-se, entdao, que
um dnico plano, cortando todo o cristal, intercepte os vetores a, b e ¢ nos pontos a/ h, b/
k e ¢ / I, respectivamente, sendo A, k e [ inteiros. Os niimeros 4, k e [ sdo chamados de
indices de Miller e sdo obtidos tomando os trés menores inteiros que satisfaz a relacao
(1/x 1/y 1/z). Por exemplo: Supondo um paralelepipedo de arestas 1,2,3 com um dos
vértices na origem. Ou seja, os planos que interceptam os eixos X,y,z sdo: (1,0,0),(0,2,0)
e (0,0,3) entdo a intersecdo € (1 2 3) invertendo os nimeros temos 1 1/2 1/3, os menores
inteiros que satisfazem essa relagdo sao os nimeros (6 3 2) os quais sdo chamados de
indices de Miller.

Em alguns casos, podem existir planos que nio podem ser expressos como
multiplos de numeros inteiros multiplicados por um fator. Entretanto devido a

periodicidade dos cristais somente os planos com indices como nimeros racionais € que



sdo considerados para fins de difracdo, pois os planos irracionais ndo constituem um
conjunto de planos idénticos, paralelos e eqiiidistantes.
Para todo plano determinado por indice de Miller, pode-se estabelecer correlagao

com o espaco real dado pela formula:

hx+ky+lz=1 (10)

Por exemplo, os pontos (1,-2,0) e (3,-5,-2) determinados no espago real, estao
contidos no plano (21 10 6).

Para o plano apresentado abaixo (figura 14), os indices de Miller sdo (hkl), se os
inteiros A, k e [ ndo tiverem divisores comuns. Também para os indices de Miller segue-
se a convengdo de colocar o sinal “-* sobre os fndices negativos; por exemplo, (hkl)
indica intersec¢do negativa ao longo do eixo c. Se um dado plano € paralelo a um dos
eixos fundamentais, entdo ndo o intersecta e o valor do indice de Miller correspondente
aquela direcdo € igual a zero. Por exemplo, a familia de planos paralelos ao plano

definido pelos vetores fundamentais a e b tem indices de Miller (001).

Figura 14: Planos cristalinos com indices (/kl).



Se uma seqiiéncia de planos paralelos ao plano inicial é criada, mantendo a
mesma distancia dyy entre eles, uma familia de planos (hkl) atravessard todos os pontos

da rede cristalina (figura 15).
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Figura 15: Uma rede cristalina bidimensional ilustrando os indices de Miller para certo conjunto de

“planos”. (a) Rede cristalina com uma cela unitdria situada na origem O e trés “planos” cruzando os eixos

aeb. (b) As trés familias de “planos” sdo obtidas com a repeti¢ao dos “planos” originais.

3.7 Difracao de raios X

Os raios X foram descobertos em 8 de novembro de 1895 pelo fisico alemao
Wilhelm Conrad Roentgen (1845-1923), quando realizava experimentos com os raios
catédicos e observou certa luminosidade partindo de uma tela recoberta com
platinocianeto de bario que estava préxima ao tubo de vacuo. Apds esse fato, diversos
trabalhos foram publicados por vdrios autores sobre esses raios misteriosos, até entio
desconhecidos. Em 1901, Roentgen recebeu o prémio Nobel de Fisica pela descoberta
de notdveis raios que subsequentemente receberam seu nome.

Os raios X compreendem a faixa do espectro eletromagnético entre a radiacao
Ultra Violeta e a radiacdo Gama. Seu comprimento de onda véria entre 0.1 a 10A

(figura 16). Eles apresentam propriedades tipicas de ondas como polarizagdo,



interferéncia e difracdo, da mesma forma que a luz e todas as outras radiacdes
eletromagnéticas.

Os raios X sdo geralmente produzidos pela desaceleracdo rdpida de elétrons
transferindo energia de movimento em radiagdo. Desse modo podem ser gerados em
tubos de raios X, onde se aplica uma diferenca de potencial em um filamento de
tungsténio (catodo) que emite elétrons. Esses elétrons chocam contra um alvo metélico
(anodo), geralmente constituido de cobre ou molibdénio, gerando assim os raios X. Por
esse método sdao produzidos dois tipos de raios X: Os que constituem o espectro
continuo que resulta da desaceleracdo do elétron durante a penetracdo no anodo e os
raios X caracteristico do material do anodo. Também podemos obter raios X através de

is6topos radioativos como o °Fe e pela radiacdo Sincrotron.
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Figura 16: Espectro eletromagnético.



Em 1912 o fisico alem@o von Laue, sugeriu que se os dtomos apresentam uma
estrutura cristalina e sdo organizados de forma a apresentarem periodicidade ao longo
do espaco, e que se os raios X fossem ondas eletromagnéticas com comprimento de
onda menor que 0s espacos interatdmicos, entdo os nicleos atdmicos que concentram a
massa dos dtomos poderiam difratar os raios X, formando franjas de difracio. Em seu
experimento, Laue fez passar um feixe de raios X por uma amostra monocristalina, e
pOs um filme fotografico apds a amostra; apds revelar o filme, este apresentava pontos
sensibilizados pelos raios X difratados.

Quando um feixe de raios X atravessa um cristal, ocorre uma interacdo entre o
feixe e os elétrons dos 4tomos no cristal. Os elétrons passam a espalhar radiacdo (fétons
de raios X) para todas as direcdes, num processo denominado espalhamento. A energia
de um f6ton de raios X € relacionada com seu comprimento de onda A por € = hv = hc/A,
onde h € a constante de Plank, 2 = 6,63.10 ' erg.s = 6,62.10 ** J.s. Em unidades mais
usadas em laboratério: 4 (A) =12,4/€(keV).

Considerando a dualidade da luz, que pode ser tanto onda como particula,
podemos classificar duas formas de espalhamento: o espalhamento Compton, que leva
em conta a natureza corpuscular da radiacdo e o espalhamento Thomson, que considera
a radiacdo incidente como sendo uma onda eletromagnética plana e polarizada.

O espalhamento Compton ocorre quando raios X incidem sobre elétrons livres
ou fracamente ligados e pode ser entendido a partir da teoria quantica, a partir da
conservacdo do momento e da energia de colisao do féton com o elétron. Assim temos
que a radiacdo espalhada possui um comprimento de onda maior que o da radiacdo
incidente (espalhamento ineldstico) devido a transferéncia de energia do f6ton para o

elétron.



No espalhamento Thomson o campo elétrico oscilante associado ao feixe de
raios X que incide sobre um elétron, obriga esse elétron a oscilar em torno da sua
posicdo de equilibrio. Sabemos que toda particula carregada emite radiacdo, assim o
elétron, submetido a um campo elétrico oscilante, emite uma onda eletromagnética, que

possui o mesmo comprimento de onda da radiacdo incidente (espalhamento elédstico).

3.8 Lei de Bragg

Em 1913, o fisico inglés Sir W.H. Bragg e seu filho Sir W.L. Bragg
apresentaram uma explicacdo para os feixes difratados por um cristal. Quando um feixe
de raios X incide sobre um cristal, os planos de dtomos deste cristal funcionardo como
espelhos e fardo com que o feixe seja refletido. Esta reflexdo ocorre porque o
espacamento entre os planos atdmicos de um cristal € da ordem do comprimento de
onda do raio X. Para fundamentar matematicamente sua teoria, Bragg partiu das idéias

de Laue.

Segundo a equagao de Laue:

S_S e
S=—O —pa’vib* + 1" (11)

A

Para que ocorra difracdo em um cristal, o vetor S tem que estar situado sobre um

ponto do reticulo reciproco, onde £kl sdo inteiros.



Fazendo o produto escalar entre a equacdo de Laue e os vetores a, b e ¢, temos:

asS=as(ha +kb" +Ilc)=h (12)
beS=be(ha’+kb" + Ic") = k (13)
coS=ce(ha +kb" +Ic) =1 (14)

Quando essas trés ultimas equagdes sdo satisfeitas, um feixe de raios X difratado
serd produzido. Entretanto, o vetor S deve ser perpendicular ao plano kkl e 6 o angulo

formado entre s (ou Sg) e os planos hkl. Assim:

2sen6’_‘S—S0‘

il A

:‘H‘: (15)

Assim, se a diferenca de caminho entre os feixes for um miltiplo inteiro do
comprimento de onda da radiacdo usada no experimento, entdo as ondas que
representam cada um dos feixes “refletidos” irdo se combinar com um médximo de
interferéncia construtiva. Essa afirmagdo € conhecida como a Lei de Bragg e a equagdo

que a quantifica € a seguinte:
nA=2d,;send (16)

onde n € um nimero inteiro, dyy € a distdncia entre os planos de Miller e 4 o
comprimento de onda incidente no cristal (figura 17). Como os raios X penetram

profundamente nos cristais, um grande nimero de planos refletird os feixes incidentes.



Porém, somente aquelas ondas refletidas por planos que tenham multiplos inteiros do
comprimento de onda incidente, irdo interferir construtivamente enquanto as demais

interferirdo destrutivamente.
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Figura 17: Esquema da lei de Bragg.

Toda propriedade fisica do cristal, tais como, concentracdo de cargas, densidade
numérica dos elétrons, densidade dos momentos magnéticos e a densidade de massa,
permanecem invariante sob qualquer translagao do tipo Ty n2.n3 = 172 + n2b + n3e, sendo
nj, n2 € nz nimeros inteiros € a, b e ¢ os eixos cristalinos. Assim, como a densidade
numérica dos elétrons n(r) € invariante, pode ser escrita sendo uma funcao periddica de

r com periodos a, b e ¢ nas dire¢des dos eixos cristalinos, tendo a seguinte forma:

n(r-T)=n(r) (17)

Sendo a densidade numérica dos elétrons uma funcdo periddica pode-se

representd-la como uma série de Fourier. Fazendo a andlise de Fourier para funcdes

periddicas em trés dimensdes encontramos um conjunto de vetores H dado por:



n(r)= Z ny exp(iH o r) (18)

O conjunto de vetores H da série de Fourier sdo os vetores da rede reciproca,
valendo lembrar que toda estrutura cristalina possuem a rede cristalina (espaco real) e a
rede reciproca (espaco imagindrio). Os vetores da rede cristalina possuem dimensao de
comprimento, enquanto que os vetores da rede reciproca possuem dimensao do inverso
de seu comprimento. A rede cristalina € o espaco real do cristal; a rede reciproca é uma
rede no espago de Fourier associado. As duas redes podem ser relacionadas através da

constru¢do de vetores que definem os eixos da rede reciproca:

Ao DX (19)
aebxc

B=on X4 (20)
aebxc

o Ll Q1)
aebxc

O conjunto de vetores H da rede reciproca determina as possiveis reflexdes dos

raios X, sendo possivel obter outra forma da expressao da lei de Bragg:

2keH+H?= 0 (22)

Este é o resultado central da teoria do espalhamento eldstico numa rede

periddica, resultado idéntico ocorrerd na teoria eletronica sobre a estrutura das bandas

de energia dos cristais (Kittel, 1978).



O conjunto de vetores H da rede reciproca determina as possiveis reflexdes dos
raios X, assim, € possivel introduzir os componentes de Fourier de n(r) na equacdo da

amplitude de onda espalhada que € dada por:
F= J-an(r)exp(— iAker) (24)

onde r € a posicao da densidade de cargas espalhadas. Escrevendo os valores de n(r) de

acordo com a equacdo (18), temos:
F=" [dVn, expli(H - Ak o )] (25)

Para obter o fator de estrutura Fy definido por uma integral sobre uma cela

unitdria com r = 0 em um dos vértices, a condi¢cao Ak = H tem que ser satisfeita, assim:

Fu= [ dVn(r)exp(—iH o r)=NF(hkl) (26)

cel

Reescrevendo o fator de estrutura F em funcdo da densidade eletronica p (r),

temos:

F(S)= p(r)exp27i(r e s)dv (27)



onde Ak = S = s — sy (dire¢cdo da radiacdo espalhada menos o feixe incidente).
Multiplicando ambos os lados por (exp—2z(r'eS)) e integrando sobre o volume

reciproco (V* = 1/V), temos:

p(r)= IF(S)Zﬂ(}; *S)dv’ (28)

Essa integral pode ser substituida por uma somatdria, pois F(S) ndo é continua e

somente 0s pontos pertencente ao reticulo reciproco sao diferentes de zero, assim:

o0 o0 o0

p(x,y,z):é D> > F(hkl)expio(hkl)exp[-27i(hx+ ky +12)] (29)

h=—ook=—c0l=—c0

onde |F(hkl)l é a amplitude do fator de estrutura das reflexdes (hkl), xj, y; € z;j sdo as
coordenadas fraciondrias do jeimo 4tomo na cela unitdria, 4, k e [ sdo os indices de

reflexdo, e a (hkl) € o angulo da fase.

3.9 O Problema da Fase

Através da equacdo (28) fica explicita a necessidade de se conhecer o médulo e
a fase dos fatores de estrutura, entretanto, pode-se obter somente 0 médulo do fator de
estrutura a partir da difracdo de raios X; sendo toda informacdo sobre a fase perdida
durante o processo. Como I(hkl) oc |F(hkl)?, as amplitudes |F(hkl)l sdo facilmente
encontradas. Porém, nenhuma informacdo € disponivel sobre os angulos das fases,

tornando por isso a descoberta das fases o problema fundamental na determinacdo da



estrutura de qualquer cristal. Existem quatro métodos principais para determinar as fases

do fator de estrutura, sendo:

- Meétodos diretos, ja usados para pequenas proteinas e em fase de
desenvolvimento para proteinas maiores;

- O método de difracio andmala com multiplos comprimentos de onda, que
depende da presenga de dtomos que espalhem forte e irregularmente na propria estrutura
da proteina;

- O método de substituicdo isomorfica, que requer o uso de dtomos pesados
(&tomos com alto niimero atdmico) junto as moléculas de proteina no cristal;

- O método de substituicdo molecular, que utiliza uma estrutura ja resolvida,

similar e/ou com enovelamento parecido ja determinado.

3.10 Substituicao Molecular

Rossmann em 1962, partindo-se do pressuposto que proteinas que tenham
estrutura primdria semelhantes apresentam o mesmo enovelamento, propés um método
onde uma estrutura conhecida homéloga € ajustada na cela unitdria de outra estrutura
que ndo possui informagdes plausiveis sobre suas fases. Dessa forma, as fases da
estrutura conhecida sdo usadas como uma primeira aproximagao para as fases da nova
estrutura. Esse método é hoje conhecido como Substitui¢do Molecular.

Nesse método, o ajuste do modelo se faz em uma procura em seis dimensdes, ou
graus de liberdade, que consistem basicamente em procuras de ordem rotacional e
translacional. Se realizarmos as duas buscas concomitantemente terd um alto custo

computacional. Entretanto, dividindo-se em busca de rotagdo primeiro e em seguida em



busca de translacdo, tém-se trés graus de liberdade para o célculo de rotacdo e trés graus
de liberdade para cdlculo de translacdo, diminuindo assim, consideravelmente, o custo
computacional.

O modelo inicial (também chamado modelo de busca) a ser usado na procura
deve ser o mais homdlogo possivel da macromolécula a ser estudada. No caso de
proteina, uma identidade igual ou superior a 50% deve ser suficiente para a solucdo
dessa etapa. O maior problema com a utilizacdo de modelos com baixa identidade esta
na estimativa grosseira das fases do modelo a ser estudado, o que pode causar
problemas durante a etapa de refinamento da estrutura a ser resolvida (Nolasco, 2005).

Nem sempre € possivel aplicar o método da Substituicdo Molecular, mesmo
quando a semelhancga entre a estrutura a ser resolvida e o modelo de busca ¢ alta (acima

de 50%). As principais causas sao:

- Diferencas devido ao empacotamento cristalino,
- Diferencas devido ao estado oligomérico,
- Baixa qualidade estrutural do modelo de busca,

- Baixa qualidade dos dados de difracdo de raios X.



4. Resultados e Discussao

4.1 Canavalia maritima lectin (CML) e Canavalia gladiata lectin (CGL)

Tanto a lectina de Canavalia maritima quanto a lectina de Canavalia gladiata
sdo estruturalmente andlogas, com apenas trés residuos diferentes em suas estruturas
primdrias: na estrutura da CGL aparecem os residuos Asn’', Met'*’ e Pro*** enquanto
que na estrutura da CML aparecem os residuos Ser’', Val'” e Ser’™. A partir do
exposto, apresentaremos os resultados conjuntamente das duas proteinas, pois o
processo de cristalizacdo e resolucdo de estrutura de ambas ocorreu de forma
semelhante.

As proteinas Canavalia maritima e Canavalia gladiata (ambas em concentracao
molar de 5 mg/ml) foram dissolvidas, cada uma, em uma solu¢do tampao (Tris Hel, pH
7,0) contendo fons* de Cilcio (Ca2+) e Manganés (Mn2+). Em cada preparacdo foi
adicionado o agicar man 1-6 man (manose 1-6 manose), com concentracdo molar de 2
mg/ml, e a mistura foi centrifugada durante 10 minutos a 10.000 rpm.

Inicialmente, procura-se encontrar uma condi¢do de cristalizacdo possivel para a
obtencdo de cristais da proteina. Nesse processo foi utilizado um kit de cristalizacdao
denominado Screen Index (Hampton Research), que contém 96 solucdes previstas pelo
método da matriz esparsa. Ao ser encontrado micro-cristais em uma das soluc¢des
(solucdo n° 64 contendo: Sais: Cloreto de niquel, cloreto de cobalto, cloreto de
magnésio e cloreto de cddmio, todos com 0,005M; precipitante: polietileno glicol
(3350) a 12% e tampao Tris Hcl (pH 8,0)), teve inicio o processo de otimizacdo, que

visa maximizar as condi¢des previstas pela solucdo de cristalizacdo, para entdo obter

4 . . . L. . . . . -
Uma vez ligada (reversivelmente) a metais, o sitio ativo de lectinas de leguminosas assumi conformagao
mais favordvel para complexar o ligante.



cristais com tamanho e volume apropriados para a coleta de dados de difracao de raios
X. Para a otimizacdo da condi¢c@o prevista, foram realizadas variagdes de precipitante,
de sal e de pH, mantendo fixa a concentrag¢do de proteina e do volume do poco (1 ml).

Os cristais foram cristalizados segundo condi¢des contendo:

Sais Cloreto de Niquel 0,005M
Cloreto de Magnésio 0,005M
Cloreto de Cobalto 0,005M
Cloreto de Cadmio 0,005M
Precipitante Polietileno Glicol (3350) 9%
Tampao Tris Hel pH 7.5

Esses cristais atingem tamanhos e volumes apropriados para a coleta de dados
de difracdo de raios X, em aproximadamente 48 horas. Os cristais apresentaram
dimensdes de aproximadamente 0,5 x 0,5 x 0,4 mm para a CML e 0,4 x 0,6 x 0,5 mm
para a CGL. Geralmente, esses cristais sdo frageis e sensiveis e qualquer movimento
brusco realizado na placa pode acarretar a dissolucao dos mesmos. Abaixo segue a foto

de duas gotas contendo cristais da CML e da CGL, respectivamente (Figura 18).



Figura 18: Gotas contendo cristais da proteina CML em a) e cristais da proteina CGL em b).

Dados de difracao de raios X (comprimento de onda A = 1,4270 A) de cristais
das duas proteinas foram coletados, separadamente, utilizando a fonte de radiacdo de luz
sincrotron, na estacio CPr do Laboratério Nacional de Luz Sincrotron, LNLS,
localizado na cidade de Campinas/SP, Brasil, utilizando um detector CCD (MARCCD)
a uma distancia de 50 mm do cristal. Cada cristal foi montado em loops e exposto a um
fluxo continuo de nitrogénio a 104K, utilizando uma solu¢do crioprotetora com glicerol
50%. Foram coletadas 160 imagens de cada cristal, com um angulo de oscilacdo ¢ igual

a 1° e tempo de exposicdo ao feixe de radiacdo de 1 minuto por imagem. Os dados



foram processados a partir do programa DENZO (Gewirth, 1995) e escalonados

utilizando o programa SCALAPACK (Gewirth, 1995).

b) b)

Figura 19: Padroes de difracdo da proteina CML complexada com o agticar man 1-6 man em a) e padroes
de difracdo da proteina CGL complexada com o agticar man 1-6 man em b).

Os dados de difrac@o de raios X dos cristais da proteina CML foram coletados a
1,65 A de resolucdo, e da proteina CGL a 1,58 A. No entanto, quando todos os dados

sdo indexados mostraram pertencer ao grupo de Laue primitivo ortorrdbmbico P2,2,2



(angulos a = B =y = 90°), com parametros de cela a = 59,115 A, b = 80,826 Aec=
99,655 A para a CML, e parametros de cela a = 59,233 A, b = 81,243 Aec= 100,064
A para a CGL. Os valores finais foram obtidos apds o refinamento destes parametros e

utilizando as 160 imagens coletadas de cada proteina.

Tabela 02: Estatistica do processamento de dados de difragdo de raios X da lectina CML e da

lectina CGL
Complexos Lectina (CML) Lectina (CGL)
a(A) 59,115 59,233
b (A) 80,826 81,243
c (A) 99,655 100,064
a(°) 90 90
B (°) 90 90
v (©) 90 90
Grupo espacial P2,2,2 P2,2,2
Numeros de imagens utilizadas 160 160
Mosaicidade 0,25 0,27

Analisando as 160 imagens coletadas de cada proteina, no processo de difracao
de raios X, podemos observar 53.566 reflexdes independentes, completeza de 97,1 (%)
€ Rierge de 4 (%) para a proteina CML, e completeza de 99,8 (%) € Ruerge de 4,5 (%)
para a proteina CGL, sendo 63.347 reflexdes independentes. Segue abaixo as tabelas

3.a) e 3.b) com estatisticas detalhadas por faixa de resolugio.



Tabela 03.a: Estatistica detalhada por faixa de resolucdo da lectina CML.

Faixa de Numeros de reflexdes Completeza Rumerge
resolucao (A) independentes (%) (%)
99,50 — 4,38 3347 85,9 2,1
4,38 —3,43 3510 95,8 2,2
3,43 -2,97 3595 98,5 2,9
2,97 - 2,68 3603 98,9 3,6
2,68 — 2,47 3586 98,1 4,8
2,47 -2,31 3591 98,0 6,3
2,31 -2,19 3556 98,7 8,5
2,19 -2,08 3539 99,3 10,2
2,08 — 2,00 3541 99,5 12,0
2,00 - 1,92 3579 99,1 14,9
1,92 - 1,85 3585 98,5 17,7
1,85-1,79 3564 98,6 25,6
1,79 - 1,74 3501 97,9 37,2
1,74 — 1,69 3497 97,6 444
1,69 — 1,65 3972 92,8 51,8
Total 53566 97,1 4,0

Completeza = (Numeros de reflexdes observadas / nimeros de reflexdes possiveis),
Rierge = S¥2 1 - <I>%2/ S I; onde I € a intensidade de uma reflexdo e <I> € o valor médio
da intensidade desta reflexao.




Tabela 03.b: Estatistica detalhada por faixa de resolucdo da lectina CGL.

Faixa de Numeros de reflexdes Completeza Rumerge

resolucao (A) independentes (%) (%)
99,50 — 4,38 3985 99,3 2,2
4,38 —3,43 4148 99,4 2,3
3,43 -2,97 4253 99,5 2,8
2,97 - 2,68 4221 99,7 3,5
2,68 —2,47 4213 99,8 5,1
2,47 -2,31 4225 99,9 6,9
2,31 -2,19 4228 99,9 7,9
2,19 -2,08 4211 99,9 9,3
2,08 — 2,00 4217 99,9 12,2
2,00 - 1,92 4231 99,9 14,1
1,92 - 1,85 4233 99,9 19,5
1,85-1,79 4238 99,9 242
1,79 - 1,74 4226 99,9 39,3
1,74 - 1,69 4222 99,9 47,7
1,69 — 1,65 4496 99,8 50,3
Total 63347 99,8 4,5

Completeza = (Numeros de reflexdes observadas / nimeros de reflexdes possiveis),
Rierge = S¥21- <I>Y2/ S I; onde I € a intensidade de uma reflexdo e <I> € o valor médio
da intensidade desta reflexao.




4.2 Substituicao Molecular

Partindo da observagdo de que moléculas com seqiiéncias primdrias homoélogas
possuem enovelamentos similares, o conhecimento estrutural dessas moléculas permite
simular um modelo inicial do cristal a ser resolvido. A partir deste modelo, pode-se
obter as informagdes necessdrias sobre a fase da radiacdo difratada pelo cristal real
(Rhodes, 1999).

Para substituicdo molecular foi usado o programa AMoRe (Navaza, 1994),
integrante do pacote CCP4 (Collaborative Computational Project n® 4; CCP4, 1994). A
estrutura utilizada como modelo de busca para substituicio molecular, tanto da proteina
CML quanto da proteina CGL, foi a estrutura Nativa da proteina Canavalia gladiata
(cédigo pdb 1wuv). A figura 20 mostra o alinhamento da sequéncia primdria entre as

duas lectinas:

Alinhamento das estruturas primdrias da CML e da CGL.

Gladiata ADTIVAVELDTYPNTDIGDPNYPHIGIDIKSVRSKKTAKWNMONGKVGTAHITIYNSVGKR
Maritima ADTIVAVELDTYPNTDIGDPSYPHIGIDIKSVRSKKTAKWNMONGKVGTAHITIYNSVGKR

khkhhkrkhkhkhhkrhkhkhkhkkhkhkhhkrkhk hhkrhhhkhkhkhhhkrhkkhkhkhhkrhkhkrkhhkhkhkrrhkhkhhkrhkxkkxx

Gladiata LSAVVSYPNGDSATVSYDVDLDNVLPEWVRVGLSASTGLYKETNTILSWSETSKLKSNST
Maritima LSAVVSYPNGDSATVSYDVDLDNVLPEWVRVGLSASTGLYKETNTILSWSETSKLKSNST

hohk kA khkkkhkkhk Ak hkhkkhkhkhk Ak hkh kA khkkhkkhk Ak hkhkkkkkhk Ak khkkkhk kk Ak kk %
Gladiata HETNALHFMEFNQFSKDQKDLILQGDATTGTDGNLELTRVSSNGSPQGSSVGRALFYAPVH
Maritima HETNALHFVENQFSKDQKDLILQGDATTGTDGNLELTRVSSNGSPQGSSVGRALFYAPVH

dhkhkhkhkhkhkkh ek hkhkhkhhkhhhkrhhkhhrhhkhkhhkhkhhrhkhkhkhhkrhkhkrhkhkhkhkrrkhkhkhhkhhkxkkxx

Gladiata IWESSAVVASFDATFTFLIKSPDSHPADGIAFFISNIDSSIPSGSTGRLLGLEPDAN

Maritima IWESSAVVASFDATFTFLIKSSDSHPADGIAFFISNIDSSIPSGSTGRLLGLEPDAN
kR Rk kR kk kkskksk skt ksl Rk ok okl ksl sk sk Rk ok ko

Figura 20: Alinhamento das estruturas primarias da CML e da CGL com 99% de identidade.



Os dados de difracdo de raios X escalonados, utilizando o programa
SCALEPACK (arquivo.sca), tiveram que ser convertidos para o formato especifico do
pacote CCP4 (arquivo.mtz), utilizando o programa F2MTZ (integrante do pacote

CCP4).

As funcdes de rotac@o foram calculadas para trés diferentes faixas de resolucao,
utilizando a rotina Roting, nos intervalos de resolucdo 8,5 — 4,01&, 7,0 — 2,51& eS,5 -
2,51&, com passos de 2° e raio de integracdo de 20A. Os melhores resultados (maior
valor para o coeficiente de correlacdo e menor Rgyeor) foram utilizados para o célculo da
translagdo, através da rotina Traing. O melhor resultado para a proteina CML foi
encontrado na faixa de resolucdo 5,5 — 2,51&, com coeficiente de correlacdo de 55,7% e
Riactor de 43,4%, conforme apresenta a Tabela 04.a. Para a proteina CGL, o melhor
resultado foi encontrado na mesma faixa de resolucdo, porém com coeficiente de

correlacdo de 58,3% e Reycior de 41,2%, conforme a Tabela 04.b.

Tabela 04.a: Angulos de rotacdo, distancias de translacdo, coeficiente de correlagdo (CC) e R0 Obtidos
na substitui¢do molecular do cristal da lectina CML

Resolugdo (A) | a(®) | b(®) | c(°) Ty T, T, |CC (%) | Rpctor (%)

8,5 —4,0A 81,02 [75,36 |153,49|0,0142 [0,0098 |0,0105 |53,5 44,1

7,0 -2,5A 81,08 [75,97 |152,30/0,0163 [0,0103 |0,0101 |55,6 43,8

5,5-2,5A 81,13 {76,01 {152,17|0,0169 [0,0123 |0,0100 |55,7 43,4

Tabela 04.b: Angulos de rotacio, distancias de translag@o, coeficiente de correlacdo (CC) e R0 Obtidos
na substitui¢do molecular do cristal da lectina CGL

Resolugdo (A) | a(®) | b(®) | c(°) Ty T, T, |CC (%) | Reuctor (%)

8,5 —4,0A 82,61 [74,29 [133,22/0,0153 [0,0113 |0,0097 |55,9 42,8

7,0 -2,5A 82,68 | 74,33 |134,01/0,0167 [0,0124 |0,0111 |58,0 41,7

5,5-2,5A 82,75 {74,91 | 133,87|0,0172 [0,0129 |0,0105 |58,3 41,2




As fungdes de rotacdo e translacdo foram novamente calculadas para quatro grupos

espaciais diferentes, pertencentes ao sistema primitivo ortorrombico, na faixa de

resolucdo de 5,5 — 2,5/&, a fim de descobrir qual desses grupos apresentam o melhor

resultado. Apds a andlise foi confirmada a hip6tese inicial de que o grupo espacial

correto é o P2,2,2 (Tabela 05).

Tabela 05.a: Angulos de rotacdo, distancias de translacdo, coeficiente de correlacdo (CC) e Recror
obtidos para quatro grupos espaciais do sistema ortorrdémbico (CML)

Grupo Espacial | a(°) [ B(°) | ¢ (°) Ty T, T, | CC(%) |Rpuctor (%)
P222 81,12 |76,01 |153,17]0,8399 |0,3561 |0,1002 |34,2 51,0
P222, 81,12 |76,00 |152,16]0,3222 10,0139 |0,2564 | 38,3 48,3
P2,2,2 81,13 176,01 |152,17]0,0169 |0,0123 |0,0100 |55,7 43,4
P2,2,2, 81,17 |76,02 1152,23]0,0945 (10,0124 |0,4350 |40,9 47,9

Tabela 05.b: Angulos de rotacao, distancias de translagdo, coeficiente de correlacdo (CC) e Reycor
obtidos para quatro grupos espaciais do sistema ortorrdmbico (CGL)

Grupo Espacial | a(®°) | b(°) | ¢ (°) Ty Ty T, CC (%) | Riactor (%)
pP222 82,73 [ 74,91 {134,27/0,5049 [0,1971 |0,0902 |36,7 52,8
P222, 82,74 174,92 |133,86(0,1963 |0,0134 [0,3703 |40,1 47,1
P2,2,2 82,75 174,91 |133,87(0,0172 {0,0129 [0,0105 |58,3 41,2
P2,2,2, 82,78 [ 74,93 1133,89(0,0823 |0,0117 [0,5199 |47.,5 45,3




4.3 Refinamento Cristalografico

O refinamento cristalografico das estruturas protéicas foi realizado utilizando o
programa REFMACS (MURSHUDOV et al., 1997), parte integrante do pacote CCP4.
Inicialmente, para cada proteina, foi realizado o refinamento de corpo rigido utilizando
20 ciclos, e em seguida foi calculado o mapa de densidade eletronica (2Fybs — Fealc) da
estrutura. Utilizando o programa XtalView (McREE, 1999), foi feita a reconstrucdo
manual da proteina CML, substituindo os trés residuos diferentes (AanI, Met'? e

202 , 21 12
92y presentes no modelo de busca, pelos residuos correspondentes (Ser’!, Val'*’ e

Pro
Serzoz), conforme observado no alinhamento das estruturas.

Ap6s a substituicdo dos residuos foi feito mais um refinamento de corpo rigido e
reconstru¢do manual, checando cada residuo e os posicionando dentro da sua densidade
eletronica. Posteriormente, foi feito outro refinamento (Restrained refinament), agora
do complexo proteina/ligante (man 1-6 man). Novamente foi checado o modelo
corrigindo a posicdo de residuos que estejam fora da densidade eletronica,
posicionando-se, em seguida, o agicar corretamente dentro de sua prdpria densidade
eletronica.

Na etapa seguinte, foi realizado um novo passo de refinamento (Unrestrained

refinament), onde refinou-se os fatores de temperatura isotrépicos e anisotrépicos. Em
seguida, foram incluidas 396 moléculas de 4dgua no modelo para a CML e 398
moléculas de dgua para a CGL e foi feita nova checagem manual, para verificar se as
moléculas de dgua estdo realmente encaixadas dentro de sua densidade eletronica. Um
novo refinamento do fator de temperatura isotrpico e anisotrépico foi realizado.
Durante a etapa de refinamento cristalografico, além das 396 moléculas de dgua

adicionadas ao modelo dois sitios de ligacao de acgucar foram preenchidos. No final



desse processo, um novo passo de refinamento considerando simetria ndo cristalogréfica
foi realizado. Assim, a estrutura contendo 474 aminoacidos foi refinada e ao final desta
etapa apresentou Ryyeor de 18,67% e Rypee de 22,35% para a CML e Ryyeior de 19,82% e
Riree de 22,67% para a CGL.

Os valores obtidos na etapa de refinamento cristalografico sio mostrados na

tabela (Tabela 06):

Tabela 06: Estatistica do refinamento cristalografico da proteina CML e da Proteina CGL

Proteinas CML CGL
Faixa de resolucdo utilizada (A) 99,50 -1,65 | 100 —1,58
N° de reflexdes utilizadas no refinamento 53566 63347
Nuimeros de &tomos nao hidrogénio 4029 4049
Numeros de residuos (dimero) 474 474
Numeros de moléculas de dgua (dimero) 396 398
N° de dtomos de Calcio ligados (dimero) 2 2
N° de 4tomos de Manganés ligados (dimero) 3 3
Roym (%) * 5,7 5,3
Riactor final (%) ** 18,67 19,82
Riree final (%) *** 22,35 22,67
Coeficiente de correlacao final Fops — Feaie (%) 95,8 95,5
Coeficiente de correlacao livre (%) 94,0 94,0
Grupo espacial P2,2,2 P2,2,2
Multiplicidade 2,6 2,5

#Reym = 100 2 |I(h) - <I(h)>|/ = I(h) com I(h), intensidade observada e <I(h)>, intensidade de
reflexdes h sobre todas as medidas de I(h).

**Rpzetor = 100 X Z(IFgps-Feae)/Z(Fops), soma obtidas sobre todas as reflexoes.

***Rree = Rpactor para 10% dos dados, os quais ndo foram incluidos no refinamento.



4.4 Descricoes da Estrutura

As lectinas CML e CGL, quando complexadas com o ligante manose 1-6
manose, foram refinadas considerando uma unidade assimétrica dimérica. Entretanto
nao se pode afirmar que essa seja a estrutura da proteina em solu¢do na sua forma
nativa, pois, nas outras estruturas ja determinadas destas lectinas em complexo com
outros acgucares (PDB: 2ow4, 2p37, 2p34, 2ovu, 2ef6 e 2p2k), nao foram realizadas
estudos que indicassem sua forma nativa em solucdo. A tnica excegdo € a estrutura da
lectina CGL complexada com o ligante manose 1-4 manose onde foi determinada a
forma tetramérica para o complexo em solugao.

As estruturas calculadas sdo compostas por 237 residuos de aminoécidos por
mondmero. No caso da CML os mondmeros sdo compostos exclusivamente por nove
fitas beta (front face) e oito fitas beta (back face), para o monémero A, e nove fitas
beta (front face) e sete fitas beta (back face), para o mondmero B (Figura 21.a). Ja para
a lectina CGL os mondmeros sdo compostos exclusivamente por nove fitas beta (front
face) e seis fitas beta (back face), tanto para 0 mondmero A quanto para o B (Figura
21.b). Todos os mondomeros de ambas as proteinas sdo interligadas por voltas e algas

formando uma estrutura na forma achatada.



Figura 21.a: Diagrama do dimero da lectina CML na perspectiva front face e back face
respectivamente. Programa utilizado Pymol (DELANO, 2004). Representacdo Ribbon Cartoon.

Figura 21.b: Diagrama do dimero da lectina CGL na perspectiva front face e back face respectivamente.
Programa utilizado Pymol (DELANO, 2004). Representacdo Ribbon Cartoon.

Esse tipo de enovelamento é conhecido como “B-sanduiche”, por ser composto
de folhas betas antiparalelas (cerca de 60%). A orientacao antiparalela das folhas beta, e
a mudanca entre uma face e outra, forma uma estrutura rigida muito forte. Foi
encontrado apenas uma a-hélice, contendo uma tUnica volta, formada pelos residuos
(Leugl, Aspgz, Asn®® e Va184) em cada mondmero.

Quatro loops localizados na parte superior dos mondmeros formam o sitio de
ligacdo, onde estd complexado o agucar (Figura 22). O sitio de ligagdo do mondmero A
da lectina CML € constituido por seis residuos (Tyrlz, Asn14, Gly98, Leu99, Tyrloo e

Arg™®), que formam pontes de hidrogénio com o agticar’. Outros dois residuos (Asp'® e

> Dois desses residuos (Asn'* e Arg”®) formam possiveis pontes de hidrogénio com uma molécula de
dgua através dos dtomos ND2 e NH1, respectivamente.



Thr**®) formam pontes de hidrogénio com duas moléculas de 4gua, que estdo
estabelecendo possiveis pontes de hidrogénio diretamente com o agticar. Apenas uma
molécula de 4gua forma ponte de hidrogénio exclusivamente com o agtcar (dtomo O3).

No total s@o trés moléculas de dgua que formam pontes de hidrogénio com o ligante

(Figura 23).

Figura 22: Quatros loops localizados na parte superior dos mondémeros da lectinas CML e CML
respectivamente.



Thr™®

Figura 23: Sitio de ligacdo do agticar no mondmero A da lectina CML.

Abaixo segue tabela 07 que estabelece todas as medidas das distancias das
possiveis pontes de hidrogénio presentes no sitio de ligacdo do mondmero A da lectina

CML.



Tabela 07: Distancias das possiveis pontes de hidrogé€nio presentes no sitio de ligagdo do Monémero A
da lectina CML man 1-6 man. Calculado pelo programa XtalView (MCREE, 1999)

Atomo Atomo Distancia (A)
Manose 02 HOH 292 H 2,53
Manose 03 HOH 264 H 2,63
Manose 03 Arg228 N 2,84
Manose 04 Asn™ ND2 2,81
Manose 05 Leu” N 3,03
Manose 06 Gly™® N 3,23
Manose 06 Tyr'® N 2,96
Manose 012 HOH 48 2,70
Manose 052 Tyr'” OH 3,11
HOH 48 H Arg™® NH1 2,85
HOH 48 H Asp'® OoD2 2,71
HOH 48 H Thr**° 0G1 2,84

O sitio de ligacdo do mondmero B da lectina CML € constituido por seis
residuos (Tyr'?, Asn', Gly*, Leu”, Tyr'® e Arg*®), formando pontes de hidrogénio

. . . . 14 228
diretamente com o agucar, sendo que dois desses residuos (Asn " e arg

) formam
possiveis pontes de hidrogénio com uma molécula de dgua. Dois residuos (Asp'® e
Trh**®) formam pontes de hidrogénio com duas moléculas de dgua, que formam pontes
de hidrogénio diretamente com o agucar. Apenas duas moléculas de dgua formam

pontes de hidrogénio exclusivamente com o agicar. No total sdo quatro moléculas de

dgua que formam pontes de hidrogénio com o ligante (Figura 24).




Figura 24: Sitio de ligagdo do agticar no mondmero B da lectina CML.

Abaixo segue tabela 08 que estabelece todas as medidas das distancias das
possiveis pontes de hidrogénio presentes no sitio de ligacdo do mondmero B da lectina

CML.



Tabela 08: Distancias das possiveis pontes de hidrogénio presentes no sitio de ligagcdo do Mondmero B
da lectina CML man 1-6 man. Calculado pelo programa XtalView (MCREE, 1999)

Atomo Atomo Distancia (A)
Manose 02 HOH 352 H 3,21
Manose 03 HOH 376 H 2,67
Manose 03 Arg™® N 2,78
Manose 03 HOH 317 H 3,26
Manose 04 Asn'? ND2 2,79
Manose 05 Leu” N 3,00
Manose 06 Gly™® N 3,18
Manose 06 Tyr'® N 2,98
Manose 022 HOH 88 H 2,61
Manose 042 Tyr"” OH 2,22
HOH 88 H Asn' ND2 2,87
HOH 88 H Asp'® ODI 2,54
HOH 88 H Arg™® NH1 2,98
HOH 317 H Thr**° 0G1 2,87

Em relagdo a lectina CGL, o sitio de ligacdo do mondmero A € constituido por
seis residuos (Tyr'?, Asn'*, Gly”®, Leu”, Tyr'” e Arg?®), que formam pontes de
hidrogénio com o agticar, mais dois residuos (Asp'® e Thr**°) formando pontes de
hidrogénio com duas moléculas de dgua, estas que estdo estabelecendo possiveis pontes
de hidrogénio diretamente com o agucar. Por dltimo, mais trés moléculas de 4gua
formam pontes de hidrogénio exclusivamente com o acticar. No total sdo seis moléculas

de dgua que formam pontes de hidrogénio com o ligante (Figura 25).




Figura 25: Sitio de ligagdo do agticar no mondmero A da lectina CGL.

Abaixo segue tabela 09 que estabelece todas as medidas das distancias das

pontes de hidrogénio presentes no sitio de ligacio do mondmero A da lectina CGL.



Tabela 09: Distancias das possiveis pontes de hidrogénio presentes no sitio de ligagdo do Monémero A
da lectina CGL man 1-6 man. Calculado pelo programa XtalView (MCREE, 1999)

Atomo Atomo Distancia (A)
Manose 02 HOH 332 H 2,58
Manose 03 HOH 142 H 2,72
Manose 03 Arg™® N 2,85
Manose 04 Asn'? ND2 2,83
Manose 05 Leu” N 3,03
Manose 06 Gly™® N 3,24
Manose 06 Tyr'® N 2,98
Manose 012 HOH 26 H 2,69
Manose 012 HOH 386 H 3,18
Manose 022 HOH 346 H 3,20
Manose 042 Tyr"” OH 2,99
Manose 062 HOH 163 H 2,96
HOH 26 H Asn' ND2 2,81
HOH 26 H Asp'® OoD2 2,76
HOH 26 H Arg™® NHI 2,83
HOH 332 0 HOH 163 H 2,90
HOH 332 H Thr™*° 0G1 2,72
HOH 386 H Asp'® N 3,03

O sitio de ligacdo do mondmero B, da mesma lectina CGL, € constituido por
seis residuos (Tyrlz, Asn14, G1y98, Leu99, Tyrloo e Argm), formando pontes de
hidrogénio diretamente com o agtcar, sendo que os residuos Asn'* e Arg”® formam
duas possiveis pontes de hidrogénio (uma diretamente com o agticar € a outra com uma
molécula de 4gua). Apenas o residuo Asp'® forma ponte de hidrogénio com uma
molécula de 4gua, sendo que esta forma ponte de hidrogénio diretamente com o agucar.

Trés moléculas de 4gua formam pontes de hidrogénio exclusivamente com o acticar. No




total sdo cinco moléculas de dgua que formam pontes de hidrogénio com o ligante

(Figura 26).

Figura 26: Sitio de ligacdo do agticar no mondmero B da lectina CGL.

Abaixo segue tabela 10 que estabelece todas as medidas das distancias das

pontes de hidrogénio presentes no sitio de ligacio do mondmero B da lectina CGL.



Tabela 10: Distancias das possiveis pontes de hidrogénio presentes no sitio de ligagcdo do Mondmero B
da lectina CGL man 1-6 man. Calculado pelo programa XtalView (MCREE, 1999)

Atomo Atomo Distancia (A)
Manose 02 HOH 341 H 2,94
Manose 03 HOH 257 H 2,64
Manose 03 Arg™® N 2,85
Manose 04 Asn'? ND2 2,77
Manose 05 Leu” N 3,13
Manose 06 Gly™® N 2,96
Manose 06 Tyr'® N 2,98
Manose 032 HOH 255 H 3,23
Manose 042 HOH 255 H 2,77
Manose 042 Tyr' OH 2,28
Manose 052 HOH 135 H 2,99
Manose 062 HOH 135 H 3,23
HOH 45 0 HOH 135 H 3,24
HOH 45 H Asn™ ND2 2,79
HOH 45 H Asp'® ODI 2,59
HOH 45 H Arg™® NH1 3,06
HOH 257 0 HOH 135 3,07

Pr6ximo ao sitio de ligacdo encontra-se dois d&tomos, célcio e manganés, ligados
reversivelmente a proteina. Esses metais estdo localizados a uma distancia de 4.19A um

do outro, para a lectina CML, e a 4,231& um do outro para a lectina CGL (Figura 27).
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Figura 27: Distéancia entre o dtomo de Célcio e Manganés presente no interior da proteina CML. Gerado
pelo programa XtalView (MCREE, 1999).

Os 4tomos de cdlcio e manganés sdo coordenados por cadeias laterais
P . . z . 1 14 1 . 24 32 34

constituidas de oito aminodcidos (Glu®, Asp'®, Asn'*, Asp'’, His*, Val’’, Ser’ e

22 A z 2 . . , A .

Arg®®), e trés moléculas de dgua (Figura 28). Um terceiro dtomo de manganés foi

encontrado na superficie do mondmero B, de ambas as proteinas, e estd coordenado por

. 59 80 82 83 c . .

quatro residuos (Lys™, Asp , Asp~ e Asn ") e uma molécula de dgua. Dois desses
3 2 3 ~ ;. 21 P

residuos (Asp®* e Asn™) estdo presentes na tnica o-hélice das proteinas. Uma das

possiveis explicagdes para o aparecimento desse terceiro dtomo de manganés, fora de

seu sitio ativo, € o fato das proteinas terem sido supersaturadas com esse tipo de d&tomo.
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Figura 28: Diagrama do sitio de ligacdo dos atomos de Calcio e Manganés da lectina CML. Programa
utilizado Pymol (DELANO, 2004).

Em ambos os sitios de ligacdo, tanto do mondémero A quanto do mondmero B

208

das duas lectinas, encontra-se presente o residuo Asp™, que estabelece interacdo

eletrostatica com o agucar presente no sitio de ligacdo. No mondmero A da lectina CML

208

o dtomo OD1 da Asp™ estd a uma distancia de 2,68A do atomo O6 da manose 1, € o

atomo OD2 da Asp208 estd a uma distancia de 2,55A do atomo O4 da manose 1.

208

Entretanto, no mondémero B, o &tomo ODI1 da Asp™ estd a uma distancia de 2,68A do

208

atomo O6 da manose 1, e o &tomo OD2 da Asp™" estd a uma distancia de 2,6OA do

atomo O4 da manose 1.
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Figura 29: Medida da distancia do residuo Asp”” com a manose 1-6 manose da lectina CML gerada pelo
programa XtalView (MCREE, 1999). Figura gerada pelo programa Pymol (DELANO, 2004).a)

Mondmero A. b) Mondmero B.

No mondmero A da lectina CGL, o d&tomo OD1 da Asp

208 est4 a uma distancia

de 2,67A do atomo O6 da manose 1, e o atomo OD2 da Asp208 estd a uma distancia de

2.54A do 4tomo O4 da manose 1. Entretanto, no mondmero B da mesma lectina o

atomo OD1 da Asp208 estd a uma distancia de 2,75A do atomo O6 da manose 1, e o

atomo OD?2 da Asp208 esta a uma distancia de 2,61A do atomo O4 da manose 1.
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Figura 30: Medida da distancia do residuo Asp®”® com a manose 1-6 manose da lectina CGL gerada pelo
programa XtalView (MCREE, 1999). Figura gerada pelo programa Pymol (DELANO, 2004). a)

Monodmero A. b) Mondmero B.



4.5 Qualidade do modelo

A estrutura cristalografica do dimero da lectina CML man 1-6 man apresenta
455 residuos (96,8%) nas regides mais favordveis do diagrama de Ramachandran ®-¥,
13 residuos (2,8%) nas regides adicionalmente permitidas e apenas 2 residuos (0,4%)
em regides ndo permitidas do diagrama (figura 231.a). Os residuos Ser'"® do mondmero
A e Thr'*® do mondmero B estdo presentes em regides ndo permitidas no diagrama de
Ramachandran.

Ja para estrutura cristalografica do dimero da lectina CGL man 1-6 man, foi
apresentado 456 residuos (97%) nas regides mais favordveis do diagrama de
Ramachandran ®-¥, 11 residuos (2,3%) nas regides adicionalmente permitidas e
apenas 3 residuos (0,6%) em regides ndo permitidas do diagrama (figura 31.b). Os

, 11 122 A 12
residuos Asn''® e Glu'*? do mondmero A e Thr'?’

do mondmero B estdo presentes em
regides ndo permitidas no diagrama de Ramachandran. As andlises do mapa de
densidade eletronica (2Fqps — Feaic) levam a crer na veracidade da estrutura, visto que

todos os residuos de aminoécidos se ajustam perfeitamente com suas respectivas

densidades eletronicas. Esses residuos estdo presentes na superficie da proteina.
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Figura 31.a: Diagrama de Ramachandran ®-¥ para a estrutura CML man 1-6 man. Imagem gerada
utilizando o webserve RAMPAGE (http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php).
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Figura 31.b: Diagrama de Ramachandran ®-¥ para a estrutura CGL man 1-6 man. .

Imagem gerada

utilizando o webserve RAMPAGE (http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php).




Posteriormente foi feita a comparagdo das estruturas, através da sobreposicao da
estrutura da lectina CML nativa (estrutura depositada no PDB — Protein Data Bank,
codigo de acesso 2cwm) com a estrutura da lectina CML complexada com o agiicar man
1-6 man. Para a sobreposicdo das estruturas foi utilizado o programa LSQKAB,
componente do pacote CCP4 (Collaborative Computational Project n° 4, 1994). Apds a
sobreposicdo foi calculado o RMSD da estrutura obtendo, assim, a quantizagdo desta
comparacdo. O mesmo processo foi feito para a estrutura da lectina CGL nativa
(estrutura depositada no PDB — Protein Data Bank, cédigo de acesso 1wuv) com a
estrutura da lectina CGL complexada com o actiicar man 1-6 man. Apesar dos diferentes
grupos espaciais, C222; para a proteina CGL nativa e P2,2,2 para a proteina CGL
complexada ao ligante man 1-6 man, a sobreposi¢do das estruturas revelou grande
semelhanga entre elas.

Para o calculo do RMSD individual de cada residuo, de ambas as proteinas, foi
utilizado o programa Profit. Através desse programa foi feito o célculo do RMSD de
todos os 4&tomos presente na estrutura, ou seja, foi calculado o RMSD médio de 1,2181!&
para o dimero da CML e RMSD médio de 0,834 A para o dimero da CGL. Dessa forma,
foi construida uma planilha para cada lectina, onde consta o resultado do célculo para
todos os residuos. Posteriormente esses valores foram plotados no programa Origin para

poder identificar os picos e saber quais as regides de maior variacdo de RMSD.
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Figura 32.a: Cilculo do RMSD do dimero da lectina CML (calculado para todos os atomos da estrutura)
utilizando o programa Profit. Gréfico gerado pelo programa Origin.
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Figura 32.b: Cailculo do RMSD do dimero da lectina CGL (calculado para todos os atomos da estrutura)
utilizando o programa Profit. Gréifico gerado pelo programa Origin.



Em alguns pontos na superficie da proteina CML foram encontrados valores
relativamente altos para o RMSD individual de alguns residuos, tais como: Thrm,
Hism, Thr'*° e Trp182 com RMSD de 4,9A, 5,6A, 4,7A e 4,5A, respectivamente. Para a
proteina CGL também existem alguns valores relativamente altos para o RMSD
individual, tais como: Lys“6, Ser“g, Thr'?° e Trp182 com RMSD de 3,8A, ZA, 2,3A e

4,9A, respectivamente.

Thr]jﬂ

Figura 33.a: Sobreposicdo dos residuos com o valor de RMSD relativamente altos da proteina CML
nativa (em verde claro) e CML complexada com o agticar man 1-6 man (em azul claro).

Figura 33.b: Sobreposicdo dos residuos com o valor de RMSD relativamente altos da proteina CGL
nativa (em verde claro) e CGL complexada com o acticar man 1-6 man (em azul claro).



Realizou-se o cédlculo do RMSD dos dtomos da cadeia principal (C, O e N) onde
foi calculado o RMSD médio, de 0,8411& (dimero) para a proteina CML e 0,457 A
(dimero) para a proteina CGL. Através do programa Profit foi construida uma tabela e

plotado o gréfico desses valores no programa Origin.
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Figura 34.a: Célculo do RMSD do dimero da lectina CML (calculado para os atomos da cadeia
principal) utilizando o programa Profit. Grafico gerado pelo programa Origin.
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Figura 34.b: Célculo do RMSD do dimero da lectina CGL (calculado para os dtomos da cadeia principal)
utilizando o programa Profit. Gréfico gerado pelo programa Origin.

Através dos graficos podemos observar os picos de RMSD e verificar que para

9

. . 2 11 12 .
alguns residuos esses ndmeros chegam a 4,5A (Ser'" e Thr'?® presentes nos dois

"¢ Trh"® que apresentam um RMSD de

mondmeros), seguidos dos residuos His!?
aproximadamente 3,84 para a proteina CML, e RMSD de 2 A (Trh'*® e His'*' presentes
nos dois mondmeros) seguidos dos residuos Ser’™ e His*” que apresentam um RMSD
de aproximadamente 1,2 A para a proteina CGL. Além dos residuos supracitados
podemos observar nos graficos a presenga de outros residuos que também apresentam
RMSD significativamente alto, e que influenciam na andlise da estrutura quartendria da
proteina.

Ajustando somente os residuos do sitio de ligagdo, um RMSD de 0,31& foi
observado para a proteina CML mostrando que o sitio catalitico ndo sofre mudancas

conformacionais importantes. Para a lectina CGL, um RMSD médio de 0,2 A foi

observado, também, mostrando que o sitio catalitico ndo sofre mudangas



conformacionais importantes. Corroborando com a idéia de que as mudancas se devem
aos diferentes empacotamentos cristalograficos foi feito uma checagem visual, onde se
comprovou que os residuos em questdo encontram-se em regides de contato no

empacotamento cristalografico.

a)

Figura 35.a: Sobreposi¢do dos residuos do sitio ativo das proteinas CML nativa (em verde claro) e CML
complexada com o agticar man 1-6 man (em azul claro). a) Monémero A. b) Mon6émero B. Programa
utilizado Pymol (DELANO, 2004).

a)

Figura 35.b: Sobreposi¢do dos residuos do sitio ativo das proteinas CGL nativa (em verde claro) e CGL
complexada com o agticar man 1-6 man (em azul claro). a) Monémero A. b) Monémero B. Programa
utilizado Pymol (DELANO, 2004).



4.6 Comparacoes entre os sitios de ligacao

Segue abaixo as descri¢des e a andlise dos sitios de ligacdo de seis estruturas
ja resolvidas e depositadas no PDB, sendo trés estruturas referentes a proteina CML e

trés estruturas referentes a proteina CGL:

- CML complexada ao acticar manose 1-2 manose — OMe (PDB cddigo
2ow4), estrutura tridimensional apresentada na forma monomérica e grupo espacial
1222;

- CML complexada ao agticar manose 1-3 manose — OMe (PDB cédigo 2p37),
estrutura tridimensional apresentada na forma tetramérica e grupo espacial P35;

- CML complexada ao agticar manose 1-4 manose — OMe (PDB cédigo 2p34),
estrutura tridimensional apresentada na forma tetramérica e grupo espacial P35;

- CGL complexada ao acgtiicar manose 1-2 manose — OMe (PDB cédigo 2ovu),
estrutura tridimensional apresentada na forma monomérica e grupo espacial 1222;

- CGL complexada ao actiicar manose 1-3 manose — OMe (PDB cé6digo 2ef6),
estrutura tridimensional apresentada na forma tetramérica e grupo espacial P35;

- CGL complexada ao acticar manose 1-4 manose — OMe (PDB cédigo 2p2k),

estrutura tridimensional apresentada na forma tetramérica e grupo espacial P3,.



Figura 36: Comparacio entre os sitios de ligacdo da lectina CGL complexada aos agucares: a) man 1-2
man, b) man 1-3 man, ¢) man 1-4 man e d) man 1-6 man.

Embora os grupos espaciais das proteinas supracitadas sejam diferentes,
observou-se a similaridade entre os sitios de ligacdo destas com as proteinas CML e
CGL complexada ao acticar manose 1-6 manose. Os residuos TyrlZ, Asn'?, G1y98, Leu”,
Tyr'® e Arg**® estdo presentes em todos os sitios de ligagdo. Outro residuo presente em
todos os sitios de ligacdo é o Asp®”, que estabelece uma interacdo eletrostdtica com o
actucar ligado, devido a sua proximidade do mesmo. As duas Unicas exce¢des aparecem
nos sitios de ligacdo das proteinas CML e CGL complexada com o acticar man 1-2 man
— OM, que possuem em seu sitio ativo, além de todos os residuos citados, dois outros
residuos, Ser'® e His?”, que também estabelecem interagdes eletrostéticas com o agticar

ligado.



4.7 Comparacao entre a CML e a CGL

Como visto anteriormente, andlise das estruturas quartendrias das duas lectinas,
mostraram-se muito parecidas, o que era de se esperar levando em conta que o
alinhamento apresenta uma alta identidade.

A estrutura primdria da CML tem 99% de identidade com a estrutura primdria
da CGL, existindo apenas trés residuos que se diferenciam em suas estruturas. Portanto

pouco se pode acrescentar que seja oriundo da comparagdo das duas estruturas.



5. Conclusao

A resolugdo da estrutura das proteinas Canavalia maritima lectin (CML) e
Canavalia gladiata lectin (CGL), complexada ao agicar manose 1-6 manose, fornece
informacdes que contribuem para o entendimento, em nivel atdmico, dos processos de
ligacGes e inibicdo do sitio ativo destas proteinas. Além disso, pode-se comparar o sitio
de ligacdo dessas duas lectinas com outras CML e CGL complexada com os agucares
man 1-2 man, man 1-3 man e man 1-4 man (estruturas ja resolvida e existente no PDB)
e constatar que os sitios de ligacdo de todas essas lectinas permanecem semelhantes.

Enfim, esse trabalho contribuiu com a resolu¢do de duas estruturas inéditas a
serem depositadas no PDB e de certo modo pode ajudar a futuros pesquisadores a

realizarem estudos mais completo sobre essas lectinas.
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