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Resumo

Estudos sobre a cristalizacdo em extratos bioldgicos realizados em meados do século XIX
contribuiram para a descoberta das proteinas. Na segunda metade do século XX foram
desenvolvidas técnicas da Biologia Molecular que possibilitam a producdo em larga escala de
proteinas e a difracdo de raios X tornou-se a principal ferramenta de investigacdo de estrutura
destas moléculas. Desde os primeiros experimentos até os dias atuais, 0 processo de
cristalizacdo tem sido o grande gargalo para a realizacdo de estudos estruturais de proteinas.
Os protocolos de cristalizacdo utilizados atualmente consistem em misturar um conjunto de
solucBes de precipitantes, aditivos e solu¢bes tampdo com a solucdo de proteina para
promover a cristalizacdo, desprezando diversos pardmetros fisicos. Amostras cristalinas séo
obtidas por tentativa e erro e com grande taxa de irreprodutibilidade. O objetivo do presente
trabalho foi estudar os efeitos da temperatura no processo de cristalizacdo de proteinas. Foram
realizados ensaios de cristalizacdo com a proteina lisozima em diferentes temperaturas nos
quais foram observados uma dramatica mudanca de regime de crescimento, com impacto
sobre o nimero e tamanho médio de cristais obtidos acima e abaixo de 12°C. Para avaliar a
influéncia da temperatura na dindmica de formacédo dos cristais de lisozima, foram realizados
ensaios de cristalizacdo com monitoramento in situ pela técnica de Espalhamento Dindmico
de Luz (DLS). Esta técnica permitiu determinar o tamanho médio dos agregados de proteinas
em solucdo durante a cristalizagdo. Os resultados obtidos indicam que a temperatura nédo
altera a evolucdo temporal das raios dos agregados e que a quantidade deles em solucdo é
maior para temperaturas mais baixas. Cristais obtidos em diferentes temperaturas foram
analisados utilizando difracdo de raios X e as estruturas obtidas ndo apresentaram nenhuma
mudanca relevante. Ainda h& lacunas nas teorias que descrevem a dindmica do processo de
cristalizacdo de proteinas que justificam estudos posteriores sobre este fendbmeno visando,

sobretudo, a elaboracéo de protocolos de cristalizagdo mais assertivos.

Palavras Chave: Cristalizagdo de Proteinas, Temperatura, Espalhamento de Luz, Difracdo de raios X.



Abstract

Studies on crystallization in biological extracts made in the mid-nineteenth century
contributed to the discovery of proteins. In the second half of the twentieth century Molecular
Biology techniques enabled large-scale production of proteins and X-ray diffraction became
the main tool for the investigation of protein structure. From the earliest experiments to the
present day, the crystallization process has been the major bottleneck to structural studies of
proteins. The current crystallization protocols consist of mixing the precipitating agents,
buffers, and additives to the protein solution to promote crystallization discarding various
physical parameters. Crystalline samples are obtained by trial and error and with a great rate
of non-reproducibility. The aim of this work was to study the effects of the temperature on the
protein crystallization process. Crystallization trials with the protein lysozyme at different
temperatures showed change of the growth regime, with a remarkable change in the number
and in the average size of crystals obtained above and below 12°C. In order to study the
influence of temperature on the dynamics of the formation of crystals of lysozyme,
crystallization trials with the in situ monitoring by Dynamic Light Scattering technique (DLS)
were performed. This technique allowed the determination of the average size of the protein
aggregates in solution during crystallization. The results indicated that the temporal evolution
of the radii of the aggregates is not affected by temperature. However the amount of
aggregates in solution is higher for lower temperatures. Crystals obtained at different
temperatures were finally analyzed by X-ray diffraction techniques and the structures
obtained did not show any significant change. There are still gaps in the theories that describe
the dynamics of the protein crystallization process that justify further studies of this

phenomenon, targeting above all, more assertive crystallization protocols.

Keywords: Crystallization of proteins, temperature, Light Scattering, X-ray Diffraction.
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Capitulo 1 - Motivacao

O estabelecimento da difracdo de raios X como ferramenta analitica contribuiu para a
consolidacao de diversas areas cientificas, tais como a Mineralogia, Quimica e Biologia, pois
proporcionou o estudo de materiais a nivel molecular. Para a Biologia, a determinacdo da
estrutura de proteinas, 4cidos nucleicos e complexos' permitiu a descricdo de grande parte da
maquinaria metabdlica por tras da vida. No entanto, para que esta técnica seja utilizada é
obrigatorio o uso de amostras cristalinas, condicdo esta que torna o processo de cristalizacdo
um fator decisivo para a realizacdo de estudos. No capitulo 6 veremos que esta técnica
consiste em incidir um feixe de radiacdo sobre um arranjo periodico de atomos. Os elétrons
dos atomos do arranjo espalham elasticamente raios X e um padréo de difracdo discreto é
observado. Devido a auséncia de coeréncia temporal das fontes convencionais de raios X, as
fases da radiagdo difratada sdo perdidas. Algoritmos numericos podem ser empregados para

recuperar as fases e consequentemente a densidade eletrdnica da estrutura do cristal[2].

A elucidacdo da estrutura de acidos nucleicos permitiu o entendimento de como a informacéo
genética é armazenada[1,3]. No caso de proteinas, macromoléculas que desempenham
diversos papéis em sistemas bioldgicos, € possivel determinar a fungdo a partir da estrutura
tridimensional e desta forma entender diversos processos e inclusive criar novas substancias

com propriedades farmacoldgicas que blogqueiam ou modulacdo a acdo das proteinas[4].

A maioria dos métodos de cristalizacdo utilizados atualmente alteram isotermicamente as
propriedades quimicas de uma solucdo (pH, forca ibnica, solventes organicos, etc.) que
contém as proteinas a serem investigadas de forma a promover crescimento ordenado de
cristais[5,6]. No entanto, estes testes sdo empiricos e sem garantias de sucesso, pois a
dindmica de crescimento de cristais macroscopicos de proteinas ainda ndo é completamente
entendida. Além disto, uma quantidade significativa de amostras € requerida para a realizagédo
de ensaios de crescimento de cristais. De fato, 0 processo de cristalizacdo parece estar
condicionado as diversas interacdes proteina-proteina[7]. Os trabalhos de revisdo de Li et
al[8] e de McPherson[9] apresentam os diversos fatores empiricos que afetam o processo de

cristalizacdo. Infelizmente, ainda ndo e possivel predizer com certeza qual o estado de

' Complexos s&o agrupamentos de proteinas e/ou acidos nucleicos, por exemplo o ribossomo[1].
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enovelamento de macromoléculas para diferentes ambientes quimicos nem mesmo a

termodinamica de formagé&o de cristais destes materiais[4,10].

Devido aos diversos grupos quimicos na superficie das proteinas, a molécula em sua
totalidade apresenta uma carga total superficial que pode variar dependendo do pH. Isto pode
influenciar o processo de cristalizacdo e até mesmo a forma da proteina. Os precipitantes"
utilizados em cristalizacdo de proteinas sdo sais inorganicos e compostos organicos[5,6].
Estas substancias sdo utilizadas para aumentar a interacdo proteina-proteina de forma a
promover a cristalizacdo. Outros compostos chamados aditivos também sdo empregados,
incluindo compostos anibnicos e agentes surfactantes. Todos estes fatores quimicos afetam a
solubilidade de proteina em solucdo e, por isso, podem ser fatores determinantes para a

obtencdo de cristais.

A alteracdo de parametros fisicos como campos gravitacional, vibragfes mecanicas, elétrico e
magnético também sdo utilizados nas tentativas de promover a cristalizacdo ou melhorar a
qualidade das amostras obtidas[11,12,13,14]. Outros parametros fisicos como pressdo e
temperatura parecem alterar a taxa de crescimento. No entanto, ainda ndo foram obtidas
rotinas de cristalizacdo genéricas para a obtencao de cristais pela utilizacdo destes parametros.
Em especial, as temperaturas utilizadas durante o processo de cristalizacdo sdo sempre 4°C ou
20°C[9]. Estas correspondem as temperaturas de estufas de resfriamento (geladeiras) e a
temperatura ambiente respectivamente. Portanto este fator é negligenciado na maioria das

tentativas de cristalizacdo de proteinas.

Embora a teoria classica de crescimento de cristais apresentada no capitulo 3 possa ser
aplicada para alguns poucos casos de cristalizacdo de proteinas, detalhes sobre a natureza
(tamanho, forma, dimensao fractal, etc.) dos primeiros agregados que culminardo em cristais

ainda néo séo claros[7].

Como existem indmeras lacunas nas teorias e modelos que descrevem a dindmica do processo
de cristalizacdo de proteinas, neste trabalho tentamos compreender a influéncia da
temperatura na dindmica de formacédo dos cristais de lisozima. O crescimento de cristais foi
monitorado in situ por técnicas de Espalhamento Dinamico de Luz (DLS). A morfologia e

ndmero de amostras foram monitoradas em ensaios de crescimento realizados em diversas

" Agentes precipitantes sdo substancias quimicas que podem diminuir a solubilidade de proteina em solucéo e
causar precipitacdo com formacdo de agregados amorfos ou cristais.
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temperaturas. Finalmente, a estrutura cristalina de amostras obtidas em diferentes

temperaturas foi determinada por técnicas de difracdo de raios X.



Capitulo 2 - Dos aminoacidos as proteinas

A composicdo e a estrutura das proteinas permitem que estas macromoléculas desempenhem
diversas funcgBes nos processos bioldgicos, atuando como catalisadores, transportadores de
moléculas, apoio mecanico, geradores de movimento e sinalizacdo, isto €, em processos
fundamentais para os sistemas Vivos.

Proteinas sdo cadeias polipeptidicas, ou seja, macromoléculas poliméricas cujas subunidades
sdo aminoacidos. Estas macromoléculas podem se enovelar para formar estruturas
tridimensionais ainda mais complexas. A funcdo bioldgica de uma proteina esta diretamente
correlacionada a disposicdo espacial dos aminoacidos presentes em sua estrutura
tridimensional.

Toda proteina sintetizada nos organismos eucariotos™ possui como subunidades um conjunto
de 20 aminoacidos. O grande nimero de interagcdes possiveis entre os diversos aminoacidos
de uma proteina inviabiliza a predicdo do estado de enovelamento desta, ou seja, da sua
estrutura tridimensional. Desde os trabalhos pioneiros de John Kendrew e Max Perutz[9] com
as estruturas da mioglobina (proteina responsavel pelo transporte intracelular de oxigénio
molecular[1]) e da hemoglobina (proteina responsavel pelo transporte de oxigénio no sistema
circulatorio[1]) a estrutura de proteinas é determinada com ajuda de técnicas experimentais
tais como: Difracdo de Raios X, Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e microscopia
eletrdnica, A Figura 2.1 construida a partir de dados obtidos do Protein Data Bank (PDB)"

[15] mostra a proporcao de estruturas obtidas utilizando cada uma destas técnicas.

11% 1%

M Difragdo de raios X
EH NMR

k4 Microscopia eletronica

Figura 2.1 - Distribuicéo de técnicas usadas para determinagdo da estrutura tridimensional
de proteinas até dezembro de 2013[15].

" Organismos eucariotos possuem células com material nuclear envolto por uma membrana.

'O PDB ¢é um banco de dados onde s&o depositadas as informacdes relativas as estruturas tridimensionais de
proteinas e acidos nucleicos.



2.1 Aminoacidos

A sequéncia linear de aminoacidos de uma proteina, chamada de estrutura primaria, é
especificada pela sequencia de codons’ do RNA mensageiro (RNAm)[1]. Durante o processo
de traducdo, a sequéncia de codons € traduzida na estrutura primaria da proteina conforme

mostrado na Tabela 2.1. Desta forma, as proteinas sdo um dos destinos finais da informacéo

genética[3].
2a Base
U C A G
UUU Fenilalanina UCU Serina UAU Tirosina UGU Cisteina
U UUC Fenilalanina UCC Serina UAC Tirosina UGC Cisteina
UUA Leucina UCA Serina UAA (Fim) UGA (Fim)
UUG Leucina UCG Serina UAG (Fim) UGG Triptofano
CUU Leucina CCU Prolina CAU Histidina CGU Arginina
C CUC Leucina CCC Prolina CAC Histidina CGC Arginina
o CUA Leucina CCA Prolina CAA Glutamina CGA Arginina
2 CUG Leucina CCG Prolina CAG Glutamina CGG Arginina
o -
- AUU Isoleucina, Start A reonina CAU Histidina AGU Serina
— AUC Isoleucina : CAC Histidina AGC Serina
A . ACA Treonina . L
AUA Isoleucina ACG Treonina CAA Glutamina AGA Arginina
AUG Metionina (Inicio) CAG Glutamina AGG Arginina
GUU Valina GCU Alanina GAU Acido aspartico GGU Glicina
G GUC Valina GCC Alanina GAC Acido aspartico GGC Glicina
GUA Valina GCA Alanina GAA Acido glutamico GGA Glicina
GUG Valina, Start GCG Alanina GAG Acido glutdmico GGG Glicina

Tabela 2.1 - Sequéncia de bases, codons, e respectivos aminoacidos transcritos. Importante
notar que a variacao da terceira base muitas vezes € irrelevante para definicdo do
aminoécido.

As proteinas encontradas em organismos eucariotos sdo sintetizadas a partir um repertorio de
vinte aminoacidos quirais”, cuja estrutura esta representada esquematicamente na Figura 2.2.
Quimicamente cada aminoacido é formado por um carbono (C,) ligado a um hidrogénio, um
grupamento amina (NH;), uma carboxila (COOH), e um radical, que diferencia cada
aminoacido. Os radicais variam em tamanho, forma e propriedades quimicas conforme

apresentado na Figura 2.3.

¥ Cédon é o conjunto de trés bases nucleotitidas do RNA mensageiro [1].

¥ Objeto quirais ndo podem ser superpostos & sua imagem no espelho. Os aminoécidos que formam proteinas
presentes em organismos sdo definidos como sendo quirais do tipo L (left).
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Racal

Figura 2.2 - Representacdo esquematica da estrutura quimica de um aminoécido em pH 7.

Dois aminoacidos podem ser ligados covalentemente pelos grupos carboxila e amina com
formacgdo de uma molécula de agua numa ligacdo denominada peptidica. Por convencéo, a
extremidade aminica chamada de amino-terminal ou N-terminal é o inicio da cadeia e o
carboxi-terminal € o fim da cadeia. Desta forma, proteinas contendo sequéncias invertidas de
aminoéacidos sdo diferentes. A cadeia formada por aminoécidos unidos por ligacGes peptidicas
é chamada de cadeia principal e os diversos radicais formam a cadeia lateral. A constituicdo
da cadeia principal ¢ a mesma para qualquer proteina. O mesmo ndo ocorre para a cadeia
lateral. As interacdes entre os radicais que compdem a proteina definem e mantém seu estado

de enovelamento.

2.2 Estrutura de proteinas

A ligacao peptidica € rigida e planar, ou seja, todos os atomos da cadeia principal entre dois
C, pertencem ao mesmo plano. Isto decorre da ressonancia eletronica (conjugacéo) entre a
amina e a carbonila. Os angulos entre a ligacdo do nitrogénio e o C, (¢) além da ligacéo entre
o carbono e 0o C, () sdo varidveis (Figura 2.4). Os angulos ¢ e ¥ constituem graus de
liberdade que permitem que cadeia principal se enovele para, por exemplo, proteger os
radicais hidrofébicos do meio aquoso.
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Figura 2.3 - L-aminoacidos em pH 7 encontrados em proteinas.



Radical

L
Radical

Radical

Figura 2.4- Definigdo de angulos ¢e w na ligacao peptidica.

Ligacdes de hidrogénio entre diferentes aminoacidos levam a formacdo de elementos de
estrutura secundaria chamados de hélices a e folhas g na estrutura. O conjunto de dominios

de uma proteina € chamado de estrutura secundaria.

A hélice a € uma estrutura em espiral que contem 3,6 residuos de aminoacidos por volta. Esta

estrutura é estabilizada por pontes de hidrogénio entre os grupamentos NH e CO da cadeia
principal no interior da hélice (Figura 2.5).
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Figura 2.5 - Representagdo esquemadtica de uma hélice o. As linhas pontilhadas em preto
representam as ligacoes de hidrogénio que mantém esta estrutura.

As folhas 8 sdo mantidas por ligagcdes de Hidrogénio entre segmentos da cadeia principal.

Neste caso os radicais em cada porcdo da cadeia principal ficam alternadamente acima e



abaixo do plano da folha g (Figura 2.6 e Figura 2.7). O conjunto de hélices a e folhas S ¢

denominado estrutura secundaria.
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Figura 2.6 - Folhas [ paralela (a) e antiparalela (b).
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Figura 2.7 - Folha f3 retorcida ou mista.

Nem todas as combinacdes dos angulos ¢ e ¥ sdo permitidas para as estruturas secundarias
devido a impedimentos estéricos, ou seja, devido ao tipo e estrutura tridimensional dos
radicais. Angulos e/ou conformacBes permitidas para cada aminoacido foram calculados
pioneiramente por Ramachandran[16] utilizando um diagrama que possui eixos
perpendiculares para os angulos ¢ e 1. As regides sombreadas da Figura 2.8 representam os

angulos para os quais ndo ha choque estérico.

A disposicdo espacial dos atomos é chamada estrutura terciaria. Algumas proteinas sdo
formadas por mais de uma cadeia principal. Neste caso, cada cadeia principal é denominada

subunidade. O conjunto das cadeias que formam a proteina é a sua estrutura quaternéria.

A funcgdo bioquimica que uma determinada proteina ou complexo desempenha depende de
sua estrutura tridimensional. De forma simplificada, a configuracdo espacial das proteinas
define sua funcdo. Para elucidar a estrutura de proteinas em nivel atbmico, a técnica mais bem
sucedida é a de difracdo de Raios X, conforme mostrado na Figura 2.1. Porém, o uso desta
técnica prescinde da obtencdo de amostras cristalinas para seu emprego. A complexidade e a
multidisciplinaridade necesséarias ao estudo de forma e fungdo de proteinas levaram ao
desenvolvimento de diversos grupos de pesquisa e até consorcios dedicados a producéo,

cristalizacdo e resolucéo estrutural de proteinas em larga escala[17,18].
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Figura 2.8 - Ramachandran Plot para a proteina Lisozima[19]. As regiGes em cinza escuro
(A) e (B) representam angulos de conformacoes estericamente permitidas para hélices a e
folhas S, respectivamente.

2.3 Lisozima

Descoberta pelo higienologista Laschtschenko[20] e pelo bidlogo Alexander Fleming[21], a
lisozima é uma proteina que possui atividade antibacteriana e é encontrada nas lagrimas,
saliva, clara de ovo e é produzida por certas espécies microbianas. A lisozima cliva certos
carboidratos chamados peptidoglicanos rompendo a parede celular de certas bactérias”,
impedindo infec¢Bes bacterianas. Neste trabalho de investigacdo da influéncia da temperatura
nas condicdes de crescimento de cristais de proteina, foi utilizada lisozima de ovos de
viii

galinha"" que possui 129 residuos de aminoécidos e massa molecular de 14296Da™, com

Vil Bactérias que possuem uma parede celular composta por peptideoglicanos séo chamadas de Gram-positivo.
Vil produto obtido da empresa Sigma-Aldrich (62970).

 Dalton é uma unidade de massa aproximadamente igual & massa de um atomo de Hidrogénio equivalente a
1,660538921(73).10"% kg[22].
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sequéncia de aminoacidos mostrada na Figura 2.9 e estrutura 3D representada na Figura 2.10.
Esta proteina foi empregada neste trabalho pois suas condi¢Ges de cristalizacdo[9] e seu
diagrama de fase sdo conhecidos[23].

KVFGRCELAAAMKRHGLDNYRGYSLGNWVCAAKFESNFNTQATNRNTDGSTDYGILQINSRWWCND
GRTPGSRNLCNIPCSALLSSDITASVNCAKKIVSDGNGMNAWVAWRNRCKGTDVQAWIRGCRL

Figura 2.9 - Sequéncia de amino&cidos que compdem a lisozima.

Figura 2.10 - Estrutura tridimensional da lisozima”.

* Codigo PDB: 2LYZ.
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Capitulo 3 - Técnicas de Cristalizacdo de Proteinas

Os materiais solidos podem ser diferenciados dos demais devido a certas propriedades fisicas
tais como coeficientes de cisalhamento e compressibilidade volumétrica, bem como por

caracteristicas quimicas como natureza das intera¢fes ou distancia média entre os atomos.

Dentre os diversos produtos resultantes de processos agregativos existem os sélidos amorfos e
os solidos cristalinos. Assumiremos aqui solidos cristalinos como materiais que apresentam
ordem de longo alcance e quando investigados por técnicas de difracdo de Raios X
apresentariam padrdo de difracdo discreto[24]. Os solidos amorfos sdo caracterizados pela

auséncia de organizacao de longo alcance.

Conforme apresentado no Capitulo 2, as proteinas sdo polimeros de um namero finito de
aminoacidos. Consequentemente, os grupos carregados na superficie destas possibilitam
interagbes intermoleculares que podem permitir a agregacio de sdlidos cristalinos. E
importante ressaltar que atualmente a obtencdo das condi¢cdes 6timas para cristalizacdo de

proteinas é feita por tentativa e erro.

Os primeiros estudos descritivos sobre cristalizacdo de proteinas datam de meados do século
XIX[9]. Nestes trabalhos pioneiros as proteinas eram extraidas de sangue ou de sementes de
plantas. No entanto, com o surgimento da Biologia Molecular com técnicas de clonagem,
expressao e purificacdo de proteinas[3] tornou-se possivel obter solucdes de proteina com

concentracdo suficiente para cristalizacdo, o que dificilmente seria obtido por extracao.

O aumento exponencial do nimero de submissdes no PDBJ[15] de estruturas proteicas obtidas
por difragdo de raios X (Figura 3.1) nos ultimos anos justifica a importancia de estudos para

entender o processo de cristalizacdo e para torna-lo mais assertivo.
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Figura 3.1 - Numero total e anual de estruturas submetidas ao PDB.

3.1 Diagramas de fase e Supersaturacéo

O processo de cristalizagdo pode ser divido em trés etapas: nucleacdo, crescimento e fim do
crescimento[9]. Durante a nucleacdo os mondmeros se agregam até atingir tamanho suficiente
para iniciar o crescimento, chamado de raio critico. Apds a formacdo de agregados com
tamanho igual ou superior a este raio, estes podem crescer e formar agregados cristalinos ou

amorfos. Quando a concentracdo de proteina atinge a saturagao o crescimento € interrompido.

Uma molécula de proteina estara em fase aquosa se a concentrac@o de proteina em solucdo for
inferior & solubilidade™. Se a concentracéo ultrapassa este limite, as moléculas excedentes em

solucdo tendem a formar uma nova fase solida, que pode ser amorfa ou cristalina. A

X Solubilidade é a concentracdo méaxima de um soluto em solucéo, para a qual n&o ocorre formagéo de
precipitado.
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solubilidade de proteinas em solucdo pode variar com os diversos parametros fisico-quimicos
da solucdo. O diagrama de fase de proteinas representa a solubilidade de proteina em relagdo
a fatores importantes para o sistema como concentracdo de precipitantes, temperatura e
pH[25]. A Figura 3.2 apresenta o digrama de fase para a Lisozima em relacdo a

temperatura e a concentracdo de NacCl.

Solubilty., (mg/mil)

Figura 3.2 - Diagrama de fase para Lisozima[23].

Um parametro utilizado para quantificar o processo de cristalizacdo é o grau de
supersaturacao(S), definido pela razéo entre a concentracdo de proteina e a solubilidade[26].
SolucBes com concentracdo de soluto inferior a solubilidade sdo chamadas insaturadas, e
solucBes concentracdo de soluto superior a solubilidade sdo chamadas de supersaturadas. Este

fator sera empregado no Capitulo 4 nos calculos da energia livre do processo de cristalizacao.

A curva de solubilidade de proteina representa o limite de saturacdo. Abaixo desta curva, todo
0 material estd dissolvido na solucdo. Para baixos graus de supersaturagdo, a taxa de
nucleacdo sera lenta e nenhum cristal € formado em intervalos de tempo razoaveis[25]. Se a
supersaturacdo for superior, fenémenos agregativos poderdo ocorrer e culminar na formacao

de cristais ou agregados amorfos.

Todos os métodos de cristalizacdo séo artificios utilizados para atingir o estado supersaturado.
O que diferencia cada método € como o sistema evolui sobre o diagrama de fase. Em alguns
casos a maneira como propriedades fisico-quimicas do meio mudam é crucial para a formagéo
de cristais[27]. Os métodos convencionais mais bem sucedidos de cristalizacdo de
macromoléculas consistem em reduzir isotermicamente a solubilidade destas particulas em

solugéo aquosa[28]. Desta forma sdo estabelecidas condigOes termodinamicas que favorecem
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interacOes entre estas particulas que podem resultar na formacéo de precipitados amorfos e/ou
solidos cristalinos.

O processo de cristalizacdo € iniciado quando a concentracdo de proteina supera a curva de
saturacdo, como esquematizado na Figura 3.3. Quando a taxa de ganho se iguala a de perda de

material no precipitado a cristalizacdo termina.

A reducdo da solubilidade das proteinas em solucdo aquosa pode ser obtida com ajuda de
agentes precipitantes bem como por trocas de solvente envolvendo difusdo de vapor. Kits
comerciais de precipitantes contendo centenas de solucBes sao rotineiramente utilizados para
cristalizacdo. Estes precipitantes incluem solugdes tamponadas em diversos pHs, sais,
solventes e aditivos organicos, detergentes e polimeros[5,6].

Concentracéo de proteina

Solucédo Supersaturada

Solucéo Insaturada

~
7

Concentracéo de precipitante

Figura 3.3 - Diagrama de fase representando o método de difusdo de vapor. No processos
A—B, a perda de vapor leva o sistema a atingir a supersaturagéo. Posteriormente no
processo B—C ocorre reducdo da concentracao devido ao processo de agregacao até o
sistema entrar em equilibrio no ponto C.
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3.2 Métodos de Cristalizacao

3.2.1 Batch

E o método mais simples e um dos mais antigos utilizados em cristalizacdo de proteinas[9].
Consiste em misturar a solugdo contendo proteina e a solucdo precipitante. Ap6s a mistura
espera-se que a solubilidade de proteinas em solugcdo diminua fazendo com que o sistema
evolua para a regido do diagrama de fase acima da curva de solubilidade, onde pode ocorrer a
formacdo de cristais. Neste método, o estado B da Figura 3.3 é obtido pela mistura das

solucdes.

3.2.2 Difuséo de Vapor

Nesta técnica, um solvente difunde isotermicamente sob a forma de vapor de uma solucédo
menos concentrada em precipitante e contendo proteina para uma solucdo mais concentrada
em precipitante no poco. Isto aumenta a concentracdo do agente precipitante e de proteina na
gota. O método possui duas variantes: gota depositada (sitting drop) e gota pendurada
(hanging drop)[9]. Na primeira delas, uma gota contendo uma mistura da solugdo da proteina
e do poco fica assentada em um patamar e na segunda a gota fica em suspensdo na lamina de

vidro que cobre o pogo conforme mostrado na Figura 3.4.

E importante observar que nestas técnicas a cristalizacdo pode ocorrer somente quando a
solucéo inicialmente insaturada atingir uma concentracdo acima da solubilidade. Desta forma,
moléculas de proteina em solu¢do podem precipitar e formar agregados cristalinos,
precipitados amorfos ou permanecer em estado metaestavel durante certo tempo dependendo

do grau de supersaturacéo.
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Difusao de
Vapor

Difusédo de\'
Vapor

Figura 3.4 - Diagrama para Gota depositada (a) e Gota pendurada (b), respectivamente. As
setas evidenciam o sentido da difusdo de solvente que ocorre devido a diferenca de
concentragdo de precipitante entre a gota(c,) € 0 pogo(c,). Enquanto ocorre difusdo de
vapor a concentracdo de proteina e precipitante na gota aumentam, podendo ocorrer

cristalizacéo.
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Capitulo 4 - Modelos de agregacéo de proteinas

A agregacdo de proteinas pode culminar tanto na formacdo de material amorfo como
cristalino. Devido a diversidade de radicais presentes na superficie de uma proteina nao é
possivel prever quais interacdes desencadeiam o processo de cristalizagdo ou 0 processo de
formacdo de agregados amorfos. Entretanto é importante salientar que estas interacdes sdo

fortemente dependentes de parametros fisico-quimicos como temperatura, pH e forca idnica.

No caso da cristalizagdo, moléculas em solugdo com orientacdes aleatdrias passam a interagir
mais fortemente entre si do que com o meio. Estas interacbes favorecem o ordenamento
espacial de proteinas para a formacao de um sélido cristalino em detrimento da permanéncia
destas no meio aquoso. Portanto, a formacdo de agregados proteicos que apresentam
ordenamento € proveniente de alteracGes fisico-quimicas do meio que dificilmente seriam
promovidas in vivo[9]. A formacdo de agregados amorfos de proteinas esta associada a certas
enfermidades humanas ainda ndo completamente compreendidas como Mal de Alzheimer,
Mal de Parkinson, doenca de Creutzfeld-Jacob (vulgarmente conhecida como 'doenca da

vaca-louca') e doencas priénicas[29,30].

O processo de cristalizagdo é usualmente dividido em trés etapas: nucleacdo, crescimento e
fim do crescimento[4,9]. As propriedades fisico-quimicas (pH, temperatura, concentracdo de
precipitantes, etc.) do meio também afetam o regime de agregacdo e consequentemente as
etapas de cristalizacdo. A nucleacdo por exemplo pode ocorrer em intervalos de tempo que

variam segundos a meses, dependendo do meio[31].

Estudos quantitativos do processo de cristalizacdo podem contribuir para aumentar a eficacia
na producdo de amostras cristalinas de proteinas para experimentos de difragdo de raios X
bem como a qualidade destas. Nas se¢des a seguir serdo apresentados a Teoria Classica de

nucleacdo e os regimes de crescimento.
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4.1 Teoria Cléassica

Considere que uma certa massa de soluto no estado solido é adicionada a um meio liquido
contendo um solvente. Dizemos que esta solucdo esta insaturada se a solucéo puder dissolver
toda a massa do soluto. A concentracdo na qual ocorre equilibrio entre ganho e perda de
moléculas/atomos de soluto entre as fases liquidas e solidas € chamada de solubilidade.
Quando uma solucdo de proteina esta supersaturada, com massa de soluto dissolvida maior
que a solubilidade, esta deveria retornar ao estado de equilibrio precipitando proteina até
atingir a solubilidade. Todavia € observado empiricamente que o sistema precisa atingir certo

nivel de supersaturacao para que o0 processo de cristalizagdo se inicie.

Em outras palavras, 0s primeiros agregados precisam vencer uma barreira probabilistica para
efetivamente continuar seu crescimento. Este processo € chamado de nucleacdo e pode
ocorrer de forma espontanea ou por meio de estimulos externos. A Figura 4.1 apresenta 0s

diferentes mecanismos de nucleacao.

A seguir sera apresentada a Teoria Classica de Nucleacdo, que foi introduzida pelo fisico
estadunidense Gibbs[33] e recebeu outras contribui¢des durante a primeira metade do século
XX[34].

Nucleacao

AN

Primaria Secundaria

AN

Homogénea Heterogénea

Figura 4.1 - Tipos de Nucleacédo. Adaptado de [35].
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4.1.1 Nucleacdo homogénea

Considere que as unidades de crescimento apresentam movimento Browniano em
solug&o[36]. No caso do presente estudo, as unidades de crescimento podem ser aminoacidos
ou conjuntos de aminoacidos. Durante as colisGes aleatérias, radicais de aminoacidos de
diferentes unidades estdo perto o suficiente para sofrer a acdo de forcas atrativas ou

repulsivas.

Também ha& uma contribuicdo do meio para estas forgcas. Durante ensaios de cristalizacdo o
ambiente quimico da solucdo é alterado como tentativa de promover a formacéo de agregados
cristalinos. Isto pode implicar em alteracGes do raio de solvatacdo das proteinas em solucéo
mas, ndo ha garantia de formacdo de agregados. Desta forma, o inicio do processo de
cristalizacéo é essencialmente probabilistico.

Para que haja a formacdo de um agregado as interagdes repulsivas sdo minimizadas nos
contatos entre as unidades, mas podem ocorrer na superficie externa do agregado. Em outras
palavras, a variagdo da energia livre de Gibbs durante a formacdo e crescimento de um
agregado possui um termo de repulsdo (AG,) diretamente proporcional a area A exposta ao
meio externo:

AGy = A.y (D),
onde y é a tensdo superficial e um termo de atracdo (AGy) que depende da variacdo do

potencial quimico durante a cristalizagéo:

AGy = n. (Usol — Keristal) (2),
AGy = —nK,TInS (3),
onde n € o nimero de particulas, S € a supersaturacéo, T é a temperatura e Ky € a constante de

Boltzmann™".

Considere que o agregado e uma esfera de raio r. Podemos reescrever o numero de particulas
como a razao entre o volume do agregado e o volume molar da unidade. Temos entéo:

4mr3

AGV - — 30

A energia livre total (AG) é a soma da parcela atrativa e da repulsiva:

XK, = 1,38.10%m?kg/sK
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AG = —AGy + AG, (5),

4mr3

AG = ———K,TInS + 4mr?y (6).

3v
A Figura 4.2 apresenta os diferentes regimes de formacdo de agregados. A variacdo de
energia livre maxima ocorre para agregados que possuem raio chamado raio critico (r,.*). Este

raio é obtido pela otimizacdo de AG:

0(AG)

— =0,
e € dado por:
_ 2vuy
e = KpTInS (8)
O valor méximo de AG é dado por:
_ 16mu?y3
AGe = 3(KpTIn S)2 ©)

**************************************

A Energia Livre

oo Raio

Figura 4.2 - Energia livre de cristalizagdo de sistemas com temperaturas e supersaturagoes

diferentes(AG; # AG,) e consequentemente raios criticos diferentes(r! # 7,2).

O raio critico r. é inversamente proporcional a temperatura e ao logaritmo da supersaturag&o.
Desta forma, a Teoria Classica de Nucleacdo prevé que a temperatura em que a nucleacéo

ocorre influencia o tamanho dos raios criticos, conforme apresentado na Figura 4.2. No
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entanto, ha casos de proteinas cuja supersaturacdo depende ndo somente da temperatura,
como por exemplo do pH do meio[23].

Contudo, a Teoria Classica é falha por ndo prever fenémenos comuns durante a cristalizacao
de proteinas tais como a formacdo de padrbes liquidos[27], de mudancas de fase liquido-

liquido[37] e os tempos transientes de nucleac¢ao[10].

A teoria de DVLO (Deryagin-Landau-Verwey-Overbeek) leva em consideracdo as repulsoes
estéricas e eletrostaticas e as atragdes de van der Waals das moléculas de proteina em solucao
e preveé a existéncia de um de minimo no potencial de agregacdo de proteinas e de pontos de
minimo secundéarios, dependendo concentracdo de sal em solucdo[31]. A existéncia destes
minimos secundarios do potencial implica que durante os estagios iniciais o sistema pode

formar agregados que nunca formarao cristais.

4.1.2 Nucleacdo heterogénea e nucleacao secundaria

A nucleacdo heterogénea ocorre na presenca de particulas exdgenas ao meio de cristalizacédo
ou nas interfaces com o meio externo. Estudos sugerem que estes agentes atuam na
estabilizacdo de nucleos pré-criticos viabilizando o crescimento de cristais em muitos casos
[38,39].

Outra forma de estimular o processo de cristalizacdo € a nucleacdo secundaria que consiste na
adicdo de pequenos cristais da mesma proteina em solucdo supersaturada. Estes cristais
tendem a crescer recebendo moléculas de proteina em excesso na solugdo. No entanto, este

procedimento conhecido como seeding (semeadura) necessita da obtencdo prévia de cristais

[9].

4.2 Regimes de Crescimento

Quando o agregado cristalino atinge o tamanho critico, seu crescimento se torna

termodinamicamente favordvel. Estes agregados podem ser considerados particulas

Xiii

coloidais™".

Xl particulas coloidais possuem dimensdes da ordem de 1nm a 1pm.
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A agregacéo poderia ser limitada pela difuséo (DLA) ou pela reagdo (RLA). No regime DLA
a constante de difusdo do meio, a dimensdo das particulas e o seu nimero sdo parametros
limitantes para a agregacdo. Neste caso as particulas interagem fortemente por atracdes de van
der Waals e as repulsdes eletrostaticas sdo despreziveis. A evolucdo temporal do raio das

particulas em crescimento é dada por:

1
R(t) = Ry(1 + ct)¥ (10),
onde Ry € 0 raio dos monémeros, ¢ é a probabilidade de colisGes entre particulas e d; € a

dimensdo fractal[40]. No regime RLA, a forca idnica do meio é grande o suficiente para

promover uma barreira de nucleacgéo e o crescimento das particulas é exponencial[41].

Entretanto, dependendo das propriedades do meio e da estrutura dos agregados o regime de
crescimento pode sofrer alteracfes ndo previstas na teoria. Neste caso, fazem-se necessarios

novos modelos empiricos para explicar dados experimentais.
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Capitulo 5 - Espalhamento Dindmico de Luz

Quando luz incide sobre particulas coloidais, o0 campo elétrico da luz induz dipolos elétricos
oscilantes, de forma que cada d&tomo ou molécula se torna uma fonte secundaria de luz e
consequentemente uma fonte de luz espalhada. Esta interagdo provoca mudangas na
intensidade, direcdo (momento) e frequéncia (energia) da onda incidente. A analise da
radiacdo espalhada permite a determinacdo de propriedades estruturais estaticas e dinamicas
utilizando técnicas de Espalhamento Estatico de Luz (Static Light Scattering - SLS) e de
Espalhamento Dindmico de Luz (Dynamic Light Scattering - DLS) respectivamente.

Também conhecida na literatura como Photon Correlation Spectroscopy (PCS)[42] e Quasi-
elastic Light Scattering (QELS)[43], o DLS é uma técnica espectroscopica utilizada para
analisar in situ as flutuacdes de intensidade da luz espalhada por particulas em suspensédo e
determinar a evolucdo temporal da distribuicdo de raios hidrodindmicos médios dos
espalhadores e outras propriedades dinamicas[44]. O advento do Laser em meados do século
XX permitiu o estudo de fendmenos de espalhamento de particulas com tamanho da ordem de

nandmetros a centenas de micrometros[42].

A técnica de DLS tem sido fundamental em estudos de diversas areas como analise de
regimes de crescimento de particulas[45]; producdo de farmacos[46], caracterizacdo e
producdo de nanomateriais[47] e polimeros[48]; motilidade de microorganismos[49];
estabilidade e agregacdo de macromoléculas[43]; estudos de fluidos complexos; padronizacdo

de processos industriais entre outros.

5.1 Teoria de Espalhamento de Luz

As secOes a seguir apresentam os fundamentos teoricos que permitem extrair informacao
sobre a distribuicdo de raios médios dos espalhadores bem como seu regime de crescimento
durante agregacdo/cristalizacdo a partir das flutuacbes de intensidade luz espalhada por

particulas em suspensao[42,44].
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5.1.1 Flutuacdes e funcao de correlacdo temporal

Dado um sistema de n particulas em movimento browniano, considere uma propriedade

mecanica A deste sistema, tal que:

A(Ft) = A(ql(t), <, qn (t)i pl(t), «+» Pn (t)) (11)!
onde T} representa o estado instantdneo no espaco de fase composto pelas posicoes
generalizadas q;,...,q, € momentos generalizados py,..., p, das particulas. Uma medida da

correlacdo de A no estado I é dada por:

(A(TY) = [ ATYp(Ty) dI} (12),
onde p(I'; )dI'; representa a probabilidade de encontrar o sistema no estado I;. Considerando
que todos os estados sdo igualmente provaveis, ou seja, 0 sistema em questdo € ergddigo e
independente dos instantes de tempo anteriores, a propriedade A flutua em torno de seu valor
médio:
(A®D)) = limp_q, = [T AE) dt (13).

Dessa forma, para dois instantes de tempo t e t + t a propriedade A varia pouco se t tende a
zero e sofre grande variacao se t é grande. A relacdo entre a propriedade A nos instantes de

tempo dados é expressa pela funcdo de auto-correlacdo dada por:

(ADA(t+ 1) = limpoe = [ AWDAE+ 1) dt (14).

Caso a propriedade A seja ndo conservativa e ndo periodica, a funcdo de autocorrelacdo

possui 0s seguintes limites:
lim (A(DA(t + ) = (4) (15),
lim (A(DA(t + D) = (A)* (16),

ou seja, A serd maxima para T — 0 e minima para T — oo, conforme apresentado na Figura
5.1.
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Figura 5.1- Funcéo de autocorrelacéo temporal.

A funcéo de auto-correlagdo normalizada de primeira ordem (C (7)) e segunda ordem

(C(v)@) s&o definidas por:

(1) — (A(DA(t+ 1)
() TCEEA
@ = AOAM D%
¢ TCE

5.1.2 Teoria Eletromagnética

Considere um meio espalhador ndo magnético, ndo condutor e ndo absortivo com tensor

constante dielétrica dada por:
(@ t) = gl + 8¢(F, t) (19),

onde §e(7, t) ¢ a flutuacdo do tensor constante dielétrica devido ao movimento das particulas

espalhadoras. Dado um campo elétrico se propagando na dire¢do 7, com amplitude E,,

frequéncia angular w; e vetor de ondaf{, dado por:
E&t) = i Egel(k T-wit) (20).
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Utilizando as equacdes de Maxwell e as relacfes entre 0s campos totais e 0s campos incidente

(i) e espalhados (s):

O campo elétrico espalhado a uma distancia R com propagacdo na direcdo 7, , frequéncia

angular w; e vetor de onda k¢ € dado por:

k#E,
41tReg

Eo(R t) = — S0 eilkeR-wrt) §g(g, 1) (24),

onde dg¢(q,t) = n;.8e(tt).nie = k; — K com q = 2k;sen (g) para espalhamento

elastico, ou seja, |k;| = |k¢|- A fungo de auto-correlacio para este campo é dada por:

4
k E3
16m,R2¢3

(Es(REs(R t+1)) = — ei(kr R-wrt) (5¢(g, )8e(q, t + 1))e"{WiY) (25),

A densidade espectral ;£ (4, w) da funcdo de auto-correlagdo de primeira ordem do campo

elétrico espalhado é dada por:
@ w,R) = o= /" (B, R DES(R t + 1)) e W9dt (26),

- 1 kPfE2
I5(d,w,R) = ——12

27 16T, R2€3

[72(8e(d, ©8e(g, t + D)elvrtdt  (27),

onde w = w; — wr e Iy = |Eg|%. Podemos concluir que os eventos de espalhamento
produzem uma mudancga g no vetor de onda incidente e w na frequéncia angular incidente
devido as flutuacdes da constante dielétrica. No entanto, a grandeza medida em experimentos
de espalhamento dindmicos de luz é a densidade espectral da funcdo de auto-correlacéo de

segunda ordem do campo elétrico, dada por:
- 1 + oo .
(G w,R) = — [77CP(ne™dt (28),

onde CA(z) = (I,(R,0)I,(R,t)) e a intensidade de luz espalhada é dada por I,(R,t) =
|E(R, t)|%
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Capitulo 6 - Difracéo de Raios X

6.1 Cristais

A matéria pode ser classificada nos estados fisicos gasoso, liquido e sélido, dependendo de
suas caracteristicas macroscopicas, como dureza e compressibilidade, e microscdpicas, como
distancia interatbmica ou intermolecular e homogeneidade. Diversos sélidos apresentam
estrutura cristalina, ou seja, ordenamento de longo alcance dos atomos e/ou moléculas que o
compdem. Estes materiais constituem o objeto de estudo da Cristalografia, ciéncia que se

ocupa do estudo da estrutura a nivel atbmico.

Se incidirmos radiacdo no comprimento de onda dos raios X (da ordem de 10 m) sobre um
cristal, observaremos um padrdo de interferéncias construtivas e destrutivas causados pela
difracdo, conforme mostrado pelo experimento de Max por von Laue de 1912[50]. A
localizag&o espacial, as intensidades e as fases da radiacdo difratada podem ser utilizadas para
reconstruir a estrutura cristalina de um sélido cristalino[51]. O sucesso deste procedimento
depende da qualidade do cristal que pode variar tanto devido as propriedades quimicas dos

seus constituintes quanto pelos parametros termodinamicos durante a cristalizacéo.

6.2 Redes cristalinas

Considere dois objetos idénticos separados de uma certa distancia que formam uma decoracéo
de um cristal. Suponha que o segundo objeto seja gerado a partir da atuagdo de uma operacao
do tipo translacédo, rotacédo, inverséo e/ou por combinacdo delas. Considere que todas as
operacgdes enunciadas podem ser descritas por operagdes que mantém um ponto do espaco
fixo (rotagdes de 2n/n, com n=1,2,3,4 e 6, inversao, rotoinversdo - combinagédo de rotagao e
inversdo) e/ou por outros elementos que combinam estes com translagdes semi-inteiras dos
parametros que descrevem a periodicidade da rede (planos de deslizamento e eixos
helicoidais). Dois objetos serdo ditos simétricos se apos sofrer a operagdo sua vizinhancga for
invariante. Utilizando esta construcdo podemos gerar todos os objetos do arranjo a partir
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destas operacdes de simetria, mas nem todas as operagdes podem ser encontradas em cristais.
Em cristais de proteinas, por exemplo, apenas elementos de simetria que ndo mudam a

quiralidade podem ser observados. Portanto, eles ndo possuem inversdo nem rotoinversoes.

A unidade fundamental de um cristal, ou seja, o paralelepipedo de menor volume com lados a;
(i=1,2,3) que se repete nas trés direcdes do espaco ao longo do material por translacdo, é
chamada de célula unitéria. A unidade assimétrica representa 0 menor volume contendo um
atomo, uma molécula ou conjunto de atomos e moléculas, necessario(s) para descrever a
estrutura tridimensional do solido levando em conta todas as operacfes de simetria

observadas no cristal.

Os sistemas de referéncia utilizados em cristalografia sdo definidos pelos vetores ga; (i=1,2,3),
cujo volume e geometria definem a célula unitaria. As relacBes entre os modulos dos
parametros de rede (a,b,c) e os angulos (a,B,y) sdo determinados pelos elementos de simetria
possiveis. Existem sete tipos de células unitarias ou sistemas cristalinos. Em outras palavras,
existem sete conjuntos de restricbes impostas sobre os vetores a; (i=1,2,3) para descrever as

células unitarias de sélidos cristalinos, conforme apresentado na Tabela 6.1.

Sistema Elementos principais | Restricdo nas bases | Restricdo nos angulos
Triclinico 2/l nenhuma Nenhuma
Monoclinico 2n/2 nenhuma o=7y=90°
Ortorrdmbico 3 eixos 2n/2 nenhuma a=p=7=90°
Tetragonal 2n/4 a=b oa=PB=y=90°
Hexagonal, 2n/6 a=b a=p=90%y=120°
Trigonal 2n/3 a=b a=p=90"y=120°
Cubico 3 eixos 2n/3 a=b=c oa=p=7=90°

Tabela 6.1 - Tipos de celulas unitarias e suas respectivas restricdes geométricas. Sistema
Hexagonais e Trigonais possuem células unitaria com mesma geometria, mas com elementos
de simetria distintos.

O fendmeno de difracdo ocorre devido as interferéncias das ondas espalhadas pelos elétrons
dos atomos do cristal. A descricdo matematica de um cristal serd utilizada nas secOes

seguintes para descrever fisicamente o fendmeno de difragéo.
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6.3 Teoria de Espalhamento de raios X

A descoberta dos raios X foi reportada pelo fisico alemdo Wilhelm Conrad Rdntgen em
1898[52]. Nesta época ndo havia aparato para medir o comprimento de onda desta radiacédo e
efeitos como interferéncia e refracdo[53]. Neste aspecto a contribuicdo de Roéntgen foi
puramente descritiva.

A teoria de difracdo de raios X por cristais teve inicio com o trabalho de Max von Laue.
Influenciado pelo trabalho de Ewald sobre o efeito da periodicidade na refracdo[54], Laue
teorizava que a radiacdo no comprimento de onda dos raios X viajando por uma estrutura
atdbmica periddica sofresse difracdo. A comunidade cientifica da época rejeitava a hipotese de
Laue, pois acreditava que o movimento térmico atbmico inviabilizasse o fendBmeno. Com o
auxilio de Friederich e Knipping, Laue comprovou experimentalmente sua hipdtese[50]. Este
experimento, de fato, mostrou simultaneamente que cristais possuem um arranjo periédico de
atomos ou moléculas e gue os raios X sdo ondas eletromagnéticas.

Nas secdes a seguir apresentam a estrutura formal da teoria de espalhamento de radiacéo por
um atomo, difracdo por uma fileira de &tomos e por um cristal. O termo difracdo utilizado

neste texto se refere ao espalhamento de radiacdo por um conjunto periddico de atomos [55].

6.3.1 Interacdo da radiacdo com a Matéria

Quando radiagdo no comprimento de onda dos raios X incide sobre um atomo ou um conjunto
de atomos, os elétrons atdmicos podem participar de diversos fendmenos [56,57], conforme
apresentado na Figura 6.1. Estes fenémenos dependem do comprimento de onda da radiacdo
incidente e de caracteristicas microscopicas da amostra, como numero atdmico e

comprimentos de ligagdo quimica.

A absorcéo dos fotons de raios X pela amostra via mudanga de niveis eletrénicos pode levar a
ocorréncia de fendBmenos como fluorescéncia, emissdo Fotoelétrica e emissdo Auger[57]. Os
fendmenos de espalhamento ndo envolvem mudangas de niveis eletronicos. O Espalhamento
Compton ocorre devido a colisdo entre um féton e um elétron, gerando uma mudanca no

comprimento da onda espalhada em relacéo ao feixe incidente dada por[58]:
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—_ h _
A}‘_E(l cos 0) (29),

onde 8 é o angulo de espalhado do foton. Devido a natureza randémica destas colisGes, o

espalhamento Compton é incoerente, ou seja, ndo existe uma relacdo entre as fases dos fotons

espalhados. As colisdes entre fotons e elétrons também implicam na geracdo de calor no

interior do material.

Feixe
incidente
(Raios X)

70 TN

v

Espalhamento ! ~
dpe 68 X Calor Feixe Absor¢ao
/ \ transmitido / \
‘ Fluorescéncia Elétrons
Elastico  Compton
(ineléstico) / \
Emissao Emissao

Auger Fotoelétrica

Figura 6.1 - InteracBes dos raios X com a matéria[56].

O espalhamento elastico ocorre sem variagdo do comprimento de onda e consequentemente

sem perdas de energia. Trata-se do processo para determinacdo de estrutura pro técnicas de

difracdo de raios X e sera explicado em detalhe nas proximas secdes.

6.3.2 Espalhamento de Raios X por um elétron livre

Considere uma onda eletromagnética (OEM) monocromatica cujo campo elétrico € dado por:

Ei(F, t) = Ei e_i(Ei'F_Wi t) (30),
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incidindo sobre uma elétron livre de carga e e de massa m, ki e w; sdo vetores de onda e
frequéncia angular da onda incidente respectivamente. O elétron experimenta entdo uma

aceleracdo devido ao campo incidente, dada por:
5 = <
a=— (31).

De acordo com a Teoria Eletromagnética, quando uma carga € acelerada esta emite radiacéo e

a onda espalhada e descrita por:
E (1) = E, ei(Kef-wit) (32)
A amplitude da onda espalhada, calculada em 1898 por Thomson, é dada por:
1 2
Es = -E; (n?—cz) sen @ (33),

onde c é a velocidade da luz e ¢ é o angulo entre k; e o eixo de vibragdo do campo elétrico

incidente, conforme mostrado na Figura 6.2. O espalhamento é caracterizado pelas variagdes

no momento Q e na energia E dados por:
Q =k — Kk (34)
h
AE = ; (Wi - Wf) (35),

onde h é a constante de Planck. No caso de espalhamento elastico, a frequéncia angular ndo
varia durante a interacdo (w; = ws) e consequentemente a energia da radiacdo também sera

conservada (AE = 0). A onda espalhada elasticamente pode entéo ser descrita por:
2 . o
Es(F,6) = ~F; (=) sen @ e {(KiF-wit) (36),

onde k¢ é um vetor unitério na direcéo de k.
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Figura 6.2 - Representacdo esquematica do espalhamento Thomson.

6.3.3 Difracdo por uma linha de atomos

Considere uma onda plana incidindo sobre uma fileira de N atomos idénticos igualmente

espacados (Figura 6.3) dada por:

AG Y = ei(kif-wit) (37),

Se a onda incidente sofrer espalhamento elastico pelos 4&tomos, a onda difratada sera uma
onda plana formada pela superposicdo das ondas espalhadas por cada aomo com o mesmo

maodulo de vetor de onda kg, ou seja:

Ad — e—i(Wt) Z]Nz—ol A] ei( Ed_il)ij (38)’

onde o fator A; € a fracdo da onda espalhada por cada atomo j, x; representa a posi¢do de cada

atomo.
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Onda Difratada

Onda Plana
Incidente

Figura 6.3 - Difrac@o de uma onda plana incidente sobre uma fila de atomos igualmente
espacados. No caso de um observador posicionado no infinito, a onda difratada pode ser
considerada uma onda plana (Limite de Fraunhoffer[59]).

A onda difratada por cada a&tomo possui uma diferenca de fase em relacdo a onda incidente

(Figura 6.4) devido a diferenca de caminho 6ptico dada por:

—

(Ed - Ei).ij = S.%; = S.xj(cos p — cosv) = S.j.x(cos pu — cosv) (39),

onde S = (Ed - Ei) e j designa a posicdo relativa do j-ésimo atomo da linha em relacdo a

origem, adotada no primeiro atomo (j=0). Podemos definir o fator {3 por:

B = Sx(cosp — cosv) (40),

de forma que a diferenca de caminho seja o produto j.[3. A expressdo para onda difratada é

entdo, uma série geométrica cuja soma dos termos é conhecida:

-1

( (N_l)s—wt) sen(NB/2)

_ —i
Ad = Ae 2 sen(B/2) (42)
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Considerando todos os 4&tomos idénticos, todas os &tomos espalhardo a radiagdo da mesma

forma, logo:
A=1/N (43).
Temos entao:
_i( w_wt) ( B )
_e sen(N(/2
A= @y Y

A intensidade da onda difratada é dada por:
Iq = |Aql? (45),

1 sen? (N—B)

(46).

Iy = ———2
o]

Onda
Difratada

Onda Plana
Incidente

Figura 6.4 - Diferenca de caminho éptico provocado pela difracéo (em vermelho).
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A Figura 6.5 apresenta a intensidade da onda difratada para alguns valores de N. A
intensidade dos méximos secundarios (observados tanto para N=10 quanto para N=100) é
aproximadamente 5% do valor dos maximos primarios[60]. Desta forma, a medida que N

aumenta as intensidades se tornam discretas.

—N=2
— N=10
N=100

1.0+
0.9~
0.8 -
0.7
0.6
0.5~
0.4
0.3
0.2

oo J W J M J \A J

5 4 -3 2 -1 0 1 2 3 4 5

Figura 6.5 - Intensidade da onda difratada para N=2,10 e 100.

Intensidade

6.3.4 Difragao por cristais

Em um experimento de difracdo de raios X com uma amostra cristalina sdo observados picos
de interferéncia construtiva em diregdes muito especificas, assim como no caso

unidimensional da secdo anterior. O conjunto destes picos formam uma rede reciproca
relacionada a rede da estrutura cristalina da qual ela se deriva. O vetor h descreve esta rede e,

é definido por:

h = h3* + kb* + 1&* (47),
onde h,k e | s0 ntimeros inteiros e 3, b*, &* formam uma base do espaco reciproco.

Geometricamente, observamos difragdo quando a condi¢do conhecida como Lei de Bragg for

satisfeita, ou seja, quando:
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2d senB = nA (48),

onde d é a distancia entre dois planos cristalograficos, 6 é o angulo de incidéncia da radiacédo

e n é um inteiro. Pode ser mostrado que:

[u=y

d = (49).

Para estimar a amplitude de um onda espalhada por um cristal considere inicialmente os
feixes espalhados por elementos de volume separados de r conforme indicado na Figura 6.6.
O nGmero de atomos na regido compreendida entre ¥ e T + AT é proporcional a p(¥)Ar, onde

p(f) é a densidade eletrénica. Observando a figura notamos que, da mesma forma como
descrito para uma linha de atomos, a fase da onda incidente sofrerd uma variacdo de i(kd —

Ei). I e portanto a amplitude da onda espalhada elasticamente sera dada por:

Eq o Eop(r) el(kKa=ki ) Far (50),

onde E, é a amplitude da onda incidente.

Onda
Difratada

Onda
incidente

Figura 6.6 - Diferenca de caminho Optico na difracdo em um cristal
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Obtemos uma expresséo para a amplitude da onda espalhada E4(r) por todo o cristal somando

a contribuicdo de cada elemento de volume:

Eq < [p(@e?™TTd¢ (51),

onde r*= (Ed — Ei)/zm € um vetor genérico do espaco reciproco tal que:

« __ 2sin®
' =— (52),

onde 26 é o angulo entre o feixe incidente de raios X e a direcdo de observacdo e A € 0
comprimento de onda. Desta forma, a amplitude onda espalhada é diretamente proporcional a

Transformada de Fourier da densidade eletrénica:

E4 x F(7) (53),

onde:
FE) = [, p ®e*™ TdE (54).

Para descrever matematicamente o cristal, considere uma rede de pontos representada pela

soma de fungdes Delta de Dirac:

L(I‘) = Zl(fv,W:—Oo 8(F - Fp) (55)a

onde T, = ud+ vb+ wc representa o vetor da rede eu,vewsdo nimeros inteiros. A

densidade eletrénica do cristal é dada por:
pcrist(r) =P cel (F) L(F) (56).
A transformada de Fourier da densidade eletronica F(¥*) de um cristal sera:

F(F*) = fVol pcrist(r)ezm?fdr (57),

FE) = [y (P cet® S we-oo 8F — ) €™ Tdr (58).

Utilizando o teorema da convolucgéo:

FI) = F{pcea (MIF{L(D} (59),

F(#*) = 7 Timiie—o 8(F° — h) F(F*) (60).
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Logo, pela definicdo da funcdo Delta de Dirac:

F(H) = fcel pcel(F)ezmh'Fdr (61).

onde h = hd* + kb* +1¢* é um vetor da rede reciproca. A densidade de carga da celula
unitaria pce](7) pode ser considerada como o produto do poder de espalhamento por unidade
de elementos espalhadores vezes a densidade eletronica de elementos espalhadores. A
primeira parte do produto (espalhamento por elétron) pode ser incluido na equagdo como uma
constante multiplicativa . A densidade de elementos espalhadores pce(r), pode ser
considerada em primeira aproximacdo como a soma das distribui¢bes de carga esfericamente

simétricas centradas no ndcleo de cada atomo da célula unitaria como indicado na Figura 6.7.

Figura 6.7 - Representacdo de uma distribuicdo de carga esfericamente simétrica.

Assim, a densidade de carga da célula unitaria sera dada por:
pear(t) = e XLy p([F —T]) = XL, p(r) (62),
e portanto:
F(}_{) = fcell(s YL, p(r")) e2mhi gy (63).
Fazendo a mudanca de variavel adequada obtemos a expressédo do fator de estrutura:
F(h) = XN, f;(H)e?™T (64),
onde:
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f;(h) = F{p;(1)} (65).
£(h) = [, p(r)e>™ dr (66),

¢ chamado fator de forma atémico do j-ésimo atomo da célula unitaria. Para um atomo
esfericamente simétrico, modelo que despreza os elétrons de valéncia, a densidade eletrénica

é uma funcéo radial e o fator de forma pode ser calculado utilizando coordenadas esféricas.

Fazendo o vetor h paralelo ao eixo z na equagéo 66 temos:

f,(h) = foR fOZT[ fon p(r) r? sen¢ e?™Mbreoseqrdpdo (67),

fi(h) = 2m fORp(r) r? (f(;T sen¢ e2mMhreoseqe) dr (68).
A integral entre paréntesis na expressdo acima é uma solucdo da equacdo de Bessel[61] cuja
solucdo é dada por[53]:

R . (2mhr)
fi(h) = 4n [ p(®) rz%dr (69).

Chamando:

U(r) = 4nr?p(r) (70),

onde U(r) é a distribuicdo radial de cargas do atomo, temos:

sen(2thr)
2mhr

f(h) = [, U(r)

dr. (71).
Observe que o fator de estrutura € uma grandeza complexa:
F(h) = XN, f; ()™ (72),
F(H) = Fhkl ei‘phkl (73)

onde Fjy; € seu mddulo e @y, € sua fase.

A densidade eletronica ndo pode ser obtida diretamente de um experimento de difracdo de

raios X devido a incoeréncia temporal e espacial das fontes convencionais de raios X,
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baseadas em tubos de raios X e Luz Sincrontron®[62]. Somente a intensidade da radiac&o
difratada pode ser medida e esta é proporcional ao quadrado do fator de estrutura:

1(h) a[F(B)|” (74).

Desta forma a informacdo contida nas fases é perdida. Este problema pode ser contornado
utilizando técnicas de faseamento como por exemplo o método de Substituicdo molecular
apresentado a seguir. Uma vez obtidas as fases apropriadas, a densidade eletrénica pode ser

obtida pela transformada inversa de Fourier:

N 1 _ ey
p(r) = ;Zh,k,l Frig e~ 2™ (75),

onde V é o volume da célula unitaria.
6.3.5 Tensor de Deslocamento

As oscilagdes da posicdo dos atomos em um cristal devido a temperatura, ou mesmo
imperfeicdes na rede cristalina, causam alteracdes da densidade eletronica obtida utilizando
difracdo de raios X, chamada correcdo de Debye[53]. O fator de estrutura corrigido é dado

por:
F(R) = Z5o XL £ (1) Te2™5 5 (76),

onde Tj é o tensor de deslocamento, tal que:

sen20

T=e " 22 (77).

]

O tensor de deslocamento pode ser isotropico, caso ndo existam direcdes de oscilacdo

preferenciais. Neste caso:

B = —81T2Uj (78),

“V Um feixe de elétrons colide com um anteparo e ha emisséo de radiacéo branca (Bremsstrahlung) e picos
acentuados referentes a transicGes eletronicas (K& Kg ). Estes ultimos sao selecionados para a realizagdo de
experimentos.

* Neste caso um feixe de elétrons sofre aceleragdo, emitindo radiacéo.
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onde Uj=1u.u e U € o deslocamento da posicdo de equilibrio. No caso do tensor de

deslocamento anisotrépico, o fator B descreve os graus de liberdade impostos por exemplo

por ligacOes quimicas presentes no material.

6.4 Substituicdo Molecular

Este método de resolucdo estrutural se aplica aos casos em que a estrutura de uma proteina
similar a estudada é conhecida. Esta molécula similar serve de modelo do qual se obtém um

conjunto de fases iniciais.

Um conjunto de seis coordenadas (trés angulares e trés translacionais) descrevem a
transformacédo do conjunto de coordenadas do modelo (X”) para 0 conjunto que representa a

molécula em estudo (x):
X =[C]x +t (79).

A funcdo de Patterson P(u), também chamada de autoconvolucdo da densidade eletrénica, é

definida por :

P = [, p(® p(¥ + 1) dv (80).

Usando a expressdo (72) que relaciona densidade eletrénica e fator de estrutura, podemos

mostrar que:
P(ﬁ) = %Zh’k,llF(B))lze_zniﬁ'ﬁ (81),

podendo, portanto, ser calculada sem o conhecimento das fases.

A funcdo de Patterson serd diferente de zero sempre u indicar um vetor que descreve a
distancia entre &tomos na célula unitaria. Entre os varios algoritmos utilizados nos célculos de
Substituicdo Molecular, algoritmos estes que comparam a fungéo de Patterson do modelo e da
molécula em estudo, destaca-se o algoritmo AMORE[63].

As etapas de obtencdo das coordenadas angulares e das coordenadas translacionais podem ser
separadas gragas & uma importante propriedade da funcdo de Patterson[62]. Os picos da
funcdo de Patterson que representam a convolucdo de uma molécula com ela mesma (auto-
vetores) sdo encontrados no interior de um volume da mesma ordem do volume da molécula.
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Desta forma, se esta molécula sofrer rotagdo somente os picos no interior deste volume

sofrem alteracdes.

Definimos a funcdo de auto-rotacdo R(a, 3,y) pela convolucdo entre a fungdo de Patterson

(Pops) do modelo e a fungio do modelo (Pmod):

R(O() B'Y) = fU Pobs(u) Pmod(u)du (82)’

onde U representa o volume do mapa de Patterson que contem os auto-vetores de Patterson. O
modelo é rotacionado sistematicamente para obter as coordenadas angulares a, 3,y que

maximizam a funcao de rotacéo, ou seja para obter a matriz de rotagéo [C].

O préximo passo consiste em determinar as melhores coordenadas de posic¢éo t da molécula
modelo. Para isto definimos a funcdo de Translacdo, dada pela convolucdo da funcdo de
Patterson dos fatores de estrutura observados e dos fatores de estrutura do modelo

translacionado (Py):

T() = [ Pobs(WP([Clu+t) du (83).

Assim como a funcdo de rotacdo, a funcdo de translacdo sera maxima quando os mapas de
Patterson observado e do modelo possuirem maior similaridade. Apds obter as coordenadas
angulares e translacionais, um conjunto de fases iniciais é atribuido aos mddulos dos fatores
de estrutura medidos para posterior refinamento e constru¢cdo de um modelo de densidade
eletrbnica. Este também é refinado para a determinacdo da estrutura tridimensional da

molécula em estudo.

6.5 Refinamento

O refinamento consiste em ajustar o modelo a densidade calculada, respeitando, no caso da
cristalografia de proteinas, a posicéo espacial da cadeia principal, a sequéncia de aminoacidos
que definem as cadeia laterais e as e moléculas de agua de hidratacdo. Este ajuste é feito com
a ajuda de métodos de otimizagdo tais como Minimos Quadrados ou Maxima Entropia[62]. A

evolucdo do refinamento é acompanhada pelo monitoramento da quantidade chamada R-
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factor, que estima a diferenca entre o fator de estrutura observado (Fobs(ﬁ)) e

calculado(Fcalc(ﬁ)) definido por:

= Bl @)
Os ajustes no modelo podem ser realizados em cada residuo de aminoacido com a ferramentas
gréficas tais como o COOT[64]. O algoritmo REFMAC[65] pode ser utilizado para realizar o
refinamento, baseado no método de Maximizacdo da Entropia. O algoritmo FFT (Fast
Fourier Transform) € utilizado obter o novo mapa de densidade eletrdnica. Estes algoritmos
estdo disponiveis livremente na interface CCP4[2].
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Capitulo 7 - Resultados

7.1 Crescimento de cristais por Difusdo de vapor e Batch

A lisozima cristaliza-se de forma otimizada para concentracfes de proteina entre 20 e 100
mg/mL em solucdo aquosa de pH 4.6 tampdo: acetato de sddio 0.2 a 4M e concentracdes de
NaCl entre 0.5 a 2M[66,67].

Ensaios de crescimento para solucdes nessas condigdes mostraram a formacao de cristais com
tempo inferior a doze horas. O ensaio escolhido foi filmado a temperatura ambiente por uma
camera acoplada a uma binocular[68] empregando um filtro vermelho para comprimentos de
onda abaixo de 600nm, pois a radiacdo de 280nm promove a excitacdo do aminoacido
triptofano o que influencia a taxa de agregacdo da proteina[69]. A Figura 7.1 mostra
fotografias em alguns instantes do processo de cristalizacdo. Foi determinado o tempo para

surgimento dos primeiros cristais visiveis de lisozima de aproximadamente nove horas.

A temperatura pode influenciar o produto final de experimentos de cristalizagédo por alterar a
solubilidade[70], a taxa de difuséo e facilitar ou dificultar os contatos entre as moléculas[71] e
até mesmo mudar a simetria do cristal obtido[72]. No entanto, este parametro ndo €

comumente verificado e seus efeitos podem inviabilizar a cristalizacdo[9].

Com o objetivo de analisar a dindmica da cristalizacdo e a influéncia da temperatura no
namero de cristais obtidos, foram realizados ensaios repetidos de cristalizacdo de Lisozima
para temperaturas entre 4°C e 30°C utilizando estufas de temperatura controlada[73]. Para
cada temperatura foram realizados dez ensaios utilizando a técnica de gota depositada com
concentracdo de proteina utilizada foi de 45mg/ml, NaCl 0.5M, tampé&o acetato 0.25M pH4.5

e volume de gota de 2pl.

A andlise do nimero médio de cristais obtidos por gota de 2ul, apos treze horas de
crescimento, em funcdo da temperatura (Figura 7.2) revela uma mudanca no regime de

formacao de cristais em aproximadamente 12°C, que ja havia sido relatado na literatura[74].
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Figura 7.1 - Ensaio de cristalizacédo de lisozima por difusdo de vapor observado com
aumento de 50 vezes apds (a)7 horas, (b)9 horas, (c)9hs30min e (d) 13 horas. A seta em 6(b)
indica o cristal que cresce conforme as figuras subsequentes.
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Figura 7.2 - Influéncia da temperatura no namero medio e no tamanho medio de cristais de
lisozima obtidos na técnica de gota depositada de volume 2.4 apds 13 horas de experimento.

A concentracdo de proteina foi 45mg/ml, NaCl 0.5M, tamp&o acetato 0.25M pH4.5.
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Figura 7.3 — Cristais obtidos em ensaios de cristalizacéo de Lisozima por batch em diferentes
temperaturas apos treze horas de experimento. A concentracao de proteina utilizada foi de 20
mg/ml, NaCl 0.5M, tampao acetato 0.25M pH4.5 e Azul de metileno 2mM.

7.2 Analise dinamica do crescimento

Durante a cristalizacdo por batch[9], os cristalitos estdo dispersos em solugédo. Flutuacdes da
intensidade de luz espalhada por estes cristalitos pode ser utilizada para determinar o
coeficiente de difuséo e consequentemente a distribuico raios das particulas dispersas.



A evolucdo temporal do raio hidrodindmico das particulas pode revelar se a temperatura é um
fator determinante para a nucleagdo e crescimento de cristais de proteina. Com este objetivo,

foram realizados ensaios de cristalizacdo de Lisozima empregando a técnica de DLS.

7.2.1 Medidas de DLS por retroespalhamento

O experimento de espalhamento de luz consiste basicamente em incidir luz polarizada de um
laser sobre uma amostra fluida e coletar a luz espalhada pelo meio a uma certa distancia e
angulo. O laboratério de Fisica de Sistemas Biologicos do Departamento Fisica da UFMG

possui um sistema para medidas de DLS por retroespalhamento.

A técnica de cristalizacdo de lisozima utilizada foi difusdo de vapor/Sitting drop, conforme a
montagem representada na Figura 7.4. A condicdo de cristalizacdo utilizada foi de 40mg/ml

de lisozima a (solucdo méae) e o poco de 1M NaCl e 0.5M tampéo acetato de sodio pH 4.6.

Laminula de vidro

Graxa de silicone

O'ring

Solucdo de precipitante

Solucéo de Proteina e precipitante

Figura 7.4 - Diagrama esquematico da montagem para cristalizacao de lisozima por difusao

de vapor/ Sitting drop.

Conforme a Figura 7.5, um feixe de laser incide em um semi-espelho na base de um
microscopio invertido[75] e pode ser colimado pela lente objetiva na amostra. Parte da luz
incide sobre a amostra e parte é coletada pela fotomultiplicadora (EG&G Optoeletronics)
sendo a intensidade de luz detectada convertida em sinal elétrico. Este sinal € analisado pelo

correlacionador.
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Amostra

Semi-espelho

’ ICorreIacionador I .

Andlise dos dados

Figura 7.5 - Aparato experimental utilizado nas medidas.

A montagem utilizada é heterodinea, ou seja, o feixe que incide na fotomultiplicadora é
composto por luz espalhada pela amostra e luz ndo espalhada. A
Figura 7.6 mostra uma medida de correlacdo de fdétons obtida durante o processo de
cristalizacéo.

Os dados obtidos mostram uma oscilagdo de intensidade da luz espalhada que pode ser
decorrente da evaporacao da solugdo de proteina e precipitante na superficie da gota. Assim,
0s experimentos realizados com a montagem mostarda na Figura 7.5 ndo permitem a analise

da evolucdo do crescimento de agregados por DLS.

Intensidade da luz espalhada x tempo de medida
100+
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8 godl fﬂ‘
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g . v Vv
70 : : : :
0 150 300 450 600
Tempo (s)

Figura 7.6 - Variacéo da intensidade de luz no correlacionador durante a amostragem.
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7.2.1 Medidas de DLS por espalhamento a 90°

Foram realizadas medidas durante o processo de cristalizagdo por DLS no Laboratdrio de
Fluidos Complexos do Departamento de Fisica/lUFMG. Este laboratério conta com uma
montagem homodinea, em que somente a luz espalhada é coletada por um correlacionador
digital (Figura 7.7).

=5 Correlacionador > \

Anélise dos dados

Amostra

Figura 7.7 - Diagrama esquematico da montagem homodinea utilizada. A temperatura do

meio espalhador é controlada por um sistema de resfriamento.

Uma desvantagem desta montagem é o volume de solucdo empregado. Em ensaios rotineiros
de cristalizacdo, cada condicdo é testada com volumes da ordem de 1-2 uL. Os experimentos
de espalhamento de luz foram realizados com amostras de 250 pl de solugdo com
concentracdo de lisozima de 20mg/ml, concentracdo de NaCl de 0.5 M e concentracdo de
tampdo acetato 0.25M com pH 4.60. Foi utilizada a técnica de batch para cristalizacdo. As
medidas foram iniciadas imediatamente apds a mistura da solugédo de proteina e da solugdo de

precipitante para atingir as concentrages ja citadas.

Considerando que as particulas executam movimento browniano com posigdo 7;(t) e que
cada uma destas contribui para a amplitude da onda espalhada com uma parcela exponencial,
a intensidade de luz espalhada (I) por uma suspenséo coloidal € diretamente proporcional ao
fator[44]:

La|Sn, belan®|* (8s).

A Figura 7.8 mostra uma curva de correlacdo de intensidades tipica para o sistema estudado
em que sdo observados dois decaimentos exponenciais. Foi suficiente o uso de duas

exponenciais no ajuste, conforme a expresséo:
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C(t) = Ag(Ae 11T + e T2T)2 + bkg (86),

onde as os parametros Ay, A;, e bkg sdo ajustadas aos dados experimentais e as taxas de

decaimento I'; e I'; sdo dadas por:
I =q°D (i=12) (87),

onde D é o coeficiente de difusdo translacional.

1600000 = Dados experimentais
— Curva de Ajuste

= ]
G 1500000 ~

Equag:o C(t) =( A(AOexp(-g1t)+ exp(-g2t))"2 +1)bkg

1400000
R quadrado 0.99924
Value Standard Error
0.38766 0.00121
0.14529 0.00421
0.02336 0.00121
2.04827E-4 1.60951E-6
1.02277E6 496.38823

1300000

1200000

1100000

1000000

LR | L | L | 1
10* 10° 10°
Tempo de correlacao t (us)

10" 10° 10

Figura 7.8 - Funcédo de autocorrelacdo medida durante a cristalizacdo de Lisozima a
temperatura de 5.5°C ap6s 2 minutos de preparo da solucéo.

Obtidos os valores experimentais de T; e T, a relagdo de Einstein-Stokes permite a obtencao

dos raios hidrodindmicos ry,; e ry,, das particulas em solucéo, dada por:

Ky, T
D=—2
6TIN I'y

(88),

onde T € a temperatura e 1 é a viscosidade.

Valores de raios hidrodinamicos ry; e ry, para as particulas (ou agregados) foram calculados a
partir dos ajustes dos dados obtidos em (5.5+0.3)°C e (21.1+0.3)°C. A Figura 7.9 apresenta 0s
raios obtidos para cada uma das temperaturas ao longo do tempo dos experimentos DLS. O
tempo total das medidas DLS foram de aproximadamente 10 horas, ou seja, 0 mesmo no qual
foi observada a formacéo de cristais por difuséo de vapor apresentado na Figura 7.1.
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Figura 7.9 - Evolucao temporal das distribuicdes de raio determinadas pelo ajuste de duas
exponenciais para as temperaturas de (a)5.5 °C e (b)21.1 °C.

Conforme observado na Figura 7.9, as populacGes de particulas em solugcdo com raios ru; € rny
e o0 regime de crescimento dessas particulas parece ndo depender da temperatura. A populacéo

rn1 flutua em torno de um valor médio constante da ordem de unidades de nandmetros para

ambas as temperaturas (Tabela 7.1).
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Temperatura(°C) | Raio rp; médio(nm)

(5.5+0.3) (7£1)

(21.1+0.3) (5.2+0.9)

Tabela 7.1 - Raio r,; médio para as temperaturas utilizadas.

O crescimento dos agregados (rn2) em ambas as temperaturas parece ser por DLA assim como
em outros estudos de cristalizacdo de lisozima[40]. No entanto o modelo matematico da
agregacdo DLA[41] para a evolugdo temporal dos raios hidrodindmicos ndo é satisfatdrio para
0 conjunto de dados obtido, conforme apresentado no Apéndice I.

Um ajuste da evolugdo temporal de ry, foi obtido empregando o modelo de crescimento de
particulas coloidais esparsamente recobertas por um adsorvente organico[76]. Nele as
interacdes que culminam em agregacdo ocorrem apds muitas colises entre as particulas e este
fendmeno ndo é limitado somente pela difusdo. A evolucéo dos raios hidrodindmicos é dada
por:

1
rhz(t) = R te (89),

onde R}, € o raio inicial e c € uma constante ajustada experimentalmente. Desta forma é
possivel determinar o tamanho inicial dos agregados que apresentam crescimento. O ajuste
obtido utilizando este modelo foi satisfatorio para as temperaturas de medida, conforme

apresentado na Figura 7.10 e na Tabela 7.2.

Temperatura(°C) | Raio inicial R}, (10nm)

(5.5+0.3) (7£1)

(21.1+0.3) (8+1)

Tabela 7.2 - Raio inicial R)), para as temperaturas utilizadas.

Diferente do que foi observado para a evolucdo temporal dos raios dos agregados, a
temperatura influencia dramaticamente a intensidade de luz espalhada para as solu¢Ges em
diferentes temperaturas, conforme a Figura 7.11. A intensidade de luz espalhada a baixa

temperatura é quase o dobro da intensidade a temperatura de 21.1°C.
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Figura 7.10 - Ajuste da evolucdo temporal dos raios rn, para as temperaturas (a)5.5°C e
(b)21.1°C utilizando o modelo de crescimento de particulas coloidais esparsamente
recobertas por um adsorvente organico.
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Figura 7.11 - Evolucéo temporal da contagem de fétons por minuto durante o processo de

cristalizacéo.

Incluir valores de R},e ¢ numa tabela! Sei que isto foi feito no apéndice mas eu colocaria algo

aqui, referente apenas aos ajustes feitos para a equacéo 88.

7.3 Solugéo e refinamento das estruturas

Com o objetivo de avaliar influéncia da temperatura nas amostras de lisozima obtidas, foram
realizados experimentos de difragdo de raios X na linha MX1 do Laborat6rio Nacional de Luz
Sincronton (LNLS)[77]. A Figura 7.12 apresenta exemplos de padrdes de difracdo obtidos

para esta proteina nas temperaturas de 4°C e 16°C.

Os modelos de estruturas foram obtidos utilizando algoritmo de substituicdo molecular AMORE e
refinados utilizando o algoritmo REFMAC, ambos disponiveis no pacote CCP4[2]. A Figura 7.13

mostra 0 Ramachandran plot obtido para a lisozima em ambas as temperaturas. Os residuos de
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aminodcidos apresentam posicOes estericamente permitidas. O Apéndice 1l apresenta o0s

pardmetros coleta de dados de difracdo de raios X e estatisticas de refinamento realizados
neste trabalho.

Figura 7.12 - Figuras de difracdo para cristais de lisozima crescidos a 4°C(a) e 16°C(b).

Ramachandran plot for all non-Pro/Gly residues

Ramachandran plot for all non-Pro/Gly residues

120

-60

-120 -120

Figura 7.13 - Ramachandran plot para lisozima a (a)4°C e (b)16°C.
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As estruturas obtidas para cristais de lisozima crescidos a 4°C e 16°C foram comparadas
entre si e com um modelo de referéncia®”' construido e refinado com ajuda de dados medidos
até a resolucdo de 0.94A. A Figura 7.14 apresenta o fator de desvio isotropico (B) para

lisozima a 4°C, 16°C e para o0 modelo de referéncia.

Mean B-factors (mainchain)

2 — Lisozima_094Aaniso_16_refine_2.pdb:chain A’
— Lisozima_094Aaniso_04_refine_5.pdb:chain ‘A’
— 11s5_0.94A _1sql_iso.pdb:chain ‘A’
4 ¢ Rotamers
20 A 4 Ramachandran
g 15
= /}
]
=]
2
w
g10}
A mt ¢
60 80 100 120 140

Residue

Figura 7.14 - Parametro B por residuo de aminodcido para lisozima a 4°C, 16°C e modelo.

“ pDBID: 1IEE.
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Capitulo 8 - Concluséao

O diagrama de fase da lisozima é conhecido[23] e, portanto, 0 grau de supersaturacdo do
sistema em relagdo & temperatura pode ser calculado, conforme a
Tabela 8.1. Lembrando que segundo a teoria classica (equagdo(8)) o raio critico é
inversamente proporcional ao produto T.In(S), o raio critico deveria aumentar da ordem de
17% entre 5.5 °C e 21 °C. No entanto, a analise dos dados obtidos por DLS realizado neste
trabalho ndo foi capaz de detectar o raio critico durante a nucleacdo. Estudos preliminares
empregando outras técnicas como Ressonancia Magnética Nuclear, Espectroscopia Raman e
Espalhamento de Raios X a Baixo Angulo (SAXS) também ndo permitiram, definir a natureza

fisica dos nucleos criticos[7].

Temperatura(°C) | S

5,5 14,1
21,1 2,3
Tabela 8.1 - Grau de Supersaturacéo (S) em fungdo da temperatura para o sistema medido
por DLS.

Os dados obtidos neste estudo durante a etapa de crescimento mostram a existéncia de duas
populagdes de agregados. Uma com tamanho da ordem de unidades de nandmetros (ry;) €
outra gque inicia seu crescimento com raio da ordem de 40nm (r},,). Resultados semelhante
foram relatados em estudos de espalhamento de néutrons de baixo angulo[78]. Mesmo com a
grande variacdo no grau de supersaturacdo nas diferentes temperaturas o regime de
crescimento de ry,, ndo sofre alteracGes. Entre todos os modelos utilizados para ajustar a
dindmica de crescimento da populacdo ry,,, 0 que melhor se ajusta aos dados experimentais
foi 0 modelo de particulas coloidais esparsamente recobertas por um adsorvente organico[76]
Figura 7.10). De acordo com este modelo, a agregacao seria limitada pelo nimero de colisdes

entre os agregados.

O numero de agregados em solucéo varia dramaticamente com a temperatura. Isto pode ser
comprovado pela intensidade de luz espalhada, conforme mostrado na Figura 7.11 e também
relatado em experimentos de espalhamento de néutrons[79] pois, a intensidade de luz
espalhada ¢é diretamente proporcional ao nimero de agentes espalhadores. Desta forma, para

temperatura de 5°C o nimero de agregados é maior que a 21°C. Isto estd de acordo com
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hipoteses descrita na literatura de que a taxa de nucleacdo seria superior para temperaturas
inferiores[80]. Porém, isto ndo explica a mudanca de regimes de cristalizagdo em 12°C

mostrado na Figura 7.2. Este Resultado ainda carece de estudos adicionais.

Embora as amostras apresentem tamanhos diferentes, caracteristicos das temperaturas nas
quais foi realizado o crescimento das amostras, ndo foram observadas mudangas significativas
nas estruturas obtidas por difracdo de raios X. As variagdes no parametro B em relacdo a
temperatura sdo despreziveis e 0 numero de moléculas de agua das estruturas dos cristais
crescidos a 4°C e 16°C, respectivamente 196 e 189, também confirma a semelhanca das

estruturas.
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Apéndice |

Ajuste da evolucdo temporal dos raios r,, para as temperaturas (a)5,5°C e (b)21,1°C
utilizando o modelo de crescimento DLA, DLA modificado e modelo de particulas coloidais

esparsamente recobertas por um adsorvente organico[76].

. 4.0x10°
E
3.0x10°
2.0x10°
(@)
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O modelo de DLA 1 foi apresentado na equacéo (10):

1
R(t) = Ry(1 + ct)4r.
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O modelo de DLA 2 ¢ dado por:
R(t) = A(t+ B)%>,
O modelo de Weitz foi apresentado na equacao (88).
I (t) = 1P, te .

A tabela a seguir mostra os parametros de ajuste obtidos para as temperaturas de 5°C e 21°C
para os trés modelos. Note que C para o modelo DLA 1 ndo pode ser determinado.

5°C 21°C
Ajuste DLA 1 Desvio padréo: 0,9578 | Ajuste DLA 1 Desvio padréo: 0,94521
Parametros Erro Parametros Erro
R, (M) 1,50E-08 8,92E-05 Ry (M) 3,10E-08 5,90E-05
c 58,9902 94594,5627 c 17,7927 96809,0006
df 2,6920 0,2036 ds 2,9068 0,1959

Ajuste DLA 2 Desvio padréo: 0,9296 | Ajuste DLA 2 Desvio padréo: 0,90323

Parametros Erro Parametros Erro
A 1,81E-08 4 65E-10 A 1,58E-08 3,43E-10
B 1486,2381 429,2644 B 3283,3641 890,7885

Ajuste Weitz | Desvio padrdo: 0,95901 | Ajuste Weitz Desvio padréo: 0,95067

Parametros Erro Parametros Erro
Ry, (m) 6,82E-08 1,06E-08 Ry, (m) 8,31E-08 1,36E-08
1/c 0,37143 0,01587 1/c 0,34397 0,01562
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Apéndice Il

Coleta de dados de difracdo de raios X e estatisticas de refinamento:

Lisozima (16°C) Lisozima (4°C)
Comprimento de onda (A) 1.54056 1.54056
Resolugzo dos dados (A) 27.05 - 1.65 (1.709 - 1.65) 27.05 - 1.65 (1.709 - 1.65)

(ultima camada)
Grupo de espago P4;2,2 P4,2,2
a=78.842 a=78.842
Célula Unitaria (A) b=78.842 b=78.842
c=37.194 c=37.194
Reflexdes Unicas 14459 (1438) 14459 (1438)
Completeza (%) 98.86 (99.86) 98.86 (99.86)
<I> /o(1) 28.85 (8.51) 28.85 (8.51)
Fator R 0.1792 (0.1956) 0.1821 (0.2026)
R-free 0.2269 (0.2632) 0.2220 (0.2663)
Moléculas de agua 189 196
Residuos de aminoécidos 129 129
RMS (Ligagdes) (A) 0.008 0.007
RMS(angulos) (°) 1.16 1.12
Ramachandran favorecidos (%) 96 96
Ramachandran discrepantes (%) 0 0
Fator B Médio (A?) 8.60 7.40
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