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RESUMO

Este trabalho apresenta um estudo cristalografico preliminar de
duas das iso-hemoglobinas do peixe cascudo (Liposarcus anisitsi),

denominadas frag¢do-I e fra¢do-IV. Dados de difracdo de raios X , foram

coletados para ambas fragdes com resolugdes de 2.8 A e 24 A

respectivamente, usando fonte de radia¢do sincrotron.

As fragdes tiveram suas estruturas preliminares resolvidas por
substituigdo molecular, ¢ em ambos os casos 0 modelo que apresentou
melhor resultado foi a carbomonoxihemoglobina da truta (Oncorhyncus
mykiss), os coeficientes de correlagdo obtidos foram de 67.1 % e 62.7 % e
08 Rpaores foram 36.5 % e 39 %.

Apenas a fragdo-IV foi submetida a todos os passos de
refinamento: refinamento de corpo rigido, refinamento posicional,
dindmica molecular e refinamento do fator de vibragdo térmica. Apos a
realizagdo de todos 0s passos 0 Ry foi de 20.0 % € 0 Ry foi 31 %.

O refinamento completo da estrutura da fragdo IV, devera ser
feito assim que seja obtida a seqii€éncia primaria.

O apéndice I foi aceito para publicagio na RBEF (Revista

Brasileira de Ensino de Fisica). Os resultados da anélise cristalogréafica da
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fracdo 1 da Hb do cascudo foram publicados na Acta Cryst. D (Anexo I), e

a analise da fragdo IV foi aceita para a publicagdo Acta Cryst. D (Anexo
I0).

Palavras chaves: cristalografia de proteinas, difragdo de raios X,
hemoglobina, peixe.
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Introdugio

CAPITULO 1

INTRODUCAO

1 — Introducgdo as hemoglobinas

Hemoglobinas (Hbs) sdo macromoléculas protéicas que estdo
contidas nos globulos vermelhos do sangue (eritrocitos) (fig. 1). Sua
principal fungdo € o transporte de oxigénio dos orgdos captadores para os
tecidos via respiragdo aerobica. Nos seres humanos cerca de 96% das
hemoglobinas do sangue arterial, que passam dos pulmdes para os tecidos,
encontram-se saturadas de oxigénio, mas apenas 64% das Hbs do sangue
venoso que retornam ao coragdo, apresentam-se saturadas de oxigénio.
Portanto, as Hbs liberam cerca de um ter¢o das moléculas de oxigénio que

transportam no trajeto dos pulmdes aos tecidos (Lenhinger ez al, 1995).
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12 3 4 5 ¢ 1 UNEGSP

Fig. 1 — Modelo com elementos da estrutura secundaria e os grupos hemes da
hemoglobina da Truta, onde cada cadeia polipeptidica esta colorida com uma cor
distinta, e os grupos hemes sdo destacados.

Aproximadamente um tergo da massa do sangue de mamiferos ¢
composta de hemoglobinas, sendo esta uma proteina alostérica de papel
fisiolégico importantissimo, pois um  Ser humano adulto consome O

equivalente a 250ml de oxigénio puro por minuto. Este oxigénio € usado

para prover energia para todos os tecidos e orgdos do corpo (Lenhinger ef

al, 1995).
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A Hb pertence a classe das proteinas globulares, devido ao seu

formato praticamente esférico, com didmetro de aproximadamente 55 A

(Stryer, 1996).

1.1 - O grupo heme

As hemoglobinas sdo constituidas por quatro cadeias polipeptidicas e
por quatro grupos heme. Duas cadeias da familia oo e duas cadeias da
familia 3, formando um arranjo tetraédrico. Por ser formada de quatro
cadeias peptidicas esta proteina ¢ chamada de tetramero. Cada cadeia
contém um grupo heme ligado por coordenagdo, localizado em uma fenda
que da acesso a superficie da molécula. Cada grupo heme liga-se a uma
molécula de oxigénio (Stryer, 1996).

O grupo prostético heme, responsavel pela cor vermelha
caracteristica do sangue, consiste de um complexo protoporfirina IX, que é
constituido de quatro anéis pirrdlicos, ligados por pontes o-meténicas
(- CH =), para formar um anel tetrapirrélico planar (fig. 2). No heme os
grupos substituintes sdo: quatro metilas, duas vinilas e duas cadeias laterais
de propionato. A protoporfirina faz ligagdo planar central com o atomo de

ferro (Fe*") (Murray et al, 1988).
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a)

Fig. 2 — Grupo Prostético Heme: a) modelo esquelético b) modelo em
esfera e bastdes. Figura extraida do Site: http://webl.andrew .cmu.edu/
course/09- 105/S98Slides36.html
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Como visto, a fun¢do primaria da hemoglobina é ligar-se ao
oxigénio, e transporta-lo na corrente sangiiinea desde os drgdos captadores

até os tecidos mais remotos, mas interagdes alostéricas habilitam a Hb a

transportar CO, € H' no sentido inverso. A Hb pode ligar-se ao CO, ap6s a

liberagdo de oxigénio, podendo transportar cerca de 15% do CO, do
sangue. Sendo, portanto, um agente facilitador do transporte de CO, dos

tecidos aos orgdos captadores, onde € liberado (Murray et al, 1988).

1.2 — Ligacao cooperativa do oxigénio a hemoglobina

A ligagdo de um oxigénio a molécula de hemoglobina causa
um aumento na afinidade desta para ligar-se ao proximo oxigénio. Isso
mostra que a ligagdo do primeiro ligante favorece a ligagdo do segundo e
assim sucessivamente (fig. 3). O mesmo acontece no caminho inverso: a
perda de uma molécula de oxigénio diminui a afinidade da proteina pelo
proximo ligante. Portanto, a ligagdo do oxigénio a hemoglobina ¢
cooperativa o que lhe permite ligar-se a quantidade maxima de O, no 6rgdo
respiratorio e liberar uma quantidade maxima de O, nos tecidos periféricos

(Stryer, 1996).
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@ m = : 1
Press&o Parcial de Oxigénio

mamHg

Fig. 3 - Curva de dissociag¢do do oxigénio da molécula de hemoglobina.
Adaptada do site:
http://www.wellesley.edu/Chemistry/chem227/bindprotns/hemoglobin.htm

O carater cooperativo da ligagdo do oxigénio a Hb, fica mais
notorio quando comparado a mioglobina. Suas curvas de dissociagdo de
oxigénio (fig. 4), mostram que para uma mesma pressdo parcial de
oxigénio a mioglobina apresenta uma porcentagem de saturagdo maior do
que a Hb. Isto significa que a mioglobina possui uma maior afinidade para
o oxigénio do que a Hb. A afinidade de ambas pelo oxigénio, pode ser
explicada pelo formato sigmoidal da curva de dissociagdo da Hb e pelo

formato hiperbdlico da mioglobina (Stryer, 1996).
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Mioglobina

o
|

Hemoglohina

% de Saturagao
o
n
1

— T 1 t
40 a0 100

Presséo parcial de 0,

mrmHg

Fig. 4 — Comparagdo entre as curvas de dissociagcdo de
oxigénio das moléculas de hemoglobina e mioglobina.

1.3 - Efeito Bohr

Em suas observagdes experimentais Bohr descobriu que, a um
pH abaixo do fisiolégico (7,4), a hemoglobina ndo se ligava ao oxigénio
com a mesma facilidade. Esta influéncia do pH na capitagdo ou liberagdo
do oxigénio ¢ conhecido como efeito Bohr (Lehninger et al, 1995). Este

efeito pode ser observado no grafico de saturagdo de Hb (fig. 5).
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Hb % Sat.

Pulmio

1 1 1 1 | 1

70 80 90 100 110 120 130
mmHg

Pressdo Parcial de Oxigénio

Fig. 5 — Efeito do pH na afinidade da hemoglobina pelo
oxigénio. Extraida do Site: http://ella.austin.cc.tx.us/~emeyerth/bohr.htm

Na figura 5 observa-se que a um pH mais baixo, a uma mesma pressdo de

oxigénio, a Hb apresenta-se menos saturada de oxigénio.

1.4 — Mudanca conformacional da molécula de hemoglobina
Quando o grupo heme ndo estd ligado a uma molécula de
oxigénio, observa-se que ele adota uma formagdo ndo planar. Isto acontece

devido ao fato do ion de ferro ser empurrado para fora do plano da

porfirina, cerca de 0,4 A, em dire¢do a histidina proximal a fim de

coordena-se a ela (fig. 6). Esta ligagdo ndo planar € caracteristica da forma
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desoxigenada da hemoglobina, também conhecido como estado (T) Tenso,
seguindo-se a nomenclatura do modelo de Monod, Wyman e Changeux
(MWC) (Monod et al, 1965).

Quando o ion de ferro coordena-se a molécula de oxigénio, a
protoporfirina adota uma configuragdo planar, e desta maneira o ferro
assume uma posi¢do no plano. Neste estado a Hb € dita oxigenada, ou

seguindo o0 modelo de MWC no estado R (relaxado) (Stryer, 1996).

Desoxigenada g Oxigenada

O, ( Livre ) s s a 0, (Ligado)=—"

Fig. 6 — Mudangas conformacionais induzidas pelo movimento do
ion de ferro.

Apos ligar-se ao O,, em pH fisiolégico, a hemoglobina muda
seu estado conformacional, provocando a liberag@o de protons.

Ha duas regides de contato entre as cadeias a € fB: al-Bl e

a2-B2. Apdés a mudanga do estado tenso (estrutura desoxi) para o estado

AVA
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relaxado (estrutura oxi), o dimero al-1 rotaciona 15° em relagdo ao outro

dimero. Fazendo com que alguns 4tomos na interface entre estes pares se

desloquem de até 6 A (fig. 7) (Murray et al, 1988).

Estado (T) Estado (R)
... 15° Rotagio

Fig. 7 - Mudangas conformacionais na estrutura quaternaria da
hemoglobina: Extraida do site: http://www.kumc.edu/ biochemistry/
bioc800/pro05-18.htm.

1.5 — Introdugio ao estudo das hemoglobinas de peixes

Hemoglobinas de peixes tém sido estudadas nestes ultimos
anos, principalmente devido as suas varias propriedades funcionais e a
multiplicidade de componentes presente em um unico individuo. Em

contraste com os mamiferos, os peixes mostram uma larga variagdo no




Introdugdo

numero de iso-hemoglobinas, apresentando também uma grande variedade
de comportamentos funcionais, em termos de ligacdo cooperativa de
oxigénio e controle alostérico por uma variedade de fatores quimicos. Isto
lhes confere uma grande habilidade de adaptar-se em diferentes ambientes
fisiologicos (Fago et al, 1997).

Hemoglobinas animais apresentam uma grande variedade de
comportamentos funcionais provavelmente decorrentes da gama de ajustes
entre as necessidades fisiologicas e a disponibilidade ambiental de
oxigénio. Nesta categoria, as Hbs de peixes tém mostrado exemplos
singulares de controle alostérico. Ha casos extremos como a auséncia de
efeito Bohr ou efeito Bohr drastico, presenga ou ndo de cooperatividade,
tetrAmeros com variada estabilidade face a dissociagdo e novos arranjos das
cadeias de globina (De Young et al, 1994).

Estudos estruturais recentes de Hbs de peixes, realizados por

difra¢do de raios X, mostram que esta apresenta grande similaridade com a

estrutura tridimensional da Hb humana (Camardella et al/, 1992; Ito et al,
1995; Tame et al, 1996, Mylvaganam e? a/,1996), com pequenas diferengas
nas regides N e C terminais, porém a identidade seqiiencial entre as duas €

pequena.
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1.5.1 - Efeito Root

A grande variagdo, em diferentes organismos, das
propriedades alostéricas das Hbs, especialmente as ligagdes com oxigénio,
fazem desta proteina um paradigma para estudos adaptativos das espécies.
Uma das adaptagdes mais interessantes € a do peixe Telost (Mylvaganam e?
al,1996), que usa sua hemoglobina ndo somente para levar o oxigénio das
guelras para os tecidos, mas também para oxigenar seus olhos contra uma
pressdo hidrostatica muito grande.

Um fen6meno importante, qualitativamente similar ao efeito
Bohr em Hbs humanas, encontrado em Hbs de peixes € o efeito Root,
descoberto por R.W. Root (Root, 1931). A unica fungdo bioldgica
importante do Efeito Root em Hbs ¢ a de superar a agdo do aumento do

gradiente de O, , proveniente da sua extrema sensibilidade as varia¢des de

pH, caracterizada pela redugdo dréstica da cooperatividade e da afinidade

por ligantes em valores de pH baixo (Mylvaganam et al,1996) (Ito et al,
1995).

O efeito Root pode ser considerado como um efeito Bohr
exagerado, no qual os protons servem como efetores alostéricos que
equilibram a alta afinidade do estado conformacional T, com a baixa
afinidade do estado conformacional R. Portanto, as Hbs que apresentam
este efeito ndo podem der saturadas completamente a pHs baixos (fig. 8)

(Mylvaganam et al,1996).
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[—
-

da Hb

fH 6.5

Efeito Bohr

N
-
1

Efeito Root

Porcentagem de saturagdo

=5
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50 100 150

Press3o Parcial de Oxigénio (mmHg)

Fig. 8 — Curva de saturagdo para hemoglobinas que apresentam Efeito Bohr
e Efeito Root.
1.6 - Cristalizac¢do

A determinagdo da estrutura de uma macromolécula bioldgica
fica grandemente facilitada se um grande nimero de moléculas idénticas
puderem ser arranjadas de maneira regular. Esta condigdo pode ser obtida
através da cristalizagdo. Com a obten¢do de um cristal é possivel usar o
método da difragdo de raios X, para coleta de dados e realizar a andlise da
estrutura do cristal ( Stout e Jensen, 1989).

Cristalizagdo ¢ um processo de ordenagdo, no qual os atomos

ou moléculas assumem posi¢des regulares no estado solido. Em geral, o
processo de cristalizagdo, em seu estagio inicial, envolve o fendmeno de

nucleagdo, onde um nucleo de crescimento é formado, através da deposi¢do
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de faces cristalinas. Este processo pode ser considerado como um equilibrio
dindmico entre as particulas no estado liquido e no estado sélido. Desta
maneira, o cristal cresce quando o equilibrio ¢ deslocado no sentido da
solidificacdo ( Stout e Jensen, 1989).

Para o crescimento de cristais adequados para estudos em
cristalografia de proteinas € necessario controlar fatores que influenciem a
cinética de crescimento dos cristais, tais como: pH, temperatura, pureza e
concentra¢do da amostra, com o objetivo de evitar o crescimento rapido de

varios nucleos pequenos e indesejaveis (Drenth, 1994).

1.6.1 — Processos de Cristalizacio (Drenth, 1994)

Um primeiro passo na tentativa de obter um bom cristal, que
sirva para a coleta de dados de difrag¢do de raios X, € certificar-se da pureza
do material a ser utilizado.

O segundo passo € obter a condi¢do de cristalizagdo:

(1) - Encontrar o solvente adequado para a proteina,

(2)- O solvente ¢ normalmente uma solu¢do aquosa tamponante ou
organica.

(3)- A solugdo € levada a super saturagdo com o objetivo de provocar a
nucleacio.

Neste passo, para a formagdo do nucleo € necessario um aumento

energético na tensdo superficial, pois uma barreira energética tem que ser
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superada para iniciar a cristalizagdo. Esta barreira ¢ facilmente superada
a um alto grau de saturagdo.

(4)- Apos o inicio do crescimento do cristal, novas moléculas sdo ligadas a
superficie do cristal, provocando um crescimento lento do mesmo € um
decréscimo nos valores de supersaturagao.

Os métodos mais utilizados para cristaliza¢do de proteinas sdo:

dialise, interface de difusdo livre, “Batch” e difusdo de vapor.

1.6.2 — Cristalizacdio por difusiio de vapor

Um dos métodos usuais em cristalizagdo por difusdo de vapor
¢ o método da gota suspensa (fig. 9). Este método consiste no preparo de
gotas, com volume variando normalmente de 1 a 10 pl de solugdo de
proteinas, misturadas em igual quantidade de solugdo precipitante em uma

laminula de vidro.

r
Laminula de vidro Graxa dea Vacuo

N
\—y

Solugao precipitante

Gota Suspensa

Fig. 9 — Cristalizagdo pelo método da gota suspensa.
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1.7 — Difracdo de Raios X (Blundell e Johnson, 1976)

A difragdo de raios X por cristais, ocorre como um resultado
da interagdo dos raios X com a distribuicdo eletrénica de carga do reticulo
cristalino. A natureza ordenada da distribui¢do eletronica de cargas, onde
mais elétrons estdo distribuidos em torno do nucleo atdmico, com um
arranjo regular ¢ com uma periodicidade translacional, faz com que a
superposi¢do de espalhamentos de raios X formem regides de interferéncia
construtivas e destrutivas conforme a diferenga de fase, produzindo um
padrdo de difragdo (apéndice I).

A unica quantidade medida em um experimento de difracéo

por um cristal é o conjunto de intensidades e suas posigdes relativas:

2
Ly < thidl

onde a intensidade é proporcional ao quadrado do fator de estrutura.

1.8 — Substituicdo Molecular (Drenth, 1994)

Apés a coleta dos dados da difragdo de raios X, obtém-se as
intensidades referentes a cada um dos indices de reflexdes. Para que a
estrutura de uma macromolécula biologica seja determinada, por
cristalografia, é necessario conhecer ndo somente as intensidades devido a

cada uma das reflexdes, mas também a fase relativa de cada uma delas.
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Porém nenhuma informagdo acerca das fases pode ser obtida no
experimento de difragdo.

Um dos métodos possiveis de resolver estruturas de macromoléculas
biolégicas, entre outros, ¢ 0 método da substituigdo molecular (apéndice
II), porém o uso deste método requer a existéncia de uma estrutura ja
resolvida, que tenha algum tipo de similaridade com a que deseja-se
resolver. Este método tem se tornado cada vez mais usual, com 0 aumento
do niimero de estruturas depositadas no banco de dados de proteinas (PDB)

http://www.rcsb.org .

1.8.1 — Descri¢do do método (Drenth, 1994)

O método da substituigdo molecular ¢ usado com o objetivo de
encontrar uma primeira estrutura, passivel de refinamento, da proteina
desconhecida. Partindo do seguinte principio: se as proteinas possuem
alguma similaridade, seus padrdes de difragdo também deverdo possuir
alguma concordincia. N3o exatamente o padrdo de difragdo, mas sim as
transformadas de Fourier dos fatores de estruturas. O método explora estas
concordancias com o objetivo de obter as fases iniciais da proteina
desconhecida. Em uma primeira aproximag¢do as fases do modelo sdo
usadas na proteina desconhecida.

Transferir a estrutura molecular do modelo para o arranjo cristalino

da proteina desconhecida € o principal problema do método. Para que isso
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seja feito € necessario uma orientacdo adequada e um posicionamento

preciso do modelo na cela unitaria alvo, através de aplicagdes sucessivas de

translagdes e rotagdes, até que um melhor indice de concordancia entre os

fatores de estrutura observados e calculados seja obtido.
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Capitulo 2

Objetivos

As hemoglobinas de peixes tém sido grandemente estudadas
nos ultimos anos, isto se deve principalmente as variagdes em suas
propriedades funcionais e a presenca de iso-hemoglobinas. Alguns
pesquisadores propuseram uma regra adaptativa para esta multiplicidade
funcional e para a presenca das iso formas. Por outro lado, outros
pesquisadores ndo encontrando diferengas significantes nas iso-
hemoglobinas, consideraram que estas sdo remanescentes evolucionario
das hemoglobinas.

Independente da diversidade de idéias, o estudo cristalografico
de estruturas de hemoglobinas, devera contribuir para melhorar o
entendimento das fungdes das hemoglobinas.

De uma forma geral, este trabalho tem por objetivo o estudo
preliminar da fragdo IV da hemoglobina do peixe cascudo, procurando
destacar algumas similaridades estruturais desta Hb com outras Hbs de
peixes. Ndo € objetivo deste trabalho a realizagdo de um estudo funcional

da estrutura da LaHb-IV.




Materiais ¢ Métodos

CAPITULO 3

Materiais e métodos

3.1.1 — Cristalizacio da fragio I da hemoglobina do Liposarcus
anisitsi. (LaHb - I).

A forma oxigenada da LaHb — I, foi concentrada a 10 mg/ml
em 50mM Tris em tampdo com pH 8.5. Alguns cristais foram obtidos em
diferentes condigdes de cristalizag¢do, utilizando-se o método da difusdo de
vapor em gota suspensa € a técnica da matriz esparsa (Jancarick e Kim,
1991), sendo que os melhores foram obtidos apds trés dias de crescimento.
A fig. 10 ilustra uma caixa de cultura de células linbro, utilizada no método
da matriz esparsa. As gotas foram montadas com 7 pul de solugdo de
hemoglobina (10 mg/ml) e com igual volume da solugdo do reservatorio. A
solu¢do usada no reservatorio foi 0.1 M HEPES pH 74 e 1.4 M de

Acetato de Sédio. Os dois melhores cristais foram transportados para um
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tubo capilar de borosilicato de 1.0 mm, para coleta de dados de difragdo de

raios X (anexo-I).

Fig. 10 — Caixa de cultura de células linbro.

3.1.2—- Cristaliza¢io da fragio IV da hemoglobina do Liposarcus
anisitsi (LaHb - IV).

A forma oxigenada da LaHb — IV, foi concentrada a 10 mg/ml
em 50mM Tris em tampdo com pH 8.5. Alguns cristais foram obtidos em
diferentes condi¢des de cristalizagdo, utilizando-se o método da difusdo de
vapor em gota suspensa € a técnica da matriz esparsa (Jancarick e Kim,
1991), sendo que os melhores foram obtidos apds dois dias de crescimento.

As gotas foram montadas com 7 pl de solu¢do de hemoglobina (10 mg/ml)

AVA
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e com igual volume da solugdo do reservatorio. A solugdo usada no
reservatorio foi de 0.1 M Tris pH 8.5, 0.2 M Acetato de Sodio e PEG 4000
30%. O melhor cristal (fig. 11) foi transportado para um tubo capilar de

borosilicato de 1.0 mm, para coleta de dados de raios X (anexo-II).

Fig. 11 — Cristal da Fragdo IV da Hemoglobina do Liposarcus

anisitsi

3.2.1 - Coleta de dados — fragio I
Os dados de difragdo de raios X foram coletados para os dois

cristais da LaHb — I a temperatura de 8 °C, a um comprimento de onda de

1,38 A, usando fonte de radiagio sincrotron da estagdo PCr do laboratdrio

Nacional de Luz Sincrotron, LNLS, em Campinas. Foi usada uma placa

AVA
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detectora de imagem MAR de 34.5 cm (MAR Research). Dados
preliminares da difragdo de raios X para os cristais I e II foram processados
a resolugdes de 2.77 A e 2.86 A respectivamente, usando o programa
Denzo (Otwinowski, 1993) e escalado com o programa SCALEPACK

(Otwinowski, 1993).

3.2.2 - Coleta de dados — fragdo IV

Os dados de difragdo de raios X foram coletados para o cristal
da LaHb — 1V a temperatura de 8 °C, a um comprimento de onda de 1,547
A, usando fonte de radiagdo sincrotron da estagdo PCr do laboratério
Nacional de Luz Sincrotron, LNLS, em Campinas. Foi usada uma placa
detectora de imagem MAR de 34.5 cm (MAR Research) com tempo de
exposi¢do de 2 minutos por imagem, com o cristal a uma distdncia de de
150mm do detector. Cem imagens foram coletadas usando uma amplitude

de oscilagdo de 0.8°. Dados preliminares da difracdo de raios X foram

processados a resolugdo de 2.4 A, usando o programa Denzo (Otwinowski,

1993) e escalado com o programa SCALEPACK (Otwinowski, 1993)

3.3 — Substitui¢cido Molecular
Em cristalografia, existem quatro métodos que podem ser
usados para a determinagdo dos angulos de fase: MIR-(Substitui¢do

Isomorfica Miultipla), Substituigdo Molecular, Dispersdo Andémala ¢
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- CédlgOde T —

Métodos Diretos. Neste trabalho o método escolhido foi o da substituigdo
molecular, devido a existéncia de aproximadamente 130 estruturas de
hemoglobinas depositadas no banco de dados de proteinas (Protein Data

Bank-PDB), que podem ser usadas como modelos.

3.3.1 — A escolha dos modelos

Os modelos escolhidos para a realizagdo da substituigdo
molecular foram os dimeros de oito hemoglobinas de peixes € uma
humana, todas com coordenadas depositadas no (PDB) e com codigo de
acesso listado na tabela 1. A utilizagdo da Hb humana como modelo para
comparagdo ¢ uma pratica comum no estudo cristalografico de Hbs.

Tabela 1. Lista de hemoglobinas usadas como modelos de procura

Acesso

: Carb0m0n0x1hcmoglob1 na de pel xe (Le:mtomw: xan!hums)

sy

3 Desox:hemogloblna de pelxe (Dmyans akaje: )

i S s A A A A R e
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3.3.2 — A determinacio da estrutura
Os primeiros modelos das estruturas moleculares da LaHb-I e

LaHb-1V, foram obtidos usando o programa AMoRe (anexo III) (Navaza,

1994). Este programa faz parte do pacote CCP4 (Collaborative Computing

Project No. 4) e usa o método da substituicio molecular, para a
determinagdo de estruturas moleculares. Ele é dividido basicamente em trés
etapas:

1) Avaliagdo dos dados obtidos através da difragdo de raios X e

calculo dos coeficientes de Fourier do modelo;

2) Rotagdo;

3) Translagéo;

4) Refinamento de corpo rigido.

Como o programa AMoRe 1€ somente arquivos de reflexdo no
formato mtz € necessario a conversdo para este formato. Dentro do CCP4,
o0 programa que realiza este trabalho ¢ o “f2mtz”.

Ap6s a devida formatagdo dos dados, inicia-se a primeira etapa no
processo de Substituigdo Molecular, via AMoRe. As rotinas utilizadas
nesta etapa sdo: o “Sorting” ¢ o “Tabling”. A rotina “Sorting” ordena,
empacota e avalia a qualidade dos dados medidos. As estatisticas de saida
deste arquivo apresentaram, para ambos os casos LaHb-I e LaHb-IV, uma
relacdo acima de 90% de completeza dentro da faixa de resolugédo

analisada. A rotina “Tabling”, calcula os coeficientes continuos de Fourier
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do modelo, que sdo obtidos através da transformada de Fourier da
densidade eletronica, usando como base as coordenadas atOmicas da
molécula modelo.

A segunda etapa € rotacionar 0 modelo de maneira que ele
possa ter a melhor orientagdo possivel. A rotina do programa AMoRe, que
realiza a rota¢cdo do modelo € o “Roting”. Neste passo o programa procura
pelos melhores picos no mapa de Patterson. Este mapa nédo apresenta como
resultado posi¢des atdmicas individuais, por se tratar de um mapa vetorial.
Seus picos apresentam as posi¢des dos vetores entre os atomos, podendo
ser tanto intramoleculares quanto intermoleculares. Sendo, o primeiro

“dependente da orientagdo da molécula e das posi¢cdes dos atomos e o
segundo, por se tratar de um vetor de um atomo de uma molécula para um
atomo de outra molécula, depende somente da orientagdo das moléculas.

A saida do “Roting” traz uma lista das melhores orientag¢des,
em ordem decrescente de coeficiente de correlagdo (CC) (apéndice II). O
coeficiente de correlagdo ¢ um controle estatistico que relaciona os dados
calculados do modelo (fator de estrutura calculado - F.y) € os
provenientes do padrdo de difragdo (fator de estrutura observado - Fs),
medindo a concordancia entre ambos.

A terceira etapa € encontrar 0s parametros translacionais do

modelo dentro da cela unitaria alvo. A rotina usada nesta etapa € a

“Traning”. Esta rotina tem como entrada a saida do “Roting”, ela 1€ uma
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rotagdo especifica e procura a melhor translagdo para o modelo dentro da
cela unitaria. O programa faz um controle estatistico da solugdo, através do
coeficiente de correlagdo € do Ryior. Para cada dimero a1-B1, foi feita uma
procura distinta. Encontrada a melhor translagdo para um dos dimeros,
fixa-se este e procura-se a solugdo do outro. Para cada um dos modelos foi
feita uma substituicdo molecular, sendo que em ambos os casos o melhor
modelo foi o 10UU(Oncorhyncus mykiss).

As melhores solugdes da substituicdo  molecular foram
submetidas a um refinamento de corpo rigido (Castellano ez al/, 1991),
sendo selecionada a que apresentou maior coeficiente de correlagéo.

Para a melhor solugdo foram geradas as coordenadas relativas
a cada um dos atomos em formato PDB, obtendo-se assim uma estrutura

preliminar das fragdes I e IV da hemoglobina do cascudo.

3.4k Alinhamento da seqiiéncia do Oncorhyncus mykiss via Blast 11

Como as hemoglobinas do cascudo ndo foram, ainda,
seqiienciadas, foi feito um alinhamento da seqiiéncia inicial da
hemoglobina do Oncorhyncus mykiss, com objetivo de verificar quais
aminoacidos mantinham suas posi¢des conservadas em relagdo a outras
hemoglobinas de peixes, e quais variagdes residuais eram possiveis em uma

determinada posi¢do.
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O programa Blast 1I (Tutosowa e Madden, 1999), faz uma
busca de seqiiéncias no banco de dados de proteinas (PDB), que
apresentam similaridades com a seqiiéncia de entrada. Havendo dados que
possam ser comparados o programa faz uma classificagdo por afinidade
residual na forma de “score”. Nesta classificagdo ¢ dada a seqiiéncia de
aminoécidos da proteina, bem como a sua identificag@o no banco de dados.

Neste caso, o alinhamento da seqiiéncia encontra-se no anexo — IV.

3.5 — Refinamento da Estrutura

Apenas a fragdo IV da Hb do cascudo foi submetida a um
refinamento completo, ou seja, foram executados todos os passos de
refinamento.

Para o refinamento da estrutura, foi usado um programa
computacional de biologia estrutural, chamado X-PLOR (Briinger, 1992).
Este programa explora o espagco conformacional das macromoléculas
restringindo-as a regides permitidas, através de combinagdes entre fungdes
energias empiricas ¢ dados experimentais. O refinamento pode ser dividido

em passos (Azevedo, 1997).

O primeiro passo, antes de iniciar o refinamento, € a geragdo

das informag¢des moleculares da estrutura que terdo suas coordenadas
refinadas. Estas informagdes sdo divididas em dois arquivos, um com a

topologia da macromolécula e o outro com os pardmetros quimicos. As
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informagdes topologicas incluem as massas dos atomos, as ligagdes
(conectividade), os angulos de ligagdo, os angulos diédricos, os tipos de
atomos, a carga elétrica, as ligagdes de hidrogénio, etc... O arquivo de
parametros quimicos armazena as constantes a serem usadas no calculo da
fungdo energia (Eina), que sera minimizada durante o refinamento. Estes
dois arquivos s@o gerados a partir das coordenadas da estrutura inicial a ser
refinada (Azevedo, 1997).

A préxima etapa € o refinamento de corpo rigido, que nada
mais € do que um processo de refinamento das posi¢des de grupos rigidos
de atomos contra as intensidades observadas. A estrutura inicial pode ser
dividida em um ou mais grupos rigidos, neste caso por se tratar de um
tetramero de hemoglobina na unidade assimétrica, a molécula foi dividida
em quatro mondmeros. Para cada grupo € possivel refinar até seis
parametros, trés rotacionais e trés translacionais. As coordenadas de saida
do refinamento de corpo rigido sdo usadas como coordenadas de entrada
para o refinamento posicional (Azevedo, 1997).

Para o refinamento posicional o programa X-PLOR, usa o
método do gradiente conjugado de Powell (1977). A func¢do energia

minimizada no algoritmo é dada por:

Erora! = Wy ZEcris!a! * Wp Z Ebom'_distances s We Z Ebond_angles
+ Yo Z Erorsion_ angles + wE Z Enon& bonded _contacts o WF Z E planar_groups

gt Yo Z Echirai _volumes
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0s termos ws na equagdo sdo os pesos relativos para os diferentes termos de
energia (apéndice V). A energia do termo cristalografico Egiqa vem da
diferenca entre os fatores de estrutura observados (F.,s) € os calculados
(Fcaie). Os outros termos estereoquimicos sdo calculados considerando-se a
diferenca entre o valor real, obtido da estrutura que estd sendo refinada, e
os valores ideais, de forma que, quando os atomos se desviam do valor
ideal ocorre um aumento no termo da energia. Estes valores considerados
ideais foram tabulados para proteinas e acidos nucleicos, através de exames
de estruturas de pequenas moléculas de aminoacidos, peptideos,
nucleotideos € outros compostos similares. O programa X-PLOR fornece
arquivos com a geometria de todos aminoécidos, alguns nucleotideos e

moléculas de agua. O programa adiciona um termo eletrostatico na fungéo

energia E.a, para os grupos carregados presentes na macromolécula.

Durante cada ciclo de refinamento o programa calcula dois indices de

discordancia, definidos a seguir. O Ry € definido como:

> |Bss (H) = P (H))]
R = k
e ZFoas (H)
h

onde a somatoria é feita sobre todas as reflexdes H, dentro da faixa de
resolugdo definida no refinamento. Este indice mostra a discordancia entre
os fatores de estrutura observados e calculados, sendo portanto mais baixo

para estruturas mais proximas dos dados experimentais. Alguns
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procedimentos de refinamento podem levar o Rg, @ valores artificialmente
bem baixos (abaixo de 20%). Entre estes procedimentos podemos citar o de
aumentar o numero de moléculas de 4gua acima do necessario, que pode de
forma artificial diminuir o valor do Re,u... Um outro indice de discordincia
entre os fatores de estruturas calculados e observados, bem mais robusto, ¢
chamado de Rg.. Este indice é calculado da mesma forma que 0 Ryycior, SO
que usa somente uma parte das reflexdes do conjunto de dados.
Aproximadamente 10% das reflexdes sdo deixadas, ao acaso, fora do
refinamento, para que seja feito o controle via Rge.. Os valores de Ryor €
Rgee sd0 calculados para cada ciclo de refinamento, possibilitando um
acompanhamento passo a passo do processo. Geralmente valores de R,
abaixo de 35% sdo indicativos de que a estrutura esta de alguma forma
correta, porém necessita de alguns refinamentos (Azevedo, 1997).

O proximo passo ¢ fazer o refinamento de dindmica molecular
(simulated annealing). Se o modelo inicial ndo difere muito da estrutura
real o refinamento posicional normalmente converge para a solugdo
correta, entretanto, se as distdncias entres os atomos no modelo e na

estrutura real sdo muito grandes o refinamento posicional pode ficar

aprisionado em um minimo local. A dindmica molecular é usada para tirar

o modelo deste minimo local, permitindo que a estrutura supere barreiras
energéticas da fungdo E,ya (Briinger, 1991). Nesta etapa o comportamento

dindmico de um sistema de particulas ¢ simulado (Azevedo, 1997).
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As coordenadas refinadas sd@o usadas para gerar mapas de

densidade eletronica. Neste trabalho o tipo de mapa utilizado foi 2F s —

Fealc, com fases oy, que € usado para localizar pequenos desvios das
cadeias laterais e para a observag¢do do aspecto geral da estrutura (Azevedo,
1997).

A visualizagdo ¢ feita através do programa Xtalview (McRee,
1992), que superpde as coordenadas do modelo com o mapa de densidade

eletronica.
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Capitulo 4

Resultados e discussoes.

4.1 — Cristalizacdo LaHb-I

O resultado da coleta de dados de difragdo de raios X da
LaHb-I, mostrou que esta foi cristalizada no grupo espacial monoclinico
primitivo, com extingdes sistematicas compativeis com o grupo espacial
P2,. Seus pardmetros de celasdo a=56.8 A, b=64.0A c=867Aep =
92.2°. A unidade assimétrica contém apenas um tetrdmero com peso
molecular de 65 KDa , com volume molecular de 2.4 A® Da ~' (Matthews,
1968). O conteido estimado de solvente no cristal ¢ de 48.8% ¢ a

densidade calculada do cristal foi de 1.184 g cm .

4.1.1 — Cristaliza¢do LaHb-1V
O resultado da coleta de dados de difragcdo de raios X da
LaHb-IV, mostrou que esta foi cristalizada no grupo espacial ortorrdmbico

primitivo, com pardmetros decela a=526A, b=1048 Ac=1139A.
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A unidade assimétrica contém apenas um tetramero com peso molecular de

65 KDa, com volume molecular de 2.41 A® Da ! (Matthews, 1968) e

1

volume parcial especifico de proteina de 0.74 cm’g ' . O contetdo

estimado de solvente no cristal € de 49 % e a densidade calculada do cristal
foide 1.18 gem ™.

Um resumo detalhado das estatisticas da difragdo de raios X,

da fragdo I e IV, estdo dispostas nas tabelas 4.1 e 4.2.

Tabela 4.1 - Estatistica detalhada dos dados de difra¢cdo de raios X
sincrotron para o cristal da fragdo 1.

| INTERVALO | NUMERODE {1/ 1) |COMPLETEZA | REDUNDANCIA | Rygroe(%)
; DE {1 REFLEXOES (%) g %
RESOLUCAO | INDEPENDENTE :

[1500.615 [ 1095 [iea [ 745

61548 | 1200 Ties| 816 [ 247 1 ‘&4 |

489427 [ 1180

{ 427388 | 1220

| 388360 | 1230

[339322 | 1255 Te1[ 874 [ 235

1322308 | 1231

1 296286 | 1290

e e
| REFLEXOES ?- 1'

Ruerge = 100 X iy [Zi(] Zrasi - Tni))) )/ Ztiti nia) , onde Iy € a intensidade de
uma medida individual de reflexdes com indices, A, k e 1, e (/) € a média
das intensidades das reflexdes.

Completeza = (n° reflexdes observadas / n° reflexdes possiveis)
Redundancia = média das reflexdes ponderada pelo n° de observagdes,
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Tabela 4.2 - Estatistica detalhada dos dados de difracdo de raios X
sincrotron para o cristal da fragédo IV.

[NTERVALODE Rh“ﬂééuﬁ' o [COMPLETEZA :

X0 | NUMERO DE REFLEXOES : Eé %
RESOLUCAO "INDEPENDENTE | (%)

65 [20.01 : | 959
WP |

reflexdes-

Ronerge = 100 x th] [E (1 Im. <1hk}>})]/zhk1| (Ihk;) onde Liuéa mtens1dade de
uma medida individual de reflexdes com indices, A, k e 1, e {/i;) é a média
das intensidades das reflexdes.

Completeza = (n° reflexdes observadas / n° reflexdes possiveis)
Redundancia = média das reflexdes ponderada pelo n° de observagdes.

4.2 - Substituicdo Molecular

As estruturas preliminares das fragdes I e IV da hemoglobina
do peixe cascudo, foram determinadas por substitui¢do molecular (fig. 12).
Para ambas fragdes, o0 modelo que apresentou melhor resultado, entre todos

os testados (tabelas 4.3 e 4.4), foi a hemoglobina da truta (10UU) (Tame,

AVA
1 2 3 4 5 6 i unespw.l 12 13 14 15 16



Resultados e discussdes

et al, 1996). A melhor faixa de resolu¢do para ambos os casos foi de 10.0-

Fig. 12 — Visdo estéreo das estruturas preliminares das fracoes

IV (a) e I (b).
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Para a fra¢do IV, além da procura pelo melhor modelo, foi
também necessario fazer a procura pelo grupo espacial correto. O melhores
resultados foram obtidos para o grupo espacial P2,2,2, (tabela 4.4). A
tabela 4.5, apresenta os resultados das procuras feitas para o melhor modelo
(10UU), nos outros grupos espaciais possiveis.

Tabela 4.3 - Angulos de Euler e coordenadas fracionarias da fragdo 1, apos

a substitui¢do molecular.

PROTEINA T« [B0O X0 T W —
| |

310 |

[78287 6552

282.90

101,93

25803
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Tabela 4.4 - ﬁmgulos de Euler e coordenadas fracionarias da fracdo IV,

grupo espacial P2,2,2,, ap0s a substituigdo molecular.
[PROTEINA IDIM. | o.(°) { B(®) | ¥ | X Y | Z |CC(%) |Reator(%)

[85.05 [ 92.50 [309.09 {0.4756 {0.0743 [0.0573
IHHO |

293 | 540

[2430 [61.13 [265.74 {0.1988 {0.169 [0.0169

[76.61 [ 6238 [ 3205 [0.3706 [0. 02186

[102.54 [117.45 [207.46 [0.3271 [0.7166 [0.4570

97.53 | 59.75 | 63.02 [0.3072 [0.0129 [0.4158

[0.709

{0.3626
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Tabela 4.5 — Coordenadas fracionarias dos diferentes grupos espaciais
possiveis para a LaHb-IV.

g.Gru“po.EspaciaIE i | _x __|CC(%)

4.3 - Refinamento da estrutura da LaHb-1V

O primeiro passo foi submeter a estrutura a um refinamento de
corpo rigido. Quarenta ciclos deste refinamento foram realizados. O Rgqor
nesta etapa, caiu de 42.3% para 38.8% e 0 Ry de de 42.8% para 39.1%,
para dados entre 10.0 e 2.4 A. O préximo passo foi fazer um refinamento
posicional da estrutura. Apds a realizagdo de 200 ciclos, 0 Recior € 0 Rree
cairam de 38.8% para 25.1% e de 39.1% para 35.8% , respectivamente. Foi
usada simetria ndo-cristalografica no refinamento de corpo rigido e nos
refinamentos posicionais deste trabalho, com o intuito de obter-se um mapa
médio, no qual os ruidos tendem a se anular, melhorando a qualidade geral

do mapa de densidade eletronica.
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As coordenadas geradas no refinamento posicional foram
usadas para a realiza¢do da dindmica molecular (refinamento de simulated
annealing). A temperatura inicial foi de 3000 K e os passos foram de 0.5fs.
Os valores obtidos de R € Rpeior foram 34.8% e 20.0%, respectivamente.
Terminado estes primeiros ciclos de refinamentos, foi gerado um mapa de
densidade eletronica do tipo 2Fo — Fc.

Através da analise do mapa de densidade eletronica, foram realizados
alguns ajustes posicionais nas cadeias laterais. Em algumas posi¢oes, a
densidade eletronica era claramente referente a um outro residuo de
aminoacido. Para que ndo houvessem duvidas foram gerados mapas de
densidade eletronica omitindo cada um desses residuos. Neste tipo de mapa
(omit map) a por¢do do modelo que sera analisada ¢ deixada fora do
calculo da fase, portanto toda a influéncia da porgdo analisada € retirada.
Nos casos em que se confirmaram a necessidade de troca, foi verificado
quais residuos poderiam ocupar a mesma posi¢do, segundo o alinhamento e

o contorno local do mapa. Havendo a possibilidade, trocavam-se os

residuos que ndo estavam em conformidade com a densidade eletronica

local, por outros que apresentaram melhores ajustes (figs. 13 e 14).

No total foram substituidos 13 residuos, conforme tabelas 4.6 ¢
4.7. Em outros 54 residuos houve duvidas quanto ao posicionamento,
porém ao gerar-se 0 mapa omitindo o modelo, ndo ficou claro qual residuo

deveria ocupar a posi¢do, ndo sendo, portanto, realizada a troca.
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Tabela 4.6 — Substituigdes residuais realizadas nas cadeias alfas.

N SRR

' - e If, v : 3 2 AR : ; s - P -.-r' e
| residuosna
{ posicio

-]

Tabela 4.7 — Substitui¢des residuais realizadas nas cadeias betas

A Ty oo

Original | Residuo substituido | Possiveis |
| residuos na
| posicho |} ~— @

Apos a troca dos residuos, foram feitos novos ciclos de
refinamentos posicionais. Nesta etapa o valor do Rpcor N30 apresentou
mudanga significativa € 0 Rge. caiu de 34.8 para 32.8%, indicando que o

modelo foi aprimorado.
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Na etapa final do refinamento ¢ feita a insercdo  das
moléculas de &gua, usando o programa Xtalview (McRee, 1992). Para
isso foi gerado um mapa do tipo Fo — Fc, que mostra as densidades nio
explicadas do mapa, que podem ser provenientes de moléculas de agua ou
de ruidos.

Com o objetivo de verificar a veracidade das moléculas de
agua inseridas, foi feito um refinamento do fator térmico ( b_factor). Onde

todas as moléculas que apresentaram b factor acima de 50.0 foram

excluidas, pois provavelmente tratava-se de picos de ruidos. O numero total

de moléculas de agua inseridas foi de 245.

Ao final desta etapa, os valores de Rgee € Reyetor foram 31.0% e
20.0%, respectivamente. Em comparagdo com outros refinamentos de
estruturas de hemoglobinas, os valores aqui obtidos podem ser
caracterizados como sendo bons, principalmente, considerando-se que o

sequenciamento primario ainda ndo foi realizado.
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Fig. 13 - Visdo estéreo dos residuos substituidos na cadeia alfa:
CYS(105), SER(125) e LEU(133). Mapa (2Fo — Fc)a 2.4 A e corte de 1o.
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Fig. 14 - Visdo estéreo dos residuos substituidos na cadeia
beta: LEU(105), GLU(128) e ALA(129). Mapa (2Fo —Fc) a 2.4 A e corte de 1o.




Resultados e discussdes

4.4 - Andlise preliminar da estrutura

O mapa de densidade eletronica (2Fo-Fc¢) final apresentou, de
uma forma geral, boa concorddncia com o modelo. Do total de 576
residuos de aminoéacidos 6 apresentaram quebras na cadeia principal e 54
falhas nas cadeias laterais (Tabela 4.8), sendo que a maioria desses residuos
de aminoécidos possuem cadeias laterais longas, e estdo localizados na
superficie da molécula. O N-terminal ¢ o C-terminal das cadeias B1 e 32,
apresentaram falhas na densidade eletrénica.

Tabela 4.8 — Residuos de aminoacidos com segmenta¢do na densidade
eletromca da cadela lateral

: __ .Cadﬂa\. ._ . ..
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Na estrutura da LaHb-IV os grupos hemes apresentaram boa
densidade eletronica (fig. 15 e 16), com os quatro ions de ferro
posicionados no plano do heme.

Foi feita uma analise da qualidade estereoquimica da estrutura
final, usando o programa PROCHECK (Laskowski et al, 1993). Esse
programa afere as distincias ideais entre as ligagdes, os dngulos de ligacdo,
os adngulos diédricos e os contatos de Van der Waals, usando para isso a
comparagdo com proteinas modelos. Uma das saidas deste programa € o
grafico de Ramachandran, que afere as medidas dos angulos diédricos ¢ e
v, sendo, portanto, um bom indicador da qualidade do modelo.

O modelo final apresentou boa configura¢do estereoquimica
com 84.5 % dos residuos de aminoacidos presentes em regides favoraveis e
somente 1,2 % em regides generosamente permitidas, ndo apresentando
nenhum residuo em regides proibidas (fig. 17).

A caracterizag@o preliminar da LaHb-IV, mostrou que esta ndo

apresenta efeito Root. De posse deste resultado realizou-se uma

comparagdo entre as estruturas secundérias desta Hb com a Hb do peixe

antartico Pagothenia bernacchii, que apresenta efeito Root. As duas Hbs
comparadas possuem estruturas secundarias proximas (fig. 18). Foram
observadas pequenas variagdes nas estruturas, principalmente com relagdo

ao numero de residuos em algumas hélices.
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Com o objetivo de destacar a grande similaridade entre as Hbs
de peixes € a Hb humana, apesar da baixa identidade seqiiencial, foi feita a
compara¢do entre suas estruturas secundarias, que também apresentaram
pouca variagdo (fig. 18)

Foi feita a superposicdo da LaHb-IV com o
modelo inicialmente usado para a substituigdo molecular (10UU), e os
calculos dos desvios RMS foram feitos usando o programa ProFit V1.8
(Martin, 1992). Os tetrAmeros das Hbs foram superpostos (fig. 19) e os
desvios RMS foram calculados para todos os atomos da cadeia principal,

exceto os 5 residuos N-terminais € C-terminais de cada mondmero. O

desvio RMS médio para o tetrimero foi de 0,86 A, com maiores picos

localizados em regides de random coil, mostra que a estrutura final obtida é

a da fragdo IV da hemoglobina do cascudo.

4.5 Conclusio

O presente trabalho descreve a cristalizagdo e a analise
preliminar dos dados de difragdo de raios X de duas Hbs extraidas do
Liposarcus anisitsi ( LaHb-1 e LaHb-IV ). Foi realizado também o
refinamento cristalografico parcial das coordenadas atomicas da LaHb-IV.
O resultado deste refinamento mostra que, mesmo sem a seqiiéncia
primaria, foi possivel obter baixos valores de Rgee € Recior, COM mapas de

densidade eletronica razoaveis, o que indica que uma vez a estrutura
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priméria esteja disponivel o refinamento devera convergir para valores
mais baixos de Rgee € Rptorr O modelo final refinado sera utilizado para
estudos comparativos das Hbs de peixes, o que possibilitar& um maior
entendimento das bases moleculares do amplo espectro de atividades

funcionais apresentadas por estas hemoglobinas.

=X
oo

- A

L B\

Fig. 15 - Vista frontal e lateral do mapa de densidade
eletronica 2Fo - Fc a 1o, da regido dos hemes cadeia alfa.
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Ramachandran Plot
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Fig. 17 - Gréafico de Ramachandran da estrutura final da
LaHb IV calcula através do programa PROCHECK (Laskowaski et

al.,1993)
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Fig. 18 - Comparagdo entre as estruturas secundarias da fragdolV da hemoglobina do peixe
cascudo (LaHb-IV), com a hemoglobina do peixe antartico (1PBX) e com a hemoglobina
humana (1HHO) gerado pelo programa PROCHECK (Laskowski et al., 1993).
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Fig. 19 - Graficos das superposi¢des da cadeia principal dos
mondmeros al, a2, B1 e B2 da LaHb-IV sobre a Hb da Trout.
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SIMULACAO DE DENSIDADE ELETRONICA PARA CRISTAIS
UNIDIMENSIONAIS E BIDIMENSIONAIS

(Simulation of eletron density for one dimensional and two dimensional crystals)

Plinio Delatorre"?, Valmir Fadel'** ¢ Walter Filgueira de Azevedo Junior'

! Departamento de Fisica, Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas, UNESP, Sdo José

do Rio Preto, SP 15054-000. (http://www.biocristalografia.df.ibilce.unesp.br) ’Departamento de Fisica.
Faciba-FEB. Barretos, SP 14783-226. *Centro Universitario de Votuporanga. Votuporanga, SP.
15500-030. Brazil.

Rua Cristovdo Colombo, 2265 Jd. Nazareth UNESP- Departamento de Fisica, Sdo
José do Rio Preto, SP 15054-000

Este trabalho apresenta os principais conceitos de cristalografia basica,
e simula a aplicagdio destes em cristais hipotéticos, usando o programa
{athematica.

In this work is presented the main concepts related to basic
crystallography, and simulations of hypothetical crystals are performed, using the
program Mathematica.

(Este artigo foi aceito para publicacdo na Revista Brasileira de Ensino de
Fisica.)
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I. Introducio

Um crescente numero de grupos de pesquisas no Brasil vém se
dedicando ao estudo estrutural de macromoléculas biolégicas, empregando técnicas
de difragdo de raios X. Neste cenario, um grande numero de estudantes de pos-
graduagdo em diversas instituigdes de ensino, com diferentes tipos de formagao,
ttm-se iniciado ao estudo dos métodos da cristalografia, muitos destes com uma
formagdo incompleta em fisica e matematica, o que dificulta a aprendizagem dos
diversos conceitos cristalograficos.

Entre os principais conceitos de cristalografia, normalmente ensinados
nos cursos de pds-graduagdo, os relacionados com o problema da fase sdo os que
requerem maior abstragdo. A visualizagdo da solugdo do problema da fase, aplicada
a solugdo de estruturas simples, em muito ajuda no amadurecimento deste conceito.

O presente trabalho descreve simulagdes simples de cristais
unidimensionais € bidimensionais, usados no curso de cristalografia I e II no DF-
BILCE-UNESP.

[I. Conhecimento Tedrico Basico

A analise do padrio de difragdo de raios X, obtido a partir de um
| cristal de uma substéincia de interesse, ¢ de fundamental importincia na obtengdo
de dados geométricos precisos da molécula.

A natureza eletromagnética dos raios X permite a analogia da
formagdo da imagem deste com a formagdo de imagem por raios de luz. Em um
microscopio Optico o objeto € iluminado por feixes de luz, que ao serem
espalhados, sdo coletados por uma lente objetiva, que recombina todos os raios de
iz para formar a imagem do objeto. Da mesma maneira, um cristal é iluminado
por feixes de raios X, que apos serem espalhados sdo coletados, em uma placa de
imagem por exemplo. Mas, neste caso, para que a imagem seja reconstruida é
necessario sabermos do padrdo de difragdo, a fase e a intensidade de cada raio
difratado. Porém em um experimento de difragdo toda a informagao relativa a fase
¢ perdida, s6 obtemos informagdes sobre as intensidades e a posi¢do relativa dos
feixes difratados [1].

IL.1 Os indices de Miller
Cristais apresentam alto grau de ordenagdo interna, ou seja, sdo

formados por repetigdes translacionais de moléculas ou atomos em todas as
diregdes (Fig.1). Esta periodicidade interna é descrita por uma pequena unidade de
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volume uniforme da qual o cristal pode ser considerado um derivado, chamada de
cela unitaria. Cada cela unitaria é caracterizada por trés vetores a, b € ¢ que
definem suas arestas e pelos angulos v, o e 3 existentes entre elas (fig.2).

Figura 1 — Reticulo Cristalino tridimensional

A lei dos indices racionais estabelece que cada uma das faces de um
cristal pode ser descrita com relagdo a trés eixos ndo coplanares, através de trés
inteiros pequenos, que sdo designados por h, k, 1. A importancia destes indices esta
no fato de que estes ndo s6 descrevem as faces de um cristal, mas também,
descrevem grupos de planos paralelos do reticulo cristalino. Portanto os feixes de
difragdo de um cristal, podem ser descritos por eles, como feixes refletidos por
estes planos. Estes inteiros sdo chamados de indices de Miller [2].

Figura 2 — Cela Unitaria
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I1.2 Fator de Espalhamento Atomico

Ao incidir-se raios X em um atomo, cada elétron comportar-se como
um centro espalhador de radiagdo. Definindo-se a diregdo da radiagdo incidente

—

pelo vetor 5, e a diregdo da radiagdo espalhada pelo vetor 5, a diferenca de
caminho entre os raios 1 e 2 é p — q (fig.3). Onde

p=Ar-5, € q=4r-s

sdo os caminhos percorridos pelos raios 1 e 2, respectivamente.
Para que haja interferéncia construtiva a diferenga de fase 3¢ tem que
ser igual a 27t/A vezes a diferenga de caminho (p-q).

O¢ =277 - (S, —5)
S5 =277 -S

onde S = (5, - 5).

Figura 3 — Espalhamento de um ponto em relagdo a origem.

A onda total espalhada por uma pequena unidade de volume em uma
posi¢do 7, tera uma amplitude proporcional a densidade eletrénica mais um termo
de fase.

Para obter-se a expressdo para o espalhamento de um atomo é
necessario fazer-se uma somatoéria sobre toda a distribuigdo espacial de elétrons
(nuvem eletrénica).

A densidade eletronica a uma distancia 7 do nucleo sera representada

| por  p(F).
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O espalhamento atomico depende diretamente do numero de elétrons e
de suas posigdes relativas na nuvem eletronica.

Dizemos que uma nuvem € centro-simétrica em torno da origem
quando p(7F)= p(-F). Assim, considerando um atomo com a densidade eletrOnica
centro-simétrica, podemos escrever a expressdo para o fator de espalhamento
atdmico f como sendo,

f= J' o(F)exp(2miF - S)dF )

onde a integragdo ¢€ feita sobre todo o espago 7.

Sendo a densidade eletronica do atomo centro-simétrica, ndo faz
qualquer diferenga se a orientagdo de S em relagdo ao 4tomo muda. Desta maneira,
o fator de espalhamento atomico também sera centro-simétrico, isto é, ele sera
independente da dire¢do de § e dependente do comprimento de S':

2send

S=-=3

+C
—_—r N
—_— O

— S
—+— Fo(+2)

A=15418A

Fatores de espalhamento atomico

Figura 4 — Grafico de fatores de espalhamento atémico.
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Com o aumento de sen® ha um decréscimo do fator de espalhamento
atomico (fig.4), devido ao aumento da diferenga de fase dos raios X espalhados por
regides distintas na nuvem eletronica.

I1.3 Fator de Estrutura

Consideremos uma cela unitaria composta por n atomos, com seu
proprio nucleo como origem, os atomos difratardo de acordo com seu fator de
espalhamento atomico. Se a origem for transferida para a origem da cela unitaria
conforme figura 5, o 4ngulo de fase sera dado por 277 -S e a onda total espalhada

pelos atomos sera dada pela soma de todas as contribui¢des individuais de cada um.
Em fung¢do da nova origem o espalhamento atdmico sera dado por

f, = f, exp(2niF, - §) 4)

Figura 5 — Posigdes dos atomos em uma cela unitaria.

O espalhamento total pode ser escrito em termos de uma somatoria
sobre todas as contribuigdes individuais dos atomos, dependendo do arranjo dos
mesmos na cela unitaria. Este espalhamento é chamado de fator de estrutura e é
dado por:

F(S) =Y f,exp(2aiF, - §) (5)
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onde 7, é usado para descrever posi¢des no espago vetorial direto, e S € usado para
descrever posi¢des no espago vetorial reciproco € f, € o fator de espalhamento

atomico referente a cada atomo. Escrevendo-se 7(S) em termos de uma integral no
volume, temos:

F(8)= Ip(F) exp(27i7 - S)dv (6)

onde vé o volume da cela unitaria [2][3][4].

I1.4 Espalhamento por um Cristal

Para obter o espalhamento de um cristal € necessario somar o fator de
estrutura de cada cela unitaria, com respeito a uma unica origem. Assim, para uma
cela unitaria com sua propria origem na posi¢ao td+ub+ve, onde ¢, u, € v sdo
niimeros inteiros € @, 4 € ¢ sdo vetores de translagdo, o espalhamento sera:

F(S) x exp[27itd - S]x exp[27iub - §] x exp[27vE - §] (7)

A onda total espalhada K(S) sera dada pela somatoria sobre todas as celas
unitarias:

Mo e . | o i g 3 g
K(8)=F(S)x D exp[2mta- S]x Y exp[2ziub - S1x Y exp[2mvc - §] (8)
t=0 u=0 v=0

onde n,, n, € n, determinam o numero de celas unitarias nas dire¢des a, b e ¢
respectivamente. Se os valores de n,, n, € n, forem suficientemente grandes a

" - , . . .
somatoria ) exp[2ztd- S] e as outras duas feitas sobre « e v serdo sempre iguais a

t=0
zero, a menos que a-S seja um inteiro 4, b-S seja um inteiro & € ¢-S seja um
inteiro /. Pode-se concluir que um cristal s6 espalha raios X quando as condig¢des
abaixo sdo satisfeitas:
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Essas condi¢des sdo conhecidas como condig¢des de Laue [5].

[I.4.1 Lei de Bragg

Na tentativa de visualizar espalhamento de raios X por cristais, W.L.
Bragg deduziu uma equagdo simples que tratava a difragdo como reflexdes de
planos paralelos em um reticulo cristalino.

Feixes de raios X incidem sobre uma familia de planos paralelos do
cristal e sofrem reflexdes de maneira semelhante a do espelho plano, portanto, o
angulo de incidéncia e o angulo de reflexdo sao iguais (fig.6). Reflexdes de maxima
intensidade serdo observadas em interferéncias construtivas. Ondas de mesma
freqiiéncia e amplitude propagando-se com velocidades iguais na mesma dire¢do e
sentido, quando superpostas resultam em uma nova onda de mesma freqiiéncia e de
amplitude igual a 2Acos(¢/2), onde ¢ € a diferenga de fase. Se as cristas de uma
corresponder as cristas da outra, a diferenga de fase entre ambas serd nula (¢ =0), e
a amplitude da onda resultante sera o dobro da amplitude de cada onda
componente. Diz-se nesse caso, que as ondas interferem construtivamente, ou seja,
estdo em fase.

Feixe Incidante Peixe Refletido

Figura 6 — Lei de Bragg

Fazendo-se com que a separagdo entre planos atdmicos sucessivos
seja igual a d, é facil verificar que a diferenga de caminho entre os dois raios
incidentes 1 e 2 serda dada por AB + BC = 2dsenf. Espalhamento de planos
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adjacentes do reticulo devem estar em fase, ou seja, a diferenga de caminhos entre
os feixes deve ser um multiplo inteiro do comprimento de onda. Desta maneira,
para uma interferéncia construtiva teremos:

2dsend = nA 9)

onde A é o comprimento de onda dos raios X e n € um nimero inteiro. A equagao
acima € conhecida como lei de Bragg .

II.5 Densidade Eletronica

O fator de estrutura é uma fungdo da distribui¢do da densidade
eletronica na cela unitaria, conforme pode ser visto na equagdo 5, onde o vetor
posicilo € F=ax+by+cze a somatoria € feita sobre todos os atomos da cela
unitaria. Transferindo-se esta somatdria para uma integral sobre todos os elétrons
da cela unitaria obtemos a equagdo 6. Sabendo-se que x, y, z s@o as coordenadas
fracionarias dos atomos na cela unitaria, o produto escalar entre 7e S sera:

F-S=xa-S+yb-S+z¢-§
aplicando-se as condig¢des de Laue, temos:

F-S=hx+hky+Iz

Desta maneira o fator de estrutura /(S) pode ser escrito como F(hkl):

F(hkl) = j'o j '0 [ lzolfp(r}fz)exp[Zﬂi(kr + ky +z)Jdxdyde (11)

Assim, o objetivo da cristalografia € calcular a densidade eletronica em
qualquer posicao da cela unitaria. Isto € possivel devido ao fato de p(xyz) ser a
transformada de Fourier do fator de estrutura. Segundo as condi¢des de Laue a
difragdo ocorre em diregdes discretas. Entdo p(xyz) pode ser escrito como uma

fungdo de F(hkl), por meio de uma somatoria:




Apéndice |

pxyz) = ;Z > F(hklyexp[-2ni(hx + ky + Iz)} (12)

h k

Sabendo que F =|F|exp[ia]e substituindo seu valor na somatéria acima, teremos
um novo valor para a densidade eletronica:

p(xyz) = &ZZ S| (k)| expl—27i(hx + ky + Iz) + i (hkl)] (13)

onde |F(hkl) € a amplitude e a(hkl) é a fase do fator de estrutura. Em um

experimento de difragdo de raios X por um cristal a unica informagao obtida sdo as
intensidades dos feixes difratados, e consequentemente o modulo do fator de

estrutura ao quadrado, pois a intensidade I é proporcional ao quadrado de | o
Ia|F|’

Toda informagao referente a fase é perdida no experimento. Este ¢ o problema da
fase. Para a solugdo do problema da fase podem ser usados quatro métodos
principais: MIR-(Substitui¢io Isomoérfica Multipla), Substituigdo Molecular,
Dispersao Anémala e Métodos Diretos (Drenth, 1993).

III. Métodos

O programa Mathematica foi usado para simular matematicamente a
densidade eletronica de cristais, de maneira que pudéssemos visualizar 0s picos € as
curvas de niveis referentes a cada atomo, bem como, suas disposi¢des geométricas
no reticulo cristalino. Para isso foi necessario calcular o fator de estrutura e a
densidade eletronica de cada um dos modelos cristalinos.

II1.1 Os Modelos

Os modelos que descreveremos abaixo, sdo cristais tedricos hipotéticos, que
foram idealizados com a finalidade de tornar o mais facil possivel a visualizagido
dos conceitos cristalograficos que estardo envolvidos no processo de geragdo do
mapa de densidade eletronica.

Modelo I:- € um cristal unidimensional (na dire¢gdo x) composto por um
atomo de nitrogénio (N), dois atomos de oxigénio (O) ¢ um atomo de ferro (Fe)
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(fig.7). O comprimento de sua cela unitaria é de 17 A, com atomos posicionados
conforme tabela 1.

N

Figura 7 — Modelo I — Cristal Unidimensional

Tabela 1. - Posigdes dos atomos do modelo I na cela unitaria com suas devidas
coordenadas fracionarias.

Atomos X (A) X/L
N 0 0
Fe 2,07 0.12177
0, 3.94 0.23177
0, 517 0.30412

Modelo II :- € um cristal bidimensional (na dire¢do xy) de uma ligagdo
peptidica sem a presenca do atomo de hidrogénio (fig.8). O comprimento da cela

unitaria é de 30 A em ambas as dire¢des, com atomos posicionados conforme
tabela 2.

Figura 8 — Modelo II — Cristal bidimensional de uma ligagio peptidica
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Tabela 2. — Posigdes dos atomos do Modelo II na cela unitaria com suas devidas
coordenadas fracionarias.

X (A)

Y (A)

X/L

Y/L

3.326

10.351

0.2775

0.3450

9.0

9.0

0.3

0.3

10.325

9.0

0.3442

0.3

8.316

7.966

0.2772

0.2656

11.096

7.7766

0.3699

0.2589

Modelo III :- € um cristal bidimensional (na dire¢do xy) de um anel benzeno
sem a presenga dos atomos de hidrogénio (fig.9). O comprimento da cela unitaria é
de 17 A em ambas as diregdes, com atomos posicionados conforme tabela 3.

Figura 9 — Modelo III — Cristal bidimensional de um anel de benzeno

Tabela 3. - Posi¢des dos atomos do modelo III na cela unitaria com suas devidas

coordenadas fracionarias.

X (A)

Y (A)

X/L

Y/L

3.0419

2.855

0.178935

0.167941

1.8338

3.5525

0.107871

0.208971

1.8338

4.9475

0.107871

0.291029

3.0419

5.645

0.178935

0.332059

425

4.9475

0.25

0.291029

4.25

35525

0.25

0.208971
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[I.2 Procedimento para o calculo do Fator de Estrutura

O fator de estrutura depende do posicionamento de cada atomo na cela
unitaria 0 que o torna dependente do fator de espalhamento atdmico. Mas para
efetuarmos o calculo do fator de espalhamento atdomico € necessario sabermos o
nimero total de reflexdes. Portanto, o primeiro passo para obtengdo do fator de
estrutura € calcular o niimero total de reflexdes.

[I1.2.1 Calculo do numero de reflexoes

Apos cada modelo atomico estar devidamente definido podemos calcular
seus indices de reflexdes h, k, 1, através a lei de Bragg (equagdo 9).

Para o caso unidimensional s6 teremos reflexdes do tipo h e seu valor
maximo € obtido quando sen 6 ¢ igual 1. Desta maneira, podemos escrever a
equagdo para hp,, como sendo:

2d
(/I —
max =~ (14)

onde h deve ser um numero inteiro, d o espagamento interplanar e A 0 comprimento
de onda do raio X.

No caso bidimensional temos que o espagamento entre seus planos € dado
por:

1 hn K

> a® b

onde @ e bsdo os comprimentos das arestas do cristal. Considerando-se um cristal
quadrado, onde 4 é igual a b e o mesmo acontece com os valores dos interceptos
he k , podemos escrever:

o

2 74
d a

Arazdo 1/d sera dada por:

AVA
cm 1 2 3 4 5 6 i unespw-l 12 13 14 15 16 17

18
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Substituindo o valor da razéo 1/d na equagao 9, obtemos uma expressao para

hmax

h _=20

max 2’ JE

[II.2.2 Calculo do Fator de Espalhamento Atomico

Para nosso caso usamos dados tabelados do fator de espalhamento atémico
(International Table vol. IIl) [6], que sdo apresentados em fung¢do da razdo
(senf)/A. A partir desses dados encontramos para cada reflexdo um valor para

(sené)/ A e por interpolagdo sua respectiva intensidade de espalhamento, conforme
implementagdo para o Mathematica.

[I1.2.3 Calculo do Fator de Estrutura

O fator de estrutura para um cristal tridimensional é dado pela equagéo 5, que
ap6s aplicagdo das condigdes de Laue pode ser escrito da seguinte maneira:

F(hkl)= ) f, expzihx ; + 27iky , + 27ilz )

J=1

onde a somatoria € feita para todos os atomos do cristal.
Para o modelo 1, caso unidimensional, Fh sera:

F(h) = f,expQnix,)+ fr, exp2aixg, )+ fo, €XpRmixy, )+ fo, €Xp2aixy, ) .

Como o modelo € considerado centro-simétrico, teremos sen(-x) = -sen x €
cos(-x) = cos x , desta maneira a parte imaginaria da exponencial é cancelada.
| Entdo F(h) sera uma combinagio de termos reais:
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F(h)=2f, cos(2mhx,)+2 f, cosQahx, )+ 2 f,, cosrahx,, )+ 2 f,, cos(2ahx,, )

onde os fatores de espalhamento atomicos possuem dependéncia direta das
reflexdes h.

Para os casos bidimensionais o fator de estrutura é dado de maneira
semelhante ao caso unidimensional, levando-se em conta as reflexdes do tipo h e k.
Portanto, podemos escrever a expressao para F(h,k):

F(hk) =23 f, cos[2r(x h+ k)]

onde /; é uma combinagdo das reflexdes h e k. O fator de espalhamento atémico

(f)) nos casos bidimensionais decai com valores dado pela raiz quadrada da soma
de cada um dos indices da reflexdo ao quadrado, conforme pode ser visto nas
implementagdes dos modelos I e II.

[I1.3 Calculo da Densidade Eletronica

Para o caso unidimensional, conforme visto na se¢do I1.5, a densidade
eletronica é dada por:

p(x) = —;—Zh: F (h)exp( —2xihx )

< =h

Expandindo em termos de coseno € seno , temos:

plixX)= ;—Z}': F(h)[cos( 2zhx) — isen( 2xhx)]

Separando-se a somatoria em partes, nos permite escrever a densidade eletronica
oMo
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p(x) = ]l {i F(h)[cos(2mhx)—isen(2nhx)|+ F, + zh: F'(h)[cos(2mhx)—isen(2mhx)]}

Desta maneira, usando-se as propriedades de seno e coseno, temos
h h
p(x) = ]l (> F(h)cos(2mhx) +isen(27hx)| + I, + Y F (h)[cos(27hx) —i sen(27hx)]}
ol 1 1

Podemos observar na equagdo acima que os termos em seno se cancelam e,
portanto, teremos duas somatorias idénticas em termos de cosenos. Entdo a
densidade eletronica sera:

p(x)= %[FI) + Zi F(h)cos(27hx)]

No caso bidimensional a densidade eletronica sera dada por:

p(x,y) = % S F(hk)exp[-2zi(hx + k)]

—-h,-k

Expandindo-se em termos de senos e cosenos, temos
1 h.k
p(x,y)= 1 Z F(hk){cos[2n(hx + ky)] + isen[2z(hx + ky)]}
-h.-k

Pela mesma propriedade apresentada no item anterior, os termos de seno se
cancelam, entdo teremos:
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px,y) = :%{2% F(h,k)cos[2x(hx + ky)] + 2Zh: F(h,0)cos(hx)

- 2i F(0,k)cos(ky) + 2% F(h,k)cos[2xz(hx + ky)]}

Somado-se os termos da dupla somatdria, temos

plx,y)= % {4% F(h,k)cos[2z(hx + ky)]+ ZZh: F(h,0)cos(hx)+ Zi F(0,k)cos(ky)}

IV. Resultados

Utilizando-se o comprimento de onda referente a radiagdo do CuK, (A =
1.5418 A) e admitindo que a cela unitaria é simétrica, de acordo com a natureza
periddica da estrutura, encontramos para cada cristal uma amplitude maxima de
reflexdes conforme tabela 4.

Tabela 4. - Amplitude maxima de reflexdes para cada modelo.

Modelos hmax
Modelo 1 22
Modelo 2 22
Modelo 3 39

De posse do nimero maximo de reflexdes para cada um dos cristais, foram
elaboradas as implementagdes para o Mathematica do calculo da densidade
eletronica, conforme implementagdo I, II e I11.

Para cada modelo foi gerado um mapa de densidade eletronica, conforme
figuras 10, 11, 12. O resultado foi, como pode ser visto, mapas com picos bem
definidos, que ddo uma boa visdo das disposi¢des geométricas de cada atomo, bem
como de suas intensidades.
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\A/\A

oM VY ¥

Figura 10 — Mapa de Densidade Eletronica Modelo .

Figura 11 — Mapa de Densidade Eletronica Modelo I1.

A"’A
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0.50

Figura 12 — Mapa de Densidade Eletronica Modelo II1.

Para os modelos bidimensionais foram geradas curvas de niveis com o

objetivo de tornar mais clara a disposi¢do geométrica dos atomos e também suas
intensidades relativas, conforme as figuras 13, 14.

Figura 13 — Grafico de Contorno do Modelo II.

AVA
AVAVA

cm 1 2 3 4 5 6 i unespw.l 12 13 14 15 1e¢ 17 18
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Figura 14 — Mapa de Contorno do Modelo III.

V. Conclusoes

Como destacado no inicio deste artigo, o principal objetivo do presente
trabalho era apresentar simulagdes de cristais hipotéticos, para facilitar a
visualizagdo da densidade eletronica. Para este fim, utilizou-se o Mathematica para
as simulagdes. As representagdes graficas das simulagdes das densidades
eletronicas permitiram uma facil identificagdo das moléculas representadas, o que
enfatiza uma das principais etapas do estudo estrutural de macromoléculas
| biologicas, que € a interpretagdo de mapas de densidade eletronica. Além disso, a
metodologia, aqui apresentada, permite que outros cristais sejam simulados, com
pequenas modificagdes de entrada. Os arquivos de entrada para os exemplos
discutidos neste artigo estdo disponiveis em
http://www.biocristalografia.df.ibilce.unesp.br.
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Implementagéo I - Modelo 1.

r= Table[((h*1.5418)/34), {h, 0, 22}]

dn = Interpolation[{{0,7.0},{0.07709,6.781},
{0.15418,6.203},{0.23127,5.42},{0.30836,4.6},
{0.38545,3.856},{0.46254,3.241},{0.53963,2.76},
{0.61672,2.397},{0.7709,2.17},{0.92508,1.944} ,
{1.07926,1.821},{1.23344,1.698},{1.38762,1.624},
{1.5418,1.55},{1.69598,1.497},{1.85016,1.444},
{2.00434,1.397}}]

n = dn[r]

do = Interpolation[ {{0,8.0},{0.07709,7.796},
{0.15418,7.25},{0.23127,6.482},{0.30836,5.634},
{0.38545,4.814},{0.46254,4.094},{0.53963,3.492},
{0.61672,3.01},{0.7709,2.674},{0.92508,2.338},
{1.07926,2.141},{1.23344,1.944},{1.38762,1.829},
{1.5418,1.714},{1.69598,1.64},{1.85016,1.566},
{2.00434,1.514}}]

0 =do[r]

dfe = Interpolation[{{0,26.0},{0.07709,25.3},
{0.15418,23.68},{0.23127,21.85},{0.30836,20.09},
{0.38545,18.40},{0.46254,16.77},{0.53963,15.31},
{0.61672,13.84},{0.7709,12.655},{0.92508,11.47},
{1.07926,10.59},{1.23344,9.71},{1.38762,9.09},
{1.5418,8.47},{1.69598,8.035},{1.85016,7.6},
{2.00434,7.295} }]

fe = dfe[r]

F= Table[ (2)n[[h]] + (2)fe[[h]]Cos[(0.7651)(h-1)] +
(2)o[[h]]Cos[(h-1)(1.4562)] + (2)o[[h]]Cos[(h-1)(1.9108)],
(h, 1,23 }]

g= Plot[(1/17)F[[1]] + (2/17)Sum[F[[h+1]]Cos[(2Pi(h))x],
h, 1, 22}], {x, 0.1, 0.5}, PlotRange -> {-4, 50}]
Show[g, AxesLabel -> {

FontForm["X", {"Courier",14}],

FontForm["r", {"Symbol",14}]},

DefaultFont -> {"Courier", 10}]
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Implementagdo II - Modelo II.

fc = Interpolation[{{0,6},{1,5.95246},{2,5.78682},
{3,5.53032},{4,5.21020},{5,4.86070},{6,4.49388},
{7,4.11774},{8,3.75012},{9,3.41996},{10,3.13383},
{11,2.87802},{12,2.64951},{13,2.45143},{14,2.28443},
{15,2.14629},{16,2.03643},{17,1.94748},{18,1.86832},
{19,1.80087},{20,1.74347},{21,1.69451},{22,1.65090},
{23,1.61256},{24,1.57885},{25,1.54878},{26,1.52041},
{27,1.49319},{28,1.46747},{29,1.44282},{30,1.41848},
{31,1.39374},{32,1.36922},{33,1.34486},{34,1.32056},
{35,1.29604},{36,1.27153},{37,1.24702},{38,1.22250},
{39,1.19793} }];
fn = Interpolation[{{0,7},{1,6.95127},{2,6.80467},{3,6.57633},
{4,6.28239},{5,5.93826},{6,5.56163},
{7,5.17288},{8,4.78496},{9,4.41048},
{10,4.05790},{11,3.73206},{12,3.43719},{13,3.17215},
{14,2.93750},{15,2.73055},{16,2.54973},{17,2.39271},
{18,2.25792},{19,2.14256},{20,2.04416},{21,1.96025},
{22,1.88600},{23,1.82146},{24,1.76587},{25,1.71780},
{26,1.67472},{27,1.63574},{28,1.60107},{29,1.56998},
{30,1.54143},{31,1.51441},{32,1.48920},{33,1.46542},
{34,1.44263},{35,1.41961},{36,1.39719},{37,1.37531},
{38,1.35389},{39,1.33298}}];
fo = Interpolation[ { {0,8},{1,7.95406},{2,7.81803},
{3,7.60447},{4,7.32595},
{5,6.99392},{6,6.62339},{7,6.23123},
{8,5.82942},{9,5.42972},
{10,5.04142},{11,4.67239},{12,4.32867},{13,4.01015},
{14,3.71871},{15,3.45398},{16,3.21672},{17,3.00407},
{18,2.81421},{19,2.64541},{20,2.49593},{21,2.36402},
{22,2.24734},{23,2.14476},{24,2.05496},{25,1.97645},
{26,1.90706},{27,1.84562},{28,1.79164},{29,1.74404},
{30,1.70122},{31,1.66164},{32,1.62596},{33,1.59370},
{34,1.56432},{35,1.53702},{36,1.51177},{37,1.48821},
{38,1.46597},{39,1.44401}}];
F = Table|[(

(2fc[Sqrt[ (h)*2 + (k)2 ]])Cos[(2P1)(0.3(h) + 0.3(k))]
+ (2fc[Sqrt[ (h)*2 + (k)2 ]])Cos[(2P1)(0.2775(h) + 0.3450(k))]
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+ (2fc[Sqrt[ (h)"2 + (k)2 ]])Cos[(2Pi)(0.3699(h) + 0.2589(k))]
+ (2fn[Sqrt[ (h)"2 + (k)2 ]])Cos[(2Pi)(0.3442(h) + 0.3(k))]

+ (2fo[Sqrt[ (h)"2 + (k)2 ]])Cos[(2Pi)(0.2772(h) + 0.2656(k))] ),
th, 0, 27}, {k, 0, 27}];

G = Plot3D[ (4/900)Sum[F[[h+1,k+1]]Cos[(2Pi)(x(h) + y(k))],
{h, 1,27}.{k, 1,27}] +

(2/900)Sum([F[[h+1,1]]Cos[ (2Pi) h x ], {h, 1, 27}] +
(2/900)Sum[F[[1,k+1]]Cos[ 2Pi) k y ], {k, 1,27}] +
((1/900)*F[[1,1]D),

{x,0.15, 0.45},{y, 0.15, 0.45}, PlotRange -> {0, 12},
PlotPoints -> {100,100} ]

Show[G, ViewPoint->{1.300,-2.400,2.000},

AxesLabel -> {

FontForm["X", {"Courier",14}],

FontForm["Y", {"Courier",14}],

FontForm["r", {"Symbol",14}]}]

Show[ContourGraphics[G],

ContourShading -> False]
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Implementagdo III - Modelo III.

fc = Interpolation[ {{0,6}, {1, 5.83498},

(2, 5.36704}, {3, 4.75428}, {4, 4.09565},

(5, 3.47407}, {6, 2.98062}, {7,2.57599},
{8,2.26668}, {9, 2.04816}, {10, 1.89484}

{11, 1.77611}, {12, 1.68662}, {13, 1.61467},
(14, 1.5573}, {15, 1.50738}, {16, 1.46159},
(17, 1.41848}, {18, 1.37497}, {19, 1.332},

{20, 1.28883}, {21, 1.24558}, {22, 1.20227}} ]
xc = {0.178935, 0.107871, 0.107871, 0.178935, 0.25,
025}

yc = { 0.167941, 0.208971, 0.291029, 0.332059,
0.291029, 0.208971 }

F = Table[ (2(fc[Sqrt[ (h)*2 + (k)*2 1]))

(Sum[ Cos[ (2P1)( (h)(xc[[j]]) + (k)(ye[[1]) )],

G, 1, 631),

h, 0, 15},

k, 0,15} I;

g = Plot3D[ (4/289)Sum[

F[[h+1 k+1]]Cos[ (2Pi)( hx +ky)],

(h, 1,15}, {k, 1,15} ] +

(17289)F[[1,1]] +

(2/289)Sum| F[[h+1,1]]Cos[ 2Pi) hx ], {h, 1, 15}] +
(2/289)Sum| F[[1,k+1]]Cos[ 2Pi) k y ], {k, 1, 15}],
{x, 0, 0.5}, {y, 0, 0.5}, PlotRange -> {0, 8},
PlotPoints -> {100,100} ]

Show(g, ViewPoint->{1.775,-2.073,2.000},
AxesLabel -> {

FontForm[" X", {"Courier",14}],

FontForm[" Y", {"Courier",14}],

FontForm[" r", {"Symbol",14}]}]
Show|[ContourGraphics|g],

ContourShading -> False]
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APENDICE - 11

METODO DA SUBSTITUICAO MOLECULAR (Drenth, 1994)

1. Introducgio

Para determinar a estrutura de uma proteina € necessario
conhecer do seu padrdo de difragdo: os fatores de estrutura e os dngulos de
fase relacionados. Mas durante o experimento as informagdes sobre os
angulos de fase ndo s3o possiveis de medir, impossibilitando a
determinagdo direta da estrutura. Essa perda de todas a informagdes
referentes a fase € conhecida, em cristalografia como o problema da fase.
Algumas técnicas foram desenvolvidas com o objetivo de resolver esse
problema, entre elas o método da substituicdo molecular (Drenth, 1994).

O método da substitui¢do molecular, tem-se constituido em um
método rapido para determinag@o de estruturas de proteinas de uma mesma
familia. O método requer um nivel de semelhanga entre duas estruturas
protéicas que serdo correlacionadas, bem como uma identidade seqiiencial.

Este método pode ser dividido em trés partes:
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1 — Rotagdo do modelo:
Nesta etapa uma fungdo rotagdo € usada para encontrar a orientagdo correta
do modelo em relagéo ao reticulo cristalino do cristal a ser determinado.
2 — O modelo obtido a partir da fung¢do rotagdo € posicionado corretamente
no reticulo cristalino:
Uma fun¢do translagdo encontra os parametros translacionais para
posicionar o modelo corretamente na cela unitaria do cristal.
3- Com a orientacdo € a posi¢do correta € possivel usar as fases do modelo,
para calcular a densidade eletronica da estrutura cristalina desconhecida.
Neste passo, a estrutura desconhecida esta pronto para ser refinada.

Com o aumento do nimero de estruturas conhecidas, este
método tende a ser usado com maior freqiiéncia , devido ao seu baixo

custo e rapidez.

2. A fungio rotagio

A fungdo rotagdo ¢ usada para encontrar a orienta¢do correta
do modelo no reticulo cristalino. Isto pode ser obtido por um teste de
concordancia entre as fungdes de Patterson calculada do modelo e a obtida
diretamente do experimento de difragdo.

Transferir a estrutura molecular da proteina resolvida para o

arranjo cristalino da desconhecida € o principal problema do método da
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substituicdo molecular. Para que isso seja feito € necessario uma orientagdo
adequada e um posicionamento preciso do modelo na cela unitéria alvo.
Dois passos sdo necessarios para a transforma¢do de um grupo de

coordenadas para outro: ROTACAO E TRANSLACAO.

2.1 O célculo da funcio rotacio

Uma das maneiras possiveis de descrever uma orientagdo, ¢
definir um eixo de rotagdo e os dngulos de rotacdo em torno deles, isto
pode ser feito através de uma fungdo rotagdo.

Assumindo-se que, em um sistema cristalino com eixos

ortogonais, um atomo esteja localizado na posi¢édo:

X =X,a, + X,a, + X,a,

da rede cristalografica com eixos a,,d,,a; . Rotacionando o sistema, em
torno da origem, tem-se um novo grupo de coordenadas d,1,0,5,4,3. A
posi¢do do 4tomo em relagdo a este novo sistema de coordenadas sera:

X = XpaGpy+ X, 28, 2+ X, 34, 3

A relacgdo entre os dois grupos de coordenadas ¢ dada por :
X.=[C]1X

onde [C] € a matriz rotagdo.




Apéndice 11

Rotacionar o eixo tem efeito igual ao de rotacionar a estrutura

na dire¢do oposta. O mapa de Patterson € rotacionado de maneira igual.

Aplicando-se a rotagdo [C] para a fun¢do de Patterson P(u), obtém-se a
fungdo de Patterson rotacionada P, (%, ) .

Uma superposi¢do da fungdo P(#) com sua rotagdo P, (i,),
define a fungdo rotagdo:

R(a, B.y) = | P@)P, (i, )dii
U

onde U ¢ o volume do mapa de Patterson.
O produto depende dos angulos de rotagdo, € um valor

maximo ¢ obtido para a superposi¢do correta (quando os dois grupos
vetoriais P(#) e P.(u,) tiverem orientagdes equivalentes).

Tanto P(#) como P.(#,) podem ser expandidos em uma

série de Fourier:

Pu)=—Y F(ii)|2 exp[—2mihii]
h

o
v

P,(Gi,) =~ |F (| expl-2aih's,
2

mas #, =[CJi . Substituindo em P, (#,), temos

e 7@ . ey
P.(i,) = ;Z|F(h')’2 exp[-27ih'[CTi]
bl
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da relagdo #'=[C™'J0' e h'=[C)h', pode-se escrever P,(i,) do seguinte

modo:
P, (i) = %;IF([CJE')IZ expl—27i'i]
Substituindo os dois mapas de Patterson na fungéo rotagéo;
R(a,B,y) = {jjvizg; |F(i§)[2 ;[F([C]}; '|2 exp[—27ihii|exp[—27ih' i |di

colocando os termos independentes de # fora da integral, tem-se:

R(a,B.y) = -12-2 F)| S|Fca : [exp[—27i(h + h'yii dii
v' g -

Fig. 1 - Efeito da rotagdo [C™'] no espago reciproco.
Dois problemas aparecem aqui:
1 - Para o calculo de P,(#,) os coeficientes devem mostrar as posigdes

de [C]h’ no espago reciproco, que é impossivel. Esta impossibilidade deve-
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se ao fato de [C]h’ conter posi¢des no espago reciproco com valores nio
inteiros.

2 - Um enorme numero de termos deve ser calculado, porque a
multiplicagdo € requerida de cada um dos h com todos os h’.

Para resolver esses os problemas, supde-se que exista um
reticulo cristalino com estrutura muito especial. Ele contém em cada cela
unitaria um corpo com forma e volume dado por U, onde o centro de U € a
origem da cela unitéaria e a densidade eletronica dentro de U é p(x) =pe
fora de U p(x) = 0. O Fator de estrutura desta estrutura especial , com

posigdes na rede reciproca -(h + h’) ¢,

F[~(h + h")] = Vp [ exp[-27i(h + h')x1d%
V

A transformada de Fourier desta estrutura € G (¢ uma fungdo interferéncia)

e seu valor na rede reciproca € :
U x pxG[-(h +h")]
Comparando com o fator de estrutura:

[exp[—27i(h + h )3} = %x(}[—(5+5' )
V

Substituindo o valor da integral acima na fungdo rotagao:

R@.f.1) =5 L3 |F @) [FACTH] Gl + )
h h'
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As propriedades de G[-(h+h')] permitem a solugdo dos dois problemas
acima. Usualmente U é esférico e a transformada de uma esfera com raio r
€ centro na cela unitaria é:

_ 3(sen 27mx — 27x oS 27x)

G
(2m)’

X € neste caso igual a (h+h')-7 .

Esta fun¢do pode ser representada graficamente dessa maneira:

1.0

No grafico G tem seu valor maximo para h' = -h, e decresce rapidamente
para valores de h' diferente —h.

Desta maneira a somatoria da fun¢do rota¢do pode ser feita por
todos os h com um numero limitado h'. Isto resolve o segundo problema.

O primeiro problema pode ser resolvido da seguinte maneira:

- |Facw )|2 é calculado para um nimero integral de pontos na rede entorno

de ([C]h").
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- O valor de]F|2com([C]’;')é obtido por interpolagdo, dando um peso

G[—(h+h")] para os valores de |F|" com pontos de rede integral em torno

de (ICTH").

A aplica¢do da rotagdo € importante para todas as reflexdes
presentes, porque o célculo da fungdo rotagdo depende basicamente da
rotagdo do mapa de Patterson, que ¢ determinado principalmente pelas

reflexdes fortes.

3. AFUNCAO TRANSLACAO

3.1 Introdugao

Encontrada a orientagdo correta da molécula na unidade
assimétrica, temos que encontrar o0s parametros translacionais para
posicionar a molécula corretamente no eixo de simetria. Para encontrar a
superposi¢do correta do modelo rotacionado € usado a fungdo translagdo,
que € conceitualmente relacionada a fungdo rotagdo. Ela investiga a
correlagdo entre as intensidades observadas, os vetores intermoleculares, a
simetria do modelo e como este ¢ movido sobre a cela unitaria. Quando o
modelo for posicionado corretamente a fungdo devera ter picos com

valores correspondentes aos vetores translagdes, existentes entre as
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simetrias moleculares relacionadas. H4 algumas formas para a funcdo

translagdo, mas a fungdo T2 ¢ normalmente mais usada.

3.2 0 CALCULO DA TRANSLACAO

Neste exemplo, a translagdo sera feita para uma estrutura
desconhecida com cristais pertencentes ao grupo espacial P222. Esta

estrutura tem uma molécula na unidade assimétrica e quatro moléculas na

cela unitaria. E escolhido um par de moléculas, com orientagdo

determinada pela fung¢do rotagdo, porém ndo € conhecida sua posi¢do na
cela unitaria. Através da fungdo translagdo podemos determinar a posi¢do
da molécula 1 em relagdo a molécula 2, e subseqiientemente para qualquer

outro par de simetria que relacione moléculas.
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Fig . 3 - Posi¢do (x) na molécula 1 e (x + u) na molécula 2.

Onde O, e O, sdo origens locais.

A origem local da molécula 1 é em O1, da molécula 2 em O2
(fig.2 e 3) e a origem da cela unitaria em O . Os vetores intermoleculares de

Patterson entre duas moléculas podem ser calculados por :

P2 (@) = [ py(F) % py (3 +ii)dii
V
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A densidade eletronica com respeito a origem local da

primeira molécula ¢ Py, ( molécula modelo ).
P1(X) = pp (X —5)
Para a origem local O2
Py (3 + 1) = p(Z +il = [c]s - d)

Pode-se escrever a densidade eletronica da molécula O2 em fungdo da
densidade eletronica da molécula modelo, com simetria relacionada com a
posi¢do, dada por:

[c G +ii -[c]s -d)

— — -1 - - - b
paG+iD) = pyy {c NG +ii [l - )
Rescrevendo a fungdo de Patterson, em termos dos novos

valores das densidades eletronicas, tem-se:

Pa(i5) = [pag G=5)x pyy e 1G + i[5 - D)}
J

Se par € escrito por uma serie de Fourier, em termos do fator de estrutura

Fys | tem-se

P2 (,5) =Y Fag (h) x Fyg (P)exp[2zi(h -5 + ple ™ J([c)s + d))]

h p

x exp[—2mip[c” ]ﬁ]j exp[—-27i(h + plc ' ))¥]dx
v
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Devido [c] ser uma rotagdo cristalografica, plc'1é¢ um ponto da rede

, : r I , —_
reciproca e, desta maneira, (A+p[c ']) é um namero inteiro e como

conseqiiéncia a integral se anula, quando é somada todas contribui¢des de h

e h’, a menos que (f{ +plc'1)=0. Entio o valor da integral ¢ igual
a V, com p=-h[c]. Supondo que o calculo seja feito para um volume

integral, com V = 1, pode-se rescrever P ,(#%,5):

P, (,5)=Y Fyy (h)- Fy, (h[c)) exp[27ih(§ - [c]5 — d)]exp[27ih - ii]
h

Se £ =5 +[c]s+d ¢ o vetor intermolecular (O1 e O2). Entdo pode-se

rescrever a Fungdo de Patterson cruzada como fung¢do do vetor t:
P, (i,1)=Y Fy (h)- Fy, " (h[c))exp[27ih - F)exp[27ih - ii]
h

Esta ¢ a fungdo cruzada de Patterson do modelo estrutural, no qual duas

moléculas sdo relacionadas por simetria cristalografica. Ela deve ser

comparada com a fungdo de Patterson P(#). Para este fim a fungdo

translagdo 7(7) é calculada:

T(7)= [P ,(.1)x P(i)dii
v

Quando o vetor intermolecular 7 ¢ igual ao vetor intermolecular verdadeiro

lo, a fungdio T(f) devera encontrar um valor maximo, porque a fungdo de

Patterson P ,(#,7) calculada encaixa-se corretamente na fungdo de
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Patterson observada P(#i). Se P ,(4.f) é substituida em T(7) e P(#) por
—i2 . o
Z'F;bs(p | exp[-27ip - ii] 4 fungdo sera dada por:
P
T(@) =Y Fa(h)- Fyy (Alc])exp[-2mh -11x ¥ |Fope (P [expl27i(h ~ p)- )i
h P v

Devido a mesma razéo antes verificada para o calculo de P]‘z(a,; ), aqui a
integral se anulara a menos que p seja igual a h. Com p = h o valor de

T(1) sera:

T@)= 3 |Fons B Fyy () Fyy (il expl-2mif 71
h

A forma final da fun¢do translagdo ¢ uma somatdria de Fourier com

coeficientes conhecidos. Desta maneira, ela pode ser facilmente calculada.

3.3 A Funcio Translacio f'z

A fungdo translagdio T7(f) é bidimensional com os vetores
intermoleculares t perpendiculares ao eixo de simetria. Para uma solugédo
completa da estrutura desconhecida, as varias fungdes de translag@o
bidimensionais devem ser combinadas.

Uma fungdo translagdo que resulte nos picos correspondentes
a todos os vetores intermoleculares da estrutura desconhecida foi

desenvolvida por Crowther e Blow (1967). Esta fung¢do translagdo ¢

chamada de 7, .
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O modelo, usado na fun¢io 75, nio somente contém um par de
moléculas, mas um numero igual ao de moléculas da cela unitaria da
estrutura desconhecida.

Devido ao grande niimero de vetores intermoleculares, ¢ mais
conveniente o0 uso do vetor posi¢do m do modelo molecular M. As posi¢des

e orientagdes das outras moléculas (j = 2....n) na cela unitaria, sdo derivadas
do modelo molecular por operagoes [c; Jm + 3_,,- ;

Deve-se agora calcular a fungdo de Patterson, escrevendo o

fator de estrutura calculado do modelo:

Frac(h,m) =Y Fy(hlc; ) exp[-27h([c; )i + d,)]
1

n
=

onde Fy,(hlc;] é a contribuigdo do fator de estrutura da reflexdo h da j-

ésima molécula em relagdo a origem local de orientagdo [c;]. Atentando

para o fato da origem da molécula estar em [c;]m+d;  pode-se escrever o

fator de estrutura assim:

Foue(hym)=Y Fy, (i_r.[cj])exp[—ZﬂiE%]exp[—Ziﬁf;[Cj Im]
j=1

O modulo do fator de estrutura ao quadrado € igual ao produto do fator de

estrutura pelo seu complexo conjugado:

cotpicton Bty e L o e
Fca!c (h’ ’ﬁ)’ s ‘F:':a!c (h’ m) * Fca!c (h,M)
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Para diminuir 0 numero de termos na fun¢do de Patterson calculada

fazemos:

- _ 2
Foaie(hy)| =0
Entdo escrevendo-se a fungédo de Patterson calculada:

Peate (7 0) = 3" Q exp[—27ih - i]
h

Calculando a nova fung#o translagdo:

Ty (1) = [Py () XP,pe (1, )l
L’

onde Pops(4) ¢ a fungdo de Patterson observada do cristal a ser

determinado e Peaic(M.%) € a funcdo de Patterson calculada do modelo.

Como antes, esta equagdo contém uma integral

[expl27i(h - p) - it)dii
V

¢ de igual modo seu valor serd nulo a menos que h = p, desta maneira

pode-se escrever 15 (m) :

1) = Y| Fopo ()| X3 F (e, 1, (i, 1) x expl-2ih(d, — d, )]
h J LR

x exp[-27ih([c;]-[c,Dm]
Esta fung¢do utiliza todos os operadores de simetria simultaneamente, sendo

portanto uma fungdo tridimensional.
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Purification, crystallization and preliminary X-ray
analysis of haemoglobin | from the armoured catfish

Liposarcus anisitsi

Liposarcus anisitsi is an armoured catfish that presents accessorial air
oxygenation through a modified stomach, which allows this species to

Received 31 March 1999
Accepted 1 February 2000

survive in waters with very low oxygen content. Analysis of its
haemolysate has shown the presence of four haemoglobins; this work
focuses on the main component, haecmoglobin I. It has been
crystallized in two different forms and X-ray diffraction data have
been collected to 2.77 and 2.86 A resolution using synchrotron
radiation. Crystals were determined to belong to the space groups C2
and P2, and preliminary structural analysis revealed the presence of
one tetramer in the asymmetric unit in both crystal forms. The
structure was determined using a standard molecular-replacement

technique.

1. Introduction

Haemoglobin functions in aerobic organisms
by dramatically increasing oxygen diffusion
from the environment (aquatic or atmos-
pheric) to its reduction site at the inner mito-
chondrial membrane. Aerobic metabolism in
multicellular organisms would be impossible
without this protein.

Owing to its abundance and availability,
haemoglobin has been largely used as a model
in order to gain understanding of oligomeric
proteins, particularly concerning the hetero-
tropic ‘fine tuning’ of oxygen binding in terms
of affinity and cooperativity (Smarra et al.,
1999). Recent reports describing ‘new’ struc-
tures found for human adult haemoglobin
(Smith et al., 1991; Mercedes-Silva er al., 1992;
Seixas et al., 1999) additional to those consid-
ered by the classical allosteric model of Monod
et al. (1965) have revealed new aspects, despite
the large amount of research spent on the
subject.

The study of the structures of other forms of
haemoglobin could contribute to providing a
better understanding of haemoglobin function.
The animal kingdom has plenty of isomorphic
haemoglobins working under a variety of
physiological requirements and subject to
environmental stress, being a natural source
for the study of structure-function relation-
ships.

L. anisitsi (Siluriformes, Loricariidae) is a
South American armoured catfish with acces-
sorial air oxygenation using a maodified
stomach. This morphological and histological
adaptation allows the fish to hold swallowed air
and oxygenate blood circulating on abundant
capillaries close to the mucosa (Smarra et al.,

1997). Its blood has four haemoglobins, with
isoelectric points (pl) in the range 7.2-8.3.
These proteins were denominated I to IV
according to their pl, starting with the highest
value.

The present work was performed on the
oxygenated form of Hb-1 (which comprises
about 50% of the haemolysate). Structural
studies have also been initiated on the un-
liganded forms.

2. Materials and methods
2.1. Purification

Blood was collected by caudal puncture
after an adaptive period of 4d in aquaria.
Subsequent procedures were carried out at low
temperature (around 277 K). Red blood cells
were washed by centrifugation four times with
buffered saline (50 mM Tris pH 85, 1 mM
EDTA). Haemolysis was accomplished with
buffer A (50 mM Tris pH 8.5, 1 mM EDTA),
followed by centrifugation (1000g for 1 h) and
filtration to remove debris. An aliquot was
kept for phosphate determination. For phos-
phate removal, haemolysate dialysis was
performed against buffer A, followed by gel
filtration (Sephadex G-25) on a 1.6 x 70cm
column.

Haemoglobin purification was performed on
DEAE-Sephadex A-50 using a pH gradient
between 50 mM Tris buffer pH 9.2 and 50 mM
bis-Tris pH 6.5. The isolated components were
further deionized by several passages through
a mixed-bed Amberlite MB-1 (Sigma),
concentrated by centrifugation on Amicon
microconcentrators and stored in liquid
nitrogen until use.

Smarra et al. + Haemoglobin | 495
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Table 1

Detailed X-ray diffraction statistics for synchrotron data of crystal

form L.

Number of
independent
reflections

Complete-
ness, all
data (%)

Resolution
range (A)

Redun-
dancy

silicate glass capillary tube for
X-ray data collection.

R,

morge s

all data
(%)

2.3. X-ray data collection and
processing

15.00-6.05
6.05-4.78
4.78-4.16
416377
3771349
3.49-3.28
328-3.12
3.12-298
2.98-2.86
286-2.77
All reflec-
tions

1100
1208
1186
1226
1237
1263
1261
1235
1294
1304
12314

85.6
9.0
93.8
935
2.2
9.1
92.6
90.2
873
78.9
90.2

262
261
2.60
220
234
250
240
233
222
190
23

40 Two crystal forms had their
4.4 X-ray diffraction data sets
-z—; collected at a wavelength of
64 138 A using the Synchrotron
70 Radiation Source [Station PCr,
1;‘“; Laboratorio Nacional de Luz
146 Sincrotron (LNLS), Campinas,
20.1 Brazil; Polikarpov, Oliva et al,

&g 1998; Polikarpov, Perles e al,

t Rpge =
intensity of a

{Z4es) is the mean intensity of that reflection.

Table 2

Detailed X-ray diffraction statistics for synchrotron data of crystal

form IL

00T AL My = Una) DV Ty Uasr) where by is the
 individual of the ion with indices k! and

1998] and a 345cm MAR
imaging-plate detector (MAR
Research). X-ray diffraction
data for crystal forms I and I
were processed to 2.77 and
2.86 A, respectively, using the
program DENZO and were
scaled using the program
SCALEPACK  (Otwinowski,

Number of
independent
reflections

Complete-
ness, all
darta (%)

Resolution

range (A) Ia(l)

Redun-
dancy

1993).
Autoindexing procedures
(%) combined with analysis of the

}—

all data

15.00-6.15
| 6.15-4.89
| 4.89-4.27
| 4.27-3.88

1095
1202
1180
120
1230 128
1255 10.4
1255 8.1
1231 65
1201 5.4
1290 a4
12249 114

184
168
17.2
15.7

745
816
826
843
86.0
86.9
874
88.0
839
90.0
85.0

247
247
239
242
238
234
235
230
230
229

All reflec- 237
i tions

iE X-ray diffraction pattern and
8.4 averaging of equivalent inten-
17 sities were used in the char-
g‘_.ﬁ, acterization of the Laue
symmetry for both crystals.

2.4. Molecular replacement

220
83 The crystal structure of the

oxyhaemoglobin I isolated from

t Rerge = 10035 [ 0nss = DY sl whete Ly is the
_ intensity of an individual measurement of the reflection with indices Akl and

-, {fae)) is the mean intensity of that reflection.

. 2.2. Crystallization

The oxygenated form of haemoglobin 1
. (LaHb-I)} was concentrated to 10 mg ml ™" in
i S0mM Tris pH 85. Crystallization trials
| were performed using the hanging-drop
. vapour-diffusion method (Jancarik & Kim,
| 1991).
. Crystals of L. anisitsi haemoglobin have
i been obtained under several different crys-
' tallization conditions using the hanging-drop
! vapor-diffusion and sparse-matrix methods
(Smarra et al., 1997). The best crystals were
, obtained after 3 d from drops in which 7 pi
! haemoglobin solution (10mgml™') was
. mixed with an equal volume of reservoir
| solution. 0.1 M HEPES pH 74, 14M
sodium citrate was used as the reservoir
solution. The crystals were harvested in the
well buffer and mounted in a 1.0 mm boro-

L. anisitsi was determined by
standard molecular-replacement
methods using the program
AMoRe (Navaza, 1994). The
atomic coordinates of the dimer
(@) of trout haemoglobin
deposited in the PDB (Tame et al, 1996;
PDB code louu) were used as a search
model. All water and phosphate molecules
were removed from the search model and
the temperature factors for all atoms were
set to 20 A% however, the haem groups were
retained in the model. The atomic coordi-
nates for the search model were translated
to set their centre of gravity at the origin and
were then rotated so that the principal axes
of inertia of the search model lie parallel to
orthogonal axes.

Cross-rotation functions were calculated
in the resolution range 10-4.5 A with a
sampling step of 2.5° using the program
AMoRe (Navaza, 1994). These calculations
were carried out with an integration radius
of 25 A. The rotation which generated the
highest correlation coefficient (CC) was
applied to the search model and used in the

subsequent translation-function computa-
tions based on data in the same resolution
range.

3. Results and discussion

LaHb-I crystallized in two different space
groups under the same crystallization
conditions. Crystal form I belongs to the
monoclinic C2 Bravais lattice, with unit-cell
parameters a = 57.2(1), b = 629(1),
c=1834(2) A, §=92.6 (2)°. Assuming the
asymmetric unit content to be one tetramer

* of molecular weight 65 kDa, the V,, value is

25 A®Da™? (Matthews, 1968). Assuming a
value of 0.74 cm® g~ for the protein partial
specific volume, the calculated solvent
content in the crystal is 51.5% and the
calculated crystal density is 1.175 gcm™. A
summary of the X-ray data-collection
statistics is given in Table 1.

Crystal form II also belongs to the
monoclinic system; however, it has different
unit-cell parameters a = 56.8 (1), b=64.0 (1),
c = 867(2) A, 8 = 922°. The observed
systematic absences are compatible with
space group F2,. Assuming that one
tetramer is present in an asymmetric unit,
the V,, value is 2.4 A>Da™%. The solvent
content in the crystal is 48.8% and the
calculated crystal density is 1.184 gem™.
Table 2 shows the results for data collection
from crystal form II.

The X-ray diffraction data for crystal form
Il were used in the molecular replacement.
The highest magnitude of the correlation
function was obtained for the Euler angles «
=258.02, B=121.82, y = 127.00° for the first
dimer (or; 8;) and angles o = 78.53, f=64.15,
y =139.52° for the second dimer («,5;). The
correlation coefficient and the R factor after
the translation search were 67.1 and 36.6%,
respectively. The fractional coordinates are
T, =0.2368, T, = 0.0010, T, = 0.1707 for the
first dimer and T, = 03460, T, = 0.3549,
T, = 0.3191 for the second dimer. The X-ray
diffraction data for crystal form I were also
used in the molecular replacement; however,
alower correlation coefficient (52.4%) and a
higher R factor (44.3%) were generated
after the translation search using the same
search model; therefore, X-ray data for
crystal form IT were used in the preliminary
refinement.

Repeated cycles of refinement were
carried out using the maximum-likelihood
method as implemented in the program
REFMAC (Murshudov et al, 1997). The
present values of R and Ry, are 27.2 and
36.9%, respectively, using the sequence of
trout haemoglobin (PDB code 1louu).
Amino-acid sequencing for LaHb-I using
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the automated Edman technique is under
way. Further refinement will be carried out
as soon as the sequence become available.
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Synopsis
In this paper is reported the crystallization and preliminary X-ray analysis of

hemoglobin-IV from the armored catfish Liposarcus anisitsi.

Abstract
Considerable interest is currently focused on fish hemoglobins, in order to identify
the structural basis for their diversity of functional behaviors. The armored catfish
Liposarcus anisitsi presents accessorial air breathing through a modified stomach, which
allows this species to survive in waters with high oxygen debt (de Oliveira er al.,
submitted). The analysis of its hemolysate has shown the presence of four main

hemoglobins, with this work focusing on hemoglobin-IV. Hb-IV was crystallized and X-

ray diffraction data collected to 2.4 A resolution using a synchrotron radiation source.

Crystals were determined to belong to the space group P2,2,2, and preliminary structural
analysis revealed the presence of one tetramer in the asymmetric unit. The structure was

determined using standard molecular replacement technique.




1. Introduction
Fish hemoglobins exhibit a greater variety of functional behaviors when compared

to mammalian hemoglobins, in terms of cooperative ligand binding and allosteric control

exerted by a variety of chemical factors, such as H', CI', CO,, and 2,3-biphosphoglycerate

(BPG) (DeYoung et al., 1994). This characteristic reflects a structural diversity guided by
evolutionary pressure exerted on the adaptation to differing environmental and
physiological needs (Perutz, 1996; DeYoung ef al., 1994, Fadel et al., 1999).

Vertebrate hemoglobins bind cooperatively molecular oxygen, the needed electron
acceptor at the respiratory chain. Several chemical agents, known as heterotropic ligands,
and also temperature can influence hemoglobin oxygen equilibria (Perutz, 1996). For most
vertebrate hemoglobins oxygen affinity is reduced as the pH is lowered in the range above
7.0, a property known as the alkaline Bohr effect. This property arises from preferential
proton binding to the low O,-affinity state (T) and its stabilization (Perutz, 1996;
Camardella er al., 1992). An exaggerated response to proton binding can be present on
several fish hemoglobins, known as the Root effect, with a presumed role for pumping
oxygen into fishes” swimming bladders (Brittain, 1987).

On oxygenation human hemoglobin liberates one proton per tetramer, whereas carp
hemoglobin liberates 3.6 per tetramer. Mylvaganan et al. (1996), based on the high
resolution crystallographic structure of the carbon monoxide bound form of hemoglobin
from Leiostomus xanthurus, proposed a molecular mechanism for the Root effect. The
authors proposed that positively charged clusters across the 1-p2 interface in the R-state,
identified in the structure, are responsible for part of the Root effect. When pH lowers,

protonation of the B N-terminus and His B147(HC3) within these clusters is claimed to
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destabilize the R-state and promote the acid-triggered, allosteric R->T transition with
concomitant O, release. More recently a new fish hemoglobin structure became available
(Mazzarella et al.,1999) and its structural analysis led to somewhat contrasting results with
the above explanation of the Root effect, suggesting that the differences in the pH
dependence can not be related to the modulation of the R-state as had been previously
proposed.

Liposarcus anisitsi (Siluriformes, Loricariidae) is a south-american armored catfish
able to survive in waters with very low oxygen content, due to its ability to gulp air at the
surface. The modified stomach which acts as an acessorial gas-exchange organ permits
more efficient blood oxygenation. It has been identified four hemoglobins in its
hemolysate with isoelectric points ranging from 7.2 to 8.3 (Smarra et al, 1997). The

present work was performed on Hb-IV.

2. Materials and methods
Purification
Blood was collected after an adaptive period of 4 days in aquaria, by caudal
puncture. Subsequent procedures were carried out at low temperature (around 4°C). Red
blood cells were washed by centrifugation four times with buffered saline (50 mM Tris pH
8.5 containing 1 mM EDTA). Hemolysis was accomplished with buffer A: 50 mM Tris pH

8.5 containing 1 mM EDTA, followed by centrifugation (1,000 g for 1 hr) and filtration for

debris removal. An aliquot was kept for phosphate determination. For phosphate removal

hemolysate dialysis was performed against buffer A, followed by gel-filtration on a 1.6 x

70 cm column.




Anexo 11

Hemoglobin purification was performed on DEAE-Sephadex A-50 using a pH

gradient between buffer A and 50 mM bis-Tris pH 6.5. The isolated components were

further deionized by several passages through a mixed-bed Amberlite MB-1 (Sigma),
concentrated by centrifugation on Amicon microconcentrators and stored in liquid nitrogen
until use. Four main hemoglobins were identified in the hemolysate: LaHb-I to IV.

Non denaturating electrophoresis was performed in 10 % polyacrylamide gel and
cellulose acetate.

Analytical isoelectric focusing was performed in agarose gels. The bands containing
hemoglobin were cut off and eluted in deionized water for pH measurement and isoelectric

point estimation.

Crystallization and X-ray data collection

The oxygenated form of hemoglobin IV (LaHb-IV) was concentrated to 10mg/ml
in 50mM Tris pH 8.5. Crystallization trials were performed using the hanging drop vapor
diffusion method (Jancarik & Kim, 1991).

Crystals of LaHb-IV have been obtained in several different crystallization
conditions, using the hanging drop vapor diffusion and sparse matrix methods. The best
crystals were obtained after 2 day growth from drops in which 7 pl of hemoglobin solution
(10mg/ml) was mixed with equal volume of reservoir solution. 0.1M Tris pH 8.5, 0.2 M
Sodium Acetate, and 30% PEG 4000 were used as the reservoir solution. The crystals were
harvested in the well buffer and mounted in 1.0 mm capillary tube of borossilicate glass for

X-ray data collection.
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X-ray diffraction data was collected from a single LaHb-IV crystal at a temperature of
8°C, at a wavelength of 1.547 A using the Synchrotron Radiation Source (Station PCr,
Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron, LNLS, Campinas, Brazil) (Polikarpov, Oliva er
al., 1998; Polikarpov, Perles e al., 1998) and a 34.5 cm MAR imaging plate detector
(MAR Research) with an exposure time of 2 min per image. The crystal to detector distance

was 150 mm. Using an oscillation range of 0.8°, 100 images were collected. The raw X-ray

diffraction data were processed to 2.4 A resolution using the program DENZO

(Otwinowski, 1993) and scaled with the program SCALEPACK (Otwinowski, 1993). Auto
indexing procedures, combined with analysis of the X-ray diffraction pattern and averaging

of equivalent intensities was used in the characterization of the Laue symmetry.

Molecular replacement

The crystal structure of the LaHb-IV was determined by standard molecular
replacement methods using the program AMoRe (Navaza, 1994). The atomic coordinates
of eight different fish hemoglobins and one human hemoglobin deposited in the PDB
(Brookhaven Protein Data Bank) (Abola et al., 1997) were used as search models. All
solvent molecules were removed from the search models, however the heme groups were
kept in the search models. The search models which presented more than one dimer were
modified, so that only one dimer (af3) was used in the molecular replacement. The atomic
coordinates for all search models were translated so that their center of gravity is at the
origin, they were also rotated so that the principal axes of inertia of the search models are
parallel to the orthogonal axes. The PDB accession numbers and identification of the search

models are listed in Table 1. Cross-rotation functions were calculated in the resolution
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range 10-4.5 A using a sampling step of 2.5° for all 9 search models. These calculations
were carried out with integration radius of 22.5 A. The rotation which generated the highest
correlation coefficient (CC) was applied to the search models and used in the subsequent
translation function computations, based on data in the same resolution range.

The best solutions for each search model were selected based on the magnitude of
the Racor and correlation coefficient. Translation function for space groups (P222, P2,2,2
and P222,) has also been computated using the same resolution range and the best search

model, in order to confirm the space group.

3. Results and discussion
The Figure 1 illustrates photomicrograph of the LaHb-IV crystal suitable for X-ray
diffraction experiments, with average dimensions of about 0.3 x 0.4 x 1.0 mm. The crystal
has the orthorhombic space group P2,2,2, with cell parameters of a= 52.6(1) A,

b=104.8(2) A and c=113.9(2) A. Assuming the asymmetric unit content to be one tetramer

of molecular weight of 65 kDa, the V,, value is 2.41 A’ Da” (Matthews, 1968). Assuming a

value of 0.74 cm® g”' for the protein partial specific volume, the calculated solvent content
in the crystal is 49 % and the calculated crystal density 1.18 g cm™. A total of 78791
observations having 1>1.0c(I) of 24618 reflections were collected. The X-ray diffraction
statistics are summarized in Table 2.

The results of the molecular replacement using the 9 different search models are
listed in Table 3. The correlation coefficients after translation function computation range

from 23.2 to 62.7 % and the Rgqos range from 39 to 54.5 %. The search model which




Anexo II

presented the best correlation coefficient and Rgor Was for Trout hemoglobin (Accession
number: 10UU) (Tame ef al, 1996 ).
Translation functions for space groups (P222, P222,, P2,2,2) has been computated

using the coordinates of model 10UU as search model and the results are listed in Table 4.

The correlation coefficients after translation function computation for the 3 space groups

range from 32.1 to 37.9 % and the Rpcos range from 49.7 to 51.6 %, which strongly
indicates that the correct space group is P2,2,2,.

Figure 2 presents the crystal packing for the partially refined structure of the LaHb-
IV. Further refinement using the slow-cooling protocols will be performed using the
program X-PLOR (Briinger, 1992). The refined model of the LaHb-IV will be used for

detailed comparison with other fish hemoglobins.
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Table 1. List of the hemoglobins used as search models

PDB Accession number

Protein

1HHO
ITIN

Oxy hemoglobin from Homo sapiens

Carbonmonoxy Hemoglobin from fish (7rematomus
akajei)

Carbonmonoxy Hemoglobin from fish (Oncorhyncus
mykiss)

Carbonmonoxy Hemoglobin  from  fish (Dasyatis
akajei)

Deoxy Hemoglobin from fish (Pagothenia bernacchii)
Deoxy Hemoglobin from fish (Oncorhyncus mykiss)
Carbonmonoxy Hemoglobin from fish (Pagothenia
bernacchii)

Carbonmonoxy Hemoglobin from fish (Leiostomus

xanthurus )

Deoxy Hemoglobin from fish (Dasyatis akajei )
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Table 2. Detailed X-ray diffraction statistics for synchrotron data of crystal of LaHb-IV.

Resolution Range

Number of independent
reflections

Vo(T)

Rumerge (%)

Completeness
(%)

20.00 5.87

1581

19.92

5.8

86.3

5.87 4.68

1665

20.01

6.5

95.9

4.68 4.09

1670

20.49

T2

974

4.09 312

1652

19.34

7.8

97.8

3.72 3.46

1662

17.24

8.5

98.5

3.46 3.25

1657

15.11

9.6

98.7

3.25 3.09

1661

12.45

112

99.6

3.09 2.96

1666

10.59

125

98.7

2.96 2.84

1639

9.59

13.5

98.0

2.84 2.75

1629

8.42

1531

98.6

275 2.66

1646

6.49

17.8

99.0

2.66 2.58

1620

6.10

18.9

97.1

2.58 2.52

1642

533

213

99.8

2.52 2.46

1606

5.12

22.7

96.3

2.46 2.40

1622

4.56

24.2

99.6

All Reflections

24618

15:17

8.8

973

)

Rmme = 100 x Zpa [Z(] M - Tee)))VZrai () , where Iny; is the intensity of an

individual measurement of the reflection with indices, A, k and 1, and (/) is the mean
intensity of that reflection.
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Table 3. Eulerian angles and fractional coordinates after translation function computation.

Protein

Dimer

a(’)

B

()

X

: §

z

CC (%)

Rractor (%)

1HHO

alBl

85.05

92.50

309.09

0.4756

0.0743

0.0573

29.3

54.0

o2B2

24.30

61.13

265.74

0.1988

0.1696

0.0169

29.3

54.0

alBl

76.61

62.38

32.05

0.3706

0.1994

0.2186

249

54.5

o2p2

102.54

117.45

207.46

0.3271

0.7166

0.4570

249

54.5

alpl

97.53

59.75

63.02

0.3072

0.0129

0.4158

62.7

39.0

a2p2

79.25

5831

24.71

0.8661

0.6949

0.7090

62.7

39.0

alpl

87.15

83.84

47.07

0.0354

0.4196

0.3626

243

339

022

41.22

114.49

270.54

0.2430

0.1286

0.6039

243

539

alpl

75.02

58.29

26.37

0.3734

0.1950

0.2133

3.5

51.6

o2p2

77.70

58.34

26.45

0.3714

0.1964

0.2121

31.5

51.6

alpl

79.39

121.16

334.18

0.1326

0.3039

0.2081

427

47.0

a2P2

84.70

64.53

295.50

0.3202

0.4882

0.5812

42.7

47.0

alpl

104.74

121.58

27.26

0.1298

0.1965

0.2899

317

499

o2B2

78.15

61.77

29.20

0.8608

0.6946

0.2131

311

499

alpl

80.35

119.65

67.20

0.0613

0.0384

0.1216

243

2.7

o2p2

24.71

115.30

339.60

0.8311

0.1327

0.8739

243

52.7

1CGS5

alpl

73.24

62.01

30.85

0.4680

0.2456

0.2637

232

534

o2p2

110.85

117.22

211.13

0.4393

0.7906

0.1647

232

53.4

i R_,facror = 100x2|Fobs

with F/o(F))2 cuttoff.

- Fca!c| IZ(Fobs) , the sums being

taken over all reflections
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Table 4. Fractional coordinates after translation function computation for other possible
space groups

Space Group | Dimer X y z CC (%) Riactor (%)

alpl 0.3739 0.1420 0.4332 33.0 52.6
P222

o2p2 0.3911 0.1471 0.4328 33.0 52.6

alpl 0.0673 0.0119 0.3542 379 49.7

a2B2 0.3845 0.6936 0.8484 379 49.7

alpl 0.0823 0.3436 0.0926 32.1 51.6
P2,2,2

a2p32 0.1136 0.8662 0.9638 32.1 51.6

’ Rfacror = loon|Fobs = F::afc|/ Z(Fobs) , the sums being taken over all reflections

with F'/o(F))2 cuttoff.
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Anexo 111

O programa AMoRe

O programa AMoRe procura fazer uma jung¢do entre
automacdo, velocidade e performance, usando para isso a andlise
matematica da estrutura. O sucesso deste programa, na maioria dos casos,

deve-se a sua capacidade de explorar muitas solu¢des em potencial.

O procedimento inicial para execugdo do programa € obter as seguintes

informagdes:
Parametros de cela
Resolucdo
Modelo a ser testado
Numero de moléculas esperadas na unidade assimétrica

Faixa de resolu¢do na qual a procura sera feita.
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A rotina Tabling calcula os coeficientes continuos de Fourier
correspondente a0 modelo. Estes coeficientes sdo obtidos através da
transformada de Fourier da densidade eletronica, com base nas
coordenadas atdmicas da molécula, que sdo colocadas em uma cela unitaria
com dimensdes lineares aproximadamente quatro vezes maior do que o
tamanho do modelo. Para evitar o uso de uma cela unitaria muito grande, o
que levaria a um posicionamento desfavoravel da molécula, o centro de
massa dos atomos € deslocado para a origem da cela unitaria e as
coordenadas sdo rotacionadas de tal maneira que o eixo principal de inércia
¢ alinhado com os eixos da cela unitaria.

A rotina Roting € usada para o calculo da fung¢do rotagdo. O

raio de integracdo ¢ usualmente a distancia entre o centro de massa € o

atomo mais afastado. Os fatores de estrutura do modelo sdo calculados por
interpolagdo. A fungdo rotagdo € calculada, usando expansdes em
harmonicos esféricos, mas as varidveis radiais sdo manipuladas
diferentemente, conduzindo a resultados mais apurados. O coeficiente de
correlagdo € usado como critério de selegdo.

A rotina Traing calcula a fungdo translagdo (T,), usando
transformadas rapidas de Fourier. Os valores de T, sdo usados somente

com o objetivo de selecionar os melhores picos, usando para 1SS0 0 Reacior:
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Rysaor = 2y |[F | = |t 5,y xSy | )
H

e o coeficiente de correlagdo:

CC = ZmHA|E‘?bS A‘F}{(asﬂs}/axeysz)l X
H

{|:Zm!!(A Ff(;bs )} X I:ZmH[A|F}I (as ﬂ,y,x,y,z)”z}}

onde my € a multiplicidade de reflexdes e A \ FH] corresponde aos maiores

picos de T.
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Alinhamento wvia Blast II da sequiéncia da
hemoglobina do Oncorhyncus mykiss (10UU).

Cadeia Alfa

tmpseq 1 SLTAKDKSVVKAFWGKISGKADVVGAEALGRDKMLTAYPQTKTYFSHWA-DLSPGSGPVK
1942654

1942654

1942654

1942034 PIEEESI AERY 1 IS HE B R i T v wis ww b B¢ 0Qu B RTPR R
1065039 +«8D. . AAR.L.S..GKS..AT.ND. . S.—=. +VT...PHI.
1065039 v 5 S s ARRe Ly 84 GES . o AT JND oS == «VT...PHI.
1065039 ..SD...AA.R.L.S..GKS..AI.ND..S.——. VT s« PHI.,
4930138 ..SD...AA.R.L.S..GKSS.AI.ND..S.--. NT ww PN
576142 +S.A..GN...A...VG.H. . . » o He B0,
576142 oFa By GN oo aPye NG H, ’ . SN, . 1 [

tmpseq 1 KHGGIIMGAIGKAVGLMDDLVGGMSALSDLHAFKLRVDPGNFKILSHNILVTLAIHFPSD
1942654

1942654

1942654

1942034 § .
1065039 wi ..G.AL.. s KLy S 0 6 P +C. . VISTM..
1065039 . ..G.AL.. el ..EQ.. G VISTM w4
1065039

4930138

576142

576142

tmpseq_1

1842654

1942654

1942654

1942034

1065039 AN IO~ € ) 1 N
1065039 s ce e a6 AL .
1065039 S siae SGsRALn s ;
4930138 o «++.5G.AL...ER..
576142 S T N..TV.TS...
576142 PR L G N TV TS
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Anexo IV

Cadeia Beta

QUERY VEWTDAEKSTISAVWGKVNIDEIGPLALARVLIVYPWTQRYFGSFGNVSTPAAIMGNPKV
P02142 R e R BRI S

P80727 oo e SAS R« TSL e« I VA.u .0

P02140 soeiewsaReBA G IGLs v oL Pawliv « Quw weC

P02139 USRI, | (8 K e () -9 R, [ TNHRIS o~ NPT ) L R, G (. e
P56251 BAR . KoLie s TDOVG s e e Qoo Do liniow B Tl el
P02141 BB VGD voce IOV wcnimineDimmowoni D o wmw w o Hee L iwsnw L momin e sieimon s b
Q91473 oD sss s ReBANGL, ¢ o ISV s o0 oQue soDieseSes s Ha ST

P14524 Q..AE..OL.TGL.....VA.C.GE. ... Lecssvsss.F.A e L.S.T.VL.s.oo
P07406 .Q..AE. .QL.TGL VA.C.GE.... eBA.is LS. T.VL
P02126 .Q0..AE..QL.TGL VA.C.AE. el STV

QUERY AAHGKVVCGALDKAVKNMGNILATYKSLSETHANKLEFVDPDNFRVLADVLTIVIARKFGA
P02142

pP80727 DDVKG. .SK..QL.NE..N ¥
P02140 coes RTMiGiER. I s oD Ko ;AP VM. BE. JHewwww e beo «CTIVCAM. L P
P02139 s 9w RTVEBGGMR T e Da Diia Kivio AP GNMGSEL sHuwswvvenaDs o CEVCRA M o P
P56251 sBes s T M.GuoRea Qo Do KNV 0. W IKSE IHe i s 6w« o LeGEI T MCVG. o o o B
P02141 .K...T.MHG..R..Q.LDD.KN..AT..VM.SE..H LeweCIL.VCV. ouLlics
091473 Koo T.MHG. .R..Q.LDD.KNA.TA. .VM.SE. .H. ..+ v Lo oo CI.VCV, ... L.P
P14524 Quovnn B LHISEGE 2 TDS.. KG. FAD, . L.CD: sHew By L. G LYV L. . H.. . K
P07406 Q....K.LTSFGE. ...LDS.KN.FS50...L.CD. . H...B...L.G.I.VV, L,
P02126 Q....K.LTSFGD....LDS,KN.FSQ...L.CD. .H...E...L.G.I.VV.L,

Ho K
+HesK

QUERY SFTPEIQATWQKFMKVVVARMGSRYF 146
P02142 146
P80727 G.PA....V....VA...S.LSKQ.. 146
P02140 S NADVE BB saa 1Sk 19LICR0: 146
P02139 ..S.NV.EA....LS...N.LKRQ. 146
P56251 svweas HERw s « IR «Seli:RO. 146
P02141 V.SADT.EAF...LA...S.L.RQ. 146
091473 T.SAD..EAF...LA...S.L.RQ. 147
P14524 D...DC..A...LVR..AH.LARK. 145
P07406 D...DC..A...LVR..AH.LARK. 145
7 P02126 Dieies D si Bnvan INRL . BHJEARK,.. 2145
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