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“O mistério é a coisa mais nobre de que podemos ter experiência. É a emoção que se 

encontra no cerne da verdadeira ciência. Aquele que não sente essa emoção e que não 

pode mais maravilhar nem se espantar, é como se já estivesse morto. Saber que aquilo 

que é impenetrável para nós verdadeiramente existe e se manifesta como a mais alta 

sabedoria e a mais radiosa beleza, que nossas limitadas faculdades só podem entender 

em suas formas mais primitivas, esse conhecimento, esse sentimento, está no centro de 

toda verdadeira devoção. A experiência cósmica é, com efeito, o mais poderoso e mais 

nobre pivô da pesquisa cientifica.” 

          Albert Einstein    



RESUMO

 A técnica de espalhamento de raios-X a baixo ângulo – SAXS é uma poderosa 

ferramenta para a caracterização de macromoléculas biológicas em solução. Aplicando-

a de forma correta podemos obter parâmetros físicos à respeito do material de estudo, 

como raio de giração, máxima dimensão, volume e superfície. 

 Neste trabalho caracterizou-se em solução aquosa a macromolécula 

heterodimérica crotoxina com a variação do pH em ácido, básico e neutro. Esta proteína 

foi isolada da serpente sul-americana Crotalus durissus terrificus e seus constituintes 

crotapotina e fosfolipase A2 também foram caracterizados isoladamente. Os parâmetros 

físicos obtidos foram confrontados com trabalhos realizados anteriormente. Propô-se 

um modelo de coordenadas atômicas obtido por modelagem e dinâmica molecular. 

 Realizamos a análise estrutural das macromoléculas homólogas Bothropstoxin – 

I e Bothropstoxin – II isoladas da serpente sul-americana  Bothrops jararacussu, 

indicando que os estados oligoméricos estão ambos em bom acordo com os resultados 

obtidos pelo seu estado cristalino.  

Lotus tetragonolobus lectin (LTA) é uma lectina ligante especifica de açúcar 

fucose de origem das leguminosas. O estudo do estado cristalino desta proteína revela 

uma diferente disposição dos monômeros no tetrâmero, este que é composto por 

dímeros em um novo modo arranjar-se, formando assim uma nova estrutura tetramérica 

a qual foi confirmado pela investigação da estrutura quaternária da função envelope 

disposto pela análise das curvas de SAXS, comparadas e sobrepostas à estrutura das 

coordenadas atômicas determinada por cristalografia. 

 A corismato sintase (CS) é a sétima enzima da via shikimato para a síntese de 

aminoácidos aromáticos, em fungos, bactérias e parasitas tais como o causador da 

tuberculose, porém, em mamíferos esta via é ausente. A estrutura da função envelope 

foi determinada revelando uma estrutura de tetrâmero em solução que também foi 

verificada pela análise cristalográfica. Os nossos resultados estão em bom acordo 

comparando os dados físicos obtidos das curvas de SAXS e os resultados do estudo do 

modelo cristalográfico, juntamente com a sobreposição dos modelos ab initio com as 

coordenadas atômicas.    



ABSTRACT  

           The technique of small angle X-ray scattering - SAXS is a powerful tool for 

characterization of biological macromolecules in solution. Applying it correctly so we 

can get physical with respect to materials, such as radius of gyration, maximum size, 

volume and surface area. 

            This work was characterized in aqueous solution macromolecule heterodimeric 

crotoxina with the change in pH in acid, basic and neutral. This protein was isolated 

from the South American snake Crotalus durissus terrificus and its constituents 

crotapotina and phospholipase A2 were also characterized in isolation. The physical 

parameters were confronted with work done previously. Propose is a model of atomic 

coordinates obtained by modeling and molecular dynamics. 

We performed the structural analysis of macromolecules Bothropstoxin counterparts - 

and I Bothropstoxin - II isolated from South American snake Bothrops jararacussu, 

indicating that the states are oligomers both in good agreement with results obtained by 

its crystalline state. 

               Lotus tetragonolobus lectin (LTA) is a lectin binding specific sugar fucose of 

origin of legumes. The study of the crystalline state of this protein shows a different 

arrangement of monomers in the tetramer, that is composed of dimers in a new way get 

it, thus forming a new tetrameric structure which was confirmed by investigation of the 

quaternary structure of the envelope function provided by analysis of SAXS curves, and 

compared to the overlapping structure of atomic coordinates determined by 

crystallography.  

             The corismato synthase (CS) is the seventh enzyme of shikimato route for the 

synthesis of aromatic amino acids in fungi, bacteria and parasites such as the cause of 

tuberculosis, but in mammals this pathway is absent. The structure of the envelope 

function was determined revealing a structure of tetramer in solution was also verified 

by crystallographic analysis. Our results are in good agreement comparing the physical 

data obtained from the SAXS curves and the results of the model Crystallographic with 

the overlap of the ab initio models with the atomic coordinates. 
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I . OBJETIVOS 

Esta tese teve como objeto de estudo macromoléculas biológicas em solução 

denominadas de proteínas, que são divididas em famílias das quais nos atemos nas 

fosfolipases tipo A2 de veneno de serpentes, lectina de plantas, corismato sintase e a 

crotoxina.  

§ Investigar a macromolécula crotoxina proteína dimérica heterogênea, isolada do 

veneno bruto da serpente sul americana Crotalus durissus terrificus. Com a 

aplicação da técnica de SAXS caracterizar esta proteína, realizando o 

experimento em solução variando o pH em ácido, básico e neutro, juntamente 

com outra técnica como dinâmica molecular e modelagem propor um modelo 

tridimensional de coordenadas atômicas.  

§ Estudar as fosfolipases (BthTX-I) e (BthTx-II) e suas mudanças interfaciais, 

caracterizando-as e  auxiliando com a técnica de SAXS, propondo assim um 

modelo da função envelope para confrontar com as demais ferramentas de 

estudos estruturais, cristalografia, dinâmica molecular e modelagem molecular. 

§ Pesquisar as proteínas CS e a LTA em solução e investigando assim as suas 

estruturas quaternárias e seus estados de oligomerização. 

§ Adequar aos novos métodos de análise dos dados de SAXS dispostos no pacote 

de programas computacional chamado (ATSAS) desenvolvido por Svergum e 

colaboradores. 
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II. INTRODUÇÃO 

1. Corismato Sintase 

 Os aminoácidos essenciais, tais como, fenilalanina, triptofano e tirosina nos 

mamíferos são fornecidas basicamente pela dieta. Em bactérias, fungos, plantas e 

parasitas, estes aminoácidos aromáticos são sintetizados pela via shiquimato (Bentley, 

1990; macheroux et al., 1999). Além disso, o shiquimato fornece a estes organismos os 

blocos básicos de construção para a síntese de outros compostos aromáticos necessários 

para diferentes funções como proteção UV, o transporte de elétrons, a sinalização, a 

absorção de ferro, etc. A etapa inicial onde a shiquimato é responsável pela 

condensação da D-eritrose-4-fosfato e fosfoenolpiruvato, para shiquimato e, 

posteriormente, ao corismato composto aromático dihidratado (Bentley, 1990; 

Dosselaere and Vanderleyden, 2001). A ausência de shiquimato em mamíferos tornou 

suas enzimas em potenciais alvos para o desenvolvimento de novas terapias infecciosas, 

tal como, a tuberculose (TB). 

 A tuberculose é a segunda causa de morte mais comum no mundo por doenças 

infecciosas, está atrás apenas da síndrome de imunodeficiência adquirida, isto faz com 

que seja considerado um sério desafio a saúde publica global no século 21. De acordo 

com um recente relatório elaborado pela OMS (Organização Mundial de Saúde), o 

número total de novos casos de TB no mundo em 2002 aumentou para cerca de 9 

milhões de casos (Duncan, 2004; WHO, 2004), e que 2 a 3 milhões de pessoas vão a 

óbito, apesar da quimioterapia disponível (WHO, 2004). Estas mortes são 

principalmente em adultos jovens, mas também incluem cerca de 100.000 crianças 

menores de 5 anos (Gandy and Zumla, 2002). O principal motivo do aumento de casos 

de morte causados pela TB é a sua ação simultânea com o vírus da imunodeficiência 

humana, que tem um impacto devastador em algumas partes do mundo, tais como, as 

regiões Africanas (Duncan, 2004), assim, há uma necessidade urgente de novos 

inibidores de anti-micobactérias.  

 As enzimas de shiquimato são bons candidatos para o desenvolvimento de novas 

terapias contra a TB. Enzimas desta via metabólica apresentaram intensivos estudos 

estruturais (Azevedo et al., 2002; Basso et al., 2005, Pereira et al., 2003, 2004, Silveira 

et al., 2005). A condensação de fosfoenolpiruvato (um intermediário da glicólise) com 

eritrose 4-fosfato (um intermediário da via pentose fosfato). A ose resultante, em C7

com cadeia aberta, perdem sua fosforila e se cicliza a 3-desidro quinato. Sua 
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desidratação gera então o 3-desidro shiquimato, que é reduzido pelo NADPH a 

shiquimato. A fosforilação do shiquimato pelo ATP produz 3-fosfo shiquimato, que se 

condensa com uma segunda molécula de fosfoenolpiruvato. Este intermediário 5-

enolpiruvil perde sua fosforila, gerando corismato, o precursor comum de todos os três 

aminoácidos aromáticos (Figura 1).  

Figura 1: Via para o corismato. O corismato é um intermediário da biossíntese de 
fenilalanina, tirosina e triptofano. (Stryer et al., 2004). 

Ocorre uma bifurcação no corismato, onde uma mutase transforma o corismato 

em prefenato, mostrado na Figura 2. O precursor imediato do anel aromático de 

fenilalanina e tirosina. A desidratação seguida de descarboxilação produz fenilpiruvato. 

O prefenato pode sofrer descarboxilação oxidativa a p-hidroxi fenilpiruvato. Estes �-

cetoácidos sofrem reação de amida e são formados a fenilalanina e a tirosina. O ramo 

que começa com antranilato leva a síntese de triptofano (Figura 3). O corismato adquire 

uma amina da cadeia lateral da glutamina e libera piruvato, formando antranilato, este 

se condensa com  5-fosforribosil-1-pirofosfato (PRPP), uma forma ativa da ribose 

fosfato. O PRPP é também um intermediário na síntese da histidina e de nucleotídeos 
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purínicos e pirimidínicos. O átomo C-1 da ribose 5-fosfato é ligado ao átomo de 

nitrogênio do antranilato, em uma reação que é acionada pela liberação e hidrólise de 

pirofosfato. A porção ribose do fosforribosil antranilato sofre um rearranjo, gerando 1-

(o-carboxifenilamino) 1-desorriulose 5-fosfato, este intermediário é desidratado e 

depois descarboxilado a indol-3-glicerol-fosfato, que é clivado a indol, então o indol 

reage com a serina para formar o triptofano (Stryer, et al., 2004). Esta é a única reação 

enzimática conhecida de tal transformação em sistemas biológicos, fazendo com que a 

CS seja uma enzima única na natureza. A CS exige a redução do mononucleotídeo 

flavina (FMN), um co-fator essencial encontrado normalmente em muitas reações redox 

biológicas. Surpreendentemente a reação catalisada pela CS não implica uma alteração 

global no estado redox (Bornemann et al., 1996; Kitzing et al., 2004; Macheroux et al., 

1996; Macheroux et al., 1999). Segundo Bornemann et al, 1995, a FMN reduzida doa 

um elétron para 5-enolpiruvil shiquimato-3-fosfato (EPSP) facilitando assim a perda do 

fosfato e em recebê-lo novamente após a reação. Assim a flavina, apenas em sua forma 

reduzida é funcional e não é consumida durante a reaçao (Marcheroux et al., 1998; 

Welch et al., 1974). Alem disso, são distinguidas duas classes de CS entre os 

microorganismos que possuem shiquimato. A CS a partir de leveduras tem a capacidade 

de usar �-nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato (NADPH) para a redução do FMN 

oxidado, tendo, portanto uma atividade catalítica adicional bi-funcional enquanto os 

outros CS são chamados mono-funcional (Mocheroux et al., 1999).  

Existem estruturas cristalográficas disponíveis da CS obtidas de três bactérias: 

CS de Streptococcus pneumoniae complexado com FMN e EPSP (Maclean and Ali, 

2003); CS da Helicobacter pylori complexado com FMN (Ahn et AL., 2004 e CS nativa 

da Aquiflex aelicus (Viola et AL., 2004) (código de acesso ao PDB 1QXO, 1UMO e 

1Q1L respectivamente) e um CS de fermento nativo de Saccharomyces cerevisae PDB 

de acesso 1R53 (Quevillon-Cheruel et al., 2004). Em todas essas estruturas o CS é 

apresentado como um tetrâmero composto por dois dímeros, como um dímero de 

dímero. O monômero inclui um domínio de um único núcleo grande, que é cercado por 

loops e trechos distintos de hélice-� e folha-�. Dados de ultra-centrifugação analítica 

sugere que a CS da Mycobacterium. tuberculosis (MtCS) em solução apresenta 

predominantemente como um dímero em equilíbrio com uma forma tetramérica. Porem 

neste trabalho realizamos os experimentos de SAXS e obtivemos como resultado que 

essa proteína em solução apresenta-se predominantemente como tetrâmero não 
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observamos o mesmo resultado obtido por ultra-centrifugação analítica. Confirmamos 

assim os resultados cristalográficos em que esta estrutura em solução é tetramerica.  

.Figura 2: Síntese da fenilalanina e tirosina. O corismato pode ser transformado em 
prefenato, que é em seguida convertido a fenilalanina e tirosina. (Stryer, et al. 2004). 

Figura 3: Síntese do triptofano. O corismato pode ser transformado em antranilato, que 

é a seguir convertido a triptofano. (Stryer et al., 2004). 

2. Crotoxina 

 Crotoxina é a principal e mais tóxica proteína do veneno bruto da serpente sul-

americana Crotalus durissus terrificus. Foi primeiramente isolada em 1938 por 

Fraenkel-Conrat. Apresenta-se como um heterodímero composto por duas subunidades 
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dissimilar, uma subunidade básica de baixa toxicidade chamada de fosfolipase do tipo 

A2 com um pI 9,7 e massa molecular 14300 Daltons, uma subunidade ácida sem 

toxicidade denominada de crotapotina, possui um pI 3,4 com massa molecular de 9600 

Daltons  quando a toxina é complexada seu pI é de 4,7 e massa molecular de 23900 

Daltons, a crotapotina potencializa a toxicidade da fosfolipase A2. A subunidade ácida 

consiste de três cadeias polipeptídicas interconectada por 7 pontes de dissulfeto. A 

cadeia A, B e C é constituída de 40, 34 e 14 resíduos de aminoácidos, com massa 

molecular de 4300, 3700 e 1600 Daltons, respectivamente (Breithaupt, et al., 1974). A 

diminuição do ponto isoelétrico da fosfolipase se dá possivelmente pela neutralização 

dos grupos carregados positivamente pela crotapotina a qual interage nessas 

subunidades (Horst, et al., 1972; Breithaupt, et al., 1974). 

 Fosfolipases são proteínas de ação enzimática que hidrolisam especificamente 

fosfolipídios, e estão presentes em diversos processos celulares. São classificadas em 

quatro tipos; A1, A2, C e D distintas pelo sítio específico de ação, nas peçonhas que 

possuem ação hemolítica e neurotóxicas são do tipo A2.  

 A crotoxina é um potente veneno sendo que sua dose letal, dependendo da 

espécie do animal, é provavelmente por volta de 200 µg/kg. O diafragma é um dos 

últimos músculos a se tornar paralisado por sua intoxicação. Demonstraram também 

lesões renais, essa paralisia é evidenciada pelo bloqueio da transmissão neuromuscular, 

a principal causa do bloqueio é o decrescimento da quantidade de acetilcolina liberado 

nas terminações nervosas (Brazil,1966). 

 A crotoxina é um complexo, com atividade neurotóxica reversível, de ação pré-

sináptica e pós-sináptica na junção neuro-muscular, a atividade da fosfolipase A2 liga 

especificamente nas membranas ricas em receptor de acetilcolina (Jeng, et al., 1978, 

Bon, et al., 1979). A fosfolipase A2 da Crotalus apresenta atividade enzimática e requer 

Ca2+ para sua atividade catalítica, sendo que a atividade da enzima também reconhece 

Na+, K+, Mg2+, Mn2+, e deoxicolato. Zn2, Cu2+, Na2-EDTA, fosfato, oxalato, sulfeto, 

cianeto, citrato, ácido graxo, e lisolectina inibem a atividade enzimática (Breithaupt, 

1976). A crotapotin potencializa a toxicidade da fosfolipase, mas inibe a sua atividade 

enzimática (Rubsamen, et al., 1971). 

 A observação na redução da ligação não especifica da subunidade básica após a 

dimerização sugere de que a crotapotina não esta agindo como uma sonda de afinidade 

para aumentar a especificidade da crotoxina no seu alvo de destino sobre os terminais 
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nervosos, mas sim como uma chaperona para orientar a afinidade especifica (Cheng, 

1985). 

 Embora não se tinha um bom conhecimento das formas terciárias e quaternárias, 

tão bem como o envelope dos componentes do complexo crotoxina, em 1975 Paradies e 

Breithaupt reportaram os primeiros dados experimentais das propriedades físico-

químicas e estruturais da forma da crotapotina, fosfolipase A e a reconstituição do 

complexo crotoxina em condições fisiológicas, utilizando varias técnicas dentre elas 

SAXS, e obtiveram como resultado deste trabalho que o complexo crotoxina e a 

subunidade crotapotina podem ser descritas como formas esféricas e considerando a 

fosfolipase A como assimétrica devido à razão do longo eixo de simetria, com raio de 

giro para a crotoxina de 19,7�, fosfolipase 32,4� e crotapotina 13,4�. A fosfolipase A2

da crotoxina apresenta equilíbrio reversível entre dímero e tetrâmero o qual é governado 

pela concentração da fosfolipase A2, pelo pH e pela força iônica. (Paradies e Breithaupt, 

1975). 

 Posteriormente, Mascarenhas, et al., (1992) obtêm a estrutura tridimensional da 

crotoxina, proteína altamente tóxica isolada da serpente Crotalus durissus terrificus, 

baseada na análise da seqüência e da estrutura refinada foi modelada a fosfolípase do 

veneno da Crotalus atrox livre de cálcio, também realizaram experimentos em solução 

aquosa obtendo curvas de SAXS. A subunidade básica que utilizaram para a 

modelagem foi a 1PP2 naturalmente devido à alta homologia molecular, 

conseqüentemente os dados de SAXS forneceram um resultado que estava em boa 

concordância com o modelo e os dados experimentais da máxima dimensão e do raio de 

giro (52,0Å e 16,6Å, respectivamente). (Mascarenhas, et al., 1992). 

Propomos realizar os experimentos de SAXS com a crotoxina, fosfolipase e 

crotapotina, variando a condição do pH em ácido, básico e neutro do complexo 

crotoxina caracterizando-a, e também propomos uma modelagem do complexo, assim 

com o auxilio do potencial computacional obtemos modelos da forma envelope, ou seja, 

através das curvas de espalhamento foi possível chegar à estrutura quaternária da 

proteína e fazer a sobreposição dos modelos ab initio e modelado. 

3. BTHTX 

As fosfolipases são proteínas com seqüências entre 119 a 143 aminoácidos, com 

peso molecular entre 10 kDa a 16 kDa, estabilizadas por sete pontes de dissulfeto. 

(Cintra, et al., 2001). Tem sido observado um alto nível de homologia seqüencial entre 
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as fosfolipases principalmente as respectivas a Asp49, a qual muitas vezes é substituída 

pela Lys49, eliminando assim a atividade catalítica. (Cintra, et al., 2001).  A BthTx-I é 

uma proteína de cadeia simples com peso molecular 13,8 kDa, ponto isoelétrico 8,2 e 14 

resíduos de cisteína (Cintra, et al., 1993). A BthTx-II apresenta os efeitos de 

miotoxicidade e anti-coagulante, e demonstra baixa atividade catalítica da PLA2 

(Gutiérrez et al., 1991). A seqüência de aminoácido desta proteína foi determinada, e 

mostrou que a Asp49 é conservada (Pereira, et al., 1995). As proteínas BthTx-I e 

BthTx-II foram isoladas e caracterizadas do veneno da serpente Bothrops jararacussu, 

em 1998 por Homsi-Brandeburgo, et. al., demonstrou que são os principais 

componentes causadores da miotoxicidade. Ambas as miotoxinas foram posteriormente 

seqüenciadas e caracterizadas como fosfolípases Lys49 e Asp49 respectivamente. 

(Cintra, et al., 1993; Pereira, et al., 1998).    

 Venenos de serpentes são fontes ricas de fosfolipases capazes de induzir 

neurotoxicidade, miotoxicidade, cardiotoxicidade, e efeitos anticoagulantes através de 

uma ação em resposta a agregação plaquetária (Rosemberg, 1990; Kimi, 1997). 

Envenenamento por serpente da família Viperidae resulta em mionecrose aguda que 

provoca perda permanente do tecido, amputação de membros incapacitados e em alguns 

casos a morte (Gutiérrez e Lomonte, 1995). A mionecrose é causada principalmente 

pela ação direta da cataliticamente inativa Lys49 PLA2 a partir da membrana plasmática 

homólogas das células musculares pela ação indireta da metaloproteinase e serino 

proteinase sobre o sistema hemostático (Gutiérrez e Lomonte, 1995; Ownby, et al.,

1999). Uma vez que a terapia do soro anti-veneno amplamente utilizada não aborda a 

mionecrose, a inclusão de um representante suplementar para o tratamento da mordidas 

de serpentes da família Viperidae é terapeuticamente relevante. 

Estudos do mecanismo catalítico da PLA2s têm demonstrado que o ácido 

aspártico na posição 49 (Asp49) é essencial para a ligação com o co-fator Ca2+, o qual 

orienta o substrato fosfolipídio e estabiliza a reação intermediaria (Silva Giotto, et al.,

1998). A BthTX-I pertence a uma crescente família de PLA2s homólogas, em que 

antigamente pensava-se que o resíduo aspartato na posição 49 não era invariante, o qual 

é alterado para uma lisina. A Asp49 é essencial para a ligação do co-fator dos íons de 

Ca2+, e a substituição para uma lisina leva a perda da capacidade de ligação com o íon 

Ca2+ e da sua atividade catalítica (Holland, et al., 1990; Scott, et al., 1992; Arni, et al.,

1995a). 
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Heparina e poliânions relacionados são capazes de inibirem a mionecrose 

induzida pelo veneno de serpentes que contenham miotoxinas tais como a Bothrops 

jararacussu BthTx-I (Homsi-Branderburgo, et al., 1988), Agkistrodon contortrix 

laticinctus miotoxina (ACL miotoxina) (Johnson and Ownby, 1993) e a Bothrops asper

miotoxina II (Basp-II), ambos in vivo e in vitro (Lomonte and Gutiérrez, 1989).  A 

suramina, um derivado da uréia naftil polisulfonado utilizado clinicamente nos 

tratamentos de oncocercose (Burch and Ashburn, 1951), tripanossomos africano 

(Williamson e Desowitz, 1956) e alguns tipos de câncer (LaRocca et al., 1993; van 

Oosterom et al., 1991), é também um inibidor em potencial das miotoxinas ambos em 

vivo e em vitro e representa um importante agente terapêutico para o tratamento da 

mordida de serpente do tipo Viperidae (Arruda, et al., 2002; Murakami, et al., 2005). 

 A Lys49 homologa a PLA2s cataliticamente inativa causa perda da membrana na 

ausência de íons de Ca2+, sem hidrolisar simultaneamente, quando testado contra 

lipossomos carregados negativamente (Gutiérrez e Lomonte, 1995; Ownby, et al.,

1999).  Uma série de estudos de diferentes técnicas envolvidas, tais como, modificação 

química, análise de comparações seqüenciais, interação com moléculas neutralizantes, 

estudo de peptídeo sintético, e localização de mutagenes dirigido, têm sido aplicados na 

tentativa de elucidar os determinantes estruturais para a miotoxicidade da Lys49 

homologa a PLA2s (Ownby, et al., 1999; Murakami, et al., 2005). 

 No estudo de cristalografia combinado com SAXS, simulações de dinâmica 

molecular, e testes em vivo da inibição causada pela suramina e polietileno glicol, 

revelam novos recursos do mecanismo de ação das miotoxinas, sugerindo um promissor 

complemento do tratamento com o soro através da inclusão destes potentes inibidores 

que ligam simultaneamente os locais de reconhecimento catalítico das interfaces. 

4. LTA – Lotus tetragonolobus

Lectinas de plantas é um grupo de proteínas que ligam carboidratos sem 

modificá-los, inclui uma classe heterogênea de glicoproteína que é fundamental para o 

reconhecimento de ligação célula – célula, a qual é crucial em eventos como a defesa 

contra parasitas na planta. Embora essas proteínas sejam similares em suas estruturas 

primária e terciária, diferenças são reportadas no modo de associação dos monômeros 

para a formação da complexa estrutura quaternária (Brida, et al., 2005). Em geral, 

lectinas de leguminosas são dímeros – dímeros, e as diferenças entre elas são em como 

as interfaces dos dímeros estão combinadas para a disposição do tetrâmero (Moreno, et 
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al., 2006; Delatorre, et al., 2007). O modo como são formados os tetrâmeros de lectinas 

de leguminosas e suas afinidades por oligossacarídeos estão sendo exaustivamente 

pesquisados, assim podemos chegar a um entendimento detalhado dos mecanismos de 

interações biológicas entre as lectinas e os complexos de carboidratos estabelecendo 

uma base química importante para a função de reconhecimento especifico que são 

fornecidos pelas lectinas de plantas (Moreno, et al., 2008).  

 O interesse nos estudos das lectinas de leguminosas são as diferenças no modo 

de associação dos monômeros, podendo formar estruturas quaternárias diméricas ou 

tetraméricas, e esta é a principal característica e alvo deste trabalho. 

 Fitoaglutinates das sementes de Lótus tetragonolobus foi primeiramente 

investigado em 1963 por Sagan, et al., os primeiros dados estruturais de um monômero 

da semente da (LTA) revelaram que essa molécula é composta de 240 aminoácidos com 

massa molecular de 26 kDa (Konami, et al., 1990). Nos estudos posteriores a LTA 

mostrou-se ser especifico para L-fucose e também para mono e oligossacarídeos 

contendo resíduos de L-fucose. Resultados de RNM indicam que LTA reconhece 

diversos L-fucose oligossacarídeos incluindo o antígeno determinante Lex e a forma 

bivalente (bifucosilato-N-neohexaose – Fuc-octa). Açúcar fucosilato são amplamente 

distribuídos na natureza, das plantas aos mamíferos, e mostra uma variedade de 

desempenhos biológicos, particularmente nos processos de reconhecimento (Moreno, et 

al., 2008). Alguns estudos têm reportado que a L-fucose oligossacarídeo é muitas vezes 

expressos nas células durante a diferenciação ou estagio de metástase; eles também 

obtiveram correlações com metástase em potencial nos mesmos tipos de tumores, 

particularmente em neuroblastomas e adenocarcinomas (Kalb, 1968; Staudacher, et al.,

1999).  

 Devido a essa propriedade biológica da LTA em reconhecer L-fucose 

oligossacarídeo que estão presentes em glicoproteínas e nos receptores das células 

glicolipídicas, tem sido usado como uma ferramenta para vários estudos bioquímicos, 

dentre eles; (I) caracterização de antígenos (Thomas and Surolia, 2000; Napier, et al.,

1974; Butters and Hughes, 1978); (II) na exploração da composição relativa dos 

sacarídeos em diferentes células (Mayliepfenninger and Jamieson, 1979; Gurd, 1979); 

(III) aplicação das lectinas na histologia química de células malignas com o propósito 

de investigação de membranas anômalas de oligossacarídeos e diferenciação de 

carcinomas (Raedler et al., 1983; Koch, et al., 1983; Miettinen, et al., 1983; Walker, 
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1984; Ulrich, et al., 1985; Davidson, et al., 1987; Griffiths and Stephenson, 1988; Raju 

and Lee, 1988; Finne, et al., 1989; Imura, et al., 2004; Turner, et al., 1995).  

 A LTA tem sido extensivamente usada em vários experimentos envolvendo a 

ligação de lectinas com L-fucose devido a essa forte característica de afinidade pelo 

complexo L-fucose oligossacarídeo, porém ainda não é bem entendido esse fenômeno. 

Resultados prévios revelam que a LTA tem afinidade por vários L-fucose 

oligossacarídeos, consequentemente também é mostrado com esses resultados que a 

afinidade de ligação é diminuída com o aumento da complexidade destes sacarídeos 

(Haselhorst, et al., 2001).  

 A contribuição deste trabalho foi à investigação do estado de oligomerização da 

LTA, com a técnica de espalhamento de raios-X a baixos ângulos, mostramos que esta 

lectina adota uma nova estrutura quaternária resultando de um conjunto de dois GS4-

dímero descrevendo uma nova interface, lançando mais luz com bases estruturais para o 

reconhecimento da L-fucose sacarídeo na evolução molecular das lectinas e suas 

diversas aplicações.  
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Teoria da Técnica de Espalhamento de Raios X a Baixo Ângulo (SAXS)

 A técnica de espalhamento de raios X a baixo ângulo (sigla inglesa SAXS), é 

uma ferramenta fundamental para o estudo de macromoléculas biológicas. A maior 

vantagem deste método está na facilidade de se obter informação estrutural, parcial ou 

completa, de sistemas desordenados. SAXS permite um estudo de estruturas de 

partículas nativas em meio ambiente próximo ao fisiológico, e análise de mudanças 

estruturais em resposta a variações de condições externas.  

 Devido à necessidade de obter bons cristais para a cristalografia, e uma baixa 

massa molecular para RNM (ressonância nuclear magnética), uma significante fração de 

proteínas não podem ser analisadas diretamente por essas duas técnicas de alta 

resolução. Com o progresso na instrumentação e principalmente nos novos métodos de 

análise, o qual melhora substancialmente a resolução e a confiabilidade nos modelos 

estruturais, promove o método de SAXS a uma importante ferramenta complementar 

para estas atividades de investigação estrutural. 

 Os experimentos de SAXS requerem tipicamente uma solução homogenia e 

diluída das macromoléculas a serem investigadas, em solução tampão sem aditivos 

especiais, próximo ou não do meio ambiente fisiológico. O preço a pagar por essa 

relativa simplicidade na preparação da amostra é a baixa informação nos dados do 

espalhamento, na ausência da ordem cristalina. Para soluções de proteínas diluídas 

incluindo sistemas monodispersos de partículas idênticas, a orientação randômica de 

partículas em solução conduz a uma media esférica para o espalhamento de uma 

simples partícula, produzindo um padrão de espalhamento uni-dimensional. A principal 

dificuldade, e simultaneamente o desafio fundamental, para o SAXS como método 

estrutural é extrair informações de um objeto tri-dimensional dos dados experimentais 

uni-dimensionais (Svergun and Koch, 2003).  

 Com a disponibilidade na internet de um conjunto de programas chamado 

ATSAS, desenvolvido por Svengun e colaboradores, trouxe um avanço essencial para 

os métodos de análise de dados do SAXS, permitindo confiáveis modelos ab initio, 

determinação do domínio estrutural e modelagem detalhada de macromoléculas 

complexas usando o refinamento de corpo rígido. Estes programas além da matemática 

convencional para SAXS como transformada e série de Fourier baseiam-se também na 

variação de contraste e expansão de multipólo, visto que, serão explanadas mais adiante, 

de uma forma resumida dando importância somente as principais equações da técnica. 
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      1 .  O espalhamento

      O espalhamento é produzido pela interferência de ondas espalhadas por um objeto, 

todos os elétrons que constituem os átomos no sistema será uma fonte de onda 

espalhada, assim, todas as ondas secundárias são da mesma intensidade, pela bem 

conhecida fórmula de Thomson.

        2
2cos111090,7)(
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 Onde pI é a intensidade primaria, a  é à distância do objeto ao ponto de registro. O 

fator numérico é o quadrado do clássico raio do elétron � �22 mce . A intensidade 

depende apenas do ângulo de espalhamento �2  pelo fator de polarização, que é 

praticamente igual a 1 para os pequenos ângulos, por isso para brevidade dos cálculos 

será omitido. 

2. Interferências 

As ondas são espalhadas de forma coerente, ou seja, as amplitudes estão em fase, e a 

intensidade é dada pelo quadrado absoluto da amplitude resultante. As amplitudes só 

diferem pela sua fase 	 , o que depende da posição do elétron no espaço. A 

representação da onda secundaria é dada pela forma complexa: 	ie e a fase é 
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�
�	  podendo assumir posteriormente a forma qr��	 , como elucidada 

na Figura 4.  

Onde a direção do feixe incidente é denotada pela unidade do vetor 0s , e do feixe 

espalhado por s , r  descreve o vetor na posição do elemento de volume rdV , contra 

uma origem arbitraria O . 

Figura 4: Espalhamento através de dois pontos centrais ou espalhamento de uma 
simples partícula. (Glatter, O., 1982). 
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 Como é observado da Figura 4 )( 0ss � existe simetricamente em relação ao feixe 

incidente e o espalhado, e que sua grandeza é dada por 
�
�sen2 , visto que �  significa a 

metade do ângulo de espalhamento e que o vetor q  tem a mesma direção e magnitude, 

�
�
�

senq 

�
�
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4 , significa que apenas a componente r em q  no produto do vetor qr  é 

relevante para a fase. 

 Agora é possível obter a amplitude resultante, pela soma de todas as ondas 

secundárias que são representadas pelo termo iqre� . Considerando o grande número de 

elétrons, e o fato de não ser possível localiza-lo exatamente, aqui será necessário 

introduzir o conceito de densidade eletrônica, que pode ser definida como o número de 

elétrons por unidade de volume. Para obter a amplitude total espalhada pela partícula 

integram-se as ondas espalhadas pelos elétrons contidas num elemento de volume rdV

que não é mais que a transformada de Fourier da densidade eletrônica rr)(� , que vem 

definida pela equação 2. 

       � ��
V

r
rqi dVerqF )()( �

                                         (2) 

  E a intensidade )(qI  é o quadrado absoluto obtido simplesmente quando aplicado o 

complexo conjugado da amplitude �FF , em que envolve apenas as distâncias relativas 

rrr �� )( 21 para cada par de elétrons, podendo representar um espaço-C real, e a 

densidade destes pares de elétrons é dada pela função de autocorrelação  )(~ 2 r�  que 

será desenvolvido posteriormente, partindo da Equação (2) nos dá: 
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V
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 Esta é novamente uma transformada de Fourier. Portanto, a distribuição de 

intensidade em q ou espaço recíproco é exclusivamente determinado pela estrutura do 
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objeto, que se escreve por )(
2

r� . Inversamente, estas últimas podem ser obtidas a partir 

de )(qI  pela transformada inversa de Fourier: 

          � ��
V

r
rqi dVeqIr )()(

2
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                                                      (4) 

 Uma conclusão bastante geral pode ser tirada a partir de (3) e (4): existe uma 

reciprocidade entre espaço recíproco e espaço-C ou real. Como eles estão ligados 

somente pela fase qr , o resultado será o mesmo, quando r é aumentado e q  é 

diminuído pelo mesmo fator. Portanto grandes partículas darão uma difração padrão 

concentrada em pequenos ângulos. (Glatter and Kratky, 1982). 

3.  Espalhamento nos pequenos ângulos 

O espalhamento nos pequenos ângulos, como citado anteriormente, deve seu 

domínio a aplicabilidade em partículas de dimensões coloidais ou inhomogenidade, e é 

limitado ao pequeno comprimento de onda, além disso, devemos introduzir duas 

restrições: (1) O sistema é estatisticamente isotrópico. Não fazendo diferença se isto é 

propriedade da partícula ou conseqüência de alguma alteração no tempo (ex.: rotação). 

(2) Não existe nenhuma ordem de longo alcance, ou seja, não há correlação entre dois 

pontos amplamente separados. 

 A restrição (1) visa que a distribuição no espaço-C dado por )(~)(~ 22 rr �� �

depende apenas da unidade de r  que é a grandeza da distância, apesar de isto não ser 

verdade para )(r� , no espaço ordinário, assim podemos substituir o fator da fase rqie �

pela sua média vetorial que só depende do modulo de  r , que será expresso pela 

fórmula fundamental de Debye (1915).   
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                                                              (5) 

  Desse modo vamos reescrever a expressão (3), desta forma temos: 

      dr
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 Em conformidade com a restrição (2), nas distâncias r amplamente separadas as 

respectivas densidades eletrônicas se tornam independentes, e podem ser substituídos 
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pelo valor médio � , aqui então devemos introduzir um artifício matemático chamado 

de convolução quadrática ou autocorrelação. Sabemos que )( 21 rrr �� , então a função 

de autocorrelação fica assim: 

       ��
V

dVrr )()(~
21

2 ���                                                           (7) 

 De acordo com esta definição a Equação (7), deve, portanto tender para um valor 

constante 2~�V , o qual evidentemente não possui qualquer informação adicional, pois a 

região finita da estrutura que é representada por 2~�  desvia do valor final, que 

obviamente contém as informações. Este valor constante completa o volume total 

(assumindo ser muito grande) e atua como um objeto vazio, não podendo contribuir 

para o espalhamento, sendo acessível apenas aos pequenos ângulos extremos. É 

conveniente considerar essa flutuação da densidade eletrônica como �� ��n , em vez 

de �  somente, então a expressão (7) torna-se: 

       )(~)~(~ 2222 rVV ������ ������                                          (8) 

4. Função de correlação 

A função de correlação )(r� pode ser interpretada como a média do produto de duas 

flutuações a uma distância r , e assim podemos reescrever a Equação (6) (Debye e 

Bueche, 1949) que agora assume a forma; 

     dr
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qrsen
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)()(4)( ��                                     (9) 

  Esta é a fórmula mais geral para os sistemas de espalhamento obedecendo às 

restrições (1) e (2), )(r�  é encontrada pela transformada inversa de Fourier;
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qr

qrsen
qIqrV �

�

��
0

2
2 )(

)()(
2

1)(
�

�                                  (10) 

  Ambas as fórmulas são de extraordinária importância para todos os problemas a 

seguir. Mas vamos primeiro tirar algumas conclusões gerais: obviamente a partir de (9) 
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e (10) tomar uma simples forma particularmente para 0�q  e 0�r , tal como então, o 

fator Debye tem o valor 1. Portanto, temos; 

       
drrrVI �

�

��
0

2 )(4)0( ��
                                         (11) 
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� VdqqIqV                               (12) 

 Na Equação (11) mostra que para 0�q  exatamente todas as ondas secundárias 

devem estar em fase, a fim de obtermos o valor de )0(I , mas isto não pode ser 

diretamente observado por não ser uma quantidade mensurável, como definido pela 

Equação )(r�  que cada um dos elétrons do volume V  atua em coerência com uma só 

região circundante, e então o valor de )0(I  deve ser extrapolado.  

 A Equação (12) mostra que o integrado da intensidade no espaço recíproco esta 

diretamente relacionada com a média quadrática da flutuação da densidade de elétrons, 

e que mesmo que partes do sistema forem desviadas ou deformadas, podendo alterar 

consideravelmente a difração padrão, mas a integral (12) deve permanecer invariante. A 

integral (12) será fundamental para poder calcular o volume e a superfície da partícula, 

os quais serão explicados posteriormente. 

       “INVARIANTE” �
�

��
0

2 )( dqqIqQ                                (13) 

 Podemos ainda melhorar o conceito da função de correlação como )(r�  esta sempre 

relacionada com a geometria da partícula, atribuímos um significado mais intuitivo 

(Porod, 1948), imaginando uma partícula deslocada por um vetor r , como mostrado na 

Figura 5, observamos que o volume V  em comum com as partículas e suas 

"intersecções" apenas contém todos os pontos que dão uma contribuição para )(0 r� , 

assim precisamos apenas da média ao longo de todas as direções r , com rr �  sendo 

mantido constante. 
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      V

rV
r

)()(0 ��                                                                     (14) 

Figura 5: Representação da função V(r), partícula “fantasma” (Guinier, A. 1955). 

A função de correlação )(0 r� é, portanto, bem adaptada para representar uma 

partícula com relação a seu padrão de difração, e pode ser obtida pela transformada 

inversa de Fourier.
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��             (15) 

5. Aproximação de Guinier 

Existe uma aproximação geral para todas as formas das partículas, que é valida para 

valores de q  tendendo a zero da curva de espalhamento (Guinier, 1939), o qual é dado 

pela seguinte formula: 

32
1

22

)()( Rgq
e enqI ���                                                                   (16) 

Tal formula é conhecida como “lei de Guinier” da qual pode ser obtida 

facilmente o raio de giração Rg , que é definido como a média da distância do quadrado 

do centro de gravidade: 2rR � , este parâmetro é análogo ao raio de inércia em 

mecânica, onde o papel das “massas” é desempenhado pelos elétrons.  
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 Podemos obter o raio de giração a partir da Equação da função de distribuição de 

distâncias )(rp  (Equação 17); 

   �
�

���
0

2 )()()(
2

1)( dqqrsenqrqIrp
�                                            (17) 

A função p(r), denominada função de distribuição de distância, representa o número de 

pares de elétron separados pela distância r dentro da partícula, e dela obtêm-se todas as 

informações sobre a forma da macromolécula.  

 Esta função tem a mais completa informação estrutural da partícula, capaz de 

fornecer a máxima dimensão desta, bem como prever a formação de dímeros ou 

agregados das macromoléculas em solução, mostrando, principalmente, a forma da 

partícula em solução nas diferentes condições físico–química. (dos Santos, 1998). 

 O raio de giração fica assim:  
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drrp

drrrp

R
                                                                         (18) 

 Ou da parte mais interna da curva de espalhamento (aproximação de Guinier - 

Equação 16), assim podemos chegar a plotagem do gráfico de Guinier que é: log I(q) vs 

q2, o qual mostra uma reta descendente de inclinação negativa, onde o coeficiente linear 

é chamado de alfa de Guinier, podemos assim obter o raio de giração diretamente da 

curva de espalhamento pela formula seguinte: 

                  ��� 628.2Rg                                                                    (19) 

6. Lei de Porod

 A partir da lei de Porod podemos encontrar características físicas das partículas 

como; volume e superfície, os quais estão relacionados com a inclinação final da curva 

de espalhamento I(q). Para se argumentar de uma forma quantitativa deriva-se 0� , da 

Expressão (14), tendo em mente uma fina casca de dimensão r conforme ilustrado na 

Figura 5 o volume V  difere de V somente se houver uma mudança na superfície, e essa 

contribuição da superfície é dS e para a casca é �cosrdS � , aqui �  especifica o ângulo 
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entre r e a superfície. Vamos levar em consideração apenas uma contribuição 

infinitesimal o qual nos dá à média 21cos �� , e somente das direções internas de r o 

que nos conduz a um segundo fator 21 , assim a superfície do elemento será, portanto, 

diminuído por rdS �
4
1  na média, o que dá Sr

4
1 para a superfície total. 

 Aqui, chegamos a mais importante expressão, para a aproximação da inclinação 

final da curva de espalhamento.  

              )0(8)( 4 ��
���

q
qI                                                                        (20) 

 Como 4)()0( 2 S�� ���  sendo S a superfície podemos reduzir a Equação (20), 

onde então temos: 

              � � S
q

qI 2
4

2)( ��
��                                                              (21) 

 Esta lei da quarta potência foi formulada por Porod (1951).   

                        
32 22

)0()( RqeIqI ��

Figura 6: O gráfico acima mostra um resumo das leis de Guinier e Porod. 

S
q

qI 2
4 )(2)( ��
��



21 

7. Volume 

De acordo com Porod (1951), aplicando a Equação (13) o invariante Q, em 

combinação com a extrapolação da intensidade espalhada no ângulo zero, podemos 

chegar ao resultado do volume das partículas.   

               Q

I
V

)0(2 2 �� �                                                                 (22) 

8. Superfície 

A determinação da superfície esta diretamente relacionada com a Equação (21), 

onde )(qI  é a intensidade de uma partícula dispersa, aqui a determinação da intensidade 

absoluta pode ser evitada aplicando a seguinte Equação: 

           

� �
Q

qqI

V

S
O h

S

4)(lim �
�� ���                                     (23) 

O termo SO e a razão VS  são chamados de superfície especifica e podem ser 

determinadas diretamente da curva de espalhamento, (Mittelbach and Porod, 1965). 
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Teoria e Métodos Computacionais

 1. Determinação do parâmetro de regularização do método de 

transformada indireta usando critério percentual – (Programa – GNOM) 

 O parâmetro utilizado para a regularização é o “múltiplo de Lagrange”, 

aplicando diretamente no método da transformada indireta. O método esta baseado no 

critério percentual para descrever a melhor qualidade da solução dos dados de SAXS 

(Svergun, Semenyuk & Feigin, 1988). 

 O método da transformada indireta esta fundamentado na aplicação da 

transformada inversa de Fourier, ou seja, na função de distribuição de distâncias )(rp

aplicada diretamente aos dados da intensidade de espalhamento obtidos 

experimentalmente. Este método garante confiáveis resultados a serem obtidos até 

mesmo com resultados ruins dos dados experimentais, a eficácia do método pode ser 

confirmada pelos modelos computacionais. 

 A aproximação indireta em SAXS esta argumentada na suposição em que os 

conjuntos de medidas das intensidades experimentais NiqiJJ ,...,1),( ��  podem ser 

relacionados com a integral da transformada inversa de Fourier na função de 

distribuição no espaço real )(rpp � . O gráfico da função de distribuição de distância é 

uma curva que difere de zero somente no intervalo maxmin DrD �� . 

 Os métodos convencionais trabalham apenas com os mínimos quadrados, aqui o 

que nos dá o parâmetro de regularização é o valor de �. O grande problema é encontrar 

a melhor solução para �, um modo para isso é a aplicação do critério do �2 (Bevington, 

1969), um segundo critério também pode ser adotado como o ponto de inflexão (Glatter, 

1977), porém estes métodos podem também falhar devido ao intervalo de �, onde 

0��  e ��� , assim deparou com uma forma para encontrar a melhor solução do 

problema com o parâmetro de regularização que é o critério percentual. 

 O critério percentual está amparado em seis parâmetros; oscilação, desvio 

sistemático, discrepância, estabilidade, positividade e validade da parte central da 

função p(r).  

 A oscilação ou OSCILL é assumida como uma interpretação visual da 

suavização da melhor solução da função p(r), e o valor da oscilação para uma partícula 

considerada como uma esfera deve estar próxima de 1.1, quando próximo de 2 

corresponde a uma partícula bimodal ou monomodal instável. 
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 Desvio sistemático ou SYSDEV, o mais importante critério esta relacionado 

com o desvio da função de distribuição de distância p(r) dos dados experimentais, pode 

ser estimado fazendo uma análise residual )()( iii qJqJ ���� , o valor ideal para 

SYSDEV deve ficar por volta de 1.  

 Discrepância ou DISCRP avalia se o residual obtido pelo SYSDEV corresponde 

ao erro experimental, pode ser obtido de uma forma padrão chamado de discrepância 

generalizada (Tikhonov & Arsenin, 1977, ch. 2), o critério é obtido pelo melhor valor 

alcançável do 2 . Para uma aplicação prática o valor da DISCRP deve estar contido 

entre o intervalo: 95.07,0 �� DISCRP . 

 Estabilidade ou STABIL descreve como a solução muda em relação às 

mudanças nos valores de � , de acordo como o método do ponto de inflexão o valor de 

STABIL deve ser 1�� . 

 Positividade ou POSITV. A função de distribuição de distância p(r) deve ser 

naturalmente uma solução não negativa. Para uma solução não negativa o termo 

POSITV deve ser igual a 1. 

 Validade da parte central da função de distribuição de distância p(r) ou 

VALCEN é determinada quando o intervalo da gaussiana � �maxmin , DD  esta 

corretamente definida.  Muita informação esta contida na parte central da p(r). Assim, 

do ponto de vista físico, estes valores não devem ser muito grandes, VALCEN é então 

um critério para averiguar soluções instáveis e oscilantes ao redor de zero. O valor 

ótimo esperado é por volta de 1 (Svergun, 1992). 

           2. DAMMIN – Estruturas de baixa resolução de macromoléculas biológicas 

aplicando SIMULATED ANNEALING 

 Um método é proposto para restaurar a forma ab initio de baixa resolução dos 

dados do espalhamento de raios X de partículas orientadas caoticamente. O modelo é 

construído partindo de um conjunto denso de átomos dummy, o qual é caracterizado 

pela configuração de assinalamento do vetor (0 e 1), especificando a fase em que se 

encontra o átomo, partícula ou solvente. Simulated annealing é empregado para 

encontrar a melhor configuração do modelo, coerente com os dados experimentais.  

 Primeiramente um modelo geral de uma partícula esférica de fase K é construído 

)1( !K , o seu volume é definido com um raio R suficientemente maior que a própria 

partícula a ser modelado, e preenchido com N átomo dummy (os átomos dummy’s são 
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pequenas esferas com raio Rr ��0 ). Cada átomo dummy é então fixado e endereçado 

como jX  indicando qual a fase que este pertence (e.g. 0�jX solvente, 

1�jX partícula). 

  A reconstrução do modelo tri-dimensional de baixa resolução obtidos dos dados 

de SAXS procede de uma minimização de energia. Encontrando uma configuração X

para os átomos dummys, a função objetivo )()( 2 XPXf � ��  deve ser minimizada, 

�  é o peso da Equação para a perda de liberdade na conectividade dos átomos 

adjacentes, e seu valor deve ser 110��  é uma escolha razoável, o 2 dá o critério da 

minimização de discrepância no conjunto dos dados experimentais, teóricos e o erro, 

quanto mais próximo de 1 o valor do 2 melhor será a solução da construção do modelo, 

para modelos compactos o valor de )(XP  é da ordem de 210� . 

 Dado o grande número de variáveis e a natureza combinatória para o problema, 

simulated annealing (SA) (Kirkpatrick, et al. 1983) tem demonstrado ser apropriado 

para o método de minimização global de energia. A principal idéia deste método está 

em disponibilizar modificações randômicas para o sistema (isto é a configuração X ), 

durante este processo dos movimentos randômicos a nova configuração decresce a 

energia )(Xf , mas em alguns casos a energia pode ser aumentada. (Svergun, 1999). 

            3 . DAMAVER – Determinação da única forma ab initio. 

 A análise e recuperação de modelos ab initio com vista a uma estrutura 

tridimensional de uma curva de espalhamento unidimensional é, obviamente, ambígua, 

já que modelos diferentes podem ser produzidos da mesma curva de espalhamento e 

com a mesma exatidão.  

No passado, métodos de tentativa e erro foram empregados, modelando 

diferentes formas computacionalmente e comparando com padrões de espalhamento 

experimentais, definiram assim duas estratégias para gerar o modelo singular. Uma 

estratégia foi utilizar o menor número de modelos e paramentos possível, usando três 

formas como parâmetro tais como: prisma, elipsóide e cilindro; e o outro método foi 

construir complicados corpos utilizando de pequenas esferas (isto é, utilizando de 

muitos parâmetros) assim restringindo o modelo a informações adicionais (Kratky & 

Pilz, 1978). As duas estratégias evoluíram junto com o melhoramento do poder 

computacional, conduzindo assim a modernos métodos de determinação das formas ab 
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initio.  

 Um primeiro método geral ab initio é amparado na aproximação de poucos 

parâmetros, Stuhrmann (1970) propôs representar a forma da partícula por uma função 

envelope angular )("Fr � , onde ),( "r  são coordenadas esféricas, a densidade da 

partícula no interior do envelope é unitário e zero no exterior. O envelope pode ser 

descrito por uma série de harmônicos esféricos: 

             ##
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 Onde o L define a máxima ordem harmônica de resolução, demonstrando que na 

prática o único envelope que pode ser extraído dos dados de espalhamento tem 

resolução acima de 4�L .(Svergun, et al., 1996) 

 A modelagem usando função envelope angular tem limitações em descrever 

partículas complexas, em geral, partículas assimétricas, ou que possuam cavidades 

internas, então a série harmônica não pode assegurar uma adequada representação 

conduzindo a erros sistemáticos. Uma descrição mais abrangente é alcançada em um 

módulo dos métodos de modelagem, que foram melhorados utilizando da velocidade 

dos computadores modernos para restaurar a estratégia da modelagem de muitos 

parâmetros através da pesquisa das variações tipo Monte Carlo. O módulo de 

modelagem ab initio esta confinado ao volume e foi primeiramente proposto por 

(Chacon, et al., 1998; Chacon, et al., 2000).  

 A máxima dimensão maxD  ajustada a uma esfera M densamente empacotada 

com átomos dummys (esfera de raio max0 Dr �� ) conduz a uma seqüência X de M bits, e 

a conFiguração desses átomos podem ter a seguinte forma: ( 1�iX  para partículas) e 

( 0�iX  para o solvente), e a intensidade de espalhamento deste modelo é 

posteriormente computado usando em geral a fórmula de Debye (Debye, 1915). 
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 Onde jiij rrr ��  é a distância entre os átomos dummys adjacentes e )(qf  é o 

fator forma (da amplitude de espalhamento da esfera de raio 0r ), assim iniciando de 

uma distribuição randômica de 1 e 0, o modelo é modificado até encontrar a seqüência 

binária (isto é, o modelo da partícula) que é ajustado aos dados experimentais. A 

intensidade do modelo é então computada utilizando dos harmônicos esféricos para 

melhorar a velocidade de cálculo computacional e compactação das conectividades. O 

modelo ab initio é aproximado sem limitações pela busca espacial avaliada pelo tipo 

Monte Carlo (Walther, Cohen & Doniach, 2000) e (Vigil, et al.,2001). 

 O programa DAMMIN fornece muitas soluções (distribuição espacial dos 

átomos dummys) para o modelo, isto é, gera os mesmos modelos de forma randômica, o 

qual pode servir como um indicador da estabilidade da solução. O conjunto de 

programas DAMAVER foi escrito baseado no programa SUPCOMB (Kozin & 

Svergun, 2001). O programa SUPCOMB alinha dois modelos arbitrários de baixa ou 

alta resolução representada por conjunto de pontos; a minimização da medida da 

dissimilaridade é chamada de normalized spatial discrepancy (NSD) ou normalização 

da discrepância espacial, uma minimização dos valores das distâncias entre todos os 

pontos (átomos dummys) do primeiro e do segundo modelo são encontrados, estas 

distâncias são adicionadas e normalizadas diante das medias das distâncias dos pontos 

vizinhos dos dois modelos. 

 Para efetuar a reconstrução e análise do modelo com o DAMAVER, no mínimo 

dez e no máximo cem modelos independentes devem ser gerados pelo DAMMIN. Os 

valores da NSD foram computados entre cada par do conjunto e um valor médio de 

todos os pares (NSD) e de dispersão �(NSD) foram calculados. Para cada reconstrução 

do modelo um valor médio de NSDk foi computado e tomado como referência o menor 

valor de NSDk. Os modelos que possuam valores de NSDk superiores a 

)(2)( NSDNSD ��  são descartados, assim o módulo do SUPCOMP sobrepõe todos os 

modelos ao modelo de referência criando um conjunto de átomos dummys que são 

densamente remapeados e caracterizados pelo seu fator de ocupação, a parte central dos 

modelos formam uma ocupação não-zero resultando em uma região total de propagação 

ou total spread region (TSR), essa região com maior ocupação é selecionado e 

encontrado o volume mais populoso ou most populated volume (MPV) para produzir o 

volume igual ao volume médio de exclusão de todas as reconstruções, desse modo a 
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dispersão computada a partir da (MPV) vem a ser o modelo que deverá preservar as 

características mais prováveis da solução (Volkov & Svergun, 2003). 

4.  CRYSOL – Programa de avaliação das soluções de espalhamento de 

raios-X de coordenadas atômicas de macromoléculas biológicas.  

  Este programa esta baseado na expansão de multipolo para rápido cálculo da 

média esférica do padrão de espalhamento levando em consideração a camada de 

hidratação. Fornecendo as coordenadas atômicas (PDB) é possível predizer a solução da 

curva de espalhamento ou ajustar a curva experimental usando apenas dois parâmetros 

livres, o volume médio do solvente por grupo atômico e o contraste da camada de 

hidratação (Svergun, et al., 1995). 

 Comparações entre soluções experimentais de SAXS e estruturas cristalográficas 

são amplamente aplicadas para validar modelos teóricos e para verificar a similaridade 

entre estruturas de proteínas cristalinas e em solução para predizer a estrutura 

quaternária (Svergun, et al., 1995). 

 O principal problema para avaliação das curvas de espalhamento de coordenadas 

atômicas é obter o espalhamento do solvente de forma adequada. Alguns métodos têm 

sido desenvolvidos, no qual diferem basicamente na representação do volume da 

partícula que é inacessível ao solvente, no método “fator de espalhamento atômico 

efetivo” (Langridge, et al., 1960; Fraser, MacRae & Suzuki, 1978; Lattman, 1989), o 

volume excluído é construído por átomos de solvente dummy o qual ocupam a posição 

dos átomos nas macromoléculas, esta aproximação é bem justificada na resolução de 

10� a 20� (a qual esta dentro da faixa de trabalho do momento de transferência 

300 $$ q �-1). Nos modelos de alta resolução o preenchimento do volume excluído 

pode introduzir desvios sistemáticos, assim um método cúbico e a modificação no 

preenchimento homogêneo por elementos de volume cúbico fornecem um melhor 

resultado para o espalhamento dos altos vetores (acima de 30!q �-1) (Fedorov, Ptitsyn 

& Voronin, 1972; Ninio, Luzzati & Yaniv, 1972). 

 O programa CRYSOL tem como objetivo de comparar as de curvas de 

espalhamento experimental com as curvas teóricas dos modelos de estruturas 

cristalográficas de proteínas, levando em consideração o espalhamento da camada de 

hidratação assim diminuindo os erros dos desvios sistemáticos, e tem provado ser 

adequadamente eficiente para tal propósito.  
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III. MATERIAIS E METODOS 

1. O sistema de colimação (ânodo rotatório – camara de Kratky) 

Em nossos experimentos, utilizamos o sistema de colimação por blocos que 

também é conhecido por “sistema de colimação Kratky” ou simplesmente “câmara de 

Kratky”. Este sistema pode diminuir drasticamente o problema do espalhamento 

parasita permitindo que se alcance menores ângulos de espalhamento no qual será 

mostrado nas Figuras 7 e 8, este sistema também possui uma outra vantagem onde à 

câmara é dotada de um porta-amostra interno, com isso a amostra é mantida no vácuo 

resolvendo as possíveis interferências do espalhamento do ar. 

Figura 7: Desenho esquemático da fonte de raios-X ânodo rotatório, aqui o 
equipamento é mostrado de uma forma completa, (fonte de raios-X, câmara de 
colimação Kratky, sistema de detecção e computador). (dos Santos, 2003). 

Figura 8: Esquema do sistema de colimação Kratky. (dos Santos, 2003). 

A fonte de radiação é perpendicular ao feixe, como no esquema da câmara de 
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Kratky, representado na figura 8. A colimação do feixe é realizada por três elementos 

estruturais, que são os blocos com superfície polida representados por B1, B2 e B3. D é à 

distância da amostra ao detector sensível à posição (D. S. P.). O beam stop (bs) é um 

aparato mecânico que protege o detector da incidência direta do feixe de raios-X. “A” é 

o local onde a amostra será disposta para efetuar o espalhamento e 2� é o ângulo de 

espalhamento. 

Este tipo de colimação por blocos dá a geometria do feixe uma secção 

transversal, possuindo a forma de um trapézio com altura variando de 3,0 a 4,0 mm e 

largura de 1 mm.  

2. Monocromatização 

A correta interpretação dos experimentos de SAXS utilizando ânodo rotatório 

(constituído de ânodo de cobre) exige o conhecimento prévio da curva correspondente à 

radiação monocromática. Os efeitos policromáticos devem ser eliminados. É de 

conhecimento técnico que a radiação do ânodo de cobre produz dois comprimentos de 

onda na geração dos raios-X; o comprimento de onda chamado de Cuk� = 1.54 � e o 

comprimento de onda chamado de Cuk� = 1,39 �, este último deve ser eliminado.  

Para eliminar o comprimento de onda Cuk� utilizamos de filtros. Estes filtros 

são nada mais do que folhas de níquel, no nosso equipamento a espessura das folhas de 

20 µm foi suficiente para absorver o comprimento de onda k�.  

3. Colimação e fonte de radiação sincrotron 

 A forma de colimação no sistema sincrotron é chamada de “colimação pontual”. 

A colimação é mais facilmente alcançada pelo uso da fonte pontual e duas aberturas 

sucessivas como mostrado na Figura 9. A primeira abertura define o feixe e a segunda 

abertura limita o espalhamento da primeira abertura. 
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Figura 9: Diagrama mostrando a geometria da câmara de colimação pontual. O 
feixe colimado ao plano do detector é representado por (A) que é o diâmetro angular. Os 
pequenos ângulos são observados pelo diâmetro (B). Os parâmetros u, v e D devem ser 
escolhidos de acordo com cada caso experimental para otimizar a intensidade. (Glatter, 
1982).  

 Utilizando a fonte de radiação síncrotron, obtém-se algumas vantagens sobre o 

sistema convencional (ânodo rotatório); a) muito alta intensidade; b) ótima colimação 

intrínseca; c) fonte é branca; d) a radiação é emitida em pulsos a alguns décimos de 

nanosegundos com uma freqüência de repetição de um megahertz. 

 A geração da radiação é descrita da seguinte forma: uma placa metálica situada 

em um acelerador de partículas chamado de injetor é bombardeada por ondas de rádio 

freqüência, as quais retirarão elétrons desta placa metálica, e estes são acelerados em 

um “booster” um anel de menor proporção depois esses elétrons passam a ser 

armazenados no anel principal e viajam a uma alta velocidade sendo forçados a uma 

trajetória circular devido aos eletroímãs dispostos nas tangentes do anel.  

4. Detector 

 O detector utilizado em nossos experimentos de SAXS foi o D.S.P. – Detector 

Sensível a Posição, em ambas as fontes de raios X, (ânodo rotatório e luz sincrotron).  

 O sistema de detecção é descrito da seguinte forma: o detector esta acoplado a 

um pré-amplificador, amplificadores, analisador, discriminador, somador de ondas e por 

fim a um computador, observável na Figura 10. O detector é constituído por um 

filamento de quartzo, revestido de carbono, que será preenchido por uma mistura gasosa 

de (90% de Xe e 10% de CH4), sob uma pressão de 75 PSI. O fóton espalhado pela 

amostra ioniza o gás que irá descarregar no filamento. 
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 O sinal gerado é enviado para cada um dos lados do detector, os quais chegam 

com uma diferença de tempo. Estes sinais são amplificados e disparam um pulso (start e 

stop). Essa diferença de tempo de chegada determina a posição de entrada do fóton. A 

função do “delay” é para garantir que o sinal start sempre chegue primeiro, e então este 

sinal é convertido a uma voltagem, que será enviada ao multicanal. 

Figura 10: Esquema do detector sensível à posição e sua eletrônica. 

   D.S.P 

 Pré-Amplificador 

  Pulse Sharper 

Delay 

 Analizador Multicanal 

      Computador 

Stop 

Pré-Amplificador

Pulse Sharper 

Delay 

Start 

  Discriminador

Delay 

Conversor Tempo 
Amplitude 



32 

Calibração do sistema de raios-x ânodo rotatório: 

1. Alinhamento da camara de Kratky 

O primeiro passo para a calibração é certificar que a câmara esta perfeitamente 

alinhada em relação à fonte e o detector. Para isso diminuímos a tensão em 20 kV e 10 

mA e adicionamos 5 filtros de níquel (aproximadamente 72 µm de espessura) na saída 

do tubo de raios X, como uma medida de segurança para não queimar o detector, pois 

neste procedimento trabalha-se sem o beam stop. 

 O alinhamento da câmara é feito com um nível. Após estar nivelado 

determinamos a abertura do feixe que deve ser 30 mm, com o laboratório totalmente no 

escuro e, utilizando uma placa graduada que em sua superfície possui um material que é 

fosforescente quando excitado com os raios X, verificamos se a abertura realmente 

condiz com os 30 mm. 

 Posteriormente, é preciso verificar se o feixe esta passando na posição em que a 

amostra estará situada dentro do porta amostra, sendo que a abertura da janela do porta 

amostra é de 1 mm de comprimento por 20 mm de altura. A posição do porta amostra e 

do feixe é horizontal. Com a utilização de uma pequena barra de metal com as medidas 

características do porta amostra, tampamos os feixe e observamos se há fluorescência na 

placa graduada. Caso ocorra fluorescência, o feixe não esta alinhado com o porta 

amostra, ou seja, quando o porta amostra é tampado não deverá aparecer fluorescência, 

este é o parâmetro adotado para o alinhamento da câmara de Kratky. 

2. Linearidade do detector 

 As condições para a “calibração” e determinação da linearidade do detector são 

as mesmas descritas no alinhamento da câmara. 

 A distância do detector ao porta- amostra é de 210 mm. 

 Foram feitas medidas sucessivas variando a altura do detector de 10 em 10 mm 

em um intervalo de tempo de 120 segundos de exposição ao feixe, e determinado à 

posição do canal. Essas posições estão descritas na tabela I. Com essas medidas é 

possível traçar uma reta e obter o coeficiente angular da reta que nos fornece a relação 

(k = mm/canal). 
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Tabela I: Valores para a construção do gráfico de linearidade do detector. 

Posição do detector em mm

(eixo y) 

Numero de canais

(eixo x) 

60 823 

70 729 

80 628 

90 532 

100 436 

110 339 

120 240 

130 145 

140 49 
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60
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140

Y = A + B * X

A 144.93615
B -0.10314

m
m

nº Canais

Figura 11: Curva de calibração do detector. Determinado o coeficiente angular da 
inclinação da reta alcança a relação (mm/canal).  

 Empregando as condições experimentais como: distância do detector a amostra, 

comprimento de onda e o coeficiente angular da reta de linearidade do detector, é 

possível calcular o passo do vetor de espalhamento (q). 
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 D = 210 mm . 

� = 1,54 Å. 

k = 0,10314 canaismm . 
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3. Estabilidade do feixe dos raios x ânodo rotatório 
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Figura 12: Gráfico da estabilidade do feixe (tempo x intensidade). 

 Como apresentado na Figura 12, o teste de estabilidade foi realizado expondo 

uma amostra padrão ao feixe de raios X e determinando a variação da intensidade, e 

observamos que o feixe torna estavel após 100 minutos. A amostra padrão utilizada foi 

Lupolen. O tempo de exposição do Lupolen foi de 5 minutos, foi respeitado um 

intervalo de 30 minutos entre as coletas de dados, o tempo total do teste foi de 7 horas 

aproximadamente, e a potencia do equipamento foi ajustado em 40 kV e 100 mA.  

4. Perfil do feixe e correção geométrica 

A técnica de SAXS foi desenvolvida para feixe pontual, como o sistema de 

colimação por blocos dá a característica do feixe à forma de um trapézio, chamado de 

feixe linear infinito, é necessária correção geométrica. Para que seja possível essa 

correção é essencial o conhecimento das qualidades do feixe, como; o perfil 

comprimento e o perfil altura do feixe. 

 Para determinar o perfil comprimento ajustamos a intensidade em 20 kV e 10 

mA, as medidas foram feitas com o tempo de exposição de 120 segundos, e variamos a 
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altura do detector em um intervalo de 2 em 2 mm, os valores obtidos estão 

representados na Tabela II. 

Figura 13: Gráfico do perfil horizontal do feixe. Forma trapezoidal do perfil 
comprimento para a correção geométrica, perpendicular em relação a q. 
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Tabela II: Valores obtidos para a construção do gráfico do perfil horizontal do feixe. 

Posição detector (mm) Intensidade do feixe Nº do canal

150 0 0 

148 179 96 

146 2560 95 

144 5585 97 

142 7459 99 

140 8221 99 

138 9158 99 

136 9598 99 

134 9905 102 

132 10086 106 

130 10110 104 

128 10405 107 

126 10779 107 

124 10286 108 

122 10132 109 

120 10592 108 

118 10232 108 

116 10616 109 

114 10495 109 

112 7923 109 

110 5265 110 

108 3082 110 

106 0 0 

 Como citado acima, o perfil comprimento tem a forma geométrica de um 

trapézio, isto pode ser observado na Figura 13, e esta informação em conjunto com o 

perfil altura representado na Figura 14 servirá para fazer as correções necessárias para 

transformar o feixe, de característica linear infinito para pontual. 
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Figura 14: Gráfico do perfil do feixe vertical. Definindo a largura do feixe. 

 A correção do feixe só é possível através dos parâmetros AH, AW, LH e LW, 

que são calculados do perfil do feixe trapezoidal. A altura da fenda do detector no plano 

é facultado pelo parâmetro AH. LH é a altura da fenda, e similarmente os parâmetros 

AW e LW são a largura da fenda do detector. 

 Idealizando o trapézio e examinando a Figura 13 do perfil comprimento, a face 

superior ou o menor lado é (A – L), e a face inferior ou o maior lado é (A + L), ambos 

estão em uma direção perpendicular e paralela ao alinhamento do detector. Para o efeito 

da fenda superior (A – L), A = AH, L = LH; e o caso posterior ou seja a fenda inferior 

que representa o efeito da largura da fenda (A + L), A = AW e L = LW. As unidades 

para AH, LH, AW e LW devem ser as mesmas para o vetor de espalhamento �-1. 

 O primeiro passo é encontrar os valores de A e L, para isso utilizamos uma 

matemática simples, onde medimos a face superior e inferior do trapézio ou do perfil do 

feixe ao longo do seu comprimento, como segue: 



39 

mmA

mmA
mmLA
mmLA

53,38
2
06,77
06,772

35,47
71,29

��

�

��
��

mmL 82,853,3835,47 ���

Então os valores são: A = 38,53mm e L = 8,82mm. 

 Para calcular os parâmetros AH, LH, AW e LW aplicam a seguinte fórmula 

matemática; 

                                     '(
)

*+
,�

D
AHAH '2

�
�                                                  (26) 

 Como conhecemos os termos podemos reduzir a uma constante. 

01943,0
21054,1

2
�

�
� Å-1.mm-1

 Sabemos que; 

 AH = perfil do feixe ao longo do seu comprimento (valor de A = largura) 

 LH = valor de (L), aproximadamente o tamanho da janela do detector. 

 AW = perfil largura do feixe. 

 LW = passo do detector. 

 Agora só temos o trabalho de multiplicar cada valor a sua referente pela 

constante, então temos: 

00201,0
01943,00,101943,0
1714,082,801943,0

7486,053,3801943,0

�
���
���
���

LW
AW
LH
AH

 Todos os resultados estão na mesma grandeza, ou seja, Å-1. 

5. Normalização e estrapolação das curvas a concentração zero 

 O experimento de SAXS para proteínas é realizado em solução, isso conduz a 

coleta de dados da solução contendo a proteína, juntamente com a coleta de dado 

somente da solução tampão, esta última é chamado de branco.  

 Este procedimento é fundamental para obter o espalhamento apenas do material 

de estudo, uma simples expressão é necessária para fazer a normalização das curvas.  
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Onde: 

Ap = Atenuação da amostra (proteína). 

Ab = Atenuação da solução tampão (branco). 

I(q)p = Intensidade de espalhamento da amostra. 

I(q)b = Intensidade de espalhamento do branco. 

x = espessura da amostra e do branco. 

J(q)d = Intensidade do feixe direto. 

�t = variação do tempo de exposição. 

J(q) = Curva de espalhamento normalizada, ou seja, somente o espalhamento da 

proteína. 

 Alguns termos são comuns, como o tempo de exposição, a espessura do capilar, 

assim pode-se rearranjar a Equação; 
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Pode-se reduzir ainda mais essa Equação, tratando as atenuações da amostra e do 

branco sobre o feixe direto como constante, temos então; 

           
d

p

qJ
A

Ak
)(1 � ; 

d

b

qJ
AAk

)(2 �                                                             (27.c) 

Assim fica; 

            � � � �21 )()()( AkqIAkqIqJ bp ����                                                  (27.d) 

Os experimentos em ânodo rotatório foram feitos com tubos capilares de vidro 

Lyndemann de 1 mm de espessura, e os experimentos no LNLS foram feitos em porta-

amostras específicos para o sistema sincrotron, com janela de mica. 

 As medidas em ânodo rotatório foram realizadas respeitando o tempo de 

exposição de 7200 segundos, e as medidas no LNLS com um tempo menor de 600 

segundos. 
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 A atenuação é definida como a razão entre a intensidade do feixe incidente pela 

intensidade do feixe transmitido pela amostra. Para calcular a atenuação da amostra e do 

branco no equipamento ânodo rotatório seguimos o seguinte procedimento: Servindo do 

padrão de Lupolen, e do porta amostra adaptado, obtemos os dados da curva de 

espalhamento do Lupolen e da amostra ao mesmo tempo, o tempo de exposição foi de 

100 segundos. A determinação do feixe direto considera apenas os dados da curva de 

espalhamento do Lupolen sozinho, também com o tempo de exposição ao feixe de 100 

segundos. A determinação da atenuação na fonte sincrotron é totalmente automatizada 

assim não é necessário nenhum trabalho extra, pois o sistema nos fornece esses 

parâmetros. 

 Os experimentos em SAXS devem ser realizados com variação decrescentes das 

concentrações das amostras, é indispensável esse processo, pois toda a teoria de 

espalhamento foi concebida levando-se em conta o espalhamento de uma única 

partícula, assim é possível realizar a extrapolação a concentração zero ou a diluição 

infinita. 

 As concentrações empregadas no ânodo rotatório foram de 15 mg/ml, 10 mg/ml 

e 5 mg/ml, nas fontes de radiação sincrotron foram 8 mg/ml, 5 mg/ml e 2 mg/ml. 

 Para a extrapolação propriamente dita à concentração zero, primeiramente 

normalizamos a intensidade das curvas em relação a sua própria concentração J(q)/C, e 

aplicamos o método dos mínimos quadrados. 

6. Cálculo do volume e da superfície 

Para calcular o volume e a superfície das macromoléculas é fundamental obter o 

valor da invariante Q, através da integração da área do gráfico representado na Figura 

15. O cálculo da invariante Q esta demonstrada na Equação 13, sendo que aqui será 

dada a sua solução para exemplo de sua aplicação.  
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Figura 15: Invariante Q, calculando a área da curva [I(q)*q2
vs q] obtém-se o valor do 

Q0. 

     � � � �
� �
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       (28) 

Onde:  

§ A primeira integral do lado esquerdo é o valor do Q0. 

§ O �P e o �P são os valores das constantes de Porod; são respectivamente o 

coeficiente angular da inclinação da reta e o coeficiente linear ou intersepto do 

eixo Y representado na Figura 20 (ver resultados). 

Resolvendo as integrais acima temos: 

             q
q

Máx

PMáx
PQQ -

� ���
3

3

0                                              (29) 

 O volume da macromolécula fica: 



43 

   Q
IV )0(2 2 ��

�
�

                                                            (30) 

  

A superfície da macromolécula fica: 

               Q
VS P ��

�
-�

                                                              (31) 



44 

Preparação das amostras 

1. Bothrops Toxin I e II 

A amostra foi purificada do veneno bruto da serpente B. jararacussu de acordo 

com o protocolo publicado por (Spencer, et al., 1998). As curvas de espalhamento de 

raios-X a baixo ângulo foram conduzidas à temperatura ambiente e obtidas na linha 

D11A-SAXS do Laboratório Nacional de Luz Sincrotron (LNLS). O comprimento de 

onda utilizado foi de 1,488�. A amostra foi diluída no tampão Tris-HCL 20mM de 

concentração de sal e ajustado no pH 7,0. Para a extrapolação a concentração zero 

foram coletadas as curvas em duas concentrações 10,0 e 4,0 mg/ml. As curvas foram 

coletadas com o detector a gás bi-dimensional sensível à posição com 2048 canais e foi 

ajustado a uma distância de 660 mm da amostra, e o tempo de exposição da amostra ao 

raio-X foi de 600s. 

2. Lotus tetragonolobus lectin (LTA).

 A amostra de LTA foi purificada como descrito por (Moreno et al., 2006). As 

curvas de espalhamento foram coletadas no Laboratório Nacional de Luz Sincrotron 

(LNLS), na linha D11A-SAXS, em temperatura ambiente utilizando do detector a gás 

bi-dimensional sensível à posição com 2048 canais a uma distância de 831mm da 

amostra. A amostra de LTA foi dissolvida em tampão TRIS-HCl 10mM com uma 

mistura de sais CaCl2 e MnCl2 com 18mM de concentração, no pH 7,6. Para eventual 

extrapolação a concentração zero, foram coletadas as curvas em três concentrações 10.0, 

6.0 e 3.0 mg/ml respectivamente. O comprimento de onda foi ajustado para 1,488 �. 

3. Corismato Sintase (CS) 

 As curvas de espalhamento foram coletadas no laboratório de biocristalografia 

do Departamento de Física da UNESP- IBILCE, utilizando de uma fonte de raios X, 

constituída por um ânodo rotatório de cobre da marca RIGAKU DENKY RU, com 

comprimento de onda característico (CuK� – 1,54�) e potência de operação de 4 Kw, o 

alinhamento do feixe de raios X é feito com um sistema de colimação por blocos, este 

equipamento é dotado de uma câmara de Kratky com um porta amostra adaptado no 

interior da câmara  e assim o espalhamento da amostra é totalmente no vácuo com isso 

diminuindo o espalhamento parasita e a absorção de raios X pelas moléculas de ar. A 

amostra é colocada em um capilar de vidro Lyndemann de 1 mm de diâmetro interno e 



45 

encaixado no porta amostra na posição horizontal, a intensidade de espalhamento foram 

registrada através de um detector sensível a posição Tennelec PSD-1000 situado a 210 

mm da amostra com 1024 canais, as intensidades foram amplificadas, discriminadas, 

analisadas e convertidas em contas por segundo através do sistema MCA modelo 916 da 

(EG&G ORTEC). As soluções de proteínas com o solvente foram expostas por um 

período de 2 horas diante do feixe de raios X.  

A amostra de CS foi dissolvida em um tampão pH 7,5 Tris-HCl 50mM, em três 

diferentes concentrações 15mg/ml, 10mg/ml e  5mg/ml, com o intuito de obter a curva 

extrapolada a concentração zero as curvas foram coletadas em temperatura ambiente 

25ºC  com uma faixa angular de 0,02814 �-1 < q < 0,2955 �-1, onde q é o vetor de 

espalhamento definido como ���senq 4�  e �2  representa o ângulo de espalhamento. 

4. Crotoxina

 A crotoxina foi purificada como descrito por (Hendon and Fraenkel-Conrat 

1971).  As curvas de espalhamento foram coletadas no Laboratório Nacional de Luz 

Sincrotron (LNLS), na linha D11A-SAXS, em temperatura ambiente utilizando do 

detector a gás bi-dimensional sensível à posição com 2048 canais a uma distância de 

648 mm da amostra. A amostra de crotoxina foi dissolvida nos tampões: ácido cítrico/ 

citrato de sódio concentração 20 mM e ajustado para o pH 3,5; fosfato de sódio 

monobásico e di-básico 20 mM e ajustado para o pH 6,6; glicina 20 mM ajustado para o 

pH 10.0, para extrapolar a concentração zero, foram coletadas as curvas em três 

concentrações 15.0, 10.0 e 5.0 mg/ml respectivamente. O comprimento de onda foi 

ajustado para 1,488 �. 

5. Fosfolipase e Crotapotina

 As amostras da fosfolipase e crotapotina foram isoladas do veneno bruto da 

serpente Crotalus durissus terrificus de acordo com o protocolo de (Laure, 1975). As 

curvas de espalhamento foram coletadas no Laboratório Nacional de Luz Sincrotron 

(LNLS), na linha D11A-SAXS, em temperatura ambiente utilizando do detector a gás 

bi-dimensional sensível à posição com 2048 canais a uma distância de 648 mm da 

amostra. A amostra foi diluída no tampão Tris-HCL 20mM e ajustado no pH 7, com 

adição de 25 mM de NaCl, e para a extrapolação a concentração zero foram coletadas as 

curvas em três concentrações 15.0, 10.0 e 5.0 mg/ml respectivamente. O comprimento 

de onda foi ajustado para 1,488 �. 
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Eletroforese 

 O grau de pureza da proteína foi verificado pela técnica de eletroforese descrita 

por (Laemmli, 1970), com gel desnaturante (SDS – PAGE) 9,5% de poliacrilamida. As 

condições de corrida do gel foram de 170V e 30mA. O gel foi corado com nitrato de 

prata (Morrissey, 1981). 
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IV. RESULTADOS E DISCUSSÕES

As intensidades de espalhamento de raios-X a baixo ângulo de algumas 

proteínas envolvidas neste trabalho, obtidas diretamente da fonte de luz sincrotron e da 

fonte de ânodo rotatório RIGAKU DENKY, são apresentadas na Figura 16.  Essas 

curvas são submetidas à Equação 2.d, em que será subtraído o espalhamento da proteína 

e do solvente e a minimização do efeito de ruído do espalhamento parasita pelas suas 

respectivas atenuações. Assim, têm-se as curvas corrigidas contendo apenas o 

espalhamento médio da partícula que está sendo pesquisada. Posteriormente, será 

realizada a normalização pela concentração respectiva de cada amostra referente à sua 

curva de espalhamento e extrapoladas a concentração zero como descrito anteriormente 

(ver Materiais e Métodos E.1).  

           
a)  BthTX – I pH 7,0.                                                            b)   Crotoxina pH 3,5.                                              

               
            c) Crotoxina pH 6,6.                                                                                             d) Crotoxina pH 10,0.

                       
     e) Crotapotina pH 7,0.                                                                                           f) Fosfolipase. 
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               g)  BthTX-II                                                                                                            h) Corismato Sintase. 

                                                     
                                                                       i) Lótus tetragonolobus lectin.

Figura 16: Medidas experimentais de SAXS realizado no LNLS e ânodo rotatório 
(RIGAKU DENKI) na temperatura ambiente. 

Agora, podem-se observar nas Figuras 17 e 18 as curvas normalizadas e 

extrapoladas e fazer nota sobre as coincidências nos finais das curvas na região dos altos 

ângulos (região de Porod). Isso se deve ao fato de não possuir grandes flutuações 

internas na densidade eletrônica.    

a) BthTX-I pH 7.0.                                                                                   b)      Crotoxina pH 3,5. 



49 

       
                 c)       Crotoxina pH 6,6.                                                                                 d)      Crotoxina pH 10,0. 

        
.                 e)  Crotapotina  pH  7,0.                                                                                    f) Fosfolipase pH 7,0 

                     
                    g) BthTX – II.                                                                                                    h) LTA. 

i) Corismato Sintase. 

Figura 17: Curvas de intensidade de espalhamento das proteínas em suas respectivas 
concentrações corrigidas e subtraídas a intensidade de espalhamento do tampão.  
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a) BthTX – I pH 7,0.                                                                               b)      Crotoxina pH 3,5. 

                                                                        

     
c)     Crotoxina pH 6,6.                                                                                d)     Crotoxina pH 10,0. 

                    
 e) Corismato Sintase.                                                                                            F) LTA. 

Figura 18: Curvas de intensidade de espalhamento das proteínas em suas respectivas 
concentrações normalizadas e extrapoladas a concentração 0 mg/ml. 

Na Figura 19 são apresentados os gráficos da região da curva de espalhamento 

que representa a Lei de Guinier. Seguiu-se a teoria contida no Capítulo “Introdução: 6. 

Aproximação de Guinier”, mais especificamente aplica-se à Equação 19 para a 

aproximação do raio de giração, em que calculou-se o logaritmo da intensidade de 

espalhamento e elevou-se o vetor de espalhamento à segunda potência,o que forneceu 

uma inclinação negativa. 
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Aplicando a regressão linear pelo método dos mínimos quadrados, obtém-se o 

coeficiente angular, que é o valor de � o qual será então executado na Equação 19, e que 

resulta no raio de giração aproximado específico para cada proteína em questão. 

 a) BthTX-I pH 7,0.                                                                                     b)   Crotoxina pH 3,5. 

   
c)   Crotoxina pH 6,6.                                                                                 d)   Crotoxina pH 10,0. 

    
e)   Fosfolipase A2 pH 7,0.                                                                          f)    Crotapotina pH 7,0. 
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g)   Lótus tetragonolubus (LTA) pH 7,6.                                                     h)   BthTX-II pH 7,0. 

     i)   Corismato Sintase (CS) pH 7,5. 
  
Figura 19: Gráfico da região de Guinier (log I(q) x q2), regressão linear para a 
aproximação do raio de giração. 

Os gráficos da Figura 20 representam a região de Porod (ver capitulo 

Introdução: 7. Lei de Porod) que é válida para os altos ângulos. Para produzir os 

gráficos da região de Porod submeteram-se as curvas da intensidade de espalhamento 

corrigidas, normalizadas e extrapoladas a concentração zero ao simples cálculo de 

I(q).q4 vs q4, que é válido para intensidade de espalhamento obtidas na fonte de luz 

sincrotron, que é uma fonte de feixe considerada pontual. O cálculo para a intensidade 

de espalhamento obtido por ânodo rotatório é um pouco diferente (somente aplica-se 

essa equação se as curvas não foram corrigidas pelo efeito do feixe) no qual faz-se 

J(q).q3 vs q3  onde a fonte de raios-X é tido como feixe linear infinito. Quando a 

molécula aproxima das condições ideais de interação total com o solvente, o que mostra 

um contraste de inhomogenidade das densidades eletrônicas bem caracterizadas do 

solvente e do soluto, o gráfico de Porod deve apresentar quando essa interface é bem 

definida uma reta paralela ao eixo x, uma inclinação crescente significando que ocorreu 

uma ótima interação da molécula ao solvente. Um patamar, ou seja, uma inclinação 
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quase constante pode ser observada no Gráfico (b), Já nos Gráficos (a), (c), (d), (e), (f), 

(g), (h) e (i), pode-se observar uma inclinação crescente bem acentuada devido à boa 

interação do solvente com o soluto e que resulta em uma bem caracterizada 

inhomogenidade entre as partes. 

               
 a)  BthTX-I pH 7,0.                                                                                                 b)  Crotoxina pH 3,5.

              
c) Crotoxina pH 6,6.                                                                                                d)   Crotoxina pH 10,0. 

         
e) Fosfolipase A2 pH 7,0.                                                                                         f) Crotapotina pH 7,0. 

           
g) LTA pH 7,6.                                                                                                          h)  BthTX-II pH 7,0. 
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       i)   Corismato Sintase (CS) pH 7,5.

Figura 20: Gráfico da região de Porod, I(q).q4 vs q4. 

O objetivo final do tratamento dos dados de SAXS, além das características 

físicas da partícula, como raio de giração, máxima dimensão, superfície e volume, é o 

modelo ab initio condizente com a partícula estudada. Para isso é necessário que as 

curvas corrigidas sejam submetidas a um tratamento matemático da Transformada de 

Fourier. Com a utilização do programa GNOM (Svergun, 1992), em que se baseia na 

melhor solução para as curvas de SAXS por tentativa e erro, o seu aplicativo esta 

fundamentado no método da transformada indireta de Fourier. O valor total estimado 

determina a qualidade dos resultados e quanto mais próximo de 1 melhor será a solução 

apresentada.  

O resultado da função p(r) também é apresentado pelo programa GNOM e seu 

gráfico pode ser visto na Figura 22. Utilizando desse recurso é fornecido dois dados 

importantes sobre a partícula: o raio de giração e a máxima dimensão da partícula. Aqui 

o raio de giração é determinado pelo método integral visto na Equação 18 (capitulo 

Introdução: 6. Aproximação de Guinier). O raio de giração calculado pelo método 

integral atinge uma maior precisão em comparação com o método dos mínimos 

quadrados ou aproximação de Guinier, pelo simples motivo de utilizar todos os pontos 

da curva de espalhamento.   

  Agora com as curvas plenamente corrigidas pode-se determinar a forma ab initio

ou forma envelope da proteína estudada a qual é fornecida pelo método de modelos de 

átomos dummy que esta fundamentada no programa DAMMIN (ver Teoria e Métodos 

Computacionais), porém, são reconstruídos no mínimo 10 modelos independentes que 

serão executados e avaliados pelo programa DAMAVER em que esta baseando no valor 
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da (NSD = normalized spatial discrepancy) o qual estima a similaridade entre os 

modelos para determinar o modelo final. A sobreposição das coordenadas atômicas da 

estrutura cristalográfica com o modelo ab initio é realizada pelo programa SUPCOMB 

2.0 o qual também esta fundamentada na (NSD). Quando alcançado o valor da NSD < 

1,5 indica alta correlação e complementaridade da superfície dos modelos envolvidos. 

 O resultado do ajuste da curva de SAXS experimental e teórica efetuado pelo 

programa DAMMIN são apresentados na Figura 21. Como já mencionado no Capitulo 

“Teoria e Métodos Computacionais”, o valor do parâmetro 2  quanto mais próximo de 

1 melhor será a execução e determinação do modelo ab inito final. 

a)  BthTX-I pH 7,0.                                                                       b)  Crotoxina pH 3,5. 

                 c)   Crotoxina pH 6,6.                                                                       d)  Crotoxina pH 10,0. 

              e)   Fosfolipase A2 pH 7,0.                                                                                 f)   Crotapotina pH 7,0. 
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g)  Lótus tetragonolubus (LTA) pH 7,6.                                                                h)   BThTX-II pH 7,0. 

                                                        i)   Corismato Sintase (CS) pH 7,5. 

Figura 21: Curvas experimentais corrigidas e extrapoladas a concentração 0 mg/ml, 
ajustada a cura teórica calculada computacionalmente (programa DAMMIN).  

  
a)   BthTX-I pH 7,0.                                                                                      b)  Crotoxina pH 3,5. 

           
                   c)   Crotoxina pH 6,6.                                                                                   d)   Crotoxina pH 10,0. 
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                e)  Fosfolipase A2 pH 7,0.                                                                             f)  Crotapotina pH 7,0. 

      g) Lótus tetragonolubus (LTA) pH 7,6.                                                          h)  BthTX-II pH 7,0. 

     i)  Corismato Sintase (CS) pH 7,5. 

Figura 22: Gráfico da função de distribuição de distancia p(r) vs r. 
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                            (a)                                                                             (b) 

Figura 23: (a) modelo tridimensional de átomos dummys da função envelope da 
estrutura quaternária da proteína BhtX-I pH 7,0 obtida das curvas experimentais de 
SAXS (espaço recíproco) obtido pelo programa DAMMIN. (b) sobreposição do 
envelope da proteína “SAXS” com a estrutura atômica determinada por cristalografia.  

 A estrutura de coordenadas atômicas determinada por cristalografia da BthTX-I 

resulta em um modelo final em que consiste de duas moléculas formando um 

homodímero, dois fragmentos de PEG-400 e 86 moléculas de água. Em ambos 

monômeros, o mapa de densidade eletrônica indica a presença de molécula de PEG-400 

ligado ao canal hidrofóbico no qual esta situada à região do sitio ativo da PLA2

(Murakami, et al., 2007).  

O estado oligomérico da BthTX-I foi previamente estudado por eletroforese e 

técnicas espectroscópicas as quais indicam que a PLA2 Lys49 homologa existe como 

dímero em solução (Arni, et al., 1995). ResultadoS preliminares de cristalografia e 

espectroscopia sugerem que esta molécula adota uma conformação de esfera prolato, o 

que é confirmado pelo experimento de SAXS, com um raio de giração de 20,2�, 

sustentado pelas interações polares formadas entre a folha � e a região do N-terminal da 

hélice �, na qual esta envolvido os resíduos estritamente conservados: Gln11, Glu12, 

Trp77 e Lys80. Nesta conformação, o canal hidrofóbico e a superfície interfacial são 

expostos ao solvente (Ward, et al., 1998; da Silva-Giotto, et al., 1998). Baseado nisto, 

um modelo para a ruptura das membranas pela PLA2 Lys49 homologa tem sido 

proposto (Lomonte, et al., 2003).  
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No entanto, os resultados de SAXS mostra que o raio de giração da BthTX-I é 

17,5Å o seu volume é 52900Å3 e sua superfície é 6540Å2,  indicando que esta molécula 

adota uma conformação dimérica  mais compacta do que observado na estrutura 

cristalina, porém o complexo Basp II/suramina (Murakami, et al., 2005) revela um raio 

de giração igual a 17,9Å.  

É de conhecimento que uma proteína para cristalizar necessita perder sua 

camada de hidratação. Assim, diminuindo sua entropia devido aos aminoácidos 

hidrofóbicos contidos no interior da proteína ficarem de certa maneira mais expostos 

ocorrendo um “relaxamento”, no entanto, este fato pode resultar no aumento do raio de 

giração o que ocorre com a estrutura atômica do cristal da BthTX-I. Todavia, é plausível 

que o raio de giração do modelo ab initio seja menor, precisamente por se tratar de um 

experimento realizado em solução a amostra estaria mais próximo da realidade em que 

se encontra na natureza, em meio aquoso. O perfil das curvas de espalhamento do 

espaço recíproco e do espaço real ou função de distribuição de distancia p(r) da BthTX-I  

podem ser visto na Figuras 21(a) e 22(a) respectivamente. O modelo ab initio da 

BthTX-I resultado do experimento de SAXS esta representado na Figura 23(a). Na 

Figura 23(b) esta a sobreposição dos modelos ab initio e a estrutura de coordenadas 

atômicas e obteve-se um resultado da NSD de 1,21 para a forma compacta indicando 

alta complementaridade entre os modelos.  

Chama-se a atenção novamente para a Figura 22(a) a função de distribuição de 

distância onde podemos observar a máxima dimensão da proteína BthTX-I 48�máxD �

e também que possui a característica de esfera prolato, confirmando os resultados dos 

experimento de espectroscopia e eletroforese realizados anteriormente por (Arni, et al.,

1995). 
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                     (a)                                              (b)                                          (c) 

Figura 24: (a) Modelo tridimensional de átomos dummys da função envelope da 
estrutura quaternária da proteína Crotoxina pH 3,5 obtida das curvas experimentais de 
SAXS (espaço recíproco) gerado pelo programa DAMMIN. (b) Modelo tridimensional 
do espaço real função p(r) gerado pelo programa GASBOR. (c) Sobreposição dos 
modelos tridimensionais (vermelho) modelo gerado pelo programa DAMMIN, (verde) 
modelo gerado pelo programa GASBOR, realização da sobreposição pelo programa 
SUPCOMB. 

                    (a)                                                 (b)                                         (c) 

Figura 25: (a) Modelo tridimensional de átomos dummys da função envelope da 
estrutura quaternária da proteína Crotoxina pH 6,6 obtida das curvas experimentais de 
SAXS (espaço recíproco) gerado pelo programa DAMMIN. (b) Modelo tridimensional 
do espaço real função p(r) gerado pelo programa GASBOR. (c) Sobreposição dos 
modelos tridimensionais (verde) modelo gerado pelo programa DAMMIN, (vermelho) 
modelo gerado pelo programa GASBOR, realização da sobreposição pelo programa 
SUPCOMB. 
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                  (a)                                                (b)                                           (c) 

Figura 26: (a) Modelo tridimensional de átomos dummys da função envelope da 
estrutura quaternária da proteína Crotoxina pH 10,0 obtida das curvas experimentais de 
SAXS (espaço recíproco) gerado pelo programa DAMMIN. (b) Modelo tridimensional 
do espaço real função p(r) gerado pelo programa GASBOR. (c) Sobreposição dos 
modelos tridimensionais (verde) modelo gerado pelo programa DAMMIN, (vermelho) 
modelo gerado pelo programa GASBOR, realização da sobreposição pelo programa 
SUPCOMB. 

 A proteína crotoxina e seus constituintes (fosfolipase A e crotapotina) foram 

caracterizadas e adequadamente estudadas pela técnica de espalhamento de raios-X a 

baixo ângulo. O experimento foi efetuado em três distintos pH (3,5; 6,6; 10,0) para a 

crotoxina e apenas no pH 6,6 para a fosfolipase A e a crotapotina. Os modelos ab inito

referentes aos seus respectivos pH’s da crotoxina podem ser observados nas Figuras 24, 

25 e 26 o modelo ab initio da fosfolipase e da crotapotina podem ser vistos na Figuras 

28 e 29 respectivamente. 

 O estudo por SAXS desta proteína e seus constituintes já havia sido realizado 

por (H. Paradies and H. Breithaupt 1975), porém os seus resultados são 

complementados posteriormente por (Mascarenhas, et al., 1992; Abrego, et al., 1993), 

contudo o nosso  trabalho esta em bom acordo com estes resultados obtidos 

anteriormente, apenas com algumas divergências devido à limitação computacional da 

época em que foram realizados. 

 Paradies e Breithaupt realizaram um estudo de caracterização hidrodinâmica e 

reportaram as propriedades físico-químicas do complexo crotoxina e seus constituintes 

fosfolipase A e crotapotina, e obtiveram os resultados do raio de giração para o 

complexo crotoxina de 16,5 Å, fosfolipase A 32,4 Å e crotapotina 12,4 Å, e que suas 
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estruturas podem ser representadas da seguinte forma: para o complexo crotoxina um 

elipsóide prolato, a fosfolipase A por um cilindro e a crotapotina por um elipsóide 

oblato, sugeriram também que a fosfolipase A em solução apresenta um equilíbrio 

reversível entre dímero e tetrâmero.  

Entretanto, este equilíbrio entre dímero e tetrâmero não foi observado nos 

resultados deste trabalho, e a fosfolipase A se mostrou apenas como um dímero, 

possuindo a forma de esfera simétrica estendida prolato. O complexo crotoxina e a 

crotapotina podem ser exibidas com uma forma esférica oblato no experimento 

realizado no pH 6,6, portanto nos respectivos pH 3,5 e 10,0 o complexo crotoxina se 

apresenta com uma forma esférica prolato, portanto mais alongada, podendo ser devido 

as cargas [H+] e [OH-] livres existentes na solução tampão, caracterizando assim em 

uma configuração “open / close”, estes resultados foram possíveis de serem obtidos 

devido a disposição dos modernos sistemas computacionais existentes como por 

exemplo ATSAS - um pacote computacional elaborado por Svergun e  colaboradores. 

Os resultados conseguidos por (Mascarenhas, et al., 1992; Beltran, et al., 1993) 

após a realização dos experimentos de SAXS com o complexo crotoxina e com a 

crotapotina obtiveram os valores para o raio de giração e máxima dimensão, que foram 

os seguintes: raio de giração do complexo crotoxina 16,6 � e máxima dimensão 52,0 �

experimento foi realizado em solução tampão ajustado para o pH 3,0; o raio de giração 

da crotapotina é 13,4 � e a máxima dimensão 46,0 �, esses resultados estão coerentes 

com os resultados obtidos no trabalho anterior. 

Na realização deste estudo com o complexo crotoxina e seus constituintes 

(fosfolipase A e crotapotina) chegou-se aos resultados do raio de giração e máxima 

dimensão representados pelas Figuras 19(b, c, d, e f) que são referentes ao método da 

aproximação de Guinier os valores encontrados foram: para o complexo crotoxina no 

tampão ajustado para o pH 6,6; pH 3,5 e pH 10,0, Rg = 18,4 �, Rg = 18,85 � e Rg = 

18,50 � respectivamente, e para a fosfolipase A, Rg = 24,83 � e crotapotina Rg = 14,43 

�,  o raio de giração obtido pelo método de integração “GNOM” foi para a crotoxina 

pH 6,6; pH 3,5 e pH 10,0; Rg = 18,8 �; Rg = 19,0 � e Rg = 19,40 � respectivamente e 

para a fosfolipase A, Rg = 25,70 � e crotapotina 14,50 �, e mostra que os dois método 

estão em bom acordo com a realização das nossas analises.  A máxima dimensão obtida 

diretamente da análise da função de distribuição de distância p(r) representado na Figura 

22 (b, c, d, e, f), do complexo crotoxina nos tampões ajustados para o pH 3,5; pH 6,6 e 
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pH 10,0, foram 0,50�máxD �, 0,55�máxD � e 0,55�máxD � respectivamente, e para a 

fosfolipase A e crotapotina no tampão ajustado para o pH 7,0, foram: 0,65�máxD � e 

0,40�máxD �.  

De acordo com o procedimento para a determinação do volume e da superfície, 

aproximou-se dos seguintes valores: para a crotoxina no pH 3,5 o Vh = 64500Å3 e S = 

7589Å2; crotoxina pH 6,6, Vh = 78310Å3 e S = 8676Å2; crotoxina pH 10,0, Vh = 

76340Å3 e  S = 8425Å2; para a fosfolipase o Vh =132100Å3 e  S = 12080Å2; para a 

crotapotina o Vh = 35200Å3 e  a  S = 5081Å2, os quais estão coerentes com os 

resultados do raio de giração e máxima dimensão.  

                       (a)                                            (b)                                            (c) 

Figura 27: (a) Sobreposição do modelo da função envelope determinado por SAXS e a 
estrutura modelada da crotoxina no pH 6,6. (b) A estrutura modelada da crotoxina. (c) 
Sobreposição dos modelos com uma visão de preenchimento. 
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                      (a)                                           (b)                                            (c) 

Figura 28: (a) Modelo tridimensional de átomos dummys da função envelope da 
estrutura quaternária da proteína Fosfolipase A2 pH 7,0 obtida das curvas experimentais 
de SAXS (espaço recíproco) gerado pelo programa DAMMIN. (b) Modelo 
tridimensional do espaço real função p(r) gerado pelo programa GASBOR. (c) 
Sobreposição dos modelos tridimensionais (verde) modelo gerado pelo programa 
DAMMIN, (vermelho) modelo gerado pelo programa GASBOR, realização da 
sobreposição pelo programa SUPCOMB. 

                  (a)                                        (b)                                                 (c) 

Figura 29: (a) Modelo tridimensional de átomos dummys da função envelope da 
estrutura quaternária da proteína Crotapotina pH 7,0 obtida das curvas experimentais de 
SAXS (espaço recíproco) gerado pelo programa DAMMIN. (b) Modelo tridimensional 
do espaço real função p(r) gerado pelo programa GASBOR. (c) Sobreposição dos 
modelos tridimensionais (verde) modelo gerado pelo programa DAMMIN, (vermelho) 
modelo gerado pelo programa GASBOR, realização da sobreposição pelo programa 
SUPCOMB. 
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Figura 30: Sobreposição dos modelos tridimensionais da estrutura quaternária da 
proteína LTA pH 7,5; (Amarelo) estrutura quaternária determinada por cristalografia, 
sobreposta ao envelope da proteína (Branco) gerado pelo tratamento das curvas de 
SAXS do espaço recíproco I(q) x q.  

 As coordenadas atômicas da estrutura cristalinas da (LTA) Lótus tetragonolobus

revela um novo arranjo dos dímeros que formam o tetrâmero desta lectina. Esta 

estrutura consiste de um homotetrâmero composto por duas “costa com costa” dos 

dímeros da (GS-IV) Griffonia simplicifolia lectina IV. Utilizou-se a técnica de SAXS 

para investigar a estrutura quaternária da LTA em solução e comparar com a estrutura 

cristalina. Disponibilizando, assim, mais um estudo essencial para o entendimento do 

pouco conhecido mecanismo de reconhecimento e ligação da LTA e o complexo bi-

valente carboidrato L-fucosil (Moreno et al., 2007).  

 Resultados da estrutura cristalina da LTA revelam que existem quatro 

monômeros por unidade assimétrica e pertencem à simetria do grupo espacial P21, 

mostrando assim uma disposição diferente destes monômeros o qual mostra um novo 

tetrâmero fundamentalmente necessário. Primeiramente, esta diferença pode ser 

possível pelo empacotamento cristalográfico e segundo diversas proteínas podem 

assumir formas estruturais que não é observado em ambientes biologicamente aquosos 

(Filgueira de Azevedo, et al., 2003).   

 Finalmente, para determinar definitivamente como a LTA se apresenta em 

solução aquosa e confirmar as suposições sobre a estrutura quaternária recorremos à 

técnica de espalhamento de raios X a baixo ângulo SAXS. Partindo das coordenadas 

cristalográficas, analisando a máxima dimensão (Dmáx), superfície externa (S) e volume 
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de hidratação (Vh) os valores resultantes estão em bom acordo com os obtidos pelo 

experimento de SAXS. A analise das curvas de espalhamento nos forneceu o raio de 

giração de 33,2 �, Dmáx = 100 �, S = 30x103 �2 e Vh = 138x103 �3. A Figura 30 mostra 

a sobreposição da estrutura da coordenada atômica com o ab initio resultando no valor 

da NSD de 038,0614,0 �
�  o qual esta em bom acordo com a teoria, também é revelado o 

tetrâmero da LTA o qual é representado por uma forma laminar ortorrômbica 

semelhante ao observado na estrutura cristalina, podendo assim ser observado a 

disposição dos monômeros e como estão ligados entre si. No entanto, informações 

qualitativas sobre a superfície de contorno da LTA contidas na função p(r) Figura 25(g) 

exibe um padrão assumido por esta função o qual corresponde a uma partícula com a 

aparência de uma lamela com a dimensão máxima de 100 � e que reforça a coerência 

dos resultados. 

                          
(a) (b) 

Figura 31: (a) modelo tridimensional de átomos dummys da função envelope da 
estrutura quaternária da proteína BthTX-II pH 7,0 obtida das curvas experimentais de 
SAXS (espaço recíproco) obtido pelo programa DAMMIN. (b) sobreposição do 
envelope da proteína “SAXS” com a estrutura atômica determinada por cristalografia. 

O resultado do modelo ab initio construído dos dados de SAXS da BthTX-II é 

apresentado na Figura 31. Tanto a BthTX-II como a BthTX-I são proteínas isoladas do 

veneno da serpente sul-americana Bothrops jararacussu e suas diferenças foram 

explanadas no Capítulo “Introdução Geral”. 
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Uma investigação estrutural e bioquímica da BthTX-II foi realizada por um 

grupo de pesquisadores na qual a colaboração deste trabalho foram os resultados 

estruturais obtidos do experimento de SAXS. Porém, a estrutura das coordenadas 

atômicas desta proteína não foi obtida por difração de cristais e sim por modelagem 

molecular, a qual pode ser validada por dinâmica molecular e experimento de 

espalhamento de raios-X. O trabalho se ateve apenas a este último. Observando-se os 

resultados estruturais das curvas de espalhamento como raio de giração, máxima 

dimensão, NSD, volume e superfície, pode-se caracterizar e validar a modelagem 

molecular. 

Para a modelagem molecular da proteína BthTX-II utilizou-se das coordenadas 

atômicas das estruturas homólogas da Bothrops asper miotoxina II (código de acesso ao 

PDB: 1Y4L) e BthTX-I (código de acesso ao PDB: 2H81). 

Os resultados de SAXS indicam um raio de giração de 15,46 �, extraído do 

cálculo da aproximação de Guinier Figura 19(h), o qual esta em bom acordo com o raio 

de giração calculado teoricamente 15,75 �. O raio de giração calculado pelo método 

integral resultado do programa GNOM foi de 15,7 �. Nas Figuras 21(h) e 22(h) são 

apresentadas as curvas de espalhamento do espaço recíproco “I(q) vs q” e a função de 

distribuição de distâncias “p(r) vs r”, respectivamente. Observando-se o gráfico da 

função de distribuição de distâncias, percebe-se que a máxima dimensão desta molécula 

que é de 55,0 �.  

A modelagem da estrutura de coordenadas atômicas da proteína BthTX-II foi 

sobreposta ao modelo ab initio obtido dos dados de SAXS e obteve-se um valor 

resultante da NSD de 0,526, que indica uma excelente correlação entre o envelope e a 

estrutura modelada. 

Comparando os raios de giração das proteínas BthTX-I e II observamos que a 

BthTX-II tem uma conformação mais compacta, porém possui uma máxima dimensão 

mais alongada cerca de 7 � podendo ser mais um cilindro que uma esfera prolato 

assimétrica, como já visto nas Figuras 23 e 31.       
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                     (a)                                      (b)                                  (c)

Figura 32: (a) Modelo Corismato Sintase (CS) pH 7,5 ab initio obtido por SAXS (fonte 
de raios-X ânodo rotatório). (b) Sobreposição dos modelos ab initio SAXS com o 
modelo das coordenadas cristalográficas. (c) Modelo tetramérico das coordenadas 
cristalográficas. 

 A estrutura das coordenadas atômicas da Corismato Sintase (CS) foi resolvida 

por (Dias, et al., 2006). A complexa via do chiquimato, o qual sintetiza os aminoácidos 

aromáticos em bactérias, fungos, plantas e parasitas já foram brevemente ilustrados no 

CapÍtulo “Introdução Bioquímica”. A CS é a última enzima a ser sintetizada da via 

chiquimato, que é composta por sete etapas. Por essa razão, a CS é uma boa candidata 

para o desenvolvimento de novas terapias contra doenças infecciosas tais como 

tuberculose (Azevedo, et al., 2002). Dias e co-autores acessaram quatro estruturas de 

coordenadas atômicas da CS complexado com flavina mononucleotideo (FMN), que é 

um co-fator essencial tipicamente encontrado em muitas reações de redox em sistemas 

biológicos, foram três estruturas da CS de bactérias e uma de levedura: a CS da 

Streptococcus pneumoniae complexado com FMN e EPSP (Maclean and Ali, 2003); CS 

da Helicobacter pylori  complexada com FMN (Ahn, et al., 2004); CS nativa da 

Aquiflex aelicus (Viola, et al., 2004); e a CS nativa da levedura Saccharomices 

cerevisae (Quevillon-Cheruel, et al., 2004); seus códigos de acesso PDB: 1QXO, 

1UMO, 1Q1L e 1R53 respectivamente), em todas essas estruturas observaram que a CS 

se apresenta como tetrâmero composto por dois dímeros. Porém, Dias e co-autores 

realizaram estudos utilizando das técnicas de ultracentrifugação analítica e filtração em 

gel, e os seus resultados sugerem que a CS da Mycobacterium tuberculosis (MtCs) seja 

predominantemente dímero em solução apresentando um equilíbrio entre a forma 

tetramérica.  
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Os resultados apresentados por essas duas técnicas, filtração em gel que foi 

utilizada para determinar a massa molecular da MtCS, revelaram que esta proteína 

existe como dímero em solução, e a ultracentrifugação analítica cujo valor do resultado 

do coeficiente de sedimentação apresentado é relativo a uma molécula que tem massa 

molecular de 80 kDa aproximadamente, tendo em vista que a massa molecular de um 

monômero da MtCS é de 41,7 Kda, porem a técnica de ultracentrifugação sugere que 

esta molécula apresenta um equilíbrio entre dímero e tetrâmero em solução (Dias, et al., 

2006).  Uma hipótese para explicar esse comportamento da MtCS é um rápido equilíbrio 

entre dímero e tetrâmero, o qual deve ser dependente da concentração (Laue, 2001). 

Dias e co-autores obtiveram resultados ambíguos, onde a cristalografia resulta em um 

tetrâmero formado pelos monômeros A/D ou B/C, o que não está de bom acordo com os 

resultados do coeficiente de sedimentação e com a filtração em gel. Assim, esses 

resultados propõem que, em solução, o dímero da MtCS é altamente diferente do dímero 

cristalográfico (Dias, et al., 2006). 

No entanto, os resultados deste trabalho, em que foi utilizada a técnica de SAXS, 

para o estudo de macromoléculas em solução, mostrou que a molécula MtCS tem a 

forma de um tetrâmero em solução e que está de bom acordo com os resultados 

cristalográficos. Lança-se, assim, mais luz a questão do comportamento desta proteína. 

Através da técnica de espalhamento de raios X a baixo ângulo (SAXS), estudou-

se a proteína Corismato Sintase (CS) em solução, com o intuito de obter um modelo 

tridimensional e, assim, determinar a caracterização e o comportamento desta proteína 

em solução. Analisando as curvas de espalhamento obtidas por SAXS, calculou-se os 

seguintes parâmetros geométricos da proteína: máxima dimensão (Dmáx = 100,00 �), 

raio de giração (Rg = 41,67 �), superfície da molécula (S = 42140 �2) e o volume 

hidratado (Vh = 210x103 �3). Estes parâmetros indicam que esta proteína se apresenta 

em solução sobre a forma de um tetrâmero. Esses resultados estão em bom acordo com 

os parâmetros calculados computacionalmente para o modelo cristalográfico tetramérico 

onde (Rg = 40,97 �) volume (V = 199184 �3), superfície (S = 39702 �2)  e a máxima 

dimensão (Dmax = 92,94 �) foram averiguados utilizando do programa CRYSOL 

(Svergun, et al., 1995). Foi gerado computacionalmente o modelo do tetrâmero a partir 

das coordenadas cristalográficas do monômero e assim sobreposto ao modelo obtido por 

SAXS, e observou-se uma sobreposição muito boa que é uma indicação de que 

realmente a proteína (CS) encontra-se sob a forma de um tetrâmero em solução.  
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 Na Figura 19(i) é apresentado o gráfico da região de Guinier, que mostra 

claramente que o sistema estudado é caracterizado como monodisperso e que não foi 

observada a condição de equilíbrio entre dímero e tetrâmero, o qual representaria um 

estado polidisperso caracterizado no gráfico da aproximação de Guinier por duas 

inclinações na regressão linear. A função de distribuição de distâncias p(r) esta 

representada na Figura 22(i) e mostra um perfil típico de uma proteína com a forma de 

um esferóide achatado similar a um elipsóide oblato. Finalmente, a sobreposição da 

função envelope obtida pelo método ab initio e o modelo tetramérico cristalográfico não 

deixa dúvidas que a proteína corismato sintase está de acordo com a forma de um 

tetrâmero em solução e resultou no valor da NSD = 1,156.  As sobreposições do modelo 

ab initio com as coordenadas cristalográficas estão representados na Figura 32.  

Tabela III: Resumo dos valores  resultantes dos experimentos de SAXS.  

Proteína pH Rg(Guinier) Å Rg(Gnom) Å DMáx Å Volume Å3 Superficie Å2 NSD 

BthTx-I 7,0   2,05,17 �
�   2,050,17 �

�   40,200,48 �
� 423252900�

�   5236540�
� 023,021,1 �

�

BthTx-II 7,0   2,046,15 �
�   2,070,15 �

� 75,200,55 �
� 371946900�

�   4896112�
� 015,0526,0 �

�

Crotoxina 3,5   2,085,18 �
�   2,000,19 �

�
50,200,50 � 516064500�

�   6077589�
� 011,0576,0 �

�

Crotoxina 6,6   2,040,18 �
�   2,080,18 �

�
75,200,55 �

� 626478310�
�   6948676�

� 013,0560,0 �
�

Crotoxina 10,0   2,050,18 �
�   2,040,19 �

�
75,200,55 �

� 610776340�
�   6748425�

� 027,0559,0 �
�

Fosfolipase 7,0   2,083,14 �
�   2,070,25 �

� 25,300,65 �
� 10568132100�

�   96612080�
� 032,0621,0 �

�

Crotapotina 7,0   2,043,14 �
�   2,050,14 �

�
00,200,40 �

� 281635200�
�   4065081�

� 014,0447,0 �
�

LTA 7,5   2,020.33 �
�   2,060,31 �

� 0,500,100 �
� 11040138000�

�   240030000�
� 038,0614,0 �

�

CS 7,5   2,067,41 �
�   2,040,41 �

� 0,500,100 �
� 16800210000�

�   337142140�
� 034,0156,1 �

�
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ELETROFORESE 

                         1º       2º        3º       4º        5º       6º        7º       8º      

Figura 33: Gel de eletroforese. 

1º - Fosfolipase.  2º - Crotoxina.   3º - Crotoxina.   4º - Crotapotina.  5º - Crotapotina.                   

6º - Convulxina.  7º - Convulxina.  8º -  Padrão. 

94 kDa
67 kDa
43 kDa

30 kDa

20,1 kDa
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V. CONCLUSÃO 

 O desenvolvimento deste trabalho revela o avanço tecnológico e computacional 

em que a técnica de SAXS se encontra nos dias atuais, revelando-se uma potente e 

indispensável ferramenta ao estudo de macromoléculas biológicas em solução, 

alcançando parâmetros físicos estruturais como raio de giração, máxima dimensão, 

volume, superfície e o modelo ab initio ou função envelope, os quais se mostram 

extremamente superiores aos que foram exibidos décadas atrás. 

 Os resultados conseguidos das proteínas BthTx-I e BthTx-II revelaram que 

foram caracterizadas como moléculas diméricas, e estão em bom acordo como os 

modelos de coordenadas atômicas fornecidas por cristalografia e modelagem molecular. 

Estas proteínas são homólogas em suas seqüências primárias. Porém, possuem alguns 

aminoácidos diferentes, em vista disso, revelaram uma divergência em seus resultados 

estruturais. Ou seja, ocorreu uma mudança de conformação no enovelamento destas 

proteínas homólogas, o que é bem caracterizado pelos resultados de SAXS, os quais 

comprovam as teorias bioquímicas sobre o enovelamento de proteínas. 

 Nos experimentos realizados com as proteínas crotoxina e seus constituintes 

fosfolipase A2 e crotapotina, observou-se a caracterização dessas macromoléculas. A 

crotoxina foi experimentada em três pH distintos, variando do ácido ao básico, passando 

pelo neutro, mostrando, assim, uma configuração “open/close” observado nos modelos 

ab initio. Porém, os dados estruturais como raio de giração, volume, superfície e 

máxima dimensão, não tiveram uma extrema mudança, podendo-se concluir que essa 

proteína é extremamente rígida e estavel dentro do contexto da execução deste trabalho. 

A fosfolipase A2 e a crotapotina, quando isoladas, tendem a formar dímero em solução. 

Isto foi observado nos valores dos dados estruturais obtidos das curvas de SAXS, e 

também da configuração do modelo da função envelope. Os resultados dos parâmetros 

geométricos estruturais destas macromoléculas estão em bom acordo com os resultados 

conseguidos anteriormente por outros autores, embora eles não possuíssem os recursos 

atuais. Por esse motivo, não foi apresentado anteriormente os modelos ab initio dos 

quais nós propomos e o fizemos revelar. Isto pode se confirmar pela estrutura de 

coordenada atômica, que é sugerida pela modelagem molecular, e pelos valores 

alcançados pela NSD. 
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 Este trabalho contribuiu com a coleta e tratamento dos dados das curvas de 

espalhamento da proteína LTA, colaborando, assim, com o grupo de cristalografia, para 

confirmar novo homotetrâmero composto por quatro domínios de lectina de 

leguminosa. Os resultados encontrados das condições aquosa do experimento de SAXS 

então em bom acordo com os obtidos por cristalografia, os quais podem ser observados 

na sobreposição dos modelos da função envelope com a estrutura de coordenada 

atômica, ao lado do valor da NSD disposto das diferentes fontes dos modelos. 

 A corismato sintase CS foi experimentada, analisada e estudada por SAXS em 

solução aquosa e chegou-se aos resultados apresentados no capítulo “Resultados e 

Discussões”. Essa proteína tem o comportamento de um tetrâmero monodisperso em 

solução. Os dados obtidos estão em bom acordo com os conseguidos por cristalografia, 

e podem ser avaliados na sobreposição dos modelos ab initio com a coordenada atômica 

e o valor da NSD. 

 Neste trabalho foram atingidos os objetivos propostos primordialmente, em 

empregar a técnica de SAXS para macromoléculas biológicas e em adequar os novos 

métodos de análise computacional dos dados provenientes do experimento de SAXS.  
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