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Um importante passo na determinagdo de estrutura cristalina de proteinas ¢ a
estimativa do conteudo de solvente cristalino. O calculo do contetido de solvente cristalino
¢ normalmente baseado na estimativa do Volume de Matthews (¥, ). A estimativado V,
nem sempre conduz a uma tnica escolha para o nimero de moléculas de proteinas na
cela unitaria, em especial quando esse numero ¢ elevado. Neste trabalho apresentamos
uma avaliacdo tedrica — baseado no teorema de Parseval para a transformada de Fourier
e a distribuicdo estatistica de Wilson — da relacdo entre a soma de todas as intensidades
experimentais difratadas e o nimero de atomos ordenados encontrados na cela unitaria.

Palavras-chave: cristalografia de proteinas; estrutura cristalina; contetido de solvente.

An important step in protein crystal structure determination is the estimation of
the crystal solvent content. The calculation of the crystal solvent content is commonly
based on the estimation of the Matthews volume (V). The estimation of V|, does not
always lead to a unique choice for the number of protein molecules, particularly when
this number is high. In this work we establish a simple theoretical background — based
on the Parseval theorem on Fourier transforms and the Wilson intensity statistics —
whereby a relationship between the sum of all experimental diffraction intensities and
the number of ordered atoms in the unit cell is found.

Keywords: protein crystallography,; crystal structure; solvent content.
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Introducéo

Informagdes sobre a estrutura tridimensional de uma
molécula podem ser obtidas por varias metodologias':
difragdo de raios X por monocristais, difragdo de néutrons
por monocristais, ressonancia magnética nuclear,
espalhamento de raios X a baixo angulo [SAXS] em
solucdo, microscopia eletronica, modelagem tedrica, entre
outros. Dentre essas, o método cristalografico apresenta-
se como o mais adequado devido a alta resolugdo com
que se pode descrever a densidade eletronica.'> O
método cristalografico tem contribui¢des relevantes em
diversas areas, dentre as quais pode-se citar Gendmica,
Protedmica e Bioinformatica. Os avangos dessas areas
tém contribuido decisivamente na identificagdo de
alvos moleculares, abrindo novas perspectivas que vém
revolucionando as pesquisas por novos farmacos.

Uma vez identificado um alvo bioldgico promissor
envolvido em um estado de doenga humana, o processo
de descoberta de novas moléculas bioativas com potencial
terapéutico podera ser iniciado. Neste momento, se dara
a decisdo por parte da companhia farmacéutica sobre o
investimento de milhdes de dolares neste longo processo,
que passara, impreterivelmente, pelas fases complexas
de descoberta e desenvolvimento. A abordagem moderna
para o desenho racional de drogas® fundamenta-se no
principio da interacdo farmaco-receptor, que se da
através de mecanismos de complementaridade estérica,
quimica e geométrica entre o ligante e a macromolécula
alvo. Uma vez conhecida a estrutura tridimensional
de uma enzima como potencial alvo patogénico, estas
informagdes se tornam valiosas na busca de possiveis
inibidores e potenciais fArmacos.

O trabalho de determinagdo da estrutura
tridimensional através da cristalografia de proteinas,
como parte da pesquisa por novos farmacos, envolve as
seguintes etapas'?: purificacdo da proteina, cristalizago,
coleta de dados, processamento dos dados, resolugdo da
estrutura, refinamento, validagdo e analise do modelo
cristalografico, e ainda deposito da estrutura no banco
de dados apropriado. Essa ultima ectapa é, as vezes,
suprimida quando ha algum valor econdémico agregado
a estrutura resolvida. O método difratométrico fornece
o conhecimento tridimensional de estruturas moleculares
— a nivel atdbmico — para compostos no estado cristalino,
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proporcionando confianga nos resultados em pesquisas
erigidas a partir do modelo estrutural obtido.

Fundamentacdo Tedrica

ANALISE ESTATISTICA DAS INTENSIDADES E
DO NUMERO DE MATTHEWS

Um dos primeiros passos no trabalho de
determinacdo da estrutura cristalografica de uma
molécula protéica ¢ a analise do conteudo do solvente
existente no cristal**. Essa informacdo é necessaria, por
exemplo, na estratégia escolhida para faseamento por
Substitui¢do Molecular ou no procedimento de solvent
flattering . O célculo dessa fragdo do cristal ocupada por
solvente ¢ usualmente baseado no volume de Matthews
[V,] que, em seguida, ¢ comparada a distribuigdo
estatistica experimental, obtida primeiramente por B.
W. Matthews’, em seu trabalho classico.

A Figura 1 apresenta o grafico obtido por Matthews
para 116 estruturas cristalinas de proteinas ilustrando a
largura da distribuicao. Ele observou que os coeficientes
angulares das retas V,, que incluiam todos os dados
analisados da Figura 1, eram 1,68 e 3,53 A3/Da para os
limites inferior e superior, respectivamente. Esses valores
para o V,, correspondem as fragdes 27 e 78% do cristal
ocupado por solvente (sendo 43% o valor mais comum).

Kantardjieff & Rupp® fizeram uma analise mais atual
da distribui¢do para o V, baseada num conjunto de 10.471
estruturas disponiveis no Protein Data Bank [PDB]’. Essa
freqiiéncia da distribuigdo do V,, obtida ¢ comparada com
aquela obtida por Matthews em 19687, como pode ser
visto na Figura 2. O intervalo da distribui¢cdo ¢ ampliado
¢ o valor de V,, mais provavel corresponde a 47% do
volume do cristal ocupado por solvente. Kantardjieff &
Rupp® observaram ainda que os cristais que difratavam
a alta resolug@o possuiam, em geral, pequena fragdo do
seu volume ocupado por solvente, indicando que cristais
com elevado grau de empacotamento difratam melhor
do que aqueles com baixo empacotamento. A resolugao
¢ assim implementada como uma informacao adicional
objetivando maior precisdo no calculo do V,, de forma a
diminuir ambigiiidades para a fragdo do cristal ocupada
por solvente.

Andersson & Hovmoller!® apresentaram uma analise
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Figura 1: Grafico ilustrando a correlagdo entre peso molecular e volume da cela unitaria para um conjunto de 116 proteinas.

Figura adaptada de [7].

estatistica alternativa para o contedo de solvente,
explorando teoricamente a correlagdo entre o intervalo
esperado para V, e o grupo espacial. Assim, grupos
espaciais com alto coeficiente de empacotamento!!,
como P222 ou C2, devem apresentar uma largura
de distribuigdo mais estreita do que as esperadas para
grupos com baixo indice de empacotamento, como P222
ou P422. Os resultados obtidos sugerem portanto uma
dependéncia do intervalo esperado para V,, em relacdo
ao grupo espacial. Contudo, o valor utilizado para a
densidade volumétrica média (1,22 g/cm?) foi fortemente
combatido por Quillin & Matthews'?, argumentando a
favor de um valor mais proximo do valor classico (1,37
g/em?).

Ambos trabalhos [Andersson & Hovmdller;
Kantardjieff & Rupp]'®® objetivam facilitar o célculo da
fracdo de solvente presente nos cristais protéicos, através
do estreitamento do intervalo de V, em suas distribuigdes
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estatisticas. Todavia, em muitos casos, sobretudo naqueles
envolvendo  macromoléculas ~ multi-oligoméricas,
permanece a ambigiiidade na analise do conteudo de
solvente. Nesse contexto, uma analise tedrica do trabalho
original de Matthews’ abre a possibilidade para a
descri¢ao de um método alternativo de determinagdo da
fragdo de solvente, presente em cristais de proteinas, a
partir da analise das intensidades difratadas’>.

O fator de estrutura corresponde a soma das ondas
difratadas por uma cela unitaria do cristal para uma dada
direcdo. Expressa a soma do poder de espalhamento de
todos os atomos da cela unitdria em relacdo a um plano
hkl'. Esta relacionada, portanto, a distribuicdo dos
atomos da cela unitaria e, a partir do conhecimento da
sua distribuigdo eletronica, pode-se calcular os fatores
de estrutura correspondentes. A fungdo F(S) € ndo nula
nos nodos do reticulo cristalino reciproco''%, sendo a
transformada de Fourier da densidade eletronica p(r).
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Normalized fractional
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Figura 2: Grafico tri-dimensional comparando a distribuigdo estatistica
do ¥, para 1968 ¢ 2002. Figura adaptada de [8].

A intensidade de cada reflexdo ¢ sempre medida em
escala arbitraria, e depende de varios fatores, como':
volume da cela, volume do cristal, tempo de exposicao
ao feixe dos raios X, distancia do cristal em relagdo ao
detector, corrente ¢ tensdo do gerador do difratometro. A
formulagao especial dos fatores de estrutura, denominada
fator de estrutura normalizado, normaliza esta escala
arbitréria das intensidades. E definido de forma que o
valor quadratico médio seja igual a unidade, qualquer
que seja o conjunto de intensidades coletadas (para os
vetores reciprocos S), sobre as quais a média ¢ calculada.
Sua defini¢do é dada por"!

E(s)=—L ()

— T (1)

N 2
e/}
j=1

onde ¢ ¢ um numero inteiro que leva em conta o efeito
da simetria do grupo espacial sobre as intensidades,
e a quantidade entre parénteses no denominador ¢ a
intensidade média esperada. Enquanto os fatores de
estrutura ‘medidos experimentalmente’ correspondem
a N atomos distintos com dimensdo finita que vibram
termicamente, os fatores de estrutura normalizados
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correspondem a um modelo com N atomos iguais,
puntiformes e sem vibragdo térmica'>!, além de ndo
levarem em conta o angulo de espalhamento 6. A Figura
3a apresenta o comportamento do fator de espalhamento
atdbmico e o comportamento do atomo puntiforme em
repouso. Figura 3b.

O valor médio da distribui¢do dos fatores de estrutura
normalizados é dado por"!!

<‘ E(S)\2> _ S |ES) 4 @)

N ref

onde N ¢ o nimero total de reflexdes. Verifica-se a
partir da Equagdo (2) que a somatoria sobre o numero
total de reflexdes (numerador da Equagao 2) ¢ igual aNref.
Como a quantidade total de reflexdes N, ¢ diretamente
proporcional ao volume da cela unitaria Ladd & Palmer
(1994)"7, o trabalho de Matthews (1968) corresponde
a uma analise da distribuicdo estatistica dos fatores de
estrutura normalizados avaliados versus o peso molecular
das proteinas. Essa identificagdo nos motivou a buscar
outras formas de distribuicdes estatisticas que fossem
uteis na analise do conteudo de solvente.

AVALIACAO DO CONTEUDO DE SOLVENTE

O calculo do V,, exige a priori o conhecimento do
peso molecular da proteina e do volume da cela unitaria'”’.
Adicionalmente, o nimero de proteinas contidas na cela
unitaria ¢ uma informacao necessaria. Nem sempre o
resultado obtido leva a uma tnica escolha do nimero de
moléculas na cela, principalmente quando este niumero
¢ relativamente grande. Isso ocorre devido a largura da
distribui¢do de Matthews’, conforme apresentado na
Figura 1, que, as vezes, leva a ambigiiidades no numero
de unidades protéicas, especialmente se a proteina
apresenta estrutura quaternaria multimonomérica.

Uma forma alternativa, baseada no teorema de
Parseval para a transformada de Fourier'® e na analise
estatistica das intensidades feita por Wilson'*!, ¢
desenvolvida, objetivando estimar o conteudo de solvente
de um dado cristal. Wilson mostrou'® que a intensidade

N
média de uma reflexdo geral ¢ (1 (S)) = Z / /-2. Partindo

J=1
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Figura 3: Dependéncia do fator de espalhamento atdomico f em relagdo a sen O/A. fJ(O) = Z corresponde ao numero de
elétrons do atomo. (a) Ilustracdo quantitativa do fator de espalhamento atomico para alguns atomos tipicos em estruturas
cristalinas; (b) Comportamento qualitativo para um atomo qualquer; a reta horizontal refere-se a um atomo hipotético

pontual e estaciondrio.

desse resultado, ele analisou a distribuigdo estatistica das
intensidades chegando a expressdo

I _ 2 2
ln<e—x')>:1n Kexp —2Bsen’® =ik -28>2 0 3)
>(%) A A
J

onde j]" corresponde ao fator de espalhamento do atomo
em repouso, 4 ao comprimento de onda da radiagdo
X, B ao parametro de deslocamento atomico® e K a
constante arbitraria que leva as intensidades coletadas

I (S) a escala absoluta, devendo satisfazer a relagio

exp

(Tsp () = K (L, (S)-

A Equagdo (3) contém trés variaveis desconhecidas:

2
K Be 2 (fjo) de forma que a utilidade pratica de levar o
J
conjunto coletado da escala arbitraria para escala absoluta

fica limitada ao conhecimento, a priori, da quantidade
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de elétrons dentro da cela unitaria. Dada a existéncia do
solvente nos cristais de proteinas que, conforme citado
anteriormente, ocupam entre 20 ¢ 80% do volume, esta
avaliacgdo se torna prejudicada.

Representando cada atomo protéico por um atomo
hipotético de namero atomico médio igual a Z, , obtém-se

1o) 2 —0 2 —0 N
Z(f/ ) :Nm(ZMf ) ondef corresponde a curva
J

padrao do espalhamento atdmico'"'¥. Umahipotese similar
¢amplamenteutilizada,comsucesso,nateoriados Métodos
Diretos?'??, para a solucdo de estruturas cristalograficas de
moléculas pequenas. Esta sugestdo surge da constatagdo
que as moléculas de proteinas sdo constituidas por
atomos de composi¢do atdmica pouco variavel.

Assim pode-se re-escrever o grafico de Wilson',
Equagao (3), da seguinte forma

Lox ’6
ln<—p>2 = ln(KNat )— 23% )

)
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A Equagdo (4) contém somente duas incognitas,
KN e B, tendo em vista que, em geral, macromoléculas
possuem um unico valor de Z, € que proteinas possuem a
mesma densidade eletronica'. O valor de Z,, pode assim
ser obtido por alguma analise estatistica do conjunto
de estruturas ja depositadas em banco de dados como
o PDB’. A quantidade KN guarda conjuntamente as
informagdes do fator de escala K e da quantidade de
atomos ordenados dentro da cela unitaria, e pode ser
obtida a partir da aplicagdo experimental do teorema de
Parseval, demonstrado por'®

[IFOFds= [lp@[dr 5)
—© cela

A Equacao (5) diz que a soma das intensidades
difratadas (em escala absoluta) sobre todo o espago
reciproco ¢ numericamente igual a integral da densidade
eletronica sobre toda a cela unitaria. A idéia central é que
a quantidade total de energia, difratada por uma cela, esta
diretamente relacionada com a quantidade de atomos
espalhadores presentes na cela unitaria. O primeiro termo
(somatdrio sobre todas as intensidades difratadas para
o estado cristalino) e o segundo (integral da densidade
eletronica elevada ao quadrado) da Equagdo (5) sdo
respectivamente iguais a

0

_[ |F(S)|2ds ~ zlabs +[abs(000) :zlabs + ]vatZM)2 (6)
S#0

—o0 S#0

“P (r)|2dr ~ NZy <_[ P/%/[ (r - rM)dr> =NyZy& 7

cela

onde p]%,, (l’ - l’M) ¢ o quadrado da densidade eletronica

média no dominio da cela unitaria, € £ é o valor médio
da integral do quadrado da densidade eletronica, para o

atomo hipotético com niimero atémico Z, , sendo igual a

2; = <J. pjt (r}lr>. Aplicando as duas equagdes acima
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na Equacdo (5) chega-se a relag@o aproximada

I

X N 2
Z —— P 1xEZy, __(ZM ®)
sz0\ KVN v

onde V é o volume da cela unitiria. A viabilidade
pratica e genérica da Equagdo (8) precisa levar em
conta as contribuicdes relevantes como o pardmetro
de deslocamento atdmico B (particular de cada cristal)
e o espalhamento advindo do solvente desordenado.
Adicionalmente, parametros como completeza,
resolucdo e presenca de atomos pesados, dentre outros,
precisam ser considerados. Contudo, a Equacdo (8)
mostra que existe uma relagdo util entre a soma das
intensidades difratadas (em escala arbitraria) e o
contetudo eletronico ordenado. A quantidade KNat para
uma estrutura desconhecida pode ser obtida a partir da
Equacao (4), fazendo uso somente do conjunto de dados
reduzidos. O valor médio Z,, pode ser obtido através do
coeficiente angular dessa curva.

O grafico da Figura 4 ilustra a consisténcia da
previsao teorica da Equagdo (8) para o conjunto das 213
estruturas cristalograficas, extraidas do PDB, apresentado
na Tabela 1. A selecdo dessas estruturas foi realizada
através do mecanismo de busca do PDB, de forma a
descartar estruturas de carboidratos, acidos nucléicos
e seus complexos com proteinas (retendo apenas
estruturas de proteinas), e a descartar ainda proteinas que
apresentassem um grau de homologia maior que 90% com
outro item do mesmo grupo, evitando a presenga de itens
redundantes no conjunto final. Entre os itens homdlogos,
o critério de escolha foi baseado na resolugdo maxima
dos correspondentes dados de difragdo. O peso molecular
do contetido da cela variou entre 4,6 ¢ 306 KDa.

Os dados apresentados na Figura 4 correspondem aos
fatores de estrutura calculados em vez dos observados,
obtidos através do programa SFALL do pacote de
programas Collaborative Computational Project Number
4 [CCP4]%, evitando assim ajustes com a resolugdo, a
completeza, a presenca de &tomo pesado e a contribuigao
do solvente desordenado, entre outras.

A correlacdo entre as intensidades espalhadas e o
conteudo eletronico espalhador da as diretrizes para um
possivel método alternativo na analise do conteudo de
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Tabela 1: Lista dos codigos relativos as 213 estruturas
escolhidas no PDB para a analise da Equagao (8).

la2p 1byz 1e9w 1fw9 1hbz 1jks 1kth 1mn8 2ae2 1gk8 1jec
la3g 1bzp leaq 1fxo 1hfx ljpu lktz 1n40 2tps 1gkp In21
1269 1bzy leay 1g2p 1hg7 1jpz 1kw3 Inaw 2ucz 1jz8 1ghx
la6bm 1cOp leb8 1g6x lhix 1jr0 1kwn Iney 2ush 1ko7 2occ
la7y lc4x led9 1g7a lhiz 1jsf 1ky3 Inks 3all 1moq 1be3
la7z 1c5u lejg 1g7b 1hj6 1jvb lkyc 106l 31zt 1obr 1ck7

1a8u 1¢75 1ek6 1ga6 1hgs ljxu 113f 107j 3pyp lryp ldwv

1a9y lcjc len2 1gjn 1i40 1k05 116r 1pig 3std 2xat 12

lagm lcru lewy 1gkz li4u 1k2a 1171 1qg0 41zt 1az9 4csm
lavz lctq 1f4b 1gnx liow 1k3i 1191 1qi9 4pga 1b7y 1149
1b0y 1dgf 1198 1go3 1i8o 1k6u lleh 1qip 4ubp Ibce 1k47
1b12 1dhp 1fd3 1gq6 lie7 1kb0 1lni 1gjc Seau 1ftl 1qoS

Ibor 1djr 1fdy 1gtv linl 1kf3 11s9 1qke 1a9x 1gxd 1jky

Ibe4 1duc 1fhe 1gtz liva lkfc 11u0 Iqow lavq 1hSq
Ibez 1dvj 11j2 1gwe 1j16 1kgs 11z8 1qq5 1b3o ljaw
Ibgy ldxe 1fim lgyo 1j8q lkjq Imlq 1qqf 1bj4 1k7h
1bl5 1dxy 1fm8 1gzu 1j9b 1kmv 1m24 1rdr Iciv Ipys
1bnS 1dy5 1fo8 1h05 1jg1 1koi Im40 1shk 1cp9 1trl
1bn7 ledc 1fsf 1h2j 1jh6 1kp4 1m7g lush lelo 3bta

Ibrt 1€93 1fsg 1hér 1jig 1ks8 1ml7 1vns ledi 1ftr

solvente para cristais de proteina. Quando essa correlag@o
¢ aplicada para a interagdo dos raios X com a matéria
no estado amorfo, ou seja, ¢ aplicada ao espalhamento
a baixos angulos [SAXS], a informagao obtida sera o
peso molecular da unidade bioldgica monodispersa em

solugdo?*?32°,
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Figura 4: Grafico ilustrando a correlagdo entre a somatéria das
intensidades observadas e o conteudo eletronico da cela unitaria.

Discuss@o dos resultados

Considerando que a resolu¢do da estrutura ¢ uma
etapa fundamental no trabalho de determinacdo da
estrutura tridimensional através da cristalografia de
proteinas, a Equacdo (8) torna-se uma alternativa para
a analise do conteudo de solvente (presentes em cristais
de macromoléculas), podendo acelerar o processo
de determinagdo da estrutura cristalografica de tais
receptores bioldgicos, uma vez que o conhecimento do
conteudo de solvente ¢ um importante passo na obtencao
da resolucdo da estrutura cristalografica.
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