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Resumo

As técnicas de caracterizacdo estrutural de macromoléculas tradicionais se baseiam no fato
de uma macromolécula possuir uma conformag¢do compacta e estruturada. Partes flexiveis ou
regides desordenadas t€m sido sempre consideradas como grandes obstdculos para técnicas como a
cristalografia de raios-X e a ressondncia magnética nuclear (RMN). A necessidade de entender a
atividade funcional de proteinas nativamente desenoveladas e de proteinas flexiveis com multiplos
dominios tem adquirido grande importancia recentemente, mesmo porque essas proteinas desafiam
o paradigma de que uma proteina precisa de uma estrutura bem definida para ser funcional. E bem
nesse ponto que a técnica de espalhamento de raios-X a baixos angulos (SAXS) surge oferecendo
ferramentas Unicas para realizar estudos de macromoléculas flexiveis ou parcialmente
desestruturadas, com aplicacdes muito bem sucedidas em polimeros, matéria mole e
macromoléculas em solugao.

Neste trabalho de tese decidimos enfrentar o desafio de caracterizar proteinas que ndo
possuem uma estrutura bem definida. A teoria do espalhamento mereceu especial cuidado para se
adequar tanto aos métodos experimentais da técnica quanto aos tratamentos matemadticos em
calculos usados para estudar esse tipo de proteinas. Apresentamos aqui o estudo de duas proteinas
pertencentes a classe das proteinas nativamente desenoveladas: (1) a proteina FEZ1, que ¢
necessdria para o crescimento de axonios; (2) a proteina Ki-1/57, que € encontrada em diversas
células com cancer principalmente em tumores do sistema linfatico. Estudamos também algumas
proteinas com multiplos dominios conectados por regides flexiveis e que sdo: (1) duas chaperonas
da classe das HSP40 (proteinas Sisl e Ydjl) juntamente com constru¢des onde alguns dominios
dessas proteinas foram cortados; (2) a proteina ribonucléica heterogénea hnRNP-Q que estd
envolvida em importantes fun¢des do RNA. Experiéncias de SAXS foram realizadas, fornecendo
parametros dimensionais e informagdes de forma dessas proteinas em solu¢do. Modelos de baixa
resolucdo das possiveis conformacdes foram calculados a partir das curvas de SAXS usando
métodos de modelagem ab initio combinados com modelagem de corpos rigidos. Os resultados
forneceram informagdes importantes para elucidar as fungdes bioldgicas dessas proteinas.

E importante ressaltar que, para realizar os estudos com proteinas em solugio, é necessario
contar com uma instrumenta¢do adequada e devidamente montada para a aplicacdo da técnica de
SAXS. Para isso, durante o periodo de desenvolvimento deste doutorado houve um grande
investimento na montagem, teste e caracterizacdo de instrumentos, junto a equipe de profissionais
do Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS), completando o comissionamento da estacio

experimental SAXS2 do LNLS.
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Abstract

The traditional techniques for structural characterization of macromolecules are based on a
compact and structured conformation of the macromolecule. Flexible or disordered regions have
usually been regarded as a great hindrance to techniques like X-ray protein crystallography and
nuclear magnetic resonance (NMR). The need to study functional activity of natively unfolded
proteins and flexible multidomain proteins came to the light rather recently, defying the classical
structure—function paradigm where a protein must have a well-defined 3-D structure to be
functional. In this type of situation, the small-angle X-ray scattering (SAXS) technique appears as a
unique tool to deal with this problem. Indeed, the application of SAXS methods to the
characterization of soft matter (e.g. polymers) and macromolecules in solution has already
succeeded during the last years.

In this work we decided to face the challenge of characterizing proteins that do not have a
well defined structure. The SAXS experimental technique as well as the mathematical methods and
calculations needed special attention in order to be correctly applied to study the specific problem of
unstructured proteins in solution. Thus, it was possible to find evidence of the structural details of
these proteins and obtain a low resolution 3-D average structure. Here we present the study of two
proteins that belong to the group of natively unfolded proteins: (1) The FEZ1 protein, which is
necessary for axon growth, and (2) the proteins indentified as Ki-1/57, which is found in diverse
cancer cells mainly in lymphatic systems tumors. We also studied some flexible multidomain
proteins: (1) two chaperones from the groups of HSP40 (the proteinas Sis1 e Ydj1), and two mutant
constructions where some domains were deleted; (2) the heterogeneous ribonucleoprotein hnRNP-Q
which is related to an array of important functions of RNA. Several SAXS experiments were
performed providing overall parameters and important shape information about those proteins in
solution. Low resolution models for the possible conformations of these proteins were restored from
the SAXS curves using ab initio modeling methods combined with rigid body modeling. The SAXS
results provided a unique structural background for the biologists to deal with the function of these
proteins.

SAXS experiments with proteins in solution demand the use of a specific instrumentation
properly developed for those studies. So, it is important to mention that, throughout the duration of
this doctorate, specific instrumentation development and testing was done together with the
technical staff of the Brazilian Synchrotron Light Laboratory (LNLS, Campinas, SP, Brazil),

collaborating with the commissioning of the new SAXS?2 workstation, completed in 2008.
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Introducao

O estudo estrutural de macromoléculas em solucdo € algo extremamente importante para o
conhecimento das propriedades e fungdes de diversas moléculas que constituem os seres Vivos.
Compreendendo a sua estrutura, é possivel entender a relagdo dessas macromoléculas com a causa
ou cura de diversas doencgas crnicas, como por exemplo, o cincer. Porém, algumas dessas
macromoléculas possuem regides flexiveis ou regides desestruturadas, tais como, as proteinas
intrinsecamente desestruturadas ou as proteinas flexiveis como multiplos dominios. Em vista disso,
realizar andlises estruturais de proteinas desses tipos de proteina é uma dificil tarefa para as técnicas
de alta-resolucdo devido as partes mdveis presentes nas suas estruturas. Muitas técnicas de
caracterizacdo estrutural ndo permitem obter informacdes estruturais dessas macromoléculas. Isso
se aplica também para o estudo de mudangas conformacionais, pois muitas técnicas nao permitem
acompanhar as alteracdes estruturais das moléculas. Nesse cendrio, o espalhamento de raios-X a
baixos angulos (SAXS') aparece como uma técnica essencial para esses tipos de estudos. A
aplicagdo da técnica de SAXS a caracterizag@o estrutural de proteinas flexiveis com mais de um
dominio ou proteinas parcialmente desestruturadas permite identificar possiveis conformagdes para
a proteina em solucdo, além de fornecer informacdes estruturais importantes sobre elas. Por essa
razdo, SAXS vem sendo aplicada com éxito ao estudo de desenovelamento de proteinas [Doniach,
2001; Hirai et al., 2004; Hirai et al., 1999; Chen et al., 1996] e também ao estudo de proteinas
flexiveis ou desestruturadas [Lanza et al., 2009; Bressan et al., 2008; Tidow et al., 2007; Moncoq et
al., 2004], e a demanda nas estagdes experimentais de SAXS por estudos estruturais de proteinas
tem aumentado significativamente nos tltimos anos.

Sendo assim, vamos primeiro tentar compreender a importancia das proteinas em nossas
vidas. Quando observamos uma célula usando um microscépico ou analisando sua atividade elétrica
e/ou bioquimica, nés estamos essencialmente observando proteinas. A célula € constituida, em sua
maior parte, por proteinas. Elas ndo sdo somente os constituintes basicos dos quais as células sdo
feitas, mas elas também executam quase todas as funcdes celulares. Por exemplo, as enzimas sio
proteinas que catalisam (i.e., aceleram) as reacdes quimicas dentro da célula [Lehninger, 1995].
Proteinas na membrana plasmética formam canais e bombas que controlam a passagem de
moléculas para dentro e para fora da célula [Cho & Stahelin, 2005]. Outras proteinas carregam

mensagens de uma célula a outra, ou atuam como integradores de sinal que retransmitem conjuntos

' SAXS é uma abreviacdo que vem do nome da técnica em inglés: Small-Angle X-ray Scattering.



de sinais da membrana plasmética para o nicleo da célula [Cho & Stahelin, 2005, Cho, 2006]. H4
ainda outras proteinas que servem como pequenas mdquinas moleculares com partes mdveis: a
quinesina [Gross et al., 2007; Kull et al., 1996], por exemplo, impulsiona organelas através do
citoplasma; j4 a topoisomerase [Champoux, 2001] pode desemaranhar moléculas de DNA
embaragadas. Outras proteinas especializadas atuam como anticorpos, toxinas, hormonios, fibras
eldsticas, moléculas que controlam a temperatura na célula, fontes de luminescéncia e outras
funcdes. Antes de podermos entender como os genes funcionam, como os musculos contraem,
como os nervos conduzem eletricidade, como os embrides se desenvolvem ou como nossos corpos
funcionam, nés devemos primeiro nos ater ao entendimento das estruturas e fungdes das proteinas.
Do ponto de vista quimico, as proteinas sdo de longe as macromoléculas mais sofisticadas,
estruturalmente e funcionalmente. Isso nao € uma surpresa se nos dermos conta de que a estrutura e
a quimica de cada uma delas vém sendo desenvolvida e ajustada durantes os bilhdes de anos de
histéria evoluciondria.

Para entender esse complexo funcionamento das proteinas, € preciso ter em mente que as
propriedades bioldgicas de uma proteina dependem de suas interacdes fisicas com outras moléculas
(proteinas com outras funcdes e caracteristicas, hormonios, inibidores entre outras). Portanto, a
caracterizacdo estrutural das proteinas é muito importante para o entendimento dos processos
celulares e como eles afetam os seres vivos. As técnicas experimentais de destaque para a
caracterizacdo estrutural s@o a cristalografia de proteinas e a ressonincia magnética nuclear (RMN),
devido a possibilidade de fornecer detalhes estruturais em nivel atdmico. Porém, ainda existem
muitos paradigmas nesse cendrio que precisam ser resolvidos. Para se ter uma idéia, em um
momento em que o problema fundamental do enovelamento de proteinas ainda ndo foi
completamente resolvido, ja surge um grande novo desafio para o estudo de proteinas na era pds-
genOmica: as proteinas intrinsecamente desestruturadas (algumas vezes também chamadas de
proteinas nativamente desenoveladas). Ha cada vez mais evidéncias experimentais que comprovam
a existéncia desse tipo de proteinas [Dyson & Wright, 2005; Fink, 2005; Tompa, 2002; Dyson &
Wright, 1999]. Elas sdao macromoléculas com grandes regides desordenadas (ou desestruturadas),
podendo até haver mais desordem que ordem na sua estrutura. Elas realizam, porém, importantes
funcdes celulares. Elas desafiam o principio cldssico de ter sua fungdo ditada por sua estrutura
tridimensional bem definida. Pelo contrario, muitas proteinas apresentam funcdes que requerem
essa desordem conformacional, como por exemplo, fun¢des de transporte, reconhecimento
molecular, modificagdes pds-traducionais, sinalizag¢do celular e mecanismos regulatérios [Dyson &

Wright, 2005; Tompa, 2002].



Nos dultimos anos, o entendimento da organizacdo conformacional de proteinas
intrinsecamente desestruturadas ndo tem proporcionado somente um desafio intelectual nas 4reas
que vao desde a bioquimica fisica & mecanica estatistica, mas também proporciona um imenso
potencial de aplicagdes. Em particular, o estudo estrutural dessas proteinas é visto como um
importante passo na compreensdo de algumas doencas cronicas ainda sem cura, como o cancer
[Tidow et al., 2007], na engenharia de proteinas e no desenvolvimento de drogas para tratar essas
doengas. Por essa razdao, ha uma clara necessidade para o desenvolvimento de abordagens nio
somente qualitativas, mas também quantitativas para a caracteriza¢do da estrutura de proteinas
flexivel e com regides desordenadas em sua estrutura.

Atualmente, as andlises estruturais de proteinas flexiveis, tais como as proteinas
intrinsecamente desestruturadas, ainda apresentam grandes dificuldades para os pesquisadores,
quase excluindo as técnicas de alta-resolu¢do, como por exemplo, a cristalografia de raios-X (essas
proteinas dificilmente cristalizam) e a ressondncia magnética nuclear (muitas dessas proteinas
possuem massa molecular superior a 50 kDa", que o limite superior para essa técnica atualmente).
Nesse caso, a técnica que se destaca no estudo desse tipo de macromolécula é a de espalhamento de
raios-X a baixos angulos (SAXS). As experiéncias de SAXS podem eficientemente revelar a
conformacdo espacial dessas proteinas ou a organizacdo de dominios ligados por regides
desordenadas em proteinas com dominios muiltiplos. Além disso, ainda permite o estudo de
mudancas conformacionais de protefnas em solugdo. SAXS fornece pardmetros dimensionais
importantes dessas protefnas, além de uma andlise quantitativa do grau de compacidade (que pode
ser correlacionado com o grau de enovelamento) de uma proteina flexivel e/ou com grandes regides
desestruturadas.

SAXS é uma técnica que permite estudar caracteristicas estruturais de tamanho coloidal (de
10 A a 1000 A) de moléculas em solucdo e suas organizagdes dentro de um material. O mais
surpreendente da técnica de SAXS € a possibilidade de realizar uma modelagem de baixa resolugao,
usando célculos ab initio, para se obter um modelo tridimensional para o envelope molecular de
uma proteina. Essa reconstitui¢do tridimensional fornece um modelo de baixa resolugdo, ja que os
dados de SAXS fornecem informagdes de dimensdes coloidais sobre a forma da particula. Isso é

particularmente ttil em biologia estrutural para o estudo estrutural e conformacional de proteinas e

"A nogao de massa atémica foi referida pela primeira vez por Dalton, em sequéncia da teoria atdmica que
desenvolveu. Dalton nao tinha forma de calcular a massa de um dtomo, mas precisava relacionar a massa de
atomos de diferentes elementos entre si. Para tal foi necessario escolher um elemento especifico como
referéncia. Sendo assim, Dalton escolheu como elemento de referéncia o hidrogénio. Portanto, 1 Dalton
(Da) é a unidade de massa equivalente a massa de um atomo de hidrogénio.



seus complexos em solucdo. Porém, um dos mais importantes aspectos da técnica de SAXS € que
ela permite o estudo de proteinas em solu¢des muito préoximas das condi¢des fisiolégicas, além de
permitir a andlise de mudangas estruturais em resposta a variagdes das condi¢des externas.

Apesar de dados de espalhamento a baixos angulos s6 conterem informacdes sobre o
envelope molecular da molécula em estudo, muitas vezes esse envelope molecular pode auxiliar na
solucdo dos problemas de ambigiiidades na determinagdo de estruturas por outras técnicas de alta
resolugdo, como por exemplo, o problema de sincronizacio de fases de reflexdes de baixa resolugdo
na cristalografia de proteinas [Hao et al., 1999; Hao, 2001; Aparicio et al., 2002; Liu et al., 2003].
Outras vezes, esse modelo de baixa resolu¢do € tudo que se pode obter sobre a estrutura de
determinadas proteinas, como acontece com as proteinas com regides flexiveis ou desordenadas, e
até mesmo para proteinas que ndo cristalizam ou sdo grandes demais (> 50kDa) para serem
estudadas pela técnica de ressondncia magnética nuclear (RMN). Esses modelos fornecem uma boa
idéia do espaco conformacional adotado por uma proteina intrinsecamente desestruturada, assim
como, as suas possiveis conformacdes adotadas em solucao.

E importante ressaltar que a técnica de SAXS deve ser empregada em combinagdo com
outros métodos bioquimicos e estruturais para uma completa caracterizacio estrutural de protefnas.
Essa complementacdo é essencial para gerar modelos tridimensionais consistentes para as proteinas
estudadas. A importancia da técnica de SAXS no estudo de macromoléculas bioldgicas tem
aumentado devido a acessibilidade aos instrumentos de pesquisa em instalacdes de larga escala,
além dos avancos computacionais que t€m permitido a criacdo de poderosos programas para andlise
de dados experimentais [Svergun & Koch, 2003]. Naturalmente, o requerimento basico para a uma
correta caracterizacdo estrutural de particulas é a correta realizacio de uma experiéncia de
espalhamento, utilizando uma boa e adequada instrumentacdo (ver Capitulo 2). Monodispersidade
da amostra, por exemplo, é um requerimento essencial para o estudo bem sucedido de proteinas em
solugcdo. Hoje em dia, a técnica de SAXS pode ser considerada como um método de precisao com
um alto padrio experimental. Instrumentos bem desenvolvidos e disponiveis sdo confidveis e
podem, até certo ponto, ser automatizados, permitindo que a técnica de espalhamento a baixos
angulos seja desde uma ferramenta util para trabalhos de rotina até uma técnica para caracterizagdes
avancadas, como por exemplo, cinéticas de transformacdo da matéria e o estudo de grandes
complexos macromoleculares (como sdo os ribossomos).

Para a demanda mais extrema, existem instalacdes experimentais com instrumentos
poderosos e altamente especializados para experiéncias de espalhamento a baixos angulos ao redor
do mundo. Essas instalagdes sdo laboratérios que contém anéis de armazenamento e fazem uso da

radiagcdo sincrontron para as experiéncias de espalhamento, onde a intensidade da radiagcdo excede



aquela produzida por geradores convencionais de raios-X por vérias ordens de grandeza. Com essas
ferramentas, é possivel realizar estudos resolvidos no tempo (por exemplo, andlises de estados
transientes durante mudangas conformacionais de macromoléculas), e também estudos de moléculas
com diferenga de densidade eletronica muito baixa, cujo espalhamento ¢ muito fraco (por exemplo,
proteinas que nao podem ser produzidas em alta concentracdo devido a agregacdo ou degradacdo).
Além disso, o feixe de raios-X produzido pela radiacdo sincrotron possui uma baixa emitincia™ o
que é importante para que possamos distinguir a radiagdo espalhada, que € fraca, daquela do feixe
incidente.

Por fim, os detectores usados para coletar a radiacdo espalhada merecem uma atengdo
especial, pois eles sdo pecas importantes para se obter dados com qualidade boa o suficiente para as
andlises. Além disso, seu tamanho fisico, muitas vezes, limita o intervalo angular observado da
curva de espalhamento, o que implica realizar as experiéncias em mais de uma distancia amostra-
detector para alcangar o intervalo angular necessario. Hoje em dia, os detectores sensiveis a posicao
disponiveis contem dispositivos de deteccdo através de fios (conhecidos como detectores a gas),
placa de imagem, matriz CCD e com a nova tecnologia de pixels hibridos de silicio. Cada um
possui suas peculiaridades, sensibilidade e ruido. Seus detalhes serdo discutidos no capitulo 2 dessa
tese, quando discutiremos a instrumentacdo de SAXS que montamos no Laboratério Nacional de
Luz Sincrotron no Brasil.

Nesta tese de doutorado, o objetivo € a caracterizacdo de proteinas flexiveis e/ou com
desordem estrutural utilizando a técnica de SAXS, mostrando o imenso leque de possibilidades
oferecidas por essa técnica no estudo de macromoléculas com essas caracteristicas. No capitulo 3,
apresentaremos nossos estudos com proteinas intrinsecamente desestruturadas. Tivemos a
possibilidade de caracterizar duas importantes proteinas dessa classe que sdo: a proteina FEZ1
(abreviacdo do nome em inglés Fasciculation and Elongation Zeta-1 protein) [Lanza et al., 2009;
Assmann et al., 2006], que estd envolvida no crescimento e desenvolvimento de axoénios; € a
proteina regulatéria humana denominada Ki-1/57 (nome dado devido ao gene que codifica essa
proteina) [Bressan et al., 2008], cujos dados funcionais disponiveis sugerem seu complexo papel na
regulacdo da expressdo génica. Tivemos a possibilidade, nesse caso, de caracterizar duas proteinas
com multiplos dominios, onde existem regides desordenadas estdo conectando esses dominios. Uma
delas foi a chaperona molecular (Hsp40) Sis1, juntamente com alguns mutantes construidos com a

delecdo de alguns dominios. A segunda foi proteina ribonucléica hnRNP-Q, que esta relacionada

" Feixe de baixa emitancia significa que o feixe possui uma pequena divergéncia e uma pequena se¢do
transversal. Isso permite focar o feixe de raios-X de tal maneira que suas dimensdes sdo pequenas o suficiente
no foco, sem que haja uma grande perda de intensidade.



com um amplo leque de importantes fun¢des do RNA. Os estudos realizados sobre as estruturas de

proteinas com multiplos dominios serdo apresentados no capitulo 4.



Breve descricio da teoria e métodos

utilizados nesta tese

1.1. ESCOPO

Para a caracterizagdo estrutural de macromoléculas, técnicas como a cristalografia de raios-
X e SAXS utilizam radia¢do numa faixa de comprimentos de onda (entre 1 e 24, energias entre 8 e
12 keV) especialmente Uteis para esse tipo de caracterizacdo por terem energia suficientemente alta
para penetrar a matéria e interagir com os elétrons dos dtomos de acordo com o fendmeno de
espalhamento e difracdo. Em vista disso, para descrever o conteido dos trabalhos desenvolvidos
nesta tese de doutorado, é preciso apresentar alguns conceitos fundamentais da interacdo dessa
radiacdo com a matéria. Em particular, neste capitulo serd apresentada uma breve revisdo das
principais caracteristicas da técnica de espalhamento de raios-X a baixos angulos (SAXS) no estudo
de proteinas em solucdo. Obviamente, além de conhecer a técnica para a caracterizag@o estrutural de

uma determinada amostra, também € necessario conhecer a amostra em estudo. Como estaremos



trabalhando com proteinas, logo apds a revisdo de SAXS, uma pequena e breve revisdo sobre

estruturas de protefnas serd apresentada nesse capitulo.

1.2. PRINCIPIOS DE ESPALHAMENTO DE RAIOS-X A BAIXOS
ANGULOS

A andlise estrutural da matéria utilizando técnicas de espalhamento a baixos angulos pode
ser feita utilizando tanto espalhamento de raios-X (SAXS") quanto espalhamento de néutrons
(SANSY). Embora aqui somente iremos nos preocupar com o espalhamento de raios-X, todos os
resultados podem ser aplicados também ao espalhamento de néutrons, bastando somente pequenas
adaptagdes, ja que os néutrons possuem massa e interagem com a matéria de maneira diferente dos
raios-X. Uma boa introducdo sobre a técnica de SANS pode ser encontrada em
http://www.ncnr.nist.gov/staff/hammouda/the_SANS_toolbox.pdf. J& sobre a técnica de SAXS, ha
vérios livros [Guinier & Fournet, 1955; Glatter & Kratky, 1982; Feigin & Svergun, 1987] e revisdes
[Putman et al., 2007; Lipfert & Doniach, 2007; Svergun & Koch, 2003; Koch et al., 2003]
explicando os detalhes da técnica.

Espalhamento de luz pode ser estudado como um problema de eletrodinamica classica ou
como um fendmeno quantico. Nessa se¢do, vamos nos ater ao tratamento de eletrodinidmica
cldssica, mas uma prévia do tratamento quintico pode ser encontrada em algumas referéncias
[Castro, 2004; Farina, 1973; Tang & Karplus, 1971; Wu & Ohmura, 1962]. No caso de raios-X
incidindo sobre os 4tomos de um objeto, todos os elétrons atingidos pelas ondas tornam-se fonte de
ondas espalhadas. Quando a freqiiéncia (e conseqiientemente a energia) de um féton de raios-X é
muito maior que a freqiiéncia de ressonancia dos elétrons, todos os elétrons irdo se comportar como
se eles estivessem livres. Conseqiientemente, todas as ondas espalhadas tém a mesma intensidade,
dada pela bem conhecida formula de Thomson [Cowley, 1995; Glatter & Kratky, 1982; Cullity,
1978]:

¢ Y 1 1+cos’(20)
e (1.1)

a’ 2

Ie(g) = IP(

mc

onde /p é a intensidade primdria, a € a distancia entre o objeto e o ponto de detecgdo, e é carga

elementar do elétron, m € a massa do elétron, ¢ é a velocidade da luz e 26 é o angulo de

(o 2 2\ . . L .,
espalhamento. O fator numérico (e / mc”) é conhecido como raio classico do elétron. A

¥ SAXS: abreviacdo do termo em inglés Small Angle X-ray Scattering
¥ SANS: abreviagdo do termo em inglés Small Angle Neutron Scattering
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intensidade de espalhamento de um elétron depende somente do angulo de espalhamento 28 através
do fator de polarizagdo ([1+cos’ (249)]/ 2), que é praticamente igual a I(um) para angulos

pequenos, que € o caso em todos os problemas de interesse aqui. Como a intensidade de
espalhamento /,(6) se aplica a todas as férmulas de intensidade de espalhamento que se seguem, ela
serd omitida por brevidade.

O processo de espalhamento é caracterizado por uma lei de reciprocidade, que fornece uma
relacdo inversa entre o tamanho da particula e o angulo de espalhamento. Dimensdes coloidais
(entre dezenas e vérios milhares de angstroms) sdo enormes comparadas ao comprimento de onda
dos raios-X (da ordem de 1A), o que faz o intervalo angular de espalhamento observdvel ser
correspondentemente pequeno. Como os raios-X sdo espalhados pelos elétrons, o espalhamento de
raios-X a baixos angulos é sempre e somente observado quando as inomogeneidades de densidade
eletronica de tamanhos coloidais existem na amostra [Glatter & Kratky, 1982]. Essas consideracdes
se aplicam ao espalhamento coerente, pois as ondas espalhadas sdo coerentes. Mesmo que também
ocorra espalhamento incoerente, esse pode ser desprezado quando somente dngulos pequenos estao
envolvidos na experiéncia. Coeréncia aqui significa que as amplitudes sdo adicionadas, e a
intensidade € entdo dada pelo quadrado do valor absoluto da amplitude de espalhamento resultante
[Cowley, 1995; Glatter & Kratky, 1982]. As amplitudes sdo de igual magnitude, e diferem

somente por suas fases ¢, que por sua vez dependem das posicdes dos elétrons no espaco.

Feixe espalhado

B Centro
espalhador

.
L

Feixe Incidente

Figura 1.1 — Representagdao esquematica do espalhamento por uma particula fixa no espago. A

direcdo do feixe incidente estd indicada pelo vetor unitdrio §,, e do feixe espalhado por §. O

angulo de espalhamento é 28¢ o vetor de espalhamento ¢ tem a mesma direcdo de (5 —5,).



E conveniente representar cada onda espalhada pela sua forma complexa: e’ . A fase pé
dada por (27[/ A) multiplicada pela diferenca de caminho 6ptico em alguma referéncia arbitraria. O
calculo de ¢ ¢ ilustrado na figura 1.1. Vamos denominar a dire¢do do feixe incidente pelo vetor

unitdrio §,, e do feixe espalhado por §. A diferenca de caminho entre um ponto P, especificado
pelo vetor 7, e a origem 0 é entdo dado por —7-(§—5,). Portanto, a fase é dada
por@ =—(27x/A)F-(§—5,). Isso pode ser também escrito na forma @=-—g-7, onde
q= (27[/ /1)(§ —§,) é o chamado vetor de espalhamento ou vetor de transferéncia de momento. Da
figura 1.1, podemos observar que o vetor (§—35,) tem magnitude (2sen6). Aqui, 8 é um angulo
cujo valor é metade do angulo de espalhamento 26, conforme indicado na figura 1.1.
Conseqiientemente, o vetor ¢ tem a mesma dire¢io de (§—§,) e médulo g = (47/A)send .

E possivel obter a amplitude de espalhamento resultante pela soma das ondas espalhadas,

sendo cada onda representada pelo termo complexo e ", onde jd reescrevemos a fase como
@ =—q -7 . Entretanto, considerando o enorme ndmero de elétrons na particula espalhadora e o

fato de que um tnico elétron ndo pode ser exatamente localizado, serd conveniente introduzir o
conceito de densidade eletronica. Essa densidade, definida como o nimero de elétrons por unidade

de volume, € denotada aqui por P(7). Um elemento de volume dV na posi¢do 7 ird conter

P(F)dV elétrons. Assim a soma das ondas espalhadas pode ser repassada pela integral sobre o
volume inteiro V irradiado pelo feixe incidente da seguinte forma:

F@G)=[[[p() e7av (1.2)

Seguindo a definicdo feita na equagdo (1.2), do ponto de vista matemdtico, a amplitude de

espalhamento F'(¢) em uma determinada dire¢do especificada por g € a transformada de Fourier da

distribuicdo de densidade eletronica p(7). A intensidade de espalhamento € entdo dada por
1(q)=F(q)F *(q),onde F*(q)é o complexo conjugado de F(q):

1) = F@F*@ = [[[[[[ ptr)p(r)e 2 av,av, (13)

Essa expressdo é novamente uma integral de Fourier, envolvendo somente a distincia

relativa |?1 —172| para todos os pares de pontos dentro da particula. Dessa forma, é conveniente

calcular essa integral em dois passos: primeiramente integrando sobre os pares com a mesma

distancia relativa e depois integrando sobre todas as distincias relativas (incluindo o fator de fase).

10



O primeiro passo pode ser realizado definindo a funcdo de autocorrelagdo de densidade eletronica

dada por [Glatter & Kratky, 1982]:
y#) = [[[pEpE)av, (14)

—

onde 7 =7 —7, é mantido constante, logo, os vetores7, 7, e I,estdo correlacionados. Sendo
assim, o segundo passo resulta na seguinte expressao:

1) = [[[rF) e7av (1.5)

Esse resultado nos fornece uma equagdo para a intensidade de espalhamento de uma

particula fixa no espago. Entretanto, no estudo de particulas em solugdo, elas estdo aleatoriamente

orientadas. Dessa forma, podemos reescrever a intensidade de espalhamento de uma particula

aleatoriamente orientada no espago calculando a média da intensidade na equagdo (1.5) em um

angulo sélido dQ) = sen@'df'd¢' no espaco reciproco [Feigin & Svergun, 1987]:

sen(qr) ..
qr

()= (1@), —47rjr y(r) =10 (1.6)

onde Y(r) é a média espacial da fungdo de correlacdo (definida na equagdo 1.4) calculada em um
angulo sdlidod@ = sen@ d6 d¢ no espago real:

y(r) = {y(), =—j jy(r)senedad(p (1.7)

4 9=06=0

E que pode ser encontrada também pela transforma de Fourier inversa da intensidade:

sen(qr)

y(r)= (1.7a)

A fungdo y(r) é comumente chamada de funcdo caracteristica da particula e representa a
probabilidade de encontrar um dado ponto dentro da particula em uma distancia » de um outro dado
ponto. Dessa forma, multiplicando a fun¢do ¥(r) da equagdo (1.7a) por r° podemos definir uma

nova fun¢do chamada funcao distribuicao de pares de distincias, p(r), dentro da particula [Glatter &

Kratky, 1982; Feigin & Svergun, 1987]:

rzqzl( y—17 (1.8)

2 Sen(qr)

p(r)=r7yr)=
0 qr

Essa fungdo p(r) representa um histograma de pares de distancias dentro de uma particula.

Se dividirmos a particula em um nimero muito grande de elementos infinitesimais de volume

idénticos, a funcdo p(r) serd proporcional ao nimero de linhas com comprimento entre r e r+dr que
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serdo encontradas na combinacdo de qualquer elemento de volume arbitrario i e outro elemento de
volume j, também arbitrdrio, da particula, como estd exemplificada na figura 1.2 [Glatter & Kratky,
1982].

A importancia da funcio p(r) é que ela estd no espago real, o que nos fornece uma nogao
mais intuitiva sobre a forma da particula do que a fungdo I(g), que por sua vez estd no espaco
reciproco. Entretanto, o que obtemos experimentalmente é a fungdo /(g). Sendo assim, gostariamos
de obter a funcdo p(r) a partir dos dados de I(g). Isso é possivel reescrevendo as equagdes (1.6) e

(1.8) para I(q) e p(r), respectivamente, da seguinte forma:

I(q)= 47:] p(r )Se’;(:]r) (1.9)
-

p(r)=27[2 rql (q)sen(qr)dq (1.10)
0

Postas dessa forma, essas equagdes nos revelam uma importante relacio matemadtica entre
essas duas funcdes. Notamos que a funcio p(r) é a transformada de Fourier inversa da funcdo
intensidade /(q) e, obviamente, I(g) é a transformada de Fourier direta de p(r). A importancia dessa
relac@o estd no fato de que uma pode ser obtida a partir da outra através de uma transformada de

Fourier (direta ou inversa, conforme for o caso).

54
44
= 3
o p (20 A)
24
14
0 r T T T 1
0 10 20 30 40 50

r(A)

Figura 1.2 — Representacio da fun¢do de distribui¢do de pares de distincia, p(r), de uma particula,
mostrando a probabilidade de encontrar pares de distincias com r = 20A entre elementos de volume
arbitrarios i e j dentro da molécula. No destaque estd uma representacdo esquemadtica bidimensional

de pares distancias de 204 de comprimento dentro da particula.
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Seguindo nessa linha de pensamento, € possivel calcular a curva de espalhamento esperada
para uma particula de qualquer forma geométrica. Obviamente, algumas poderdo ser calculadas
analiticamente e outras s6 numericamente. Como o espalhamento de raios-X a baixos angulos
permanecerd essencialmente inalterado se o deslocamento dos elétrons dentro da particula ocorrer
por distdncias menores que a dimensdo global dessa particula, entdo particulas com
inomogeneidades pequenas podem ser tratadas como se tivessem uma distribuicdo de densidade

eletrOnica uniforme.
1.3. ESPALHAMENTO DE RAIOS-X POR PARTICULAS EM SOLUCAO

Até agora foi assumido implicitamente que as particulas estivessem no vicuo, tal que a
amplitude de espalhamento era proporcional ao nimero de moles de elétrons por unidade de
volume, isto é, a densidade eletrdnica p. Para particulas dissolvidas em um solvente (proteina em

um tampao, por exemplo), estamos tratando de um problema de duas fases. Nesse caso, somente a
diferenca de densidade eletrénica Ap = p, — p,( p,= densidade eletrdnica do soluto e p, =
densidade eletrdnica do solvente) € efetiva. Portanto, a amplitude de espalhamento é proporcional a

pP,—pP, e, conseqiientemente, a intensidade de espalhamento serd proporcional a

(Ap)’ =(p,—p,)°. Se essa diferenca é nula, ou seja, P, = p,, entdo o feixe de raios-X nio

£

“enxergard” as particulas, desde que a solugdo entdo representard um espaco continuo de densidade
eletronica homogénea, e as ondas espalhadas em qualquer dire¢do serdo conseqiientemente extintas.
O termo “densidade eletrdnica” € freqiientemente usado para a diferenca de densidade eletronica,
que por sua vez é também conhecida como “contraste”.

Além disso, ja sabemos como a técnica funciona para uma particula isolada. Sendo assim,
agora € importante entender o espalhamento de um grupo disperso de particulas, isto é, uma
solu¢cdo. Em solucdo, cada particula possui orientacdo aleatdria e vai espalhar os raios-X de tal
maneira que a intensidade de espalhamento seja dada pela equacdo (1.9). Para solucdes
suficientemente diluidas (ndo interagentes) e homogeneamente dispersas (monodispersas), as
intensidades de espalhamento das particulas individuais simplesmente se adicionam. Por

monodispersas se entende que haja somente um tipo de particula em solu¢do, cada uma com uma
distribui¢do de densidade eletronica p(7) e uma intensidade de espalhamento /,(g) . A intensidade

de espalhamento de uma solugcdo de N particulas irradiadas pelo feixe de raios-X serd entdo

[Vachette & Svergun, 2000]:
I(q)=N1(q) (L.11)
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Dessa forma, o problema das andlises de espalhamento a baixos angulos consiste em
deduzir tamanho, forma, massa e até mesmo a distribuicao de densidade eletronica de uma particula
a partir da curva de espalhamento das particulas em solucdo. Isso é possivel devido ao fato que a
intensidade de espalhamento conjunto de particulas serd proporcional a intensidade de

espalhamento de uma sé particula (equagdo (1.11)), desde que a solucdo seja monodispersa.

1.4. PARAMETROS ESTRUTURAIS GLOBAIS

A andlise das curvas de espalhamento a baixos angulos permite determinar parametros
estruturais da particula espalhadora. Tradicionalmente, os primeiros pardmetros que podem ser
diretamente determinados da curva de espalhamento sdo o raio de giro (R,), volume excluido da
particula e o valor da intensidade na origem (/(0)), que por sua vez pode ser usada para estimar a
massa molecular da particula espalhadora. Esses pardmetros sdo obtidos através de aproximacgdes
assintéticas da curva de intensidade para pequenos ou grandes valores de g. Da funcdo p(r) também
€ possivel obter o valor de R, e de /(0). Mais ainda, ela fornece o valor da mdxima dimensdo da
particula (D,,;,) € d4 uma idéia intuitiva da forma da molécula. Obviamente, ao trabalhar com

protefnas, isso tudo s6 é possivel quando a solucdo estudada é suficientemente diluida e

monodispersa. A seguir vamos discutir como todos esses parametros podem ser obtidos.
1.4.1. INTENSIDADE NA ORIGEM

A intensidade de espalhamento em g=0, que vamos chamar de /(0), € muito 1til nas anélises
de SAXS para estimar a massa molecular de uma proteina em solugdo. Para isso, precisamos
entender como [(0) se relaciona com a massa molecular de uma particula espalhadora.
Primeiramente, da equagao (1.11), I(0)=N I,(0), onde I,(0) é dada por [Feigin & Svergun, 1987;
Glatter & Kratky, 1982]:

1,0 = [[[[[[ApG)Ap(F)aV,dV, = An? =n? —n] (1.12)
Vl V2
onde n, é o nimero de elétrons da particula e n, € o nimero de elétrons do volume excluido do
solvente pela particula. Entdo, da equagdo (1.11), para N particulas irradiadas temos:
1(0)=N1,(0) = Nn;(1- p,v,)’ (1.15)

onde v, € o volume especifico parcial da particula e p) € a densidade eletronica do solvente.

Geralmente, para indicar as concentragdes de solucdes de proteinas, costuma-se usar a unidade de
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g/l (gramas por litro) ou mg/mL (miligramas por mililitro). Sendo assim, podemos escrever

c=Nun, / N, , onde c € a concentragdo das particulas (massa/volume) em solucdo, N, é o nimero

de Avogrado, e 1 € a razdo M/n, da massa molecular (M) pelo nimero de elétrons (n,.), razdo essa
que depende da composi¢do quimica da particula (para proteinas, uma boa aproximagdo &
M/n,=1,87). Dai, segue que [Vachette & Svergun, 2000]:

@:sz’l (1= pyv,)’ (1.16)

c

Da equacdo (1.16) vemos que a intensidade em g=0 normalizada pela concentragdo, 1(0)/c,

¢ proporcional a massa molecular M da particula espalhadora. Dessa forma, sev, , oy e ¢ sdo
conhecidos, e se a intensidade do feixe incidente € também conhecida em escala absoluta (nimero
real de fétons incidentes durante a medida), entdo o valor de /(0) pode ser usado para estimar o
valor da massa molecular de uma particula. Posteriormente, estaremos discutindo como obter o
valor da massa molecular usando um padrdo secunddrio (proteina-padrdo ou dgua), para obter o
valor absoluto da intensidade incidente, o que no € trivial, ou eliminar a necessidade de obter esse

valor.
1.4.2. RAIO DE GIRO E 1(0): APROXIMACAO DE GUINIER

A primeira andlise geralmente feita apds coletar e tratar a curva experimental de
espalhamento € a andlise de Guinier, utilizada para obter o valor de raio de giro da particula (R,) €
intensidade na origem (/(0)). Isso € feito através de uma andlise assint6tica para pequenos valores
de ¢, expandindo a intensidade da equagdo (1.9) em uma série de poténcias e mantendo até termos

de poténcia ¢°. Para pequenos valores de g (préximo a origem), essa expansio da equacio (1.9) fica:
| 4
I(g)=1(0) 1_§qu +0(q") (1.17)

Rearranjando os termos e restringindo o intervalo de valores de g tal que gR <1, isso dd

origem a conhecida aproximag¢ao de Guinier [Guinier & Fournet, 1955]:
2R2
I(Q)=I(O)exp[—q3g] (1.18)

onde o raio de giro R, € expresso por (ou, analogamente, como mostraremos a seguir na equacao
(1.20)):
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J;/ r’Ap(F)d’r

- (1.19)
¢ jVAp(f)d3r

O Raio de Giro (R,) € a distincia quadratica média de uma dada extremidade da particula
em relacdo ao seu centro de gravidade (em um sistema onde as for¢as gravitacionais agindo sobre o
corpo sdo uniformes, o centro de gravidade € igual ao centro de massa). Experimentalmente, o R, €

o pardmetro que fornece uma medida média do tamanho de uma macromolécula independente da
. . Lo 2 2
forma geométrica. Matematicamente, seu valor quadratico, Rg , € o segundo momento da

distribuicdo de distiancias em torno do centro de massa de uma particula. Por analogia com a
mecanica cldssica, o R, pode ser considerado como o raio de giro eletronico da particula em torno
de seu centro de massa (Teraoka, 2002; Guinier & Fournet, 1955).

A aproximacio de Guinier na equacdo (1.18) é valida somente quando a contribui¢do do
préximo termo (termo de ordem ¢*) na expansio de poténcias de I(g) é desprezivel. Na pritica,
podemos linearizar a equacdo (1.18) aplicando logaritmo natural dos dois lados da equacdo da

seguinte forma:
R2
lnI(q):lnI(O)—q{?g] (1.18a)

Sendo assim, a curva In(I(q)) vs. ¢° pode ser ajustada por uma reta através de uma regressio
linear dentro da regido de validade gR,<I, rendendo os valores de /(0) e R, de maneira direta
utilizando a equacdo 1.18a. A linearidade da parte inicial das curvas experimentais de espalhamento
(sem desvios dessa linearidade) é um indicativo de monodispersidade das particulas espalhadoras.
Logo, essa andlise ¢ aplicada a todas as curvas de espalhamento para verificar a monodispersidade

da solugdo de particulas que estd sendo estudada.
1.4.3. RAIO DE GIRO, MAXIMA DIMENSAO E I(0): FUNCAO P(r)

Pardmetros como o raio de giro (R,), mdxima dimensdo da particula (D) € 1(0) também
podem ser extraidos da fun¢do p(r) [Guinier & Fournet, 1955; Glatter & Kratky, 1982; Feigin &
Svergun, 1987]. Como o quadrado do raio de giro de uma particula é metade da média quadrética
dos pares de distadncia dentro da particula, cuja distribui¢do é dada pela funcio p(r), podemos obter

o valor de R, através da seguinte relagdo:
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Duir 5
, _[0 r°p(r)dr
RP=%2 (1.20)

Dma’x
2[ ™ p(rydr

onde D,,;, ¢ a maxima dimensao da particula e que pode ser obtida para o valor de r tal que a funcao

g

p(r) va a zero, ja que p(r2D )= 0.
E para obter o valor de /(0), substituimos o g por g=0 na equacio (1.9) e obtemos a seguinte

expressao:

10y =4z p(r)dr (1.21)

0

Esses calculos de R, e I(0) sdo de interesse porque sdo independentes de qualquer modelo e
levam em conta toda a curva de espalhamento experimental, ndo somente a regido inicial, como na
aproximacgdo de Guinier. A comparacao entre estas duas formas de cédlculo fornece uma validacio

dos resultados.
1.44. PARTICULAS FLEXIVEIS: APROXIMACAO DE DEBYE

Para cadeias flexiveis (desestruturadas), como acidos nucléicos ou proteinas desenoveladas
(desestruturadas), a aproximagdo de Guinier tem uma regido bastante estreita de validade, sobrando
poucos pontos para a regressdo linear. Isso porque as particulas espalhadoras irdo conter distancias
internas grandes, tal que os termos com poténcias maiores na expansao em série de poténcias de g
da equacdo (1.17) se tornam significativos para valores pequenos de g, o que é suficiente para
transformar a aproximagdo de Guinier numa aproximacao sem uso pratico. Foi mostrado que nesse
caso, que a fung¢do de espalhamento pode ser aproximada no dominio gR,<I.4 pela equagdo de
Debye [Debye, 1947]:

Iq)_ 2
10) (@R

(PR =1+ ") (1.22)

Essa relacdo € a expressdo analitica correta para uma cadeia Gaussiana infinitamente fina,
sem comprimento de persisténcia (isto é, sem rigidez devido as interacdes de curto alcance entre 0s
mondmeros). Entretanto, essa relagdo permanece vdlida em uma regido restrita de valores de g no
caso de uma cadeia de volume excluido ou com comprimento de persisténcia. Equagdes com adicao
desses tltimos efeitos sdo apresentadas em diversas referéncias [Guinier & Fournet, 1955; Glatter &
Kratky, 1982, Feigin & Svergun, 1987, Koch et al., 2003]. O mais interessante da equagdo (1.22) é

que ela depende de um tnico pardmetro somente: o raio de giro, R,.
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1.4.5. APROXIMACAO DE POROD

Vamos agora considerar o comportamento de I(q) quando g tende a grandes valores.

Integrando duas vezes a equagdo (1.9) por partes e lembrando que Y(r)=Oparar=2D, (e

conseqiientemente p(r) = r27(r) =0para r=2D

mdx

), temos:
87 o O _
I(q)=—?7(0)+q—§+q—j+0(q ") (1.23)

onde ¥'(0)é a primeira derivada de y(r) em r = 0 e O; e O, sdo termos trigonométricos oscilantes

da forma sen(gD, .. ) [Svergun & Koch, 2003]. Todos os termos proporcionais a q_3 e q_4 , exceto

mdx
0 primeiro, s@o oscilatérios de tal forma que o termo principal responsivel pelo decaimento de

intensidade em altos valores de g é dado por:
Y4
I(q)=——7(0). (1.24)
q
Além disso, para particulas homogéneas e compactas (rigidas), »'(0)é igual a
2 S s , ) . _
—(Ap) Zonde S € a darea superficial da particula [Feigin & Svergun, 1987]. Sendo assim,
substituindo ¥'(0) na equagéo (1.24), temos:
2
I(q) =~ == (Ap)*S . (1.25)
q

Essa relacdo é conhecida como Lei de Porod e foi obtida independentemente por [Debye &
Bueche, 1949; Porod, 1951]. Ela indica que, para particulas homogéneas e compactas (rigidas), o
decaimento da curva de intensidade de espalhamento para valores grande de g segue uma lei de
poténcia e seu comportamento vai com ¢ . Outra fungio importante também obtida por Porod é o

invariante de Porod, definido como [Svergun & Koch, 2003]:
0= [q*l(@)dg=27"[ (Ap(F))d’r (1.26)
0

onde as integrais do espago real e reciproco sdo iguais devido ao Teorema de Parseval [Arfken &

Weber, 2001]. Para particulas homogéneas,
Q=27 (Ap)°V (1.27)
e levando em conta que também [(0) = (Ap)QVZ, o volume excluido da particula (conhecido

como Volume de Porod) é:
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L 10)

V=2x (1.28)

Conseqiientemente, o comportamento assintdtico da curva de intensidade normalizada

também permite estimar a superficie especifica da particula como:

% = (— gj lim, .. (¢*1(¢)) (1.29)

Note que, gracas ao invariante de Porod, ambos os pardmetros podem ser obtidos dos dados
em escala relativa. Porém, essa estratégia s6 funciona bem para particulas compactas, para os quais
a integral da equacdo (1.26) pode ser aproximada com base no comportamento assintdtico da

intensidade para ¢ — 0 e g — oo. Sendo assim, notamos que a teoria apresentada nessa se¢do estd

baseada na hipétese de decaimento da intensidade com ¢,

1.4.6. PARTICULAS FLEXIVEIS: APROXIMACAO ASSINTOTICA PARA
GRANDES VALORES DE Q

Nés ja vimos a aproximacio assintética para grandes valores de ¢ da curva de intensidade
de espalhamento para particulas compactas: a aproximacio de Porod (equacdo (1.25)). Porém, para
particulas ndo-compactas e flexiveis, a intensidade de espalhamento tem o seguinte limite para

grandes valores de g [Glatter & Kratky, 1982]:

. 2 1
(}EE,I(Q) = qug l:l—quz:l (1.30)

Dessa forma, para grandes valores de ¢, I(g) decai com ¢~ para particulas flexiveis e
desestruturadas em vez do decaimento com ¢* da Lei de Porod para particulas globulares e
compactas. Essa diferenca no comportamento assintético fornece uma maneira pratica de monitorar
o grau de compacidade de uma particula (que pode ser correlacionado ao grau de estrutura ou grau
de enovelamento de uma proteina, por exemplo). Isso pode ser convenientemente visto usando a

representacdo de Kratky que discutiremos na secio seguinte.
1.4.7. ESTIMATIVA DE MASSA MOLECULAR DA PARTICULA

Outro importante pardmetro para o estudo de particulas em solucdo que pode ser obtido dos
dados de SAXS ¢é a massa molecular (M) da particula. Ela é obtida utilizando o valor da intensidade

de espalhamento para g = 0. Entretanto, o valor de /(0) ndo pode ser experimentalmente medido de
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uma maneira direta, tal que uma extrapolacido dos dados experimentais para o valor nulo de g deve
ser feita. Isso pode ser feito utilizando a aproximac¢do de Guinier (equagdo 1.18) ou a funcio p(r)
(equacdo 1.21).

Como foi mencionado anteriormente, a medida da intensidade de espalhamento em escala
absoluta € a principal tarefa para a determinacdo do valor da massa molecular [Orthaber et al.,
2000]. Todavia, a medida da intensidade absoluta, que é a razdo da intensidade de espalhamento da
molécula pela intensidade espalhada por um elétron (equagdo (1.1)), ndo € tarefa facil. Felizmente,
existem dois métodos diferentes para obter medida em escala absoluta. O primeiro deles é um
método mecanico direto, que utiliza um mecanismo de atenuagdo do feixe primdrio por discos
rotatérios [Kratky & Wawra, 1963] ou uma fenda mdvel [Stabinger & Kratky, 1978]. Entretanto,
essa atenuacdo mecanica ndo é muito util quando a intensidade € registrada com detectores
sensiveis a posi¢ao [Russell, 1983].

A segunda maneira € o método indireto, usando padrdes secunddrios calibrados como
Lupolen, carvdo vitreo, d4gua e outros. A agua € especialmente util como padrido de calibracdo
porque seu espalhamento € independente do dngulo de espalhamento. Ainda podemos utilizar uma
proteina estdvel e j4 bem caracterizada, cuja massa molecular seja conhecida, como padrio
secunddrio para a determinagdo direta do valor de M, sem antes precisar calibrar a intensidade para

uma escala absoluta. Detalhes serdo discutidos nas préximas segdes.

1.4.7.1. UTILIZANDO AGUA COMO PADRAO PARA DETERMINACAO DA
MASSA MOLECULAR

A vantagem da dgua como padrido é que seu espalhamento, além de ser independente do
angulo, depende somente da propriedade fisica de compressibilidade isotérmica. Isso € muito titil na
calibracdo da escala de intensidade. Entretanto, o espalhamento da dgua é muito fraco e, é
necessario levar em conta a sua absor¢do e o espalhamento do branco da cdmara (espalhamento da
camara vazia) em que a dgua estd [Orthaber et al., 2000] durante a medida experimental.

A dependéncia da sec¢do de choque da dgua dZ/ d€), que é proporcional a intensidade, com

sua compressibilidade isotérmica [ aparece para valores maiores de dngulos de espalhamento

como:

dxr
o Pk, TP, (1.30)

onde p é a densidade eletronica da dgua, T é temperatura e k (1,38 x 10% J/K) é a constante de

Boltzmann. A intensidade de espalhamento constante da dgua é 1,632 x 10"* cm™ em 20°C (293 K),
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com fBr = 4,58 x 10"’ Pa”’. E importante notar que a compressibilidade da dgua é uma fungdo da

temperatura 7T [Bosio et al., 1989; Fritz et al., 2000]. Tabelas com os valores para a

compressibilidade = da  4gua e [dX/dQ] podem  ser  encontradas = em

dgua
http://physchem.kfunigraz.ac.at/sm/. Com esses valores é possivel obter o espalhamento da amostra
em relagdo ao espalhamento da dgua e transformar a escala dos dados de espalhamento da amostra

para a escala absoluta. Sendo assim, para obter d2/d2 da amostra em escala absoluta fazemos

[Orthaber et al., 2000]:
1
£ — (O) amostra E . ( 1 ‘3 1 )
dQ amostra I (O) dQ dgua

dgua
Tendo estimado o valor da intensidade em escala absoluta e determinado /(0) nessa escala
pela equagdo (1.31), € possivel estimar a massa molecular da amostra usando a seguinte férmula

[Orthaber et al., 2000]:

M= —NAI((B)/C (1.32)
AP

onde /(0)/c é a intensidade absoluta em ¢=0 normalizada pela concentracio da amostra,

APy =P prot = (P V)1, € 0 contraste por unidade de massa, Ny = 6,023 x 107 mol” é o

Numero de Avogrado, Py pre = 3,22 x 1 0% e/g é o nimero de elétrons por massa da proteina seca,
Psorv =334 x 1 0% e/cm’ é o nimero de elétrons por volume de um solvente aquoso, vV é o volume
especifico parcial da proteina, e ry =2,8179 x 10"°cm é o comprimento de espalhamento de um

elétron.
1.4.7.2. UTILIZANDO UMA PROTEINA SECUNDARIA COMO PADRAO

Outra maneira de obter a massa molecular (M) de uma particula através dos dados de
espalhamento a baixo angulo é utilizando os dados de espalhamento de uma proteina conhecida
obtidos nas mesmas condi¢gdes experimentais ou em condi¢des bem proximas. Isso é muito usado
para estimar o peso molecular de proteinas, pois a dgua espalha muito pouco e uma curva de
espalhamento da dgua leva mais tempo para ser obtida, ao passo que a curva de espalhamento de
uma proteina pode ser obtida mais rapidamente. Essa proteina-padrdo precisa ser estivel o
suficiente para ndo alterar suas propriedades estruturais durante a experiéncia e estar bem
caracterizada, inclusive com o peso molecular determinado. Duas proteinas muito utilizadas sdo a

lisozima e a albumina, cujas estruturas ja estdo bem caracterizadas.
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Dessa forma, vemos na equagdo (1.16) que M estd diretamente relacionado com a
intensidade de espalhamento para g = 0, escrita como 1(0), sendo que [(0)o<cM , onde c é a

concentracdo (g/L) das particulas em solu¢do e M é a massa molecular de cada particula. Sendo
assim, para estimar a massa molecular, a amostra de proteina-padrdo é usada para a calibracdo dos
dados de espalhamento da molécula em estudo. Obviamente, as concentragdes tanto da solucdo da
proteina estudada quanto da solucdo da proteina padrido precisam ser determinadas com a maxima
precisdo possivel utilizando outros métodos (técnicas espectroscopicas, por exemplo, usando a lei
de Beer [Layne, 1957; Stoscheck, 1990]). Fazendo isso podemos relacionar os valores de /(0), c e M

das duas proteinas da seguinte forma [Mylonas & Svergun, 2007]:

1(0)/c), i M .

( ( ) )prm‘ema — proteina (133)
(I (0) / ¢ )padrdo M padrdo

onde (1(0)/ c)pmtema e (1 (O)/c)pa 2ao S0 as intensidades de espalhamento em g=0, normalizadas

pela concentragdo, da proteina e do padrio, respectivamente.

1.5. REPRESENTACAO DE KRATKY DA INTENSIDADE: ¢°I(q) vs. ¢

Uma andlise util e importante da compacidade das proteinas pode ser feita a partir dos
dados de SAXS através de uma representacdo especial da curva de intensidade de espalhamento:
¢’I(q) vs. q. Essa representacio é conhecida como grafico de Kratky ou representacio de Kratky
(conhecido em inglés como Kratky Plot). Essa representacdo vem da teoria de espalhamento por
polimeros lineares em solu¢do e é muito titil no estudo do enovelamento de proteinas. De fato, cada
tipo de conformacio (cadeia Gaussiana ideal, cadeia enovelada compacta, cadeias flexiveis com
comprimento de persisténcia etc.) pode ser identificado pelo perfil caracteristico do grafico de
Kratky associado. Assim, a intensidade espalhada por uma proteina globular compacta comporta-se
aproximadamente como 1/g* no dominio de altos valores de ¢, dando lugar a um “Kratky Plot” na
“forma de sino” e com um méaximo bem definido (Curva azul da figura 1.3). Por outro lado, a
representacdo de Kratky para uma cadeia Gaussiana ideal apresenta um plateau em altos valores de
g, devido ao fato de que I(g) varia com 1/¢° num intervalo especifico de ¢ seguido de um
crescimento monotdnico caracteristico do espalhamento de um cilindro em valores maiores de ¢
[Glatter & Kratky, 1982; Feigin & Svergun, 1987; Perez et al., 2001]. A figura 1.3 exemplifica

esses comportamentos.
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Com base nessas observacdes, podem ser feitas afirmagdes de que a intensidade espalhada
por uma proteina completamente desenovelada deve exibir esse tltimo tipo de comportamento
(curva vermelha da figura 1.3). Uma proteina parcialmente desestrutura deve exibir o
comportamento representado pela curva preta da figura 1.3. Em particular, quando ha a auséncia de
um aumento na intensidade em altos valores de ¢ em uma representacio de Kratky é uma prova de
um desenovelamento incompleto. Na verdade, a relacdo entre a forma geral do grafico de Kratky e a
natureza de uma cadeia desenovelada € complexa. Dentro dessa estrutura do modelo de
comportamento da intensidade para grandes valores de ¢, uma variedade de formas pode ser
observada: nenhum aumento de intensidade em altos valores de ¢, auséncia de um plateau, ou até
mesmo uma diminuicio de intensidade em altos valores de ¢, todas elas descrevendo uma cadeia
completamente desenovelada. Em suma, a aparéncia do grifico de Kratky de uma cadeia
polipeptidica de secdo finita depende das caracteristicas especificas dessa cadeia que descreve a
proteina, do raio de giro da se¢do transversal R, e do intervalo de g explorado [Glatter & Kratky,

1982; Feigin & Svergun, 1987; Perez et al., 2001].
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Figura 1.3 — Exemplos de representacdes de Kratky (¢°I(q) vs. ¢) da curva de intensidade para trés
tipos diferentes de estruturas: globular compacta (curva azul), parcialmente estruturada (curva

preta) e desestruturada (curva vermelha). (A) Curvas experimentais de intensidade. (B)

Representacdo de Kratky, qzl (q) vs. q , das curvas de intensidade.

1.6. TRATAMENTO DOS DADOS DE SAXS

Apés a aquisicdo dos dados de espalhamento a baixo angulo, algumas corre¢des devem ser
feitas antes que a curva de intensidade possa ser usada para o estudo de interesse. Aqui serd

apresentada uma breve introducdo de como isso € feito. Uma explicagdo mais detalhada e apurada
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do tratamento de dados de SAXS pode ser encontrada algumas referéncias [Glatter & Kratky, 1982;
Koch et al., 2003].

Para as experiéncias de SAXS de solugdes, é preciso coletar o espalhamento da solugcdo
contendo as proteinas e o espalhamento do solvente em que a proteina estd imersa, para descontar a
contribui¢do do solvente. Assim, espera-se que a curva resultante contenha somente informacdes
das moléculas de proteina. Além disso, ainda que a medida tenha sido feita numa camara na qual o
caminho que o feixe espalhado percorre esteja sob vacuo, existe sempre um espalhamento adicional
causado pelos elementos 6pticos inseridos no caminho do feixe ap6s a amostra (fendas, janela etc.)
entre a amostra e o detector. Esse espalhamento adicional é conhecido como espalhamento parasita.
Assim, a subtracdo do espalhamento do solvente também estara eliminando esses efeitos da curva
de espalhamento da amostra de interesse.

Os dados experimentais devem também ser corrigidos por absorcio de raios-X tanto pela
solugc@o com a proteina quanto solvente. Para isso, durante a experi€ncia temos que levar em conta a
atenuacdo dessas solucdes medindo o valor de A, (= nimero de fétons incidentes dividido pelo
nimero de fétons transmitidos) e usando A, como fator multiplicativo da intensidade. Além disso,
em experiéncias realizadas com radiacdo sincrotron, a intensidade incidente na amostra ndo &

constante no tempo e, para corrigir pela variacdo de intensidade no tempo, os dados sdo divididos
pela contagem de fétons incidentes na amostra e integrada no tempo de medida, NI . Por outra
parte, se a resposta do detector sensivel a posicdo ndo € homogénea em toda a regido de detecgdo,

serd também preciso corrigir os dados por essa inomogeneidade de detecgdo. Isso € feito dividindo

os dados coletados pela curva de resposta do detector. Dessa forma, temos:

I@A, LA 1
NI, NI |RrD

0,8

Icorrigida (q) = (134)

onde I (q) e I,(q) sdo as intensidades de espalhamento da amostra e do solvente,
respectivamente, A, € a atenuagdo da amostra (sempre um fator maior que I(um)), A é a
atenuagdo do solvente (tampdo), NI, € a intensidade integrada no tempo total de medida da

amostra (nimero de fétons incidente durante a medida da amostra), NI, € a intensidade integrada

no tempo total de medida do solvente (nimero de fétons incidente durante a medida do solvente) e

RD ¢ curva de resposta do detector (inomogeneidades). Para as andlises dos dados de SAXS nés

usamos a curva 1.4, (4)-
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1.7.PROCESSAMENTO DOS DADOS: TRANSFORMADA DE FOURIER
DA INTENSIDADE

A funcdo caracteristica (funcdo ¥(r)) e a fungdo de distribuicdo de pares de distancias

(fungdo p(r)) poderiam, em principio, serem calculadas através de uma transformada de Fourier dos
dados experimentais de intensidade. Porém, isso ndo € assim tdo simples, porque a curva
experimental /(g) que temos é medida com um ndmero finito de pontos (g;) no intervalo [gum, Gl
em vez de [0,o]. A precisdo dessas medidas é determinada pelos erros estatisticos (o;)
correspondentes, mas sempre hd também os erros sistematicos.

Portanto, é necessario calcular a funcdo p(r) indiretamente pela transformada inversa de
Fourier, dentro do intervalo [0, D,y ], da curva de intensidade experimental, /(q), conforme
equacdes (9) e (10). Para esse propdsito, a fungio p(r) é representada por uma combinagio linear de
funcgdes ortogonais ¢, (uma base de funcdes) no intervalo [0, D,,;] da seguinte maneira [Glatter,

1977]:
K
p(r)= ZCk(Dk (r) (1.35)
k=1

A estimativa a priori de D,,; pode ser refinada no decorrer do processo por cdlculos
interativos de p(r) com diferentes valores de D,,. Os coeficientes ¢, na equacdo (1.35) sdo

determinados ajustando os dados experimentais € minimizando o seguinte funcional:

2

K
1.,(g)-> cw.(q) Do 2
N exp 1 1 mdx
DY =l +a (Mj dr (1.36)
i=1 o(q;) 0 dr

onde as funcdes Yi(q) sdo as transformadas de Fourier das respectivas funcdes @(gq). O
multiplicador de regularizacdo =0 é usado para fazer um balango entre a qualidade do ajuste
(primeiro termo do funcional da equagdo (1.36)) e a suavidade (“Smoothing”) da fungdo p(r)
(segundo termo do funcional da equacdo (1.36)). Esse método é o chamado método da transformada
de Fourier indireta [Glatter, 1977].

O principal problema ao usar o método da transforma indireta € selecionar o valor
apropriado do multiplicador de regularizagao ¢. Com valores pequenos demais desse multiplicador,
as solucdes sdo instdveis com os erros experimentais, enquanto que valores grandes demais

apresentam desvios sistemdticos dos dados experimentais. Em um algoritmo desenvolvido por
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Semenyk & Svergun [Semenyk & Svergun, 1991; Svergun, 1992; Svergun, 1991], um conjunto de
critérios percentuais descrevem a qualidade da solucdo para guiar a escolha do melhor ¢. Esse
algoritmo pode automaticamente selecionar a ‘“solucdo 6tima” ou, entdo, detectar solugdes
duvidosas (por exemplo, com o valor de D, muito distante do verdadeiro). Infelizmente, essa
escolha nem sempre € totalmente confidvel, necessitando da avaliacdo humana a fim de selecionar a
melhor solucdo. A funcdo p(r) calculada é entdo usada para obter o valor de /(0) usando a equacio
(1.21) e o valor de R, usando a equagdo (1.20).

Como a curva de espalhamento inteira é usada no céalculo desses dois pardmetros, em vez
do limitado intervalo angular em baixos angulos da aproximac¢do de Guinier (equacdo (1.18)) ou da
aproximagdo de Debye (equagdo (1.22)), os valores obtidos sdo mais confidveis e menos sensiveis a
efeitos de interagdes residuais ou pequenos niveis de agregacdo. O uso dessas aproximagdes requer
um numero suficiente de pontos experimentais no intervalo g,,< g <I/R, para aproximacdo de
Guinier, € g.»< g <1,4/R, para a aproximacdo de Debye, com g,,»,< 7/D,.s, enquanto que o método
de transformada indireta permite o calculo de fungdes p(r) sob condi¢cdes menos exigentes. Uma vez
que a funcdo p(r) estd disponivel, tudo estd pronto para o préximo passo, que é a modelagem
tridimensional a partir dos dados de SAXS, como serd brevemente explicado nas se¢des seguintes.
Entretanto, para entender o processo de modelagem, é importante entender a conteido de
informacdes contidas na curva de espalhamento a fim de ter curvas com informacdes suficientes

para cada algoritmo de modelagem, como veremos na préxima sec¢ao.
1.8. QUANTIDADE DE INFORMA CAO: CANAIS DE SHANNON

A quantidade de informacdo de uma curva de intensidade de espalhamento é geralmente
estimada com base no teorema de amostragem de Shannon [Shannon & Weaver, 1949]. Como
indicado na equacdo (1.9), a curva de intensidade /(g) é a transformada de Fourier da funcio de
distribuicdo de pares de distincias, que por sua vez € igual a zero para distancias intraparticula
excedendo D,,;,. Ap6s integrar duas vezes por partes a equacdo (1.9), nés encontramos uma relacao

da seguinte forma recorrente [Koch et al., 2003]:

=S 0l {senkq —q)D,) sen[<q+qk)Dm]} )

(9=q,)D, (9+q,)D,
Isso significa que a fung@o continua /(g) pode ser representada por seus valores em um

conjunto discreto de pontos (Canais de Shannon) onde ¢, = k7z/ D, . . O nimero de pardmetros

dax *

(ou graus de liberdade) requeridos para representar uma funcdo analitica no intervalo [Gums Gmax] €,
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portanto, dada pelo nimero de canais de Shannon neste intervalo. Esse nimero pode ser calculado

através da seguinte expressao:
D .
Ns = (@na=Gman) =2 (1.38)

Na prética, as curvas de intensidade de espalhamento decaem rapidamente com ¢ e elas sdo
normalmente detectadas somente em resolugdes menores que /nm, tal que o nimero de canais de
Shannon (Ns) tipicamente ndo excede /0 (dez) ou [15(quinze) canais. A questdo aqui € se N
representa o nimero maximo de pardmetros independentes que podem ser extraidos dos dados de
espalhamento. Isso tem sido muito discutido durante os anos [Moore, 1980; Taupin & Luzzati,
1982]. Grandes valores de Ny claramente correspondem a um maior conteddo de informagdes nos
dados, mas ao mesmo tempo a série na equagdo (1.37) deve conter um nimero infinito de termos
para a intensidade de espalhamento ter sentido fisico.

Extracdo de pardmetros estruturais de dados de espalhamento de uma solug@o é geralmente
um problema nao-linear, de tal forma que o nimero de parametros ndo pode ser realmente predito
considerando o intervalo 4ngular experimental somente. O nimero de canais de Shannon realmente
fornece um guia muito Util para realizar uma boa medida. Em particular, o valor de g, a ser

utilizado nos cdlculos nido deve ser menos que aquele do primeiro canal de Shannon
(G, < ﬂ'/ D, .. ). Todavia, o nivel de detalhes de modelos de baixa resolugido, que podem ser

obtidos dos dados de SAXS, também depende de outros fatores como a precisdo dos dados ou das

informacdes disponiveis a priori.

1.9. DETERMINACAO DE FORMA: MODELAGEM TRIDIMENSIONAL
A PARTIR DOS DADOS DE SAXS

Curvas de intensidade de espalhamento de raios-X de solugdes monodispersas de proteinas
contem informacdo sobre a estrutura tridimensional dessa proteina. Dessa forma, é possivel
construir um modelo tridimensional da proteina gragas ao fato de que, para solu¢des monodispersas,
a intensidade de espalhamento é proporcional ao espalhamento de uma udnica particula. Porém, a
quantidade de informagdo nos dados de espalhamento é drasticamente reduzida pelas orientagdes
aleatérias das particulas em solug@o. Por isso, o modelo que conseguimos calcular é de baixa
resolugdo, fornecendo uma representagdo tridimensional somente do envelope molecular. Em vista
disso, notamos que a reconstru¢do de um modelo tridimensional de um objeto a partir dos dados

unidimensionais de espalhamento é complicada e sem solugdo unica. Informacdes a priori
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(seqiiéncia de aminodcidos da proteina, dominios com estruturas conhecidas, estruturas de
moléculas homoélogas) sobre a proteina em estudo sdo requeridas para obter um bom resultado.

A primeira idéia para uma modelagem ab initio a partir de dados de SAXS foi a abordagem
padrdo de tentativa-e-erro, onde as curvas de espalhamento eram calculadas de modelo com
diferentes formas e comparadas com as curvas experimentais. Porém, isso mudou apés Stuhrmann
[Stuhrmann, 1970] introduzir a expansdo multipolar, representando a amplitude de espalhamento da
seguinte forma:

L 1
AG) =YD AL @)Y, (Q) (1.39)
1=0 m=-1

onde Y, () sdo harmonicos esféricos e o truncamento da série no valor L determina a precisio

dessa expansdo. Os coeficientes A, (¢) sdo denominados amplitudes parciais de espalhamento,

dados pela relagdo:
A, (q) =4 [ j,(gr)p,, (r)rdr (140)
0

onde j,(qr)sdo fungdes de Bessel esféricas e 0, (r) é a expansdo multipolar da densidade

eletronica dada por:

P (P) = [ PV, (@)dw. (1.41)

Dessa forma, devido a relacdo de ortogonalidade dos harmonicos esféricos, podemos
escrever uma expressao simples para a intensidade de espalhamento de uma particula:
L 1 oy
2
=273 3 |A,(q) - (1.42)
=0 m=-1
Com base nisso, algumas abordagens ab initio foram desenvolvidas para dar conta dessa

modelagem e iremos discuti-las nas proximas secoes.
1.9.1. ESTRATEGIA GERAL DE MODELAGEM

A tarefa de restaurar o modelo de baixa resolucdo de uma proteina a partir dos dados de
SAXS foi inicialmente idealizada por Glatter [Glatter, 1988; Pilz et al., 1972; Glatter, 1972] e
depois automatizada por Svergun [Svergun, 1999]. Ela pode ser formulada como segue [Svergun,
1999]: dada uma certa configuracdo espacial tridimensional composta por elementos menores
(digamos pequenas esferas) e representada por um vetor de posi¢des X, (com N elementos), temos

que encontrar a configuragdo X (também com N elementos) que minimiza a fun¢@o alvo:
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E(X) = 219 Loy @1+ D P, (1.43)

onde >0 é o peso das penalidades, que por sua vez consideram informacdes adicionais sobre a
proteina, como por exemplo, informagdes de contato entre os elementos menores da configuragao,

evitando superposicdo entre eles, além de evitar que o modelo fique com partes desconectadas

(frouxo). O termo y°[1(q),]I e ()] € a discrepancia entre os dados experimentais de intensidade

I.,,(q) e os valores de intensidade calculados / (q) do modelo:

2

Iexp(q]‘)_CI(q]‘)
2

5 1
XUl (@)=
j o(q;)

1.44
N-1 (1.4

onde 0(g;) € o erro experimental na curva experimental de espalhamento e ¢ € uma constante de

ajuste. Geralmente, o peso de cada penalidade é selecionado tal que o segundo termo na equagio
(1.43) tenha uma contribui¢do significante (digamos, entre 10 e 50 %) para a funcdo alvo no final

do processo de minimizagao.

1.9.2. METODO DE MINIMIZACAO: ALGORITMO DE RECOZIMENTO
SIMULADO

Dado o grande nimero de varidveis e a natureza combinatéria do problema de modelagem,
€ preciso um protocolo para a minimiza¢do da equacdo (1.43) e construcdo de um modelo da
proteina a partir dos dados de SAXS. O algoritmo de recozimento simulado (tradugdo livre do
termo em inglés Simulated annealing) [Kirkpatrick et al., 1983] parece ser o mais apropriado para a
implementacdo dessa tarefa, j4 que ¢ um método de minimizacdo global. A idéia principal do
método € realizar modificagdes aleatérias no sistema, isto €, no vetor de posi¢des X, movendo o
sistema para uma configura¢do que diminui o valor de E(X), mas algumas vezes pode até aumentar
seu valor. A probabilidade de aceitagdo desse dltimo movimento (passo aleatério que aumenta
E(X)) diminui no decorrer do processo dado que o sistema ¢é resfriado (a temperatura é reduzida).
No comeco, a temperatura” é alta e as mudancas sio quase todas aleatérias, enquanto que préximo
do final, essas mudancas aleatdrias ja estdo reduzidas e um minino da funcio E(X) é alcancado na
configuragdo final do sistema. Esquematizando o método de minimizacao utilizando o protocolo de

recozimento simulado, ele fica da seguinte forma [Svergun, 1999]:

" O termo temperatura aqui nio tem o significado fisico conhecido de temperatura. O nome s6 é usado em
razdo do algoritmo que usa a idéia de probabilidade de ocupa¢do de um estado da fun¢do de Boltzmann.
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1. Comec¢a com uma configuracdo inicial aleatéria X=X, (vetor com N elementos) em uma alta
temperatura 7.

2. Seleciona aleatoriamente um elemento do vetor (digamos, uma pequena esfera) e
aleatoriamente troca sua posicdo, ficando com o vetor X’, e calcula a diferenca
AE=E(X")—-E(X).

3. Se AE < 0, aceita o passo e move o sistema para X'. Se AE > 0, testa a probabilidade de

aceitagdo com exp(—AE/T). Dai, repete o passo 2 fazendo X=X’ (se aceito) ou mantendo X

(caso contrario).

4. Mantém a temperatura 7 constante até que haja (/00 x N) reconfiguracdes ou (/0 x N) sucessos,
0 que vier primeiro, entdo resfria o sistema: 7" = 0,9 T.

5. Continua repetindo o processo e resfriando até que nenhuma melhora em E(X) seja mais

observada no sistema.
1.9.3. MODELAGEM AB INITIO COM ATOMOS FICTIiCIOS

O método de modelagem ab initio com dtomos ficticios (do inglés Dummy Atoms) é o
método mais conhecido e usado para modelar proteinas em solucdo, porém, é o método de menor
resolugdo dentre os outros métodos. Esse método é muito util para restaurar o envelope molecular
de baixa resolu¢do de uma proteina até resolucio de até cerca de 20 A. Vamos 2a descri¢do do
método. Primeiro, um volume esférico de raio R=D,,;/2 € preenchido com N 4tomos ficticios, isto
€, pequenas esferas de raio ry<<R densamente empacotadas (figura 1.4). Para cada atomo ficticio
(pequena esfera) € associado um indice X; indicando a fase a qual ele pertence dentro de um vetor
de fases X. As fases podem ser igual a O(zero), significando que ele pertence ao solvente, ou I(um),
se pertence a particula. E possivel usar mais fases nesse método se quisermos designar diferentes
dominios dentro da particula, mas isso s6 em caso especiais e com muito cuidado, sendo
extremamente necessdrio informacdes sobre a localizagdo desses dominios na particula e suas
regides de contato. Continuando, dada a posi¢do fixa dos atomos ficticios, a forma e estrutura do

modelo sdo completamente descritas pelo vetor (configuracdo) de associa¢do de fases X com
N = (R/r,)’ componentes.

Assumindo que os atomos ficticios da k-ésima fase (0 ou I, para solvente ou particula)

tenha contraste Ag;, a intensidade de espalhamento do modelo sera:
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I(q) = <Z APkAk(§)> (1.45)

Q

onde A (q)é a amplitude de espalhamento do volume ocupado pelo dtomo ficticio na k-ésima

posi¢do. Representando as amplitudes por harménicos esféricos Y, (£2):

A@ =3 A @), (@) (1.46)

1=0 m=—1
obtemos [Stuhrmann, 1970; Svergun, 1994; Svergun, 1999]:
AR ol k k k :
I(q)=27 Z Z{Z [ApkAlm(q)]z + ZZApkAlm(q)Apn [Alm(Q)T} (1.47)
1=0 m=—1 k=1 n>k
As amplitudes parciais do volume ocupado pela k-ésima fase do modelo sdo dadas pela

relacdo [Svergun, 1999]:
Ny ,
An(q) =47 f (@)Y (qr,)Y,, (@) (1.48)
j=1

onde a soma corre sobre os dtomos ficticios da k-ésima fase, r; € @=(6,¢;) sdo suas coordenadas
polares, ji(qr;) sdo funcdes de Bessel esféricas, e f(q) € o fator de espalhamento de cada dtomo
ficticio (fator de espalhamento atdmico). As equacdes (1.47) e (1.48) permitem o célculo da curva
de intensidade de espalhamento de um modelo para uma configuragcdo arbitrdria X e contrastes
arbitririos Ap.

Comecando da configuracdo arbitrdria inicial, o protocolo de recozimento simulado é
empregado para minimizar a func¢do alvo E(X) (equagdo (1.43)), onde /(g) é calculada pela equacio
(1.47) e I.,(q) € a curva experimental. Somente um atomo ficticio € trocado por movimento tal que
somente uma somatéria na equagao (1.48) deve ser atualizada por vez para calcular as amplitudes
parciais. Como esse passo € a operacdo que mais consome tempo, isso acelera o processo, o que
torna possivel o uso do protocolo de recozimento simulado, que é muito robusto [Ingber, 1993],
mas seria proibidamente devagar demais, considerando que milhdes de cdlculos de funcdes sdo

requeridos para um processo tipico de modelagem.
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Figura 1.4 — Configuracdes de esferas densamente empacotadas do processo de modelagem ab
initio com atomos ficticios. (A) Configuragéo inicial dos atomos ficticios da particula (em rosa) e
do solvente (em azul). (B) Resultado final da modelagem. A forma do envelope molecular da

particula é mostrada pela organizacdo dos dtomos ficticios em rosa.

1.9.4. MODELAGEM AB INITIO COM RESIDUOS FICTICIOS

Nesta abordagem, a proteina € representada como uma cadeia de residuos simulados (do
inglés Dummy Residues - DRs), que sdo pequenas esferas conectadas em forma de cadeia
polipeptidica. Esse método leva em conta a curva inteira de espalhamento e ndo somente a por¢do
inicial, que corresponde a forma somente [Svergun ef al., 2001]. Na referéncia Svergun et al., 2001
ha uma figura que mostra as diferentes porcdes de uma curva de intensidade e que tipo de
informacdo cada uma fornece.

Proteinas tipicamente consistem de cadeias polipeptidicas compostas de residuos de
aminodcidos separados por uma distancia de aproximadamente 3,8 A medida entre dtomos do C,
adjacentes na estrutura. Em uma resolucao de 5A, uma estrutura de proteina pode ser considerada
como um aglomerado de residuos ficticios centrados nas posi¢des dos carbonos-alfa (C,) [Svegun
et al., 2001], como apresentado na figura 1.5. O nimero de residuos ficticios é geralmente
conhecido a priori a partir da seqiiéncia de aminoacidos da proteina. Dessa forma, considerando um
conjunto de residuos ficticios distribuidos aleatoriamente dentro de um volume esférico de diametro
D,.ix, 0 protocolo de recozimento simulado € utilizado para minimizar a funcido E(X) da equacdo
(1.43). Dessa forma, o método procura um arranjo espacial tipo cadeia polipeptidica dos residuos
ficticios cujo espalhamento calculado ajuste os dados experimentais de espalhamento. Para

representar a camada de solvatagdo, o modelo da proteina é envolvido por uma camada de

hidratacdo de espessura Ar = 34 representada por pequenas esferas. A intensidade de espalhamento
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do arranjo de K residuos ficticios com coordenadas r; é calculada usando a férmula de Debye

[Debye, 1915]:

I(g) = ZZgi(q)gj(q)&fr”) (1.49)
=l j=l i

onde gi(q)=f(q) é o fator de forma atdomico para um residuo ficticio e g.(gq) = (4717;2)Ar5pb

[Svergun et al., 2001] € o equivalente do fator de forma atdomico para um dtomo ficticio do solvente,

er = ‘r. — rj‘ ¢ a distancia entre o i-ésimo e 0 j-ésimo ponto.

l

Figura 1.5 — Representacio esquematica de uma proteina como um arranjo de residuos ficticios
para a modelagem ab initio. (A) Estrutura de uma proteina mostrando seus residuos de aminodcidos
em cores diferentes. (B) Modelo para a estrutura da proteina com os residuos sendo representados
ainda por cores, mas cada residuo estd sendo mostrado na forma de uma esfera com um tamanho
médio de um aminodcido. (C) Modelo tipico para uma proteina calculado com o método de residuos
ficticios, onde os residuos também sdo representados por pequenas esferas, sem distingdo entre eles,

porém mantendo o arranjo tipo cadeia polipeptidica.

1.9.5. MODELAGEM DE CORPO RiGIDO COMBINADA COM CALCULOS AB
INITIO

Muitas vezes, a proteina estudada possui estruturas de alta resolu¢do de dominios ou partes
da sua estrutura ja resolvidas por outras técnicas, mas falta conhecer o arranjo estrutural da proteina

inteira. Para resolver isso usando a modelagem a partir dos dados de SAXS, ha um método que
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combina cdlculos ab initio com modelagem de corpos rigidos'’. As estruturas das regides
disponiveis sdo tratadas como corpos rigidos conectados por regides flexiveis de estrutura
desconhecida e criadas com modelagem ab initio de residuos ficticios [Petoukhov et al., 2002;
Petoukhov et al., 2005]. O protocolo de recozimento simulado é empregado para encontrar as
posicOes e orientacdes Otimas desses corpos rigidos e as provaveis conformagdes das regides
flexiveis conectadas no apropriado residuo do dominio. Aqui, a seqiiéncia de aminoécidos da
proteina € essencial para montar o modelo e deve ser levada em conta no decorrer do processo. A

intensidade de espalhamento do modelo inteiro é expressa por [Petoukhov et al., 2005]:

I@=22"Y. Y5 4@+ Y. D, @) (150

1=0 m=—1| k
Aqui,Al'jn (g) sdo as amplitudes parciais de espalhamento dos dominios rigidos calculados

de suas coordenadas atdmicas como descrito por Svergun et al., 1995 [Svergun et al., 1995]. As
amplitudes parciais de espalhamento das regides flexiveis que conectam esses dominios sdo
calculadas a partir das posi¢des dos residuos ficticios [Petoukhov et al., 2002; Svergun et al., 2001].
Comecando de uma configuracdo arbitrdria de dominios e regides conectoras, modificagdes
aleatérias sdo feitas no modelo a fim de minimizar a funcido alvo E(X) da equacdo (1.43). Esse
método é muito ttil para modelar proteinas flexiveis ou com regides desestruturadas como sdo as
proteinas com miltiplos dominios e as proteinas intrinsecamente desestruturadas, desde que haja ao

menos uma estrutura ja resolvida de alguma porcao da proteina.

Figura 1.6 — Representacio tipica de um modelo de uma proteina com miltiplos dominios obtido
dos dados de SAXS usando a combinacdo de cdlculos ab initio e modelagem de corpos rigidos. As

regides flexiveis criadas por cadeias de residuos ficticios sdo mostradas vermelho.

vii

Um sistema material S comporta-se como um corpo rigido se a distancia entre qualquer par de pontos P; e P,
pertencentes a esse sistema permanece constante durante sua evolugdo, ou seja, o corpo ndo sofre nenhuma
deformacdo durante o cdlculo, somente € transladado ou rotacionado.
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1.9.6. METODO DE OTIMIZACAO DE CONJUNTOS DE CONFORMA COES

O método de otimizacio de conjuntos de conformacdes foi desenvolvido para a andlise de
sistemas flexiveis, em particular, proteinas com multiplos dominios conectados por regides flexiveis
e proteinas desenoveladas ou parcialmente desestruturadas. Neste método, € assumido (podendo ser
mostrado matematicamente) que os dados experimentais de intensidade de espalhamento possam
ser representados por uma média do espalhamento das diferentes conformacdes da molécula

[Bernado et al., 2007]. Dessa forma, para N diferentes conformagdes:
1 N
Hq)=—>"1,(q) (1.51)
N j=1

onde [i(q) € a intensidade de espalhamento da j-ésima conformagao.

Uma populacdo com um grande nimero (M >> N) de possiveis conformacdes é gerada
usando o método de Monte-Carlo para cobrir todo o espago de configuracdes. Essas conformacdes
sdo construidas assumindo que os planos dos peptideos sdo entidades rigidas conectadas através dos
adtomos de carbono-alfa (C,) da cadeia polipeptidica. As conformagdes de aminodcidos sio
aleatoriamente selecionadas de uma biblioteca de uma base de dados de conformacdes de estruturas
de alta resolu¢do [Lovell er al, 2003]. Os angulos diédricos nas ligagdes C,CyxC, sdo
selecionados para concordar com o histograma de angulos de ligacdo de cadeias de proteinas
conhecidas e os angulos diédricos (ou dngulo de tors@o nas cadeias C,—C~CC,) sdo selecionados
de tal forma a concordar com o diagrama quase-Ramachandran [Bernadé et al., 2007; Kleywegt,
1997], além evitar contatos da cadeia com ela mesma. Esse histograma de dngulos de ligacdo e o
diagrama quase-Ramachandran estdo apresentados nas referéncias Svergun et al. [2001] e
Petoukhov ef al. [2002]. Uma lista de 500 proteinas tipicamente usada para a construgcdo de
diagramas de  Ramachandran pode ser encontrada no endereco eletrdnico:

http://kinemage.biochem.duke.edu/databases/top500.php. Isso faz com que a cadeia polipeptidica

do modelo seja bastante proxima de uma cadeia real de proteina. Detalhes podem ser encontrados
no trabalho de Bernado et al. [Bernad¢ et al., 2005]. Depois disso, o algoritmo genético € aplicado
para selecionar os conjuntos mais apropriados de conformacdes que ajustam os dados experimentais
de SAXS [Bernad6 et al., 2007]. Os modelos resultantes dentro do conjunto que gera o melhor
ajuste mostram possiveis conformacdes adotadas pela proteina em solugdo. A figura 1.7 apresenta
um esquema do método. Esses célculos resultam também em um conjunto de conformacdes cujos
valores médios de raio de giro (R,) e dimensdo maxima (D,,) concordam com aqueles obtidos de

nossas andlises prévias e convencionais de SAXS (a lei de Guinier e a transformada de Fourier
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indireta), mas agora os cdlculos fornecem as distribuicdes desses valores para o conjunto todo

obtido por esse método.
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Figura 1.7 — Esquematizacdo do método de otimizacdo de conjuntos de conformacdes de proteinas
em solucdo. A esquerda estio mostradas as curvas calculadas das respectivas conformagdes da
populagdo inicial e a direita estdo mostradas aquelas do grupo selecionado de conformacdes.
Abaixo de cada grupo estdo mostrada representagcdes das distribuigdes de raios de giro (R,) e

dimensdes maximas (D,,;,) de cada grupo.

1.10. ANALISANDO DIFERENTES SOLUCOES NO PROCESSO DE
MODELAGEM

Devido ao fato de ndo existir uma solu¢do unica nos métodos ab initio de modelagem a
partir dos dados de SAXS, € necessdrio encontrar alguma maneira de analisar essas solugdes e
selecionar as melhores e mais provdveis. Para cumprir essa tarefa, hi um procedimento que é
descrito para analisar essas multiplas solucdes e estimar a estabilidade e confiabilidade dessas
reconstrugdes tridimensionais da forma da proteina. Nesse procedimento, os modelos obtidos sdo

alinhados entre eles, aos pares, e comparadas suas diferencas e semelhancas [Kozin & Svergun,
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2001; Volkov & Svergun, 2003]. Para isso hd um algoritmo de alinhamento e comparacdo de
modelos. Dentro desses métodos, cada modelo é representado por um conjunto de pontos (as
posicdes dos dtomos ficticios ou residuos ficticios, por exemplo). Comecando de um alinhamento
dos eixos de inércia de cada modelo, tratado como um objeto topolégico, o algoritmo minimiza o
valor da discrepancia espacial normalizada (abreviada aqui como NSD devido a expressdo em
inglés: Normalized Spatial Discrepancy), que é usada como uma estimativa quantitativa de
similaridade entres os modelos comparados. Dessa forma, esse método também pode ser usado para
uma andlise comparativa de modelos estruturais obtidos por diferentes métodos, por exemplo,
estruturas atdmicas de alta resolug@o obtidas por cristalografia e modelos de baixa resolucdo obtidos
dos dados de espalhamento ou de microscopia eletronica.

Portanto, vamos introduzir a discrepancia espacial normalizada (NSD) de acordo com a

defini¢do de Kozin & Svergun [Kozin & Svergun, 2001]. Para todos os pontos s§,; do primeiro
conjunto S, ={s,,,i =L...,N,}, representando um modelo, o valor minimo das distincias entre
s,; € todos os pontos no segundo conjunto S, ={s,,,i =1....,N,}, representando outro modelo, é
denotado por p(s;,S,). O valor de NSD entre os conjuntos S, e §,é definido como uma média

normalizada dos valores de p(s,;,S,) dada por [Kozin & Svergun, 2001]:

1/2
1 1 &, 1 &,
S,,8,)=<— S8 )+—— 5558 1.52
p( 1 2) 2|:N1d22 ;p ( 1i 2) delzgp ( 2 1) ( )

onde N; é o nimero de pontos em S, e d; é a distincia média entre os pontos vizinhos em S, .

Quando ha uma superposi¢ao ideal de objetos, NSD fica préxima entre 0 e /, indicando que os
objetos sdo bastante similares, mas excede / se os objetos sdo sistematicamente diferentes um do
outro.

Tendo feito o alinhamento e calculado os valores de NSD entre cada par dentro do grupo de
modelos, um valor médio sobre todos os pares <NSD> e a dispersdo A(NSD) sdo entdo calculados.
Para cada modelo, o valor de sua NSD com respeito ao resto do conjunto é calculado. A

reconstru¢do com menor NSD € entdo selecionada como referéncia. Aqueles modelos cujos valores

de NSD excedem < NSD >+42A(NSD) sao desconsiderados. Todos os modelos, exceto os

descartados, sdo superpostos ao modelo de referéncia. Feito isso, cria-se um modelo médio, porém
esse modelo pode ter um volume excluido (Volume de Porod) maior que o dos modelos individuais.
Por isso, esse modelo médio € entdo filtrado para assegurar que o seu volume seja igual ao volume
excluido médio do grupo de modelos. Esse tdltimo procedimento é descrito por Volkov & Svergun

[Volkov & Svergun, 2003].
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1.11. BREVE REVISAO SOBRE PROTEINAS

As proteinas s@o constituintes basicos dos organismos vivos e fazem parte de uma classe
fundamental de moléculas em biologia. As proteinas sao formadas por um arranjo linear de residuos
de aminoacidos™ ligados através de ligacdes peptidicas (ligacdes covalentes). A seqiiéncia de
aminodcidos em uma proteina € definida pelo cédigo genético. Elas s@o essenciais para a estrutura e
funcionamento de todas as células dos seres vivos. Cada uma € Unica do ponto de vista de sua
estrutura primdria. Sua forma, que € o arranjo tridimensional das cadeias polipeptidicas de
aminodcidos no seu estado nativo, estd intimamente relacionada a sua fungdo [Lehninger et al.,
1995; Voet & Voet, 1995].

Muitas proteinas s@o enzimas que catalisam as reagdes bioquimicas e sdo vitais para o
metabolismo. Outras proteinas possuem fungdes estruturais ou mecanicas, tais como as proteinas
que formam o citoesqueleto das células [Voet & Voet, 1995]. As proteinas sdo também importantes
na marcacio de células, respostas de imunidade, adesdo da célula e no ciclo celular™. Elas também
formam um componente necessario em nossa dieta, desde que animais e seres humanos ndo podem
sintetizar todos os aminodcidos essenciais € devem obté-los através dos alimentos. Através do
processo de digestdo, os seres vivos quebram a proteina ingerida em aminodcidos livres que podem

ser usados para a sintese de outras protefnas.

1.12. DIFERENTES NiVEIS ESTRUTURAIS DAS PROTEINAS

As proteinas sdo macromoléculas com quatro aspectos distintos em suas estruturas
[Lehninger et al., 1995; Voet & Voet, 1995], que sdo classificados da seguinte forma:

Estrutura primdria: consiste da seqiiéncia linear de residuos de aminodcidos formando uma

estrutura covalente. Ela contém as informacdes e instru¢des que guiam a organizacdo estrutural da
proteina.

Estrutura secunddria: consiste de estruturas locais regularmente repetidas estabilizadas por pontes

de hidrogénio. Essas estruturas locais podem ser as alfa-hélices ou as folhas-beta como mostradas
na figura 1.8(B).

Estrutura Tercidria: corresponde a forma global de uma proteina. E o arranjo tridimensional que a

proteina assume para realizar suas fungdes. Essa estrutura exibe a relacdo espacial entre as

" Quando dois ou mais aminoécidos perdem uma molécula de dgua ao formar uma cadeia polipeptidica, o
que permanece de cada aminoécido é chamado residuo de aminodcido.
" O ciclo celular, ou ciclo de divisdo da célula, € a série de eventos que acontecem na célula induzindo a sua

divisdo e duplica¢do (replicacdo).
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estruturas secunddrias. Estruturas tercidrias sdo geralmente estabilizadas por intera¢des ndo locais,
mais comumente a formagdo de um niicleo hidrofébico, mas também por ligagdes de hidrogénio,
ligagdes de dissulfeto, entre outras. O termo estrutura tercidria € freqiientemente usado para se
referir a proteina enovelada.

Estrutura Quaterndria: forma ou estrutura que resulta da interacdo de mais de uma subunidade,

2

iguais ou diferentes, de proteina para complementar sua funcdo. E uma associacio estavel de

multiplas cadeias polipeptidicas que resulta em uma unidade ativa.

Estrutura Primdria Estrutura terciaria

,,,,,,,

E{}Sﬂf]mltmfﬂ an o

Estrutura Secundaria

Alfa-hélice
$: 7 e
3B B
- g Pl g‘w <>

K A o

Figura 1.8 — Organizacio hierdrquica dos quatro diferentes aspectos das estruturas de proteinas.

A figura 1.8 exemplifica bem esses quatro aspectos distintos da estrutura de uma proteina.
No contexto desses arranjos estruturais, as estruturas tercidrias e quaterndrias sdo normalmente
referidas como conformagdes. Além dos niveis estruturais, as proteinas podem ser divididas em trés
classes principais, que estdo correlacionadas com as estruturas tercidrias tipicas, e que sdo: proteinas
globulares, proteinas fibrosas e proteinas de membrana. Porém, atualmente existem evidéncias
experimentais que sugerem mais duas importantes classes de proteinas: as proteinas intrinsecamente
desestruturadas e as proteinas flexiveis com multiplos dominios.

Quase todas as proteinas globulares s@o soliveis em 4dgua e muitas sdo enzimas. Ja as

proteinas fibrosas sdo freqiientemente estruturais e as proteinas de membrana geralmente servem
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como receptores ou como canais para moléculas carregadas ou polares passarem através da
membrana celular. J4 as protefnas intrinsecamente desestruturadas possuem poucos elementos de
estrutura secunddria e funcionam como proteinas transportadoras, fazem reconhecimento molecular,
modificagdes pds-traducionais, sinalizacdo celular, além de estarem envolvidas em mecanismos
regulatérios da célula. Quanto as proteinas flexiveis com multiplos dominios, essas possuem
dominios estruturados conectados por regides flexiveis e tipicamente pertencem a essa classe as
chaperonas (proteinas que auxiliam outras proteinas a se enovelarem) e proteinas que interagem
com o DNA ou o RNA. Maiores detalhes dessas proteinas serdo discutidas no capitulo 3 para
proteinas intrinsecamente desestruturadas e no capitulo 4 para proteinas flexiveis com multiplos

dominios.
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Instrumentacio dedicada a realizacao
de experiéncias de espalhamento de
raios-X no Laboratorio Nacional de

L.uz Sincrotron

2.1.INTRODUCAO

A primeira linha de luz dedicada a técnica de SAXS do Laboratério Nacional de Luz
Sincrotron (LNLS, Campinas, SP, Brasil) foi aberta aos usudrios no ano de 1997. Devido a grande
demanda de usudrios para a linha SAXSI, uma nova linha de luz, denominada SAXS2, com
grandes melhorias na 6ptica de enfoque e a mecanica (banco 6ptico) da estacdo experimental
comecou a ser construida em 2005. Essa nova linha de luz foi aberta a comunidade de usudrios em
2007 e uma foto dela estd apresentada na figura 2.1. Juntamente com a equipe do LNLS, eu pude
participar da sua constru¢do e, durante o doutorado, também participei do comissionamento e dos
melhoramentos técnico-cientificos dessa nova linha de luz. Por isso, neste capitulo descreveremos
brevemente a instrumentagdo da linha de luz D02A-SAXS2 do Laboratério Nacional de Luz

Sincrotron (LNLS, Campinas, SP, Brasil). Essa estacdo experimental é dedicada a experiéncias de
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SAXS para estudos de matéria condensada, materiais poliméricos e macromoléculas bioldgicas.
Apresentaremos também resultados que mostram as vantagens que esta nova linha oferece
atualmente fazendo comparacdes com experiéncias realizadas na linha SAXS1. Todas as
experiéncias de SAXS desta tese de doutorado foram realizadas nessa linha de luz, portanto, sdo

exemplos dos dados que podem ser obtidos nessa estagdo experimental.

Figura 2.1 — Fotografia mostrando a nova linha de luz (D0O2A-SAXS2) dedicada a realizacdo de
experiéncias de espalhamento de raios-X a baixos dngulos (SAXS) do Laboratério Nacional de Luz

Sincrotron (LNLS) [Foto tirada por Julio César da Silva].

2.2.ESQUEMA GERAL DE UMA LINHA DE LUZ DEDICADA A
REALIZACAO DE EXPERIENCIAS DE SAXS

Um esquema geral do arranjo instrumental necessario para a realiza¢do de experiéncias de
SAXS € apresentado na figura 2.2. Basicamente necessitamos de um feixe monocromatico
colimado incidindo sobre a amostra e um sistema de detec¢do, mas na pritica muitos mais detalhes
devem ser considerados. Conjuntos de fendas s@o utilizados para a colimagdo antes de chegar a
amostra passando por alguns elementos 6pticos como o espelho e o monocromador. Além dessas

fendas, ha também as fendas parasitas, ou fendas-guarda, posicionadas antes da amostra. A
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finalidade dessas fendas parasitas é absorver o espalhamento originado pela interacdo do feixe
primdrio com as fendas de colimacgdo e outras janelas no caminho do feixe até a amostra. Esse
espalhamento extra é chamado de espalhamento parasita e nao deve influenciar os dados espalhados
pela amostra. Além disso, ao atravessar a amostra, somente parte do feixe incidente é espalhada.
Como esse feixe ndo espalhado (feixe direto) é muito intenso em comparacdo ao espalhado, é
essencial evitar que ele atinja o detector, pois pode atrapalhar o registro dos dados a muito baixo
angulo ou até mesmo danificar o detector. Para isso, utilizamos um absorvedor (beam stopper)
posicionado imediatamente antes do detector com a fun¢do de bloquear o feixe direto, mas sem
mascarar a regido util da curva de espalhamento a baixos angulos. Maiores detalhes sobre
instrumentacdo de SAXS podem ser encontrados em diversas referéncias [Koch et al., 2003;
Kellermann, 1997; Glatter & Kratky, 1982; Guinier & Fournet, 1995; Feigin & Svergun, 1987]. A
instrumentacdo da linha D02A-SAXS2 do LNLS foi apresentada em congresso internacional

[Torriani et al., 2008] e um artigo sobre a linha estd pronto para ser submetido para publicacio.

Feixe
Espalhado
Fendas de colimagio Amostra |
\\ A | 26

- . e

an'te Fendéguarda Absorvedor
Feixe :le raios-X (beam stnppy

monocromatico
Elementos
opticos Plano de detecgdo

Figura 2.2 — Esquema geral do arranjo da instrumentacdo necessdria para a realizacdo de

experiéncias de SAXS em uma linha de luz sincrotron.

2.3. CARACTERISTICAS DA LINHA D02A-SAXS2 DO LNLS

A nova linha de luz dedicada a técnica de SAXS do LNLS estd instalada no dipolo
magnético D02, saida A, do anel de armazenamento do LNLS. Por isso, essa linha é identificada
como D02A-SAXS2. Um esquema da configuracdo dessa linha estd apresentado na figura 2.3. Seus

elementos Opticos principais sdo o cristal monocromador e o espelho de raios-X. Além desses, hd
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também trés modulos de fenda, dois monitores de intensidade (cintiladores), um antes e outro
depois da amostra, filtros absorvedores, caminhos de vicuo, porta-amostra, o absorvedor do feixe
direto e os detectores para a aquisi¢do dos dados. A distincia amostra-detector pode ser variada de

400 mm até 2500 mm e o intervalo de médulo do vetor de espalhamento é de ~0, 004A™ a ~2, 000A™.
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Figura 2.3 — Desenho esquematico da linha DO2A-SAXS2. (A) Vista lateral. (B) Vista superior. Os

valores indicados no desenho significam as distdncias em milimetros (mm) [Desenho feito pelo

grupo de projetos do LNLS].

2.4. ELEMENTOS OPTICOS DA LINHA D02A-SAXS2 DO LNLS

2.4.1.ESPELHO DE RAIOS-X DA LINHA DE LUZ

O espelho de raios-X instalado na linha tem duas fungdes principais: eliminagdo de

harmonicos (ordens de freqiiéncias mais altas que a fundamental) do feixe e focalizacdo vertical.
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O espelho utilizado na linha DO2A-SAXS do LNLS ¢ feito de silica (quartzo) com baixo coeficiente
de expansdo térmica (Ultra Low Expansion — ULE) e recoberto com rédio (elemento altamente
refletor) [Neuenschwander & Tavares, 2001]. Ele é colocado dentro uma camara refrigerada que é
mantida em vdcuo (pressio base de operagio da ordem de 7 x 10°® mbar, usando bombas idnicas).
Uma fotografia do espelho instalado na linha dentro dessa camera estd apresentada na figura 2.4.
Dentro dessa cimera estdo instalados motores para o posicionamento e alinhamento do feixe, tudo
controlado por computadores. Esses motores também podem curvar levemente o espelho de tal
modo a fazer a focalizag@o na vertical do feixe. Essa cdmara com o espelho estd posicionada a uma
distancia de 6 m do dipolo magnético do anel de armazenamento (figura 2.3).

A relacdo entre o dngulo de incidéncia rasante critico (6.) e o comprimento de onda para
quartzo fundido é [Hendrix et al., 1979]: 6.(mrad) =26,3A(nm), tal que @, é tipicamente da

ordem de 3 a 4 mrad. Note que somente comprimentos de onda maiores que aqueles dados por essa
relacdo podem ser refletidos. Portanto, dessa maneira o espelho atua como um filtro de alta
freqiiéncia e essa caracteristica € particularmente util para eliminar altos harmdnicos do feixe de
raios-X. Para o espelho utilizado na linha D02A-SAXS2, célculos tedricos indicam que a
refletividade é de 90% para um angulo de incidéncia de 4,2 mrad na faixa de energias que vai de 6 a

12 keV.

Figura 2.4 — Fotografia do espelho de raios-X instalado na linha de luz D02A-SAXS?2 dentro da
camara de vicuo. O espelho € feito de quartzo e recoberto com rédio, que ¢ um elemento altamente

refletor [Foto tirada por Tomas S. Plivelic].

2.4.2.MONOCROMADOR DE RAIOS-X DA LINHA DE LUZ D02A-SAXS2

O monocromador € formado por um monocristal de silicio com formato retangular que pode

ser curvado mecanicamente na forma cilindrica, permitindo ao mesmo tempo focalizar e selecionar
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o comprimento de onda do feixe a ser utilizado na experiéncia. A monocromatiza¢do ¢é feita

utilizando os planos (111) do silicio, de acordo com lei de Bragg: A =2d sen6,, onde d é a

[¢N

distancia entre os planos cristalinos, 4 é o comprimento de onda da radiagéo difratada e 5 é o
angulo de Bragg [Cullity, 1978], ou seja, o angulo entre o feixe incidente (e por conseqiiéncia o
difratado também) e os planos cristalinos do monocromador. O cristal do monocromador foi
cortado de tal forma que esses planos cristalinos facam um angulo de 8° com a superficie do cristal
como esquematizado na figura 2.5. Esse tipo de corte do cristal foi proposto por Fankuchen
[Fankuchen, 1937] com o intuito de concentrar a poténcia do feixe difratado de maneira a diminuir
a secdo transversal desse feixe (Figura 2.5(A)). Se o dngulo entre a superficie do cristal e seus

planos cristalinos é & e o dngulo de Bragg € &, entdo os dngulos feitos pelo feixe incidente e pelo
difratado com a superficies sdo, respectivamente, (93 +ae (93 —« . Dessa forma, a razdo entre a
largura da sec@o transversal do feixe incidente (4X,) e do feixe difratado (A4X,) serd
AX, / AX , = (sen(8, + )/ sen(8, — @)) [Guinier & Fournet, 1955; Glatter & Kratky, 1982].

Esse monocromador foi desenhado para cobrir um intervalo de energias que vio de 6 keV a
12 keV (comprimentos de onda no intervalo 1A <A<2A ), sendo que ele estd otimizado para o
maior fluxo em torno da energia de 8 keV (4 =1,488 A). A sua resolucdo de energia é de 5 x 10°

em 8 keV e o fluxo de fétons, nessa mesma energia, é da ordem de 10" fétons/segundo para um
foco de com FWHM de [/ mm na vertical por 3 mm na horizontal. Esse monocromador &
posicionado dentro de uma cdmara de vicuo (da ordem de 5 x / 0” Pa, usando bombas idnicas) na
linha de luz, logo apds o espelho (como mostra a Figura 2.3), e estd isolado da camara do espelho e
do restante da linha por janelas de berilio. Dentro dessa camara de vacuo, hd um sistema que curva
o cristal monocromador em cima de trés circulos goniométricos (Figura 2.5). As caracteristicas
detalhadas desse monocromador e desse sistema podem ser encontradas em Neuenshwander &
Tolentino [Neuenshwander & Tolentino, 2004] e em Torriani et al. [Torriani et al., 2008].

Para dar uma idéia das dimensdes do feixe na posi¢do focal (no detector) e na posi¢do da
amostras, vamos dar o exemplo de valores para uma condigdo tipica de medida na linha de luz D0O2-
SAXS2. Para esse exemplo, a linha estd configurada com uma distdncia amostra-detector de

aproximadamente / m, funcionando com um feixe monocromitico com energia de 8 keV
(A=1,488A). Nessas condi¢oes, o feixe que chega a amostra tem dimensdes tipicas da se¢do

transversal de 4,0 mm na horizontal e 0,6 m na vertical (FWHM) e o feixe na posi¢ao focal tem

dimensdes tipicas de 0,9 mm na horizontal por 0,5 m na vertical (FWHM).
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Feixe policromatico incidente

Feixe monocromatico difratado

Planos cristalinos \
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monocromador
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Figura 2.5 — Monocromador de cristal curvado da linha de luz D02A-SAXS2. (A) Esquema

mostrando a configuragdo utilizada para reduzir o tamanho horizontal do feixe difratado. 65 € o
angulo de Bragg; « é o angulo entre os planos cristalinos e a superficie do cristal; Ax € o tamanho
da secdo reta do feixe, onde os indices 0 e d se referem aos feixes incidindo no cristal e difratado
pelo cristal, respectivamente. (B) Desenho do sistema que curva o cristal monocromador em cima
de trés circulos goniométricos [Desenho feito pelo grupo de projetos do LNLS]. (C) Fotografia do

monocromador sendo instalado na linha de luz [Foto tirada por Tomas S. Plivelic].

2.4.3.CONJUNTOS DE FENDAS

Na linha de luz existem dois tipos de fendas: aquelas para a colimagdo do feixe e outras
para a eliminacdo do espalhamento parasita (fendas-guarda). Fendas de colimagdo estdo
posicionadas em trés lugares diferente da linha: um conjunto antes do espelho, outro antes do
monocromador € mais outro conjunto depois do monocromador (Figura 2.3). J4 o conjunto de
fendas de guarda (parasitas) estd posicionado antes do porta-amostra (Figura 2.3). Cada conjunto de

fenda € constituido por quatro ldbios como representado na figura 2.6. Os labios superiores e
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inferiores sdo responsdveis pela definicdo do tamanho vertical do feixe e o par de ldbios laterais

7

define seu tamanho horizontal. O movimento dos ldbios € controlado por transladores lineares

acionados por motores de passo.
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Figura 2.6 — Desenho do médulo de fendas com os motores de passo e transladores visto na dire¢do

perpendicular a de propagacdo do feixe [Desenho feito pelo grupo de projetos do LNLS].

2.4.4.MONITORES DE INTENSIDADE, FILTROS E ABSORVEDOR DO FEIXE
DIRETO

Os monitores de intensidade sdo detectores de cintilagdo (cintiladores) posicionados antes e
depois da posi¢@o do porta-amostra para monitorar o feixe incidente e o feixe transmitido através da
amostra, respectivamente. A intensidade do feixe incidente, isto &, os fétons chegando a amostra sao
monitorados pelo cintilador colocado antes da amostra e que mede a intensidade espalhada por uma
janela de um material semitransparente (kapton). Esse material permite a passagem da maior parte
do feixe, mas reflete uma pequena fracdo que pode ser detectada pelo cintilador e que &
proporcional a intensidade do feixe incidente. A intensidade do feixe transmitido é monitorada pelo
cintilador que mede o espalhamento quando ele incide no absorvedor do feixe direto (beam-
stopper). As contagens acumuladas nesses monitores durante a medida permitem determinar a
atenuacdo do feixe pela amostra e normalizar as curvas de SAXS conforme descrito na se¢do 1.6 do
capitulo 1.

O absorvedor (beam-stopper), que esta posicionado na frente do detector na posi¢do onde o
feixe iria atingir a superficie ativa, é constituido de uma lamina de aco inox com aproximadamente

0,7 mm de espessura que atenua o feixe direto. Esse absorvedor ndo atenua totalmente o feixe,
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deixando passar uma por¢do da radiacdo incidente somente para marcar a posicdo do adngulo zero
(origem do eixo de valor de ¢) do espalhamento. Essa origem também pode ser encontrada usando
uma amostra cristalina em pé (Behenato de prata, por exemplo), que apresente anéis de difracao
isotrépicos a baixos angulos, encontrando o centro desses anéis. As reflexdes da amostra padrio
também permitem medir com exatidao a distdncia amostra-detector, cujo conhecimento é necessario

para a correta calibragdo do médulo do vetor de espalhamento (vetor ¢ ) da intensidade espalhada

pela amostra.

Além desses dispositivos, na linha existem alguns filtros constituidos de materiais com
bordas de absorcao dentro de um intervalo de comprimentos de onda que vao de 1,35 a 1,80 A (Cu,
Ni, Co e Fe). Esses filtros sdo utilizados para alinhar o monocromador de tal forma a oferecer o
feixe com a energia desejada. A calibragdo de energia ¢ feita medindo a intensidade do feixe
transmitido através do filtro desejado em fun¢@o da posi¢do angular 8 do cristal monocromador em
unidades relativas. Nessa operacdo o banco 6ptico (Figura 2.3) deve efetuar uma varredura angular
para registrar valores de intensidade do feixe difratado em diferentes valores de energia maiores e
menores que a borda de absorcdo. A energia da borda de absor¢do do elemento escolhido é
determinada selecionando a posi¢cdo angular onde a derivada dessa curva tem seu valor maximo
(ponto de inflexdo da borda de absorcdo). Além dessa fungdo, os filtros também podem ser usados
para atenuar o feixe incidente sobre a amostra quando ela produz espalhamento muito intenso
(geralmente para alguns materiais s6lidos, mas nunca para proteinas) para evitar saturagdo do
detector. Os filtros permitem também observar detalhes menos intensos acumulando durante um
maior tempo de exposi¢do na regido de mais alto dngulo.

Todos os motores necessdrios para o posicionamento dos dispositivos e os cilindros
pneumaticos que controlam a insercao dos filtros sdo controlados remotamente a partir de um painel
de controle ou por computador. Monitores de posi¢cdo acoplados aos motores de passo permitem

controlar os dispositivos de forma precisa e reproduzir configuracdes anteriores.

2.5.CARACTERISTICAS DOS DETECTORES DISPONIVEIS NA
LINHA PARA EXPERIENCIAS DE SAXS

Os detectores utilizados em medidas de SAXS ficam localizados na extremidade final da
linha, na posicdo correspondente ao ponto de focalizacdo do feixe monocromético. Eles podem ser
movidos ao longo do banco dptico para se acomodarem a diferentes valores de distancia amostra-

detector. Entres os detectores disponiveis na linha de SAXS do LNLS estdo os detectores lineares
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(unidimensionais) a gés sensiveis a posicdo e os detectores de drea (bidimensionais), que utilizam
matrizes CCD ou com a nova tecnologia de pixels hibridos de silicio. O surgimento dos detectores
de drea melhorou muito a relacdo sinal-ruido dos dados, o que € interessante para amostras que

tipicamente espalham muito pouco os raios-X. Mais detalhes sdo dados abaixo.
2.5.1.DETECTOR LINEAR A GAS SENSIVEL A POSICAO

Os detectores a gas sensiveis a posi¢do contam com a ionizacdo de dtomos de um gas para
produzir um sinal eletronico e codificar as coordenadas dos fétons [Gabriel, 1977]. Uma mistura de
gases nobres € usada para minimizar as excitacdes de baixo nivel molecular. Na linha de luz se
utilizam estes para a montagem de experimentos especiais de tipo SAXS-WAXS [Torriani et al.,
2008]. Esses detectores t€ém janelas de berilio (Be) com comprimento efetivo de 98 mm ao longo da
direcdo de deteccdo e largura de 8 mm. Eles tém resolucdo espacial entre /00 e 350 um e podem
contar até cerca de 200 fétons por segundo por canal (cada canal é uma regido de /00 um ao longo
da direcdo sensivel) sem perda de linearidade na eficiéncia de deteccao. Embora haja uma variacio
na resposta do detector de aproximadamente 8% na eficiéncia relativa ao longo dos canais de
deteccdo, esses detectores sdo muito rdpidos, o que é bom para coletas cinéticas como
acompanhamento em tempo real de mudancas na amostra. Obviamente, a corre¢do pela resposta do
detector, conforme apresentada na secdo 1.6 do capitulo 1, € essencial e necessaria para o correto
tratamento dos dados antes das andlises. Além disso, esses detectores apresentam uma limitacio de
alcance dindmico (dynamic range), o que pode implicar em dificuldade nas coletas de dados de
amostras que espalham pouco, como as proteinas em solug@o. Quanto mais alto o alcance dindmico,
melhor € a relacdo sinal-ruido. Mais discussdes sobre esses detectores podem ser encontradas em

algumas outras referéncias [Gabriel, 1977; Gursky, 1975; Russel, 1991].
2.5.2.DETECTOR CCD

Os detectores CCD sio tipicamente detectores de drea, que utilizam uma matriz de CCDs
para coletar a intensidade de espalhamento experimental. Esses detectores sdo extremamente
versdteis e estdo disponiveis com até milhares de pixels (quantidade essa que cresce cada vez mais).
Por outro lado, o tamanho desses pixels é extremamente reduzido, com cerca de /0 a 50 um, em
geral. O tempo de leitura também é menor que / segundo, o que € importante para experiéncias em
tempo real. Na linha de luz D02A-SAXS2, ha um detector bidimensional da marca RayonixTM

(antiga MARCCDTM), modelo SX-165 (http:// www.mar-usa.com/products/sx_165.htm). Esse
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equipamento possui uma area de deteccio efetiva de /65 mm, um alto range dindmico e resolugoes
de espaciais 79, 158 e 316 wm em uma matriz com 2048, 1024 e 516 pixels, respectivamente. Além
disso, esse detector possui um sistema de refrigeracdo que mantém sua temperatura de
funcionamento em -80°C, o que reduz bastante seu ruido de fundo. Na prdtica, essa temperatura é
tdo baixa que, se mantida assim, o sinal devido a atividade térmica do semicondutor do CCD (sinal
esse chamado de corrente escura ou, em inglés, dark current) pode ser desprezado. Para termos uma
idéia, o efeito desse sinal € bem menor (menos de 0,5 %) que os erros estatisticos da medida. Outra
funcdo interessante e util oferecida por esse detector € o sistema de coletas no modo frame-shift, que
permite coletas de dados em tempos da ordem de milissegundos em estudos resolvidos no tempo.
Outras especificacdes desse detector MARCCD™ podem ser encontradas em sua ficha técnica que

esta em: http://www.mar-usa.com/support/downloads/sx_series.pdf.

A principal dificuldade para interpretar dados coletados com detectores CCD € o sinal que
ja estd contido no chip CCD antes da medida ser realizada. Devido ao fato de que ruidos sempre
estardo presentes na medida, e ruido € um processo estatistico, um valor fixo de sinal é adicionado
aos CCDs antes da medida para garantir que a voltagem presente no conversor A/D (Analog-to-
digital) de seus circuitos eletronicos nunca seja negativa, ja que ele ndo trabalha com valores
negativos. Para o detector que utilizamos na linha, esse valor fixo € /0 (dez). Logo, a primeira coisa
a ser feita apds coletar os dados de espalhamento com o detector MARCCD ¢€ a subtracdo dessa
constante dos dados de espalhamento para depois tratar cada curva experimental de espalhamento

como apresentado na secio 1.6 do capitulo 1.

2.5.3.DETECTOR DE AREA COM A TECNOLOGIA DE PIXELS HIBRIDOS DE
SILICIO

Os detectores de drea (hd lineares também) que utilizam a tecnologia de pixels hibridos de
silicios operam no modo de “contagem de féton tnico”. A principal diferenca para os outros
detectores existentes € que os fétons de raios-X que incidem no detector sdo diretamente
transformados em carga elétrica, usando sensores de silicio, e processados por chips de leitura do
tipo CMOS (complementary metal-oxide-semiconductor, isto €, semicondutor metal-6xido

STM

complementar). Sdo fabricados pela DECTRI (http://www.dectris.com/sites/dectris.html) e ha

diversos modelos e tamanhos de detectores. Na linha de luz DO2A-SAXS?2, ha disponivel o detector

PILATUS 300K (http://www.dectris.com/sites/pilatus300k.html), com drea de 83,8 x 106,5 mm’ e

resolucdo de 172 um.
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Essa tecnologia nova de deteccdo faz com que esse tipo de detector ndo apresente o efeito
de corrente escura (o sinal devido a atividade térmica do semicondutor do CCD) e permite um alto
range dindmico (20 bits). Além disso, também permite coletas rdpidas, com tempo de leitura menor
que 3 milissegundos, com uma alta taxa de 200 imagens por segundo. A eficiéncia quantica do
sensor de silicio de 0,32 mm de espessura € 6tima para experiéncias no intervalo de energia que vai
de 3 a 15 keV, embora possam ser usados para energias de até 40 keV, bastando alguns cuidados. A
taxa de leitura de contagem é acima de 2 x 10° pixels/segundo para lidar com os altos fluxos das
fontes de luz sincrotron. A desvantagem desses detectores € que eles sdo montados em mdédulos de
tal forma que ha um intervalo entre esses médulos onde nio ha deteccdo. Todavia, nos dados esses
intervalos podem ser mascarados através de rotinas computacionais como, por exemplo, aquela que
fazem parte da suite computacional desenvolvida por Hammersley [Hammersley, 2004]. Esses

detectores sdo o que hd de mais moderno atualmente para coletar dados de SAXS.

2.6.PORTA-AMOSTRAS PARA EXPERIENCIAS DE SAXS COM
SOLUCOES DE MACROMOLECULAS BIOLOGICAS

Para o estudo de macromoléculas biolégicas em solu¢do é necessdrio que haja porta-
amostras para liquidos que possam ser usados na linha de SAXS. Como realizamos experiéncias
onde o feixe de raios-X atravessa a amostra, € necessario também que o porta-amostra permita a
transmissao dos raios-X com o minimo de influéncia na intensidade do feixe além da absor¢do das
amostras. Outro problema é que, geralmente, hda um volume pequeno de proteinas em solucdo
devido as dificuldades de obtencdo de grandes quantidades monodispersas desse tipo de amostra.
Pensando nisso, na linha de luz DO2A-SAXS2 do LNLS h4 dois porta-amostras especialmente
desenvolvidos para esse tipo de experiéncias e construidos pela equipe de SAXS [Cavalcanti ef al.,
2004]. No primeiro, a amostra preenche uma cela de / mm de espessura e vedada por duas janelas
de mica, uma de cada lado (ver figura 2.7). O volume a ser preenchido pela amostra é de
aproximadamente 200 uL. No segundo porta-amostras, o liquido € injetado em um tubo capilar
cilindrico com / mm de didmetro (ver figura 2.8). A principal vantagem desse segundo porta-
amostras é a quantidade menor de amostra necessdria, sendo que basta um volume de
aproximadamente /00 uL para preencher o capilar. Ambos os porta-amostras possuem sistema de
circulagcdo de dgua para o controle de temperatura, que € feito através de uma conexdo com um
banho térmico, e estdo conectados ao caminho de vacuo da linha de luz.

Comparando os dois porta-amostras, o primeiro é mais pratico que o segundo, pois é mais

robusto e simples de montar. O tubo capilar do segundo é extremamente fragil e tem que ser vedado
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com cuidado para ndo ter vazamento, além de que o feixe tem que atravessar exatamente o centro
do tubo (perpendicular ao eixo transversal principal) devido a sua geometria cilindrica. O porta-
amostra com janela de mica é bastante versatil, pois pode ser usado para diversos tipos de amostras,
como por exemplo, géis, cristal liquido e dispersdes de solventes orgénicos, além de
macromoléculas em solugdo. J4 o porta-amostra com capilar permite o registro da curva de
intensidade até Angulos mais altos e o capilar pode ser eficientemente trocado apés cada rodada de
experiéncias, se necessdrio. A razdo sinal-ruido e reprodutibilidade dos dados tém sido testadas

através dos anos com diversas amostras e tém sido bastante satisfatorios.

Figura 2.7 — Porta-amostra para amostras liquidas com um cela de / mm de espessura e vedada por
duas janelas de mica. (A) Desenho do projeto do porta-amostra. (B) Fotografia do porta-amostra

montado na linha de luz.

Tudo capilar

Figura 2.8 — Porta-amostra para amostras liquidas usando tubo capilar cilindrico com / mm de
diametro na se¢do transversal. (A) Desenho do projeto do porta-amostra. (B) Fotografia do porta-

amostra montado na linha de luz.
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2.7.ROTINAS COMPUTACIONAIS PARA O TRATAMENTO DE
DADOS

Com a diminuicdo dos tempos de coleta de dados de SAXS, mais dados podem ser obtidos
e maior é o volume de informagdo que deve ser processada. Isso torna necessdria a aplicacdo
reiterada das rotinas de tratamento das curvas experimentais de SAXS conforme descritos na secdo
1.6 do capitulo 1. Para facilitar essa tarefa tediosa durante as experiéncias na linha DO2A-SAXS?2,
eu desenvolvi durante meu doutorado uma rotina computacional em linguagem C para automatizar
essa tarefa e dei o nome de PROTAS (Programa de Tratamento de dados de SAXS). Além disso,
essa rotina permite também realizar o processo de transformagdo de uma imagem bidimensional
para uma curva unidimensional, além de ji calibrar o eixo de valores g de cada curva de
espalhamento. Para essas tultimas duas tarefas, nds inserimos em nosso algoritmo algumas das
rotinas que fazem parte da suite computacional FIT2D desenvolvida por Dr. Andy Hammersley, do

European Synchrotron Radiation Facility (ESRF) [Hammersley, 2004].

2.8. ALGUNS EXEMPLOS DE DADOS OBTIDOS NA LINHA DE LUZ
D02A-SAXS2 E COMPARACAO COM A ANTIGA LINHA DE SAXS
DO LNLS

A seguir mostraremos alguns exemplos de medidas experimentais realizadas na nova linha
de luz DO2A-SAXS2. E claro que os dados apresentados nos capitulos desta tese de doutorado
também sdo grandes exemplos da potencialidade dessa linha. Nos exemplos que serdo apresentados
a seguir, nds poderemos notar a visivel melhora de qualidade nos dados de SAXS que foi obtida
com a constru¢do da nova linha quando comparados com os dados da antiga linha, DO1A-SAXSI.
Aqui, nés realizamos experiéncias com a lisozima, uma proteina muito conhecida que ji tem
estrutura resolvida. Essa proteina é bastante usada como padrdo de estimativa de massa molecular
devido a sua estabilidade. Na figura 2.9, nds apresentados trés curvas de espalhamento
experimentais obtidas das amostras de lisozima em uma concentra¢do de 5 mg/mL. A curva em
vermelho foi registrada na linha DO1A-SAXS1 (antiga linha) durante um periodo de 15 minutos
usando um detector linear a gis sensivel a posi¢do (ver secdo 2.5.1 deste capitulo). Ja a curva em
vermelho foi registrada também com esse mesmo detector, porém durante 5 minutos e na linha
D02A-SAXS2 (nova linha). Comparando as duas curvas, j4 podemos observar uma melhoria nos

dados para valores de g > 0,20A”. Note que na curva obtida em menos tempo na SAXS2 que na
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SAXS1, nés podemos observar uma melhor estatistica dos dados para esses valores g. Isso mostra o
ganho de fluxo de f6tons que temos na nova linha. Continuando ainda mais com as experiéncias,
obtivemos também mais uma curva de espalhamento da lisozima, também durante 5 minutos na
SAXS2, porém com o detector bidimensional MARCCD™ (ver secdo 2.5.2). O resultado é a curva
preta da figura 2.9. Vemos claramente uma substancial melhora que nem se compara com as outras
duas curvas. Para concluir, nés obtivemos uma ultima curva de espalhamento da lisozima na
SAXS2 com o detector bidimensional numa regido de g bem maior e comparamos com o
espalhamento calculado da estrutura cristalografica da lisozima. O excelente resultado que
obtivemos estd mostrado na figura 2.10. O espalhamento calculado a partir da estrutura de alta
resolugdo da lisozima (c6digo 6lyz no Protein Data Bank) foi obtido usando a metodologia descrita

em Svergun et al. [Svergun et al., 1995].

10° 4 + SAXS2 - Detector 2D (5min)
] *  SAXS2 - Detector 1D (5min)
SAXS1 - Detector 1D (15 min)

10" 4

10° 4

-1 ]

107 4

Intensidade [arb. u.]

Figura 2.9 — Curvas experimentais de espalhamento da proteina lisozima medidas nas linhas
DO01A-SAXS1 e DO2A-SAXS2. A curva em vermelho foi registrada na linha DO1A-SAXS1 com
um detector unidimensional a gds sensivel a posicdo durante 15 minutos. A curva em azul foi
registrada na linha DO2A-SAXS2 também com o detector unidimensional por 5 minutos e a curva
em preto foi medida com um detector bidimensional durante 5 minutos. As curvas foram deslocadas

por um fator constante para uma melhor visualizagdo.
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O Dados experimentais da lisozima

o0 Estrutura Cristalografica (6Lyz.pdb)
=
r
| -
i
o 1074
=

1076 B T L T i T > T . T * T % 1

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7

q [A™]
Figura 2.10 — Comparacdo entre a curva experimental de espalhamento da lisozima medida na
linha DO2A-SAXS?2 e a curva tedrica calculada da estrutura cristalografica da lisozima. No destaque
da figura estd mostrada a estrutura cristalografica dessa proteina depositada no PDB com o c6digo
6lyz.

Também realizamos uma experiéncia com melanina em solvente DMSO. O DMSO contém
enxofre, que por sua vez absorve os raios-X no comprimento de onda tipico da linha (A4 =1,488 A ).
Logo, gracas ao maior fluxo da nova linha em relagdo a antiga (em torno de quatro vezes maior) e
outros melhoramentos técnicos da linha, foi possivel configurar a linha para um comprimento de
onda de 1 =1,045 A . Nesse comprimento de onda foi possivel realizar experiéncias com melanina
em DMSO e os resultados estdo mostrados na figura 2.11. Com esses dados foi possivel obter os
primeiros resultados sobre o estado de aglomeragao e empilhamento de moléculas de melanina em
solugc@o. Uma estrutura desse aglomerado foi calculada por dindmica molecular. Dai, calculamos o
espalhamento tedrico dessa estrutura e comparamos com os dados experimentais. O resultado estd

mostrado na figura 2.11.
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. o Dados experimentais da melanina
i Estrutura do aglomerado de melanina

Int. [arb. u.]
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Figura 2.11 — Comparagdo entre a curva experimental de espalhamento da melanina em DMSO

medida na linha DO2A-SAXS2 usando um comprimento de onda A=1045A e a curva tedrica

calculada da estrutura teérica do aglomerado e empilhamento das moléculas de melanina. Essa

estrutura estd mostrada no destaque da figura.
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Proteinas Nativamente Desenoveladas

3.1.INTRODUCAO

O grande paradigma dos estudos estruturais de macromoléculas, principalmente em biologia
molecular, € que o conhecimento da estrutura tridimensional é um pré-requisito para o
entendimento de como essas moléculas funcionam. Essa determinacdo de estrutura tem sido feita
principalmente através de técnicas como cristalografia de raios-X e ressondncia magnética nuclear
(RMN). Isso funciona bem para macromoléculas com estrutura tercidria bem definida e rigida.
Porém, grandes dificuldades aparecem no estudo de moléculas flexiveis. Macromoléculas
possuindo flexibilidade inerente sdo dificeis de cristalizar. Além disso, as conformacdes de regides
desordenadas (loops) ou dominios méveis ndo podem ser capturados por técnicas cristalograficas e,
também, sdo muito dificeis de ser univocamente determinadas por RMN. Entretanto, importantes
funcdes de regulagdo de expressdo génica e no ciclo celular sdo freqlientemente executadas por
proteinas intrinsecamente desestruturadas, que ndo possuem uma estrutura tercidria fixa [Dunker et
al., 2002; Uversky, 2002a; Uversky, 2002b; Dyson & Wright, 2005]. Essas proteinas obviamente
nio podem ser cristalizadas e, embora RMN seja a tnica técnica de alta resolugdo aplicdvel, ela
somente fornece informagdes locais sobre a estrutura [Uversky, 2002a; Shortle & Acherman, 2001;

Louhivouri et al., 2003; Mohana-Borges et al., 2004; Jha et al., 2005]. Portanto, hd uma
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necessidade clara de outros métodos de abordagem para uma caracterizacdo quantitativa da
estrutura dessas proteinas intrinsecamente desordenadas em solucdo. Uma técnica particularmente
util que aparece em destaque para o estudo de sistemas menos estruturados é a técnica de
espalhamento de raios-X a baixo angulo. Essa técnica vem sendo aplicada com sucesso a vdrias
proteinas desestruturadas [Lanza et al., 2009; Bressan et al., 2008; Tidow et al., 2007; Uversky &
Fink, 2002; Uversky et al., 1999].

As proteinas intrinsecamente desestruturadas s@o algumas vezes também denominadas
como proteinas nativamente desenoveladas ou até mesmo proteinas parcialmente desenoveladas.
Essa classe de proteinas difere de outras pelo fato de as estruturas dessas proteinas terem um grande
volume hidratado, pouco ou quase nada de elementos de estrutura secunddria, flexibilidade
intramolecular acentuada e respostas ndo usuais as mudangas do meio [Uversky, 2002a; Uversky,
2002b]. De forma um pouco ndo intuitiva, elas sdo biologicamente ativas, em contraste com a no¢ao
cldssica de que as proteinas necessitam de uma estrutura globular bem definida para serem ativas.
Essa idéia pode ser melhor compreendida quando se pensa no fato de que a falta de uma estrutura
globular rigida pode representar uma vantagem funcional para as proteinas nativamente
desenoveladas, pois dessa forma essa flexibilidade permite que elas interajam com vdrios alvos
diferentes o qual geralmente ndo ocorre com as proteinas enoveladas [Wright & Dyson, 1999;
Dyson & Wright, 2002]. Embora a especificidade de interagdes proteina-proteina esteja relacionada
com as pequenas partes estruturadas da molécula, as regides desordenadas permitem que essas
proteinas se adaptem a vdrios parceiros de ligacdo, aumentando a probabilidade de interacdes. Além
disso, regides desordenadas sdo sitios preferidos de regulacdo de proteinas por modificacdes pos-
traducionais, principalmente fosforilacdo [Fuxreiter et al., 2007]. O reconhecimento molecular,
também realizado por proteinas desordenadas, pode ser usado para sinalizacdo, dado que as regides
desordenadas podem ligar a multiplos alvos com baixa afinidade [Dunker ef al., 2002]. De fato,
mais e mais evidéncias vém se acumulando na literatura de que essas proteinas formam uma grande
fracdo (algumas predi¢des dizem que s@o mais de 30%) de todas as proteinas eucaridticas [Dunker
et al., 2002; Tompa, 2002].

Do ponto de vista estrutural, as proteinas nativamente desenoveladas podem ainda ser
classificadas em pelo menos trés grupos conformacionais [Uversky, 2002a; Uversky, 2002b]:
glébulo pré-fundido (pre-molten globule), glébulo fundido (molten globule), e completamente
desestruturadas (random coils). O estado de glébulo pré-fundido € caracterizado por uma estrutura
tercidria ndo rigida e uma considerdvel quantidade de estrutura secunddria, porém menos
pronunciada que aquela do estado de glébulo fundido. Em geral, proteinas no estado de glébulo pré-

fundido contém aproximadamente 50% de estrutura secunddria em sua conformagdo, enquanto no
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estado de glébulo fundido as proteinas tém quase 100% de estrutura secunddria [Uversky, 2002a].
A molécula de proteina no estado de glébulo pré-fundido é consideravelmente menos compacta que
aquela no estado de glébulo fundido, mas ainda ¢ mais compacta que aquela no estado sem estrutura
(random coils, ou seja, totalmente desestruturada), estado este que é conhecido como estado
desenovelado de uma proteina.

O mais interessante é que intuitivamente poderiamos pensar que uma proteina nativamente
desenovelada ndo pudesse mais perder estrutura. Entretanto, € possivel observar mudancas
conformacionais nessas moléculas com a adicao de desnaturantes (uréia, por exemplo) [Silva et al.,
2010a]. Isso mostra que a estrutura das proteinas intrinsecamente desestruturadas ndo ¢é aleatoria.
Pequenas regides formando nicleos hidrofébicos e, em geral, algumas pequenas regides com
elementos de estrutura secunddria (em maior parte, alfa-hélices) estdo presentes na sua estrutura.

Para classificar essas proteinas com base na quantidade de desordem em suas estruturas,
varios métodos bioquimicos sdo aplicados, como por exemplo, experiéncias de velocidade de
sedimentagdo usando ultracentrifugacdo analitica, experi€ncias de viscometria, espalhamento
dindmico de luz, algumas vezes até gel-filtracdo. Todos esses métodos fornecem pardmetros
hidrodindmicos, como por exemplo, raio hidrodindmico, estimativas de massa molecular, volume e
grau de monodispersidade, que auxiliam nessa classificagdo [Uversky, 2002a; Uversky, 2002b].
Além desse método, hd também método de predi¢do tedrica de estrutura com base de aminodcidos
e, também, a técnica de dicroismo circular que fornece informag¢des experimentais sobre a estrutura
secunddria (mesmo que pouca) da proteina. Das técnicas fisicas disponiveis, a técnica experimental
por exceléncia para estudar protefnas intrinsecamente desestruturadas é a técnica de SAXS. Aliés,
ha uma caracteristica dessas moléculas que é necessdria para uma andlise mais apurada que é o grau
de compacidade da molécula. Esse importante pardmetro reflete a presenca ou auséncia de dominios
fortemente empacotados na molécula da proteina. Essa informacdo pode ser extraida
exclusivamente das andlises de dados de SAXS na chamada representacdo de Kratky da curva de
intensidade (¢°I(g) vs. q), como discutido no capitulo 1.

Sendo assim, neste trabalho nds mostramos como a técnica de SAXS pode ser usada para
essa caracterizagdo de proteinas intrinsecamente desestruturadas, demonstrando todo seu potencial.
Além disso, duas proteinas com caracteristicas de protefnas intrinsecamente desestruturas foram
estudadas: a proteina humana identificada como FEZ1 (Fasciculation and Elongation protein Zeta-
1) [Silva et al., 2010a; Lanza et al., 2009] e a proteina também humana denominada Ki-1/57
[Bressan et al., 2008]. Estas proteinas foram expressas e fornecidas pelo grupo de biologia
molecular do Dr. Jérg Kobarg do Laboratério Nacional de Biociéncias (LNBio) de Campinas, SP.

Ambas as proteinas foram estruturalmente caracterizadas utilizando a técnica de SAXS, usando
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diferentes abordagens matemadticas e computacionais, com o objetivo de se obter informacdes
conformacionais dessas proteinas em solucgdo e, até mesmo, modelos de baixa resolucdo que melhor
as descrevam. Esses trabalhos renderam algumas publicacdes em revistas internacionais indexadas,
sendo duas ja publicadas [Bressan et al., 2008; Lanza et al, 2009] e mais uma em vias de

submissao [Silva et al., 2010a].

3.2. PROTEINA DE ENFEIXAMENTO E PROLONGAMENTO ZETA-1
(FEZ1)

3.2.1.DESCRICAO DA PROTEINA FEZ1

A proteina humana FEZ1 (Fasciculation and Elongation protein Zeta 1) € uma proteina,
composta por 392 aminodcidos, com importantes fun¢des centrossomais™ dentro das células [Lanza
et al., 2008]. Essa proteina estd relacionada com importantes doengas cronicas, entre as quais estdo
a leucemia [Lanza et al., 2008; Assmann et al., 2006] e esquizofrenia [Sakae et al., 2008;
Hodgkinson et al., 2007; Koga et al., 2007; Yamada et al., 2004]. Estudos funcionais da FEZ1
sugerem o seu envolvimento em processos de transporte dentro da célula, o que tem claras
implicagdes para seu papel na diferenciacdo neuronal e no crescimento de neuroénios [Assmann et
al., 2006]. FEZ1 interage com uma grande quantidade de diferentes proteinas, que participam em
diferentes fungdes celulares tais como a dindmica do citoesqueleto celular, controle da transcrigdo,
organizacdo da cromatina, ciclo celular e transporte mitocondrial [Assmann et al., 2006]. Essas
interacdes sugerem o envolvimento da FEZI1 nesses processos. De fato, FEZ1 pode interagir com
mais de 40 outras proteinas, o que sugere o fato de que ela seja uma proteina intrinsecamente
desestruturada no seu estado nativo [Lanza et al., 2008]. Em razdo disso, foram realizadas predi¢des
tedricas de estrutura, experiéncias de dicroismo circular, espectroscopia de fluorescéncia e
protedlise limitada, cujos resultados indicam que FEZ1 pertenca a classe de proteinas
intrinsecamente desestruturadas (ou nativamente desenoveladas) [Lanza et al., 2008]. Outra coisa
que é bem conhecida da literatura, e que reforca essa idéia, é que proteinas que possuem multiplas
funcdes, como € o caso da FEZI, freqiientemente tém uma estrutura intrinseca desordenada [Singh

& Dash, 2007; Dosztanyi et al., 2006; Dunker et al., 2005; Tompa, 2005].

* Cetrossomal: relativo ao centrossoma. Centrossoma é uma regifio especifica da célula, situada préxima ao
nicleo, onde sdo organizados os microtibulos, que por sua vez sdo estruturas protéicas que fazem parte do
citoesqueleto nas células.
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Como j4 foi falado, essa desordem estrutural e o baixo grau de compacidade dificultam a
obtencdo de estruturas de alta resolucdo dessas proteinas. Em vista disso, nds realizamos
experiéncias de espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS) para obter pardmetros
dimensionais e modelos conformacionais tridimensionais de baixa resolucdo para a proteina FEZ1,
além de caracterizar seu grau de compacidade. As andlises de SAXS foram realizadas com amostras
da FEZI inteira, identificada como 6xHis-FEZ1(1-392), um fragmento do N-terminal, identificado
como 6xHis-FEZ1(1-227), e um outro fragmento menor do N-terminal, identificado como
FEZ1(92-194). Os valores entre parénteses representam a regido de aminoacidos da construgdo e o
prefixo 6xHis indica que a proteina estava fusionada a um N-terminal de 6xHis-tag (cauda de
histidina), que € necessario para a expressdo dessas proteinas. Por questdes praticas, estaremos
omitindo o sufixo 6xHis ao nos referirmos as amostras.

Os resultados mostraram uma dimerizacdo da FEZ1, ao que tudo indica na regidao N-
terminal, e uma forma estendida e flexivel, compativel com uma proteina nativamente
desenovelada. Maiores detalhes das experiéncias bioquimicas e predi¢des tedricas deste trabalho
estdo descritos nos trabalhos de Lanza et al. [Lanza et al., 2009] e em Silva et al. [Silva et al.,
2010a]. Nas secdes a seguir, serd dada atencdo as experiéncias de SAXS, que foram da minha

responsabilidade, e seus principais resultados.

6xHis-FEZ1(1-392)
= I ] [ —] |
BxHis+TEV 95 142 182 231 296 392
=5 ] [ ] | | | 6xHis-FEZ1(1-227)
6xHis+TEV 95 142 182 227
L L/ FEZ1(92-194)
a5 142 182

Figura 3.1 — Desenho esquematico do comprimento das seqiiencias de aminoacidos das amostras
estudadas: FEZ1(1-392), FEZ1(1-227) e FEZ1(92-194). As regides em laranja indicam a cauda de
histidina, as regides em amarelo indicam aminodcidos com alta probabilidade de formagdo de alfa-
hélices e a regido em azul indica a por¢do que foi predita com alta probabilidade de formacao de

“coiled-coils” em interagdes com outras proteinas.
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3.2.2. MATERIAIS E METODOS

3.2.2.1. PREPARACAO DAS AMOSTRAS

As amostras da proteina FEZI inteira, FEZ1(1-392), e a regido N-terminal, FEZ1(1-227),
foram preparados conforme descrito em Lanza et al. [ Lanza et al., 2009]. O fragmento FEZ1(92-
194) também foi preparado de maneira similar conforme descrito em Furlan et al. [Furlan et al.,
2010]. Brevemente, essas amostras de proteinas foram expressas em bactérias e purificadas por
cromatografia de afinidade, seguindo protocolos convencionais de purificacio de proteinas com
cauda de  histidina (His-tag) em colunas HiTrap"™ chelating (GE Healthcare®,

www. gelifesciences.com). Essa cauda de histidina, fusionada na regido N-terminal da proteina,

possui afinidade com niquel. Logo, ao passar a solucdo com as bactérias (apds expressarem a
proteina e terem suas membranas rompidas) por uma resina porosa, equilibrada com niquel,
somente as moléculas de proteina que possuem essa cauda irdo se prender a essa resina.
Posteriormente, as proteinas sdo liberadas dessa resina por eluicio com um composto organico
chamado imidazol, que compete com a histidina pela ligacdo com o niquel através de coordenacio
quimica. A estabilidade e pureza das amostras foram testadas e verificadas por gel de eletroforese
(gel SDS) [Lanza et al., 2009]. A figura 3.1 mostra um desenho esquemdtico do comprimento das

seqiiéncias das trés amostras.

3.2.2.2. DESCRICAO DAS EXPERIENCIAS DE SAXS COM AS
AMOSTRAS DE FEZ1 EM CONDICAO NATIVA

As trés amostras da proteina FEZ1, aqui identificadas como FEZ1(1-392), FEZ1(1-227) e
FEZ1 (92-194), foram submetidas a andlise de DLS (espalhamento dindmico de luz) para testar a
monodispersidade das mesmas antes das experiéncias de SAXS. Feito isso, as amostras foram
levadas para a linha de luz DO2A-SAXS2 do Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS,
Campinas, SP, Brasil), onde as experiéncias de SAXS foram feitas. Foi utilizado um feixe de raios-
X monocromatico (comprimento de onda de A = 1,488A) e o espalhamento de raios-X foi registrado
usando um detector bidimensional MARCCD sensivel a posicdo. Duas distncias amostra-detector
foram utilizadas para detectar a regido de espalhamento de interesse: 606,2 mm e 1812,6 mm,

resultando em um intervalo total do moédulo de vetor de espalhamento de
0,00947" < q< 0,550A7", onde g é o médulo do vetor g definido por ¢ = (47/ A)sen® (onde 26
¢ o angulo de espalhamento como na se¢do 1.2 do capitulo 1). Todas as amostras de proteinas
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estavam em tampao PBS (/37 mM NaCl; 2,7 mM KCl; 10 mM Na,HPOy; 1,8 mM KH,POy; pH 7,4)
e foram centrifugadas por 30 min em uma ultracentrifuga, 2 356.000 g, em 4°C para remover
qualquer agregado e, posteriormente, colocadas no gelo. Para realizar as experiéncias de SAXS, as
amostras foram inseridas, em um porta-amostra de / mm de espessura com janelas de mica
[Cavalcanti ef al., 2004]. A temperatura das amostras foi controlada através de circulacdo de dgua
no porta-amostra com a ajuda de um banho térmico monitorado por um termopar. Foram feitas trés
coletas sucessivas de 300 s cada para cada amostra. O espalhamento do tampdo foi detectado
separadamente antes e depois do espalhamento das amostras durante 300 s. Todas as curvas de
espalhamento foram individualmente corrigidas pela resposta do detector e normalizadas pela
intensidade integrada do feixe incidente e pela absor¢ao das amostras como descrito na se¢do 1.6 do
capitulo 1. A curva média do espalhamento do tampado foi entdo subtraida do espalhamento da
amostra correspondente. As curvas resultantes foram cuidadosamente inspecionadas para verificar a
formagdo de bolhas na solugdo e a existéncia de possiveis danos induzidos por radiacdo nas
proteinas, mas tais efeitos ndo foram observados. Normalmente, a verificacdo da existéncia de dano
induzido por radiagdo € realizada expondo a mesma amostra (sem retird-la ou trocd-la do porta
amostra) duas vezes ou mais com o mesmo tempo de exposi¢do. Se assim as curvas tratadas (apds
subtracdo do espalhamento do tampao) forem sistematicamente diferentes, o dano por radi¢do esta
presente. As amostras foram medidas em mais de uma concentracdo para cada amostra: 10,05
mg/mL, 4,99 mg/mL e 2,57 mg/mL para FEZ1(1-392); 9,17 mg/mL, 5,6 mg/mL e 2,57 mg/mL para
FEZ1(1-227) e, por ultimo, 1,76 mg/mL e 0,97 mg/mL para FEZ1(92-194). Ap6s normalizar as
curvas pelas respectivas concentragdes, as curvas de intensidade de espalhamento dessas amostras
foram analisadas para investigar se havia dependéncia com a concentrag¢do, porém esse efeito nio
foi observado. Além disso, uma solucio de albumina bovina (BSA, massa molecular de 66 kDa) no
mesmo tampdo das amostras, em uma concentracdo de 4,58 mg/mL, foi preparada e usada como
amostra padrdo para estimar as massas moleculares da proteina e seus fragmentos da maneira
descrita na secdo 1.4.7 do capitulo 1 (equacdo 1.33) dessa tese. As andlises dos dados de SAXS e

modelagem tridimensional foram feitas conforme descritas no capitulo 1.

3.2.23. MUDANCAS CONFORMACIONAIS DA FEZ1 EM FUNCAO DA
CONCENTRACAO DE DESNATURANTE (UREIA)

A proteina FEZ1 possui uma regido na por¢do C-terminal cujas predigdes tedricas e
evolutivas indicam ser uma regido estruturada com varias alfa-hélices juntas (entre os residuos

Glu231 e Gly296 da proteina) e que tém uma alta probabilidade de formarem motivos estruturais

65



chamados coiled-coils" em suas interagdes. Note que esses motivos estdo numa regido da proteina
que ndo existe no fragmento FEZ1(1-227). Dessa forma, para tentar comprovar indiretamente a
existéncia dessa porcdo estruturada da FEZI1 através da técnica de SAXS, nés acompanhamos as
mudancas estruturais das amostras FEZ1(1-392) e FEZI1(1-227) adicionando um agente
desnaturante (uréia) na solug@o. A uréia vai modificar o ambiente de tal forma a desfazer os poucos
elementos de estrutura secunddria da proteina (ird “desnaturar” a proteina). Sendo assim, novas
experiéncias de SAXS foram realizadas com essas amostras nas mesmas condi¢des experimentais
anteriores. Para estudar as mudancas de conformacdo da proteina, uma solugdo estoque de uréia a
12M foi previamente preparada no mesmo buffer da amostra (/37 mM NaCl; 2,7 mM KCl; 10 mM
Na,HPO,; 1,8 mM KH,POy; pH 7,4). As amostras de proteinas em duas concentragdes de uréia (3 e
6 M de uréia) foram volumetricamente preparadas dessa solugdo estoque e das solu¢des individuais
de proteina. Depois disso, todas as amostras foram deixadas em temperatura ambiente por pelo

menos duas horas antes dos experimentos.

3.2.24. REGIAO DE DIMERIZACAO DA FEZ1: O FRAGMENTO FEZ1(92-
194)

As andlises com o fragmento FEZ1(92-194) ocorreram apds todas as andlises com as
amostras FEZ1(1-392) e FEZ1(1-227). Logo, para entender as andlises com esse fragmento, alguns
resultados serdo adiantados aqui. Com base em resultados prévios de outras técnicas (e que nos
confirmamos por SAXS) a proteina FEZ1 dimeriza na regido N-terminal. Sabendo disso e
conhecendo a seqiiéncia da proteina, foi possivel obter um fragmento estdvel da FEZ1 que engloba
a regido onde possivelmente ocorreria a dimerizacdo da FEZ1, que identificamos aqui como
FEZ1(92-194). Esse fragmento foi estudado com o objetivo de conhecer mais detalhes sobre essa
dimeriza¢do. Analisando os aminodcidos dessa regido, encontramos uma cisteina, que € um
aminodcido que possui um itomo de enxofre e, por isso, pode formar uma ponte dissulfeto com
outra cisteina. Em razdo disso, acreditamos que essa ponte dissulfeto formada entre duas moléculas
iguais do fragmento FEZ1(92-194) esteja contribuindo majoritariamente para a dimerizagdo,
embora possa haver outras razdes, como por exemplo, equilibrio de cargas, j4 que é uma regido
carregada da proteina. Sabendo disso, 2 mM de um agente redutor de pontes dissulfeto (TCEP, que

N

¢ a abreviagdo para Tris(2-carboxyethyl)phosphine) foram adicionados a solugdo. Apds isso,

* Coiled-coils sdo motivos estruturais formados por elementos de alfa-hélices que se enrolam como se fossem
o entrelacado de uma corda.
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também realizamos experiéncias de SAXS com a solu¢do reduzida e ndo reduzida. Se a ponte
dissulfeto estiver realmente contribuindo, estaremos esperando encontrar somente mondmeros do

fragmento na solu¢do reduzida.

3.2.25. MODELAGEM  TRIDIMENSIONAL AB  INITIO DA
CONFORMACAO DA PROTEINA FEZ1 EM SOLUCAO.

Embora a forma de proteinas nativamente desenoveladas seja, por si s6, algo dificil de
definir, ainda € possivel obter modelos da conformagdo média (ou daquela que aparece com maior
freqiiéncia) da sua estrutura. Em vista disso, as conforma¢des médias de FEZ1(1-392) e FEZI(1-
227) foram modeladas a partir das curvas experimentais de SAXS usando dois métodos de
modelagem ab initio: o método de atomos ficticios (secdo 1.9.3 do capitulo 1) e o método de
residuos ficticios (secdo 1.9.4 do capitulo 1). E importante salientar, no entanto, que uma solugio
Unica nao pode ser obtida a partir destes cdlculos somente. Por esse motivo, dez cilculos diferentes
foram realizados para cada amostra e cada método. Os modelos resultantes, separados por método e
amostra, foram entdo comparados e as discrepancias espaciais normalizadas (NSD) foram
calculadas conforme descrito na secdo 1.10 do capitulo 1. O pardmetro de discrepancia espacial
normalizada avalia de forma quantitativa as diferencas entre os modelos obtidos dos cdlculos
independentes. Dessa forma, o modelo mais tipico (com o menor valor de NSD) foi considerado
como a descri¢do mais proxima de uma conformacdo média de cada molécula. Para os modelos de
dtomos ficticios, é possivel obter um modelo médio com o volume excluido corrigido pelo volume
médio dos modelos individuais. J4 no modelo de residuos ficticios, essa média de modelos ndo pode
ser feita para ndo perder o arranjo tipo cadeia do modelo. Sendo assim, as discrepancias espaciais
normalizadas (NSD) foram avaliadas, e os cinco modelos mais tipicos (com menores valores de
NSD) foram considerados representantes tipicos das conformagdes possiveis da molécula em

solucdo.

3.2.2.6. MODELAGEM DA FEZ1(1-392) CONSIDERANDO A TOPOLOGIA
DA REGIAO COM PROPENSAO A FORMACAO DE COILED-COILS

A topologia da proteina inteira FEZ1(1-392), incluindo regido com propensdo a formagdo
de coiled-coils, foi examinada por modelagem de corpo rigido a partir dos dados de SAXS. Essa
abordagem emprega o protocolo de recozimento simulado (simulated annealing, se¢do 1.9.2 do

capitulo 1) para encontrar a posi¢do e orientacdo 6timas de uma estrutura de alta resolugdo (no caso,
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a regido com propensdo a formacgdo de coiled-coils) e a conformacdo mais provdvel das regides
desconhecidas de tal modo a ajustar a curva de intensidade de espalhamento experimental da
proteina usando uma cadeia de residuos ficticios (ver se¢do 1.9.5 do capitulo 1). Para construir o
modelo, a predicdo tedrica do conteiddo de alfa hélices, juntamente com a predi¢do de formacdo de
coiled-coils, ambas apresentadas no artigo Lanza et al. [Lanza et al., 2009], foram usadas em nossos
calculos. Uma estrutura de alta resolu¢do, com vdrias alfa-hélices juntas e com propensacdo a
formacdo de coiled-coil, foi encontrada no banco de dados ‘“Protein Data Bank”

(http://www.rcsb.org/). Essa estrutura estd registrada com o cédigo PDB /P9I e foi selecionada pelo

seu tamanho e caracteristicas. Para garantir que os resultados estivessem em concordancia entre eles
e pudessem representar a proteina, dez cédlculos independentes foram feito com esse método. Os

resultados foram entdo comparados e analisados conforme descrito na se¢ao 1.10 do capitulo 1.

3.2.27. AS CONFORMACOES DE FEZ1 EM SOLUCAO: METODO DE
OTIMIZACAO DE CONJUNTOS DE CONFORMACOES

A fim de caracterizar o conjunto de conformacdes adotadas pela proteina FEZ1 em solugao,
o método de otimizacdo de conjuntos de conformacdes (secdo 1.9.6 do capitulo 1) foi aplicado aos
dados de SAXS das proteinas FEZ1(1-392) e FEZ1(1-227). Neste método, € assumido que os dados
experimentais de intensidade de espalhamento possam ser representados por uma média do
espalhamento das diferentes conformagdes da molécula. No final, um conjunto de possiveis
conformacdes de cada constru¢do de FEZ1 analisada foi obtido. Também, como ja mencionado,
obtivemos as distribui¢oes de R, e D, das conformagdes do conjunto que melhor ajustam os dados

experimentais.

3.2.3. RESULTADOS

3.2.3.1. RESULTADOS DAS EXPERIENCIAS COM A PROTEINA NA
CONDICAO NATIVA

Os dados de DLS das amostras mostraram um pico Unico e estreito para cada uma das trés
amostras, o que indica que hd somente uma espécie em solugao, satisfazendo a condi¢do necessaria
de monodispersidade da solucdo para as experiéncias de SAXS. Sendo assim, as curvas

experimentais de intensidade de espalhamento das amostras FEZ1(1-392), FEZ1(1-227) e FEZ1(92-
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194) em solugdo sdao mostradas na figura 3.2(A), juntamente com os ajustes individuais
devidamente calculados com o método da transformada de Fourier indireta (se¢do 1.7 do capitulo
1). As fungdes p(r) resultantes desses cdlculos estdo mostradas na figura 3.2(B).

Os valores de raio de giro (R,) obtidos da aproximacgdo de Guinier (se¢do 1.4.2 do capitulo
1), da aproximagdo de Debye (veja equacdo 1.22 da secdo 1.4.4 do capitulo 1) e da funcdo p(r)
(equacgdo 1.20 da secdo 1.4.3 do capitulo 1) s@o mostrados na tabela 3.1. Os valores de dimensdo
méxima (D,,,,) obtidos para as moléculas também estao mostrados na tabela 3.1. Usando a solucgdo
de BSA como amostra de referéncia, as massas moleculares para as construcdes de FEZ1 obtidas
dos resultados de SAXS também estdo na tabela 3.1. Os valores de ~60kDa para 6xHis-FEZ1(1-
227) e ~95kDa para 6xHis-FEZ1(1-392) indicam que ambas as construgdes de FEZ1 existem como
dimeros em solugdo, desde que os valores obtidos foram aproximadamente duas vezes os valores
calculados a partir da seqiiéncia de aminodcidos (utilizamos a ferramenta ProtParam [Gasteiger ef
al., 2005]): 29,7 kDa para 6xHis-FEZ1(1-227) e 48,6 kDa para 6xHis-FEZ1(1-392). Por razdo dessa
dimeriza¢do, como mencionado, decidimos também estudar o fragmento FEZ1(92-194), que
engloba justamente a regido em que acreditamos ser onde ocorre a dimerizacdo. Como esperado, o
valor de ~22 kDa também é aproximadamente duas vezes maior que o valor calculado para o
mondmero: /2,2 kDa. Portanto, FEZ1 dimeriza pela sua regido N-terminal e temos uma idéia de
quais residuos colaboram nessa dimerizagao.

Todos esses pardmetros dimensionais juntos sugerem que as moléculas tenham formas
relativamente alongadas, o que é também evidenciado pelas formas assimétricas e caracteristicas
das funcdes p(r), cujo maximo estd deslocado para menores valores de g. As representacdes de
Kratky das trés construcdes da proteina sdo mostradas na figura 1(C). Todas essas representagdes
apresentam caracteristicas tipicas de cadeias flexiveis (veja secdo 1.5 e figura 1.3 do capitulo 1). As
constru¢des FEZ1(1-227) e FEZ1(1-392) ainda parecem apresentar uma oscilagdo no comeco (uma
espécie de maximo local), podendo indicar a existéncia de algumas por¢des de estrutura, sendo em
quantidade ligeiramente maior na FEZ1(1-392). Isso pode indicar a presenca da regido estruturada
com propensdo a formagao de motivos coiled-coil. Agora, a representagdo de Kratky do fragmento
FEZ1(92-194) indica uma conformacdo bastante flexivel e nada compacta, sugerindo a auséncia
quase total de regides estruturadas. Obviamente, isso ndao exclui a existéncia de regides com
elementos de estrutura secunddria pequenas demais para serem sensiveis a técnica de SAXS. Esses
dados sugerem que a proteina FEZ1 forma dimeros através de sua regido N-terminal e possui

conformacgdes amplamente abertas e flexiveis em solucao.
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Tabela 3.1 — Parametros dimensionais das amostras de FEZ1(1-392), FEZ1(1-227) e FEZ1(92-194)
obtidos a partir dos dados de SAXS.

Amostra (Gltfi:l?(:r) (géxl) ,(?;((:)) DradA) I:gfc'\(::)) I\(/Ic(:l[z.a)) onZZt;z:ico
6xHis-FEZ1(1-392) | 80+2 | 84,6:0,5| 83:1 | 280 ~95 48,6 Dimero
6xHis-FEZ1(1-227) | 62+2 | 62,9+0,5 | 61,6:0,6 | 200 ~60 29,7 Dimero

FEZ1(92-194) 44+4 45+1 451 150 ~22 12,2 Dimero
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Figura 3.2 - Curvas experimentais de SAXS para 6xHis-FEZ1(1-392), 6xHis-FEZ1(1-227) e
FEZ1(92-194) em solucio e os resultados dos procedimentos de ajuste. (A) Curva de espalhamento
experimental de 6xHis-FEZ1(1-392) [circulos abertos pretos], 6xHis-FEZ1(1-227) [tridngulos
abertos vermelhos] e FEZ1(92-194) [quadrados abertos azuis] e os ajustes tedricos [linhas sélidas]
dos dados usando a rotina de transformada de Fourier indireta. As curvas foram deslocadas por um
fator constante para permitir uma melhor visualizagdo. (B) Respectivas fungdes de distribuicdo de

pares de distancias p(r). (C) Respectivas representacdes de Kratky das curvas de intensidade.
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3.2.32. RESULTADOS DAS MUDANCAS CONFORMACIONAIS DA
PROTEINA FEZ1 COM A ADICAO DE UREIA

Devido a sua caracteristica desestruturada, a interacdo da proteina FEZ1 com outras
proteinas deve ser baixa afinidade, porém espera-se que essas interagdes sejam especificas. Essa
especificidade é possivel se a0 menos pequenas porcdes estruturadas existirem na molécula da
FEZ1. Além disso, j4 sabemos que ela dimeriza, caracteristica ndo esperada em moléculas
completamente desenoveladas. Os resultados mostram que sua estrutura é desordenada, porém nao
¢ uma estrutura aleatéria, sem qualquer organizacdo de estrutura secundaria. Predicdes tedricas de
estrutura com base na seqiiéncia de aminodcidos ja4 mostraram que hd pequenas regides contendo
alfa hélices e uma possivel regido com probabilidade de formacdo de coiled-coils, como ja
mostramos antes [Lanza er al., 2009]. Logo, com a adicio de uréia na solugdo da proteina,
mudancas conformacionais da proteina FEZ1 podem ser observadas.

Ap6s a adi¢do de 3 e 6 M de uréia na solugdo, nés notamos com base nos dados de SAXS
que mudancas conformacionais ocorreram tanto na FEZ1(1-392) quanto na FEZ1(1-227), porém,
ndo da mesma maneira. As curvas de intensidade de espalhamento experimentais que mostram
essas mudangas estdo apresentadas na figura 3.3(A) e 3.3(C) para FEZ1(1-392) e FEZ1(1-227),
respectivamente. Além disso, as representacdes de Kratky mostram aumento da flexibilidade de
ambas moléculas, como visto nas figuras 3.3(B) e 3.3(D), respectivamente. Isso pode ser
correlacionado com a perda das poucas regides estruturadas da FEZ1 apds a adi¢do de uréia. Como
uréia ¢ um composto quimico que pode reduzir interagdes hidrofébicas internas de uma proteina,
nds acreditamos que as mudancgas em nossas amostras ocorreram principalmente na regido com
probabilidade de formacdo de coiled-coils, que seria a regido mais estruturada para a qual a técnica
de SAXS seria bastante sensivel. Entretanto, o que nos intrigou foi o fato que mudancas
conformacionais também foram observadas na FEZ1(1-227) (figura 3.3(D)), o que indica a
existéncia de pequenas regides com elementos de estrutura secunddria (possivelmente, pequenas
hélices) na regidao N-terminal da FEZI1. Provavelmente, aquelas regides em amarelo na figura 3.1
contém aminodcidos que devam estar formando pequenas regides com estrutura na por¢cdo N-
terminal da FEZ1. Outra coisa bastante interessante foi que mudangas nas conformagdes também
foram observadas em FEZ1(1-227) com a adicdo de 3 M de uréia na solug¢do, porém nao houve mais
mudancas com adicdo de 6 M de uréia, como mostrado nas figuras 3.3(B) e 3.3(D), onde as duas
curvas correspondentes se sobrepdem. Entretanto, com a FEZ1(1-392) aconteceu algo diferente.
Primeiramente, mudangas foram observadas com a adicdo de 3 M de uréia e mais mudancas

também foram observadas com 6 M de uréia na solu¢do. Como mostrado nas figuras 3.3(A) e
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3.3(B), vemos curvas diferentes para 3 M e 6 M de uréia, indicando uma conformacdo mais flexivel
e ainda menos compacta para FEZ1(1-392) com 6 M de uréia que sua conformacdo com 3 M de
uréia. Essa diferenca indica a presenga de uma regido estruturada na FEZ1(1-392) que ndo existe na
FEZ1(1-227). Logo, de maneira indireta, a existéncia de uma regido com alfa-hélices juntas, com
probabilidade de formacgdo de “coiled-coil”, na FEZ1(1-392) explica esses resultados. Porém, para
comprovar essa idéia, seria necessdrio obter a estrutura de alta resolucdo da FEZ1, o que atualmente

nao & possivel com as técnicas experimentais disponiveis.

Tabela 3.2 — Resultados das mudancas de raio de giro (R,) de FEZ1(1-392) e FEZ1(1-227) em
solucdo com uréia.

R, (A) (Debye) R, (A) (Guinier) R, (A) (Debye) R, (A) (Guinier)
Sem uréia 84,6 £ 0,5 802 62,9+0,5 62+2
3 M de uréia 85+1 8716 84+8 8315
6 M de uréia 1012 92 +22 84+9 83t16

Essas primeiras andlises indicaram mudancas nas conformagdes de nossas amostras. Agora
vamos analisar as mudancas nos parametros dimensionais delas com a adi¢cdo de uréia. Os
resultados estdo mostrados na tabela 3.2. Os raios de giro (R,) da FEZ1(1-392) obtidos pela
aproximacio de Debye foram 85 + 1 A e 101 +2 A para 3 e 6 M de uréia, respectivamente. Usando
a aproximacdo de Guinier, esses valores ficam menos precisos, resultando em 87 + 16 A para 3 M
de uréia e 92 +22 A para 6 M de uréia. A determinacdo de R, com a aproximacdo de Guinier
apresentou altos valores de erros estatisticos devido ao fato de que a regido de validade dessa
aproximagdo para conformacdes altamente flexiveis é muito estreita, havendo poucos pontos
experimentais. De qualquer forma, analisando os valores obtidos com aproximacdo de Debye, nds
notamos que o valor de R, quase ndo se altera com 3 M uréia em relac¢do a conformac@o nativa (~83
A ) e s6 observamos alteracdo com 6 M uréia, em que o valor de R, ficou maior (tabela 3.2).
Baseado nisso, nos poderiamos esperar que 3 M uréia ndo alteraria a conformacio de FEZ1(1-392),
porém nio foi isso que observamos através das representacdes de Kratky das figura 3.3(B) e 3.3(D).
Isso mostra que, mesmo com altera¢des no conjunto de conformacdes de FEZ1(1-392) em solugao,
o valor médio de R, deve permanece préximo daquele na condi¢do nativa. Portanto, as
representagdes de Kratky sdo essenciais para as andlises aqui apresentadas.

De maneira similar, os raios de giro (R,) de FEZ1(1-227) obtidos pelas aproximagdes de

Debye e Guinier sio, respectivamente, 84 + 8 A e 83 + 15 A para a solugdo com 3 M de uréia e
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valores idéntico para a solu¢do com 6 M de uréia. Essa semelhanca concorda com a semelhanga das
curvas de intensidade de espalhamento e vemos que o valor em torno de 84 A é maior que o valor
de aproximadamente 62 A da conformacdo nativa, indicando que tanto as conformacdes quanto o
valor médio de R, se alteraram.
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Figura 3.3 — Dados experimentais de SAXS mostrando as mudangas conformacionais em FEZ1(1-
392) e em FEZ1(1-227) com adicdo de uréia na solug¢do. (A) Curvas experimentais de intensidade
de espalhamento de FEZ1(1-392) em solucio com OM, 3M e 6M uréia. (B) Respectivas
representagdes de Kratky mostrado a perda de estrutura de FEZ1(1-392). (C) Curvas experimentais
de intensidade de espalhamento de FEZ1(1-227) em solucdo com 0, 3M e 6M uréia. (D) Respectivas

representagdes de Kratky mostrando a perda de pequenos elementos estruturados de FEZ1(1-227).

3.2.3.3. RESULTADOS DAS ANALISES DA REGIAO DE DIMERIZACAO
DE FEZ1: O FRAGMENTO FEZ1(92-194)

Os resultados das experiéncias de SAXS com o fragmento FEZ1(92-194) em solugdo
reduzida com 2 mM de TCEP e ndo reduzida sdo mostrados na figura 3.4. As curvas de intensidade
de espalhamento sdo apresentadas na figura 3.4(A). As respectivas fungdes de distribuicdo de pares
de distancia foram calculadas através do método de transformada de Fourier indireta das

intensidades (secdo 1.7 do capitulo 1) e sdo apresentadas na figura 3.4(B). Os parametros
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dimensionais obtidos estdo mostrados na tabela 3.3. Com base na estimativa de massa molecular a
partir dos dados de SAXS, confirmamos nossa hipétese de que com a adicdo de TCEP haveria
somente mondmeros em solucdo. Essa informagdo € importante, pois diz que a ponte dissulfeto tem
uma grande colaboragdo na dimerizag¢io da FEZ1. E claro que ndo podemos excluir outros fatores

que influenciam essa dimeriza¢do, como por exemplo, o equilibrio de cargas dessa regido no

tampao utilizado.

Tabela 3.3 — Pardmetros dimensionais do fragmento FEZ1 (92-194) obtidos por SAXS antes e apds
a redugdo da ponte dissulfeto com TCEP.

R, (A) R,(A) | R, (A) o M(kDa) | M(kDa) Estado
Amost gV g g Dpox (A . .
mostra (Guinier) | (Debye) | (p(r)) (A) (SAXS) (calc.) | oligomérico
FEZLO2-194) | 4444 | 45+1 | 451 | ~150 ~22 12,2 Dimero
FEZ1(92-194) || 34,4 | 37:1 |36%1 | ~120 ~11 122 | Monémero
reduzido com TCEP
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Figura 3.4 — Resultados de SAXS das experiéncias com o fragmento FEZ1(92-194) da regido N-
terminal da proteina FEZ1. (A) Curva de intensidade de espalhamento do dimero (vermelha) e do
mondmero (azul), apds a reducio de pontes de dissulfeto com a adicido de 2 mM de TCEP a solucio.

(B) Respectivas funcdes de distribui¢do de pares de distancia, p(r).

3.234. RESULTADOS DA MODELAGEM DA CONFORMACAO DA
PROTEINA FEZ1

As conformagdes de baixa-resolugdo de FEZ1(1-227) e FEZ1(1-392) foram obtidas dos
dados experimentais de SAXS usando os dois métodos descritos anteriormente. Os modelos de

baixa resolugcdo foram calculados sem a imposi¢do de simetrias para os dimeros. Como ja foi
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mencionado antes, na auséncia de uma solucdo unica para os cdlculos ab initio, vérios célculos
foram realizados para cada proteina, obtendo resultados com certas similaridades. Para o caso de
cada protefna, /0(dez) célculos dos modelos foram realizados sem a imposicdo de restriches de
simetria espacial (simetria P1) e, depois, mais [0(dez) cdlculos foram realizados impondo uma
simetria P2 (simetria de rotagdo de 180° em torno de um eixo de simetria da molécula), por causa da
conformacdo dimérica da proteina FEZ1. Os modelos obtidos sem a imposicdo de simetria (P1)
para 6xHis-FEZ1(1-227) e 6xHis-FEZ1(1-392) sdo mostrados na figura 3.5(A) e 3.5(B),
respectivamente. J4 alguns modelos calculados para as mesmas proteinas, mas impondo a simetria
P2 nos célculos estdo mostrados na figura 3.6(A) e 3.6(B). Os valores de NSD para os conjuntos de
modelos obtidos pelo método de atomos ficticios estiveram no intervalo de 0,87 a 1,00. A baixa
resolucdo dessas representagdes somente mostra que as conformagdes dessas construcdes da
proteina FEZ1 sdo estendidas. Inspe¢do das formas obtidas para 6xHis-FEZ1(1-227) e 6xHis-
FEZ1(1-392) revela uma série de conformagdes similares para ambas as constru¢des. A raziao entre

os valores de volume excluido (Vol,_,,,/Vol,_,,, ) dos modelos obtidos para FEZ1(1-392) e FEZ1(1-

227) € igual a 1,52. Esse valor estd bem proximo a razdo /,65 entre os nimeros de aminodcidos
(392/227) das duas constru¢des da proteina, indicando que os modelos obtidos sdo coerentes.

Ainda na figura 3.5, cinco modelos P1 representativos calculados com o método de residuos
ficticios sdo apresentados em linha para cada proteina, a direita do modelo médio dos modelos de
atomos ficticios. E na figura 3.6, trés modelos P2 representativos sdo mostrados. Comparando os
conjuntos de modelos, aqueles calculados com simetria P2 parecem fornecer uma melhor
visualizagcdo, de maneira mais intuitiva, da possivel organiza¢do do dimero. Deve ser mencionado
que, para esses modelos com residuos ficticios, os valores de NSD sdo altos: os valores vao de 2,62
a 2,82 para 6xHis-FEZ1(1-227) e de 3,22 a 3,36 para 6xHis-FEZ1(1-392). Esses altos valores de
NSD eram esperados, desde que eles refletem as diferencas conformacionais existentes nessas
proteinas parcialmente desenoveladas, portanto, os resultados sdo aceitdveis. Embora um modelo
médio ndo possa ser obtido, a abordagem de mais alta resolu¢do dos modelos com residuos ficticios
fornece uma melhor idéia do espaco conformacional ocupado pela proteina inteira, FEZ1(1-392) e

pela construcdo do seu N-terminal, FEZ1(1-227).
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Figura 3.5 - Modelos ab initio de baixa resolu¢do obtidos dos dados de SAXS da FEZ1 calculados
sem a imposicdo de simetria. (A) Vistas selecionadas dos modelos do dimero de FEZ1(1-227)
[amarelo]. (B) Vistas selecionadas dos modelos do dimero de FEZ1(1-392) [verde]. Os modelos sdo
mostrados utilizando o programa PyMOL [DeLano, 2002]. Os modelos da primeira coluna em cada
linha sdo os modelos médios dentre os modelos obtidos pelo método de atomos ficticios. Os
restantes sdo cinco modelos selecionados para cada proteina dentre os modelos obtidos com método

de residuos ficticios.

Figura 3.6 - Modelos de residuos ficticios de baixa resolu¢do obtidos dos dados de SAXS da
FEZ1(1-392) através de calculos ab initio e impondo simetria P2 nos cdlculos. (A) Vistas
selecionadas dos modelos do dimero de FEZ1(1-227) [amarelo]. (B) Vistas selecionadas dos
modelos do dimero de FEZ1(1-392) [verde]. Os modelos sdo mostrados utilizando o programa

PyMOL [DeLano, 2002].
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3.2.35. MODELAGEM DA TOPOLOGIA DE FEZ1 CONSIDERANDO A
REGIAO COM PROPENSAO A FORMACAO DE MOTIVOS “COILED-
COILS”

Na tentativa de obter informacdes sobre a posicdo e topologia da regido estruturada com
propensao a formagao de coiled-coils da proteina inteira FEZ1(1-392), nés usamos uma estrutura de
alta resolucdo, com varias alfa-hélices juntas e com propensdo a formacgao de coiled-coils (ver secao
3.2.2.6). Essa estrutura foi considerada como um corpo rigido durante o célculo, sendo somente
transladada e rotacionada. O restante da proteina foi construido com modelagem ab initio do tipo
residuos ficticios, permitindo flexibilidade dessas regides. Dessa maneira, nds tentamos modelar a
proteina realizando o célculo sem a imposi¢do de simetria espacial e com a imposicao de simetria
espacial simetria P2 (simetria de rotagdao de 180° em torno de um eixo de simetria da molécula), por
causa da conformacio dimérica da proteina FEZ1. Dez calculos foram realizados em cada conjunto.
Dois modelos resultados tipicos obtidos sem a imposi¢do de simetria espacial sdo mostrados na
figura 3.7(A) e dois modelos calculados com imposi¢do de simetria espacial P2 sdo apresentados na
figura 3.7(B). A figura 3.7(C) mostra o ajuste do espalhamento calculado de um modelo tipico aos
dados experimentais. No destaque dessa figura estdi uma representacdo tipo mesh de um dos
modelos, mostrando a posic¢do e orientacdo da regido estruturada.

Podemos agora, comparar o espaco ocupado por um modelo ab initio, por exemplo, um
modelo de residuos ficticios da FEZ1(1-392) com um modelo obtido com o método apresentado
nessa equacdo. Para isso, os modelos de menor NSD em cada caso tiveram seus eixos de inércia
alinhados e a discrepancia espacial normalizada (NSD) entre os dois somente foi minimizada. O
resultado estd apresentado na figura 3.8. O modelo de residuos ficticios, apresentado como
superficie semi-transparente, apresentou uma O&tima superposi¢cdo com um dos modelos
apresentados aqui, indicando consisténcias nos calculos. O procedimento de superposi¢do e

comparacao estéd descrito na se¢do 1.10 do capitulo 1.
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Figura 3.7 — Modelos da proteina FEZ1(1-392) levando em conta a topologia da regido estruturada
com propensdo a formacdo de motivos “coiled-coil” obtidos dos dados de SAXS através da
combinacdo de cdlculos ab initio e modelagem global de corpos rigidos. (A) Dois modelos
selecionados obtidos com cdlculos sem a imposicdo de simetria espacial. (B) Dois modelos
selecionados obtidos através de cédlculos com a imposicdo de simetria espacial P2 (simetria de
rotacdo de 180° em torno de um eixo de simetria da molécula). (C) Ajuste do espalhamento
calculado de um modelo tipico aos dados experimentais. Destaque: uma representagdo do tipo mesh

do modelo mostrando a regido estruturada.
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Figura 3.8 — (A) Superposicao do envelope molecular de baixa resoluc¢do calculado para FEZ1(1-
392) através da combinacdo de métodos ab initio e modelagem de corpos rigidos (esfera verdes)
sobre o modelo de residuos ficticios (esferas cinzas semi-transparente) obtido com cdculso ab initio
somente. Os cdlculos foram realizados assumindo uma simetria P2 para o dimero de FEZI e
encontrando a posi¢do 6tima dos motivos estruturados de coiled-coil (esferas verdes mais claras) na
regido onde foram preditos. (B) Ajuste dos modelos aos dados experimentais de SAXS (Modelo 1:
modelo de residuos ficticios; Modelo 2: envelope molecular levando em conta os motivos coiled-

coil).

3.2.3.6.  RESULTADOS OBTIDOS COM O METODO DE OTIMIZACAO DE
CONJUNTOS DE CONFORMACOES

Os resultados obtidos dos cdlculos com o método de otimizagdo de conjuntos de
conformacgdes sdo apresentados nas figuras 3.9 e 3.10 para FEZ1(1-392) e FEZI1(1-227),
respectivamente. N&s apresentamos os cdlculos com as amostras na condicao nativa e apds a adi¢@o

de 3 e 6 M de uréia. As curvas de intensidade (juntamente com os correspondentes ajustes do
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método) e as distribuicdes de R, e D, sdo apresentadas nas figuras 3.9(A), 3.9(B) e 3.9(C),
respectivamente, para a FEZ1(1-392), assim como nas figuras 3.10(A), 3.10(B) e 3.10(C) para a
FEZ1(1-227). Em cada uma das distribuicdes obtidas, hd a distribui¢do inicial (linha tracejada +
simbolo) calculada para o conjunto inicial de conformacdes e a distribui¢do final resultante da
aplicagdo do algoritmo genético (linha sélida + simbolo), como j4 discutido na secdo 1.9.6 do
capitulo 1. As distribuicdes finais descrevem as possiveis conformagdes para ambas FEZ1(1-392) e
FEZ1(1-227) cujo espalhamento médio ajusta a curva experimental de espalhamento em cada caso
(figura 3.9(A) e 3.10(A)). Como esperado, os valores médios de R, € D, dessas distribui¢des, para
ambas as amostras, concordam com aqueles obtidos das andlises tipicas de SAXS jid mostradas
anteriormente. As distribui¢cdes de R, e D, obtidas para a condi¢do nativa de nossas amostras
apresentaram um comportamento caracteristico para proteinas desenoveladas e flexiveis, porque
cada distribuicdo resultante nao estd muito deslocada da distribuicdo inicial aleatéria de
conformagdes. Além disso, o fato de haver somente um pico assegura que somente um tipo de
espécie de molécula estava presente em solucdo em cada caso, ndo obstante o fato de que haja
vérias conformagdes em solucdo conforme largura do pico.

Ap6s a adigdo de uréia, vimos que, para a condi¢cdo com 3 M de uréia (<R,> = 86 Ae
<D,i> = 268 fi), as distribui¢oes de R, e D, para FEZ1 (1-392) que os valores médios ndo
afastaram dos valores obtidos para a condi¢do nativa (<R,> = 87Ae <D, > = 270 fi), embora as
distribui¢des tenham se tornado levemente mais alargadas. No entanto, uma leve mudanca foi
observada com a adi¢do de 6 M de uréia. Nessa tltima, os valores médios de Rg e D,,,, se alteraram
de 87 A e 270 A, respectivamente, na condi¢io nativa para 97 A e 296 A em 6 M de uréia. A forma
das distribui¢cdes também mudou e, ainda, elas se deslocaram para valores maiores desses
pardmetros em relacdo as distribuicdes iniciais de conformacdes. Com respeito a FEZ1(1-227), os
valores médios de Rg e D,,,, mudaram de 62 A e 2004, respectivamente, na condi¢do nativa para 86
Ae235A em 3 Mde uréia, e para 78 Ae 261 A em 6 M de uréia. A distribui¢do final em 3M de
uréia apresentou dois picos como numa distribuicio bimodal, possivelmente indicando duas
populagdes conformacionais coexistindo em solugdo. Em 6 M de uréia, as distribui¢des de Rg e
D,... apresentaram somente um pico, porém mais largas e levemente deslocadas para valores

maiores desses parametros que da distribui¢do na condi¢@o nativa.
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Figura 3.9 — Resultados da aplicagdo do método de otimizacdo de conjuntos de conformagdes aos

dados de SAXS de FEZ1(1-392) em solucdes com 0, 3 e 6 M de uréia. (A) Curvas experimentais de

espalhamento (circulos aberto) com os ajustes correspondentes (linha sélida) obtidos espalhamento

médio calculado para as conformagdes do conjunto otimizado pelo método. (B) Distribui¢des de R,

das conformagdes: inicial (linha tracejada + simbolo) e final (linha sélida + simbolo). (C)

Distribui¢des de D,,;, das conformacdes: inicial (linha tracejada + simbolo) e final (linha sdlida +

simbolo). (D) Cinco modelos representativos do conjunto de conformagdes otimizado pelo método.
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Figura 3.10 — Resultados da aplicacdo do método de otimizacdo de conjuntos de conformagdes aos
dados de SAXS de FEZ1(1-227) em solugdes com 0, 3 e 6 M de uréia. (A) Curvas experimentais de
espalhamento (circulos aberto) com os ajustes correspondentes (linha sélida) obtidos do
espalhamento médio calculado para as conformacdes do conjunto otimizado pelo método. (B)
Distribuicdes de R, das conformacdes: inicial (linha tracejada + simbolo) e final (linha sélida +
simbolo). (C) Distribuicdes de D,,;, das conformagdes: inicial (linha tracejada + simbolo) e final

(linha sdélida + simbolo). (D) Cinco modelos representativos do conjunto de conformacdes

otimizado pelo método.

Os célculos com o método de otimizagdo de conjunto de conformacgdes também fornece
modelos de baixa resolugdo para algumas conformagdes da proteina em solu¢do. Com respeito a

esses modelos, mostrar todos seria de pouca valia j4 que sdo em torno de vinte. Sendo assim, nds
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decidimos apresentar ao menos cinco conformacdes representativas nas figuras 3.9(D) e 3.10(D)
para FEZ1(1-392) e FEZ1(1-227), respectivamente, na condicdo nativa. Essas conformagdes foram
selecionadas com base nos valores de R, das distribuicOes finais, selecionado dois das extremidades
(menor e maior valor de R,), uma em torno do valor médio e duas com valores intermedidrios de R,.
Os modelos das conformagdes com uréia também ndo sdo mostrados aqui, porque a visualizacdo

delas ndo acrescenta muito mais informagdo as nossas andlises.

3.2.4.DISCUSSOES SOBRE OS RESULTADOS OBTIDOS COM A PROTEINA
FEZ1

No trabalho feito aqui, nés pudemos verificar que FEZ1 realmente pertence a classe de
proteinas intrinsecamente desestruturas (ou algumas vezes chamada nativamente desenoveladas)
[Lanza et al., 2009; Silva, et al., 2010a]. Além disso, pudemos observar que essa proteina dimeriza
na regidao N-terminal, através estudos da proteina inteira e da sua por¢do N-terminal sozinha.
Também investigamos os detalhes da regido de dimerizac¢do estudando o fragmento FEZ1(92-194),
que contém os aminodcidos dessa regido. Os resultados de SAXS sugerem que a conformacio
dimérica da FEZI permite que as duas regides C-terminal do dimero estejam expostas param
interagir com outras proteinas. A vasta maioria das interacdes de FEZ1 com suas parceiras sdo
dependentes da regido C-terminal e a maioria dos sitios de fosforilagio™, induzida pela Proteina
quinase C (PKC), estdo localizadas nessa regido [Kuroda et al., 1999].

Neste trabalho, modelos tridimensionais de baixa resolucdo do dimero da proteina FEZ1
foram propostos através das medidas de SAXS e modelagem ab initio e de corpos rigidos. Os
modelos tanto da proteina inteira, quanto do N-terminal, sdo importante por fornecerem uma idéia
de onde possivelmente estd a regido C-terminal da molécula. Essa regido da FEZ1 é um importante
dominio de interacdo proteina-proteina onde todas as proteinas testadas até agora interagem
[Assmann et al., 2006]. Se for assumido que as duas regides C-terminais do dimero da FEZ1 inteira
apontam para fora, distante do centro de dimerizacdo (que envolve o N-terminal), isso sugere que as
proteinas que interagem poderiam se ligar ao C-terminal para funcdes de transporte e que a FEZ1
possa funcionar como uma proteina adaptadora dimérica e bivalente.

Sendo isso verdade, é possivel comecar a entender porque a FEZ1 interage com tantas

proteinas diferentes. A maioria das mais de 42 proteinas virais e celulares que interagem com a

e Fosforilagdo ¢ a adi¢do de um grupo fosfato (PQ;”) a molécula da proteina. Esse processo é um
importante nos mecanismos de regulacdo das proteinas.
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FEZ1 podem representar moléculas de cargo [Assmann et al., 2006]. A regido “coiled-coil” na
posicdo do C-terminal da FEZ1 pode servir como um dominio promiscuo de interacdo para um
grande ndmero de proteinas, pelo menos 27 das quais realmente mostram também alta
probabilidade de possuir regides com propensdo a formacdo de “coiled-coil” nas suas seqiiéncias,
incluindo aquelas regides que foram identificadas como possiveis candidatas para interagir com a
FEZ1[Assmann et al., 2006].

Além da estrutura dimérica obtida por SAXS, a proteina FEZ1 mostra uma conformagio
longa e estendida, o que estd de acordo com a previsdo tedrica, bem como com as andlises
espectroscOpicas e de protedlise limitada [Lanza et al., 2009]. De modo geral, esses dados sugerem
que a FEZ1 possa pertencer ao grupo de proteinas nativamente desenoveladas. A representacdo de
Kratky das curvas de SAXS ¢ tipica de proteinas com um elevado grau de flexibilidade e alto
contetido de conformacdes aleatdrias (tipicamente chamados: random coils). Cabe ressaltar que a
principal fun¢do do dominio N-terminal da FEZ1 pode ser o de fornecer uma plataforma para a
dimeriza¢do. Sabendo da dimerizacdo e com base no arranjo observado no modelo de SAXS,
principalmente os da figura 3.6, as duas partes C-terminais do dimero permanecem separados um do
outro e sdo livres para a interacdo com outras proteinas, que pode ou ndo representar proteinas de
cargo nos processos de transporte. Sua conformacdo dimérica em solugdo sugere que ela poderia
atuar como uma protefna adaptadora™ de transporte bivalente. As duas regides C-terminais do
dimero apontando para fora podem servir como dominios de interacdo para transporte e/ou fazer
contatos com microtibulos via outras proteinas ja identificadas [Lanza er al., 2009]. Além disso,
agora sabemos que uma ponte dissulfeto na por¢cdo N-terminal tem um papel importante na
dimerizagdo da FEZ1, logo, poderiamos especular dizendo que isso pode dar indicios para o
desenvolvimento de drogas que desfacam esse dimero em casos de doencas causadas por super
expressdo dessa protefna na célula.

Por fim, o fato da proteina FEZ1 sofrer mudancas conformacionais indica que ha pequenas
regides estruturadas que, apesar de possivelmente elas interagirem com baixa afinidade, sdo
responsdveis pelas interacdes especificas de FEZ1 com outros parceiros de interagdo. De maneira
resumida, podemos dizer que a estrutura da proteina FEZ1 € desestruturada, porém nao € aleatdria

como a de uma proteina completamente desenovelada (Random Coil).

*! Proteinas adaptadoras sdo proteinas que sdo acessorias para as protefnas principais no trajeto de
transformacao de sinais dentro da célula.
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3.3.PROTEINA REGULATORIA HUMANA KI-1/57 TEM
CARACTERISTICAS DE PROTEINA INTRINSECAMENTE
DESESTRUTURADA.

3.3.1. DESCRICAO DA PROTEINA KI-1/57

A proteina regulatéria humana Ki-1/57 (esse nome vem do gene Ki-1/57 que expressa essa
proteina) € uma proteina sobre o qual ainda se sabe pouco. Ela foi identificada pela primeira vez em
células de linfoma de HodgkinXiv [Hansen et al., 1989; Froese et al., 1987]. Dentro da célula, ela
estd localizada no citoplasma e no nicleo, onde € freqlientemente encontrada em associacdo com
diversas subestruturas nucleares [Rohde et al., 1992]. H4 alguns estudos que sugerem que a proteina
Ki-1/57 possa estar relacionada ao desenvolvimento de tumores [Bressan et al., 2008], porém,
alguns estudos ainda precisam ser realizados para provar isso. Embora o seu exato papel celular
ainda seja desconhecido, o perfil de interagdo proteina-proteina de Ki-1/57 indica que ela possa
estar envolvida na regulacdo da expressido de genes tanto no processo de transcri¢io quanto por sua
influéncia no metabolismo do RNA [Nery et al., 2006a; Nery et al., 2004]. Dessa forma, anélises
das propriedades estruturais de Ki-1/57 é um importante passo para esclarecer sua atividade
funcional. A predi¢do de baixa quantidade de estrutura secunddria regular sugere que Ki-1/57
pertencga a classe de proteinas intrinsecamente desestruturadas e experiéncias espectroscépicas e de
andlises bioquimicas refor¢cam essa idéia [Bressan et al., 2008]. Porém, uma anélise estrutural mais
detalhada ainda € necessaria, sendo a técnica de SAXS devidamente apropriada para isso.

Neste estudo, a técnica de SAXS foi utilizada para caracterizar as propriedades estruturais
de uma constru¢gdo do C-terminal da proteina humana Ki-1/57, que se estende na regido de
aminodcidos de 122-413 dessa proteina. Essa amostra é aqui identificada como Ki-1/57(122-413).
Juntamente com previsdes tedricas, todas as experiéncias que foram realizadas suportam a hipétese
de que a proteina Ki-1/57 pertence a classe das proteinas nativamente desenoveladas. Os resultados
de SAXS revelam uma conformagdo estendida e flexivel para Ki-1/57(122-413), sugerindo a
presenca de grandes regides desenoveladas. Uma forma alongada foi também observada nas
experiéncias de cromatografia por exclusio de tamanho e experi€éncias de velocidade de

sedimentagdo por ultracentrifugacdo analitica, ambas realizadas antes das experiéncias de SAXS

¥ A Doenca, ou Linfoma de Hodgkin, é uma forma de cincer que se origina nos linfonodos (ginglios) do
sistema linfatico, que é um conjunto composto por 6érgaos, tecidos que produzem células responsaveis pela
imunidade e vasos que conduzem estas células através do corpo.
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[Bressan et al., 2008]. Em resumo, todos os dados que obtivemos apontaram para o fato de que Ki-
1/57 possui caracteristicas de uma proteina intrinsecamente desestruturada (proteina nativamente
desenovelada), fornecendo novas direcdes para explicar e estudar a plasticidade de seu perfil de
interagdo com outras proteinas. Maiores detalhes das experiéncias bioquimicas e predi¢des tedricas
que corroboram com esse trabalho estdo descritas em Bressan et al. [Bressan et al., 2008]. Nas
secoes a seguir, serd dada especial atencdo as experiéncias de SAXS, que foram da minha

responsabilidade, e seus principais resultados.

3.3.2. MATERIAIS DE METODOS

3.3.2.1. PREPARACAO DAS AMOSTRAS

A preparacdo da proteina 6xHis-Ki-1/57(122-413) foi realizada como descrito em Nery et
al. [Nery et al., 2006] e em [Bressan et al., 2008]. Brevemente, essas produzidas em bactérias e
purificas em dois passos. Primeiro as amostras foram purificadas por cromatografia de afinidade
com niquel, seguindo os protocolos convencionais de purificacdo de proteinas com cauda de

histidina em colunas HiTrapTM chelating (GE Healthcare®, www.gelifescience.com). As fragdes

purificadas pela afinidade com Ni** foram acumuladas e dializadas no tampao: 50 mM de Tris-HCL
(pH 7,5), 100 mM de NaCl, 10% de glicerol, 5 mM de EDTA. Feito isso, as amostras foram
carregadas em uma coluna de troca idnica Q-Sepharose (GE Healthcare®). A proteina foi entdo
eluida por um gradiente de 0 a / M de NaCl [Bressan et al., 2008]. Essa troca idnica separa as
proteinas pelo ponto isoelétrico™ de cada uma. Todos os procedimentos foram realizados na
presenca de inibidores de protease (Calbiochem®) a 4°C para prevenir degradacio. Essa construgio
da proteina contém 29 aminoacidos adicionais no N-terminal de Ki-1/57(122-413) que incluem uma
cauda de 6xHis (histidina) e outros aminoacidos ligando essa cauda a proteina [Bressan et al.,

2008]. Por questdo praticas vamos abrevia-la por Ki-1/57(122-413).

“ O ponto isoelétrico (pI) é o valor pH da solugdio na qual ha equilibrio entre as cargas negativas e positivas
dos grupamentos i0nicos de uma proteina, isto &, apresenta carga elétrica liquida igual a zero.
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3.3.2.2. DESCRICAO DAS EXPERIENCIAS DE SAXS COM A PROTEINA
KI-1/57

As experiéncias de espalhamento de raios-X a baixo dngulo foram realizadas na linha de luz
DO02A-SAXS2 do Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS, Campinas-SP, Brasil). Antes da
andlise, as amostras de 6xHis-Ki-1/57 (122-413) em tampao 50 mM de Tris-HCI (pH 7,5), 400 mM
de NaCl, 15% de glicerol, foram centrifugadas a 356.000 g durante 30 minutos a 4°C para remover
eventuais particulas ou agregados. As medidas foram realizadas em um porta-amostra contendo
uma cela de / mm de espessura com duas janelas de mica [Cavalcanti et al., 2004] e a temperatura
foi controlada através da circulagdo da dgua para a amostra se manter em T = 20°C. As experiéncias
foram feitas utilizando um feixe monocromatico de raios-X (comprimento de onda de A= 1,488 fi) e
o espalhamento foi registrado usando um detector MARCCD bidimensional sensivel a posi¢do. A
distancia amostra-detector usada foi de 1.374,4 mm, correspondente ao vetor espalhamento gama de

0,01 <q < 0,25 A", onde q é o médulo do vetor ¢ definido por g = (47/A)sen@ (onde 26 ¢ o

angulo de espalhamento definido na secdo 1.2 do capitulo 1). As medidas foram feitas com duas
concentracdes diferentes das amostras: 1,53 mg/mL e 2,59 mg/mL. Foram feitas cinco coletas
sucessivas de 300 segundos para cada concentracdo. As curvas resultantes foram cuidadosamente
inspecionadas para detectar possiveis danos induzidos por radiacdo, mas esses efeitos ndo foram
observados. As curvas de espalhamento foram corrigidas pela resposta do detector e normalizadas
pela absorcdo da amostra e pela intensidade integrada do feixe incidente. O espalhamento do
tampao foi subtraido da curva de intensidade de cada amostra. Depois de normalizar pela
concentracao, os dados foram comparados para verificar a existéncia de efeitos de dependéncia com
a concentragdo. Este efeito ndo foi observado. Uma solugdo com 4,09 mg/mL de albumina bovina
(BSA, massa molecular de 66 kDa), no mesmo tampao das amostras, foi utilizada como padrao para
determinar a massa molecular de Ki-1/57(122-413) da maneira descrita na se¢ao 1.4.1.1 do capitulo

1 (equacgdo 1.33) dessa tese.

3.3.2.3. ANALISES DOS DADOS DE SAXS E MODELAGEM DA
CONFORMACAO DA PROTEINA KI-1/57(122-413)

Em vista do fato de a proteina Ki-1/57(122-413) apresentar estrutura desordenada, as
andlises dos dados de SAXS sdo bastante semelhantes aquelas feitas para a proteina FEZ1 (secdo

3.1 do capitulo 3) e seguindo o que foi apresentado no capitulo 1 dessa tese. Os modelos de baixa
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resolugcdo foram obtidos usando os métodos de dtomos ficticios (se¢do 1.9.3 do capitulo 1) e o
método de residuos ficticios (secdo 1.9.4 do capitulo 1). Dez célculos foram realizados com cada
método e os resultados foram analisados conforme descrito na se¢do 1.10 do capitulo 1, calculando
os valores de discrepancia espacial normalizada (NSD). Novamente, calculamos o modelo médio
dentro os modelos calculados com o método de atomos ficticios. Também, para os modelos de
residuos ficticios, essa média ndo pode ser obtida, apds os valores de NSD serem avaliados, cinco
modelos mais tipicos (com menores valores de NSD) foram considerados representativos do

conjunto das conformacgdes possiveis da molécula em solucao.

3.3.24. AS CONFORMACOES DE KI-1/57 EM SOLUCAO: METODO DE
OTIMIZACAO DE CONJUNTOS DE CONFORMACOES

Devido a natureza desestruturada de Ki-1/57(122-413), o conjunto de conformacdes
adotadas pela proteina em solucdo foi analisado usando o método de otimizacdo de conjuntos de
conformacdes foi aplicado aos dados de SAXS conforme esta descrito na secio 1.9.6 do capitulo 1
dessa tese. Neste método, € assumido que os dados experimentais de intensidade de espalhamento
possam ser representados por uma média do espalhamento de diferentes conformagdes da molécula.
Como resultado da aplica¢do desse método, é obtido um conjunto de possiveis conformagdes da Ki-

1/57(122-413) em solucdo e as distribui¢des de R, € D, dessas conformagdes.

3.3.3. RESULTADOS

3.3.3.1.  PRINCIPAIS RESULTADOS DE SAXS DA PROTEINA KI-1/57

A figura 3.11(A) apresenta as curvas experimentais de SAXS corrigidas e normalizadas
para Ki-1/57(122-413), juntamente com a curva calculada utilizando o método de transformada de
Fourier indireta (se¢do 1.7 do capitulo 1) que melhor se ajusta a curva experimental. A fun¢do p(r)
resultante deste cdlculo é mostrada no destaque da figura 3.11(A). O valor obtido para a dimensao
méaxima (D,,;) da proteina foi de /50 A. Os valores de Rg provenientes das aproximagdes de
Guinier e de Debye, e através da funcio p(r) foram, respectivamente, 47 + 2 fi, 48,1 +04 Ae 47,0
+ 0,6 A. Como se pode notar, todos esses valores estdo bastante proximos como esperado.
Utilizando os dados de espalhamento da amostra-padrao de BSA, a massa molecular para Ki-1/57
(122-413) foi estimada como sendo de ~ 40 kDa. Este valor estd de acordo com o calculado a partir

da seqiiéncia de aminoécidos da proteina com a ferramenta ProtParam [Gasteiger et al., 2005] que
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foi de 37 kDa, o que indica que a particula € monomérica em solucdo. Estes pardmetros globais
juntos sugerem uma forma alongada para Ki-1/57(122-413), que é também evidenciada pela
correspondente forma assimétrica da fungdo p(r) (destaque da fig. 3.11(A)). A representacdo de

Kratky (¢°I (¢) vs. ¢) ndo mostra um maximo como normalmente ocorre com moléculas compactas
e globulares. Em vez disso, aparece um plateau para q > O,O7A*l como mostrado na figura 3.9(B).
Esta auséncia de um maximo no grafico sugere que Ki-1/57(122-413) possui uma cadeia flexivel,
sem um nucleo compacto, indicando Ki-1/57(122-413) apresenta uma conformac¢io com grandes
regides desestruturadas em solu¢do. No destaque mostrado na figura 3.9(B), € possivel observar que
a curva de intensidade na regido 0,07 < g < 0,254 segue um comportamento proporcional a g,

como esperado para uma cadeia desenovelada tipica de acordo com o modelo Gaussiano (ver

capitulo 4.6 do capitulo 1).
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Figura 3.11 — Resultados experimentais de SAXS obtidos com a proteina Ki-1/57(122-413) em
solucdo. (A) Curva experimental de espalhamento (circulos aberto) e ajuste calculado com o
método de transformada de Fourier indireta da intensidade (linha sélida). No destaque esta a fungdo
de distribuicdo de pares de distancia p(r) resultado desse ajuste e que mostra uma forma alongada
para a proteina com dimensdo mdaxima de 150A. (B) Representacdo de Kratky da curva de
intensidade. No destaque estd a representacdo da curva de intensidade em escala log-log para

mostrar o comportamento com //g° para valores grandes de g.

3.3.3.2. MODELAGEM DA CONFORMACAO DA PROTEINA HUMANA
KI-1/57(122-413)

Ao utilizar duas abordagens ab initio de modelagem tridimensional (dtomos ficticios e

residuos ficticios) descritos anteriormente, envelopes moleculares foram obtidos para a proteina Ki-
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1/57(122-413) a partir dados de espalhamento a baixos &ngulos. Tendo em mente que o
procedimento de modelagem ndo produz uma soluc¢do tnica, dez célculos independentes foram
realizados para cada abordagem. Embora tenham sido observados modelos conformacionais com
pequenas diferencas em cada cdlculo, todos os modelos apresentaram uma forma alongada tipica e
recorrente. A Fig. 3.12 mostra o modelo médio obtido com o método de modelagem com 4tomos
ficticios para Ki-1/57(122-413). Cinco modelos representativos obtidos com o método de
modelagem com residuos ficticios sdo exibidos em linha a direita desse modelo de dtomos ficticios
médio. As discrepancias espaciais normalizadas (NSD) para o conjunto de modelos obtidos com o
método de dtomos ficticios atingiram valores que vao de 0,88 a 1,01 (considerados como aceitdveis
para esta modelagem, lembrando que valores de NSD até / indicam que modelos sdo bastantes

similares).

Figura 3.12 — Resultados da modelagem ab initio da proteina Ki-1/57(122-413) em solug¢do a partir
dos dados de SAXS. Na primeira posicdo estd o modelo médio de baixa resolugdo obtido com o
método de atomos ficticios [azul] seguido por cinco modelos representativos obtidos com o método
de residuos ficticios [verde]. Os modelos sdo mostrados usando o programa PyMOL [DeLano,

2002].

Além disso, uma vez que a proteina é desenovelada e altamente hidratada, o volume
excluido (ver secdo 1.4.5 do capitulo 1) calculado para este modelo é superestimado (1,38 x 10 Ad.
A baixa resolucdo dos modelos dessa representacdo sé permite dizer que a conformacido dessa
proteina é alongada em solu¢do, dando alguns poucos detalhes estruturais. Ao utilizar a abordagem
do método de modelagem com residuos ficticios, o conjunto de modelos obtidos teve valores de
NSD variando de 2,32 a 2,43 (considerado bastante elevado, mas aceitdveis devido a abordagem
tipo cadeia do método). Todavia, este tipo de reconstru¢do d4 uma imagem mais realista das

conformacgdes possiveis para esse tipo de proteina que € desestruturada em solu¢do. Uma
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conformacdo média ndo pode ser calculada para esses modelos de residuos ficticios devido ao seu
arranjo tipo cadeia, mas pode mapear o espaco conformacional ocupado pela proteina de forma
mais adequada. A resolucdo dos modelos ndo permite uma determinagdo univoca da posi¢do
espacial dos elementos da estrutura secunddria, mas retrata a forma global das conformagdes mais
freqlientes adotadas pelas moléculas em solugdo. Os modelos obtidos para Ki-1/57(122-413)
parecem explorar um grande espaco conformacional em solugdo. Estes resultados seguem a linha
das caracteristicas gerais obtidas para outras proteinas parcialmente desenoveladas [Silva et al.,
2010a; Lanza et al., 2009; Bressan ef al., 2008; Tidow et al., 2007; Bernadé et al., 2007; Moncoq et
al., 2004].

33.33. METODO DE OTIMIZACAO DE CONJUNTO DE
CONFORMACOES

Os resultados obtidos com o método de otimizagdo de conjuntos de conformacdes sdo
mostrados na Figura 3.13. As distribui¢des de raio de giro (R,) e de mdxima dimensao (D,,;) da das
diferentes conformacdes de Ki-1/57 em solucdo calculadas com o método estdo apresentadas na
Figura 3.13(A) e 3.13(B), respectivamente. Nessas figuras, estdo mostradas juntas, em cada caso, a
distribuicdo inicial das conformacdes criadas cobrindo o espago de conformagdes e a distribui¢do
final resultante apds a otimizagdo realizada para selecionar o melhor conjunto de conformacdes.
Essa distribuicao final de conformagdes para Ki-1/57(122-413) em solug@o representa o conjunto de
modelos cujo espalhamento médio melhor ajusta os dados experimentais de espalhamento como
mostra a figura 3.13(C). Os valores médios de R, e D,,; obtidos a partir dessas distribui¢des foram
48A e 1454, respectivamente. Como esperado, os valores médios desses parametros calculados aqui
estdo em Otima concordancia com aqueles obtidos das andlises prévias e tipicas das curvas de
SAXS (ver secdo 3.2.3.1). Essas duas distribui¢gdes mostraram um comportamento caracteristico
para proteinas desenoveladas e flexiveis, porque somente um maximo é observado ao redor do valor
médio em cada caso e as distribui¢Oes finais de R, e D, das diferentes conformagdes da proteinas
ndo estdo muito deslocadas das distribuicdes aleatdrias iniciais.

Com respeito as conformacdes resultados, mostrar todas que foram obtidas no conjunto
otimizado de conformagdes seria complicado, dado o grande nimero de conformacdes do conjunto.
Por isso, nds decidimos apresentar ao menos cinco delas na Figura 3.11(D). Essas conformacdes
mostradas foram selecionas com base na distribui¢do de R,, selecionando duas das extremidades
(mais baixo e mais alto valor de R,), uma do valor médio e mais duas com valores intermedidrios de

R,. Como observamos nessas conformagdes, aquela com R, mais proximo do valor médio de R,
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(mais préxima do miximo da distribui¢do) apresenta bastante semelhanca com os modelos obtidos

com o0 método de residuos ficticios, indicando que s@o modelos coerentes.
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Figura 3.13 — Resultados da aplicagdo do método de otimizacdo de conjunto de conformagdes aos
dados de SAXS da proteina Ki-1/57(122-413) em solugdo. (A) Distribuicdo de raios de giro R,
inicial (linha pontilhada) e final (linha sélida) do conjunto de conformacdes. (B) Distribui¢cdo de
dimensdes mdximas D, inicial (linha pontilhada) e final (linha sélida) do conjunto de
conformacdes. (C) Ajuste calculado para a curva de intensidade de espalhamento experimental.
Destaque: Representagdo de Kratky. (D) Cinco modelos para conformagdes representativas do

conjunto que apresentou melhor ajuste aos dados experimentais de espalhamento.
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3.3.4. DISCUSSAO SOBRE OS RESULTADOS OBTIDOS COM A
PROTEINA KI-1/57

Neste trabalho nds fornecemos novas informagdes referentes as propriedades
conformacionais da regido C-terminal de Ki-1/57 em solucdo. Os resultados das anélises dos dados
de SAXS obtidos para a constru¢do C-terminal de Ki-1/57, englobando os aminodcidos 122-413,
indicaram que Ki-1/57(122-413) ocupa um espaco conformacional estendido e possui uma alta
flexibilidade intramolecular em solugdo. A técnica de SAXS também forneceu pardmetros
dimensionais e de forma, além de um baixo grau de compacidade, que sdo tipicos de uma molécula
altamente flexivel e alongada. Logo, Ki-1/57(122-413) ndo adota uma estrutura globular em solucio
e possui caracteristicas de proteinas intrinsecamente desestruturadas. Os vdrios métodos de
modelagem tridimensional ab initio e o método de otimizagdo de conjunto de conformagdes
contribuem para o entendimento das possiveis conformacdes adotadas pela proteina em solucao.
Essas caracteristicas estruturais estdo em concordancia com os dados funcionais, disponiveis até o
momento, dessa proteina.

Em vista disso, os dados funcionais disponiveis até o momento para Ki-1/57 sugerem um
papel complexo para essa proteina na expressdo e regulacdo génica. Da mesma forma que as
proteinas que sdo conhecidamente centros de conexdo (hubs), Ki-1/57 tem a habilidade de se ligar a
vérios parceiros envolvidos na sinalizacdo celular, regulacdo transcricional e metabolismo do RNA
[Bressan et al., 2009; Bressan et al., 2008]. Recentemente, interacdes especificas de Ki-1/57 com
seqiiéncias de RNA ricos em uracila (U) foram descobertas [Bressan et al., 2009]. Portanto, essas
observagdes encaixam-se muito bem com as caracteristicas de proteinas intrinsecamente
desestruturadas e sugerem a necessidade de uma estrutura bastante flexivel para Ki-1/57 que
permita essa plasticidade funcional.

Longas regides desordenadas t€m sido encontradas em varias protefnas humanas associadas
a doengas. Isso inclui diabetes, doengas auto-imunes, doencas neurodegenerativas, doencas
cardiovasculares e cancer [Cheng et al., 2006; lakoucheva et al., 2002] e reflita a importincia
funcional da classe de proteinas nativamente desenoveladas. Recentemente, pesquisadores
demonstraram a associagdo funcional e intera¢do de Ki-1/57 com proteina de supressdo tumoral p53
[Nery et al., 2006b], sugerindo o envolvimento dessa interacao no controle do crescimento celular.
Isso aponta para a importancia de um melhor entendimento das caracteristicas estruturais de Ki-
1/57, assim como apresentamos aqui, e também os detalhes da sua interacdo e relacdo funcional

com essa proteina de supressdo tumoral.
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Juntando os resultados de SAXS, o perfil de interacdes proteina-proteina de Ki-1/57, as
predi¢cdes tedricas a partir da seqiiéncia de aminodcidos que predizem vdrias regides desordenadas
na proteina e os outros resultados bioquimicos e biofisicos publicados em Bressan et al. [Bressan et

al., 2008], tudo nos induz a concluir que ki-1/57 € uma proteina intrinsecamente desestruturada.
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Proteinas flexiveis com maultiplos

dominios

4.1. INTRODUCAO

A visdo cldssica do enovelamento de uma proteina considera que ela se enovela
rapidamente até chegar a somente um estado nativo cuja estrutura é Unica e rigida. Porém, com o
avango da biologia molecular, principalmente com o avanco das técnicas de gendmica e protedmica,
foram encontradas proteinas com pouca estrutura ou com dominios estruturados, porém com partes
flexiveis no estado nativo, o que fez com que essa antiga visdo de enovelamento de proteinas fosse
revista. J4 discutimos no capitulo anterior sobre as proteinas intrinsecamente desestruturadas. Agora
¢ a vez de falarmos de proteinas com multiplos dominios estruturados ligados por regides flexiveis
e desestruturadas, o que fornece uma certa flexibilidade a esse tipo de proteina (em grau menor que
no caso das proteinas nativamente desenoveladas). Essas proteinas sdo classificadas como proteinas
flexiveis com multiplos dominios.

A flexibilidade proporcionada por essas regides flexiveis, tipicamente desestruturadas, esta
relacionada com as fungdes dessas proteinas. Essa caracteristica é geralmente observada em

proteinas que interagem com DNA ou RNA [Petoukhov et al., 2006] e em algumas chaperonas, que

sdo protefnas que auxiliam o enovelamento de outras proteinas [Krukenberg et al., 2008]. Além
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disso, cada dominio desse tipo de proteina pode realizar sua funcdo independentemente ou com o
auxilio de um dominio vizinho, sendo que a flexibilidade da regido conectando esses dominios
vizinhos tem um papel importante nesse caso.

Do ponto de vista da determinacdo de estruturas de alta resolucdo, essas proteinas
constituem um verdadeiro desafio quando as técnicas de ressondncia magnética nuclear (RMN) ou
métodos cristalograficos sdo empregados. A existéncia de regides flexiveis nas moléculas ¢ um
grande obstdculo. Sendo assim, mais uma vez a técnica de Espalhamento de Raios-X a Baixos
Angulos (SAXS) tem um papel importante nesse estudo. A técnica de SAXS fornece dados de baixa
resolugcdo que, em muitos casos, permitem a investigacio de detalhes importantes no problema de
estrutura-funcdo das proteinas. SAXS ainda pode revelar de maneira eficiente a conformacio
espacial e a organizacdo dos dominios dessas proteinas em solucdo, incluindo suas partes
desestruturadas e/ou desconhecidas. Além disso, a caracteristica mais potencialmente ttil dessa
técnica € a possibilidade de realizar modelagem de baixa resolu¢do da proteina. Métodos de
calculos ab initio, que usam as rotinas bem conhecidas de modelagem com atomos ficticios ou
residuos ficticios (ver se¢des 9.3 e 9.4 do capitulo 1), permitem o cédlculo de modelos de baixa
resolugdo para o envelope molecular dessas protefnas em solu¢do. Ainda hd um método que permite
combinar esses cdlculos ab initio com modelagem de corpo rigido, no qual o modelo € restaurado
dos dados de SAXS usando estruturas de alta resolucdo dos dominios individuais (resolvidas por
outras técnicas) e simulando as regides conectoras flexiveis como uma cadeia de residuos ficticios
(secdo 9.5 do capitulo 1).

Algumas proteinas que se encaixam nessa classe sdo: duas proteinas da familia das HSP40
(chaperonas), chamadas Sis1 (devido ao gene S. cerevisiae Sisl que a expressa) e Ydj1 (devido do
gene Yeast DnaJ que a expressa) [Ramos et al., 2008; Sha et al., 2000; Fan et al., 2004], e a
protefna ribonucléica heterogénea tipo Q (hnRNP-Q, que é a abreviacdo para o termo em inglés
heterogeneous Ribonucleoprotein Q) [Quaresma et al., 2009]. E possivel encontrar varios trabalhos
sobre as HSPs (abreviag@o para o termo em inglés Heat Shock Proteins) na literatura [Ramos et al.,
2008; Sha et al., 2000; Fan et al., 2004], porém pouco se conhece sobre suas estruturas. As HSPs
sdo chaperonas que auxiliam outras proteinas no processo de enovelamento. Ja sobre a hnRNP-Q,
ainda nao ha trabalhos estruturais sobre ela; s6 funcionais [Quaresma et al., 2009; Passos et al.,
2006]. A caracteristica mais importante da hnRNP-Q € sua interagdo com RNA. Conseqiientemente
ela estd envolvida num amplo leque de fungdes do RNA. Sendo assim, para entender melhor as
funcdes tanto da hnRNP-Q quanto das chaperonas Sisl e Ydjl, é importante caracteriza-la

estruturalmente, e isso é possivel através da técnica de SAXS.
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Neste trabalho descrevemos nossos estudos estruturais de alguns mutantes por delecdo de
dominios da Hsp40 Sis1 e da Hsp40 Ydj1. A atividade funcional desses mutantes ainda estd sendo
estudada, mas hd indicios de que sdo funcionais [Silva, et al, 2010b]. Além disso, também
descrevemos nossos estudos estruturais com a proteina hnRNP-Q_ARGGbox (o sufixo indica a
delecdo de uma regido chamada RGG Box), contribuindo para o entendimento da sua interacdo com
o RNA. Essas caracterizagdes estruturais foram feitas utilizando a técnica de SAXS com o objetivo
de obter informag¢des conformacionais sobre essas proteinas em solucdo e de entender a organizacgio
dos muiltiplos dominios em sua estrutura, para isso, utilizando diferentes métodos de modelagem

para construir a melhor representacdo tridimensional de seus envelopes moleculares.

4.2.PROTEINAS DE CHOQUE TERMICO (HSP40) SIS1 E YDJ1:
CHAPERONAS MOLECULARES

4.2.1. DESCRICAO DAS PROTEINAS DE CHOQUE TERMICO DE
40KDA (HSP40)

As chaperonas sdo, em biologia, proteinas cuja funcio é auxiliar outras proteinas a alcangar
o enovelamento adequado. Muitas chaperonas sdo do tipo proteinas de choque térmico ou mais
conhecidas pelo termo em inglés Heat Shock Protein (HSP), isto é, proteinas que atuam em resposta
as temperaturas elevadas ou outros estresses celulares [Fink, 1999; Mayer & Bukau, 2005]. A razdo
para esse comportamento € que o enovelamento de proteinas é severamente afetado pelas altas
temperaturas da célula e, portanto, as chaperonas da familia das HSPs ajudam a reparar os possiveis
danos causados pelo mau-enovelamento (“misfolding’) das proteinas.

Ha varias familias de HSPs, cada uma atuando de maneira diferente no auxilio ao processo
de enovelamento. Uma dessas familias € a HSP40, constituida pelas proteinas de choque térmico
com massa molecular em torno de 40 kDa. Chaperonas da familia HSP40 desempenham
importantes papéis nas células trabalhando junto com as chaperonas moleculares da familia HSP70
(proteinas de choque térmico com massa molecular em torno de 70 kDa) para promover o
enovelamento, organizagdo, deslocamento e degradacdo de proteinas [Hartl & Hayer-Hartl, 2002;
Bukau, 1998; Hartl, 1996]. Devido ao alto peso molecular e flexibilidade intramolecular das
HSP40, a técnica de SAXS se torna uma valiosa ferramenta para o estudo das conformacdes e da
estrutura dessas protefnas. Inclusive, € uma técnica singular para estudar os complexos formados

entre as proprias HSPs ou delas com outras proteinas que necessitam de sua ajuda para atingir o
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enovelamento adequado. Muitos trabalhos estdo sendo feitos nos estudos das chaperonas e co-
chaperonas utilizando vdrias técnicas bioquimicas e biofisicas [Fan et al., 2004; Song & Masison,
2005; Carrigan et al., 2006] e alguns deles inclusive usando a técnica de SAXS [Silva, et al., 2010b;
Borges et al., 2005].

Os membros da familia HSP40 tipicamente contém um dominio J, que regula a ligagdo
dependente de ATP dos peptideos a HSP70 [Bukau, 1998; Wall et al., 1994]. O nome dominio J
vem do fato de que os 73 aminoacidos desse dominio conservam uma similaridade com a os 73
aminodcidos iniciais da proteina de E. coli Dnal. Esses dominios J sdo conectados a um fragmento
de ligacdo a peptideo na regido C-terminal via uma regido rica em glicina e fenilalanina (regido
G/F). Entretanto, hé dois subtipos principais de HSP40: o tipo I que contém um motivo estrutural de

XVi

ligacdo a zinco, ou dedo-de-zinco™ (do inglés Zinc-finger) entre o dominio J e o dominio de ligacdo
a peptideo, enquanto que o tipo II ndo apresenta essa regido [Banecki et al., 1996; Caplan &
Douglas, 1991]. As diferencgas estruturais entre as HSP40s tipo I e Tipo II podem ser consideradas
para explicar as diferencas nas suas atividades de chaperona molecular. Para entender essas
diferencas entre o tipo I e o tipo II, mais estudos estruturais precisam ser feitos com essas proteinas.
Alguns estudos estruturais ja realizados, junto com as andlises termodindmicas, mostraram que
ambas HSP40 tipo I e tipo II forma dimeros em solucdo [Langer et al., 1992]. A formagdo do
dimero faz um papel critico na atividade dessas proteinas, porque o rompimento dos motivos de
dimerizacdo das HSP40s de ambos os tipos I e II resulta em defeitos severos nas fungdes de
chaperona [Sha et al., 2000; Li et al., 2003].

Para melhor compreender o papel dos miltiplos dominios nés realizamos experiéncias de
SAXS com algumas construcdes das proteinas Sis1 (HSP40 do tipo II) e Ydj1 (HSP40 do tipo 1),
duas proteinas da familia das HSP40s. Sis/ € uma chaperona modelo dentre as HSP40s tipo II. Essa
proteina contém 352 residuos arranjados em um dominio-J, uma regido central desordenada
(dividida em duas regides: uma rica em glicina e fenilalanina (G/F) e outra rica em glicina e
metionina (G/M)) e dois subdominios na regido C-terminal, que sdo o dominio I da regido C-
terminal (CTDI) e o dominio II da regiao C-terminal (CTDII). J4 a Ydjl, essa € uma importante
HSP40 tipo I que contém 409 residuos arranjados em um dominio-J, uma regido central
desordenada (rica em glicina e fenilalanina (G/F)), um dominio dedo-de-zinco (zinc-finger) e um

subdominio (CTDII) na regiao C-terminal.

Xvi

Dedo-de-zinco ou Zinc fingers pequenos motivos estruturais de uma proteina que podem coordenar um ou
mais fons de zinco para ajudar no seu enovelamento da proteina.
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Figura 4.1 — Representacdo esquemadtica das seqiiéncias de aminodcidos e organizacdo dos
dominios das constru¢des das HSP40s e mutantes. (A) Organizagdo dos dominios da proteina Sisl e
suas mutantes: Sis1_Ajy4.174 € Sis1_Ajz15s7. (B) Organizagdo dos dominios da mutante Ydj1_A 6255
Na parte de cima das representacdes estdo mostradas as estruturas de alta resolug@o disponiveis para
os dominios. G/F: regido rica em glicina e fenilalanina; G/M: regido rica em glicina e metionina;
Zinc Finger: dominio dedo-de-zinco; CTDI: Dominio C-terminal I; CTDII: Dominio C-terminal II.

O sitio de dimerizacdo é representacdo por uma caixa cinza.

Para entender a relagdo entre suas estruturas e fungdes, foram cortados alguns dominios
dessas proteinas. Essas construgdes ddo origem ao que chamaremos aqui de mutantes por delecdo
de dominios. Com o intuito de entender o papel dos dominios de Sisl na sua estrutura e funcao,
duas construgdes forma produzidas. A primeira foi construida retirando a regido G/M da Sisl e
identificaremos esse mutante como Sisl_Ajy474. A segunda foi construida retirando tanto a regido
G/M quanto o subdominio CTDI, dando origem a Sisl_Aj;»5;. Essas construgdes estdo

apresentadas na figura 4.1(A). Novamente, para entender o papel de cada regido na funcdo e
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estrutura da protefna, nés também estudamos uma constru¢do que chamamos de Ydj1_Ajgs.s5, Na

qual o dominio dedo-de-zinco foi retirado da proteina Ydj1 como esquematizado na Figura 4.1(B).

4.2.2. MATERIAIS E METODOS

4.2.2.1. PREPARACAO DAS AMOSTRAS

As amostras de proteinas foram todas expressas em bactérias E. coli e purificadas como
descrito em Fan et al. [Fan et al., 2004] e em Silva et al.[Silva et al., 2010]. De maneira breve, a
purificacdes de Sisl, Sisl_Ajs 174, € Sisl_Ajy 257 foram realizadas por cromatografia de troca
cationica e Ydj1_Ajp.2s5 foi purificada por cromatografia de troca anidnica e por cromatografia de
exclusao de tamanhos [Silva ef al., 2010]. Todos esses processos foram realizados seguindo
protocolos padronizados de purificacdo. A estabilidade e pureza das amostras foram testadas e
verificadas por gel de eletroforese (gel SDS) [Silva et al., 2010]. As figuras 4.1(A) e 4.1(B)

mostram representagdes esquemdticas das amostras analisadas neste trabalho.
4.2.2.2. DESCRICAO DAS EXPERIENCIAS DE SAXS

Todas as amostras aqui analisadas (Sis1, Sisl1_A 4174, Sis1_Ajp1257 € Ydj1_Ajge255) foram
previamente submetidas a andlises de DLS e experiéncias de ultracentrifugacio analitica para testar
a monodispersidade das solucdes antes das experiéncias de SAXS [Silva et al., 2010]. Feito isso, as
amostras foram levadas para a linha de luz D02A-SAXS2 do Laboratério Nacional de Luz
Sincrotron (LNLS, Campinas, SP, Brasil), onde as experiéncias de SAXS foram feitas. O
espalhamento de raios-X foi registrado usando um detector bidimensional MARCCD sensivel a
posicdo. As medidas foram realizadas com um feixe de raios-X monocromético (comprimento de

ondade A =1 ,48&5) e um distancia amostra-detector de /1374,4 mm, resultando em um intervalo do
médulo de vetor de espalhamento de 0,014~ < q< 0,25A7", onde ¢ é o médulo do vetor ¢
definido por g =(47/A)send (onde 26 é o angulo de espalhamento como na se¢do 1.2 do

capitulo 1). As amostras foram inseridas em um porta-amostra de / mm de espessura com janelas de
mica [Cavalcanti et al., 2004] e temperatura constante (7=24°C) controlada através de circula¢ao de
dgua no porta-amostra com a ajuda de um banho térmico monitorado por um termopar. As curvas
de espalhamento foram coletadas em duas concentragdes para cada amostra: 7,1 mg/mL e 3,1

mg/mL para Sis1; 6,8 mg/mL e 4,2 mg/mL para Sis1_A4.174; 5,2 mg/mL e 3,9 mg/mL para Sis1_Aj,,.
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257, € 5,5 mg/mL e 2,75 mg/mL para Ydjl_Ajp0ss. Todas as amostras de proteinas estavam em
tampdo composto por 25 mM de Tris-HCI (pH 7,5) e 500 mM de NaCl. Foram feitas trés coletas
sucessivas de 300 s cada para cada amostra e uma mais, também de 300 s, para o tampdo. Todas as
curvas de espalhamento foram individualmente corrigidas pela resposta do detector e normalizadas
pela intensidade integrada do feixe incidente e pela absor¢do das amostras como descrito na se¢do
1.6 do capitulo 1. Feito isso, a curva de espalhamento do tampao foi entdo subtraida do
espalhamento da amostra correspondente. As curvas resultantes foram cuidadosamente
inspecionadas para verificar a formag¢do de bolhas na solugdo e a existéncia de possiveis danos
induzidos por radiacdo nas proteinas, mas tais efeitos nao foram observados. Apds normalizar as
curvas pelas respectivas concentracdes, as curvas de intensidade de espalhamento dessas amostras
foram analisadas para investigar se havia dependéncia com a concentragdo, porém esse efeito nao
foi observado. Por fim, uma solucdo de albumina bovina (BSA, massa molecular de 66 kDa) no
mesmo tampdo das amostras, em uma concentracdo de 5,6 mg/mL, foi preparada e usada como
amostra padrdo para estimar as massas moleculares da proteina e seus fragmentos da maneira
descrita na secdo 1.4.7 do capitulo 1 (equacdo 1.33) dessa tese. As andlises dos dados de SAXS
(transformada de Fourier, grau de compacidade e obtencdo de parimetros dimensionais) foram

feitas conforme descritas no capitulo 1.

4.2.2.3. MODELAGEM AB INITIO BASEADA NOS DADOS DE SAXS

Célculos ab initio baseados nos dados de SAXS foram realizados para obter modelos de
baixa resolucdo para as conformacdes das amostras: Sis1, Sis1_Ajng 174, SiS1_Ajr1057 € Ydj1_Ajge.0ss.
No6s utilizamos duas abordagens diferentes de modelagem: o método de atomos ficticios (se¢@o
1.9.3 do capitulo 1) e o0 método de residuos ficticios (se¢do 1.9.4 do capitulo 1). Os resultados de
dez célculos independentes com cada método e cada amostra foram analisados e comparados
usando a metodologia descrita na se¢do 1.10 do capitulo 1. Selecionamos o modelo mais tipico

(menor NSD) de cada conjunto e cada método para representar a proteina.

4224. MODELAGEM DA TOPOLOGIA DA ORGANIZACAO DE
DOMINIOS NA CONFORMACAO DAS PROTEINAS

A organizacdo dos miltiplos dominios na conformagdo de cada amostra aqui analisada for
examinada por modelagem de corpo rigido a partir dos dados de SAXS. Essa abordagem emprega o

protocolo de recozimento simulado (simulated annealing, se¢dao 1.9.2 do capitulo 1) para encontrar
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a posicdo e orientacdo Otimas de uma estrutura de alta resolucdo (dominios com estruturas
resolvidas) e a conformagdo mais provavel das regides desconhecidas de tal modo a ajustar a curva
de intensidade de espalhamento experimental da proteina usando uma cadeia de residuos ficticios
(ver secdo 1.9.5 do capitulo 1). Para construir o modelo da proteina Sis1 e suas mutantes Sis1_Ajy,.
174> Si81_A21.057, ns usamos a estrutura de alta resolucdo dos dominios de ligagcdo a peptideo (que
inclui o sitio de dimerizacdo e dominios CTDI e CTDII como mostrados na figura 4.1(A)) da regido
C-terminal de Sisl e a estrutura de seu dominio-J, identificadas no PDB sob os cédigos /C3G e
2037, respectivamente. J4 para compor o modelo de Ydjl_Ajgs2s5, N0s usamos a estrutura de alta
resolu¢do dos dominios CTDII, dedo-de-zinco e sitio de dimerizacdo, todos cristalizados juntos e
depositados no PDB sob o cédigo 1XAO. Para o modelo de Ydj1_Ajqs.255 ainda usamos a estrutura
do dominio-J da Sis1 (cédigo PDB 2037), porém cortamos os ultimos 13 residuos dessa estrutura,
pois apresentam pequenas diferengas nessa regido em relagdo a sequéncia de aminodcidos da Ydj1.
Novamente, varios calculos independentes foram realizados para cada amostra. Nos aplicamos uma
restri¢do de simetria tipo P2 (simetria em torno de um eixo de rotagdo de 180°) devido ao fato de
que sabiamos a priori que todas as amostras formavam dimeros em solucdo. Apds analisar e
comparar os resultados conforme a metodologia descrita na se¢do 1.10 do capitulo 1, selecionamos

o modelo mais tipico para cada proteina.

4.2.3. RESULTADOS

4.2.3.1. RESULTADOS DAS EXPERIENCIAS DE SAXS

As curvas experimentais de SAXS corrigidas e normalizadas para as proteinas Sisl,
Sis1_Ajpg 174, Sis1_Ajz1057 € Ydjl1_Ajgs0s5 estdo mostradas na figura 4.2(A), junto com o ajuste
(linha sélida) calculado pelo método da transformada de Fourier indireta (se¢do 1.7 do capitulo 1).
As correspondentes funcdes p(r) s@o mostradas na figura 4.2(B), todas indicando uma forma
alongada para todas as proteinas aqui analisadas em solug@o, além de indicar caracteristicas de
proteinas com midltiplos dominios, realcadas nas funcdes p(r) das proteinas Sisl_Ajp 74 €
Ydj1_Ajos255- Além disso, as representacdes de Kratky apresentadas na figura 4.2(C) mostraram
que essas proteinas sdo bastante flexiveis em solucdo (secdo 1.5 do capitulo 1), o que fornece um
indicio para a dificuldade de cristalizacdo dessas proteinas e mutantes. Na figura 4.2(D) nés
mostramos a linearidade da regido de validade da aproximacdo de Guinier juntamente com as retas

obtidas por regressdo linear. Dessa vez, mesmo as proteinas sendo bastante flexiveis, o fato de
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terem multiplos dominios estruturados faz com a regido de validade de aproximacao de Guinier ndo
seja tdo estreita quanto aquela para as protefnas intrinsecamente desestruturadas. Sendo assim, a
linearidade dessa regido para cada amostra confirma a monodispersidade das solucdes.

Os parametros dimensionais como a maxima dimensdo (D,,) da molécula, os valores de
raio de giro (R,) obtidos pela aproximacdo de Guinier (se¢do 1.4.2 do capitulo 1) e pela fungio p(r)
(equacdo 1.20 da secdo 1.4.3 do capitulo 1), assim como os valores de massa molecular estimados
para as proteinas em solucdo estdo apresentados na tabela 4.1. Como podemos notar, os valores de
R, obtidos pelas duas abordagens estdo em muito boa concordancia. Para conhecer o estado
oligomérico das amostras, nds comparamos os valores de massa molecular estimados dos dados de
SAXS com aqueles calculados (com a ferramenta ProtParam [Gasteiger ef al., 2005]) a partir das

seqiiéncias de aminodcidos das proteinas e os resultados também estdo na tabela 4.1.
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Figura 4.2 — Resultados de SAXS para as proteinas Sis1, Sisl_Ajs4.174, Sis1_Apios7 € Ydj1_Ajpsass.
(A) Curvas de intensidade de espalhamento de todas as proteinas. (B) Funcdes p(r)
correspondentes. (C) Respectivas representagdes de Kratky mostrando a alta flexibilidade das
proteinas. (D) Regido de validade da aproximacdo de Guinier das curvas de intensidade de

espalhamento e as respectivas retas obtidas por regressao linear.
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Tabela 4.1 — Pardmetros dimensionais obtidos dos dados de SAXS para as proteinas e mutantes de

HSP40: SiS], SiS]_A]24_]74, SiS]_A121_257, Ydj]_A106_255.

C R (A) Re (A) . M (kDa) M (kDa) Estado

Proteina Dmsx (A)
(mg/mL) | (Guinier) (p(r)) (SAXS) (calc.) oligom.
Sis1 7,1e3,1 42+1 43,3+0,5 160 ~71 37,59 Dimero
Sis1_Ai34.174 6,8e4,2 42+1 42,6 +0,3 140 ~69 33,06 Dimero
Sis1_A;31.257 52e3,9 35+1 35,2+0,3 125 ~42 23,40 Dimero
Ydjl_Ausss | 5,5€2,75 | 33#1 34,2+0,3 110 ~47 28,06 Dimero

4.232. RESULTADOS DA MODELAGEM AB INITIO DAS
CONFORMA COES DAS PROTEINAS

A Figura 5 apresenta os modelos de baixa resolucio calculados para a protefna Sisl e suas
mutantes Sisl_Ajps 174 € Sisl_Aj»1.057. Esses modelos foram obtidos dos dados de SAXS usando
somente calculos ab initio (métodos de atomos ficticios e métodos de residuos ficticios) e os
modelos obtidos combinando cédlculos ab initio e modelagem de corpos rigidos. Em cada coluna,
primeiro estd mostrado o modelo de dtomos ficticios, depois o de residuos ficticios e, na ultima
linha, o modelo de organizacdo de dominios com estruturas resolvidas de cada proteina. Os modelos
foram calculados impondo simetria espacial P2 (simetria de rotacdo de 180° em torno de um eixo de
simetria da molécula) devido as conformagdes diméricas das proteinas e também devido ao fato de
que as estruturas cristalograficas da regidao C-terminal de ambas as proteinas Sis e de Ydjl
cristalizam como dimeros e apresentando simetria P2 [Sha et al., 2000]. A forma dos modelos estd
de acordo com a forma predita pelas fungdes p(r) dessas proteinas. Eles possuem forma alongada e
com caracteristicas tipicas de proteinas com miultiplos dominios, sendo que nos modelos para
Sis1_Ajs174 € Ydjl_Ajps2s5 €ssa dltima caracteristica € realcada como ja indicavam as oscilagoes
em torno do méaximo das func¢des p(r) das respectivas proteinas. Nesta secdo, vamos primeiro
analisar os modelos ab initio, deixando o modelo de organizacdo dos dominios para a proxima

secao.
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Figura 4.3 — Resultados dos célculos ab initio dos modelos de atomos ficticios (primeira linha),
residuos ficticios (segunda linha) e combinando célculos ab initio com modelagem de corpos
rigidos (terceira linha) para Sisl e suas mutantes. (A) Modelos para Sisl. (B) Modelos para
Sis1_Ajz4.174- (C) Modelos para Sisl_Ajy;.257. Todos os modelos foram visualizados pelo programa

PyMOL [DeLano, 2002].

Comparando e analisando cada conjunto de modelos calculados para cada proteina
(tipicamente /0 para cada método), calculamos e avaliamos os valores de NSD. Para o conjunto de
modelos de atomos ficticios, os valores de NSD ficaram entre 7,00 e 1,22 para Sisl, entre 1,17 ¢
1,41 para Sis1_Ajp4174, € entre 0,75 e 1,01 para Sis1_A1,1s7. Todos esses valores sdo considerados
muito bons para essa abordagem, indicando que os resultados foram bastante similares em cada
conjunto. Com respeito aos modelos de residuos ficticios, os valores de NSD foram de 1,4/ a 1,97
para Sisl, de 1,84 a 2,68 para Sisl_Ajy4.174, € de 1,47 e 1,76 para Sisl_Ajy;,57, valores muito bons
também para essa abordagem. Os modelos apresentados na figura 4.3 sdo os mais tipicos de cada
conjunto de modelos, ou seja, com menor NSD.

Com relagdo a construgdo Ydjl_Ags.2s55, 0s modelos resultantes sdo apresentados na figura
4.4 seguindo a mesma ordem daqueles apresentados na figura 4.3 para Sisl e suas mutantes. Os
valores de NSD para o conjunto de modelos de dtomos ficticios dessa proteina variaram de 0,88 a
1,21, indicando similaridades nos resultados. E os valores de NSD para o conjunto de modelos de
residuos ficticios ficaram entre 1,38 e 1,56, o que também sdo muito bons para essa abordagem.
Novamente, os modelos apresentados sdo os mais tipicos de cada conjunto, ou seja, com menor

NSD.
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Figura 4.4 — Resultados dos célculos ab initio dos modelos de dtomos ficticios (primeira linha),
residuos ficticios (segunda linha) e combinando célculos ab initio com modelagem de corpos
rigidos (terceira linha) para Ydjl_Ag.255. Todos os modelos foram visualizados pelo programa

PyMOL [DeLano, 2002].

4.2.33. RESULTADOS DA MODELAGEM DE CORPOS RIGIDOS DO
POSICIONAMENTO DOS DOMINIOS NAS CONFORMACOES DAS
PROTEINAS

Com o intuito de obter informacdes sobre as posi¢des e orientacdes dos multiplos dominios
das proteinas em suas conformacdes, nés combinamos cdlculos ab initio e modelagem de corpos
rigidos a partir dos dados de SAXS, considerando as estruturas de alta resolucdo disponiveis dos
dominios como corpos rigidos que podem ser transladados e rotacionados. Os modelos resultantes
para Sisl e suas mutantes estdo apresentados na terceira linha de cada coluna da figura 4.3. Os
valores de NSD médio para cada conjunto foi de 2,24 para Sis1, 2,26 para Sisl_Aj4.174, € de 1,69
para Sis1_Aj»i,s7, sendo esses valores razoavelmente bons para essa abordagem. Para a mutante
Ydj1_Ajps.2ss, 0s modelos estdo apresentados na terceira linha da figura 4.4 e o valor médio de NSD
foi de 2,01, que também é razoavelmente bom para proteinas flexiveis como esta. O mais
interessante € que esses modelos tém formas muito semelhantes aqueles modelos obtidos somente
com cdlculos ab initio, mas agora o posicionamento dos midltiplos dominios foi refinado pela

modelagem de corpos rigidos. Em todos os casos, aplicamos simetria espacial do tipo P2 pelos
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motivos ja explicados na secdo 4.2.3.2 deste capitulo. Os sitios de dimerizacdo de ambas as
proteinas, Sisl e Ydjl, assim como de suas mutantes sdo conhecidos a priori, foram identificadas
nas estruturas cristalogrificas de seus dominios com estrutura resolvida e essa informacao foi usada
como informagdo adicional para os célculos, pois assim sabemos quais aminodcidos deverdo estar

em contato.

4.2.4. DISCUSSOES SOBRE OS RESULTADOS OBTIDOS COM AS
PROTEINAS

Os resultados das experiéncias de SAXS mostraram que a HSP40 tipo I Sisl e suas
mutantes sdo altamente flexiveis em solugdo, assim como também € a mutante Ydjl_Ajpe0s5 da
HSP40 tipo II. Apesar de observamos essa alta flexibilidade intramolecular nas construcdes aqui
analisadas, n6és ndo podemos descartar a possibilidade de que as alteragdes feitas na estrutura
primdria de cada proteina (como as dele¢des de dominios) tenham um efeito nos seus ambientes
entropicos e energéticos em solucdo, causando essa flexibilidade. Através dos resultados mostrados,
pudemos confirmar a dimerizacdo dessas proteinas (possivelmente na sua regido C-terminal) em
solugdo. A regido C-terminal na Sisl e suas mutantes t€m o mesmo sitio de dimerizag¢do, assim
como Ydjl_Ajpe255 também manteve o sitio de dimerizagdo da Ydjl inteira. Como observamos a
dimerizacdo em todas as amostras aqui analisada, podemos dizer que essa regido C-terminal € muito
importante para a funcdo da HSP40, j4 que sabemos que a dimerizacdo auxilia nas atividades
funcionais dessas proteinas.

Usando trés diferentes métodos de modelagem com base nos dados de SAXS, obtivemos
envelopes moleculares similares para cada proteina considerando os resultados de diferentes
métodos. A abordagem combinando cdlculos ab initio com modelagem de corpos rigidos mostrou
ser a mais apropriada para estudar essas proteinas flexiveis, pois elucidaram as possiveis posi¢des e
orienta¢des dos dominios com estrutura resolvida nas conformag¢des das proteinas. Isso é importante
para entender melhor a relagdo fungdo-estrutura das proteinas HSP40, principalmente dos mutantes,
cujas atividades funcionais estdo em estudo [Silva et al., 2010]. Interessantemente, mesmo retirando
alguns dominios conhecidamente flexiveis das proteinas Sisl e Ydjl, as construgdes mutantes
mantiveram a alta flexibilidade intramolecular. Além dessa importante caracteristica, os mutantes
mantiveram a arquitetura tipo grampo das proteinas inteiras e também mantiveram os dominios-J
apontados para fora em direcdes opostas. Essa arquitetura € bastante favordvel para as interacdes
das HSP40 com a HSP70. Dessa forma, os modelos de baixa resoluc¢do aqui construidos concordam

com o modelo funcional proposto por Qian et al. [Qian et al., 2002], chamado “Anchoring and
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docking model”, de como as HSP40s facilitam a entrega de polipeptidios desenovelados para a

HSP70.

4.3.A PROTEINA RIBONUCLEICA HETEROGENEA TIPO Q (HNRNP-
Q): UMA PROTEINA COM MULTIPLOS DOMINIOS

4.3.1. DESCRICAO DA PROTEINA HNRNP-Q

As proteinas ribonucléicas heterogéneas (hnRNP, abreviacio o termo em inglés
heterogeneous nuclear ribonucleoproteins) sdo proteinas que desempenham importantes papéis na
expressdo génica e metabolismo de mRNA [Choi ef al., 1986]. Essas proteinas estdo relacionadas
com uma ampla variedade de fungdes do RNA, incluindo: transcri¢do, processamento de pré-
mRNA, transporte de mRNA [Choi et al., 1986; Singh et al., 2005]. As hnRNPs formam grandes
complexos heterogénicos na célula e, embora elas tenham papéis no metabolismo do RNA, esses
papéis ndo estdo completamente caracterizados [Dreyfuss et al., 1993]. A familia das hnRNPs ainda
contém vdrias subfamilias e uma delas é a chamada hnRNP tipo Q (hnRNPQ), que possui trés
isoformas que vao de QI a Q3. Sua menor isoforma Q1 tem uma massa molecular de 62 kDa,
enquanto Q2 e Q3 tém 65 kDa e 70 kDa, respectivamente. Estruturalmente, todas as isoformas da
hnRNP-Q tém uma organizagdo modular com um dominio dcido (AcD) na por¢do N-terminal,
seguido por trés dominios de ligagdo a RNA (RRM) e uma regido rica em Arginina e Glicina
(RGGbox) na por¢do C-terminal.

Agora, no que diz respeito as estruturas das hnRNPs, essas sdo escassas na literatura. Com
referéncia a proteina hnRNP-Q, somente alguns dominios RRMs tiveram suas estruturas resolvidas
por RMN (cédigo PDB 2DGU) e a estrutura do dominio 4cido (AcD) foi calculada através de
modelagem tedrica por homologia e dindmica molecular [Quaresma et al., 2006]. Dessa forma, para
caracterizar a proteina hnRNP-Q por completo, sua estrutura precisa ser elucidada. Aqui,
experiéncias de SAXS foram realizadas para caracterizar estruturalmente a isoforma Q1 essa
proteina fusionada a uma cauda de GST, porém sem o dominio RGGbox por questdes de
estabilidade e monodispersidade da amostra. Ela sera identificada aqui como GST-hnRNP-Q(1-
443). Além disso, métodos de modelagem ab initio de baixa resolugdo com base nas informagdes de
SAXS foram usados para restaurar o envelope molecular de GST-hnRNP-Q(1-443). Também
utilizamos a combinacdo de cdlculos ab initio com modelagem de corpos rigidos para obter a
organizacdo espacial dos dominios na conformacdo de GST-hnRNP-Q(1-443). Maiores detalhes

dos nossos estudos com a hnRNP-Q estio descritos em Silva et al. [Silva et al., 2010c]
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4.3.2. MATERIAIS DE METODOS

432.1. PREPARACAO DAS AMOSTRAS

Todas as experiéncias foram realizadas com a proteina hnRNP-Q(1-443) com uma cauda de
GST fusionada na sua regido N-terminal. Essa constru¢io apresenta um dominio dcido (AcD) no N-
terminal, seguida por trés dominios de ligacdo a RNA (RRM), sem a regido RGGbox. A razio para
usar essa construcdo foi a dificuldade em obter a proteina inteira usando bactérias E. coli para
expressar a proteina. A figura 4.5 mostra uma representacdo esquemadtica do arranjo dos dominios
nessa construgdo. A proteina foi expressa e purificada como descrito em Quaresma ef al. [Quaresma
et al., 2009; Quaresma et al., 2006]. O tampdo em que a proteina GST-hnRNP-Q(1-443) foi
estudada continha /10 mM de Na,HPO, e 1,8 mM de KH,PO, (pH 7,4), 137 mM de NaCl, 2,7 mM
KCle 2 mM de DTT.

Dominio
e RRM1 RRM2 RRM3

GST-hnRNPQ(1-443) (G-

Figura 4.5 — Representacio esquematica da organizagdo dos dominios da proteina na construgdo

GST-hnRNP-Q(1-443). As regides separando os dominios sdo preditas como flexiveis.

43.2.2. DESCRICAO DAS EXPERIENCIAS DE SAXS COM GST-HNRNP-
Q(1-443)

Os dados de SAXS foram coletados na linha DO2A-SAXS2 do Laboratério Nacional de
Luz Sincrotron (LNLS, Campinas, SP, Brasil) usando um detector bidimensional MARCCD.
Curvas de espalhamento de GST-hnRNP-Q(1-443) foram medidas em duas concentragdes: 3,4
mg/mL e 1,7 mg/mL. Todos os dados foram coletados com a solu¢cdo em uma temperatura constante
de 20°C, via circulagdo de dgua e banho térmico, usando um porta-amostra com uma cela de 1 mm
de espessura e duas janelas de mica por onde passa o feixe de raios-X [Cavalcanti et al., 2004]. As
experiéncias foram realizadas com um feixe monocromético de comprimento de onda de 1,488 Ae

uma distancia amostra-detector de 1374,4 mm, resultando em um intervalo do modulo de vetor de
espalhamento de 0,011&71 <g< 0,251471, onde ¢ é o médulo do vetor ¢ definido por

q=(4r/A)send (onde 26 é o angulo de espalhamento como na se¢do 1.2 do capitulo 1). Foram
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feitas trés coletas sucessivas de 300 s cada amostra e mais uma, também de 300 s, para o tampao.
Todas as curvas de espalhamento foram individualmente corrigidas pela resposta do detector e
normalizadas pela intensidade integrada do feixe incidente e pela absor¢cdo das amostras como
descrito na se¢do 1.6 do capitulo 1. As curvas resultantes foram cuidadosamente inspecionadas para
verificar a formacdo de bolhas na solucdo e a existéncia de possiveis danos induzidos por radiacdo
nas protefnas, mas tais efeitos ndo foram observados. A massa molecular da proteina foi estimada
dos dados de SAXS conforme descrito na se¢do 1.4.7 do capitulo 1 e usando como padrdo uma
solucdo de albumina bovina (BSA) com uma concentragao de 7,0 mg/mL. Todos os dados foram

tratados e analisados seguindo os procedimentos padrdes conforme descritos no capitulo 1.

4.3.23. MODELAGEM AB INITIO BASEADA NOS DADOS DE SAXS DA
GST-HNRNP-Q(1-443)

Modelos de baixa resolugdo do envelope molecular de GST-hnRNP-Q(1-443) foram
obtidos a partir dos dados de SAXS usando os dois métodos ab initio descritos no capitulo 1: o
método de adtomos ficticios (se¢do 1.9.3 do capitulo 1) e o método de residuos ficticios (secdo 1.9.4
do capitulo 1). Os resultados de dez célculos independentes com cada método foram analisados e
comparado usando a metodologia descrita na se¢do 1.10 do capitulo 1. Selecionamos o modelo mais

tipico (menor NSD) de cada conjunto e cada método para representar a proteina.

4324. MODELAGEM DA TOPOLOGIA DO ARRANJO DE DOMINIOS
DA PROTEINA

Usamos o método que combina cédlculos ab initio € modelagem de corpos rigidos (se¢do
1.9.5 do capitulo 1) para encontrar um modelo para as possiveis posicdes e orientacdes dos
dominios de GST-hnRNP-Q(1-443) em solugdo. As estruturas de alta resolu¢do do dominio RRM3
(cédigo PDB 2DGU) e da molécula de GST (cédigo PDB /GTA) estdo disponiveis no banco de
dados Protein Data Bank, abreviado por PDB (www.rcsb.org). Ja a estrutura do dominio 4cido
(AcD) foi obtida por homologia e dindmica molecular por Quaresma et al. [Quaresma et al., 2006] e
nos foi gentilmente fornecida pelos autores. Infelizmente, o tnico dominio RRM da proteina
hnRNP-Q com estrutura de alta resolugao ja resolvida € o RRM3. Devido a isso, nds usamos o fato
de que os envelopes moleculares dos RRMs sdo tipicamente similares em outras familias de
hnRNPs e t&ém aproximadamente o mesmo tamanho. Para se ter uma idéia dessa similaridade, esses

dominios t¢m em média ~//kDa e tipicamente contém quatro elementos de folhas-beta e dois de
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alfa-hélices [Petoukhov et al., 2006]. Como ndo podemos lidar com a estrutura interna desses
dominios RRM por SAXS, nés modelamos a proteina usando trés estratégias como segue: (1)
Usamos somente as estruturas do GST e do RRM3 como corpos rigidos e simulamos as partes
restantes como cadeias de residuos ficticios; (2) A estrutura do RRM3 foi adaptada, com base na
seqiiéncia de aminodcidos desses dominios, primeiro para ter o tamanho tipico do dominio RRM1 e
depois para ter o tamanho tipico do dominio RRM2. Dessa forma, usamos quatro estruturas como
corpos-rigidos: GST, RRM1, RRM2 e RRM3; (3) Subseqiientemente, combinamos todas as
estruturas que temos, incluindo a estrutura calculada para o dominio dcido por dindmica molecular,
para construir o modelo, simulando as partes remanescentes por cadeias de residuos ficticios.
Cuidados especiais foram tomados para evitar problemas com essas estratégias. Somente 0s
modelos cujos envelopes moleculares foram similares aos modelos de dtomos ficticios e residuos
ficticios, obtidos anteriormente, foram considerados para nossos estudos. De certa forma, os
modelos ab initio funcionaram como controle para os modelos aqui obtidos. Sendo assim, os
resultados finais podem contribuir para a compreensao da relagdo estrutura-funcio dessa proteina e

fornecer uma idéia de como possivelmente ela deva se ligar ao RNA.

4.3.3. RESULTADOS

433.1. RESULTADOS DAS EXPERIENCIAS DE SAXS COM A PROTEINA
HNRNP-Q

A curva de intensidade de espalhamento de GST-hnRNP-Q(1-443) estd mostrada na figura
4.6(A) e representacdo de Kratky é mostrada no destaque dessa figura. A funcdo de distribui¢do de
pares de distancia, p(r), calculada com o método de transformada de Fourier indireta (secdo 1.7 do
capitulo 1) estd mostrada na figura 4.6(B). A funcdo p(r) indica que a proteina apresenta uma
conformacdo alongada com dimensdo maxima (D,,;) de 250 A. Os valores de raio de giro (R,) da
proteina obtido pela aproximacio de Guinier e pela fun¢io p(r) foram 65 + 1 A e 64 + 1 A,
respectivamente. Usando a solugdo de BSA como padrio, a massa molecular estimada dos dados de
SAXS para a GST-hnRNP-Q(1-443) foi de ~81 kDa. Esse valor estd em concordancia com o valor
calculado com a ferramenta ProtParam [Gasteiger et al., 2005] para a seqiiéncia de aminodcidos da

proteina. O valor calculado foi de 76 kDa, indicando que a proteina é um mondmero em solugdo.
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Figura 4.6 — Dados experimentais de SAXS para proteina GST-hnRNP-Q(1-443) em solugdo. (A)

Curva de intensidade experimental (circulos abertos) e o ajuste calculado com o método de
transformada de Fourier indireta (linha sélida). Destaque: Representacdo de Kratky (q21 (@)vs.q).

(B) Funcdo de distribuicdo de pares de distancias, p(r), indicando uma forma alongada para a

proteina com dimensao méaxima de 250A.

E interessante notar que a representacio de Kratky da GST-hnRNP-Q(1-443) no destaque
da figura 4.6(A) apresenta uma “forma de sino” com um médximo bem definido. Isso mostra que
essa protefna apresenta uma certa compacidade, mais do que esperada, embora ndo possamos
descartar a existéncia de flexibilidade na molécula. Muitas vezes quando a flexibilidade
conformacional da proteina ndo resulta em variages de larga escala na estrutura, o efeito dessa
flexibilidade pode ser bastante sutil e é facilmente mascarado por ruido nos dados de SAXS.
Quando isso ocorre, fontes adicionais de informacdo, tais como estruturas de alta resolucdo das
subunidades ou dominios e dados pertinentes a flexibilidade, sdo requeridos a fim de extrair e
entender as informagdes dos dados de SAXS sobre proteinas flexiveis em solucdo. A estimativa de
volume excluido da proteina usando a teoria de Porod também pode ser bastante titil (se¢do 1.4.5 do
capitulo 1) nesse caso, pois um volume de Porod maior que o esperado pode ser um sinal que
alguma flexibilidade existe entre os dominios rigidos. Além disso, existe uma relagdo empirica que
diz que, para proteinas globulares, o volume de Porod (isto é, volume hidratado) em escala de nm’ é
aproximadamente duas vezes maior que a massa molecular da proteina em escala de kDa
[Petoukhov et al., 2006; Heller, 2005]. Logo, se usarmos essa relagdo e obtivermos uma massa bem
maior, teremos mais um indicio de flexibilidade da proteina. Vale lembrar que, conforme discutido
na se¢do 1.4.5 do capitulo 1, o procedimento de cdlculo do volume de Porod é correto para
decaimento da curva de intensidade com ¢ ou bem préximo desse comportamento. No caso da

GST-hnRNP-Q(1-443), vemos da representacdo de Kratky que essa condi¢do € satisfeita. Feito isso,
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o volume de Porod estimado para GST-hnRNP-Q(1-443) foi de ~200nm’, que fornece uma
estimativa de massa de ~/00 kDa para uma proteina globular, ou seja, um pouco maior que os ~8/
kDa estimados anteriormente. Portanto, podemos inferir que a flexibilidade da GST-hnRNP-Q(1-
443) existe, mas ndo € tdo alta para aparecer na representacdo de Kratky ou talvez a molécula de
GST seja tdo maior que os outros dominios da proteina que contribuem bastante para a ndo

flexibilidade da proteina.

4.3.3.2. MODELAGEM AB INITIO DA GST-HNRNP-Q(1-443)

Usando os métodos de atomos ficticios e de residuos ficticios, nds restauramos o envelope
molecular global da GST-hnRNP-Q(1-443) a partir dos dados de SAXS. Lembrando que esse
processo nao produz uma solugdo unica, dez cdlculos independentes foram realizados para cada
método. Conformacdes similares foram observadas para cada grupo e até entre os grupos, onde
todos apresentaram a mesma forma alongada recorrente. Apds analisd-los conforme descrito na
secdo 1.10 do capitulo 1, o modelo médio (com volume corrigido) obtido do conjunto de /0
modelos obtidos com o método de dtomos ficticios estd mostrado na figura 4.7(A). Os valores de
NSD desse conjunto ficaram entre 0,64 e 0,70, comprovando a alta similaridade entre eles (valores
de NSD até [ indicam similaridade). Quando usamos o método de modelagem com residuos
ficticios, o conjunto de /0 modelos teve valores de NSD mais altos (diferencga tipica observada entre
os dois métodos de modelagem), que variaram de 7,92 até 2,13. Esses valores ainda sdo
considerados bons para essa abordagem, indicando pequenas diferencas entre modelos, mas ndo
alterando suas formas recorrentes. O modelo de residuos ficticios mais tipicos (com menor valor de
NSD) estd apresentado na figura 4.7(B). Os correspondentes ajustes dos modelos aos dados
experimentais estdo mostrados na figura 4.7(C). A resolucido desses modelos ndo permite uma
determinacdo univoca das posi¢des espaciais dos elementos de estrutura secundaria da proteina, mas
mesmo assim os modelos fornecem uma visdo tridimensional da forma global da conformacao

alongada da GST-hnRNP-Q(1-443) em solug@o.
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Figura 4.7 — Modelos ab initio para a conformacdo de GST-hnRNP-Q(1-443) em solugdo. (A)
Modelo médio (com volume excluido corrigido) obtido do conjunto de modelos de dtomos ficticios
calculados. (B) Modelo mais tipico do conjunto de modelos de residuos ficticios (com menor NSD).
(C) Curva de intensidade de espalhamento experimental (circulos abertos) e as curvas de
espalhamento calculadas dos modelos: de atomos ficticios (linha tracejada) e de residuos ficticios

(linha sdlida). Os modelos foram apresentados usando o visualizador molecular PyYMOL [DeLano,
2002].

43.33. MODELAGEM DA TOPOLOGIA DO ARRANJO DE DOMINIOS
DA PROTEINA GST-HNRNP-Q(1-443)

Para modelar o possivel arranjo de multiplos dominios da GST-hnRNP-Q(1-443) em

solugcdo, combinamos célculos ab initio ¢ modelagem de corpos rigidos. N6s adotamos as trés
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estratégias previamente descritas na secdo de materiais e métodos (secido 4.3.2.4 deste capitulo).
Todos os cdlculos foram realizados sem a imposicdo de simetria espacial. N6s entdo dividimos os
célculos em trés grupos, cada grupo seguindo uma estratégia. Comecando com a primeira estratégia,
ao usarmos somente as estruturas da molécula de GST e do dominio RRM3 como corpos rigidos e
simulamos o restante como residuos ficticios, o resultado estd apresentado na figura 4.8(A),
juntamente com ajuste do espalhamento calculado para o modelo a curva de intensidade

experimental.
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Figura 4.8 — Modelos de baixa resolucdo da organizagdo dos dominios na conformacio de GST-
hnRNP-Q(1-443) em solucdo. (A) Ajuste a curva experimental e modelo (no destaque) obtido
usando somente as estruturas do GST e do RRM como corpos rigidos e simulando as partes
restantes como residuos ficticios. (B) Ajuste a curva experimental e modelo (no destaque) obtido
usando somente as estruturas de RRM1, RRM2 e RRM3 (detalhes no texto) e a estrutura do GST.
(C) Ajuste a curva experimental e modelo (no destaque) calculado usando todas as estruturas dos
dominios (GST, RRM1, RRM2, RRM3 e AcD) e simulando as partes remanescentes como cadeias

de residuos ficticios.
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Continuando, na segunda estratégia utilizamos a estrutura do GST mais as estruturas dos
RRMs (conforme descrito na se¢do 4.3.2.4 deste capitulo) e o resultado estd mostrado na figura
4.8(B). Por fim, incluindo agora as cinco estruturas dos cinco dominios (GST, dominios RRMs ¢ a
estrutura calculada de AcD) de GST-hnRNP-Q(1-443) e simulando as partes remanescentes como
residuos ficticios, nds obtivemos o resultado apresentado na figura 4.8(C). Como podemos
observar, todos os modelos das diferentes estratégias apresentaram similaridade de forma, sempre
com um formato alongado. Além disso, vemos que o modelo obtido com a terceira estratégia é
bastante similar aos modelos obtidos por métodos ab initio, o que indica que todos sdo modelos

coerentes com a conformagao da GST-hnRNP-Q(1-443) em solugdo.

4.3.4. DISCUSSAO SOBRE OS RESULTADOS OBTIDOS COM A
PROTEINA HNRNP-Q

Neste trabalho, os resultados de SAXS de uma constru¢do da proteina hnRNP-Q fusionada
a um cauda de GST foi analisada. A regido RGGbox foi cortada devido a dificuldades em obter a
proteina inteira em bactérias E. coli. Esses resultados indicam que a GST-hnRNP-Q(1-443) possui
uma forma alongada e uma conformacio levemente compacta. Além disso, os resultados de SAXS
também confirmaram que essa proteina ¢ um mondmero em solu¢do. NOs ainda usamos trés
diferentes abordagens para modelar o envelope molecular de baixa resolu¢do da GST-hnRNP-Q(1-
443) a partir das curvas de SAXS dessa proteina. Os resultados de dois métodos de modelagem ab
initio (dtomos ficticios e residuos ficticios) forneceram modelos com um formato recorrente para
todos os modelos de cada método e similares quando comparados os modelos entre os métodos.
Também foi possivel obter uma modelo com o possivel arranjo espacial dos miltiplos dominios da
GST-hnRNP-1(1-443) em solucdo, obtido através de método que combina de calculos ab initio e de
modelagem de corpos rigidos. Esse tultimo método é baseado nos dados de SAXS, onde o
espalhamento calculado do modelo resultante ajustou bem os dados experimentais.

Baseado nesses resultados de SAXS, nés propomos que a estrutura a construcdo GST-
hnRNP-Q(1-443) é composta por cinco dominios globulares: a molécula de GST, o dominio 4cido
(AcD) e os trés dominios RRMS, conectados por regides flexiveis, em um arranjo linear. Uma
moderada flexibilidade da conformag@o dessa proteina foi observada dos dados de SAXS a partir da
estimada de volume hidratado da proteina. Além disso, na figura 4.9 nds apresentamos uma
representacdo pictdrica da estrutura proposta inspirada nos modelos de baixa resolucio da proteina
obtidos por SAXS. Obviamente, os detalhes dessa estrutura proposta nao podem ser levados em

conta porque isso ndo uma estrutura de alta resolu¢do. No entanto, esses modelos estdo em acordo
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com as caracteristicas estruturais desse tipo de proteina, onde os dominios de ligacdo a RNA estdo
bem préximos.

Tendo em mente a possivel ambigiiidade de interpretacdo dos dados de SAXS em termos de
modelos tridimensionais, andlises extensivas de validacdo dos repetidos cdlculos devem ser feitas
por comparagdo entre as diferentes abordagens. Essa ambigiiidade nas orientacdes dos dominios
entre diferentes solugdes do método que trata esses dominios como corpos rigidos pode em parte ser
atribuida a variacdo nas conformagdes da proteina. Entretanto, a ambigiiidade e variabilidade das
conformacdes das regides flexiveis que conectam os dominios sdo devidas até certo ponto a baixa
resolugdo dos dados de SAXS. Quando andlises de corpos rigidos foram usadas, o método permitiu
restaurar as posicodes relativas dos miltiplos dominios da GST-hnRNP-Q(1-443). Entretanto, por
serem dominios individuais globulares (que € o caso dos dominios RRMs, AcD e da molécula de
GST), SAXS ¢é menos sensivel as suas orientacdes. Informacdes adicionais, de medidas de

acoplamento dipolar e/ou medidas de relaxagcdo usando a técnica de RMN, sdo requeridas para

posteriores refinamentos do presente modelo.

Dominios AcD GST

Figura 4.9 — Representacdo pictérica da estrutura proposta para a GST-hnRNP-Q(1-443) inspirada
nos modelos de baixa resolu¢do obtidos por SAXS. Os detalhes ndo devem ser levados em conta
porque esta ndo € uma estrutura de alta resolu¢do experimental. As possiveis posi¢do e orientagdo

dos dominios sdo sugeridas.
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Consideracoes finais

O estudo de proteinas com regides desestruturadas continua ainda sendo um grande desafio
para as ciéncias envolvidas na biologia estrutural. A maior parte das técnicas disponiveis hoje é
baseada na hipdtese de uma macromolécula compacta e rigida. Outras s6 fornecem informacdes
hidrodindmicas. Nesse cendrio, a técnica de SAXS se apresenta como uma técnica que consegue
fornecer informacdes estruturais quando h4 flexibilidade intramolecular, além de também permitir a
constru¢do de modelos de baixa resolucdo para o envelope molecular dessas macromoléculas. Para
proteinas intrinsecamente desestruturadas, os modelos obtidos por SAXS sdo o mais préximo que se
pode chegar da visualizacao tridimensional de suas estruturas. Gragas a isso, importantes avangos
estdo sendo feito no entendimento das fungdes de proteinas intrinsecamente desestruturadas ou
flexiveis com multiplos dominios. Obviamente, para esses estudos, ndo podemos usar somente uma
técnica. A complementaridade de diversas técnicas e abordagens € necessdria para a devida
caracterizacao dessas macromoléculas em solugao.

Neste trabalho de tese de doutorado, nds apresentamos o atual cendrio dos estudos de
proteinas com regides desestruturadas utilizando a técnica de SAXS. As abordagens utilizadas e os
diversos métodos de modelagem com base nos dados de SAXS sdo os mais avangados que temos
disponiveis hoje para esse tipo de estudo. Ao estudar as proteinas intrinsecamente desestruturadas e
as proteinas flexiveis com multiplos dominios usando a técnica de SAXS, ndés mostramos como é
possivel obter informacdes dessas macromoléculas que se correlacionam com suas fungdes. Isso € a
razdo central dos estudos estruturais de proteinas. Isso demonstra claramente o potencial da técnica
de SAXS e o porqué ela é, até o momento, a técnica por exceléncia para os estudos estruturais de
macromoléculas desestruturas e flexiveis em solug@o.

Nos estudos com FEZ1 e Ki-1/57, nds apresentamos resultados que permitiram entender
também o perfil de interacdes dessas moléculas com outras proteinas, j4 que proteinas nunca
trabalham sozinhas nas células. Os resultados também indicaram caracteristicas estruturais de FEZ1
que a caracterizam com uma proteina transportadora e de Ki-1/57 que sugerem sua fungdo de
proteina adaptadora. J4 nas andlises dos dados de SAXS das mutantes por dele¢ao de dominios das
HSP40s Sis1 e Ydj1, ndés mostramos caracteristicas estruturais dessas macromoléculas que indicam
como essas proteinas conseguem carregar cadeias desenoveladas de proteinas recém-sintetizadas
para as proteinas HSP70, que por sua vez ird auxiliar o enovelamento dessas novas proteinas

juntamente com outras chaperonas (HSP60, HSP90 e outras mais). Por fim, os estudos estruturais
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da proteina hnRNP-Q utilizando a técnica de SAXS revelaram caracteristicas da organizacdo de
seus dominios que permitem compreender melhor sua interacdo com o RNA.

Analisando o conjunto atual de técnicas de caracterizag@o estrutural disponiveis, ainda ha
muito para se fazer, tanto do ponto de vista experimental quando do tedérico, para que um dia
possamos obter todas as respostas que esperamos com respeito a ligacdo dessas proteinas
desestruturas com doengas cronicas como o cincer. H4 novas teorias e idéias para o estudo de
macromoléculas desestruturadas, porém muitas delas ainda ndo funcionam muito bem ou sdo
refutadas rapidamente. Inclusive novas abordagens para as andlises de dados de SAXS estdo sendo
desenvolvidas, porém muitas delas estdo baseadas nos estudos em polimeros em solugdo. As
diferencas entre os varios niveis estruturais de uma proteina e de um polimero fazem com que essas
abordagens ndo se apliquem muito bem para os dados de proteinas.

Quando se trata do estudo da estrutura e funcdo de proteinas com regides desestruturadas e
flexiveis, as dificuldades ndo se encontram somente na fisica. As proteinas nativamente
desenoveladas, por exemplo, sdo dificeis de serem expressas, pois elas degradam facilmente ou
entdo expressam numa pequena quantidade, muitas vezes sendo necessario expressa-las fusionada a
outras moléculas como o GST e a cauda de Histidina. Além disso, essas proteinas t€ém uma alta
propensdo a se agregarem, dificultando a realizacdo de qualquer experiéncia de caracterizacdo
estrutural cuja premissa bdsica ¢ a monodispersidade da proteina. Isso exige uma padronizagdo de
tampdes para proteina e rotas alternativas de purificacdo. Sendo assim, hd a necessidade de criar
procedimentos alternativos para a expressdo e purificacdes de proteinas desse tipo, utilizando, por
exemplo, a maquinaria de organismos mais complexos que bactérias.

Do ponto de vista instrumental, as linhas de luz dedicadas as experiéncias de SAXS
recebem cada vez mais pesquisadores trazendo amostras de proteinas desestruturadas em solugdo.
Muitos tentaram sem sucesso por anos cristalizi-las sem saber de suas caracteristicas
desestruturadas. Em vista disso, as linhas de luz sdo melhoradas cada dia mais, com novos porta-
amostras, novos detectores, além de dispositivos de inser¢do de fontes sincrotron (Wigglers e
Onduladores) que fornecem um feixe de luz mais brilhante, tudo isso colaborando muito para os
estudos de proteinas em solucdo por SAXS. A constru¢do de uma nova linha de SAXS no
Laboratério Nacional de Luz Sincrotron permitiu um melhora significativa na qualidade de dados
de SAXS coletados para amostras em solugao.

As perspectivas para futuros trabalhos levam em conta os avangos na tecnologia de
producdo de radiacdo coerente, como os lasers de elétrons livres, que podem impulsionar os
avancos das técnicas de caracterizag@o estrutural de macromoléculas ou até o surgimento de novas

técnicas. Por enquanto ainda n3o hd lasers desse tipo produzindo radiagdo coerente com
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comprimento de onda de raios-X, mas investimentos pesados estdo sendo feitos para chegar a esse
ponto. S6 citando alguns projetos que jd estdo em andamento temos: o European X-ray Laser

Project XFEL na Alemanha (http://xfel.desy.de/), o SLAC Linac Coherent Light Source nos Estados

Unidos da América (http://Icls.slac.stanford.edu/) e X-ray FEL SCSS Project que estdo sendo

desenvolvidlo no RIKEN Spring-8 Center no Japao (http://www.riken.jp/engn/r-

world/research/lab/xfel/index.html). Isso ird permitir a realiza¢do das chamadas experiéncias com

molécula unica, onde uma unica molécula por vez é atingida por um pulso de radiacdo. As idéias
das experiéncias com a radiag@o de laser de elétrons livres sdo bastante promissoras para fornecer

informacdes de alta resolucdo sobre as estruturas de proteinas intrinsecamente desestruturadas.
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