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“O que sabemos é uma gota, o que nao
sabemos é um oceano”
(Sir Isaac Newton)






Resumo

Durante as tultimas décadas, o estudo de mudancas conformacionais de macromoléculas
bioldgicas tem se tornado um grande desafio para os cientistas, além de ser um tema de
interesse biotecnolégico e de engenharia de proteinas. O processo de enovelamento (deseno-
velamento) de proteinas tem sido intensivamente estudado, pois isso pode contribuir para
o conhecimento do processo de sintese de proteinas, além de ajudar a entender o desen-
volvimento de algumas doencas associadas ao mau enovelamento ou agregagao de certas
proteinas. Nesse contexto, o Espalhamento de Raios-X a Baixo Angulo (SAXS) aparece
como uma técnica valiosa para esse estudo, pois ela permite obter informacoes estruturais
da molécula em solugao. Além de permitir estudos dinamicos, as experiéncias de SAXS
possibilitam a observagao das moléculas em condicoes fisiologicas. Neste trabalho, a poten-
cialidade da técnica de SAXS foi evidenciada no estudo de mudangas conformacionais de

biomoléculas.

O processo de desnaturacao da proteina lisozima em solucao foi estudado através de
experiéncias em equilibrio. Mudancas conformacionais foram observadas durante o processo
de desnaturacao por agao de uréia na solucao e por altas temperaturas. Os resultados
mostraram que a lisozima é uma proteina com certa resisténcia para se desenovelar comple-
tamente, mesmo em condicoes extremas de concentragao de uréia e de altas temperaturas.
A molécula tende a nao perder totalmente sua compacidade. Além disso, foram observados
somente dois estados conformacionais (enovelado e desenovelado). Um estado intermediério
reportado na literatura, mas contestado por varios autores, nao foi observado. Isso mostra

a alta cooperatividade dessa proteina no processo de desnaturacao.

Outro processo estudado foi a oligomerizacao da proteina (3-Lactoglobulina sob acao de
irradiacao com radiacao gama. A proteina foi estudada na forma sélida, com diferentes ativi-
dades de agua, e em solugao, em diferentes concentracoes. As amostras foram irradiadas com
radiacao gama em diferentes doses e as mudancas foram registradas através de experiéncias
de SAXS. Os dados experimentais foram usados para o calculo de modelos dos oligbmeros

formados por acao da radiacao.
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xii Resumo

Concluindo, este estudo mostrou que a técnica de SAXS é uma ferramenta versatil e
muito 1til para o estudo de processos de mudangas nas estruturas terciaria e quaternaria de

proteinas em solucao.



Abstract

During the last decades, the study of conformational changes in biological macromolecu-
les has been a great challenge for the scientists, and continues to be an important subject of
biotechnological interest and protein engineering. The process of folding (unfolding) of pro-
tein molecules has been intensively studied, because this investigation can contribute to the
knowledge of the process of protein synthesis, thus helping to understand the development
of some illnesses associated with misfolding or aggregation processes of certain proteins. In
this context, the technique of Small Angle X-ray Scattering (SAXS) appears as a valuable
technique, because it provides structural information of the molecules in solution. This tech-
nique allows dynamical studies and makes possible the study of the protein in physiological
conditions. In this work the potentiality of the SAXS technique was evidenced in the study

of conformational changes of biological molecules.

The process of denaturation of the protein lysozyme in solution was studied using SAXS
measurements in equilibrium conditions. Conformational changes were observed during the
process of denaturation by the action of urea in the solution and for high temperatures.
The results showed that lysozyme is a protein with certain resistance to unfold completely.
Even in extreme conditions of high concentration of urea and high temperatures, this protein
does not totally lose its compactness. Moreover, only two conformational states (folded and
unfolded) were observed. An intermediate state was not observed. This study showed the

high cooperativity of the unfolding process of this protein during its denaturation process.

Another process studied was the oligomerization of the protein -Lactoglobulin under
the effect of gamma irradiation. The protein was studied in the solid form, in different water
activities, and in solution, in different concentrations. The samples were exposed to several
doses of y-radiation. The SAXS technique was used to obtain dimensional parameters of the

proteins and models were calculated from the experimental scattering data.

Finally, this study showed that the SAXS technique as a versatile and very useful tool

for the study of changes in the tertiary and quaternary structures of proteins in solution.
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Introducao

O estudo de aglomerados, mudangas conformacionais de larga escala ou enovelamento de
macromoléculas bioldgicas sao parte de um amplo campo de pesquisa em biofisica [Laughlin
et al., 2000]. O mecanismo de enovelamento de proteinas é um dos maiores problemas e
um dos maiores desafios na area da biologia estrutural. Numerosos estudos para entender o
enovelamento de proteinas tém sido realizados com sucesso usando métodos experimentais e
tedricos [Pain, 2000]. Especialmente o modelo do “funil de enovelamento” (“folding funnel”)
ou superficie de energia (“energy landscape”), que resultou de estudos tedricos, contribuiu
com importantes idéias fisicas sobre o processo cinético de enovelamento e estabilidade de
proteinas [Pain, 2000; Dill & Chan, 1997; Dinner et al., 2000; Svergun & Koch, 2003].
Para descrever o mecanismo pelo qual as proteinas realmente se enovelam em suas estru-
turas nativas, é importante observar a natureza detalhada dos processos de enovelamento e
desenovelamento sofridos por elas. Hoje em dia, a resolucao espacial e temporal dos expe-
rimentos tem sido melhorada continuamente. Uma dessas melhorias foi devida ao uso das
fontes de radiagao sincrotron que abriram um novo horizonte nao somente em cristalografia
de proteinas, mas também na anélise de estrutura de proteinas em solucao. As cinéticas de
transformacao da matéria durante processos biologicamente relevantes de auto-organizacao,
como enovelamento de proteinas, podem proveitosamente ser investigadas pela técnica de
Espalhamento a Baixo Angulo (SAS), tanto de raios-X (SAXS) quanto de néutrons (SANS)
[Svergun & Koch, 2003].

O entendimento do enovelamento de proteinas nao tem proporcionado somente um de-
safio intelectual nas areas que vao da bioquimica fisica & mecanica estatistica nas ultimas
décadas, mas obviamente proporciona um imenso potencial de aplicagoes. Em particular,
a solucao do problema de enovelamento de proteinas é visto como um importante passo na
engenharia de proteinas e no entendimento de algumas doengas associadas com o mau enove-
lamento de proteinas, como é o caso de algumas doengas neurodegenerativas, ou a formacao
de placas e fibras amil6ides [Rochet & Landsbury, 2000].

No nivel fundamental, o interesse consideravel que o enovelamento de proteinas esta

atraindo tem sido freqlientemente justificado pelo paradoxo de Levinthal [Levinthal, 1969],



2 Introducao

expressando que o estado enovelado de uma proteina nao pode ser alcancado de maneira
aleatoria nos tempos tipicos de enovelamento. Uma descricao dos caminhos seguidos por
uma proteina durante o processo de enovelamento foi recentemente apresentado por Doniach
[2001] usando experiéncias de SAXS. Nos trabalhos deste autor, o tratamento dos dados
experimentais foi realizado aplicando a andlise de “Singular Value Decomposition” (SVD)
[Golub & Reinsh, 1970; Press et al., 1992], a qual fornece caracteristicas dos diferentes
estados. Em geral, existe uma limitagao experimental para a deteccao dos estados de enove-
lamento. Dados de SAXS somente podem ser coletados em intervalos de tempo maiores que
0,1 ms. Vdrios sistemas para estudar a amostra com fluxo continuo (>0,1ms) [Pollack et al.,
2001; Akiyama et al., 2002], stopped-flow (>20ms) [Tsuruta et al., 1989] e de mistura manual
tém sido usados. Os aparelhos de mistura rapida usados para resolucoes temporais menores
de 20 ms sao aparelhos de fluxo continuo microfabricados [Tsuruta et al., 1989; Pollack et al.,
1999; Pollack et al., 2001; Akiyama et al., 2002], que sao transladados em relagao ao feixe de
raios-X fixo para coletar padroes de espalhamento em diferentes pontos ao longo da coorde-
nada de reagdo. A maioria das experiéncias lentas (>50ms) tem sido feita com detectores a
gas. Os detectores usados em experiéncias de cinética rdpida sao CCD [Pollack et al., 1999]
ou sistemas de CCD/intensificador de imagem [Amemiya et al., 1995]. No primeiro caso,
corregoes devem ser feitas pela resposta nao uniforme e distorcao da imagem, enquanto que,
no segundo caso, uma correcao adicional pela reducao de contraste é necessaria. A validade
das correcoes pode ser verificada pela comparacao destes dados com aqueles obtidos com um
detector a gas sensivel a posicao, corrigidas por suas inomogeneidades [Fujisawa et al., 1999;

Arai et al., 2002; Pontoni et al., 2002].

A atual visao do enovelamento in vitro é que as proteinas e acidos nucléicos enove-
lam seguindo um caminho contido numa superficie afunilada de energia (“funnelled land-
scape”) [Plotkin & Onuchic, 2002; Plotkin & Wolynes, 2003]. O enovelamento é visto como
comecando de estados desenovelados no topo de um funil de energia seguidos por um colapso
inicial até estados intermedidrios e uma busca restrita pelo estado nativo no fundo do funil.
O atual modelo para os intermediarios “molten globule” é aquele que, nao somente mantém
algumas caracteristicas estruturais da estrutura secundéria do estado nativo, mas também
preserva o padrao de enovelamento da conformagcao nativa, entretanto, faltaria o empacota-
mento das cadeias polipeptidicas e nao chegariam a possuir a compacidade da conformacao
do estado nativo [Ptitsyn, 1993].

O enovelamento de proteinas e RNA é claramente uma area onde algum trabalho sis-
tematico ainda é requerido antes de se tornar possivel, mesmo qualitativamente, relacionar
as observagoes experimentais a modelos tedricos. Deveria também ser mantido em mente

que o significado fisiolégico dos estudos in vitro, especialmente para proteinas, é limitado
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pelo fato de que o enovelamento in vivo e as condicoes de processamento diferem significa-
tivamente das condigoes in vitro devido, entre outros, ao fato que as cadeias polipeptidicas
se enovelam durante suas sinteses no ribossomo e/ou com a intervengao de outras proteinas
(as chaperonas) [Svergun & Koch, 2003].

As chaperonas sao, em biologia, proteinas cuja funcao é auxiliar outras proteinas a al-
cancar o enovelamento adequado. Muitas chaperonas sao do tipo ”"Heat Shock Protein”
(Hsp), isto é, proteinas que atuam em resposta as temperaturas elevadas ou outros estresses
celulares [Mayer & Bukau, 2005]. A razao para esse comportamento é que o enovelamento
de proteinas é severamente afetado pelo calor e, portanto, algumas chaperonas atuam para
reparar os possiveis danos causados pelo mau-enovelamento (”misfolding”). Outras chape-
ronas estao envolvidas no enovelamento tao logo as proteinas sao sintetizadas no ribossomo.
Apesar da maioria das proteinas recém sintetizadas poderem se enovelar na auséncia de cha-
peronas, uma minoria requer a presenga delas [Fenton & Horwich, 2003; Mayer & Bukay,
2005]. Devido ao alto peso molecular dessas chaperonas a técnica de SAXS se torna uma
valiosa ferramenta para o estudo das conformacoes e da estrutura dessas proteinas. Inclusive,
¢ uma técnica singular para estudar os complexos formados entre as proprias chaperonas e
delas com outras proteinas que necessitam de sua ajuda para atingir o enovelamento ade-
quado. Muitos trabalhos estao sendo feitos nos estudos das chaperonas e co-chaperonas
utilizando vérias técnicas biofisicas [Fan et al., 2003; Song & Masison, 2005; Carrigan et al.,
2006] e alguns j& usando a técnica de SAXS [Borges et al., 2005].

Durante as ultimas décadas, SAXS e SANS tém se tornado ferramentas crescentemente
importantes no estudo de macromoléculas biologicas. Esse processo tem sido acelerado pela
ampla acessibilidade aos instrumentos de pesquisa em instalagoes de larga escala, além dos
recentes e poderosos programas de computador para andlise de dados de SAXS disponiveis
para os pesquisadores da drea [Svergun & Koch, 2003]. Vérias fontes sincrotron de terceira
geracao, onde os padroes de espalhamento podem ser coletados em menos de um segundo, tem
se tornado disponiveis recentemente (ESRF, Grenoble; Spring-8; Himeji; APS, Argonne), e
vérias outras fontes sincrotron de baixa emitancia também estdo disponiveis (Petra, Ale-
manha; LNLS, Brasil; Diamond, Reino Unido). Todas essas fontes possuem linhas de luz
Sincrotron dedicadas a técnica de SAXS para o estudo de matéria condensada mole ou
biolégica. A maioria das instalacoes de larga escala mantém programa de suporte ao usuario
para ajudé-los a coletar e, algumas vezes, analisar seus dados, enquanto que muitos pro-
gramas de modelagem estao publicamente disponiveis na WEB [Svergun, http://www.embl-
hamburg.de/Externallnfo/Research/Sax/software.html]. Métodos para a andlise de estru-
turas em equilibrio, especialmente para solucoes monodispersas e misturas, estao agora bem

desenvolvidos. Entretanto, ha ainda muito mais para ser feito antes das rotinas de aplicagao



4 Introducao

incorporarem casos mais complicados envolvendo solugoes para os estudos resolvidos no

tempo e de particulas interagentes.

SAXS é freqiientemente empregada em combinacao com outros métodos bioquimicos e
estruturais para gerar modelos consistentes. Mesmo sem uma analise avancada, padroes de
SAXS podem ser usados para corrigir as amplitudes de Fourier em crio-ME (microscopia
eletronica) [Thuman-Commike, 1999; Gabashvili, 2000; Saad, 2001] e para restringir os
modelos de proteinas enoveladas construidas por algoritmos de predigao da estrutura [Zheng
& Doniach, 2002]. Envelopes ab initio tém sido empregados para sincronizar a fase de
reflexdes de baixa resolugdo na cristalografia de proteinas [Hao et al., 1999; Hao, 2001],
e modelos ” Dummy Residues” mais detalhados deveriam ser ainda mais tuteis para essa
finalidade [Aparicio et al., 2002; Liu et al., 2003].

Finalizando, o mais importante aspecto da técnica de SAS é que ela permite o estudo
de proteinas em seu estado nativo em solugoes quase fisiologicas e analisar mudancas estru-
turais em resposta a variacoes das condicoes externas. Desse modo, ela fornece informacoes
valiosas sobre a relacao entre essas mudancgas estruturais e o funcionamento desses sistemas.
Uma comparacao de SAXS/SANS com outros métodos principais empregados na andlise de
estruturas macromoleculares (tabela 1) indica que, apesar de sua baixa resolu¢ao, o método
é uma ferramenta geral para estudo de estruturas, processos cinéticos e interagoes de macro-

moléculas em solucao.
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Tabela 1: Vantagens e limitagoes dos principais métodos para anélise de estruturas
de macromoléculas biolégicas [Svergun & Koch, 2003].

Método Amostras Vantagens Limitacoes

Cristalografia| Cristais Muito alta resolucao (até | Cristais sdo necessarios.
1 A) revelando detalhes fi- | Porgdes flexiveis nio sio
nos da estrutura atomica | vistas e a estrutura pode ser
(por exemplo, dos centros | influenciada pelas forgas de
ativos). empacotamento do cristal.

Ressonancia | Solucoes Alta resolucao (2 a 3 A) em | Dificilmente aplicdvel para

Magnética diluidas (de | solugao. moléculas de peso molecular

Nuclear ~ 5 a 10 excedendo a ~ 50 kDa.

(RMN) mg/mL).

Crio-ME Solucoes Pequena quantidade de | Baixa resolucio (~ 10 A).
congeladas amostra. Visualizacao | Dificilmente aplicdvel para
muito direta da forma e simetria | molécula de peso molecular
diluidas (<1 | da particula. menor que ~200 kDa.
mg/mL).

Viscosidade | Solugoes Nao destrutiva.  Analise | Nao fornece parametros es-

[Karplus diluidas dinamica das mudancas | truturais diretamente.

&  Weaver, | e semi- | conformacionais.

1976] diluidas.

Espalhamentqg Solugoes Nao destrutiva. Pequena | Fornece parametros gerais

de luz | muito quantidade de mate- | somente.

dinamico diluidas (<1 | rial. Simplicidade de

e estatico, | mg/mL). experiéncias.

ultra  cen-

trifugacao.

SAXS/SANS | Solugoes Anélise de estrutura, | Baixa resolugdo (~ 10 a
diluidas  ou | cinética e interacoes entre | 20 A). Requer informagao
semi-diluidas | particulas em condigoes | adicional para resolver am-
(de ~ 1a100 | quase fisiolégicas. Estudo | bigiiidades na construcao
mg/mL). de misturas e sistemas em | dos modelos.

condicoes de nao-equilibrio.
Amplo intervalo de peso
molecular (poucos kDa a
centenas de MDa).
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1.1 Teoria de Espalhamento de Raios-X a Baixo Angulo

1.1.1 Espalhamento de raios-X por uma particula

Aqui é apresentado um resumo da teoria de SAXS (Small Angle X-ray Scattering) com
as principais equagoes, entretanto, maiores detalhes podem ser encontrados nas referéncias
Guinier & Fournet [1955], Glatter & Kratky [1982], Feigin & Svergun [1987] e Svergun &
Koch [2003]. O espalhamento de raios-X pela matéria é quase inteiramente determinado pela
interacao da radiacao incidente com os elétrons. Considerando o enorme ntimero de elétrons e
o fato de que um simples elétron nao pode ser exatamente localizado, é conveniente introduzir
o conceito de densidade de elétrons, p(7), definida como o nimero de elétrons por unidade
de volume na particula espalhadora. Dessa forma, considerando o espalhamento de uma
particula em uma posicao fixa no espaco, como na figura 1.1, temos o seguinte formalismo.

A amplitude de espalhamento dessa particula é uma funcao complexa definida pela equacao:

F(@) = // p(F)e=T7 dV (1.1)

onde aparece o vetor de espalhamento ¢. Esse vetor de espalhamento fornece a direcao do

feixe espalhado pela particula e é definido pela equagao:

q=—(5—5) (1.2)
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onde § e 5y sao os versores que definem a direcao do feixe espalhado e incidente, respectiva-

mente, como mostrado na figura 1.1.

Feixe espalhado

Centro
espalhador

Feixe Incidente

Figura 1.1: Espalhamento por uma particula fixa no espaco.

Segundo a defini¢ao feita na equagao (1.1), a amplitude de espalhamento em funcao do
vetor transferéncia de momento é a transformada de Fourier da distribuicao de densidade
eletronica. A intensidade de espalhamento é, entao, dada por 1(¢) = F(q)F*(¢). Utilizando

a equacao (1.1) da amplitude de espalhamento temos:

1o-r@r@ - [ /V V(e av (1.3)

onde o sinal * denota conjugagao complexa. Na equagao (1.3) aparece a fungao de autocor-
relacao definida por [Glatter & Kratky, 1982]:

= ][ (7= ) v (1.4

onde 7 é um vetor posicao que percorre o elemento de volume dV; dentro da particula.

Esse resultado nos fornece o espalhamento por uma particula fixa no espaco. Entre-
tanto, no estudo de particulas em solucao elas estao aleatoriamente orientadas. Dessa forma,
podemos reescrever a intensidade de espalhamento de uma particula aleatoriamente orien-

tada no espago calculando a média da intensidade na equacao (1.3) em um angulo sélido
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dQ = senf'df’ d¢’ no espago reciproco [Feigin & Svergun, 1987]:

I(q) ={1(q))a = 47 /000 T‘Q’}/(T)M dr (1.5)

qr

onde ~y(r) é a fungao de correlagdo média calculada em um angulo sélido dw = senfdfdy no

espaco real:

o0

1 5., \sin(qr)
= - = — I(q)——= dq. 1.6
(7)) = (7(2)) 2z ) 1 (q) el (1.6)
A fungao ~(r) é comumente chamada de fungao caracteristica da particula e representa
a probabilidade de encontrar um ponto dentro da particula em uma distancia » de um dado
outro ponto. Dessa forma, podemos definir uma nova funcao chamada funcao distribuicao

de pares de distancias, p(r), dentro da particula:

Y sin (qr)
2 2 2
r)=r = — T I dq. 1.7
p(r) =r9(0) = 5 o (q) ! (1.7)
Essa fungao p(r) representa um histograma de pares de distancias dentro de uma particula.
Se dividirmos a particula em um nimero muito grande de elementos idénticos e infinitesimais
de volume, a fungao p(r) é proporcional ao ntiimero de linhas com comprimento r e r+dr que

sao encontradas na combinacao de qualquer elemento de volume i e qualquer outro elemento

de volume j da particula, como estd exemplificada na figura (1.2) [Glatter & Kratky, 1982].

Podemos reescrever as equagoes (1.5) e (1.7) para I(q) e p(r), respectivamente, da

seguinte forma:

() = (I(Q)a = 4 / h p(r)Sin ar) 4, (1.8)

0 qr

pr) =@ = 5 [ ral(a)sinar) da (19

que nos revela uma importante relagao entre essas duas funcoes. Notamos que a funcao
p(r) é a transformada de Fourier inversa da funcao intensidade I(q) e, obviamente, I(q) é
a transformada de Fourier direta de p(r). A importancia dessa relacao é que tendo uma
das duas, a outra é obtida por uma transformada de Fourier (direta ou inversa). A fungao

p(r) estd no espago real e nos fornece uma nogao mais intuitiva da forma da particula que a
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Figura 1.2: Representagao da fungao p(r) de uma particula. A probabilidade de en-
contrar pares de distancias com r = 20 A entre elementos i e j (unidades
arbitrarias) dentro da molécula é mostrada

fungao 1(q), que estd no espaco reciproco. Entretanto, o que obtemos experimentalmente é

a fungao 1(q).

1.1.2 Espalhamento de raios-X por particulas em solucao

Agora é preciso impor condigbes que permitam usar as equagoes (1.8) e (1.9) para o
estudo de particulas em solugao por SAXS. Em primeiro lugar percebemos que em solugao
a particula possui uma orientacao aleatoria e em segundo lugar que, geralmente, nao temos
somente uma particula em solucao, mas sim N particulas aleatoriamente orientadas. Outro
aspecto importante é que as particulas estdo imersas em um liquido (um solvente) que
também possui sua densidade eletronica. Entao, para uma solucao de N particulas idénticas
nao interagentes por unidade de volume, a intensidade de espalhamento pode ser expressa

COImo:

2>Q v (1.10)

I(g) = V(| /v(p(F) gy

onde v é o volume da particula, p(7) é sua densidade eletronica e ps é a densidade eletronica

do solvente considerada constante. Portanto, o que realmente contribui para o espalhamento
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é o contraste de densidade eletronica p(7) — ps. A representagao ( )q significa uma média

sobre angulos no espago reciproco.

1.1.3 Sistemas monodispersos

Se o sistema de particulas em solugao for um sistema monodisperso, ou seja, todas as
particulas tém a mesma forma e tamanho, podemos escrever a intensidade espalhada por um

conjunto de particulas em solugao como [Feigin & Svergun, 1987; Glatter & Kratky, 1982]:

I(q) = NF*(q)S(q) (1.11)

onde F?%(q) = (F?(q))a ¢ o fator de forma da particula, obviamente relacionado com sua
forma, e S(q) = (S(q))a ¢ o fator de estrutura do sistema, relacionado com as interagoes

entre as particulas em solucao.

Se tratamos o caso de uma solucgao suficientemente diluida podemos fazer a aproximagao

S(q) =~ 1 e escrever a intensidade espalhada pelo sistema como:

I(q) = NF*(q), (1.12)

ou seja, a intensidade I(q) é proporcional ao fator de forma médio de cada particula F(q),

que por sua vez, ¢ a intensidade espalhada por uma particula, i1(q) = F?(q) .

1.1.4 Aproximacao de Guinier

Para pequenos valores de ¢, a equagao (1.8) pode ser expandida em poténcias de ¢, o

que d& origem & bem conhecida aproximacao de Guinier [Guinier & Fournet, 1955]:

I(q) = I(0) exp ( 1 fg> (1.13)

ou, na forma linearizada,

q2 R2

Inl(q) =InI(0)— 3 g (1.14)

onde o raio de giro R, de uma particula é dado por:
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R2 fV F) ps)dv
s L - 4V

(1.15)

e a intensidade em ¢ = 0 pode ser expressa como [Feigin & Svergun, 1987; Glatter & Kratky,
1982]:

2
cM [ m NA _
1(0) = N_A( o Psl/p> (1.16)

onde N4 é o nimero de Avogadro, ¢ é a concentragao das particulas (massa/volume) em
solucao, M ¢ a massa molar de cada particula, m, é¢ o nimero de elétrons da particula seca e
v, ¢ o volume especifico parcial da particula, isto ¢, o volume por unidade de massa ocupado

pela particula dentro do solvente.

A aproximagao de Guinier na equagao (1.13) é vélida somente quando a contribuigao do
préximo termo na expansao de poténcias de I(q) é desprezivel. O coeficiente do termo em ¢*
envolve momentos de mais alta ordem do contraste de densidade eletronica Ap = p(7) — p; .
Quando uma particula tem uma estrutura compacta, o dominio de valores de ¢ no qual essa
lei é vélida deve ser observado. Na prética, In(I(q)) é ajustado por uma reta como funcao
de ¢* para valores de ¢ tais que ¢R, < 1, rendendo valores de I(0) e R, de maneira direta
da equagao (1.14). Essa parte linear no inicio das curvas experimentais de espalhamento é
um indicativo de monodispersidade das particulas espalhadoras. Essa andlise é realizada em

todos os estudos para verificar a monodispersidade do sistema em estudo.

A fungao p(r) também permite obter o raio de giro e a intensidade na origem utilizando

as seguintes expressoes:

R fOD’”‘“ r?p(r) dr

1.17
T2y () dr Y

1(0) = /0 " p(r) dr (1.18)

onde D,,4, ¢ a maxima dimensao da particula obtida para o valor de r tal que p(r) = 0.

Esses célculos alternativos de R, e 1(0) s@o de interesse porque sao independentes de qualquer
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modelo. A comparacao dos valores resultantes das aproximacoes obtidas a partir da lei de

Guinier fornece uma validacao dos resultados.

Entretanto, se as particulas espalhadoras contém distancias internas grandes, o termo em
q* da expansao em série de poténcias de ¢ da equagao (1.8) se torna significativo para valores
pequenos de ¢, o que ¢ suficiente para tornar a aproximacao de Guinier uma aproximacao
sem uso pratico. Tem sido mostrado [Calmettes et al., 1994] nesse caso, que a fungao de

espalhamento é bem descrita no dominio ¢R, < 3 pela equagao de Debye [Debye, 1947]:

I{q) _ 2 2
m—ﬁ(x—l—e ) (1.19)

onde x = qu?]. Essa relacao é a expressao analitica correta para uma cadeia Gaussiana
infinitamente fina, sem comprimento de persisténcia (isto ¢é, sem rigidez devido as interagoes
de curto alcance entre os monomeros). Entretanto, essa relagdo permanece vélida em uma
regiao restrita de valores de ¢ no caso de uma cadeia de volume excluido ou com comprimento

de persisténcia.

1.1.5 Aproximagao de Porod

No6s agora consideramos o comportamento de I(g) quando ¢ tende a infinito. Integrando

duas vezes por partes a equacao (1.8) e lembrando que y(r) = 0se 7 > D4, temos:
Iq) = =—7'(0)+ =+ +0() (1.20)

onde 7/(0) é a derivada de y(r) parar = 0 e O; e O sdo termos trigonométricos oscilantes da
forma sin(qD,,ax) [Svergun & Koch, 2003]. Todos os termos proporcionais a ¢~3 e ¢~*, exceto
o primeiro, sao oscilatérios de tal forma que o termo principal responsavel pelo decaimento

de intensidade em altos valores de ¢ é dado por:

I(q) = ——47’(()). (1.21)

Além disso, para particulas homogéneas, 7/(0) ¢ igual a —[(Ap)? S/4] onde S é a su-
perficie da particula [Feigin & Svergun, 1987]. Sendo assim, substituindo /(0) na equacao

(1.21), temos:
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I(g) ~ —Qq—Z(Ap)QS. (1.22)

Essa relacao é conhecida como Lei de Porod e foi obtida independentemente por Debye
& Bueche [1949] e por Porod [1951]. Outra func¢do importante denominada invariante de
Porod [Svergun & Koch, 2003] é definida como:

Q- / " PI(g) dg = 27 / (Ap(F)? dV (1.23)

onde as integrais do espaco real e reciproco sao iguais devido ao Teorema de Parseval aplicado

a equacao (1.10). Para particulas homogéneas:
Q = 27*(Ap)*V (1.24)

e levando em conta que 1(0) = (Ap)?V?2, o volume excluido da particula (Volume de Porod)
é:

V = 2#2@. (1.25)

Q

Conseqlientemente, o comportamento assintotico da curva de intensidade normalizada

também permite estimar a superficie especifica da particula como:

% = ( - g) Jim (¢*1(q)- (1.26)

Note que, gragas ao invariante de Porod, ambos os parametros podem ser obtidos dos

dados em escala relativa.

1.1.6 Formas especiais de particulas (cilindricas e lamelares)

Formas cilindricas

Espalhamento de particulas com dimensoes L consideravelmente maiores ao longo de
uma diregao particular, digamos o eixo z, tém caracteristicas especificas [Feigin & Svergun,
1987]. Nés podemos considerar que a distribuicao de densidade eletrénica em uma segao
transversal perpendicular ao eixo z nao depende de z, isto é, p(z,y,z) = p(z,y)f(z, L).

Dessa forma podemos separar a intensidade de espalhamento em dois fatores tal que:
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I(q) = LEIC(Q) (1.27)

onde I.(q) corresponde ao espalhamento da segao transversal cilindrica da particula. Sendo
assim, para particulas alongadas, o raio de giro da secao transversal R. pode ser obtido

usando a lei de Guinier graficando In[gI(q)] vs. ¢* onde, para pequenos valores de q, temos:

qI(q) 2 1(0) exp (— q?g). (1.28)

Formas lamelares

Da mesma forma, a intensidade de espalhamento de particulas com forma lamelar pode
ser separada em duas componentes devidas as segoes transversais, que sao muito maiores

que a terceira [Feigin & Svergun, 1987] e se nés escrevemos a densidade na forma

p(x,y,2) = p(x)f(y, Ly,)f(2, L) , entdo nés teremos:

I(g) = ngl 1(q) (1.29)

onde S; corresponde a area da secao transversal da lamela. Assim como feito antes para
particulas alongadas, o raio de giro da secao transversal R; de particulas achatadas pode
ser obtido usando a representacao gréafica In[¢?I(q)] vs. ¢* onde, para pequenos valores de g,

temos:

¢*1(q) = I,(0) exp ( — ¢*Ry). (1.30)

1.1.7 Estimativa do Peso Molecular da particula

Outro importante parametro para o estudo de particulas em solucao que pode ser obtido
dos dados de SAXS é o peso molecular da particula. Ele é obtido utilizando o valor da
intensidade de espalhamento para ¢ = 0. Entretanto, I(0) é um valor que nao pode ser
medido experimentalmente de uma maneira direta, tal que uma extrapolacao dos dados

experimentais para o valor nulo de ¢ deve ser feita.

O comprimento de espalhamento b de um atomo é uma funcao estocdstica que, para

espalhamento de raios-X, depende linearmente do ntimero total de elétrons, isto é, do niimero
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atomico. O comprimento de espalhamento de um elétron é dado pelo raio classico do elétron

To-

2

= 0.28179 x 107" cm. (1.31)

Tro =
MeC?

onde e = % [Glatter, 1990] (q é a carga eletronica).

O valor da intensidade na origem, I(0), é determinado pelo comprimento de espalha-
mento total da particula, isto é, pela soma dos comprimentos de espalhamento de todos os
atomos dentro da particula. Portanto, conhecendo a composi¢ao quimica de uma molécula,

o célculo de (0) permite determinar a massa molecular M [Orthaber et al., 2000].

Para conhecer a relagao entre 1(0) e a massa molecular da particula é preciso introduzir
a segao de choque de espalhamento de um espalhador que é definida por [Orthaber et al.,
2000]:

Energia espalhada

o (1.32)

Energia incidente por unidade de drea’
E conveniente também definir uma se¢ao de choque macroscépica de espalhamento X,

que é obtida multiplicando o pela densidade de particulas n = N/V:

dx do
— =n—. 1.33
a0~ d (1.33)
onde dX/dS) é dada em unidades de cm™!, que resulta das dimensdes de o (cm?), sendo o
quadrado do comprimento de espalhamento (cm), e de n (em™3). Quando estudamos o espa-
lhamento de solugoes de macromoléculas ou outros agregados coloidais podemos introduzir

a densidade de comprimento de espalhamento p (cm™2):

p= (%) >b, (1.34)

onde V; é o volume da particula b; é o comprimento de espalhamento do atomo j. Nas
equagoes (1.1) e (1.4), p estd expressa em unidades de nimero de elétrons por unidade de
volume, ja aqui a fungao p é expressa, por conveniéncia, em unidades de comprimento de
espalhamento por unidade de volume da particula, porém essas fungoes sao conceitualmente

as mesmas. A secao de choque total de um conjunto de particulas é dada por:
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P o (36) Pl) (1:35)

onde P(q) é o fator de forma normalizado. Introduzindo a massa de uma particula M;, nds
podemos expressar a densidade de particulas n em fungao de ¢/Mj, onde ¢ é a concentragao
do soluto em massa por unidade de volume. Definindo o volume especifico parcial 7 (em3g~1)

como v = Vj /M , nés obtemos:

dX(q)

—0 = np*v* M, P(q). (1.36)

Conseqiientemente, o contraste de densidade de comprimento de espalhamento da molécula

com o solvente resulta em:

= () (Zb) = (575) (Zb) ~ oo (1.37)

Considerando o contraste de espalhamento por massa, Apy = DAp (em/g), nés final-

mente chegamos a:

dX(q) M
0 cApy M P(q) = CAP?WN—AP(Q) (1.38)

Apyy = (Mi) (Z bj) - (1.39)

onde M é a massa molar e Ny é o numero de Avogadro. Portanto, uma vez que os dados de
espalhamento estao na chamada escala absoluta e considerando que o fator de forma P(q)
esteja normalizado, isto é, P(0) = 1, é bastante facil obter a massa de uma particula M; ou

o peso molecular M a partir da expressao:

M=

M( Na

— ) — M,N,. (1.40)

cApiy
Como foi mencionada, a medida dos dados em escala absoluta é a principal tarefa para
a determinagao do valor de M [Orthaber et al., 2000]. Todavia, a medida da intensidade

absoluta, que é a razao da intensidade de espalhamento da molécula pela intensidade es-

palhada por um elétron, nao é tarefa facil. Portanto, existem dois métodos diferentes para
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obter a escala absoluta. O primeiro deles é um método direto, consistindo de um mecanismo
de atenuagao do feixe primario por discos rotatérios [Kratky & Wawra, 1963] ou uma fenda
movel [Stabinger & Kratky, 1978]. Entretanto, essa atenua¢do mecanica nao é muito ttil

com detectores sensiveis a posigao [Russell, 1983].

A segunda maneira é o método indireto, usando padroes secundarios calibrados como
Lupolen, carvao vitreo, 4gua e outros. A agua é especialmente 1til como padrao de calibracao
porque seu espalhamento é independente do angulo de espalhamento, dependendo somente
da temperatura. Ainda podemos utilizar uma proteina estéavel e ja bem caracterizada, cujo
peso molecular é conhecido, como padrao secundario para a determinacao direta do valor
de M, sem precisar calibrar a intensidade para uma escala absoluta antes. Detalhes serao

discutidos a seguir.

1.1.8 Utilizando agua como padrao

A essencial vantagem da agua é que seu espalhamento, além de independer do angulo,
depende somente da propriedade fisica de compressibilidade isotérmica. Isso pode ser muito
util na calibracao da escala de intensidade. Entretanto, o espalhamento da agua é muito
fraco e, portanto, uma consideragao cuidadosa da absorcao e do espalhamento do branco da

camera é necessaria [Orthaber et al., 2000].

A dependéncia da secao de choque da agua com a compressibilidade isotérmica aparece

para maiores valores de angulos de espalhamento como:

dx 9
S T 1.41
a0 p kT xr ( )

onde p ¢é a densidade de comprimento de espalhamento e xr é a compressibilidade isotérmica.
A intensidade de espalhamento constante da dgua é 1,632 x 10~ 2em ™! em 20°C' (293 K), com
yr = 4,58 x 1071°Pa~!. E importante notar que a compressibilidade da dgua é uma fungao
da temperatura T [Bosio et al., 1989; Fritz et al., 2000]. Tabelas com os valores para a com-
pressibilidade da dgua e 1(0)4guq, podem ser encontradas em http://PhysChem.kfunigraz.ac.at.
Com esses valores é possivel obter o espalhamento da amostra em relacao ao espalhamento
da agua e transformar a escala dos dados de espalhamento da amostra para a escala abso-

luta. Sendo assim, para obter d¥/d2 da amostra em escala absoluta fazemos [Orthaber et
al., 2000]:
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dZ I<O)amostra dz
) _ axi 1.42
[dQ} amostra [<O)dgua |:dQ:| agua ( )

Tendo estimado o valor da intensidade em escala absoluta e determinado 7(0) nessa
escala, é possivel calcular o peso molecular da amostra pela equagao (1.42). A densidade de
comprimento de espalhamento ¢é calculada a partir da composi¢ao quimica da amostra e do

solvente.

1.1.9 Utilizando uma proteina secundaria como padrao

Outra maneira de obter o peso molecular (MW) de uma particula através dos dados
de espalhamento a baixo angulo é utilizando os dados de espalhamento de uma proteina
conhecida. Isso é muito usado para estimar o peso molecular de proteinas, pois a agua es-
palha 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-padrao precisa ser estavel o suficiente para nao alterar suas propriedades es-
truturais e estar bem caracterizada, inclusive com o peso molecular determinado. Duas
proteinas muito utilizadas sao a lisozima e a albumina, proteinas cujas estruturas ja estao

bem caracterizadas.

Dessa forma, vemos da discussao desta se¢ao 1.1.7 e da equagao (1.16) que MW esta
diretamente relacionado com a intensidade de espalhamento para ¢ = 0, pois 1(0) oc cMW,
onde ¢ é a concentracao (g/L) das particulas em solugao e M é o peso molecular de cada
particula. O valor de 1(0) pode ser determinado da aproximagao de Guinier da equagao (1.13)
ou da funcdo p(r) como na equagao (1.18). Sendo assim, para estimar o peso molecular de
uma molécula, a amostra de proteina-padrao é usada como padrao de calibracao dos dados
de espalhamento da molécula em estudo. Fazendo isso podemos relacionar as intensidades

em ¢ =0 e MW das duas proteinas da seguinte forma:

I(O)amostra
( c > dx (1.43)
( I(O)dgua > dQ dgua )

C

onde (1(0)/¢)amostra € (1(0)/¢)padrao sd0 as intensidades de espalhamento em ¢ = 0, norma-

lizadas pela respectiva concentracao, da molécula em estudo e da proteina padrao.
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1.1.10 Kratky Plot

Outra analise que pode ser feita é com respeito a compacidade das proteinas através da
intensidade espalhada na qual representamos como ¢?I(q) vs. q. Estes graficos, chamados
“Kratky Plot”, estao baseados na teoria de espalhamento por polimeros lineares em solugao,
e sao muito uteis no estudo do enovelamento de proteinas. De fato, cada tipo de conformacao
(esferoidal, cadeia Gaussiana ideal, cadeia enovelada compacta, etc.) pode ser identificado
pelo perfil caracteristico do “Kratky Plot” associado. Assim, a intensidade espalhada por
uma proteina globular comporta-se aproximadamente como 1/¢* no dominio de altos valores
de ¢, dando lugar a um “Kratky Plot” com forma de sino e com um maximo bem definido.
Por outro lado, a representacao de Kratky de uma cadeia Gaussiana ideal apresenta um
plateau em altos valores de ¢, devido a que I(q) varia com 1/¢? num intervalo especifico de
q seguido de um crescimento monotonico caracteristico do espalhamento de um cilindro em

valores maiores de ¢ [Glatter & Kratky, 1982; Feigin & Svergun, 1987; Perez et al., 2001].

Com base nessas observagoes, podem ser feitas afirmacoes de que a intensidade espalha-
da por uma proteina completamente desenovelada deve exibir esse ltimo tipo de compor-
tamento. Em particular, a auséncia de um aumento na intensidade em altos valores de g em
uma representacao de Kratky é uma prova de um desenovelamento incompleto. Na verdade,
a relagao entre a forma geral do “Kratky Plot” e a natureza de uma cadeia desenovelada é
complexa. Dentro dessa estrutura do modelo de cadeia de Kratky-Porod, uma variedade de
formas pode ser observada: nenhum aumento de intensidade em altos valores de ¢, auséncia
de um plateau, ou até mesmo uma diminuicao de intensidade em altos valores de ¢, todas elas
descrevendo uma cadeia completamente desenovelada. Em suma, a aparéncia do “Kratky
Plot” de uma cadeia de Kratky-Porod de secao finita depende das caracteristicas da cadeia

que descreve a proteina, do raio de giro da secao transversal R, e do intervalo de ¢ explorado
[Glatter & Kratky, 1982; Feigin & Svergun, 1987; Perez et al., 2001].

1.1.11 Sistemas polidispersos

Geralmente, uma solucao monodispersa de particulas é um pré-requisito para estudos de
SAXS. De solugoes polidispersas somente parametros moleculares médios podem ser obtidos.
Entretanto, ha circunstancias especiais nas quais algumas informacoes valiosas de sistemas
polidispersos podem ser obtidas. A precisao dos parametros obtidos é, obviamente, mais
baixa que aqueles obtidos de solugoes monodispersas. Além disso, se as particulas do sistema
polidisperso tiverem a mesma forma, mas diferencas somente de tamanho, uma distribuicao

de tamanhos das particulas, D(R), pode ser calculada analiticamente [Glatter & Kratky,
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1982].

Muitas proteinas mostram uma forte tendéncia a formarem agregados em solucao e,
freqiientemente, informagoes do tipo de processo de agregagao podem ser obtidas por SAXS.
Pode acontecer, por exemplo, do processo de agregacao levar a um arranjo linear das
moléculas, onde a segao transversal dos agregados é sempre a mesma e somente o com-
primento das moléculas aumenta com o peso molecular. Dessa forma é possivel realizar uma

simulagao do modelo de agregagao assumido [Glatter & Kratky, 1982; Oliveira et al., 2007].

Uma grande variedade de enzimas existe em estados diferentes de agregacao. Muito
freqlientemente, somente um desses estados de agregagao pode ser obtido em uma forma pura
em solucao. Os outros componentes podem somente ser estudados em um sistema paucidis-
perso (de baixa polidispersidade) contendo vérios estados de agregagao. Se os parametros
estruturais suficientemente apurados de um dos componentes sao obtidos dos estudos de
sistemas monodispersos, serd possivel calcular os parametros estruturais dos outros compo-
nentes da curva de espalhamento de sistemas paucidispersos. Isso foi feito por Puchwein et
al., [1970] para os agregados de glicogénio-fosforilase, por Witz et al. [1964] e Oliveira et al.
[2007] para a proteina (-Lactoglobulina.

Ha também casos especiais nos quais é possivel obter dados de SAXS de sistemas em
equilibrio. A exatidao de tais resultados obtidos de solugoes mais ou menos polidispersas é
ainda mais limitada, mas pode ser suficiente, como mostrado por C)sterberg et al., [1975],
para decidir qual tipo de complexo é formado entre duas macromoléculas A e B, quando o

equilibrio do sistema ¢é descrito pela reagao geral:
pA + ¢B = A,B, (1.44)

a qual tem uma constante de equilibrio associada . Sendo assim, para um sistema suficiente-
mente diluido, a intensidade de espalhamento I em qualquer angulo pode ser descrita como
a soma das intensidades espalhadas por todos os tipos de particulas na solugao, como por

exemplo, para a solugao hipotética acima de duas macromoléculas A e B, temos:

I=I4 + Ip + > ) Iy (1.45)
p q

onde I4, I e Iy, sao as intensidades espalhadas das moléculas A, B e do complexo A,B,,
respectivamente. A contribuicao de intensidade de cada tipo de particula para um dado

angulo de espalhamento depende de sua concentracao, seu peso molecular e dos elétrons
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em excesso (contraste de densidade eletronica). A intensidade espalhada aumenta com o

aumento de qualquer um desses parametros.

Vamos comparar a intensidade espalhada I(g) nos dois sistemas seguintes assumindo a
mesma concentracao total de A e B em ambos os casos. O primeiro sistema consiste de uma
mistura de A e B sem qualquer complexo formado entre as duas macromoléculas. Os outros
sistemas contém particulas A e B livres mais os complexos do tipo A,B,. Como resultado do
peso molecular maior dos complexos, o segundo sistema mostrara uma intensidade espalhada
maior em angulos suficientemente pequenos. A diferenca de intensidade Al entre os dois
sistemas depende somente dos complexos. Ea diferenca entre a intensidade I do sistema
contendo as componentes mais os complexos (A4, B e A,B,) e a intensidade L4t + Ipior dO
sistema contendo somente A e B (com a mesma concentracao total de A e B). Tawr € Iior

devem ser obtidas separadamente para cada componente. Assim:

Al =1 — ]AtOt - IBtot- (146)

Fazendo a hipétese de que somente um tipo de complexo A,B, predomina na solucao, é

possivel determinar a partir de Al que tipo de complexo predomina.

1.2 Tratamentos dos dados de SAXS

Apoés a aquisicao dos dados de espalhamento a baixo angulo, algumas correcoes devem
ser feitas antes que a curva de espalhamento possa ser usada para o estudo de interesse.
Aqui serd apresentada uma breve introducao de como isso é feito. Uma explicacao mais
detalhada e apurada do tratamento de dados de SAXS pode ser encontrada em Glatter &
Kratky [1982].

Para as experiéncias de SAXS de solugoes, é preciso coletar o espalhamento da solugao
contendo as proteinas e o espalhamento do solvente em que a proteina estd imersa, para
descontar a contribuicao do solvente. Assim, espera-se que a curva resultante contenha
somente informacoes das moléculas de proteina. Além disso, ainda que a medida tenha
sido feita sob vacuo, existe sempre um espalhamento adicional causado pelos elementos
épticos inseridos no caminho do feixe apds a amostra (fendas, janela etc.), conhecido como
espalhamento parasita. Assim, a subtracao 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 absorcao tanto no caso da
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solucao quando do solvente. Para isso, medimos a atenuacao das mesmas, definida como At =
numero de fotons incidentes dividido pelo nimero de fotons transmitidos, e a usamos como
fator multiplicativo da intensidade. Além disso, em experiéncias realizadas com radiacao
sincrotron, a intensidade incidente na amostra nao ¢ constante no tempo e, para corrigir
pela variagao de intensidade no tempo, os dados sao divididos pela contagem de fétons
incidentes na amostra e integrada no tempo de medida, NI,. Por outra parte, a resposta
do detector sensivel a posicao nao é homogeénea em toda a regiao de detegao. Dessa forma
é preciso corrigir os dados também por essa inomogeneidade. Isso é feito dividindo os dados

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

Ia’Ata _ Is'Ats
Nlg,a NIy, s

(1.47)

Icorm’gida = - -
tmomogeneidade

onde

A= Atenuagao da Amostra (sempre um fator > 1).

A= Atenuacao do Solvente.

N1, ,= Intensidade integrada no tempo total de medida da amostra.

N1, s= Intensidade integrada no tempo total de medida do solvente.

1.3 Proteinas

O termo “proteinas” vem do grego “protos”, que significa “primario”, o que traduz bem
a importancia dessas moléculas nas células. As proteinas sao compostos organicos complexos
que consistem em um arranjo linear de aminoacidos ligados através de ligacoes peptidicas.
A seqiiéncia de aminoacidos em uma proteina é definida pelo cédigo genético. Elas sao
essenciais para a estrutura e funcionamento de todas as células dos seres vivos. Cada uma é
unica do ponto de vista de sua estrutura primaria. Sua forma, que é o arranjo tridimensional
das cadeias polipeptidicas de aminoacidos no seu estado nativo, esta intimamente relacionada
a sua funcao [Lehninger et al., 1995; Voet & Voet, 1995].

Como outras macromoléculas biolégicas tais como polissacarideos e acidos nucléicos,
as proteinas sao partes essenciais de todos os organismos vivos e participam em todos os
processos celulares. Muitas proteinas sao enzimas que catalisam as reacoes bioquimicas e sao
vitais para o metabolismo. Outras proteinas possuem funcgoes estruturais ou mecanicas, tais
como as proteinas que formam o citoesqueleto das células [Voet & Voet, 1995]. As proteinas

sao também importantes na marcacao de células, respostas de imunidade, adesao da célula
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e no ciclo celular. Elas também formam um componente necessario em nossa dieta, desde
que animais e seres humanos nao podem sintetizar todos os aminoacidos essenciais e devem
obte-los através dos alimentos. Através do processo de digestao, os seres vivos quebram
a proteina ingerida em aminodacidos livres que podem ser usados para a sintese de outras

proteinas.

1.3.1 Estrutura de proteinas

As proteinas se enovelam em estruturas tridimensionais tnicas, havendo quatro aspectos
distintos em sua estrutura [Lehninger et al., 1995; Voet & Voet, 1995]:

e Fstrutura Primdria: consiste da sequiéncia linear de residuos de aminoéacidos formando

uma estrutura covalente.

o FEstrutura Secunddria: consiste de estruturas locais regularmente repetidas estabi-
lizadas por pontes de hidrogénio. Os exemplos mais comuns sao as alfa hélices e
as folhas beta. As estruturas secundarias sao locais e, devido a isso, muitas regioes

com diferentes estruturas secundarias podem estar presentes na mesma proteina.

e Fstrutura Tercidria: corresponde a forma geral de uma tnica proteina. Essa estrutura
exibe a relacao espacial entre as estruturas secundarias. Estruturas tercidrias sao
geralmente estabilizadas por interacoes nao locais, mais comumente a formacao de um
caroco hidrofébico, mas também por pontes de NaCl, ligacoes de hidrogénio, ligacoes
de dissulfeto, entre outras. O termo estrutura tercidria é freqiientemente usado para

se referir a proteina enovelada.

e Fstrutura Quaterndria: a forma ou estrutura que resulta da interacao de mais de uma
subunidade, iguais ou diferentes, de proteina para complementar sua funcao. E uma
associacao estavel de multiplas cadeias polipeptidicas que resulta em uma unidade

ativa.

A figura (1.3) exemplifica bem esses quatro aspectos distintos da estrutura de uma
proteina. No contexto desses arranjos estruturais, as estruturas terciarias e quaterndrias
sao normalmente referidas como “conformacoes”, e transigoes entre elas sao chamadas de

“mudancas conformacionais”.

As proteinas podem ser divididas em trés classes principais, que estao correlacionadas
com as estruturas terciarias tipicas, e que sao: proteinas globulares, proteinas fibrosas e

proteinas de membrana. Quase todas as proteinas globulares sao soliveis em dgua e muitas
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Figura 1.3: Organizagao hierarquica das estruturas de proteinas.

sao enzimas. Ja as proteinas fibrosas sao freqiientemente estruturais e as proteinas de mem-
brana geralmente servem como receptores ou como canais para moléculas carregadas ou

polares passarem através da membrana celular.

1.3.2 Processos de enovelamento e desenovelamento

O processo de enovelamento de proteinas é um processo pelo qual a estrutura da proteina
assume sua conformacao ou forma funcional, também conhecida como forma nativa. Através
desse enovelamento da cadeia de aminoacidos a proteina esta apta a realizar suas funcgoes.
A grande maioria das proteinas somente pode realizar suas fungoes bioldgicas quando seu
enovelamento estd completo, porque a forma tridimensional das proteinas no estado nativo
é critica para sua funcao. Por exemplo, muitas enzimas possuem algumas entradas profun-
das nas suas superficies que atuam como locais de ligacao para substratos, e proteinas de
membrana freqiientemente possuem canais centrais através dos quais elas permitem ou nao
a passagem de certos compostos organicos ou ions. A maior parte das proteinas enoveladas
tem um interior no qual o empacotamento das cadeias laterais estabiliza o estado nativo e
as cadeias polares ou carregadas ficam expostas ao solvente onde elas podem interagir com
as moléculas de dgua [Lehninger et al., 1995; Voet & Voet, 1995].

O processo inverso do processo de enovelamento é chamado desnaturagao, no qual a
proteina nativa perde sua conformacao funcional e torna-se uma cadeia de aminoéacidos
amorfa e nao funcional. A estrutura nativa é desestabilizada levando a estruturas desenove-
ladas do tipo “random coils”. O processo de desnaturacao pode ser provocado quimicamente,
pela adigao de desnaturantes, ou termicamente, através do aumento de temperatura. Outros

agentes também podem provocar desnaturacgao tais como valores extremos de pH do meio e



26 Revisao Bibliografica

aumento de pressao. Muitas proteinas podem se agregar quando desnaturadas e precipitam
em solucao. Algumas proteinas desnaturadas podem, sob algumas condigoes, se enovelar no-
vamente, entretanto, a desnaturagao é irreversivel em muitos casos [Lehninger et al., 1995;

Voet & Voet, 1995].

Em certas solucoes e sob algumas condigoes as proteinas podem nao se enovelar. Tem-
peraturas acima ou abaixo do intervalo no qual as células conseguem suportar irao provocar
desnaturacao ou desenovelamento nas proteinas. Altas concentracoes de solutos e valores ex-
tremos de pH também podem fazer o mesmo. As células algumas vezes protegem as proteinas
contra a influéncia do calor, que pode provocar desnaturacao, por meio de proteinas con-
hecidas como chaperonas ou “heat shock proteins” (HSP), que auxiliam outras proteinas a
se enovelar e a permanecer nesse estado. Falhas no DNA (cédigo genético) podem gerar
proteinas com seqiiéncias incorretas, o que por sua vez levam a um mau enovelamento. Es-
sas proteinas enoveladas incorretamente sao responsaveis pela existéncia de algumas doencas

genéticas [Ramos & Ferreira, 2005].

1.3.3 Escala de tempo do enovelamento de proteinas e o Paradoxo
de Levinthal

Estima-se que a duracao de um processo de enovelamento completo varia dramatica-
mente dependendo de cada proteina. O enovelamento mais lento pode requerer muitos minu-
tos ou horas, entretanto, proteinas pequenas (com comprimento de centenas de aminoacidos)
tipicamente se enovelam em escalas de tempo de milisegundos. O Paradoxo de Levinthal,
proposto por Cyrus Levinthal [Levinthal, 1969; Zwanzig et al., 1992], estabelece que se uma
proteina fosse se enovelar tentando seqiiencialmente todas as conformagoes possiveis, ela
levaria um intervalo enorme de tempo, mesmo que as conformagcoes se sucedessem com uma
taxa muito rapida. Baseado na observacao de que as proteinas se enovelam muito mais
rapidamente, Levinthal propos que uma busca conformacional aleatéria é muito improvavel

e que uma proteina deve, portanto, enovelar-se por um processo dirigido.

1.3.4 Modelos para o enovelamento de proteinas

Os modelos propostos para explicar o fenomeno de enovelamento de proteinas até al-
cancar a estrutura nativa devem, em geral, atender dois pressupostos importantes do pro-
cesso: enovelamento de dois estados e de cooperatividade para proteinas pequenas, de
dominio unico. Estes nao sao mutuamente excludentes, pois um grau elevado de coope-

ratividade no processo de enovelamento de proteinas pequenas conduz frequentemente a
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observacao de dois estados. Um mecanismo de enovelamento de dois estados é explicado
simplesmente como um equilibrio quimico entre uma conformacao enovelada tnica e um
estado desenovelado com nenhuma acumulacao de intermediarios estaveis. A coordenada de
reacao’ de tal processo consistird em dois minimos de energia separados por uma tinica bar-
reira energética (1.4) [Chan et al., 1995]. E sabido que o enovelamento de muitas proteinas
pequenas de dominio tinico segue essa aproximacao de dois estados, mas as proteinas maiores

tendem a enovelar-se através de intermedidrios estéveis [Privalov et al., 1979).

{a) {b)

o enovelada

Energia Livre
[
aca

Popul

N

Coordenada de reacio Coordenada de reacio

Figura 1.4: (a) Coordenada de rea¢do de um processo de enovelamento de dois
estados com estados enovelado (N) e desenovelado (U), separados por
uma unica barreira de energia; (b) A curva de transigao sigmoidal ca-
racteristica de um processo de enovelamento cooperativo.

A segunda caracteristica importante é aquela da cooperatividade ser determinada pela
assinatura experimental de uma curva de transi¢cdo sigmoidal (1.4). As estruturas das
proteinas sao mantidas estaveis puramente por interacoes moleculares de intensidade fraca
— ligagoes de hidrogénio, interacoes eletrostaticas, interacoes de van der Waals e interagoes
hidrofébicas. Uma tnica interacao fraca contribui muito pouco a estabilidade da estrutura,
contudo um numero muito grande destas interacoes age cooperativamente para dar uma
estabilidade elevada para a proteina se enovelar. A cooperatividade em um processo de
enovelamento demonstra que a estabilidade do estado enovelado ¢ maior do que a soma das

energias das interagoes envolvidas [Plotkin & Onuchic, 2002; Plotkin & Wolynes, 2003].

O primeiro modelo proposto para explicar a cooperatividade nas transigoes de enovela-
mento de proteinas foi a teoria de “heliz-coil” [Lifson & Roig, 1961]. Nessa teoria, Lifson
representou a cooperatividade entre os vizinhos em uma cadeia polipeptidica e indicou que
um residuo tem uma propensao maior de estar em uma conformacao helicoidal se seu vizinho

na seqiiéncia também estiver em uma conformacao helicoidal. Assim, uma hélice pode se

ICoordenada de reacdo é um parametro que se modifica durante a conversio de uma ou mais entidades
moleculares reagentes em uma ou mais entidades moleculares produtos e cujo valor pode ser usado para
medir o progresso de uma reagao elementar [Muller, 1994; Laidler, 1996]
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propagar rapidamente uma vez que alguns aminoacidos adjacentes adotem uma conformacao
helicoidal em um evento de nucleagao. Embora obviamente limitada, essa teoria fornece uma
base para muitos trabalhos de modelagem do processo do enovelamento de proteinas como

um todo.

Subseqiientemente, muitos modelos foram propostos para explicar o problema de enove-
lamento de proteinas. O “modelo de estrutura” (“Framework Model”) descreve um meca-
nismo de passos para estreitar extremamente a busca conformacional [Ptitsyn, 1973; Kim &
Baldwin, 1990; Dyson & Wright, 1993]. Isto envolve um conjunto hierdrquico por meio do
qual os elementos locais da estrutura secundaria sao formados de acordo com a seqiiéncia
priméria, mas independente da estrutura terciaria. Estes elementos entao difundem até que
eles se colidam e coalescem para dar forma a estrutura terciaria. O “modelo de nucleacao”
sugere que a estrutura terciaria se forma como uma conseqiiéncia imediata da formacao da
estrutura secundaria [Abkevich et al., 1994; Wetlaufer, 1973]. A nucleagao ocorre através da
formagao da estrutura secundaria nativa por somente alguns residuos e a estrutura se propaga
para fora deste nicleo. O “modelo do colapso hidrofébico” sugere que a conformagao na-
tiva da proteina se forma pelo rearranjo de uma estrutura colapsada compacta [Dill et al.,
1995; Ptitsyn, 1996]. O colapso hidrofébico que da forma a um “Molten Globule” consti-
tui, portanto, uma etapa inicial no caminho de enovelamento. Os modelos de estrutura e
de colapso hidrofébico sugerem a formacao de intermediarios cinéticos, ao passo que o mo-
delo de nucleagao nao [Fersht, 1997]. Modifica¢oes do modelo de nucleac¢ao, por meio do
qual um nicleo de enovelamento difuso é formado e consolidado através de um estado de
transicao, concomitantes com a formacao da estrutura terciaria, conduzem ao “modelo de
nucleacao-condensagao” proposto por Fersht [Jackson & Fersht, 1991a; Jackson & Fersht,
1991b; Fersht, 1995; Fersht, 1997].

E provével que os mecanismos de enovelamento variem significativamente de acordo com
o tamanho, a estabilidade e a estrutura da proteina. O modelo de nucleagao-condensacao
foi suportado pela evidéncia experimental de diversas proteinas pequenas [Jackson & Fersht,
1991a; Jackson & Fersht, 1991b]. Bychkova e Ptitsyn estudaram mais de 20 proteinas
e encontraram que quase todas adotaram um estado “emphMolten Globule” sob certas
circunstancias de desnaturacdo [Bychkova & Ptitsyn, 1993]. Isto aponta para o modelo

de colapso hidrofébico, um modelo favoravel para o caso de proteinas maiores.

Uma descricao mais geral dos caminhos de enovelamento de proteinas tem surgido da
teoria do modelo do “funil de enovelamento” (“funnel folding”) [Leopold & Onuchic, 1992;
Bryngelson et al., 1995]. Nessa teoria, a superficie de energia de um caminho de enove-

lamento de proteinas aparece como um funil, com uma multidao diversa de conformacoes
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desenoveladas na borda e um minimo global tinico que representa a conformacao do estado
enovelado nativo. Isto conduz a uma “nova visao” do enovelamento de proteinas por meio da
qual se estabelece que existam muitos trajetos entre o estado desenovelado e o estado nativo.
Uma molécula da proteina pode seguir o trajeto mais rapido (o mais ingreme da superficie
de enovelamento), ou uma rota que passa por diversos minimos locais (intermediarios) e
méximos (estados de transigdo). A figura 1.5 mostra uma superficie de energia tedrica para

o enovelamento da lisozima, com diversos trajetos marcados representando um enovelamento

/ { Energia
Nimero de Livre
interagies "\II /
nativas \ \
J--F-..-F.-F.'-‘-.-"
J-f..-
- Niamero de contatos

dos residuos

Figura 1.5: Superficie de energia tedrica de um funil de enovelamento construida a
partir dos dados experimentais para o enovelamento da lisozima. Trés
trajetos sd@o mostrados correspondendo a um enovelamento réapido (A),
lento que cruza a barreira da energia elevada (B), e um trajeto de
enovelamento lento que retorna a um estado menos enovelado antes de
seguir para o trajeto de enovelamento rapido (C).
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rapido e um lento [Dobson et al., 1998].

1.3.5 Equilibrio entre dois estados globais

Geralmente pode ocorrer equilibrio entre dois estados conformacionais de uma proteina
durante seu processo de enovelamento ou desenovelamento. Aqui apresentamos uma breve
introdugao da interpretacao termodinamica desse equilibrio [Jackson, 2006]. Considere um
equilibrio entre dois estados globais, denotados por A e B, como mostrado no esquema a

seguir:

A= B

O estado global A tem uma energia livre molar G, e o estado global B tem uma energia
livre molar (G,. Assim, as energias livres molares das solucoes com certas concentracoes de

A e B sdo entao:

G, = G2 + RTIn [A] (1.48)

Gy = G) + RTIn[B] (1.49)

onde G, e Gy, sao as energias livres molares do estado padrao (considerado por convencao
em uma solucao molar unitdria e condigdes normais de temperatura e pressao). A mudanga

de energia livre para a conversao do estado A para o B é dada por:

B
AG:Gb—Ga:GS—GngRTln%. (1.50)
No equilibrio quimico AG = 0 . Tomando as concentracoes de equilibrio como [A]., e
[Bleq, n6s podemos relacionar essa diferenga de energia livre entre os dois estados padroes

COImo.

[Bleg

AG° = —RT1n
[Aleg

= —RTh K,, (1.51)

onde AG? = G% — G}, e Koy = [Beg/[Aleq € a constante de equilibrio para conversoes entre

A e B. Tomando a exponencial dessa equagao temos:
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(1.52)

Essa ultima equacao se parece muito com uma distribuicao de Boltzmann, que fornece
a razao das propriedades relativas de dois microestados como uma fungao exponencial da
diferenca de suas energias. O equilibrio representado por essa equacao reflete a estabilidade

relativa de duas colecoes distintas de microestados.

1.3.6 Transformacoes induzidas por temperatura

A desnaturacao térmica de uma proteina é um excelente exemplo de uma transformacao
global. Em baixas temperaturas um estado enovelado é favorecido no qual um ntimero
relativamente pequeno de microestados tem uma estrutura similar correspondendo a uma
configuracao compacta bem definida. Essa configuracao é mantida por um grande ntimero
de contatos especificos entre os residuos da proteina. Em altas temperaturas a proteina
se desenovela. Esse estado desenovelado tem um numero muito grande de microestados,
correspondendo a todas as diferentes configuracoes de uma cadeia desestruturada. A trans-
formagcao pode ser reversivel dentro de limites de temperatura tais que o resfriamento pode
restaurar o estado enovelado. E sabido que a diferenca no nimero de microestados entre

esses estados globais é que provoca uma transformacao sensivel a temperatura.

Para entender como a temperatura influencia a desnaturagao térmica, dividimos a mu-

danca de energia livre em entalpia e entropia:

AG® = AH® — TAS". (1.53)

A entalpia pode ser facilmente relacionada com os contatos que estabilizam o estado
enovelado nativo. A entropia representa a contribuicao que aparece da grande desordem
do estado desenovelado. Assumindo que AH? e AS° por si préprias sao independentes da
temperatura?, isso nos permite focar no termo TAS® como guia para um deslocamento in-
duzido por temperatura no equilibrio entre A e B. Dessa forma, havera uma temperatura de
transicao, 1™, onde os estados enovelados e desenovelados estao presentes em concentracoes
iguais. Naquele ponto AG? = 0 temos AH? = T*AS%. Abaixo de T*, AH" > T*AS° e AGY
é positivo tal que A é mais estavel. Abaixo de 7%, AH? < T*AS? e AG® é negativo tal que

B é mais estavel. Isso é facilmente visto na combinagao das equagoes (1.50) e (1.51):

2Deve-se lembrar aqui que isso é uma aproximacao feita por uma questdo de conveniéncia para os célculos,
pois na realidade existe uma variagao positiva e diferente de zero do calor especifico da molécula entre os
estados enovelado e desenovelado que foi desprezada nessa aproximacgao.
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[B] . ( —AH;—;TASO )

a (1.54)

onde foi omitido o subscrito “eq” associado ao equilibrio.

As aplicacoes praticas freqiientemente utilizam a definicao de uma variavel, que chamare-
mos de x, definida como a fracao de estados do tipo B ou, equivalentemente, o grau de

conversao de A para B, dada pela relacao:

= 2L (1.55)

Com a ajuda da equacgio (1.54), z pode ser expresso em termos de AG®. Fatorando [B]

do numerador e denominador teremos:

1

X = a (1.56)
1+ ()

Substituindo a equagao (1.54) entao temos:

1
X = : (1.57)

(a0 - =)
1+e

Em baixas temperaturas, o termo positivo de entalpia é maior, tal que a exponencial
¢ grande e x é bem préximo de 0. Em altas temperaturas, o termo negativo de entropia

domina, tal que a exponencial é pequena e x é bem préximo de 1.



Mudancas conformacionais da
proteina lisozima durante processo de
desnaturacao estudadas através de
experiéncias de SAXS

2.1 Introducao

Lisozima, representada na figura (2.1), é uma enzima descoberta pelo médico escocés
Alexander Fleming. Esta proteina é um polipeptidio linear extraido da gema de ovo de gali-
nha, constituido por 129 aminoacidos. Ela é comumente referida como “antibiético préprio
do corpo”, visto que ela mata as bactérais. E encontrada nas ldgrimas e no muco dos seres
humanos, é também produzida por outros organismos. Ela digere certos carboidratos de
alto peso molecular, assim, as bactérias que contém esses carboidratos na estrutura de sua
parede celular desintegram-se ou partem-se sob a acao da lisozima. No nivel molecular, a
lisozima destréi o esqueleto glicano do peptidioglicano, ou seja, destréi a camada protetora

de muitas bactérias [Karlsen et al., 1996].

Aspectos cinéticos e de equilibrio do enovelamento da lisozima foram temas de extensiva
investigagdo [Dobson et al., 1994; Chen et al., 1996; Tanford, 1970; Bradbury & King,
1969]. Para decifrar o caminho de enovelamento seguido pelas proteinas ¢é preciso caracterizar
seus intermediarios de enovelamento. Para a lisozima, intermediarios cinéticos tem sido
identificados no estdgio inicial (<100 ms) do caminho de reenovelamento [Kato et al., 1981;
Radford et al., 1992]. O dominio @ dos intermedidrios aparentemente possui caracteristicas

de um “Molten Globule”. Estudos estruturais desses intermediarios sao dificeis por causa

33
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da ocorréncia de estados transientes.

Uma alternativa é estudar estados parcialmente enovelados, ja que é cada vez mais evi-
dente que eles se assemelham aos intermedidrios cinéticos [Dobson, 1994; Ptitsyn, 1995].
Entretanto, as transicoes de desenovelamento em equilibrio da lisozima, em sua maioria
induzidas por denaturacao térmica ou por Uréia ou GAdmHCI, tém sido tradicionalmente
aproximadas por um modelo de dois estados decorrentes da alta cooperatividade de dese-
novelamento [Aune & Tanford, 1969]. Estados intermedidrios parcialmente enovelados nao
estavam visivelmente presentes sob aquelas circunstancias. Em outros trabalhos, alguns
intermedidrios estdveis da lisozima de outra procedéncia tem sido relatados [Dael et al.,
1993; Haezebrouck et al., 1995] assim como a proteina homoéloga a-Lactalbumina [Baum
et al., 1989], ou a lisozima do ovo de galinha usando o desnaturante suave trifluoroetanol
(TFE) em pH 2,0 [Buck et al., 1993, Dael et al., 1993]. As estruturas desses estados par-
cialmente enovelados, determinados por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), espectro-
scopias de fluorescéncia e de Dicroismo Circular (CD) em UV préximo e distante, mostram
caracteristicas de “Molten Globule”. Eles apresentam um contetido substancial de hélice
«a e um enovelamento terciario distorcido no dominio « e pouca estrutura no dominio 3,
assemelhando-se a estrutura do intermediario cinético inicial da lisozima de ovo de galinha.
Evideéncias adicionais para intermediarios sao também documentadas na literatura: curvas
de desenovelamento térmicos da lisozima do ovo nao sao idénticas quando observadas por
absorgao em 292 nm e rotagao éptica em 546 nm em pH 2,2 [Wetlaufer, 1962]. A partir de
medidas de CD em 222 nm e 270 nm em pH 1,0 [Haezebrouck et al., 1995], uma populacao
de ~ 25% de um intermediérios foi sugerido. H4& evidéncias de que em pH acima de 4 a
lisozima se desenovela seguindo um transi¢ao de dois estados devido a alta cooperatividade

do processo [Hirai et al., 1999].

Nos estudos estruturais, o grau de compacidade é uma das mais importantes propriedades
pertinentes as estruturas das moléculas de proteinas em solugao porque caracteriza o grau
de enovelamento da mesma. A técnica de Espalhamento de Raios-X a Baixo Angulo (SAXS)
é uma das poucas técnicas que oferecem uma medida direta da compacidade porque fornece
informagoes geométricas gerais tais como o tamanho e forma da molécula. A potencialidade
da aplicacao de SAXS para o estudo de enovelamento de proteinas tem sido comprovada
com sucesso [Eliezer et al., 1993; Kataoka et al., 1995; Lattman, 1994], e as informagdes
fornecidas por tais estudos sao complementares aquelas obtidas por outras técnicas, tais

como CD, fluorescéncia e RMN.
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Figura 2.1: Estrutura de alta resolucao da proteina lisozima obtida através da
técnica de cristalografia de raios-X e registrada no Protein Data Bank
com o cédigo pdb 6lyz.

2.2 Objetivos

Esta parte do trabalho teve por objetivo o estudo de mudangas conformacionais de
biomoléculas em solucao através da técnica de SAXS. Foram estudados problemas de des-
naturacao da lisozima, uma proteina cuja estrutura de alta resolucao ja foi determinada por

cristalografia de proteinas, através da adigdo de agente quimico (uréia) e por temperatura.

2.3 Materiais e métodos

2.3.1 DMaterias e preparagao das amostras

A proteina lisozima da clara de ovo de galinha foi obtida da empresa Sigma Chemical
Company, St. Lowis, MO. Ela foi comprada na forma de po tal que pudesse ser solubilizada
facilmente conforme fosse preciso. O grau de pureza era de aproximadamente 99%. Na
preparacao das amostras, 5 mg de lisozima foram pesados em uma balanga analitica e logo
ap0s solubilizados em 1 mL de solucao tamponante. Dois tampoes diferentes foram utilizados
conforme o valor de pH de interesse para o estudo. As condic¢oes das solugoes foram sele-

cionadas com base em trabalhos ja realizados com a lisozima [Chen et al., 1996; Hirai et al.,
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1999; Doniach, 2001; Hirai et al., 2004]. Foram usadas solugdes com dois valores diferentes de
pH, uma com pH = 2.9 (ao redor do qual tinha sido observada a presenga de intermedidrios
em outros estudos [Privalov et al., 1995; Chen et al., 1996; Doniach, 2001]) e outra com
pH = 7,0, para o qual nao existem dados na literatura sobre a existéncia de intermediarios.
Para a solugao em pH acido, foi utilizado Citrato de Sédio para tamponar a solucao e acido
citrico foi usado para ajustar o pH. Ja para a solucao em pH neutro foi utilizado o tampao
Tris(hidroximetilaminometano), referenciado como Tris. Essas solugoes tamponantes foram
previamente preparadas antes de adicionar a proteina. Foram preparadas 10 mL de solucao
em pH neutro de Tris a 1 mM, sendo esta a primeira solugao, e 10 mL de solugao em pH

acido de Citrato de Sédio a 50 mM, sendo a segunda solucao.

Para o estudo de desnaturagao térmica foram utilizadas as solucoes de lisozima em
tampao Tris 1 mM, pH 7,0, e de lisozima em tampao Citrato 50 mM, pH 2,9. Logo apds, a
primeira experiéncia em pH neutro foi repetida com novas solucoes preparadas igualmente,
porém com a adicao de 50 mM de NaCl na solucao da proteina para evitar agregacao.
Para a desnaturacao por efeito da adicao de uréia, somente as solucoes em pH 2.9 foram
utilizadas. Para essa iltima, 8 diferentes solucoes tamponantes de Citrato foram preparadas
com diferentes concentragoes de uréia (0, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 M de uréia) e, posteriormente, 5
mg de lisozima foram solubilizados em 1 mL de cada solugao. Solucoes com concentracao de
uréia maior que 8 M sao dificeis de obter devido a pouca solubilidade da uréia em solucao
para essas concentracoes. Essas tltimas experiéncias foram também repetidas com novas
solucoes preparadas igualmente a essas, mas com a adicao de 50 mM de NaCl na solucao da

proteina.

2.3.2 SAXS

Para obter os dados de SAXS foi usada radiagao sincrotron nas experiéncias em equilibrio.
As experiéncias de SAXS foram realizadas nas duas linhas de luz dedicadas a técnica de SAXS
no Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS): D11A — SAXS1 e D02A — SAXS2.
O comprimento de onda utilizado em todas as experiéncias foi A = 1,488A. Na linha
D11A — SAXS1, uma distancia amostra-detector de D = 1032, 5mm e um detector linear
sensivel a posicao foram usados. Ja na linha D02A — SAX 52, a distancia amostra-detector
foi de D = 1074,65mm e um detector bidimensional com arranjo CCD (MARCCD, USA)
foi utilizado. Os dados detectados com o detector 2D apresentam uma melhora substancial

na curva em comparagao com os dados adquiridos com o detector 1D.

Os dados foram tratados utilizando o procedimento apresentado na se¢ao 1.2. Para tratar

os dados bidimensionais e integrar as contagens sobre a regiao detectada para obter uma
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curva de espalhamento unidimensional foi usado o programa FIT2D [Hammersley, copyright
1987 - 2005]. Para tratar os dados foi utilizado o programa PRIMUS [Konarev et al., 2003,
Konarev et al., 2006] e o programa TRAT1D [Oliveira, 2003; Oliveira, 2005]. Esse tltimo
programa ja contém toda a rotina de tratamento dos dados automatizada e implementada
em sua interface. O célculo da fungao p(r) para todas as curvas de intensidade de espalha-
mento foram obtidas utilizando o programa GNOM [Semenyuk & Svergun, 1991; Svergun,
1992]. Esse programa realiza uma transformada de Fourier dos dados experimentais de es-
palhamento e fornece a fungao p(r) a partir de um ajuste da curva de espalhamento. Ele
também fornece o valor do raio de giro, Iz, calculado para a curva toda utilizando a equacao
(1.17) e, através da curva p(r), fornece também o valor da méxima dimensao da particula,
D

Para a realizagao das experiéncias as amostras foram acondicionadas em um porta-
amostra dedicado a amostras liquidas nas linhas de SAXS [Cavalcanti et al., 2004]. Esse
porta-amostra possui uma pequena cela selada com duas janelas de mica formando um
compartimento com espessura de 1 mm que é preenchida com a solucao contendo a proteina.
Um banho térmico foi conectado a esse porta-amostras para manter a temperatura constante
em 25°C nas experiéncias de desnaturacao por adicao de uréia e, também, para controlar e
alterar lentamente a temperatura no intervalo de 25°C a 80°C durante as experiéncias de
desnaturacao térmica. A temperatura era alterada no inicio em intervalos de 10°C, mas
depois o intervalo foi reduzido conforme eram detectadas mudancas substanciais. O tempo
de espera para o sistema entrar em equilibrio térmico nos ensaios de desnaturagao térmica

foi de 10 minutos.

2.4 Analise dos dados

2.4.1 Mudangas dos parametros estruturais

As mudancas conformacionais sofridas pela proteina durante o processo de desnaturacao
foram acompanhadas através das mudancas detectadas nos parametros gerais das proteinas
extraidos das curvas de espalhamento. Para cada estado estrutural da proteina ha uma
curva I(q) da qual é possivel obter uma curva p(r) através de uma transformada de Fourier
como nas equagoes (1.8) e (1.9). Tanto pela regido de Guinier quanto da curva p(r) foi
possivel acompanhar as mudancas do raio de giro da proteina durante seu desenovelamento.
Também da p(r) é possivel extrair o valor da maxima dimensao da molécula, D,,4., para
cada estado estrutural da proteina. Dessa forma, foi possivel construir graficos das mudancas

desses parametros em funcao da temperatura, para o caso da desnaturacao térmica, e da
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concentracao de uréia, para a desnaturagao por efeito de agente quimico. Outra verificacao
feita foi da mudanca no peso molecular da molécula durante o processo de desnaturacao. Em
caso de haver mudanca do peso molecular, isso indicaria que houve agregacao da molécula

além de desnaturacao.

Outra analise estrutural realizada foi o acompanhamento da mudanga de compacidade
da molécula em solugao durante seu desenovelamento. Isso foi feito com base no aspecto
da curva na representacao de Kratky (“Kratky Plot”). J& que a lisozima é uma proteina
globular, espera-se que o perfil da representacao de Kratky tenha uma forma de sino no
estado nativo e que va perdendo essa forma a medida que a molécula vai perdendo a sua
compacidade quando ela se afasta do estado nativo em direcao ao estado desnaturado. Por
fim, na tentativa de detectar indicios da formacao de estados intermediarios, uma andlise

termodinamica dos dados foi realizada como descrita na préxima secao.

2.4.2 Analise termodinamica da curva de desnaturacao

O estado termodinamico de uma proteina depende sensivelmente das condi¢oes ambiente
incluindo temperatura, pressao, pH, concentragao de NaCl e concentracao de desnaturantes,
tais como uréia ou hidrocloreto de guanidina (Gdn-HCI). Quando essas condigdes sao varia-
das, duas ou mais populagoes com conformacoes diferentes de uma proteina podem coexistir.
A seguinte andlise é baseada no modelo de enovelamento de trés estados e pode facilmente
ser aplicada para o modelo de dois estados [Chen et al., 1996; Doniach, 2001]. Um sistema
ternario em equilibrio consistindo de moléculas no estado nativo (), intermedidrio (I) e

desenovelado (U), pode ser descrito pelo esquema geral:

NZ2[2U. (2.1)

Pensando dessa forma, os valores de raio de giro (R,) e intensidade de espalhamento a

baixo angulo podem ser decompostos de acordo com as equacgoes seguintes:

Iy = fyIn + fi1+ filu (2.2)

R;,kz = f]lffRf;,N + f}cRE,I + flljRg,U (2.3)

onde f¥ f¥e fE sdo fragoes das moléculas de protefnas no estado nativo, intermedidrio e
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desenovelado, respectivamente. Em equilibrio, essas fracoes podem ser derivadas termodi-

namicamente:
In=13 Kﬁv; + KL, 24
fi=1 +K}ﬂvfijl§fm@w (25)
fo=17 K}fvfﬁffq@w (2:6)
onde K% ; = [I]/[N] e K% _; = [U]/|N] sdo constantes de equilibrio para as transi¢oes

de estado nativo — intermediario e nativo — desenovelado na solucao de condigao k
(concentragao de desnaturante fixa para a desnaturacao por uréia ou temperatura fixa para
a desnaturacao térmica), respectivamente, e f¥ + f¥ + f£ =1 . As constantes de equilibrio

sao relacionadas as mudancas na energia livre de Gibbs como:

AGY = —RTIn K}, (2.7)

AGY. = —RTInK% (2.8)

Assim, podemos expressar as fragoes moleculares em funcao da temperatura e da variagao
de energia livre de Gibbs. Para o estudo de desnaturacao por agao de um desnaturante
quimico é preciso relacionar essas fragoes moleculares em cada estado de equilibrio com a
concentracao de uréia. Para fazer isso, existem alguns modelos que relacionam a variagao de
energia livre de Gibbs com a concentragao de uréia. O modelo que usaremos nesse trabalho
serd o “Modelo de Ligacao do Desnaturante”. Esse modelo leva em conta o efeito da uréia
na estabilidade da proteina. Ele assume que o desenovelamento de uma proteina resulta de
um acréscimo no numero de sitios de ligagao do desnaturante na conformacao desenovelada
(ou intermedidria) comparada com a forma nativa [Aune & Tanford, 1969]. Nesse modelo

temos as seguintes relagoes:

AGY = AGH2° — An;RT In (1 + ca) (2.9)

AGY, = AGE° — AnyRT'In (1 + ca) (2.10)
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onde AGY e AGY, sao as mudangas de energia livre no desenovelamento do estado nativo
para o estado intermediario e do estado nativo para o estado desenovelado, respectivamente,
extrapoladas para a concentracao nula de desnaturante. e sao, respectivamente, as diferencas
no numero de sitios de ligacao de uréia entre os estados nativo e intermediario, e entre os
estados nativo e desenovelado. R ¢ a constante dos gases (R = 1,9872 cal K~ 'mol™") e T ¢
a temperatura em Kelvin. O parametro ¢ é uma constante média de ligacao em equilibrio
em cada sitio e a é a atividade da uréia que estd relacionada a sua concentracao molar, M,

pela relagao [Pace, 1986]:

a =0,9815M + 0,02978M?* + 0,00308M*

Rearranjando as equagoes que vao da (2.3) a (2.10), obtemos a seguinte relagao para o

raio de giro no processo de trés estados em equilibrio:

Ry +RIe 4 REyef
l+e+eh

(2.11)

onde

a = [AGH° — An;RTIn (1 + ca)]/RT

B =[AGHEC — AnyRT In (1 + ca)]/RT.

Para o caso da desnaturacao térmica, usamos a discussao sobre energia livre, entalpia e
entropia da segao 1.3.6 e deduzimos uma equacao para R,, da mesma maneira que fizemos
para a equacao (2.11), mas usando a relagio AG = AH —TAS e supondo que AH e AS nao
dependam significamente da temperatura no processo de desenovelamento!. Sendo assim,

chegamos a seguinte relacao:

R;N + }337716’7 + R;U(f‘S
lfeoted

R, = (2.12)

onde

I'Novamente é importante lembrar que isso é uma aproximacido onde estamos desconsiderando, por con-
veniéncia, a variacao de calor especifico da molécula, conforme ja foi discutido na secao 1.3.6. Essa aproxi-
macao € valida, porém limitada, ja que fornece valores um pouco menores que a realidade para as variagoes
de entalpia e de entropia [Perez et al., 2001].
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v = [AH; — TAS;]/RT

§ = [AHy — TASy]/RT.

As equagoes (2.11) e (2.12) sao usadas para ajustar os dados experimentais de Rg v8. Cyuréia
e Rf] vs. T, respectivamente, usando o método de minimos quadrados nao-linear. Essas
equagoes foram derivadas supondo um processo de desenovelamento de trés estados, mas
pode ser facilmente simplificada para um processo de dois estados somente fazendo R, ; = 0

e omitindo os termos e~ na equagao (2.11) e e~ na equacgao (2.12).

2.5 Resultados

Os resultados estao divididos em dois grupos: em um estao os resultados referentes
ao estudo de desnaturacao por acao de um desnaturante quimico, a uréia, e no outro, os
resultados do estudo de desnaturacao térmica, ambos os estudos feitos utilizando a proteina

lisozima como amostra. Os resultados sao apresentados a seguir.

2.5.1 Estado nativo da lisozima usado como referéncia

Para termos uma referéncia dos parametros estruturais da lisozima no seu estado nativo,
utilizamos informagcoes obtidas no banco de dados de estruturas cristalinas de proteinas
conhecido como Protein Data Bank (http://www.resb.org). Nesse banco de dados a estrutura

cristalina da lisozima que foi utilizada esta registrada pelo cédigo PDB 6lyz.

O estado nativo da proteina em solucao pode, obviamente, ser representado pela estru-
tura cristalina levando em conta, é claro, a camada de 4gua em torno da proteina em solugao.
Dessa forma os parametros dimensionais dessa proteina foram obtidos da estrutura PDB uti-
lizando o programa CRYSOL [Svergun et al., 1995]. Esse programa calcula os parametros
gerais de SAXS, tais como raio de giro, e gera a curva de espalhamento I(q) tedrica a par-
tir das coordenadas atomicas na proteina. Esse programa possibilita também acrescentar
A estrutura cristalina uma camada de dgua com espessura de 3 A envolvendo a proteina
como envelope. Essa camada estd sempre presente nas proteinas em solugao e possui uma
densidade eletronica que contribui para o espalhamento de raios-X a baixo angulo. Logo,
¢ interessante acrescentar a camada de agua a estrutura cristalina no momento de calcular
os parametros estruturais tedricos para serem comparados com os experimentais obtidos da

proteina em solucao.
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Sendo assim, as curvas I(q) e a fungao p(r) obtidas da estrutura cristalina sdo mostradas
nas figuras 2.2(a) e 2.2(b), respectivamente. No destaque na figura 2.2(a) também é apre-
sentada a curva de Kratky tedrica para essa estrutura. Os valores de raio de giro e méxima
dimensao para a proteina calculados pelo CRYSOL a partir da estrutura cristalina sao
Rg = 15,07 Ae Dy = 49,04 A, respectivamente.

2.5.2 Desnaturagao por acao de um desnaturante quimico (Uréia)

Essas experiéncias foram realizadas com a lisozima em tampao citrato com e sem NaCl.
O NaCl foi adicionado para alterar a forga ionica da solucao, o que também altera também
a conformagao da proteina em solucao, provocando uma blindagem de cargas da molécula
em relagao ao solvente. Por isso, vamos subdividir essa parte nos resultados da solugao sem
a adicao de NaCl e aqueles com a adicao de NaCl. Para verificar a monodispersidade do
estado nativo e do estado desenovelado, a primeira anélise feita foi da regiao de Guinier, onde
os resultados sdo mostrado na figura 2.3(a) para a solugao sem NaCl e na figura 2.3(b) para
a solucao contendo NaC'l. Note que ha um comportamento bastante linear nessa regiao, o

que indica que a solucao é monodispersa.

Para a solugao sem NaCl, as curvas de espalhamento I(q) do estado nativo e um estado
com méxima alteracdo conformacional por agao da uréia sdo mostrados na figura 2.4(a).
As representacoes de Kratky também sao mostradas no destaque e mostram que a lisozima,
mesmo na maior concentracao de uréia, nao perde totalmente sua compacidade, como notado
no grafico de Kratky que nao perde totalmente seu maximo no estado a 8M de uréia em

solugao.

Os ajustes teodricos dos dados experimentais de espalhamento realizados com o pro-
grama GNOM e as curvas p(r) estdo mostrados nas figuras 2.4(a) e 2.4(b). Sendo as-
sim, os parametros obtidos para os dois estados apresentados na figura (2.4) foram R, =
(16,7 + 0,3)A e Dyse = 52 A para o estado em 0M de uréia e R, = (21,2 + 0,3)A e
Dinae = 70 A para o estado em 8M de uréia, indicando uma mudanca relevante na estrutura

da proteina.

Junto com essas analises, acompanhamos as alteracoes conformacionais da proteina a
medida que a concentragao de uréia aumentava. As mudancas de compacidade das proteinas
podem ser vistas na figura 2.5(a) através das alteragoes nas curvas de Kratky. Foi feito um
alisamento nos dados experimentais para uma melhor visualizacao das curvas de Kratky
na figura 2.5(a). A medida que a concentracao de uréia aumenta, o maximo dessas curvas

vai diminuindo, mas nunca desaparece totalmente. Essas alteracoes na estrutura também



2.5 Resultados

43

104 2 . 6.0x10”
] Q{«?Q o
g8 © 40x10°
2, 5
% c
- %Y Na 20x10
2 Hog
© Ooo 00
oS 11 Q 00 01 02 03 04 05
c [¢) 1
3 Co a (A"
- %
£ 0.
oo
0.1 -1 Q\OJ’
T T T T T 1
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
-1
q (A
(a)
0.06 -
0.05 1
0.04 1
< 0.03 1
o
0.02 4
0.01 1
000 T T T T 1
0 10 20 30 40 50
r(A)
(b)

Figura 2.2: (a) Curva de intensidade de espalhamento I(q) e (b) funcao p(r) calcu-
lada a partir da estrutura cristalina utilizando o programa CRYSOL.
No destaque da figura (a) é mostrado um grafico de Kratky para esses

dados.
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Figura 2.3: Gréficos mostrando a linearidade das curvas de espalhamento na regiao
de Guinier para os estados nativo e desenovelado da lisozima nas
solugoes: (a) em pH = 2,9 sem NaCl e (b) em pH = 2,9 contendo
NaCl. Valores de raio de giro obtidos da regressao linear e usando a
equagao (1.14) estao mostrados.
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Figura 2.4: Estado nativo em 0M de uréia e estado desenovelado por 8 M de uréia
na soluc¢ao sem NaCl em pH 2,9. (a) Curvas de intensidade /(g) com
um destaque mostrando as representagoes de Kratky e nas (b) fungoes
p(r) para esses dois estados (0 M e 8 M de uréia).
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Figura 2.5: Mudancas conformacionais acompanhadas para cada concentragao de
uréia em solugdo sem NaCl através das mudangas nas (a) curvas de
Krakty (foi feito um alisamento nos dados experimentais uma melhor
visualizac@o das curvas) e nas (b) fungoes p(r) da lisozima.
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foram acompanhadas através das mudancgas nas fung¢oes p(r) como mostradas na figura
2.5(b). Como podemos notar, a proteina vai assumindo uma forma menos globular quando
a concentracao de uréia aumenta. Conseqiientemente, a dimensao maxima e o raio de giro

da lisozima também se alteram.

Apesar dos dados experimentais de SAXS evidenciarem os diferentes estados conforma-
cionais da proteina em OM e 8M de uréia, nao existe indicio claro de que alguma curva
corresponda a um estado intermediario da proteina, e nao um transiente. Dessa forma, nao
podemos afirmar que um intermediario estavel da proteina em condicoes de equilibrio foi
detectado. Para tentar encontrar um indicio para esse estado, analises termodinamicas dos
dados foram feitas supondo a existéncia ou nao de um intermedidrio. Para isso, o modelo
para processo de dois estados e o modelo para processo de trés estados, apresentados na
segao 2.4.2, foram utilizados. A curva de desnaturagao é apresentada na figura 2.6(a), jun-
tamente com os ajustes dos modelos. Esses ajustes foram realizados deixando livres para
variar somente os parametros AG?QO, AGgQO, Any, Any, R, ;. Para os outros parametros
foram usados os dados experimentais. Os resultados desse ajuste sao apresentados na tabela
2.1.

Tabela 2.1: Resultado dos ajustes termodinamicos dos dados experimentais da
desnaturacao da lisozima por uréia na solugao sem NaC'l em pH?2,9.

Modelo ‘ AGT9 (kCal) ‘ Ang ‘ AGH? (kCal) ‘ Ang ‘ R, A ‘ e ‘
Dois N.A* N.A* 3,5+£0,6 1241 N.A* 1,63
Estados

Trés -3,7+0,6 | —12,2+1,4 1,24+0,6 6,2+0,9|17,094+0,07 | 0,89
Estados

*N.A. : nao se aplica para esse modelo

Na figura 2.6(b), é apresentada a variacdo da mdxima dimensao da molécula durante
seu processo de desnaturacao e, no destaque dessa figura, é apresentada uma estimativa do
peso molecular para cada concentracao de uréia, mostrando que nao houve uma variacao
substancial de peso, indicando que nenhuma agregacao ocorreu. A variagao que é notada a
primeira vista é bem pequena e esta relacionada com as flutuagoes de densidade eletronica
da amostra padrao e daquela em estudo, além de flutuacoes de volume dos estados diferentes

do estado nativo, ja que esses estao afetados pelo desnaturante.

Para a solu¢ao contendo 50 mM de NaCl, as curvas I(q) e p(r) do estado nativo e do
estado de maior alteracdo por efeito de uréia estdo mostradas nas figuras 2.7(a) e 2.7(b),
respectivamente. As representacoes de Kratky desses dois estados sao mostradas no destaque.

Mais uma vez esses graficos de Kratky mostram que a lisozima tende a nao perder totalmente
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Figura 2.6: (a) Curva de desnaturagao Rg vs. Cyuréia € ajustes com o modelo de dois
estados e com o modelo de trés estados [maiores detalhes no texto].
(b) Mudangas na méxima dimensao da particula durante o processo
de desnaturacdo em funcdo da concentragao de uréia [no destaque é
mostrado o acompanhamento do peso molecular da lisozima nesse pro-
cesso, juntamente com o peso molecular teérico (14,32 kDa) da liso-

zima).
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sua globularidade nas condigoes da solucao em estudo quando a proteina é submetida a uma

concentracao de 8 M de uréia.

Usando novamente o programa GNOM, os ajustes teéricos e cdlculo das curvas p(r)
foram feitos e sao mostrados nas figuras 2.7(a) e 2.7(b). Os parametros estruturais obtidos
dessa vez foram R, = (16,940, 3) A e Dyge = 57,5 A para o estado obtido em 0 M de uréia
e R, =(20,8+0,8) A e D4 = 69 A para o estado obtido em 8 M de uréia, indicando uma

mudanca relevante na estrutura da proteina.

As alteracoes conformacionais da proteina a medida que a concentracao de uréia au-
mentava também foi acompanhada aqui. As concentragoes de desnaturante foram escolhidas
foram as mesmas da primeira solucao. As mudancas de compacidade das proteinas podem
ser vistas na figura 2.8(a) através das alteragoes nas curvas de Kratky. Foi feito um alisa-
mento nos dados experimentais para permitir uma melhor visualizacao das curvas. Como
aconteceu para a solucao sem NaC'l, aqui também é notado o fato que, a medida que a
concentracao de uréia aumenta, o maximo dessas curvas vai diminuindo, mas nunca desa-
parece totalmente. Essas alteragoes na estrutura também foram acompanhadas através das
mudangas nas fungoes p(r) como mostradas na figura 2.8(b). As alteragoes estruturais aqui
observadas foram bastante semelhantes aquelas observadas na primeira solucao sem NaCl,

mesmo que aqui a forga ionica seja maior que na primeira.

Devido a dificuldade de detectar um intermediario, a andlise termodinamica dos dados
foi repetida. A curva de desnaturagdo ¢é apresentada na figura 2.9(a), juntamente com os
ajustes dos modelos. Os ajustes foram realizados igualmente aos feitos para a solucao sem
NaCl e os resultados desse ajuste sdo apresentados na tabela 2.2. Na figura 2.9(b), é apre-
sentada a variagao da maxima dimensao da molécula durante seu processo de desnaturacao
e, no destaque dessa figura, é apresentada uma estimativa do peso molecular para cada con-
centracao de uréia, mostrando que nao houve uma variacao substancial de peso, indicando
que nenhuma agregacao ocorreu. A pequena variagao observada é atribuida as mesmas

flutuacoes discutidas no primeiro caso.

Das analises termodinamicas, vemos que o modelo de dois estados ajusta melhor os
dados e rende valores de energia livre e ntimero de sitios de ligagao mais condizentes com a
realidade do problema de desenovelamento. Isso pode ser visto pelo fato que a variacao de
energia livre entre o estado nativo e o intermediario no modelo de trés estados é negativa, o
que levaria a supor que o estado intermedidrio é mais estavel que o estado nativo, mas isso
nao ¢é verdade, pois o estado nativo é mais estavel para a proteina. Juntando-se a isso, nesse
modelo vemos que o nimero de sitios de ligacao de uréia diminui no estado intermediario em

relagao ao nativo. Por isso, mesmo que o valor de raio de giro do estado intermediario nos
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Figura 2.7: Estado nativo em 0 M de uréia e estado desenovelado por 8 M de uréia
na solugao com 50 mM de NaCl em pH 2,9. (a) Curvas de intensidade
I(q) com um destaque mostrando as representagoes de Kratky e nas (b)
fungdes p(r) para esses dois estados (0 M e 8 M de uréia).
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Mudancgas conformacionais acompanhadas para cada concentracao de
uréia, em solugao com 50 mM de NaCl, através das mudangas nas (a)
curvas de Krakty (foi feito um alisamento nos dados experimentais uma
melhor visualiza¢ao das curvas) e nas (b) fungoes p(r) da lisozima.
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Figura 2.9: (a) Curva de desnaturagao Rg vs. Cyuréia € ajustes com o modelo de dois
estados e com o modelo de trés estados [maiores detalhes no texto].
(b) Mudangas na méxima dimensao da particula durante o processo
de desnaturacdo em funcdo da concentragao de uréia [no destaque é
mostrado o acompanhamento do peso molecular da lisozima nesse pro-
cesso, juntamente com o peso molecular teérico (14,32 kDa) da liso-

zima).
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Tabela 2.2: Resultado dos ajustes termodinamicos dos dados experimentais da
desnaturacao da lisozima por uréia na solucao com 50 mM de NaCl

em pH2, 9.
Modelo | AG/?°(kCal) | An; [AGP°(kCal) | An; | Ry A [ X* |
Dois N.A* N.A* 2,9+0,5 8,9+0,9 N.A* 0,20
Estados
Tres —-0,53£0,09 | 0,3+£0,9 2,3+0,5 9,5+0,6 | 17,3£0,9 | 0,31
Estados

*N.A. : nao se aplica para esse modelo

dois casos pudesse ser razoavel para predizer a sua existéncia, o modelo nao se ajusta com
a realidade em ambos os casos. Dessa forma, utilizando o modelo de dois estados, podemos
calcular as fracoes de moléculas nos estados enovelado e desenovelado em cada concentragao
de uréia através das equagoes (2.4) e (2.6), fazendo a constante de equilibrio K% _; igual
a zero e o resultado é apresentado na figura 2.10(a) para a solugdo sem NaCl e na figura

2.10(b) para a solugao com NaCl.

2.5.3 Desnaturacao por acao de altas temperaturas

Um tratamento térmico foi aplicado a lisozima com o intuito de provocar a desnaturagao
da proteina. Ela foi estudada na temperatura ambiente onde obtivemos o espalhamento de
sua estrutura nativa. Posteriormente a temperatura foi alterada de