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RESUMO

A técnica de espalhamento de raios X a baixo angulo
tem sido bastante wutilizada nos Gltimos anos no estudo de
proteinas em solugfio. Curvas de espalhamento de alta resoclugio,
além de fornecerem parimetros dimensionais, possibililitam a
obteng3oc de informag@es sobre a estrutura quaternaria de
macromoléculas atraveés de simulag¢g@es com modelos.

Neste trabalho, estudamos a eritrocruorina do
anellidec Glossoscolex paulistus (massa molecular de 3.83x106).
Curvas de espalhamento a baixo &ngulo de varias concentragdes da
proteina em sol%gﬁo foram obtidas com um gerador convencional de
raios X. A partir destes dados fol possivel determinar os valores
de raio de giro e dimensZo mixima na molécula por grafices de
Guinier e transformada indireta de Fourier.

Obtlvemos, também, curvas de alta resolugio no
sincrotron do LURE, Orsay, Franga. As intensidades espalhadas,
por apresentarem uma série de maximos nos Angulos maiores,
pareceram aproprladas ac célculo de modelos. Para tal usamos um
programa de computador desenvolvido por O. Glatter [7].

O modelo inicial, composto de 1868 esferas
idénticas, fol estruturado com base em informagSes disponivels de
microscoplia eletrdnica. ModificagBes sistematicas deste modelo
levaram a uma estrutura final que consiste de 12 subunidades
principais arranjadas em duas camadas hexagonals sobrepostas
formando um cilindre com uma subunidade adicional no centro,
Durante © processo de ajuste do modelo, diferentes pesos foram
atribuidos as esferas gque compunham as subunidades principais. O
modelo final simula bem as curvas experimentals e contém
informag3o sobre as regi@Ses de malor densidade eletrénica na

molécula, sugerindo uma possivel localizagZo dos grupos heme.



ABSTRACT

Small angle X-ray scattering is a technique that
has been widely used during the last decade for the study of
proteins in solution. High resolution scattering curves, can not
only provide information on the dimensional parameters of the
molecules, but also lead to a description of the quarternary
structure of the protein by fitting the experimental intensity
curves and distance distribution functions with those calculated
for a model molecule.

This work reports studies of erythrocruorin from
the annelid species Glossoscolex paulistus Cmolecular weight
3,23 x 10%. - Small angle scattering curves from various
concentrations of this protein in solution were obtained with a
conventional X-ray generator. The radius of gyration and maximum
dimension of the molecule were obtained from Guinier plots and
inverse Fourjier transform.

High resolution intensity curves were obtained at
the synchrotron source at LURE, Orsay, France. These curves
presented a number of maxima at higher angles and seemed adequate
for model calculations. These were performed using the computer
program developed by O. Glatter [7).

The initial model, formed by 186 identical Spheres,
was built using the information avallable from electron
microscopy. Systematic modifications of this model lead us to a
final structure consisting of 12 principal subunits, arranged in

two superposed hexagonal layers forming a hexagonal cylinder, with

an additiconal subunit in its center. During the fitting
procedure, different welghts were assigned to the spheres
composing the structure. The final model reproduces the

experimental scattering curves and contains information on the
more electron-dense regions in the molecule, thus suggesting the

the possible site of the heme groups.
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INTRODUGZO

Os anelideos possuem hemoglobinas extracelulares
que se caracterizam pela sua grande massa molecular Cem torno de
3.5x10° Da> e, principalmente, por sua arquitetura, Eztas
moléculas, quando vistas com microscdpio eletrédnico, se apresentam
sempre na forma de dois hexagonos sobrepostos. No entanto, apesar
desta aparente similaridade estrutural, quando estudadas mais
profundamente, mostram uma grande diversidade funciocnal que se
Justifica pelos diferentes habitats em que s3o encontrados os
invertebrados. Para o entendimento dos processos envolvidos na sua
sobrevi véncia, e, portanto, fundamental tentar estabel ecer
relag@Ses estrutura-funcZo na molécula. Existem teorias que
vinculam as estruturas de hemoglobinas extracelulares A evol ugio
de organl smos anaerdbicos para aerdbicos, apontando as
hemoglobinas como as primeiras proteinas a serem sintetizadas pela
natureza. _

Através da microscopia eletrénica, sabemos que
estas proteinas s%o formadas por 12 subunidades principais que
comp@em os dols hexAgonos sobrepostos. N¥o ¢ possivel saber, no
entanto, como s3o compostas estas unidades. Normalmente, sXo
propostos modelos baseados nas massas moleculares da proteina e de
seus produtos de dissociagXZo Cobtidos por mudangas de pH e
temperatura, por exemplo) Jjuntoe com a informag®o scbre a
quantidade e tipos de cadelas polipeptidicas presentes.
Basicamente, tenta-se compor a molécula de modo que a soma das
massas moleculares das partes seja igual a determinada para o
todo, sem considerar sua distribui¢3o espacial. Um dos caminhos
para obter a estrutura quaternaria da hemeproteina seria a sua
cristalizagfio e estudo por difragic de rajos X, dols passos
bastante dificeis devido ao tamanho e a complexidade da protefna.

Até agora sé foram obtlidos cristals da hemoglobina extracelular de



Lumbricus terrestris (dimens¥Bes da cela wunitaria: a=502,1A,
b=297,8A e c=350,1A > por Royer e Hendrickson [1,27,28,29,30). A
estrutura, no entretanto, ainda n%o fol resclvida.

O outro caminho ¢ o estudo da molécula em solugXZo
Cportanto, em condigBSes mais préximas A forma nativad por
espalhamento de raios X a baixo Angulo (SAXS), Com base nos dados
obtidos por esta técnica, podemos propor modelos para a estrutura
quaternaria da proteina, ou seja, a distribuig¢iZc no espago das
subunidades que a compBem. Neste ponto, portanto, podemos perceber
a importancia do estudo de macromol écul as por SAXS no
estabelecimento das relag¥es estrutura-fungfo ja que podemos
controlar determinados parametros das solugBes Como PH,
temperatura, presenga de cations divalentes,etc., e acompanhar
possiveis modificag@es nos modelos propostos,

Neste trabalho, estudamos a hemogl obi na
extracelular do anelideo Gleossoscolex paulistus, da regifo de Rio
Claro, SP, através de espalhamento de raios X a baixo Angulo, com
© objetive de preopor um modelo para a sua estrutura de
subunidades. E uma proteina que JA4 estava sendo estudada no
Departamento de Bloquimica do Instituto de Biologia da UNICAMP por
outros métodos. Havia, além disso, o desafic de trabalhar com uma
molécula tZo grande que levaria a técnica de SAXS aocs limites da
sua aplica¢3c experimental com fontes de radiagfo convencional.
Para completar o estudo tivemos a oportunidade de fazer medidas
usando duas fontes de raics X: um gerador de Ancodo rotatdério e
radia¢fo sincrotron.

A teoria de espalhamento e suas 1Interpretages
podem ser vistas no capitulo 1. A definig¥o de hemoglobinas, sua
classificag3io e caracteristicas principais se encontram no
capitulo 2. Também neste capitulo, temos mais informag®es sobre a
hemoglobina de 6. paulistus. No capitulo 3, descrevemos a parte

experimental enveolvida no trabalho. Os resultados obtides e sua



analise estXo no capitulo 4, junto com a descri¢Zo do modelo final
determinado para a hemeproteina do anelideo estudado. Finalmente,
no capltule S, podem ser lidas as conclus®es deste trabalho e as

propostas para sua continuagZo.



I.ESPALHAMENTO DE RAIOS X A BAIXO ANGULO

1.1 -~ ESPALHAMENTO POR UMA PARTICULA

Um felixe de ralos X, ao atingir uma particula, faz
com que cada um de seus elétrons se torne uma fonte de onda
espalhada. A amplitude da radiagXZo espalhada por um elétron num
ponto Kk, com fator de espalhamento fw na dire¢io do vetor
unitaric = Cver Fig.I.1>, &

-1—§% g -32)>.7, - 1R.7

Ak = Ae fk e = Ak e €13
onde: Ae= amplitude espalhada por um elétron livre;

§°= vetor unitario na dire¢Zio da radiag¢Zio incidente;

2 = vetor unitario na diregfo do felxe espalhado;

R = vetor ggcé - goD. com médule h = é% sen &;

A = comprimento de onda da radiag3ic incidente;

26 = Angulo de espalhamento ou de observagio.

Se a dire¢Zo de espalhamento for a mesma que a do
feixe incidente (26 = 0O° na Fig.I1.12>, os raios espalhados estar3o
todos em fase. A medida que o 4&ngulo de espalhamento vai
aumentando, cresce a diferenga na fase entre as varias ondas
espalhadas. Portanto, temos uma amplitude de onda resultante para
a particula, que varia com o &angulo de cbservag¢ic por causa de

interferéncias destrutivas, cuja express3o €

AR = LA = AR ELr e cad
K



Figura 1.1



Como a intensidade espalhada, ICﬁ). ¢ igual ao produto da
amplitude por sua conjugada AA*. sua expressio fica
IR =1 EE £ f, cost B.7 O C3d
k 1
onde I.Cz)= intensidade espalhada por um elétron.

Em amostras normalmente usadas em experimentos de
espalhamento de raies X a baixo aAngulo, temos particulas para as
quais todas as orientag@®es s3o igualmente provavels. Portanto, no
cidlculo da intensidade, determinamos a média da fungZo
cosCh. ?ik) quando o vetor ?tk' com médulo r.+ assume todas as
crientag®@es com igual probabilidade. O cilculo mostra [2] que esta

média & dada por

sen hrik

4>

cos CE.? >

hrik

Chegamos, portanto, a express3o obtida por Debye em 1915,

N N sen hrik
ICh> = § b fkfi SO

k=1 1i=i hrik

onde cada par de elementos espalhadores ¢ e k, separados de: uma

distancia ik dentro da particula, contribui para uma
intensidade de espalhamento que depende somente do Angulo de
observagio.

Convém lembrar, por fim, que a intensidade observada ¢ a
média das intensidades espalhadas por um grande numero de
particulas. Supondo particul as idénticas, desorientadas e
bastantes afastadas umas das outras, as intensidades individuais

simplesmente somar-se~3o. Na Fig.I1.2, podemos ver uma curva tipica



Figura I.2



da intensidade ICh) em fun¢g3o do Angulo 20 obtida para uma solug3o
de proteinas [3].

I.2-APROXIMAGAO DE GUINIER

Podemos expandir a fung3o seno da expressio de

Debye (eq.(5))> em uma série de poténclas:

N N sen hrik
ICh) = F Ef,f, — =
k=t i=1 1k
N N

1 1 .33 1 .55
=L ELrf C hr = = hr + - h'r - ) =
= S S o ik T B ik 7B 1k

2 4
_ _ _h 2 b 4
S LINS " g EENSr s EENS fye 7 e 68

O primeiro termo da expansioc ¢ igual a (I fkbz ,
k
isto &, a ICOD [2,4].

Se conslderarmos a origem como o centro de massa

eletrdnico da particula, vamos ter E fkrk = 0. Lembrande que
4 =f -2 e ra = ra + ra - Zar rk cos a onde I e ¢
1k k i ik i k i"k 1k ' k i

s3o os vetores dque ligam os pontos R e 1 & origem e o ¢ o Angulo

1k
entre eles, o segundo termo da expans3o pode ser escrito como

2
h 2 _ _ n 2 2 .
Tfiszfi ik = Tfffkfic"i“”rk eryry cos oy, D
2 2 2
_ _ h 2 _ h 2 h
= B E fk E firi & E fkrk f fi+ 5 E fkrk F firi cos aik'

O termc em cosseno se anula, pois a soma em ¢ ¢é a projeclio de



Lfr em r.. Se definimos um parametro Ra por [2,4)

L f rZ

> k k "k

R0=—_Tf:_. 7D
k
o segundo termo fica
2
h 2 2
=5 C E fk > Ra . cad

Tratando o terceiro termoc de modo analogo e

definindo um parametro RN como

rr rd
4 ” kK "k
RN=—-ﬁ-‘?;-_. cad
k
obtemos
4 4
h 4 h 2 4 4
51 L fkri e T BT CE fk b CaRN + BRG > . 10D
k 1 k
A expansio, escrita em fungZo dos parémetros Ra e
R , fica
N
2 4
IChY =Icod <1 - 2 RE + B cr*aar?s> - .5
3 e 60 N a

Nos angulos menores, a express3oco (113 pode ser
aproximada, considerando apenas os dois primeiros termos, para

—haRa/3

IChD = ICOD e a 12>



onde ICC) & a intensidade no Angulo zero. A relagfo (120 &
conhecida como aproximac¢fio ou lei de Guinier e Ra ¢ um parametro
geométrico caracteristico da particula que independe de qualquer
suposigio a respeito de sua forma. Este parAmetro, chamado de raio
de giro, é, por definiglo, a ralz quadrada da média dos quadrados
das distancias de cada elétron da particula a seu centro de massa
eletrédnico Ceq. (713,
O grafico de Guinier, 1n IChY vs h%, & uma reta

2
Rc 2
In IChD = 1ln ICOD> - 3 h €13
R,
com inclinag3ie o = - 3 » que permite determinar o raioc de
giro
R = —3a . 14>
a
Qual quer que seja a forma da particula, a

inclinag3o da curva de 1In IChd vs h? na crigem & sempre igual a
2

1.3 de RG. A precis3c com que o raio de gire pode ser
determinado, no entanto, depende, até certo ponto, da forma das
particulas. A determinag3o deste parAmetro com o mesmo grau de
preclsdo, para uma =série de particulas tendo o mesmo Ra. requer
informagdo sobre o espalhamento em Angulos tanto menores quanto
mais a particula se afastar de uma forma com malor simetria.

As particulas gue melhor obedecem a lel aproximada
de Guinier sZo as praticamente isodiamétricas (quase esféricasd.
Elipsdides muito alongados, discos finos e cllindros estreitos tem
curvas que apresentam diferengas em relag3o A& aproximagio (123 e
precisam ser consliderados de modo especial conforme veremos a
seguir.

A fung3oc de espalhamento para particulas alongadas

10



que tenham o comprimente muito maior

que o dismetro da segi3o
transversal (L » dd>, de

acordo com a ref.[2],
express3o

& dada pela

IChY =L - T Chd C1%)
h c

onde IcCh)

¢ a intensidade relacicnada a seg¢Xo transversal
fator

. ©
1-h & caracteristico de particulas com forma cilindrica
A intensidade IcCh) pode ser aproximada por
-h"RE 2

IChd = TIC0Od e
=4 =4

<162

onde RC € o raio de giro da sec¢Zo transversal.

Se tragarmos um grafico de 1In(Ihd vs h? » onde

2.2
Ln

~-h“R /2
IChY = I1CO) e °
h c

17>

¢ a intensidade espalhada pela particula, teremos uma reta

2
R 2
In CIh> = 1n {La ICOD} - ac h c18d
Rz
com inclipagio a = - ac. Assim, temos © raio de giro da segio
transversal
Rc = —-2a ci9d
A

intensidade de

planas ou lamelares

espalhamento para particulas

com espessura finita e muito peguena em

11



relag3o as outras duas dimensSes &

=rnA

hB

ICh> =

ILCh) ’ 200

onde A & a area do plano e IlCh). a intensidade relacicnada a

espessura. A aproximac¢3o para IlCh) é dada por

~-h ™R

2 2
IChY = IO e v c21d

O cilculo do raio de giro da espessura, Rl' ¢ anadlogo ao

de Rc. Tragamos o grafico 1n CIND vs n? usando ¢ espalhamento

da particula expresso por

2nA “hak?
IChd = 2. 1.¢o0 e 22>
2 1
h
e obtemos uma reta
In CIha) = 1ln [anAIﬂFO)J - R?ha (23
com inclinagiio o = - Rf. Portanto,

R = J -a . (24>

Em resumo, podemos determinar o RG de qualquer tipo
de particula, mas a precisiico val depender da forma. Para
particulas alongadas em uma ou duas dire¢gBes, ¢ possivel obter,
ainda, parlmetros relacionados a suas dimens@Bes menores: raios de

giro da se¢3oc transversal e da espessura, respectivamente.

i2



I.3- FUNGCAO DISTRIBUIGCAO DE DISTANCIAS
I.3.1~ FUNQAC DE ESPALHAMENTO E FUNCAO DISTRIBUIGAO DE DISTANCIAS

Até agora, vimos como podemos observar a particula
indiretamente através da curva de espalhamento obtida no espacgo
reciproco.

A estrutura completa da particula, tedricamente, &
descrita pela distribuigio de densidade eletrdnica,
tridimensional, p(?). Noe entanto, temos um grande ntumerc de
particulas contribuinde para o espalhamento gque resulta ser uma
média espacial. Em consequéncia, perdemos informag3io e a particula
passa a ser representada pela funcZo distribuig¢i3o de distancias,
pCr>, gque ¢ unidimensional.

A cada fung3oc de espalhamento, no espago reciproco,
corresponde uma fun¢gio distribul¢3o de distancias no espago real.
As duas fun¢Bes est3o interrelacionadas por uma transformada de

Fourier CT; na Fig.1.3) do tipo

o
IChY = 4m & pCrd % dr casd
(=)
e sua transformada inversa
1 [+ 4}
pCrd = JS IChD hr sen hr dh . (26D
21 o

Ou seja, a transformada de Fourier define como a informag3io no

espago real, pCrd> , ¢é transformada no espago reciproco, IChd.

i3
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I.3.2~FUNQXO DISTRIBUICXO DE DISTANCIAS pCrd

A fungio plrd » multiiplicada pelo fater 4nm,
representa o numero de distaAncias dentro de uma particula
homogénea, isto é, o ndmero de linhas com comprimento r que s3o
encontradas na combinag3c de um elemento de volume qualquer ¢ com
outro elemento de volume k [S].

No caso de particulas n3oc homogéneas, & preciso
considerar a densidade eletrénica nos elementos de volume. A
fungio pPCrd ¢ proporcional ao ntumero de pares de elétrons
separados pela distancia r encontrada na combina¢fZo de um elementc
de volume ¢ com qualquer outro elemento k da mesma particula. O
numerc de pares de elétrons ¢ dado pelo nGmero de pares de
elementos de volume multiplicados pele produte do ndmero de
elétrons n e n, situados nos volumes correspondentes C(Fig.
I.45. Regi®es com sinais diferentes de diferenga de densidade
eletrdnica dio contribui¢®es negativas A fung¥o distribuigZo de
distancias, isto ¢, ela pode ser negativa em algumas partes.

A partir da fungZo distribui¢Xo de distancias
podemos determinar trés paraAmetros relacionades A particula: Ra.

Dmax e IC03. O raio de giro, discutide anteriormente, por
defini¢¥o, ¢ dado por

© 2
J pCrd r” dr

RZ = 2 ) ca7d
a o
2 S pCrd dr

L=

A dimens3c maxima na particula, Dmux. & lida
diretamente da curva p(r) vs r, pols corresponde ac ponto em que
a fungio se anula:

pCr2 = 0O para r 2D

max

18



Figura I.4

18



A 1intensidade no Angulo zero, IC0), ¢é calculada

através da expressio

0
ICOd = 4n S pCrd dr . c28d

[=]

A forma da fung3oc plr) também nos fornece multas
informagBes. Por exemplo, podemos distinguir e reconhecer alguns
tipos de particulas: glebulares compactas, alongadas em uma
dire¢Zo Ccom seg¢dc transversal constante - cilindros e prismas — e
varlavel - elipsdédides) e vesiculas esféricas centrossimétricas. As
particulas n3c homogéneas, que tem duas ou mais regi®es com
diferentes sinals de densidade eletrédnica, podem ser
identificadas. Os efeitos de concentra¢3o residual na dispersio de
particulas e a formagfo de dimeros sZo facilmente observados e
acompanhados.

Cutra fungdo, bastante qtil na an&lise de
particulas lamelares, ¢ a fungfio distribui¢fo de distAncias de um
plano definida pela relag¢io

pCr>
f<rd = —o— | (gr=i=b]
r

Esta func3io nos dA a espessura de camadas planas e
os diametros internoc e externo de vesiculas esféricas.
Veremos, a seguir, como tals informa¢gSes s3o

obtidas.

I.3.3~ INTERPRETAGCAO DA FUNGCAO DISTRIBUICAO DE DISTANCIAS

Otto Glatter [5.61 demonstrou as possibllidades e
limitagc®es na interpretagio da fungio pCrd atraves de alguns

17



exemplos gue apresentaremos resumidamente.
Uma esfera tem sua fungio distribuicXo de

distancias expressada por

pCrd =12 5 ¢ 2 - 3x + x» €30

com x = r/Dm“. onde Dmax é o diametro e, portanto, sua dimens3o
maxima. Na Fig.I.B5, podemos ver a fun¢Zo pdrd correspondente. O
maximo se situa préximo de r = Dmx/a C(x=0,5). Qualgquer desvio
da simetria esférica, considerando particulas sem buracos, desloca
© maximo para menores valores de r, se Dma.x ¢ mantido constante.
Portante, a razio rmm/Dmmx vy onde L ¢ o valor de r no maxdmo
da fung3o pir2, diminul para qualquer desvic de uma esfera e
decresce na seguinte seqléncia: particulas globulares, planas e
cilindricas. Uma explicag@o possivel para esta diminuigZc ¢ o fato
de termos longas distaAncias contribuindo em trés dimens®es nas
particulas globulares, enquanto que, em planas e cilindricas, elas
contribuem em duas e uma, respectivamente.

Particulas alongadas em uma dimensZfoc com se¢Zo
transversal de forma arbitraria e constante (prismas e cilindros
longos) satisfazem a condigfo d << L » onde d ¢ a dimens3o
maxima da segi3o transversal e L é o comprimento da particula.
Dessa forma, temos

L=cf -aH'Fap
Na Fig.1.6, s3o apresent.adas as curvas

caracteristicas de prismas longos com a mesma se¢3o transversal e

diferentes comprimentos. A fungido tem um miximo na regiZio
O <r < d » © & linear para r > d. A posigZo real do maximo
depende da forma da seg3o transversal e da razZoe d/"Dﬂmx . A

inclinag3o da parte linear & proporcional ao quadrade da Area da
se¢doc transversal (F> [8,6].

Variag@es em F resultam em diferengas pronuncladas
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que tenham o comprimento muito maior que o diAmetro da se¢3o
transversal (L » dd, de acordo com a ref.[2], ¢ dada pela

expressio

14

IChd =L S

IcCh) 18D

onde IcChD ¢ a intensidade relacionada A se¢3Ho transversal. O
fator 1-h €& caracteristico de particulas com forma cilindrica.

A intensidade IcChD pode ser aproximada por

-hRE. 2
IChY = ICO e € . C18d

onde Re & o raio de giro da seq¢¥o transversal.

Se tragarmos um grafico de 1nCIhd vs n? » onde

—haRf/B

Ln IO e €17

IChD h

¢ a intensidade espalhada pela particula, teremos uma reta

2
k 2
ln CIh> = 1n [Lr ICOd) - —= h c18d
R2
com inclinagio a = - —Ei. Assim, temos o raio de gireo da seglo
transversal
R = -2a . 19D

A intensidade de espalhamentoc para particulas

planas ou lamelares com espessura finita e muito peguena em

11



relagXo as outras duas dimensSes é

enA

ha

Ichd IlCh) R 202

onde A é& a Area do plano e ILCh). a intensidade relacionada a

espessura. A aproximag3o para ILCh) é dada por

-h™R

2 2
IChY = IO e L 21>

O cAlculo do raio de giro da espessura, RL’ ¢ andlogo ao

de Rc. Tragamos o grafico 1n CIh® vs h® usando o ezpal hamento

da particula expresso por

2rA _hagf
IChD I.CO) e c22)
] 1
h
e obtemos uma reta
In cIn® = 1n f2rA 1CO3) - Roh® ca®
com inclinagio a = - Rf. Portanto,

R = J - . (24>

Em resumo, podemos determinar o RG de qualquer tipo
de particula, mas a precisZc val depender da forma. Para
particulas alongadas em uma ou duas diregles, ¢ possivel obter,
ainda, parAmetros relacionados a suas dimens@es menores: raios de

giro da se¢Zo transversal e da espessura, respectivamente.
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I.3- FUNGAO DISTRIBUIGQAOC DE DISTANCIAS
I.3.1- FUNGAC DE ESPALHAMENTO E FUNGAO DISTRIBUICAO DE DISTANCIAS

Até agora, vimos como podemos observar a particula
indiretamente através da curva de espalhamentc obtida no espago
reciproco.

A estrutura completa da particula, teéricamente, &
descrita pela distribul¢iio de densidade eletrénica,
tridimensional, p(?). No entanto, temoz wum grande nuimero de
particulas contribuindo para o espalhamento que resulta ser uma
média espacial. Em consequéncia, perdemos informa¢3ic e a particula
passa a ser representada pela fungZo distribuig¢io de distancias,
pCr2, que ¢ unidimensional.

A cada fung3o de espalhamento, no espago reciproco,
corresponde uma fungfo distribui¢Zo de distancias no espago real.
As duas fungBes est3o interrelacionadas por uma transformada de

Fourier CT1 na Fig.I.3> do tipo

0.4
ICh) = 4n f pCrd % dr c2%5)
o
e sua transformada inversa
1 4]
pCro = 5 J IChD) hr sen hr dh . (oo )
2rn o

Ou seja, a transformada de Fourier define como a informag3o no

espaco real, pCrd) , & transformada no espago reciproco, ICh).
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I.3.2-FUNGAO DISTRIBUIGAO DE DISTANCIAS pCrd

A fungdo plrd » multiplicada pelo fator 4m,
representa o numero de distAncias dentro de wuma particula
homogénea, isto ¢, © ntumerc de linhas com comprimento r que s3o
encontradas na combinag3o de um elemento de volume qualquer ¢ com
outro elemento de volume k [B].

No caso de particulas nZo homogéneas, ¢ preciso
considerar a densidade eletrdnica nos elementos de volume. A
fung3o piro ¢ proporcional ao nUmerc de pares de elétrons
separados pela distancia r encontrada na combinagZo de um elemento
de volume i com qualquer ocutro elemento k da mesma particula. O
nimero de pares de elétrons ¢ dado pelo nGmero de pares de
elementos de volume multiplicados pelo produte do numero de
elétrons n, e n, situados nos volumes correspondentes (Fig.
I.40. Regli@es com sinais diferentes de diferenga de densidade
eletrénica d¥o contribulg¢Bes negativas A fungfo distribuig¢3o de
distancias, isto é, ela pode ser negativa em algumas partes.

A partir da fungZo distribuiclo de distancias
podemocs determinar trés parametros relaciocnados A particula: Ro’

D%qx e ICO). O raio de giro, discutido anteriormente, por
definig¢io, & dado por

© 2
J pCrd r° dr
RZ = 2 : 27>
a w
2 J pCrd> dr

o

A dimens3o mAxima na pariicula, Dmox, & lida
diretamente da curva p(rd> vs r, poils corresponde ao ponto em que
a fung¥do se anula:

pCr> = O para r zD
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Figura I.4
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A intensidade noc angulo =zero, IC0), & calculada

através da expressio

00
ICO> = 4m S pCrd dr . casd

o

A forma da fung3o plrd> também nos fornece muitas

informagBes. FPor exemplo, podemos distingulir e reconhecer alguns

tipos de particulas: globulares compactas, alongadas em uma
dire¢fo (com se¢do transversal constante - cllindros e prismas ~ e
variadvel - elipsdidesl e vesiculas esféricas centrossimétricas. As

particulas nao homogéneas, que tem duas ou mals regifSes com
diferentes sinais de densidade eletrédnica, podem ser
identificadas. Os efeltos de concentrag3o residual na dispersic de
particulas e a formagioco de dimeros s3c facllmente observados e
acompanhados.

Outra fungio, bastante atil na analise de
particulas lamelares, ¢ a fung3o distribuig¢fo de distAncias de um
plano definida pela relagio

PCr)
f<rd @ ————— . c2ad
r

Esta funglio nos dA a espessura de camadas planas e
os diAmetros interno e externo de vesiculas esféricas.
Veremos, a segulr, como tais informagBes s3o

obtidas.

I.3.3- INTERPRETAGAO DA FUNGCAO DISTRIBUICAO DE DISTANCIAS

Otto Glatter [35,B6] demonstrou as possibilidades e
limitagBes na interpretag3c da funglo pCro atraves de alguns

i7



exemplos que apresentaremos resumidamente.
Uma esfera tem sua fungio distribuig¢Xo de

distancias expressada por
pCrd =12 x° € 2 - 3x + xD €30>

com X = r/Dhux. onde D%ax é¢ o didmetro e, portanto, sua dimens3o
maxima. Na Fig.l.5, podemos ver a fung3c pCrd correspondente, O
maximo se situa préxdmo de r = Dmx/a (x=0,8). Qualqgquer desvio
da simetria esférica, considerandoc particulas sem buracos, desloca
o maximo para menores valores de r, se Dmax ¢ mantido constante.
Portanto, a razio rmu/Dmu + onde L ¢ o valor de r no maximo
da fungfo pCrd, diminui para qualquer desvio de uma esfera e
decresce na seguinte seqléncia: particulas globulares, planas e
cilindricas. Uma explicag3io possivel para esta diminuicio & o fato
de termos longas distancias contribuindeo em trés dimens®Ses nas
particulas globulares, engquanto que, em planas e cilindricas, elas
contribuem em duas e uma, respectivamente.

Particulas alongadas em uma dimens3c com seg3o
transversal de forma arbitraria e constante (prismas e cilindros
longos) satisfazem a condigio d << L » onde d & a dimens3o
maxima da seg¢3ico transversal e L ¢é¢ o comprimento da particula.
Dessa forma, temos

L=’ -d»*%ap

Na Fig.I1.6, =¥o apresentadas as curvas

caracteristicas de prismas longos com a mesma se¢3o transversal e

diferentes comprimentos. A fungdo tem um méximo na regifio
0O =r < d » & & linear para r > d. A posigioc real do miaximo
depende da forma da se¢B8o transversal e da razfo d/Dmux . A

inclinag3c da parte linear & proporciocnal ao quadrado da Area da
seg3¥o transversal (F> [5,8].

Variag®es em F resultam em diferencas pronunciadas
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Figura I.95

Fungd@o p(r) de uma esfera com raio igual a
100 A I[refs.5, 6 e 12].
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Figura I.86
Distribul¢Bes de distanclas de prismas homogéneos
com dimensSes: Cad 8B0:80:8500; (b>d B0:80:280; (c) B50:850:1850
(refs. 85, B e 12].
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na inclinagZo. Um limite aproximado para a ocorréncia de uma parte

linear & a condi¢Zo de que

As fung@es pCrd de particulas alongadas em duas
dimens®es C(discos e prismas planos), também chamadas particulas
lamel ares, deveriam apresentar um aumento com a segunda poténcia
na regifo r < t , um aumento linear para r > 1 e uma
diminui¢3o até se anular em r=Dmax [5,61. Na Fig.1.7, temos as
pCr) para 3 lamelas de diferentes espessuras l. A transi¢Zo r=l
n3o pode ser vista claramente e sé& podemos reconhecer um
comportamento convexo em r > 1.

A fung3lo f{rd Crelagioc 290 ¢ mais favoravel no
estudo de particulas lamelares. Na: Fig.I.8, temos as fcrd
correspondentes as pCr da Fig.I.7. As curvas comegam com um
aumento linear. Em r=!, elas se tornam fungBes quase lineares
levemente decrescentes. A espessura da particula, 1, pode ser
inferida do ponto de transig3o. O valor limite A de f<r> ,
resultante da extrapolagfo para r=0 da parte quase linear que
segue o ponto de transic3o, contém informag3oc sobre a Area do
plano basal da lamela [5,B81. A extrapolag®c serad mais precisa
quanto maior a raz3o D%ai/l' Na pratica, a fung®o fCrd permite
¢ reconhecimento de particulas lamelares e a determinagioc de sua
espessura.

A compara¢3o entre uma esfera, um elipsdide prolato
(1:1:3>, um elipséide oblate (€1:1:0,2) e um prisma plano
(1:1:0.23) com mesma densidade eletrénica e mesmo raioc de giro
pode ser vista nas Figs.1.8a e b. Os elipsdides tém um Dmax
maior que a esfera e, portanto, o maximo da fungdo pCr) ocorre
em menores valores de r. Sua seg¢3o transversal variivel causa uma

descendente nio linear com r. A diferenca em relagic a uma

a1
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Figura I.7

Funges p(r2 de particulas lamelares com a mesma

Area plana (100x100 AH e espessuras ! iguais a 10A, 20A e 30A
[refs.5, 6 e 121,
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pirl/r

—— £(r)

[ !
200 250

Figura I.8
Fung@®es f(r2> correspondentes as fun¢@es p(r) da

Fig.1.7. Os pontos de transig¢3o est3o assinalados pelas linhas
tracejadas verticails [5,6,12].
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Figura I.Sa
Comparag¢io entre as fungdes distribui¢3o de

distAncias de uma esfera C , um elipsdide prolato de

revoelugZo 1:1:3 (—. — +DJ, um elipsédide oblato de revolugZo 1:1:0,2
(— — -2 e um prisma plano 1:1:0,83 (~ — ~J) com mesmo Ra
(5,8,12].
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particula alongada de sec3o transversal constante é d&bvia. O
elipséide oblato pode ser reconhecide como uma particula plana
através da fun¢Xo flrd,

Os limites de interpretagiic de resultades de
espalhamento de raios X a baixoe &ngule sio demeonstirados pelas
fung@es pCrd) e f(rd) do prisma plano (1:1:0,83). As diferengas em
relac3o ao elipsédide oblato s3o LtZEo insignificantes que podem ser
consideradas dentro do erro experimental.

A esfera oca ¢ outro tipo 1interessante de
particula. As férmulas exatas para a fungZo pCrd foram derivadas
por O. Glatter [7] a partir do volume de superposi¢3o da particula
com seu “fantasma" deslocado de uma distancia r.

Na Fig.I1.10, podemos acompanhar a variag3o da
ptr> para esferas ocas com diferentes espessuras de parede (1).
Em valores pequenos de r, a fung3io se comporta de acordo com uma
express3oc com termos gque variam com aé. 32 ¢ 52 poténcia de r. De
r =1 ateé r = D%a;- 2t ela ¢é linear e crescente. Entre
r = Dﬁax_ t e r = E%mx v a curva coincide com a fungio plrd
para uma esfera maciga.

O caso limite para uma camada esférica
infinitamente estreita corresponde a um caso especial de particula
plana. As curvas £f<ro correspondentes as pcro da Fig.I.10
pocdem ser vistas na Fig.I1.11. A regi3o linear ¢é horizontal por
causa da forma geométrica especial do corpo.

Como particula n3o homogénea, vamos analisar,
primeiro, um cilindro que tem densidade eletrénica variavel em
fungio somente da distAnclia x ao seu eixo (Fig.1.12). Sua pdrd
difere da correspondente aoc cilindro homogénes dentro das
dimens®@es da se¢fo transversal. Ela apresenta uma regi3c negativa
devido A4 predominincia das contribui¢@es de distincias que ligam
partes que tem densidade eletrénica com sinais diferentes. A

inclinag¢Xo da parte linear muda devido & variag¢fo na area da seqg3o
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Figura I1.10
Funges

pCro de esferas ocas CDa ¢ o diametro
externo e | é a espessura) [5,6,12].
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Fig.I.10.
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Figura I.12
Fung@es p(r) para cilindros com comprimentc de 4B0A
e diAmetro externo de 48A: C(ad) c¢ilindro homogéneo, (bd cillindro
oca, Ccd cilindro nZo homogéneo. No canto direito superior, podem
ser vistas as distribul ¢Bes de densidade eletrédnica

correspondentes [5,6,12].
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transversal. Cllindros com se¢io transversal homogénea, mas com
densidade eletrénica variidvel ao longo do eixo, apresentam
modificagBes na fungido pCro em todo intervalo de definig¢3o
CO < r < Dﬁax)'

As particulas lamelares apresentam propriedades
similares. Quando sua densidade eletrénica wvaria na direglo
perpendicular ao plano, a fung3o pCrd se desvia da
correspondente A& particula homogénea no intervaloe O =£=r = 1,
podendo ser negativa nesta regifico (Fig.1.13>. As lamelas com
espessura homogénea, mas densidade eletrénica variadvel no plano,
tem fungSes pCr> que se diferenciam no intervalo completo
O<r < Dﬁqﬁ

Na Fig.I.14, temos exemplos de formag¥o de dimeros.
Foi usado, como mondmerc, um elipsédide prolato (1:1:28>., A plrd
do mondmero indica uma particula alongada em uma diregZo com seg3o
transversal variavel. Os arranjos paralelc e linear (a e b,
respectivamente) diferem bastante entre si. O linear contribui com
até 2 vezes a dimensZo maxima do mondmero. As configurac®Bes T e L
(c e d na figurad) s3Zoc intermediirias entre as antericres. Uma
corcova na fung3o pcr2 em grandes valores de r ¢ tipica de
dimeros cujos mondmeros ainda podem ser reconhecidos.

Por ultimo, ¢ importante considerar a interferéncia
interparticulas que n3c ¢é desprezivel gquando se trabalha com
amostras altamente concentradas. A fungZo de espalhamento sofre um
decréscime nos A4Angulos pequenos com o aumente da concentrag3o
(Fig.I.1%>, devido A interferéncia interparticulas. Em
consequéncia, vamos ter valores para o raio de giro que variam com
a concentracfo (Fig.I.16). Normalmente, ¢ medida uma série de
amostras com diferentes concentragies e feita a extrapclagio para
concentragfo zero. Porém, n3o & possivel saber se as curvas de
intensidade ainda apresentam algum efeito residual de concentragio

no espago reciproco. No entanto, a funcio pcrd -]
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Figura I.13

Funcfo pcrd de uma particula lamelar. A linha

chela corresponde a uma particula nSo homogénea cuja densidade

eletrédnica ¢ uma funcio com trés degraus C+1, -1 e +1). A linha
tracejada representa a lamela homogénea com densidade igual a +1

(S}.
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Figura I.14

FungZo distribuig¢®c de distAncias de modelos de

dimeros compostos por elipsdides prolatos:
dimeros e

mondmeros, —
diferenga entre dimeros e mon®dmeros [5,6,12].
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Figura I.18
Fung®es de espalhamento de esferas macigas para
amostras com diferentes concentrages (——— menos concentrada;

senesse mals concentradad [5,6,12].

33



7,0

R[mn]

5,5 1 1 1 [ |

o 10 20 30 40 50

clmg/mtl]

Figura I.186
Extrapolagoc de
zero [5,6,121].

raio de giro para concentrag3o
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consideravelmente afetada pelo efeito interparticula. Ela diminui
com r crescente, wval a um minimo negativo na regifio de Dm“ da
particula e oscila até se anular em valores malores de r, conforme

vemos nas Figs.I1.17 e 1.18.

I.4 - CURVA DE ESPALHAMENTO EXPERIMENTAL: IexpC hd

Na teoria, supe-se ©o usc de um feixe primario
monocromatico, com colimaglco pontual, de intensidade muito alta e
um detetor infinitamente pequeno para a obtengfo da curva de
espal hamento. O n3c respelito a uma, ou mais, das condig®es acima,
que ocorre normalmente no trabalho experimental, acarreta em
distor¢d@es da curva que preclsam ser consideradas e corriglidas.

Quando nZo usamos radiag3o estritamente
monocromatica, a distribuig¢fo de comprimentos de onda no feixe
primarioc, W(A'D), causa um efeito de distor¢Zfoc na intensidade

espalhada que pode ser descrito pela integral (T, na Fig.I.19):

A

o0
I, Chd = & WCX*'D ICh- A'2 dx* , 31>

(=4

onde A = AN s ;\0 e )\o ¢ o comprimente de onda da radiag¥o
monocromatica.

O sistema de colimaglico e o detetor tem aberturas
finitas para que possamos ter suficiente intensidade de
espalhamento. Para colimag3o s3o usadas fendas com comprimento
muito grande em comparagio A largura. A distribuig¢deo de
intensidade, bidimensional, do feixe que atinge a amostra &
representada por IOCx.t). onde t & a coordenada ao centro do
feixe primario na dire¢3o do comprimento da fenda e x €& a
coordenada perpendicular a t. A distribuilg¢3o IOCx.t) pode ser

separada em duas distribui¢®Bes independentes Cver ref.[2]1)
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Figura I1.17

Efeitos de concentragio em fungdes

pCrd calculadas
para © modelo de esfera maciga C—

concentragcio zero;

mais ceoncentrada) [5,6,121.
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Figura I1.18
Fung@es distribuig3io de distAncias para varias
solugBes concentradas de hemocianina de A. leptodactylus ( ~ — —
c = 48 mgrg;, — — — ¢ = 4,8 mgryg, ———— c extrapolada para
zero J [5,6,12].
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IOCx.t) = PCLD. QLD
Portanto, temos deoils efeltos de colimacio unidimensionais.

Supondo um perfil Q>0 infinitamente pequeno, o
feixe primario linear, com distribui¢fo de intensidade PCL),
produz uma intensidade egpalhada distorcida ItChD. Esta fungio é
a integral CT} na Fig.1.19) da intensidade tedrica IChD
ponderada pela fungZXo PCt):

@© z .2
Ichd =2 s P I¢d K%+ £5 > dt . c32d>

=]

O efeltoc causado pelo perfil de intensidade QCxO
pode ser descrito pela integral CT; na Fig.I.18D

®
IxCh) = JF QX% ICh - % dx , 33

[=]

onde Qx> é a distribuig¢®o de intensidade do feixe primaric na
dire¢3o transversal.

O comprimento da fenda do detetor ¢é considerade
através de uma convolug®o do perfil PCL) com uma fungXo degrau.
Quando a distribuig¢3o & obtida com a mesma janela, esta convolugZo
Ja & feita experimentalmente. O mesmo acontece com o perfil QCx0.
Se fol registrado nas mesmas condig@es de detegZo, n¥c s3o
necessarias corre¢dies adicicnais.

Todos os efeitos discutidos acima transformam a
intensidade de espalhamento da particula de acordo com a expressio

Cver Fig.I.19):

[v] o 1] w0
I, =274 & 5 Q0O PCL WA ICICh - 0% 81172 5 ¢y gnt dt dx
-0 o o

(34>

Finalizando, o intervalo angular em gque & medida a

38



: ometria Radia¢do
Log I Experimental __ Geome ) ¢
exp - ™ Integral Integral de Integral
Terminacdo de Largura Comprimento de
| . de Fenda  de Fenda X
i Erro Estatistico
[ E{h)
| —— Tx —| Ty T?\ -—
[
! . -
i Terminagao
! }
| ]
’ L .
h‘l h2 h

Figura 1.19

39

Log I
|

Espalhamento
da Particula




intensidade de espalhamento ¢ limitado, nos Angulos mencres, pelas
dimensSes finitas do feixe primario e pela largura da janela do
detetor e, nos aAngulos maicres, pela razZo sinal-ruido. Ou seja,
teremos efeitos de terminagfic na transformada de Fourier gque é
definida em um intervalo infinito. A expressXo final que relaciocna
a Iintensidade de espal hamento experimental com a fungio
distribui¢lico de distancias é:

o0 o 0 a0

I Chd = 8r Sdr Sd\* Sdt & dx QCxO PCLd WA perd =22 8 o ccho
exp 3
o o [+] -0
38D
onde £ =r [Ch - 0%+ tZ13%at e 2chd & o erro estastistico

devido ao uso de detetores (de cintilagXo ou proporcional).

I.5 - METODO DA TRANSFORMADA INDIRETA DE FOURIER

A discussZo do item anterior nos dia uma idéia de
como os dados de espalhamento podem sofrer aberrag®es durante o
processo de sua obtengXo. Para que possamos chegar A funcfo
distribui¢Zo de distaAncias caracteristica da particula em estudo,
precisamos corrigir estes dados, livrando-os dos efeltos
instrumentais. Nac podemos esquecer, também, de corrigi-los gquanto
4 concentragdoc da amostra e “background”. Uma vez que tenhamos a
intensidade de espalhamento da particula, corrigida quanto a
quaisquer distorg@es, precisamos nos preccupar com a obten¢XZo da
fung3o pCrd. O intervalo limitado em que & medida a fungXo de
espal hamento di4 origem, na transformada de Fourier, a efeitos de
terminag3c que se apresentam através de fortes oscilag®es na
fungio pCr2. Se os dados de espalhamento s3o suficientemente
bons, ¢ possivel extrapolar a curva de intensidade no seu comego e
no seu fim para ampliar o intervalo angular e diminuir os

problemas com terminagZXo.
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Em nosso trabalho usamos o método de transformada
indireta de Fourier proposto por Glatter (6,8,9,10,33,34]1 para a
ocbtencXZo das fung®es plr2 e IChd a partir da onPCh). Através
dele, & possivel executar trés processos em um S& passo:
alisamento das oscilacBes estatisticas ("smoothing'), corregio das
distorg¢Bes C("desmearing') e transformada de Fourier. Sua Unica
exlgénecla ¢ uma estimativa grosseira da distaAncia maxima na
particula. Com esta informa¢3o, os efeitos de terminagZo inerentes
A transformada de Fouriler convencional s3o bastante reduzidos. Ao
mesmo tempo, a aplicag3o do método fica restrita a sistemas
diluidos e nZo periddicos.

O primeiro passo, portanto, para a solugdo da
equagio (35D & estimar uma distancia Dmml na parti{cula tal que

pCr> = O para r z [)“mx

para curvas de espalhamento extrapoladas a concentragl3o zZero.

Passamos a ter uma fungl3o pCrd>, com extensio
finita no espago r, que ¢ desenvolvida por um nUmero infinito de
fung®es periddicas definidas em todo espago (equagio (283). Esta
hipétese nXo parece ser muito favoravel, pols o desenvolvimento de
uma fungZo de intervalo finito de definig2o por um sistema de
fungBes definido em todo espago leva a uma convergéncia ruim. Além
disso, a avaliagZo de um nUmero infiniteo de coeficlentes da
expansio a partir de informag3o restrita Ch{S h Shz) sé & possivel
se for usada a condig3o IChd = 0 para h<h1 a h>h2. que n3o &
verdadeira. Tais problemas podem ser contornados se a fung3ieo pCrd
for expandida em um sistema de fun¢@es com intervalo restrito de
definig3o no espago r e se for usado somente um numero finito de
coeficlientes desta expansio. Também deve ser considerada a
varlac3io da precis3io dos pontos Icrkb por uma técnica de minimos
quadrados no espago reciproco [B].

Assim, a fung3o pCr é¢ aproximada por uma

combinag%o linear de um numero finito de fung®es p,, no intervalo
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CC83) = CCfo
com lgualdade somente se fCx = SQCx) CSSCxD representa a fung3o
spline cdbica).

A relagio (37> corresponde A curvatura da fungio
f(x), se assumimos gue if"(x)|2<< 1 [11). Logo, este problema
variacicnal fornecerd uma fungXo solucio ‘com curvatura minima na
média satisfazendo o© vinculo ¢38) que ¢é equivalente a uma
expressio de minimos quadrados.

Considerando alguns teoremas de convergéncia e as
caracteristicas de alisamento e continuidade das fungBes splines
cubicas, pode-se esperar que a aproximagfo dos dados usando estas
fungBes dé uma étima estimativa da fung¥o continua que representa
a amostragem estatistica Cx,l.yi) e também de suas derivadas de
ordens 1 e 2, desde que seja adequadamente considerada a precisio
dos dados experimentais [11).

Toda fungZoe spline natural de terceirc grau &
univocamente representada por uma combinag&c linear de polindmios

de grau 3 e uma fung3o linear [11):

n
a - 3
SQCXB = JE:LCJ, U xj)_._ + Cn+1 + Cn+2 X C3ed

onde, por definigXo,

(x — x,0 se (x - x,) 20,
5 J J
Cx -~ xJ)+ =
18] se (x - xJD < O.
Os coeficientes (.‘.‘J da relag3o (39, com j=1,2,....n, tem que
satisfazer as condig®es:
n
F ¢ xf =o0
j= b
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para p=0 e p=1.

Na pratica, a representag3oc (39) n3c & muito Gtil
na solug3io de problemas variacionais porgque a matriz do sistema
resultante de equagBes lineares gque definem o2 coeficientes CJ'
j=t.2,....,n+2, fica mal condicionada na maioria dos casos.
Portanto, & wusada a representagioco da fungZo spline cubica em
fun¢Bes splines B que tém suporte restrito definide em n nés. Um
conjunto completo de splines B, que representa uma base para a
classe de splines cidbicas naturals com néds (i1.2.,....,100 & mostrado
na Fig.I.20.

Em resumo, as fungBes var) s3To fungles
pelinomiais com suporte restrito; levam a curvas de aproxdimag3o
com derivadas de ordem 2 minimizadas e foram introduzidas na
avaliacZo de dados de espalhamento a balxo Angulo por Schelten e
Heopifeld (111, Elas se superpBem sé com as fung@es vizinhas, pols
diferem de zero somente no intervalo de 4 nés [10]. As incédgnitas
em (36) s3o os coeficientes da expans3o <,

As fungBes v, podem ser transformadas no espago

reciproco C(transformada 1; da Fig.I. 33:

vahD = Tl varD
© sen hr
wv = 4n S var) —r dr C40)

[« ]

e distorcidas quanto aos efeitos geométricos e de radiagio
policromatica

xpch) = Tx Tt Tk Ti prr) = Tx Tt Tk vahD C41>
Depois da transformag®o (402, as fungdes va) representam as
intensidades espal hadas sem efeitos, enquante que as x,,
representam as intensidades espalhadas distorcidas.

Os coeficientes s3o0o determinados através de um
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Figura I.20
Conjunto de fun¢Bes spline B [11].
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ajuste por minimos quadrados ponderados da soma p o cvxvCh) aos

dados experimentais I Ch2:
oexp

M N 2 2
L = BRI{I Ch> - Pec xChDd)% //oCh,d = MINIMO (42
j=1 ®*P i =1 v»rpT i

onde M é o numero de pontos experimentals e o'aChiD ¢ a variincia

do i-ésimo ponto. Este problema variacicnal tem solucZio somente se

M =2 N. Para que L seja minimo,

aL  _
3 - 0.
v
Assim:
M N
a. _  a _ 2, _
acv = acv [i£1WChi) CIMp ,,,Eicl’x"’ 271 o
_ 2
onde WChi) = 1/o-i.
2 M > N N N
L WCh, > (I - a1 Ecx + ¢ Fcexx 1 =0
v =1 1 *xp oxp oq YV =1 =t voututu
M N N N
Y WCh, > [-21 Lx +2 ¢ Tcxx 1 =0
1=1 1 P = Y vr=1 u=i HVTH
N N M N M
T E LWh3c¢c xCh3 xChD>= ¢ E WCh, D I Ch,D> » Ch, >
bt p=1 i=1 i H vl [T § v=1 {=1 i exp 1 vl
N M M
g }E WChi) c.u X;JChi) xvChi) = }E WChi) I“pChi) xpChi)
pu=1 1=1 i=1
para » =1,2,...,N
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Fazendo

M
va = 151 WChi) behi) x“Chi)
e
M
dv = 152 WthiD onpChi) xvChiD ,
obtemos as equac®es normais:
N
r ¢ Bv = dv ’ r = 1,3, »N
p=1 H K
B c = d . v, =1,2,...,N . C43)
L v

As equag®es normals determinam os ceoeficientes c.-

Um aumento no numero N de fungSes var) leva a um
ponto em que a solugHo pACr) Cequagfio (380D comega a oscilar em
torno da fung3o real. O ruido estatistico dos dados de
espalhamento também contribui para a instabilidade numérica. Um
decréscimo de N resolveria este problema, mas surgiria outro - o
de representa¢Zo insuficiente de pCrd.

Como N n3o pode ser escolhideo muito pequeno, para
garantir uma descri¢3o suficientemente exata de pCro>, e como os
pontos experimentais sempre tem erros estatisticos, normalmente
surgem problemas de estabilidade na selugdo de C43),

Una rotina de estabilizac¥o deve suprimir as
oscilagBes artificiais sem essencialmente alterar a solugBo. Tais
rotinas podem ser matematicamente expressadas através de um

vincule ac problema variacional descrito pPela relago C42). A
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conex3o ¢é dada pelo multiplicador de Lagrange A. Este
multiplicador estabelece o peso do vinculo em relag¢fo ac problema
variacional, servindo como um parametro de estabilizacg3o.

Assim, wvamos +ter, em relagfo & condigio de
minimizag3o de L, o wvinculo G ligado através do multiplicador de

Lagrange:

L + AG = MINIMO 44>

ou

a

dc
v

CL+AGDY =0 45>

HA& € possibilidades para G. Se considerarmos que os

<, cpnstituem o vetor solug3o de um sistema instavel, vamos ter um
forte aumento da norma deste vetor devido As oscillag@es
artificiais [8). Portanto, a primeira possibilidade seria a
minimlizac3c da norma Nc

=z

n
M=

N

= MINIMO . C486)

Além disse, a difereng¢a entre componentes vizinhas €12 derivadad
se torna muito grande [9]. A segunda possibilidade seria a

minimizag3ico da norma da 12 derivada Nc':

N
N, = ECe - e, 2% = MINIMO . C47>
=1
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Logo, para © = N_ , a equagfio (430 muda para

¢ B + A S > e = d . r,u = 1,8,...,N c48d

com & =

0 para v#u
v

1 para v=u .

Com esta condigZo, o© efeito de estabilizagZo & bom, mas a
infludncia na solug¥c nZo é desprezivel [8]l. Por esta razio, ¢
feita a opg3oc pela segunda condigio, G = Nc' y que nos da as
equacSes normals

cB +AK Ddec = d ., Vol = 1,2,... N C4BD
vu vu T v
com
1 -1
4 2 -1 0
K = 1oz
4 2 -1
0 -1 1

Por fim, falta estabelecer critériocs para a escolha

do A étimo. A precis3o da aproximagfio de acordo com a equagdo

N b= 2
[ I xpChi) - 5 <, xvChi) 177/ o Chi)  CBOD

DMP = —l-
M -
p=1

i

&P!Z

onde DMP & o© desvic médico por ponto, constituli um critério
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importante. Se hi um aumento de DMP causado por um aumento de A, &
evidente que a estabilizag®o reduz a qualidade da solug3o.
Conforme vemos na Fig.I.21, DMP & constante em um grande intervalo
de A. E necessario, portanto, ter um critério adicional. Podemos
ver na Fig.I.21 a influéncia de A em N e A fung8o log N LCAD &
inst4vel para baixos valores de A e apresenta um ponto de inflexﬁo
na regifo anterior a um forte aumento do desvio médio. Este & o
ponto em que o valor abscluto da primeira derivada tem um minimo e
corresponde ao valor &timo de A com establlizagc%c suficiente e
influénecia desprezivel na qualidade da aproximag3io. Este ¢ o
chamado método do ponto de inflex3o para a determinacZc de A ot 0
valor de A ¢é determinado separadamente para cada problema por
tentativa e erro. A equagio (49) ¢ resolvida para varios valores
de A, conforme vemos na Fig.I.21.

Os coeficientes T resultantes de (490 usando o
valor Aot’ definem a solu¢do no espaco real de acordo com eq. (36D

e a curva de aproximagfio acs pontos experimentais, dada por:

e

Chd X, (R . ' 51D

>
il
ez
v

A curva de espalhamento, livre de aberragdes, &

definida pela equacZo:

IACh) = }=:1cp vah) . cs2)
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Figura I.21

Método do ponto de inflexZo [10].
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Podemos organizar os passos mals importantes para a

solug3io da expressio (35 no seguinte esquema:

l Estimativa D 7/ pCrd>=0 pr r2D
max max

rd) = c varD

v

ir1=

Py
»

1 Calculo das ¢ C(rd

x,Ch = T T, T, T, pCr> = T T, T, yChd

l CAlculo de Bv

e d
LA v

B + AKDJc = d 2
vu T v

SolugZo de (¥ p/ uma série de
valores de A

Determinagio de A

ol
l Calculo de ¢ B + A KD>e =4d
v ot 7,

¥

Determinag®c dos <,

l

<, varD

[a
-
L)
]
iw

4
2}
o g
(v
i

e, xvCh)

it1=z iz
>

<

E possivel, ainda, calcular © ralo de girc usando

pACrD na equagdoc (27):
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D

max a
J pACrD r dr
RE = _° . 53D

OA D
max

2 J pAFr) dr

o

Esta aproximacfic tem a vantagem de RGA ser calculado a partir
dos dados experimentais usando a curva de espal hament.o completa.
De mode aniAlogo, podemos obter um valor aproximado
para a intensidade no Angulo zero usando pACrD na equagio (28):
D

max

IACO) = 4r i pACr) dr 54>

1.6- FUNQAO DE ESPALHAMENTO, FUNGZXO DISTRIBUIGAO DE DISTANCIAS E
MODELOS

A comparagZo de valores experimentais com fungBes
calculadas a partir de modelos propostos é& muito importante e
bastante usada na interpretagfio de dados de espalhamento de raios
X a baixo Angulo.

Esferas e corpos triaxiails simples Cprismas,
elipsdides e cilindros) podem ser usados como modelos. Suas
fung®es sFo calculadveis analitica ou semianaliticamente [5,7).
Entretanto, muitas moléculas ou particulas nXo podem ser
aproximadas por corpos simples. Neste caso, torna-se necessaric o
uso do método de elementos finitos. Tal método consiste na
composic3o de um modelo por um ntmere finito de elementos
homogéneos que podem ou n¥o ter diferentes valores de densidade
eletrénica (S5,7]. Além disso, obviamente, eles precisam ser

menores que os detalhes estruturais interessantes deo modelo.

853



Normalmente sZoc usados © cubo ou a esfera como formas elementares.
O método do cubo ¢ utillizado, principalmente, no

cadlculo de intensidades de espalhamento de macromoléculas em

solugio que tenham uma estrutura cristalina conhecida [8,7].

Em nosso trabalho, utilizamos o da esfera. Suas
principais vantagens sZo: (i) a precisZo dos calculos n3o depende
da estrutura do modelo Céar alongado ou nEod; Ciid a determinacXo
das fun¢g@es de espalhamento e distribui¢Xo de distAncias para um
agregado de esferas ¢ feita precisamente por equages analiticas.
O inconveniente de n3c se poder preencher um determinado volume
homogeneamente com esferas é contornado escol hendo seus didmetros,
independentemente de sua distancia com os vizinhos mais préxdmos,
de modo que a soma dos volumes de todos elementos represente
exatamente o volume do modelo Cha uma ligeira superposic¢io entre

esferas adjacentesd.
I1.8.1 - METODO DA ESFERA

Conforme ja4 vimos, este método consiste em compor
um modelo para a molécula ou particula usando um grande numero de
esferas suficientemente pequenas, de igual tamanho, e, Se
necessario, pesos diferentes. A intensidade de espalhamento de um
agregado de n esferas & calculada pela férmula de Debye CexpressXo
(82D

n 2 =2 n—-1 n sen dikh
IChd = ¥ g ¢ ¢hd + &2 T E 9, g ¢ Chd ¢ Ch
i=1 i i=1 k=1i+1 i % 7 k dikh
- (54>
onde d1k ¢ a distaAncia entre os centros das esferas i e k e
gi ¢1Ch) = fi.

O fator peso da i-ésima esfera Cgib ¢ definido por
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- _ 4 3
9 = P Vy = Pz mER
onde Py Vi e Ri s3c a densidade eletrénica, o volume e o©

ralo desta esfera, respectivamente.
O fator de forma ¢1Ch) & calculado pela expressi3o
sen CRihD - Rih cos CRih)
3
CRih J

$,Chd> = 3

0. Glatter [12) prope uma equa¢iZo andloga A de
Debye (54D para o calculo da fun¢Zo distribuic¢Zo de distAncias:

no n-1 n _
pKrd) = Y p p(r,RIO> +2 § Y o, p pr,d,, ,R ,RD
1=1 i %o i 121 k=i+1 1 Tk 1k"717 7k

(88D

onde poCr.Ri) é a fungfo distribuigZo de distAncias de uma

esfera com raio Ri e densidade eletrénica igual a um. A segunda
parte da express3o corresponde ac termo cruzado entre az esferas 1

e k Crailos Ri e Rk > separadas de uma distaAncia dik' As

express@es para pOCr-.Ri) e ECr.dik.Ri.Rk) foram obtidas por
Glatter [8) através do céalculo dos volumes de superposi¢io entre
as esferas e seus “fantasmas" deslocados de distAncias conhecidas.

Podemos reescrever a equagZo (54D, considerando

esferas idénticas, como {13]

n-i n sen hdj_k

2 =2
ICh) =g ¢fcn+2 § T >, <56
i 1=1 k=t+1  Ddgy

Se fazemos
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sen hdik

I =n+2¢FCF .
& hd

9 1k
obtemos
2

IChy = 94 Fu Ig
A intensidade de espalhamentc aparece como um produto do terme de
interferéncia Ig com a intensidade de espalhamento Fu de uma
Unica esfera. O primeiro CIgD determina o comportamento em baixos
valores de h e o dltimo CFUD. principalmente, nos valores malores
[131.

As esferas podem ser agregadas formando subunidades
quase esféricas malores que podemos arranjar para compor © modelo
da mol écul a. Desse modo, vamos ter, na intensidade de
espalhamento, termos de interferéncia correspondentes ao arranjo
destas subunidades na molécula somados ao correspondente ao
arranjo dos elementos. Por isto, na anilise das curvas de
intensidade calculadas, é preciso sempre considerar as dimensSes
envolvidas do modelo para se inferir quais tem efelito dominante
num determinado intervalo,

A fun¢3o Fu tem zeros em determinados valores de

h [13]. Se os elementos ou as subunidades diferem um pouco de uma

esfera, Fu passa a ter minimos e n3o mails zeros.
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II. HEMOGLOBINAS EXTRACELULARES

Hemoglobinas sZoc proteinas respiratérias que contém
grupos heme ([14]. Tals grupos s3o constituldes por uma parte
organica Cprotoporfirina IX> e um atomo de ferro (15]1. Conforme
vemos na Fig.II.1, o Fe fica no centro do anel tetrapirrdélico da
protoporfirina, fazendo ligag@es com os 4 atomos de nitroegénio. E
a ele que val se ligar reversivelmente o oxigénio.

As hemeprotelnas - podemn ser intra- ou
extracelulares. As primeiras sXo normalmente moléculas pequenas,
com massa molecular menor que 70000. SZo encontradas, por exemplo,
nos vertebradoes, onde se apresentam invariavelmente na forma
tetramérica, com 4 grupos heme e massa molecular da ordem de 64500
(Fig.Il.2). As extracelulares, também chamadas de eritrocruorinas,
s%o encontradas nos Invertebrades e podem ser classificadas em 4
grupos distintos de acordo com suas estiruturas de subunidades
[16,17). Nesta classifica¢Zo, que veremos a seguir, o termo
dominio ¢ utilizado para definir uma cadeia polipeptidica, ou um
fragmentc de cadeia, que possul uma massa molecular de 16000,
contém heme e se liga reversivelmente a oxigénio [16].

C1> Hemoglobinas que tem wuma subunidade com um dominio:
proteinas com uma cadeia polipeptidica (portanto, sio monoméricasd
contendo um grupo heme. Tem peso molecular de aproximadamente
16000 Da.

O termo subunidade se refere , aqui, aos produtos cobtidos na
dissoclagcZo da proteina. Pode ser uma cadela polipeptidica ocu um
agregado de cadelas.

€ii> Hemoglcbinas que tem varias subunidades com varios dominios.
(111> Hemoglcbinas gque tem varias subunidades com 2 dominios cada.
¢iv) Hemoglobinas que tem varias subunidades com um tnico dominio
cada: agregados formados por di versas subunidades pequenas,

muitas das quals estXo unidas por pontes dissulfeto e nem todas
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Figura II.Z
Hemoglobina de vertebrados [34].
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possuem grupe heme., Caracterizam—se por uma aparéncia de 2 camadas
hexagonal mente simétricas.

Em nossco trabalho, estudamos moléculas gque fazem
parte do ultimo grupo e, a partir deste ponto, wvamos tratar
exclusivamente de suas caracteristicas gerais. S3o proteinas
encontradas extensivamente em 3 classes de anelideos (Poliqueta,
Oligoqueta e Hirundinea e nos pogondforos (16]1. Distinguem-se
pela elevada massa molecular que varia entre 2300 e 4000 kDa
[i4,16). Estudos mais recentes, principalmente por espalhamento de
raios X a baixe Angulo, tendem a restringir este intervalo para
3800 a 4000 kDa [16,19,38].

Tais hemogl obinas, guando observadas com
microscodplo eletrédnico, s3o muito simlilares [14,16,17,37,38,38].
Todas tem a forma de 2 discos hexagonais sobrepostos, cada um
composto de B unidades menores (subunidade 112 ou principald,
conforme podemcs ver na Fig.1I.3. O que chamamos de subunidade
1712 ou principal pode ser formada por uma ou mais das subunidades
definidas anteriormente na classificag¢io de eritrocruorinas. Em
algumas meoléculas parece ser observada ou deduzida a presenga de
densidade proteica na cavidade central, considerada comc uma 13%
subunidade [14,16,18,19,20]1. Além de uniformidade na aparéncia,
existe uma grande similaridade nas dimensSes obtidas por
microscopla eletrdnica, tais como [16]:

- distaAncia vértice~vértice: Z240A a 270A4;
- altura: 150A a 180A.

No entanto, apesar da semelhanga na estrutura
guaternaria, existem di ferengas nos tipos de cadeias
polipeptidicas presentes nas moléculas [14]. Também ha uma grande
variac%o no numero e tamanho de subunidades destas hemeproteinas.
Os valores obtidos para a massa da subunidade principal ou 112,
por exemplo, variam de 160 kDa a 380 kDa dependendo da espécie
(141, © que parece ser uma Indicag8c dé diversidade nas

subunidades que a formam. Multos estudos mostram que existem
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Figura II.3

Ca) Eritrocruerina de L. terrestris [18].

CbY) Eritrocruorina de N. incisa [18B].

Cecd Eritrocrucrina de L. terrestris [17].
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subunidades que consistem de mais de um tipo de cadeia [14].

As hemoglobinas de vertebrados tém contetdos de
heme e ferro de 4% e 0,35%, respectivamente. Nas eritrocruorinas
dos anelideos, as porcentagens sZo geralmente mais baixas: 2,0 a
3,5% para heme e 0,2 a 0,3% para ferro. Estas protefnas sXo as
unicas, em relagZoc aocs outres 3 tipos de hemoglobinas
extracelulares de invertebrados mencionados anteriormente, a
Possulr um numero de cadeias polipeptidicas maior que o numero de
grupos heme [16]. A massa de hemeproteina que contém um mol de
heme, chamada de Peso molecular minimo, varia entre 20000 e 30000
[141.

Estas moléculas exibem grandes diferengas entre
espécles quanto ao comportamento funcional no que diz respeito a
afinidade por oxigénio, cooperati vidade CinteragBes heme-hemed e
as presenga e intensidade de um efeites Bohr [141. A afinidade &
medida por P50 C a pressXo parcial de oxigénio correspondente a
S0% de saturag3o). O efeito Bohr ¢ a sensibilidade da afinidade ao
pH.

Neste trabalho, estudamos especificamente a
hemoglobina extracelular de Glossoscolex paulistus, um anel 1 deo
gigante que vive superficialmente no sclo em regides calcareas do
estado de SZo Paule. Foi determinado para esta eritrocruorina uma
massa molecular de 3,23x10° e um pesoc molecular minimo de 252850
Da [21,441. A molécula possui, portanto, em torno de 128 grupos
heme. Sua arquitetura, vista por microscopia eletrénica, e
semelhante a das outras erltrocruorinas CFig.Ii.4)[21].

Temos, em resumc, molécul as com estrutura
quaternaria, dimens®es, massa molecular e baixo contetdo relativo
de heme muito similares que, no entanto, apresentam propriedades
funcionais bastante dl versas Cafinidade por oxigénio,
cooperatividadeo,etc. . A idéia ¢é explicar essa di versidade
funciocnal atraveés de variag3io estrutural. HA muita discordancia

quanto & composi¢3c da subunidade principal ou 1-12. Os modelos
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Figura II.4

Eritrocrucorina de Glossoscolex paulistus [211].
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propostos normalmente se baseiam em dados de microscopia
eletrénica, massas moleculares das proteinas e dos fragmentos
obtidos na sua dissoci ag3o, além das quantidades e ti pos de
cadeias polipeptidicas presentes [17,20,22,40,41,42, 431

Podemos citar, por exemplo, o estudo da
eritrocrucrina do anelideo 0. bicornis [20]. A sua dissociagZo em
diferentes meios forneceu fragmentos com 80, 30 e 15 KDa, que

foram chamados de subunidades A, B e C, respectivamente. Com a

redug3o da molécula, foram obtidos trés ti pos de cadeias
polipeptidicas (14, 15 e 18.5 KDad. Os estudos indicaram que as
subunidades A e B eram formadas por cadeias de 18 KDa 1ligadas

por pontes dissulfeto. Com base nas concentrag®es relativas de
subunidades A, B e C na molécula n3o reduzida, fol proposto um
modelo para a subunidade 112 formado por duas subunidades A, uma
B e duas C. Conforme podemos notar, o método consiste em ver como
as cadelas polipeptidicas compBem os fragmentos de dissociagZo
(subunidades A, B e O e como estes, por sua vez, podem se

associar para formar a subunidade 1.12 visivel por microscopia

eletrénica.

Outra hemoglobina bastante estudada & a do anelideo
L. terrestris. Vinogradov et al.[17)] obtiveram 4 fragmentos
diferentes por eletroforese: um monomérico M (16,78 KDad, D1

(31 KDad, D2 (37 KDad e um trimero T ¢S50 KDad. Na redugXo da
proteina, encontraram os seguinte tipos de cadeias polipeptidicas:
cadeia I (fragmento M); cadeias II, III e IV Cconstituem o trimero
T J; cadeia V Cfragmento Di>; e cadeia VI Cfragmento D2). Baseados
nestas informag®es e nos estudos por microscopia eletrénica, os
autores propuseram um modelo para a estrutura quaternaria da
hemoglobina em que era assumido que as fragBes DI e D2 atuavam
como ligantes entre complexos de fragmentos M e T ou formavam um
“bracelete’ decorado com 12 complexos de fragBes M e T.

Fushitani e Riggs [22] fizeram uma nova

determina¢®o do contetdo de heme para L. terrestris e chegaram a
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conclus3ioc de que cada subunidade 1-12 deveria ter 4 unidades
formadas pelas cadelas abed (IV, II, III e I na notag¢Zo de
Vinogradov et al.[17]3. Concluiram que todas estas cadelas
deveriam conter um grupo heme, num total de 192 para a molécula_
contra os 158 obtidos por outros autores [17{83]. Concluiram,
também, que a cada subunidade 112 deveria corresponder 32,5 KDa
de proteina sem grupo heme. Sugeriram, portanto, que as
subunidades com 31 a 37 KDa (D1 e D2 no exemplo anterior) estariam
presentes na proporg¢3io de uma para cada subunidade 1.-12. Logo,
estas 12 subunidades principals poderiam nZc ser ldénticas.

Em resumc, podemos ver que oz modelos propostos
dependem nmuito de como e gue informag®es foram obtidas e s3o
inconclusivos com relagic A distribuig¢X¥o espacial das subunidades
envolvidas. Neste ponto, podemos perceber como é poderosa a
técnica de espalhamento de raios X a baixo aAngulo. Conforme vimos
no capitulo 1, ela nos possibilita Jjustamente propor um modelo
para a estrutura quaternaria da proteina que ¢ estudada em
solug3o, em condi¢gBes muito préximas a forma nativa. Dessa forma,
¢ possivel compl ementar dados obtidos por cutros métodos
procurando compreender a fung®co biolégica da molécula em estudo

através do conheciments de sua estrutura tridimensiconal.
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III.EXPERIMENTAL

A hemoglobina de Glossoscolex paulistus fol obtida
de anelideos vivos, no Instituto de Biologia da UNICAMP, através
dos métodos descritos em [84). As amostras estudadas foram
preparadas com sclu¢qo tampiZo Tris-HCl 0,05M C(pH 7,5> e imM EDTA.

Na obteng3c de dados de espalhamento a baixo
Angulo, usamos 2 fontes de railos X: um gerador cenvencicnal de

anodo rotatérioc e radiag3io sincrotron C(DCI, LURE, Orsay, Franca).

III.1 - OBTENGQAO DE DADOS NO GERADOR CONVENCIONAL DE RAICS X
III.1.1 - AMOSTRAS

Iniciamos nossas experiéncias com uma solugXoc de
hemoglobina com concentragfo ¢=132,8 mgs/ml. Tal valor foi obtido
nultiplicando o pesc molecular minimo da hemeproteina (2852850 Dad
pela concentragdo de heme da amostra (5,26 mM) que fol determinada
espectrofotometricamente usando o método piridina—-hemecromogénio
[21]. A amostra inicial fol, entZo, diluida de modo a se obter uma

série de solucBes com concentrag@es cr/2, cr4, c/B e c/18B.
ITI.1.2 - MONTAGEM EXPERIMENTAL

Trabalhamos com um gerador de Anodo rotatério
Rigaku RU-20C com alvo de cocbre e filamentec de 0,5x10mm>. Para
colimaglio do feixe incidente, usamos um sistema de fendas tipo
Kratky [2B]}, com fenda inicial de 70um, colocado num Angulo de
take off de 8°. Para monocromatizag3o e detegZic do feixe
espalhado, utilizamos um monocromador plano de grafite antes de um

detetor de cintilag3c ligade a wum analisador de pulso. Na
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Fig.III.1, temos um esquema da montagem utilizada. O feixe gerado
em 1 & colimado em 2, atinge a amostra em 3 e & espalhado. A
radia¢do espalhada atravessa, entZo, um caminho de vacuo, 5, que
tem a finalidade de atenuar a absor¢ic e o espalhamento pelo ar.
Alcanga © monocromador de grafite, B8 , que estiA orientado para
difratar a linha Ka do cobre, e chega, finalmente, no detetor de
cintilacl®o, 9. Temos uma fenda de 0.1x10mm? antes do

monocromador e outra de O.leOmmz antes do detetor.
I1I1.1.3 - CONDIGOES DE MEDIDA

Todas as curvas de espalhamento foram obtidas com o
gerador operando em SOKV e 100mA.

As 1Intenslidades espalhadas foram medidas por
varredura entre 26=0,08° (h=0,0114 A™ e 26=1,00° Ch=0,1422 A"
com passos de 0.02°. O tempo de contagem em cada ponto fol de
400seqg.

Fizemos 4 wvarreduras de cada concentragfoco e 6
varreduras da soluglo tamp3o. Nos cAlculos foram usadas as
. respectivas médlias.

Determinamos os perfis de largura e comprimento de
fenda necessairios na anilise dos dados (ver eqs.C32) e (33) do
cap.1>. Para tal, colocamos um filme logo apéds a fenda do detetor
e cbtivemos o perfil do feixe direto em comprimento e largura.
Também fizemos uma varredura do feixe na diregl3o da largura.

Utilizamos porta-amostras planos com 1,5mm de
espessura e janelas de mylar. Durante as exposigSes, eles foram
mantidos a temperatura de 4 a 6°C para evitar degradagio da

amostra.
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III.2 - OBTENGAO DE DADOS COM RADIAGAO SINCROTRON

Os dados foram coletados na estagZo experimental
D.24 do anel DCI no LURE <(Laboratoire pour 1'Utilisation du

Rayonnement Electromagnétiqued, Orsay, Franga.
IIT.2.1 - AMOSTRAS

A concentragio de heme da soluglico inicial CEOD foi
medida & vezes por absorbancia. Primeiro, fol usado o método
piridina-hemecromogénio, citado no {tem III.1.1, obtendo-se
3,33mM que corresponde a c°=84.1 mg-ml. A segunda vez, usando
reativo de Drabkin, fol obtido 3,46mM Cc°=87,4 mg-mld. A partir
desta amostra, foram feitas as seguintes dilui¢@Bes usando solug3o

tamplo Tris: .

cio EB = 1 volume de Eo + 9 volumes de tampio O,05M Cca= c°/10)
Ciid E4 = volumes iguals de Ea e tamp3ao O, OSM Cc‘= co/EOJ
Cii1D Ez = volumes lguais de E4 e tampio O, O05M Cc2= co/403
Civd Ecs = 2 volumes de Ee + 1 volume de tampZo
Cwv2 E‘.= volumes jguais de EB e tamp3oc O,5M.
Os valores obtidos para concentrag®c das diluic¢cBes
Cusando reativo de Drabkind foram 8,89mg-ml, 3,85mg-ml e

1,92mg-ml para as amostras Ea' E‘ e Ez. respectivamente.
III.2.2 - MONTAGEM EXPERIMENTAL

A montagem utilizada pode ser vista na Fig.III.2.

O feixe que sal do anel ¢ linear e horizontal,
praticamente sem divergéncia na vertical. Com o monocromador
assimétrico de cristal de Ge(111> fol seleclonado o comprimento de
onda 1,6A. A assimetria do cristal tem a finalidade de aumentar o

numero de fétons por unidade de area [268], © monocromador &

69



o get PR
SN °o5 cery ©°
L <30 g @et\?e‘b o° & o
Monocromador Assimetrico . & e e ."6000\\0_\006‘
de istal o 2 \
Cristal Ge (444) ge“é o 00[., & “06\?‘ ‘E:‘qz\e}
g™
0%’
e’?o‘-’\c'/
/
~"Beam
mos Camara de Stop

Suporte p/

Tonizagdo
de Entrada ¢ Porta Amostra

Figura JIII.2

70



curvado para focalizar o feixe na horizontal, deixando-oc com as
dimens®es 3.0x0.6mm2. A colimag3o pontual & obtida com as fendas
de tantalo, que servem também para reduzir o espalhamento parasita
produzido no monocromador [(26]1. A caAmara de lonizag3o ¢ usada para
alinhamento do feixe e das fendas. A amostra é colocada em um
capilar planc na horizontal. O detetor sensivel a posig¢io, linear,
¢ posiciconado na vertical para evitar o espalhamento parasita na
direg¢Zc horizontal. As medidas obtidas s3c transferidas por  um

sistema de aquisigio de dados a um computador VAX 730.
III.2.3 - CONDIGCOES DE MEDIDA

A curva de espalhamento da solu¢Zo mais concentrada
foi obtida com uma dista&ncia amostra-detetor de 0,5m. Os
intervalos de medida Ah foram de 0,00166 A™'. A curva foi
medida 20 vezes e , a cada vez, o tempo de contagem foi de 100seq.
Para a curva da solugSo tamp3o foram feitas 10 medidas de 800seg
cada. - Os pontos inicial e final para estas curvas foram
h=0,02324 A" e h,=0,23074 A™', respectivamente.

As curvas correspondentes as solug®es diluidas
foram todas obtidas com uma dista&ncia amostra-detetor de Z2m, que
corresponde a um Ah de 0,00041 A™'. Elas foram medidas 2 vezes
com tempo de 200seg cada. A solugZo tamp3o foli medida 8 vezes
durante 400seg. Os valores para h1 e h2 para as curvas foram
0.01286 A e 0, 02322 A—i. respectivamente., As intensidades foram
colocadas em uma escala absoluta através da comparagdo com ©
espalhamento de uma amostra de carbone vitreo, previamente
calibrada, posicionada antes da amostra. Depois da obteng3o de seu
espalhamento, © carbono era removido para se medir a curva da

sclugfo em estudo.
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IV. RESULTADOS E ANALISE

IV.1 - RESULTADOS OBTIDOS COM GERADOR CONVENCI ONAL

A Fig.IVv.1 mostra as curvas de espalhamento
resultantes de varias varreduras para cada concentracfio, apés a
subtragio do espalhamento devido A solug3o tampZo Ctambém obtido
como média de varias varreduras). Podemos observar uma marcada
curvatura na parte inicial da curva correspondente & amostra mais
concentrada (c = 132,8 mg- ml). Esse efeito & caracteristico da
interag3ic interparticulas. Notamos, também, gque as curvas s3%o
muito pouco estruturadas. Apresentam somente © maximo principal
cuja intensidade cai rapidamente e se mantém mals ou menos
constante em um valor relativamente baixo. O n3o aparecimento de
maximos secundiriocs se deve A baixa contagem cbtida especialmente
nas varreduras das amostras mals diluidas de protefina. Conforme
vimos no capftulo 1, maximos e minimos nas curvas de espalhamento
s3o uma conseqléncia da existénclia de subunidades na proteina. A
n3o obtengio destes, devido A4 baixa intensidade espalhada, diminui
a resolugfio dos cilculos e limita as conclus®es que podem ser
obtidas com relag3o A estrutura quaternaria da molécula. Os
resultados permitem, entretanto, fazer uma andlise dimensional da
proteina.

Os graficos de Guinier referentes As diferentes
concentrag®@es podem ser vistos na Fig.IV.2. Na tabela I, temos os
valores de raio de giro correspondentes,

A extrapolag¢io de RG para concentrag¢3o zero, vista
na Fig.IV.3. forneceu o valor de 114 + @ A [45].

Com © intuito de eliminar erros na subtracfo do
espalhamento do solvente, todos os calculos foram repetidos usando
a curva de espalhamente da solugZo tamp3c ajustada por um
polindmico de grau B. NXo houve, entretanto, uma diferenga

significativa em relagZo aos resultados j4 obtidos.
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TABELA 1T

concentragio relativa Ra A
1 104 £ 2
0,8 107 £ 1
0.25 ilc + 4
0,128 i18 £+ 6
C, 0828 113 £+ 14

A informagZo contida nas curvas corrigidas
permitiu que fossem calculadas as fung@es distribuic¢Zo de
distancias, pCro> , pelo método de transformada indireta de
Fourier através do programa ITP-81 de O. Glatter [6]. Nos
cadlculos, foram usadas as intensidades normalizadas quante A
concentragdo e os efeitos de geometria foram corrigides utilizando
as distribui¢Bes de largura e comprimente de fenda obtidas
experimentalmente. Na Fig.IV.4, temos as curvas Jque correspondem
4s amostras com 132,8mg/ml , B86,4mg/ml e 33,2mg-ml de proteina.
Todas apresentam uma parte negativa na reglioc dos maiores valores
de r. Este comportamento & tipico de fung@es produzidas por
solug®es com concentrag®es diferentes de zero. £ uma conseqgiiéncia
de interferéncias interparticulas que surgem dquando saimos da
condigdo ideal de diluig3o infinita em que se baseia a teoria de
espal hamento,

Notames, também, que a curva referente A amostra
mais concentrada ¢ similar as obtidas com dimeros na literatura
Cver cap.1>. E proviAvel que tenhamos a formac%o de dimeros neste
caso JA que trabalhamos com uma concentrag3c bem maior que a
maxima recomendada normalmente, que ¢ de 80 mg.-ml {8.12). Dos
valores de raio de giro obtidos a partir das fungBes pCr2 Cde
acordo com a express3o (83) do cap.1), que se encontram na tabela

II, observamos que o correspondente A menor diluigiio (235 A) &
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aproximadamente 2 vezes o obtido pPara concentra¢3io =zZero por
aproximag3ioc de Guinier (114 A). Este resultado parece reforcar a
hipétese de termos a formagZo de dimeros nesta amostira. Convém
salientarmos que nZ%o ‘f‘oi possivel estimar os erros envolvidos
nestes calculos. Porém, se considerarmos que: 0 devido A baixa
contagem, usamos apenas a parte inicial das curvas de espalhamento
experimentais (em torno de 24 pontos); i) pela mesma razXo, os
erros estatisticos envolvidos j4 eram relativamente altos; e iiid
sempre trabalhamos com o numere minimo de i85 fungBes splines nos
ajustes, podemos supor que o erro final nos valores de R sejam da

ordem ou mailores que os obtidos nas aproxi macSes de Guinier

TABELA II
concentrag¢Zo (mg-mld Ra CA>
i132,8 238, 0
B6, 4 65,3
33,2 90,0

Por fim, fizemos uma tentativa de obten¢Xo da
fungio pCrl correspondente 4 concentracfo zero., Partimos das
intensidades obtidas nos ajustes por fung®es splines das curvas
experimentais durante o calculo das fung@es plrd) e montamos um
grafico do tipo Zimm ¢ {Iscl™ vs. h D, visto na Fig.IV.5. Os
erros envolvidos s%o muite grandes, pois sé pudemos usar os ©
pontos iniciais e apenas 4 dilui¢®es diferentes. Podemos ver que
as relag¥es entre as concentrag@ies n¥o se mantém. Iste talvez seaja
um reflexc de sé termos uma medida da concentraci3oc da amostra com
132,8 mg-ml de proteina. Para as solug®es obtidas a partir dela,
©s valores foram estimados com base nas diluig¢®es feitas. Usando a
curva extrapolada para concentrac3oc zero obtida do grafico da
Fig.IV.S, obtivemos a fungio pCr> correspondente 4 diluigXo

infinita vista na Fig.IV.4, com valores de raio de giro e dimensXo
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maxima de 112,8 A e ~308 A, respectivamente.
Estes calculos esgotaram as possibilidades de

anAlise dos dados obtidos com fonte de radliagio convencional.

IV.2- RESULTADOS OBTIDOS COM RADI AGAO SINCROTRON

Na Fig.1V.8, podemos ver as curvas de espalhamento
obtidas com radiagl3o sincrotron que correspondem as diluigBes
estudadas. Devi do, principal mente, - grande incerteza na
determina¢3oc das concentrag@es envolvidas, perdemos o ponto de
referéncia para comparag¢io entre as curvas das diferentes amostras
2 a conseqiiente extrapolag3do para dilul¢foc infinita. Dessa forma,
resol vemos abordar o problema de um modo diverso mas equlvalente
em resultado.

Como sabemos que o efelite de interferéncias
interparticulas se manifesta nos menores Angulos de espalhamento,
desprezamos pontos iniclais da curva de intensidade da amostra
mais diluida Cec=1,927 mg-mld). Calculamos a fung3io distribuigio de
distaAncias para varias curvas, aumentando, a cada vez, o ntUmero de
pontos desprezados. Assim, pudemos acompanhar os resultados até
obter uma curva equivalente A extrapolada a concentragic zero.
Todos os cilculos foram feitos com curvas de intensidade formadas
pela parte inicial da correspondente A amostra mais diluida unida
no ponto h=0, 0282 At ao restante da referente A solug3ioc mais
concentrada (c¢=84,1 mg-ml). A normaliza¢3o sempre fol feita sobre
os dados da mals diluida em relac3lc a ocutra. A cada intervalo de
pontos considerado, a curva da amostra com menor concentragio,
antes da uni3o com a mals concentrada, fol ajustada por regress3o
linear em um grafico de Guinier. Podemos ver os intervalos
utilizados e os respectivos valores de raioc de giro obtidos na
tabela TII. O ponto de jung@o das duas curvas CUmails diluida com a

mals concentrada) fol escolhide depois da regi3o de Guinier
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considerada e antes do primeirc minime da curva de espalhamento.

Na Fig.IV.7, podemocs ver as curvas de intensidade
ocbtidas. Na Fig.1V.8, temos as mesmas curvas em escala logaritmica
para evidenciar os miximos e minimos secundarios. Notamos que s3o
curvas bem mais estruturadas que as que cobtilvemos com o gerador de
raios X de Anodo rotatério e, portante, com boas condi¢Bes para a

determinag¢o da estrutura quaternaria da proteina.

TABELA I1I
curva h1- hz RGCAD
1 00,0078 - 00,0189 111.,4
2 00,0075 - 0,0216 115,=2
3 0,0083 - 0,0232 117,85
4 0,0104 - 00,0232 118,585
5 00,0116 - 00,0232 119.,&
5 0.0128 - 00,0232 119,9
Usando estas curvas, obti vemos as fungSes

distribuig¢io de distancia por 2 mét.odos. Primeiro, por
transformada direta de Fourier, J4 que temos a curva em um
intervalo angular razcavelmente grande, o que reduz os efeitos de
terminag3o. Em segundo, usamos transformada indireta de Fourier.
Os resultados podem ser vistos nas Flgs.IV.8 e IV.10. De imediato,
podemos notar gque as fung@es  pCrd calculadas pelos 2 tipos de
transformada s%o muito semelhantes em suas formas. Observamos que
as duas apresentam o mesmo comportamento: o wvale, em grandes
valores de r, diminui com a redugXo das interferéncias
interparticulas até a fungio <se anular em r = Dmax que
corresponderia a uma amostra com concentragiio zero., Entretanto,
por transformada direta, este resultado é¢ atingide antes Ccom a
curva 5) do que pela indireta Ccom a curva 6). Convém lembrar,

mais uma vez, que a primeira ¢ mals sensivel a efeitos de
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terminacio que, no nosso caso, foram reduzidos, mas n3io totalmente
eliminados. E de esperar, portanto, esta diferenga de resultados.
O valor para Dmax obtido por transformada direta foi ~ 30BA,
enquanto gque pela outra obteve-se «~308A, conforme podemos ver
nas Figs.1V.8 e IV.10.

Por fim, vemos, na tabela IV, que os valcores de Ro
calculados por transformada 1indireta s3o menores que oS
determinados por aproximag¢3io de Guinier C(tabela IIID. Para a curva
extrapolada A concentragZo zero, obtivemos um raio de giro igual a
114,88 , muito préxime do determinado usando os dados obtidos com

gerador convencional C(ver item anterior). Usamos tal curva e a sua

TABELA 1V

curva RGCA)

104,42
109,12
111,90
113,09
113,88
114,61

@ a & w =

correspondente fungio pCro na obtengZo de um provavel modelo
para a estrutura de subunidades da molécula conforme veremos a

seguir.

IV.3- MODELO PARA ESTRUTURA DE SUBUNIDADES DA  HEMOGLOBINA
EXTRACELULAR DE Glossoscolex paulistus

No processo de obtengiic do modelo, procuramos
ajustar as curvas calculadas As curvas cbtidas a partir dos dados

experimentais: fungZo de espalhamento e fung3c distribuig3o de
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distancias, ambas correspondentes A extrapolada para concentragXo
Zero. Com base nos resultados de microscopia eletrénica,
propusemos um modelo inicial, formado por 186 esferas ldénticas de
raio 21,08A, composte do seguinte modo:

iD 12 subunidades principails que procuramos aproximar o maximo
possivel de uma forma esférica compondo cada uma com 14 esferas,
conforme a Fig.IV.11. Estas subunidades virliam a formar os 2
hexagonos sobrepostos.

iid uma subunidade formada por 6 esferas, de acordo com a
Fig.IVv.12, situada no ceﬁiro dos hexigonos.
i) 12 esferas que ligam as subunidades principals a central.
Escolhemos © raio das esferas de modo que seu
diametro fosse malor que a distAnclia CdeD entre centros de 2
esferas adjacentes. Isto & necessario para assegurar que o modelo
represente o volume correto, Para tal, utilizamos a relag3o
Re=0.68de obtida ac se formar um cubo com esferas de raio Ro.

Na Fig.IV.13, podemos ver o modelo inicial.
IV.3.1-RESULTADOS OBTIDOS NOS CALCULOS DOS MODELOS

Apresentaremos a seguir apenas os resultados que
Julgamos necessarios para o acompanhamento da evolugdo dos modelos
propostos de um total de 570 modelos calculados. Nas figuras que
tem indice «a , poderZo ser vistos © numere do modelo e as
modifica¢gBes feltas em relacZo ao anterior.

Nas Figs.IV.14 e IV.15, sZo mostradas as fungdes de
espalhamento e distribuig¢fo de distancias, respectivamente,
calculadas pelas expressSes (54) e (585) do cap.l para o modelo
inicial CFig.IV.13>. Nota-se, neste primeiro modelo, um ajuste
razoavelmente bom na regiZoc de Guinier nas intensidades, mas um
desacorde grande entre a curva experimental e a calculada. A
fungio plrd> também mostra diferengas notaveis.

A partir deste resultado, tentamos localizar os
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efeitos das mudangas na estrutura central. Tiramos 2 esferas da
subunidade central Cver Fig.IV.16aD>. O vale gque precede a banda
em ~0,128A' na curva log IChdxh foi suavizado (Fig.IV.16bd.A
fungZo plrd pode ser vista na Fig.IV.17.

Em seguida, centramos nossa aten¢io na subunidade
principal, diferenciando as distaAncias entre as 4 esferas mais
internas e as 4 mais externas de acordo com a Fig.IV.18a.
Conseguimos. assim, o aparecimento do 3 pico secundario antes da
banda na fung3Zc log IChdxh CFig.IV.18b). A forma da banda ficou
mais préxima do que tinhamos experimental mente, o mesmo
acontecendo com a fungio plrd C(Fig.IV.19).

Para acertar as posi¢Ses dos picos secundarios,
novamente mudamos as distAncias envelvidas nos conjuntos de 4
esferas da estrutura 112 C(Fig.IV.20ad. Os plcos 2 e 3 ficaram
mel hor ajustados com a curva experimental CFig.IV.20b>.
Entretanto, ainda houve diferencga entre os maximos da fungdo plrd
calculada e o da obtida experimentalmente CFig.IV.21).

Como os célculos pareciam indicar que a posigio e a
forma da banda em =~ 0,12&A™' estavam relacionadas com as di mensSes
envolvidas na estrutura 112 e jA4 haviamos modificado as
distancias nos conjuntos de 4 esferas para acertar as posicBes dos
maximos secundariocs, decldimos fazer com que os conjuntos de 4
esferas e o de 6 da subunidade principal flcassem a distAncias
diferentes do eixe central da molécula CFig.1V.22ad. Assim,
deslocamos o maximo da banda para uma mel hor posig3o (Fig.IV.a2h).
A fung3o distribui¢io de distAncias ficou mais bem ajustada nas
laterais, mas o maximo acentuou-se mais CFlig.1V.23),

Considerando que as posic¥es dos mAximos e minimos
estavam boas, resolvemos acertar as intensidades. Mudamos o peso
do conjunto de 4 esferas mals internas da estrutura parcial
principal C(conforme Fig.IV.24a) aumentando-o para 1.5. Dessa
forma, essa regifo ficou com densidade eletrénica 0,5 acima do

resto da molécula. Portanto, devem ocorrer modificagBes nas
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intensidades dos picos da fungfio de espalhamento, assim como
varlag®es na funcio plrd devide a 1inhomogeneidades. Vemos, na

Fig.1V.24b, que houve um melhor ajuste do 12 pico e da banda na

curva de log IChdxh , mas gque se perdeu o ajuste do 32 pico. A
p(r2 se aproximou bastante da experimental, principalmente nas
laterais, mas seu miAximo ficou com valor mals alto ainda

(Flg.IV.25).

Para tentar obter um ajuste melhor da banda na
curva log ICh2xh , modificamos novamente a distancia do conjunto
de & esferas em relagdo ao eixo central da molécula C(Fig.IV.a26ad.
Os resultados podem ser vistos nas Flgs.IV.26b e IV.27.

A seguir, modificamos a distanclia entre as esferas
do conjunto das 4 mals externas da subunidade principal para
tentar melhorar o ajuste do 32 pico (Fig.IV.28Bad>. Nas Figs.IV.28b
e IV.29, temos as curvas obtidas.

Para ajustar melhor as intensidades, diminuimos o
peso do conjunto de 4 esferas mais externas da estrutura 112 e,
também, das esferas de ligag¢gfo para ©0,5. Ficaram, portanto, 0,5
abaixo do resto da molécula e 1,0 abaixo do outro conjunto de 4
esferas C(Fig.IV.30ad. Aumentamos, desse modo, as inhomogeneidades
dentro da mol écul a e, conseqllentemente, deveriam ocorrer
modificag®es nas intensidades dos picos na curva de log IChdxh e
varlag®es na fungilo pCr>. De acorde com a Fig.IV.30b, a
intensidade do 12 pico realmente se aproximou bastante da
experimental, mas o resto da curva ficou desajustado. Em relagio a
pir> (Fig. IV.313, apesar do ajuste nZ%o ter ficado bom., sua forma e
seuy wvalor ne maximo se aproximaram bem do experimental.

Aumentamos os pesos do conjunto de 4 esferas mals
externas da subunidade 1-12 e das esferas de ligacio de 0,5 para
0,7 , diminuindo o contraste com o resto da molécula (Fig.IV.32ad.
Melhorou o ajuste dos picos 1 e 2 e da banda da fung3o de
espal hamento (Fig.IV.32b). Quanto a fungio distribuigio de

distancias (Fig.IV.333, se ajustou melhor nas laterais, mas piliorou
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no maximo.

Mudamos as distaAncias dos conjuntos de 4 esferas da
subunidade principal em relagZc ao eixo central da molécula
C(Fig.IV.34ad. Suas duas'curvas. muito boas, podem ser vistas nas
Figs.IV.34b e 1V. 35.

Aumentamos a distancia entre as esferas do conjunto
de 4 mais internas da estrutura principal CFig.1IV.3Ba) para
melhorar o ajuste dos Plcos 2 e 3 na curva de espalhamento. Og
resultados podem ser vistos nas Figs.IV.36b e IV. 37.

Modificamos © pesoc das esferas de ligag¢Zo para
obtermos um melhor ajuste do maximo da fung3o distribuic3o de
distancias CFig.IV.38a>. Melhorou a forma do 3:2 pleco na curva de

espalhamento (Fig.1V.38b). A pErd se ajustou quase que
perfeitamente C(Fig.IV.30).
A partir deste altimo modelo » tentamos dois

caminhos com o objetivo de obter um ajuste melhor da fun¢Zo de
espalhamento sem piocrar o da fungdo pCrd. No primeiro, mudamos o
Peso do conjunto de 6 esferas da subunidade 1-12 de 1,0 para
0,8 CFig.1V.40ad), Os resultados foram muito bons conforme podemos
ver nas Figs.IV.40b e IV.41. No ocoutro, primeireo, aumentamos a
distancia entre as esferas do conjunto das 4 mais internas da
estrutura principal para melhorar o ajuste dos picos 2 e 3 da
curva log IChdxh CFig.IV.42a). Podemos ver as fung@es resultantes
nas Figs.IV.42b e IV.43. Em seguida, reduzimos o peso do conjunto
de B esferas da estrutura 112 de 1.0 para 0,98 CFig.IV.44a),
Nas Figs.IV.44b e 1V.45, temos ©os resultados. Por dltimo,
diminuimos o peso das esferas de ligag8o de .8 para 0,58
CFig.IV.4Ba). As curvas obtidas estZo nas Figs.IV.46b e IV. 47.

Os dois modelos finals s%o muito semel hantes e
podem ser wvistos nas Figs.IV.48a e b. As respectivas curvas de
espalhamento calculadas CFigs.IV.40b e 1IV.4BbD diferem da
experimental dentro dos limites de erro. As fungles pcro se
ajustam muito bem CFigs.IV.41 e IV. 47). Os valores de Ra obtidos
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para estes modelos foram 115A C(Fig.IV.48a) e 115,24

CFig.1vV.48b). O qux determinado fol de ~ 312A para ambos.
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V - CONCLUSBES

As curvas de espalhamento de alta resclugio obtidas
com radiagdo sincrotron provaram ser bastante adequadas ao calculo
de um modelo para a erltrocruorina em solugXo. © frfato de
apresentarem maximos secundarios JA era uma indicag3io de que a
mol écul a deveria apresentar certa simetria esférica. o
aparecimento da banda em valores malores de h, por sua vez,
indicava gue ela deveria ser constituida por subunidades gquase
esféricas [13]. Isto se confirmou quando cobtivemos os modelos para
a estrutura quaternaria da proteina agrupando esferas pequenas com
mesmo raio em unidades malores globulares.

O raico de giro da melécula, calculade pelo método
de transformada indireta de Fourler parece ser o mals acurado com
um valor de 114,8A. A dimensZo maxima, também determinada por este
método, & de ~308BA. Tais valores se parecem bastante com o
calculado para o raio de giro por aproximagZio de Guinier a partir
dos dédos obtidos com o gerador convenclonal, que & de 114A, e o©
da dimens3io madxima determinada para estes mesmos dados que & de
308A. <

Oz modelos que obtivemes consistem de 184 esferas
que formam 12 subunidades principais arranjadas em duas camadas
hexagonais sabrepostas contendo uma subuni dade central
CFigs.IV.48a e b>. Foram determinados através de modificagSes
sistematicas de um modelo lnicial de 186 esferas. As 2 esferas a
menos foram retiradas da subunidade central.

A concordiAncia que conseguimos entre os resultados
dos modelos e os obtidos através dos dados experimentals fol muito
boa:

{2 As curvas de intensidade calculadas simulam as determinadas
experimentalmente em todos o©s seus detalhes dentro do erro

experimental (Filgs.IV.40 e IV.46D.
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11) As fungBes distribui¢Zo de distAncias calculadas para os
modelos se ajustam quase que perfeitamente As determinadas a
partir do espalhamento da proteina (Figs.IV.41 e IV.47).

{i{d Os valores obtidos para o raio de giro também estio muito
proximos: 115A e 115,2A para os modelos e 114,8A para a curva
experimental.

tvd) O mesmo acontece com os valores pPara a dimensZo maxima na
molécula: ~312A para os modelos contra ~ 308A para os dados das
solugBes de proteinas.

Um dos recursos usados durante o processo de ajuste
do modelo fol a atribuig¢Xe de pesos a esferas em diferentes
posigBes. Isto levou a uma diferenciag®o em regl@es na estrutura
com relagdo a densidade eletrénica. As regi®Ses com maior densidade
eletrénica s3o representadas por 124 do total de 184 esferas. £ um
numerc bem préximo ao de grupos heme calculado para esta molécula:
128. Se as esferas com malor pesoc fossem identificadas com as
cadeias que contém heme, sua localizacZo na molécula poderia ser
considérada bastante adequada, pois os grupos heme estariam menos
expostos (Fig.V.1),

Apesar de termos consciéncia de que as esferas
elementares usadas para construir o modelo n3o representam
necessariamente uma subunidade quimica da proteina, ha& um outro
fato que deve ser menciocnade. Se dividimos a massa molecular da
eritrocrucrina pelo numero de esferas usadas no modelo, obtemos
uma massa de 17500 para cada uma, valor bem préximo de 16000 Da
determinado para o© monémero desta hemcgl obl na (46].

Devemocs observar, ainda, que ,de acorde com os
modelos, existe alguma densidade proteica na cavidade central da
molécula. Os dados de microscopia eletrénica haviam sido
inconclusivos a este respeito.

Um caminho muito interessante para dar continuidade

a este trabalho seria o estudo das frac¢Bes dissociadas desta

133



hemoglobina. A anAlise deo espalhamento de solugBes de proteinas
dissocladas nos daria informag®es sobre a distribuigXo de fragSes
contidas na amostra com relac3o aos tamanhos ou volumes envolvidos
[3%5]. Por outro lado, o espalhamentc de solugBes gque tLivessem um
st tipo de subunidade da molécula dissoccliada, principalmente a
112, daria a chance de propor modelos para esta e chegar a um
estrutura mais definida para a proteina inteira.

Seria importante para a compreensio das
propriedades funcionais da eritrocruorina, tentar acompanhar por
espalhamento a baixo Angulce mudangas estruturais causadas ao se
varliar parAmetros como temperatura e pH das sclugfies de proteinas.
Isto pode ser feito através da analise das varlagBes de
parAmetros dimensionals come ralo de giro e dimens3o maxima nha

molécula ocu por ajuste de modelos aos dados experimentals.
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