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Resumo

Espalhamento de raios-X a baixos angulos (SAXS) é uma técnica estrutural em es-
tudo de materiais a baixa resolugao com um amplo leque de aplicacoes. Nas tultimas
décadas, houve progresso em métodos de analise de dados de SAXS que aumentaram a uti-
lizacao dessa ferramenta, especialmente em biologia estrutural para o estudo de proteinas.
As chaperonas moleculares constituem um conjunto diversificado de proteinas que tem
como funcao bioldgica a prevencao e correcao de problemas de enovelamento proteico e
agregacao, responsaveis por diversas patologias. Neste trabalho, foram aplicadas metodo-
logias de andlise de SAXS para o estudo de proteinas chaperonas das familias 70-kDa e
90-kDa heat shock proteins (Hsp70 e Hsp90). Foram comparados membros de Hsp70 hu-
mana de diferentes compartimentos celulares e mostrou-se que nao ha variagao apreciavel
observada por SAXS entre essas proteinas. Estas se encontram em conformacao levemente
elongada com baixa flexibilidade e em estado monomérico em solugao. A Hsp70 de reticulo
endoplasmaético (Binding immunoglobulin protein, Bip) foi utilizada para modelagens ab
initio, de ensemble e de corpo rigido, com obtencao da orientacao entre os dominios e do
envelope da proteina a baixa resolucao. Foi feito o estudo comparativo de uma Gro-P
like Protein E de mitocondria humana (GrpE-L1) em diferentes solventes: em tampao e
em agentes oxidante e redutor. Obteve-se o envelope da proteina e mostrou-se que nao
ha compactacao sensivel da proteina em agente redutor, indicando que pontes dissulfeto
nao sao fatores uinicos para a manutencao da forma altamente elongada observada para a
GrpE-L1, encontrada como dimero em solu¢ao. Também foi estudada a Hsp90 de Aedes
aegypti (AaHsp90) em presenga de diferentes nucleotideos de adenosina. Foi mostrado que
a AaHsp90 se encontra como um dimero em solugao com conformacao bastante elongada

e pouca flexibilidade, sem variacao conformacional apreciavel ao ligar-se a diferentes nu-



cleotideos. Foi obtida a estrutura da AaHsp90 em solucao a partir de modelagens de corpo
rigido e ab initio. A baixa plasticidade estrutural observada pode indicar que em Hsp90s
de Aedes aegypti hd maior dependéncia de co-chaperonas para que a funcao da proteina
seja desempenhada neste organismo ou que interacoes com proteinas-cliente modulem sua
acao, estando de acordo com estudos anteriores com membros de Hsp90 humana.
Palavras-chave: SAXS, enovelamento de proteinas, chaperonas moleculares, Hsp70,

Hsp90



Abstract

Small-Angle X-Ray Scattering (SAXS) is a structural technique in materials’ studies at
low resolution with a wide range of applications. In last decades, there has been progress
in SAXS data analysis methods which increased the use of this tool, especially in structu-
ral biology for protein studies. Molecular chaperones constitute a diverse set of proteins
that have the biological function of preventing and correcting protein folding and agre-
gation problems,; responsible for various pathologies. In the present work, SAXS analysis
tools have been applied to the study of 70-kDa and 90-kDa heat shock protein (Hsp70
and Hsp90) families of chaperones. Human Hsp70s of different cell compartments were
compared and it was shown that there is no appreciable variation for these proteins seen
by SAXS. They are found in a slightly elongated conformation in solution with low fle-
xibility and in monomeric state in solution, with deviations from previous SAXS studies
on Hsp70 members. Endoplasmic reticulum Hsp70 (Bip) was used for ab initio, ensemble
and rigid-body techniques, obtaining the protein envelope and domain orientations at low
resolution. A comparative study of a human mitochondrial Gro-P like protein E (GrpE-
L1) was performed in different solvents: in buffer and in oxidizing and reducing agents.
The protein envelope was obtained and it was shown that there is no sensible protein
compactness in reducing agent, indicating that disulfide bonds are not the only factors
for the maintenance of GrpE-L1’s highly elongated shape, found as a dimer in solution.
Hsp90 from Aedes aegypti (AaHsp90) was also studied in presence of different adenosine
nucleotides. It was shown that AaHsp90 is found as a dimer in solution with highly elon-
gated shape and low flexibility, with no appreciable conformational variation when bound
to different nucleotides. AaHsp90 solution structure was obtained by rigid-body and ab

initio methods. The observed low structural plasticity indicated that in Hsp90s from Aedes



aegypti there is more dependence on co-chaperones for protein function or that interacti-
ons with client-proteins modulate its action, in accordance to previous studies with human
Hsp90 members.

Keywords: SAXS, protein folding, molecular chaperones, Hsp70, Hsp90
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Capitulo 1

Introducao

1.1 Proteinas: estrutura e funcao

Proteinas sao moléculas que ocorrem em grande variedade na natureza e com diversas
funcgoes, estando presentes em praticamente todos os processos bioldgicos e compartimen-
tos celulares. Estruturalmente as proteinas sao polimeros compostos por aminoacidos
como subunidades monoméricas ligadas por meio de ligagoes covalentes chamadas ligacoes
peptidicas (Nelson et al. 2008). Aminodcidos sdo compostos por um carbono-a ligado a
um grupo amino (NHy), um grupo carboxila (COOH), um dtomo de hidrogénio e um grupo
radical (R), que é particular a cada aminoacido. Como ilustrado na Figura , o carbono
central é quiral, exceto para o caso da glicina, cujo grupo R é um atomo de hidrogénio. As
ligagoes peptidicas ocorrem entre os grupos amino e carboxila, havendo liberacao de uma
molécula de dgua. Ao extremo da proteina que se encontra com o grupo amino sem ligacao
se da o nome N-terminal, enquanto ao grupo carboxila no outro extremo da sequéncia é
identificado como C-terminal. Cada aminoacido tem caracteristicas determinadas a partir
do seu grupo R, que podem ser acidos, basicos, neutros, polares, apolares ou podem conter
grupos aromaticos, grupos amida ou mesmo enxofre em sua composicao, e esses tracos
servem para classifica-los, havendo 20 aminoacidos comuns encontrados na natureza, com
outros adicionais que podem ser ou de dificil ocorréncia ou sintetizados.

Uma vez que proteinas sao polimeros compostos por subunidades muito diversas entre si
e com diferentes composi¢oes quimicas, cada subunidade ird interagir de maneiras préprias
com o ambiente préoximo, seja ele contendo moléculas do solvente ou até mesmo outras
regioes da prépria proteina, com interagoes podendo ser de carater eletrostatico, hidrofébico

ou mesmo estérico. Essa rede de interacoes faz com que a cadeia polipeptidica tenha um
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G~ (1)

Figura 1.1: Estrutura geral de um aminodcido (exceto prolina), em que o grupo radical (R) é inico para

cada aminodcido (Nelson et al., 2008).

conjunto de configuragoes espaciais termodinamicamente favoraveis caracteristicas, e a esse

fenomeno de arranjo tridimensional da proteina se dd o nome de enovelamento proteico

(protein folding) (Anfinsen, 1973). Também pode ocorrer de mais de uma cadeia interagir

com outra de modo a formar complexos de proteinas de mesmo tipo ou de tipos diferentes,

sendo este processo chamado multimeriza¢do (ou, quando se trata de poucas proteinas,

oligomerizacao). Essas constatagoes levaram a classificacdo da estrutura de proteinas em

quatro diferentes niveis, ilustrados na Figura [1.2] sendo eles:

e Estrutura priméria: sequéncia de aminoacidos na cadeia polipeptidica, ordenadas do

N ao C-terminal.

Estrutura secundéria: arranjos estaveis de regioes da cadeia que resultam em padroes
estruturais que conferem uma rigidez as regioes envolvidas nessas interacoes. Ha
duas estruturas principais. A primeira é a a-hélice, que consiste em uma sequéncia
periddica de ligagoes de H entre aminoacidos préximos na cadeia, se repetindo a cada
trés ou quatro aminoacidos, formando uma espiral. A segunda é a folha-(, formada
também por ligagoes de H porém entre aminodcidos mais distantes, de modo que a
forma caracteristica é um zigue-zague com as conjuntos de aminodcidos envolvidos

nas ligacoes formando dois segmentos paralelos ou anti-paralelos.

Proteinas com alta quantidade de a-hélice e folha-beta sao ditas bem-enoveladas.
Ha proteinas que apresentam menor ocorréncia dessas estruturas no estado nativo
e significativas regides de auséncia de estrutura secundéria (chamada de random-

coil), o que lhe confere maior flexibilidade conformacional. Estas sao chamadas
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proteinas intrinsecamente desordenadas (ou apenas IDPs, de Instrinsically Disordered

Proteins) e estao envolvidas principalmente em processos de catélise (Uversky, 2014).

e Estrutura terciaria: configuracao espacial da cadeia de aminoacidos. Para a classi-
ficacao dessas conformagoes sao levadas em conta partes independentemente estaveis,
chamadas dominios (geralmente consistindo de 50 a 300 aminoacidos) (Kolodny et
al, 2013), e motivos, compostos por padroes espaciais de estrutura secundéria, como
coiled-coil (a-hélices paralelas) ou barril-5 (conjunto de vérias folhas-5 em forma de

tubo).

e Estrutura quaternaria: quando trata-se de uma proteina multimérica, descreve o

arranjo entre os diferentes protomeros e a formacao de complexos com diferentes

ligantes.
Estrutura Priméria Estrutura Secundaria Estrutura Terciaria Estrutura Quaternaria
a-hélice
N

VLSPADKTNVKAAWGKVGAHAGEYGA

EALERMFLSFPTTKTYFPHFDLSHGSA

QVKGHGKKVADALTNAVAHVDDMPNA \v =]

LSALSDLHAHKLRVDPVNFKLLSHCLLV \

TLAAHLPAEFTPAVHASLDKFLASVSTV -~ >
LTSKYR

Figura 1.2: Niveis de organizacao estrutural de uma proteina (usando como exemplo a estrutura de
desoxihemoglobina humana, entrada 1A3N do PDB) (Tame e Vallone, 2000). A estrutura primdria se
refere a sequéncia de aminoacidos, a secundaria a estruturas periédicas, como a-hélice e folha-3, a terciaria

a conformagao tridimensional da cadeia de aminoacidos e a quaterndria a disposicao entre as cadeias.

Recentemente também surgiu o conceito de estrutura quindria, que diz respeito a in-
teragoes proteicas mais fracas e transientes que as encontradas na estrutura quaterndria
(Guin e Gruebele, 2019), como as varias intera¢oes do ribossomo com outras proteinas
da célula durante a sintese de novos polipeptideos ou mesmo o efeito de aglomeragao (do
inglés crowding) entre componentes da célula. Isso faz com que estudos in vitro tenham
um escopo limitado sobre este grau estrutural, ilustrando a complexidade de sistemas
biolégicos a partir do nivel celular e reforgando a necessidade de estudos in vivo. Assim,
também, o paradigma da biologia estrutural de estrutura implicar na funcao apresenta

mais sutilidades, especialmente frente avancos recentes em estudos de proteinas flexiveis,
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com importante papel de interacoes da proteina com o ambiente e outras moléculas no
desempenho de sua fungao.

Ha iniciativas para a descrigao da estrutura a partir de diferentes critérios e de motivos
estruturais, como a CATH Protein Structure Classification database (Orengo et al., 1997)
e a Structural Classification of Proteins database (SCOP) (Murzin et al., 1995). A im-
portancia dessas bases de dados se baseia na informacao de que fungoes estao geralmente
associadas a estrutura de um dominio ou & agao conjunta de mais de um, e no fato de que,
em geral, similaridades de sequéncia primaria entre diferentes proteinas leva a estruturas
similares. Assim, utilizando bases de dados de classificacao é possivel buscar proteinas
estruturalmente similares que, portanto, possam desempenhar fungoes similares.

O estudo da estrutura de proteinas, portanto, é de grande importancia para o en-
tendimento do funcionamento das mesmas e, portanto, de um amplo leque de processos
biologicos. O estudo a fundo destes processos leva muitas vezes a constatacao de mudangas
estruturais nas proteinas envolvidas, de modo que fenomenos bioldgicos sao altamente
dinamicos, podendo envolver desde mudancas conformacionais sutis a alteracoes no estado
oligomérico proteico, e esta dinamica esta quase sempre intimamente ligada a funcao de
uma proteina em um processo biolégico. Alteragoes estruturais podem ocorrer por fatores
que vao desde o processo de protonacao e desprotonacao de residuos ou até mesmo de
mutacoes de aminoacidos especificos a presenca de ligantes ou alteracoes no meio. Mu-
dancas que levam proteinas a adotar estruturas distintas das nativas podem acarretar em
perda de funcao, o que é muitas vezes ligado a patologias que podem, em ultima instancia,
levar a fenomenos como apoptose ou morte celular. Assim, métodos experimentais que en-
derecem questoes ligadas a estrutura e funcao de proteinas sao ferramentas muito valiosas

em estudos ligados a vida.

1.2 Controle de Qualidade Proteica: proteinas chaperonas como

mecanismo de defesa da célula

As células dependem de proteinas em conformacoes nativas para que desempenhem
as suas atividades com normalidade. Assim, para evitar patologias, a célula dispoe de
mecanismos para manter suas proteinas enoveladas corretamente, em especial em situagoes

de estresse. Estes mecanismos compdem o chamado Controle de Qualidade Proteica (de
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Protein Quality Control, ou PQC).

Um dos principais é um conjunto de proteinas chamadas chaperonas que tém como
funcao a prevencao de problemas de enovelamento nao-nativo e formacao de agregados.
Uma vez que muitas delas sao expressas especialmente sob estresse térmico, também trata-
se de chamadas proteinas de choque térmico (do inglés Heat Shock Proteins, ou Hsps) (Hartl
et al., 2011). Importante ressaltar que nem todas as chaperonas sdo Hsps, e nem todas as
Hsps sao chaperonas, porém chaperonas sao nomeadas como Hsps e enumeradas de acordo
com a massa molecular de cada protomero, sendo divididas em familias de acordo com
sua fungao e massa do protomero (como Hsp90, Hsp70 etc). Para que desempenhem suas
funcoes diversas chaperonas dependem de outras moléculas, desde nucleotideos como ATP
a proteinas co-chaperonas.

Uma das questoes discutidas em biologia estrutural é como as proteinas alcancam suas
conformacoes nativas uma vez que buscas aleatorias nao permitiriam alcancar esses estados
em tempo biologicamente relevante, como aponta o paradozo de Levinthal (Dill, 1999). Ha
a proposicao de que proteinas buscam sequéncias de alteragoes conformacionais até chegar
ao estado nativo, e ha a de que essas se encontram em um nimero vasto de conformacgoes
(também chamado de ensemble), e que, em um perfil de energia livre em forma de funil, a
proteina se desloca em minimos locais que restringem o espacgo de busca e guiam o processo
de enovelamento (podendo ir a estruturas nativas ou a agregados) (Dill, 1999).

A Figura [1.3| exemplifica a visualizacao de funil para o enovelamento proteico: cada
minimo local de energia indica uma conformagao possivel para um polipeptideo, de modo
que configuracoes intermediarias sao ilustradas por minimos menos profundos enquanto
estados nativos e agregados de dificil solubilizagao sao mais bem definidos. Condicoes de
estresse térmico aumentam a energia de um sistema, permitindo que mais estados sejam
acessiveis, inclusive estados pouco enovelados, e chaperonas sao responsaveis por guiar os
polipeptideos para estados nativos.

Familias de chaperonas apresentam diferentes funcoes no PQC, podendo ter mais de
uma e atuar de forma conjunta com outras familias. De forma simplificada pode-se dividir

as fungoes chaperona em (Tiroli-Cepeda e Ramos, 2011):

e Holdase: estabilizacao de cadeias em estado de desenovelamento ou agregacao e

transporte;
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Figura 1.3: Descricao do enovelamento proteico como uma superficie de energia livre, onde a proteina
busca a conformagao de menor energia. A esquerda hé maior proeminéncia das interagoes dentro da prépria
molécula que levam a conformagoes nativas ou parcialmente enoveladas, enquanto a direita predominam
interacoes entre moléculas, o que pode levar a estados oligoméricos nativos ou a agregados potencialmente

patogénicos (Hartl et al., 2011).

e Foldase: auxilio no reenovelamento de proteinas, sejam nascentes do ribossomo

quanto livres;

e Disagregase: solubilizagao de agregados.

Essas funcgoes estao ilustradas na Figura Junto dessas funcoes a célula também
dispoe do complexo ubiquitina-proteassomo, que é o elemento do PQC responsavel pela
degradacao de polipeptideos em conformagoes nao-nativas de volta para aminoacidos para

que possam sintetizar novas proteinas.

1.2.1 70kDa Heat Shock Proteins (Hsp70)

A familia das Hsp70s é altamente versatil promiscua e conservada, estando presente
em todos os compartimentos celulares assim como no citosol, sendo um pivo de todo o sis-
tema de chaperonas das célula , 2013). A atuagao das Hsp70s depende da hidrdlise
de ATP e esta especialmente associada a funcao foldase, porém h& indicios também de
atuagao em agregados. KEssas funcoes se traduzem por meio da associacao a trechos

hidrofébicos flanqueados por residuos positivamente carregados de proteinas-cliente em
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Figura 1.4: Esquematizagao do controle da proteostase por chaperonas. Proteinas mal enoveladas, seja
por terem sido removidas de agregados por disagregases ou por outros caminhos quando livres em solugao,
sao estabilizadas por holdases, que por sua vez as levam a foldases, que auxiliam a proteina-cliente a adotar
uma conformacao nativa. Polipeptideos em conformagoes nao-nativas também podem ser degradadas pelo
complexo proteassomo (adaptado de |Tiroli-Cepeda e Ramos, 2011).

estdgios de tradugao, translocacao e desenovelamento (Mayer e Gierasch, 2019). O fato
dessa regiao de associacao ser comum em muitas proteinas e frequente no decorrer de cada
sequéncia faz com que as Hsp70s possam interagir com um amplo leque de proteinas-cliente.

A estrutura das Hsp70s é composta por dois dominios: o dominio de ligacdo a nu-
cleotideos (de nucleotide binding domain, ou apenas NBD) e o dominio de ligagao a subs-
trato (de substrate binding domain, ou apenas SBD). Cada dominio é subdividido em dois:
o NBD é mais compacto e dividido em dois 16bulos (I e IT), enquanto o SBD tem forma
de pinga, sendo dinamico, e é composto pelos subdominios SBDa (rico em a-hélices) e
SBDf (com alto conteido de folhas-f3). Acredita-se que a regido entre ambos os dominios
seja composta por um linker (conexao) flexivel (Dores-Silva et al., 2015; Mayer e Gierasch,
2019). A estrutura das Hsp70 é altamente dindmica e duas conformagoes principais foram
observadas para a DnaK (Hsp70 de FEscherichia coli), sendo uma mais aberta quando li-
gada a ATP, e outra, mais fechada e flexivel, quando na presenca de ADP ligado ou sem
nucleotideos. E dito que a conformacao com ADP é fechada por haver uma maior proximi-
dade entre os subdominios do SBD, enquanto com ATP esses se encontram mais afastados.
Acredita-se que cada conformagcao apresenta diferentes afinidades por substrato devido a
abertura e fechamento da ”pinga” do SBD (Mayer e Gierasch, 2019). Uma esquematizagao

da estrutura e da dinamica das Hsp70 estd presente na Figura [1.5]
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ATP

Figura 1.5: Modelo de estrutura e dinamica de membros da familia das Hsp70. As Hsp70 sao compostas
pelos dominios NBD (com dois 16bulos: T e II, cuja orientagao determina a afinidade por ADP ou ATP)
e SBD (com os subdominios SBDa e SBDf, que se reorientam para regular afinidade por substrato).

Quando ligada a ATP o modelo sugere que a conformacao é mais aberta, enquanto com ADP ligado a

conformagao é mais fechada e flexivel, com dominios mais independentes (adaptado de [Mayer e Gieraschl,
2019).

Diversas fungoes das Hsp70s dependem de outras moléculas para que sejam realizadas,

entre elas ha outras chaperonas, como as Hsp90 (Luengo et al.; 2018), fatores de troca de

nucleotideo (de nucleotide exchange factor, ou NEF), como as GrpE (Bracher e Verghese,

2015), e co-chaperonas, como a Hop (de Hsp70/Hsp90 organizing protein), sendo esta
responsavel pela mediacao da interacao de membros da familia Hsp70 com da familia

Hsp90 (Johnson et al. 1998).

H& diferentes membros das Hsp70s em diferentes compartimentos celulares com sutis
diferencas de sequéncia primaria entre si. Essas diferencas estao relacionadas a distintos

graus de expressao, especificidades por proteinas-cliente e localizagao, com alguns membros

sendo muito pouco conhecidos (Daugaard et al) 2007). A Figura mostra diferentes

membros da familia Hsp70 em humanos, indicando para quatro (do total de oito) membros
as caracteristicas relativas a estrutura priméria para cada um.
Apesar disso, estudos recentes indicam que ainda ha muito a ser estudado em relagao

as Hsp70, desde os mecanismos sugeridos para reenovelamento de proteinas-cliente (en-

tropic pulling) (Sousa e Lafer, 2019; Kellner et al., 2014) ao papel das Hsp90 quando em
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Figura 1.6: Esquematizacao das diferencas de sequéncia entre quatro membros da familia das Hsp70
humanas, indicando também o principal compartimento celular de cada membro. Cada membro tem
regides especificas, como peptideo-sinal ou peptideo de retengdao, porém o que é comum a todos é a

presenca de dominios de ligacao a ATP e de ligagdo a peptideos e uma regiao varidavel no C-terminal

(adaptado de 2007).
concentragoes fisioldgicas (Luengo et al., 2018).

1.2.2 GrpE: peca fundamental para a familia Hsp70

A liberagao de ADP das Hsp70s ocorre com o auxilio de um NEF, a GrpE, sendo
esta portanto uma parte importante do PQC em mitocondria e cloroplastos em eucariotos
(Harrison, 2003). Ela se encontra em estado dimérico e em humanos hé dois homélogos
em mitocondria: GrpE-L1 e GrpE-L2. Pouco se sabe estruturalmente sobre elas.

As informacoes estruturais até o presente sao duas estruturas cristalograficas, sendo

uma de Escherichia coli em conjunto com o NBD da DnaK (Harrison et al., 1997) e uma

da bactéria extremoéfila Thermus thermophilus HB8 (Nakamura et al., 2010), esta ultima

presente na Figura Também ha estudo de SAXS que verifica a ocorréncia em solucao

das estruturas cristalograficas propostas a baixa resolucao (Borges et al., 2003).

Figura 1.7: Estrutura cristalografica da GrpE de Thermus thermophilus HB8, com cada protémero pintado
de uma cor (entrada 3A6M do PDB, publicada por 2010).

H& questoes ainda nao elucidadas que vao desde as diferencas estruturais entre ambas
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as GrpE humana quanto a plasticidade da regiao de coiled coil (a-hélices entrelagadas) que
podem ajudar a compreender melhor o funcionamento desse NEF e, portanto, a liberacao

de ADP de membros da familia Hsp70.

1.2.3 90kDa Heat Shock Proteins (Hsp90)

As Hsp90 compoem uma importante familia de chaperonas dependentes de ATP que
atua principalmente em proteinas em estagios finais de enovelamento, compondo mais
um nivel de regulagao para a proteostase celular. Juntamente com as Hsp70, essa familia
compoe um papel central de foldase, porém desempenhando fungoes mais especificas e para
um leque menor de substratos, havendo inclusive atuacao conjunta de ambas as familias
e co-chaperonas. As Hsp70 realizam um primeiro passo de reenovelamento da proteina-
cliente e a entrega as Hsp90 para a etapa final do processo. Uma vez que entre as centenas
de clientes de Hsp90 ha elementos de processos centrais de crescimento e proliferacao
celular, essa familia de chaperonas se apresenta como um alvo potencial para terapias de
cancer (Biebl e Buchner, 2019).

A familia das Hsp90 é abundante e altamente conservada, com alta similaridade mesmo
entre membros de F. coli e de humanos. Porém, em procariotos ocorre apenas uma iso-
forma em citoplasma, enquanto em eucariotos pode ocorrer mais uma, sendo uma expressa
em condigoes fisiolégicas e a outra mais expressa em condigoes de estresse (por exemplo,
as Hsp90a e Hsp90S no caso humano), podendo haver também homdlogos para outras
organelas (como a TRAP1, de mitocondria) (Biebl e Buchner], 2019).

Estruturalmente, dimerizacao é uma caracteristica vital para a funcao das Hsp90 in
vivo, sendo elas compostas por trés dominios: um N-terminal (NTD) encarregado pela
ligagdo de ATP contendo uma tampa (do inglés lid), conectado por um linker flexivel,
de tamanho varidvel, a um dominio M (MD) intermedidrio, que tem como fungao de
ligacdo a clientes e co-chaperonas e participacao na hidrolise de ATP, e um dominio C-
terminal (CTD) onde ocorre a dimerizacdo. Também hd membros da familia com um
motivo MEEVD no C-terminal que interage com co-chaperonas que contenham um dominio
TPR (tetratricopeptide repeat) (Schopf et al) 2017). Uma esquematizagao estrutural das
Hsp90 estd presente na Figura 1.8

O atual modelo para o ciclo de funcionamento das Hsp90 consiste nos seguintes passos

(Figura : i) chaperona em conformagao aberta quando livre em solugao; ii) ligacao de
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Figura 1.8: Organizagao dos dominios de membros da familia Hsp90 de chaperonas, sendo compostos por
um dominio N-terminal (do inglés N-terminal Domain, NTD) contendo uma tampa (lid), ligado por um
linker a um dominio médio (do inglés Middle Domain, MD) e um dominio C-terminal (do inglés C-terminal
Domain, CTD), com este dltimo podendo ou nao ser seguido por um motivo MEEVD. Para a realizacao

de suas fungoes as Hsp90 se encontram em estado dimérico em solugéo (adaptado de |Schopf et all, 2017).

ATP ao NTD; iii) fechamento da tampa do NTD, confinando o ATP; iv) dimerizagao do
NTD, com fechamento parcial da estrutura; v) interagado do NTD com o MD, permitindo
a hidrolise de ATP e um maior fechamento da estrutura; vi) abertura da tampa, liberagao
de ADP e fosfato e abertura da estrutura, voltando ao estagio inicial. O processo ao todo,
visualmente, assemelha-se a uma tesoura. As proteinas-cliente se associam ao dominio M
com o fechamento da estrutura, e ha a atuacao de co-chaperonas tanto em etapas especificas
(como a p23, que atua na estrutura mais fechada) quanto no processo como um todo (como
ocorre com a PPlase) (Schopf et al.; 2017).

Apesar de o modelo descrito ser bastante util para descricao do fenomeno, ha estudos
que indicam que o processo parece ser mais complexo. Parece haver indicios de equilibrio
entre conformagdes abertas e fechadas a partir de constatagoes de flexibilidade (Seraphim
et al., 2017) e estudos de microscopia eletronica que indicam que o equilibrio entre estados
aparenta variar conforme o organismo, o que sugere maior dependéncia de co-chaperonas

para o desempenho de fungao para determinadas espécies (Southworth e Agard] 2008).

1.3 Principais técnicas em biologia estrutural e a necessidade de

abordagens hibridas

Em biologia estrutural, pode-se obter informagoes sobre uma proteina utilizando métodos
de alta e baixa resolucao. Em alta resolucao, sao obtidos mapas atomicos fazendo uso de
cristalografia ou de ressonancia magnética nuclear (RMN), enquanto em baixa resolucao

sao obtidos parametros como determinadas distancias, tamanho e massa de uma particula
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p23

Figura 1.9: Esquematizagdo do ciclo de funcionamento de membros das Hsp90. Uma chaperona em
conformagdo aberta (azul) se liga a ATP, transiciona para um estado intermedidrio (roxo) ao fechar a
tampa do NTD, que entdo sofre uma dimerizagao, levando a estrutura a um estado fechado (verde) e,
ao interagir com o MD fecha ainda mais a estrutura (vermelho), com a reabertura da estrutura com a
liberacao de ADP e fosfato fechando o ciclo. Também estd indicado em que etapas participam determinadas
co-chaperonas (segmentos de circunferéncia externos) (Schopf et al., 2017).

ou mesmo envelopes proteicos, como € o caso do espalhamento de raios-X a baixos angulos
(SAXS).

Cada técnica experimental tem vantagens e limitacoes. Cristalografia permite a ob-
tencdo de mapas atomicos com resolucoes da ordem de 2A a depender da amostra, porém
o processo de cristalizacao muitas vezes se baseia em tentativa e erro, e nem sempre ¢é
possivel devido a caracteristicas da prépria proteina. Ao mesmo tempo, por se tratar de
apenas um mapa, regioes flexiveis ou sao mostradas em apenas uma conformacao ou estao
ausentes. Assim, o que se tem é um retrato da proteina como se ela fosse um ente rigido, o
que nem sempre é o que ocorre em solu¢ao. RMN, por outro lado, tem suas medidas reali-

zadas em solugao, porém tem como contrapartida a exigéncia de que a massa da proteina

de estudo seja relativamente baixa (Barbosa et al., 2013).

SAXS permite a obtencao de medidas em solu¢ao para diversos sistemas em diversas
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Figura 1.10: Equilibrio entre estados de Hsp90 em diferentes espécies. A depender do ponto do ciclo,
diferentes organismos contém diferentes proporg¢des de cada conformacao, indicado por uma barra, com
o tom mais claro indicando proporc¢ao de estruturas abertas e o mais escuro, fechadas. (adaptado de
Southworth e Agard, 2008).

condicoes de tampao, dando resultados que permitem a avaliacao de parametros estruturais
gerais e flexibilidade de uma proteina & obtencao de modelos a baixa resolugao (Borges
2016). Apesar disso, possiveis problemas devido a baixa razao sinal-ruido, por
exemplo, devem ser estudados a depender da amostra.

Cada técnica experimental vem encontrando avancos fazendo uso tanto de novas tec-
nologias de manuseio de amostra e deteccao de sinal quanto, devido a computadores cada
vez mais velozes, de ferramentas computacionais que vao desde métodos de Monte Carlo
para a elaboracao de modelos , 1999) quanto ferramentas como machine-learning
, 2018) para o calculo de parametros estruturais de proteinas (segoes
e . Por conta desses avancos e da complexidade das questoes a serem respondidas
no ambito biolégico, o uso de técnicas complementares para a elucidacao de determinado
fenomeno se torna cada vez mais comum e necessario, havendo desenvolvimentos também
com relagao a metodologias de andlise hibridas utilizando SAXS em conjunto com dados
de cristalografia e/ou RMN (Petoukhov e Svergun, 2005; Bernadé et al., 2005;
, 2007). A disponibilidade de modelos e dados em grandes bancos de dados de facil

acesso ajudam nao apenas na curadoria de contetido mas também no uso de resultados

anteriores na elaboragao de novos estudos (Berman et al., 2000; Valentini et al., 2014).
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Capitulo 2

Objetivos

2.1 Justificativa

Neste trabalho foram estudadas caracteristicas estruturais e dinamicas de proteinas
chaperonas de diferentes familias e organismos utilizando a técnica de SAXS, ilustrando
como a técnica pode contribuir para estudos aprofundados e abrangentes e combinar in-
formagoes anteriormente obtidas para a elaboracao de modelos detalhados do comporta-

mento de proteinas em solucao.

2.2 Objetivo Geral

Aplicagao de metodologias de andlise de SAXS, especialmente mais recentes, para es-

tudo de estrutura e dinamica de proteinas chaperonas em solucao.

2.3 Objetivos Especificos

e Estudar possiveis particularidades entre membros da familia de Hsp70 humana a

baixa resolucao;

e Avaliar o papel de pontes dissulfeto na manutencao da estrutura coiled-coil das GrpE

a partir de medi¢oes em diferentes solventes;

e Obtencao da estrutura a baixa resolucao da Hsp90 de Aedes aegypti e comparacao

das caracteristicas de estrutura e dinamica com Hsp90 de outros organismos.
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Capitulo 3

Materiais e Métodos

3.1 Expressao e purificacao de proteinas

As proteinas foram expressas pelos membros do Laboratério em Bioquimica e Biofisica
de Proteinas (LBBP) do Instituto de Quimica de Sao Carlos da Universidade de Sao
Paulo (IQSC-USP), coordenado pelo Prof. Dr. Julio César Borges, e do Laboratério de
Bioquimica de Proteinas, coordenado pelo Prof. Dr. Carlos Henrique Inacio Ramos, do
Instituto de Quimica da Universidade Estadual de Campinas (I1Q-UNICAMP).

O processo de expressao e purificagao de proteinas é complexo e depende da proteina
que se deseja estudar, porém ele segue algumas regras gerais. Um plasmideo (fragmento
de DNA circular bacteriano) que codifica determinada proteina é inserido em bactérias
por meio de um processo chamado transfec¢ao. A membrana plasmatica das células é
fragilizada por meio de choque térmico, expondo-as brevemente a temperaturas de 42°C
com subsequente imersao em gelo. Uma vez que o plasmideo também confere imunidade
as células a certos anticorpos, estes sao adicionados ao meio com as células para selecionar
as que tenham capturado o plasmideo com sucesso, e estas crescem em meio de cultura
celular. Essas culturas podem ser utilizadas para inducao, que é o processo em que as
células crescem rapidamente em erlenmeyers para que seja possivel obter a proteina a
ser expressada em alguns mg. Apods isso as células sao lisadas e os componentes sao
separados inicialmente por centrifugacao e posteriormente por processos cromatograficos,
como utilizando colunas de Ni?* para cromatografia de afinidade a proteinas que tenham
His-tag, e cromatografia por exclusao em gel para sele¢ao de acordo com tamanho e massa
molecular.

As proteinas foram expressas em E. coli com pureza minima de 95%.
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3.2 Espalhamento de Raios-X a Baixos Angu]os: Teoria

O fundamento de SAXS é similar ao da difracao de raios-X, sendo aplicado para estudo

de particulas com tamanho de ordem maior que 10A. Observando a lei de Bragg

A
- 1
senf 5’ (3.1)

pode-se constatar que maiores valores de d implicam em menores angulos de medigao, o que
indica que objetos maiores sao observadas a angulos menores , 2000). A Figura
mostra de maneira simplificada o aparato experimental para SAXS, que consiste em uma
fonte de raios-X (podendo ser um filamento ou uma fonte sincrotron), monocromador para
selecao de comprimento de onda, sistema de colimacao de feixe, porta-amostra (podendo

ser, por exemplo, um capilar ou uma armagao de metal com janelas de mica) e detector,

tudo isso em vécuo (Barbosa et al.), 2013). Também é importante notar a existéncia de

um beam stopper (inglés para ), que consiste em uma pequena pega para que incidam os
raios-X nao espalhados pela amostra, sendo importante uma vez que sem ela o detector

seria danificado nessa regiao.

Cémaras de vacuo

/ \ Detector

Fonte de RX

Monocromador gistema de

colimagio  porig-amostra
Beam stopper

Figura 3.1: Esquematizagao somplificada de um experimento de SAXS. Fétons de raios-X emitidos por
uma fonte (X-ray source), seja por filamento ou luz sincrotron, tém uma estreita faixa de comprimento de
onda selecionada por um monocromador (monochromator), sao colimados (collimation system) e incidem
na amostra contida no porta-amostra (sample-holder). Ao interagir com os elétrons da amostra os fétons
sao espalhados a um angulo 26, sendo medidos no detector. Um beam stopper é responsavel por recever

os fétons sdo espalhados, preservando o detector. Todo o processo ocorre em camaras de vicuo (vacuum

chambers) (Barbosa et al., 2013).

Uma vez que a intensidade de espalhamento é medida para angulos baixos pode-se
apenas considerar contribuigoes devidas a espalhamento coerente, ou seja, apenas para

fotons de mesma energia que os incidentes.
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3.2.1 Equacao de Debye para a descricao do processo de espalhamento

A teoria de SAXS foi elaborada inicialmente por Debye no inicio do século XX (Debye),
1915; [Debye e Fuoss, 1954). Ele partiu das expressoes da interacao de cargas com on-
das eletromagnéticas para entender como elétrons interagiam com radiacao incidente,
entendendo-os como dipolos oscilantes. Uma das grandezas centrais para o SAXS é o
vetor de espalhamento g, dado por

41

q= 7sen(9), (3.2)

em que A refere-se ao comprimento de onda da radiagao incidente e 6 a metade do angulo
de espalhamento. A partir da expressao de Hertz para campos emitidos por este tipo de
fonte, chegou-se a uma expressao que descreve a intensidade de espalhamento para varios

atomos com elétrons orbitando em anéis em torno do nicleo, dada por (Debye, 1915)

n nm v
n=p-1 sen| 4ka sen| — | sen—
I(q)  Np 41+ cos*d il P 2

_ = _2 TO - ,
1(0) R 2 n=0 <4ka sen <T> 867’&%)
p

em que o volume irradiado contém N &tomos com p elétrons cada, ry = €?/mc? é o raio

(3.3)

classico do elétron, R a distancia entre o ponto de observacao e a origem do sistema de
coordenadas, a o raio de 6rbita do elétron em torno do nticleo (com elétrons distribuidos
igualmente nesta érbita), k o niumero de onda e senv/2 um termo relacionado as diregoes
das componentes do campo relacionado a onda espalhada. O indice n diz respeito ao
n-ésimo elétron da somatéria e # é o angulo de observacao com relagao a feixe incidente.

Pode-se chegar a expressao de espalhamento deduzida por Debye por meio de uma
abordagem mais direta que consiste em pensar mais geometricamente a partir da Figura
3.2l Por se tratar de um espalhamento coerente as magnitudes de espalhamento nao se
alteram, mas sim as fases detectadas, com as ondas espalhadas sendo representadas pelo
fator exp(i¢), com ¢ sendo a fase. Esta é definida como 27/A X a, em que a a diferenga
de caminho 6tico entre as ondas espalhada e incidente.

Os fotons incidem na amostra a um vetor k?o e sao espalhados a um vetor E, com um
angulo de 20 entre eles, definindo assim o vetor de espalhamento ¢ = k— ko A diferenca

de caminho 6tico é dada por a = —7- ¢, o que implica que ¢ = —(27/A)(7- ). O vetor
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150 tem magnitude 27/ e, por se tratar de espalhamento eldstico, k; também. Assim, por

meio da lei dos cossenos e das respectivas substituicoes trigonométricas, tem-se que

- - 4dr
|q] = |k — ko| = Tsen@, (3.4)

sendo A\ o comprimento de onda dos fétons incidentes e 6 a metade do angulo entre os

vetores dos feixes incidente e espalhado.
\ q

P

ko

Figura 3.2: Esquematizacao geométria do fendémeno de espalhamento por dois pontos (em O e em P)
separados por uma distancia r. A diferenga de caminho 6tico é dada por a, e estao mostrados os vetores
dos raios incidente (kg) e espalhado (k) a um angulo 26, além do vetor de espalhamento ¢ (adaptado de
Glatter e Kratky, 1982).

A amplitude de espalhamento referente a determinado ¢ pode ser obtido por meio da
soma de todas as ondas espalhadas, ou seja, de cada termo exp(—iq- 7). Pode-se fazer uso
da densidade eletronica p(r) para descrigdo de uma particula, porém é importante levar
em conta também a densidade eletronica do solvente (ps), de modo que Ap(7) = p(7) — ps.

Assim, a expressao obtida para a amplitude de espalhamento A(q) é

A = /V 4V Ap(7) exp(—id - 7). (3.5)

ou seja, fica explicitado que a amplitude de espalhamento corresponde a transformada de

Fourier da densidade eletronica da particula. A intensidade é dada por

() = AA* = /V /V AVidVaAp (i) Ap(7) expl—id- (7 — 73)]. (3.6)

Importante notar que na e)lcprésséo da intensidade sao envolvidos pares de elementos

de densidade eletronica. Aqui entra uma aproximagao importante para SAXS: uma vez
que as particulas estao orientadas aleatoriamente em solucao, o sinal medido corresponde

a conformagao média de todas as orientagoes possiveis (representado pela operagao (... )q)

(Andrews|, 2004). Desse modo,
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I(q) = (AA™)q = /V /V dVidVaAp(ri) Ap(ra)(expl=iq - (71 = 72)])q- (3.7)

Calculando a média rotacional da exponencial, tem-se que

(exp(—if - 7)) = Ser;(rqr), (3.8)

onde r = |r{ — 73], 0 que reduz a expressao da intensidade a equacao de Debye. Esse célculo

faz com que haja perda de informacao em SAXS com relagao as fases, havendo, na pratica,
perda de resolucao em comparagao com a difracao de raios-X. Desse modo, deve-se haver
cuidado ao se realizar andlises de dados de SAXS para que nao sejam tomadas conclusoes
erroneas. Em difracao, erros de protocolo implicam em um impedimento da obtengao de
resultados, enquanto em SAXS é possivel, por exemplo, seguir todo o processo de analise
mesmo com amostras agregadas, danificadas por radiagao ou com problemas de subtracao
de fundo. Porém, com o uso de técnicas auxiliares e consciéncia das aproximagoes utilizadas
no desenvolvimento tedrico da técnica, SAXS torna-se uma técnica poderosa de verificacao
de hipdtese e modelagem aprofundada (Casey et al., 2014).

Ao mesmo tempo, a intensidade de espalhamento de uma amostra é proporcional a
dois fatores importantes, de modo que 1(q)  P(q) x S(q), onde P(q) é o chamado fator
de forma, que descreve o formato da particula, e S(q) é chamado fator de estrutura, que
depende de interacoes entre as particulas espalhadoras. Neste trabalho serao assumidas
amostras diluidas para minimizar as interagoes de modo que S(g) — 1 e, portanto, a curva

de espalhamento contenha apenas informacoes sobre o formato das particulas espalhadoras.

3.2.2  Funcao distribuigao de distancias: p(r)

Para sistemas nos quais pode-se verificar flutuagoes de densidade eletronica, como é o
caso de amostras de proteina em tampao ou em agua, por exemplo, é possivel definir uma
funcao que descreva essas flutuagoes de modo que se tenha uma descricao sobre qual a
distancia média na qual a densidade nao varia consideravelmente (Debye e Bueche, 1949;
Debye et al.; 1957). Dados dois pontos, A e B, separados por uma distancia r (tal que
A estd na posigdo @ e B em @ + 7), cada um com uma respectiva densidade eletronica
pa() e pp(i + 7) e, portanto, Ap(r) = pa(@) — pp(@ + 7). Pode-se calcular as diferengas

de densidade eletronica para quaisquer pontos A e B separados por r e tirar a média,
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repetindo sobre todas as distancias possiveis.

Para o caso especifico de proteinas em solucao sera considerado um sistema com duas
densidades eletronicas, sendo uma para a proteina (p(ﬁ)) e outra para o tampao (média,
dada por py), de modo que as densidades p4 (%) e pp(@+7) podem assumir esses dois valores.
Assim, considerando que em solucao as particulas podem estar em qualquer orientacao
possivel, pode-se definir uma fungao, denominada funcao de correlagio y(r), que descreve
a extensao média das flutuagoes de densidade eletronica por meio de (Svergun e Koch,

2003)

/Ap VAp u—i—F)du> . (3.9)

Pela propria equacao, pode-se observar dois casos extremos: quando a distancia é muito
baixa nao sao observadas variagbes na densidade, de modo que y(r) = 1, enquanto para
distancias altas a diferenga varia aleatoriamente, fazendo com que «y(r) = 0. Desse modo,
a funcao de correlacao, na pratica, age como um histograma entre distancias interatomicas
da proteina, com contagem méxima para distancias muito pequenas e sem contagens a
partir da distancia maxima medida entre um par atomos da proteina, sendo esta iltima
a chamada D,,,,. A intensidade de espalhamento pode ser escrita, portanto, a partir da

funcao de correlacao por meio de

I(q) = 4x /0 " ey senlan) (3.10)

qr

sendo a integral até D,,,, uma vez que por argumentos fisicos mostrou-se que a funcao
de correlagao é nula acima deste valor. A partir da ~y(r) é possivel definir a fun¢ao de
distribuicao de pares, p(r), dada por p(r) = r’>y(r). Isso faz com que a expressio acima

seja dada por

](q)::4ﬂj€ m”;xr)??gffldp (3.11)

A relagao entre as funcoes (r) e p(r) estd ilustrada para uma esfera na Figura [3.3]
Uma vez que a I(q) é dada por uma transformada de Fourier, pode-se obter a p(r) a partir

da transformada inversa de modo que

p(r) = —— / " () (qr)sen(ar)da, (3.12)

272
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Figura 3.3: Gréficos representando as fungoes v(r) (acima) e p(r) (abaixo) para uma esfera (Guinier e
Fournet| 1995).

mas a p(r) nado pode ser obtida diretamente desta maneira uma vez que as intensidades
sao conhecidas apenas para um certo conjunto de valores de ¢g. Foi elaborado um método
geral (Glatter, 1977) onde a p(r) é aproximada por uma série de fungoes no espago real que
buscam ajustar a transformada da fungao aos dados (Svergun et al., 2013). Dependendo
da abordagem utilizada é escolhida uma base diferente, com diferencas sutis de metodo-
logia (Glatter, 1977; [Moore, 1980; Svergun, 1992). De maneira geral, portanto, a p(r)

aproximada (p,,(r)) é dada por

Pap(r) = Zci@(r), (3.13)

sendo ¢;(r) as funcdes que constituem a base, ¢; os coeficientes de ajuste e ny sendo o
numero de fungoes utilizadas na aproximacgao, com os valores de r indo de 0 a D,,q,. As
fungoes ¢;(r) da base podem diferir de uma metodologia para outra, podendo ser utilizados,
por exemplo, splines ctibicos (Glatter, 1977; Svergun et al.; 2013). Assim, as intensidades

aproximadas I,,(q) correspondentes & pq,(r) podem ser encontradas por meio de
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I.,(q) =4m Z Ci /0 - ¢i(r)mdr, (3.14)

qr
com a obten¢ao de uma curva suave de intensidades que aproxime os dados experimentais
a partir de uma estimativa de D4,

Como ilustra a Figura a fungao p(r) apresenta perfis tipicos para formas diferentes
de particula, e uma caracteristica comum a todas é o inicio com p(r) = 0 parar =0 e o
decaimento suave da funcao conforme se aproxima de r = D,,,,,. Assim, além de técnicas
experimentais complementares, o uso deste critério para a estimativa de D,,,, é de grande
auxilio no calculo da p(r) correspondente. ”Ombros” no inicio da curva ou decaimento de
modo que D,,,, seja muito alto podem indicar agregagao ou problemas de subtragao de

fundo. Exemplos de p(r) para amostras agregadas estao na Figura

—e— Solid sphere
Ig I(s), relative —v»— Long rod
Flat disk

—+— Hollow sphere
—— Dumbbell

Figura 3.4: Comparagdo das curvas de espalhamento (acima) e p(r) (abaixo) para diferentes corpos de
mesma dimensdo maxima: esfera (vermelho), cilindro comprido (verde), cilindro achatado (amarelo), casca
esférica (azul) e haltere (magenta). A p(r) ajuda a discernir quando corpos com perfis de espalhamento
similares contém topologias distintas ou nao (Svergun e Koch, 2003).
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Figura 3.5: Perfis de p(r) caracteristicos quando o valor determinado de D, é condizente (a), subesti-
mado (b, laranja) ou superestimado (¢, roxo). Para amostras com interagdes repulsivas é um pouco mais
complexo (b, ocre), assim como quando hé agregagdo pronunciada (¢, vermelho) (Jacques e Trewhellal
2010).

A esse tipo de andlise se dd o nome Inverse Fourier Transform (inglés para Transfor-
mada Inversa de Fourier, IFT) por se basear na transformada de Fourier dos dados e nao
em modelos pré-concebidos para a estrutura da particula no desenvolvimento da analise.
H& métodos que buscam ajustar os dados experimentais a diferentes modelos, seja de figu-

ras geométricas ou de modelos de estruturas de polimeros, a partir de expressoes analiticas

de espalhamento, como os implementados no programa GENFIT (Spinozzi et al., 2014).
Estes métodos dependentes de modelos nao serao tratados aqui.

Pela p(r) é possivel definir o raio de giracdo R, de uma particula e a intensidade de
espalhamento direto I(0), que s@o grandezas muito importantes para anélises de dados. O

R, indica a dispersao dos N elementos de massa da particula em torno do seu centro de

massa a partir das distancias r (Goldstein et al.; 2002), sendo definido como

1 N
R? = ~ > o2, (3.15)
=1

e é, portanto, um indicador do tamanho da particula. Ele estd relacionado a p(r) por meio

de

Dmau'lf
/ r2p(r)dr
RQ — 0

9 Dmaa ’
2 / p(r)dr
0

O 1(0), inacessivel experimentalmente por conta da presenga do beam stopper e da

(3.16)

impossibilidade de distinguir o feixe incidente do espalhado nessa regiao, por meio de

substituicao direta na equacao ¢é dado por
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1(0) = 4r /0 " p(r)dr, (3.17)

e estd diretamente relacionado a grandezas fisicas como massa molecular e volume da

particula espalhadora. No caso do volume a relagao se déd por meio da expressao

1(0) = (Ap)2V2, (3.18)

com V sendo o volume e Ap a densidade eletronica média da particula.

3.2.3 Analise de Guinier para a extracao de parametros estruturais e verificagao de

interagoes entre particulas

A partir da relagao entre I(q) e a p(r) pode-se chegar a uma aproximag¢ao muito impor-
tante para analises de SAXS. A grandeza I(0) tem relagao direta com a massa molecular
(M M) da particula espalhadora, mas nao pode ser obtida com medida direta de maneira
similar a intensidade quando h&a espalhamento devido a presenca do beam stopper, res-
ponsavel pela atenuagao do feixe, que é muito mais intenso que os que contém fétons
espalhados. A expressao que relaciona essas grandezas a angulos muito baixos é dada por

RZ
I(q) = I(0) exp [— (%) qQ} , (3.19)
que é a chamada lei de Guinier. Tomando o logaritmo natural de ambos os lados, esta

formula assume uma forma mais pratica dada por

InfI(g)] = n[1(0)] — —*¢*, (3.20)

permitindo encontrar R, e I(0) a partir da linearizagdo de um gréfico de In[I(q)] vs ¢*.
Porém essa linearizagao s6 pode ser feita até um ponto ¢,,q., € a chamada regiao de Guinier,
que corresponde ao subconjunto de dados para o qual essas aproximagoes sao validas, €
dada por gme. [}y < 1.3 para proteinas globulares, porém podendo ser limitada por valores
tais que ¢nae Ry < 1.1 para moléculas mais elongadas ou de cadeia desordenada (Zheng e
Best), 2018).

O gréfico de Guinier permite observar interagoes entre particulas na solugao, representa-

das por desvios de linearidade na regiao de ¢ — 0. Interacoes atrativas, como a formacao
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de agregados, aparecem como aumentos de intensidade, enquanto repulsivas, como in-
teragoes eletrostaticas sao observadas a partir de diminuicoes. Os desvios estao ilustrados
na Figura[3.6l A depender do quao pronunciados os desvios de linearidade pode-se ter que
realizar novas medidas ou mesmo modificar a amostra, adicionando sal, por exemplo, para
a blindagem de cargas superficiais de aminodacidos carregados, ou correndo a amostra por
cromatografia de exclusao para a remocao de agregados e estados oligoméricos indeseja-
dos. Quando desvios sao sutis é possivel utilizar os dados, porém descartando da andlise
de Guinier os pontos problematicos. Também ¢é possivel estudar essas interagoes buscando
modelé-las a partir do fator de estrutura S(¢q) para entender mais sobre a natureza delas.
Antes do experimento é importante observar as imagens bidimensionais do detector para
avaliar a presenca de radiacao parasita, que pode levar a falsos positivos para agregacao

de amostra, por exemplo.

log |, relative b |n 1, relative
15

(1) Rg=3.2 +/- 0.4 nm
(2) Rg=2.9 +/-0.1 nm
(3) Rg=2.0 +/-0.2 nm
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()]
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Figura 3.6: Exemplo de curvas de espalhamento (a) e graficos de Guinier (bb) para condi¢oes sem
interagoes (preto), com agregacdo (vermelho) e com interagoes repulsivas entre particulas (azul). Os
pontos usados para a linearizacao estao preenchidos com as respectivas retas. Mesmo com interagoes
ainda é possivel obter lineariza¢des com um niimero razoavel de pontos, obtendo parametros sensivelmente
diferentes, portanto cuidado deve ser tomado ao trabalhar com resultados de amostras com gréficos de
Guinier nao-ideais (Mertens e Svergun, 2010).

Comparando esta abordagem com a obtencao dos parametros estruturais pela p(r) hé
pros e contras. A abordagem é bastante pratica e simples, consistindo apenas em uma
linearizacao, porém a depender do tamanho da proteina e do estado da amostra pode
ser que o ajuste sé seja possivel com poucos pontos, levando a incertezas apreciaveis nos
parametros obtidos, especialmente para o R,. Por conta dessa questao no ntmero de
pontos, o uso da p(r) tem a vantagem de poder utilizar todos os pontos da curva no

calculo da funcao, de modo que os valores apresentam uma flutuagao bem menor. Porém,
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o uso da p(r) tem uma sutileza: a p(r) deve descrever corretamente a particula, ou seja,
D, deve ser determinado corretamente ao utilizar programas de céalculo da fungao. Por
esses motivos, o calculo dos parametros a partir de ambos os métodos é recomendado para

que seja feita uma comparagao e verificacao dos resultados.

3.2.4 Lei de Porod: Analises de Kratky e Porod-Debye para estudos flexibilidade

O comportamento assintotico de uma curva de SAXS para valores mais altos de g
também permite a obtencao rapida de informagoes estruturais de uma particula pela cha-
mada lei de Porod (Debye et al., 1957; Glatter e Kratky, 1982; [Roe, 2000). A partir de
um modelo de duas fases, ou seja, com dois valores fixos de densidade eletronica pode-se

mostrar que a intensidade de espalhamento pode ser descrita assintoticamente por

21S(Ap)?
7
em que S é a area superficial da particula e Ap a diferenca de densidade eletronica entre

I(qg = 00) = , (3.21)

a particula e o solvente. A demonstracao completa encontra-se no Apéndice [A]

O formalismo é desenvolvido assumindo que a superficie entre as fases é abrupta (do
inglés sharp, indicando que nao hé transi¢ao suave entre os valores de densidade eletronica),
e, portanto, a lei s6 vale para proteinas bem enoveladas, e quando se trata de uma cadeia
muito flexivel, a superficie vista por SAXS nao é tao bem delimitada por se tratar de uma
estrutura média, e isso faz com que a lei nao consiga descrever o espalhamento para este tipo
de particula a angulos mais altos (para uma melhor descri¢ao desses casos deve-se utilizar
modelos de polidispersao). De maneira mais fundamental, o modelo com dois valores fixos
de densidade eletronica nao é mais aplicavel pois flexibilidade estrutural leva ao surgimento
de flutuagoes nos valores de densidade eletronica dentro da particula, tornando a superficie
menos bem definida e, portanto, desviando o comportamento do previsto pelo modelo e,
portanto, pela lei de Porod.

A partir da lei de Porod pode-se elaborar ferramentas gréaficas para avaliagao do estado
de flexibilidade de proteinas. Uma vez que a lei dita que para estruturas com volume bem
delimitado a intensidade decai com ¢~*, entao fazendo uso de gréficos de ¢*I(q) vs q ¢
esperado que haja um decaimento em ¢~2 para estruturas globulares na regiao de validade
da lei, e que ocorra um plato para estruturas flexiveis. Devido a lei de Guinier o inicio da

curva ¢é ascendente, entao os perfis para proteinas globulares mostram um formato de sino
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caracteristico (Glatter e Kratky, 1982), enquanto o perfil de proteinas flexiveis se deve a

lei de Debye, que modela polimeros de cadeia aleatéria, dada por

Ilg) _2x—1+e™)
1(0) X°

sendo x = (qR,)* Para proteinas que estejam em um meio-termo, como proteinas de

, (3.22)

dominios globulares com [linkers flexiveis, se observa um comportamento intermediario,

como visto na Figura [3.7]

1-01

Unfolded

Figura 3.7: Trés perfis tipicos de gréficos de Kratky: para protefnas bem enoveladas (azul), parcialmente

desenoveladas (preto) e desenoveladas (vermelho) (Putnam et al., 2007).

Em alguns casos, os graficos de Kratky indicam que uma proteina é globular mesmo
que esta apresente flexibilidade, de modo que esta forma de andlise nao se torna mais tao
confidvel (Bernadd, 2010). Um tipo de grafico alternativo e interessante é o de Porod-
Debye, que consiste em graficos ¢ vs ¢*I(q) e ¢* vs ¢*I(q). Uma vez que se baseiam
também na lei de Porod, estes devem exibir um plato na regiao de validade da lei para
proteinas que sejam mais rigidas, e auséncia quando trata-se de uma mais flexivel, como
ilustrado na Figura (Rambo e Tainer| 2011). O grafico usando ¢~ nas abscissas facilita

a visualizacao do plato.

3.2.5 Teoria da informacao de Shannon aplicada ao SAXS

Ao se calcular a p(r) que melhor se ajusta aos dados, pode-se interpretar as intensidades
experimentais /(g) como um conjunto de amostragens discretas de uma fungdo continua.
Utilizando teoria de informagao e comunicagao (Shannon e Weaver, 1949), pode-se com-
preender o canal de amostragem como o intervalo no qual foram tomados os dados, repre-

sentados pelos pontos de Gmin & Gmaez- Uma questao no SAXS é de que pode-se aumentar
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Figura 3.8: a. Curva experimental com grafico de Kratky no inset. b. Grafico de Porod-Debye, indicando
diferentes graus de flexibilidade a partir da presenca de platé nos dados, com grafico de ¢*I(q) vs ¢* no
inset, indicando que o gréafico de Porod-Debye tem poder de distingao para flexibilidade de proteinas
(adaptado de Rambo e Tainer, 2011).

a resolucao do experimento ao aumentar o tamanho do canal ao tomar dados para valores
maiores de ¢q.z, porém na pratica o ruido é maior para valores maiores de ¢, e a0 mesmo
tempo a frequéncia de amostragem (intervalo de ¢ entre cada ponto experimental), dada
por Aq = ©/Dypaz, se altera. O teorema da amostragem de Nyquist—Shannon permite
a obtengao da frequéncia de amostragem minima (ou seja, menor nimero de pontos ex-
perimentais) para a reconstituicao do sinal de SAXS, definida pelo ntimero de canais de

Shannon Ny, dado por

(qmam - szn)
—7'(' .

N, = Dyas (3.23)

Um ponto curioso é que os valores tipicos de Ny obtidos sao da ordem de 20, ou seja,
em torno de 3% do numero total de pontos de um experimento tipico no LNLS indo
até gmer = D nm~!. Portanto, é dito que o sinal de SAXS contém uma sobreamostragem
(do inglés oversampling), ou seja, hd uma amostragem excessiva com relagao ao nimero de
canais de Shannon suficientes para a descri¢ao da intensidade ajustada pela p(r). Em teoria
esses pontos ”excessivos” nao trazem informagoes adicionais sobre a proteina de estudo,
porém, devido a questoes de ruido, o nimero de canais de Shannon nao deve ser tomado
tao literalmente uma vez que a frequéncia de amostragem, na pratica, é influenciada por
ruido. O valor de N pode ser interpretado, portanto, como o minimo de parametros
independentes que podem descrever uma curva de SAXS , 1980). De acordo com o

teorema de amostragem, a curva pode ser descrita pelos Ny pontos e a sua reconstrugao se
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d4 por meio da férmula de interpolacdo de Shannon-Whittaker, dada por (Shannon, 1949)

Dmar quax —nm

I(q) = i I( nr ) 5en(qDmaz = 1) (3.24)

n=1

Ou seja, a intensidade pode ser aproximada por meio de uma soma ponderada das
intensidades espagadas regularmente de acordo com o N, sendo os pesos dados pelas
fungoes sen(z)/x (também chamada de fungao sinc(x)), para © = ¢Dye: — nw. Uma
vez que os dados sé sao tomados até um certo ¢,,.., a soma é truncada em um valor
N = GmazDmaez/™ Um ponto curioso dessa interpolagao é de que quando ¢ é miiltiplo
inteiro de 7/ D,,q., devido a presenca do fator seno, a intensidade é determinada apenas
pela intensidade neste ponto (uma vez que todos os outros termos sao nulos), enquanto
quando ¢ nao é multiplo a intensidade sera dada de acordo com a soma ponderada de
todos os pontos de Shannon. Assim, a formula de interpolacao determina que os pontos de
Shannon compoem um conjunto de observacgoes independentes, e o resto dos pontos acabam
estando correlacionados a essas observagoes (Rambo e Tainer, 2013). O conjunto de pontos
que compoe essas observagoes se dd a uma frequéncia de 7/D,,q., porém se a amostragem
for de frequéncia menor o sinal nao pode ser recuperado apenas com base neste conjunto
de informagoes. Como na pratica experimental trata-se questoes que envolvem ruido em
medicoes, para estudar a informacgao contida dada uma frequéncia de amostragem pode-se
aplicar o teorema de Shannon-Hartley, que diz respeito a taxa maxima de informacao que

pode ser transmitida C' a partir de uma razao sinal-ruido S/N, dado por

27

R<C:me

log, (1+ S/N), (3.25)

em que R refere-se ao espacamento Aq entre os pontos de Shannon. FEsta expressao,
portanto, diz qual o intervalo maximo entre medidas para que a informacao estrutural
possa ser recuperada quando se estuda uma proteina de determinado tamanho (D)
a determinadas condigdes (representadas em S/N, estando relacionado a fatores como
concentragao, fluxo de feixe etc).

Como questao prética, 0 ¢ui, (ou seja, o primeiro ponto a ser utilizado em andlise) nao
deve ser mais alto que o primeiro ponto de Shannon, de modo que ¢in < 7/Dpas deve
ser satisfeita, senao ocorre perda de informagao (Svergun e Koch, 2003). Isso se manifesta,

por exemplo, no programa GNOM, onde quando esta condi¢ao nao é satisfeita surge uma
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mensagem de aviso, pois é como se o valor de D,,,, escolhido para a geracao da p(r) nao
fosse de fato ”enxergado” uma vez que falta o primeiro ponto de Shannon para a descri¢ao

da curva experimental.

3.3 Meétodos de analise: de metodologias bem estabelecidas a avangos

recentes

Nos tltimos anos, houve um aumento vertiginoso do uso de SAXS para estudos em
biologia estrutural (Jacques e Trewhella, 2010), seja para validagao de estruturas crista-
lograficas como também para modelagens de macromoléculas flexiveis. Pouco mais de duas
décadas atras, a técnica de SAXS fornecia pouco mais que um punhado de parametros es-
truturais sobre tamanho e massa molecular, porém especialmente desde a publicacao do
programa DAMMIN (Svergun, 1999) um novo leque de aplicagoes da técnica experimental
se abriu para pesquisadores, permitindo a obtencao de envelopes de proteinas em solucao
com resolucao de nm, com o SAXS se tornando mais do que uma técnica de baixa resolucao.
A presente secao busca apresentar tanto técnicas de andlise ja estabelecidas e amplamente
utilizadas, quanto novos métodos propostos em publicagoes recentes que enderecam desde
questoes referentes a incertezas de medida quanto a obtencao de envelopes que contenham

flutuagoes internas de densidade eletronica.

3.3.1 Analise de Pico de Guinier (GPA)

Uma questao comum em andlises de dados de SAXS é a determinagao de R, e 1(0) de
maneira confidvel. Comumente é feita a andlise pela aproximacao de Guinier, que respeita
o limite ¢R, < 1.3, mas para particulas mais elongadas ¢ recomendado que esse limite
seja reduzido para, por exemplo, gR, < 1.1 (Zheng e Best, 2018). Ela também pode
ser feita pela p(r), que utiliza um valor maximo de ¢ (¢maz) respeitando @mar > 8/R,
(alguns autores utilizam gyq, > 7/R,) (Petoukhov et al) 2012). Assim, utilizando mais
dados o célculo dos parametros pela p(r) é tida como mais confidvel, mas ao mesmo tempo
ambiguidades na fungao podem levar a incertezas maiores nos valores obtidos.

Recentemente foi elaborada uma metodologia de validacao do conjunto de dados vélido
para a aproximagao de Guinier como também de R, e I(0), denominada Andlise de Pico

de Guinier (do inglés Guinier Peak Analysis, ou simplesmente GPA) (Putnam, 2016). O
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método consiste em multiplicar ambos os lados da aproximacao de Guinier por ¢ para
encontrar um pico que explicite a regiao de Guinier, observando o grafico de qI(q) vs ¢*.
Multiplicando por ¢ ambos os lados:

Ry

o1) = 10V e |~ (52 ) 2], (3.20

onde se encontra um maximo para valor de abscissa (demonstra¢ao nos apéndices)

qR, =~ 1.22. (3.27)

Portanto, quando visualizamos o grafico assim percebemos um pico nesse ponto e depois
a funcao decai. Esse ponto em geral pertence a regiao de Guinier, portanto da informacoes
sobre que pontos podem ser escolhidos para a linearizagao. Sem isso o que se pode fazer
¢ se calcular o R, e depois verificar se o ajuste se encontra na regiao de Guinier. Assim,
esse grafico permite a constatacao a priori de que conjunto de dados permite a obtencao
de R, e I1(0) pela aproximagao de Guinier.

A GPA também pode ser feita com um gréfico adimensional de gR,I(q)/1(0) vs (¢R,)*.
A multiplicagao de g por R, suprime informacao sobre o tamanho da particula, enquanto a
divisao de I(q) por I(0) suprime a massa molecular. Essa pratica de fazer graficos adimen-
sionais é comum em fisica de polimeros porém pouco usada no contexto de biomoléculas
(Durand et al., 2010).

Para isso, basta multiplicar ambos os lados da equagao da GPA por R,/I(0), o que nos

deixa com

3

ng% _ \/@ exp {— <R?3> qZ]. (3.29)

Essa forma nao altera o valor de ¢R, do méximo em relacao a GPA anterior, que

ng@ = @(ng) exp {— (R—g) qQ], (3.28)

continua se encontrando em qR, ~ 1.22. Substituindo de volta na equagao teremos para
a ordenada o valor de aproximadamente 0.7428. Na prética, a comparacao da posi¢ao
do pico tedrico com o obtido pelo grafico permite uma validacao dos valores de R, e
I(0) encontrados. Uma vez que a GPA se baseia na aproximacdo de Guinier a validade

do método se da principalmente para proteinas globulares. Também é possivel fazer o
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caminho inverso: ajustar os dados tentando buscar para quais valores de R, e I(0) o
grafico tera o pico nos valores definidos. Apesar de ser uma forma menos precisa, ainda é
uma forma de estimativa, porém esta assume uma proteina perfeitamente globular, o que

nao corresponde a realidade mas é uma primeira aproximagao.

Dimensionless GPA
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Figura 3.9: Lei de Guinier retratada em um grafico de Guinier Peak Analysis adimensional.

3.3.2 Razao de elongamento

Ao fazer andlises de SAXS que independam do ajuste de um modelo geométrico es-
pecifico, informacoes sobre a forma de uma proteina podem ser obtidas a partir da sua
p(r). O perfil da fungao indica, em linhas gerais, qual a geometria da molécula, e o que
se pode observar ao comparar os perfis caracteristicos de uma esfera e de um cilindro ou
elipsoide, é o deslocamento do maximo global da fungao para valores mais baixos de r em
relacao ao D,,,.. Portanto, a posicao relativa de r nos permite ter uma ideia do quao elon-
gada é uma proteina. Uma medida foi recentemente definida para buscar quantificar esse
elongamento (Putnam| 2016). Apesar de nao ser a primeira do tipo, trata-se de uma de-
finigdo matemadtica intuitiva para o seu objetivo. Seja R o valor de r no qual a fungao p(r)
tem seu valor méximo, pode ser calculado uma razdao de elongamento (do inglés elongation

ratio, ou ER) a partir da equacao

/ - p(r)dr
ER=7R (3.30)

/ORp(r)dr
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ER é, portanto, a razao entre as areas do grafico entre R e D,,,., € entre 0 e R. Para
uma esfera este valor é de aproximadamente 0.94, e aumenta conforme mais elongada a
molécula de estudo. A interpretacao dessa razao como um ”fator de elongamento”, porém,
se restringe apenas a esferas e figuras cilindricas e elipsoidais uma vez que, por exemplo,
o perfil de uma esfera oca também apresenta um desvio similar em R apesar de ter um
perfil diferente de um cilindro. Ao mesmo tempo, um disco apresenta um desvio de R
para valores maiores em relacao ao perfil de uma esfera. Portanto, conceitualmente como
algo relacionado ao elongamento de uma proteina, esta razao se restringe a apenas certos
formatos. Foi encontrado que ha uma correlacao entre a ER e o fator de anisotropia de
elipsoides e altura de cilindros, porém no artigo original nao foram discutidas em detalhes
as relagoes entre F'R e diferentes parametros estruturais (Putnam, 2016), e isso pode ser

feito fazendo uso de p(r) obtidas analiticamente.

3.3.3 Kratky Adimensional

Assim como a GPA tem uma versao adimensional para que se possa extrair mais in-
formacao sobre a molécula, o grafico de Kratky também tem uma versao adimensional se-
guindo a mesma regra de multiplicar ¢ por R, e dividir /(g) por /(0) a fim de permitir uma
andlise "normalizada” de diferentes tipos de proteina. Desse modo, o grafico de Kratky,
que é originalmente de ¢*I(g) vs ¢, quando adimensional assume a forma (qR,)*I(q)/I(0)
vs ¢R, (Durand et al.| 2010).

Para a analise de um gréafico do tipo podemos tracar dois perfis de casos extremos ide-
alizados e imaginar que proteinas reais surjam como casos intermediarios. Para o primeiro
caso seria para uma proteina perfeitamente globular, seguindo a aproximagao de Guinier,
e o segundo seria para um polimero de cadeia aleatéria e seccao transversal pontual, repre-
sentando uma proteina completamente desenovelada, de acordo com a lei de Debye. Para o
primeiro caso o méximo do gréfico de Kratky adimensional ocorre para ¢R, = /3 (demons-
tragao em apéndice). Para esse valor na abscissa encontramos que (¢R,)?I(q)/1(0) ~ 1.1
nesse ponto de maximo. O perfil da curva é aproximadamente Gaussiano, mas levemente
assimétrico.

Para o segundo caso basta aplicar a lei de Debye, que é dada por

I(q) _ 2(X -1+ exp(—X)) (3.31)

1(0) x>
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na qual y = (¢R,)?. Deixando na forma de Kratky tem-se, j& substituindo Yy,

J1(g) _ 2((aRy)* — 1 + exp(—(aR,)?))
1(0) (4R, |

Ao observar o grafico, é nitido que ha um comportamento assintético que se aproxima

(¢1y) (3.32)

de 2 para valores de ¢R, cada vez maiores. Importante notar que isso é um caso extremo
com a limitacao de que considera a seccao transversal como sendo pontual, um modelo
limitado. Na pratica para proteinas desenoveladas se vé um comportamento que continua

crescendo mesmo apos atingir o plato esperado.

Dimensionless Kratky Plot
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Figura 3.10: Dois perfis extremos de cadeia polipeptidica em gréficos de Kratky adimensional: proteina

bem enovelada (roxo) e cadeia aleatéria (turquesa)

3.3.4 Entropia da distribuicao de Ry: atribuindo um nimero a desordem

Os graficos de Kratky e Porod-Debye sao ferramentas visuais muito importantes para
a determinacao do estado de flexibilidade de uma proteina. Porém, por serem métodos
apenas graficos, uma quantificacao desse parametro seria de grande uso. Em cima disso, se
elaborou um método que busca atribuir um nimero a esse grau de desordem que se baseia
na descricao do ensemble de estados acessiveis a proteina por meio de uma distribuicao de
tamanhos, sendo um método independente da estrutura da proteina (Burger et al., 2016).

Pode-se descrever a intensidade de espalhamento de uma proteina em solugao a partir
da combinacao linear das intensidades referentes a todas as conformacoes acessiveis a ela
ponderando pela ocorréncia de cada uma, e uma forma de escrever isso é utilizando fungoes
de distribuicao de probabilidade. Para uma proteina composta por N atomos mapeados

pelo vetor de 3N coordenadas 7 = (x1,y1, 21, - - -, TN, YN, 2N ), com intensidades referentes
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a cada conformagao dadas por I(g,7) e distribuigao de probabilidade conformacional dada

por P(7), a intensidade total é dada por

o) = [ 1.0 P@r (339
T

sendo a integral sobre todas as conformagoes acessiveis. A entropia pode ser calculada
a partir da distribuicao de probabilidades, porém a descricao a partir da posicao dos
atomos é pouco pratica para este fim. Deste modo, uma primeira aproximagao pode ser
feita: a descricao das conformagoes de uma proteina a partir do tamanho delas, dada
pelo R,, e assumindo-as como esferas com densidade de carga homogénea. Uma limitacao
dessa descricao ¢ de que mudangas radicais de conformacao que nao alterem o R, nao sao
percebidas ao mesmo tempo que nao se trata de uma boa modelagem para proteinas com
graus mais elevados de anisotropia. Portanto, as intensidades parciais serao dadas por

Lss(q, Ry) = Loy (0) sen(qaR,) — qaR,cos(qaRy,)]’, (3.34)

9
(@afy)
sendo o fator a = \/% devido a conversao do raio da esfera para o IR, associado.

Utilizando o modelo proposto, denominado modelo de distribuicao de raios de giragao
(Radius-of-gyration Distribution model, ou simplesmente RgD), a intensidade passa a ser

dada por (Burger et al.| 2016)

Lol) = / Iu(¢, Ry) Pro(Ry) dR,. (3.35)

sendo P,,(R,) a distribui¢ao de probabilidade de R,. Para trabalhos com raios-X, em

geral adota-se esta distribui¢ao como sendo uma log-normal, dada por

P w] 7 (3.36)

|
o(Ry) = —=———— exp | —
o) = p| - L

sendo p a média da distribui¢do e o o desvio padrao. Fisicamente pode ser imposto que
P(0) =0, e o uso da log-normal ¢é 1til pois P(R; — 0) — 0 e por ser definida apenas para
R, > 0. A intensidade I, ,(q) é ajustada aos dados experimentais variando os parametros
[t e 0 e uma vez encontrados os parametros otimizados i e ¢ calcula-se a entropia S por

meio de (Beirlant et al., 1997)

5:—/W&A&)mmeMMg (3.37)
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em que ¢é importante reforcar que se trata de uma distribuicao continua, levando a um
minimo de —oo e ndo zero, como ocorre para a entropia de Shannon (caso discreto). No

final, tem-se que

_ 1+ In[rc?]

S 2

+ [i. (3.38)

A partir do calculo de S pode-se comparar os valores de entropia calculados para perfis
experimentais do SASBDB (Valentini et al., 2014) e, a partir dos gréficos de Kratky, atri-
buir valores de S a graus de desordem. A Figura indica que, apesar dos valores nao
serem tao bem definidos para cada perfil de desordem, ha valores aproximados esperados
para cada tipo de grafico de Kratky. Os valores de entropia dados pelo modelo RgD sao
de dificil avaliacao por conta da questao das incertezas e ruido em dados de SAXS, porém
o modelo nitidamente aponta para uma tendéncia nos valores de entropia calculados. Esta
metodologia, apesar de simples, pode servir para elucidar ambiguidades entre proteinas glo-
bulares ou multiméricas com dominios globulares grandes conectados por linkers flexiveis,

pois estas apresentam perfis de Kratky muito similares (Bernadd, 2010).
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Figura 3.11: Gréaficos adimensionais de Kratky: & esquerda (a) perfis tipicos para proteinas bem enoveladas
(preto), parcialmente desenoveladas (cinza escuro) e completamente desenoveladas (cinza claro), e a direita

(b) os perfis para proteinas com valores crescentes de entropia (Burger et al., 2016).

3.3.5 Determinacgao de incertezas em medidas de SAXS

Uma forma de determinacao de incerteza em experimentos de SAXS consiste em realizar
multiplas tomadas de quadros de curtos espacos de tempo e o calculo da média e desvio

padrao entre os diferentes quadros. Essa pratica é comum especialmente para a avaliacao
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de dados devido a exposicao da amostra a radiacao, porém a depender da concentracao
proteica na amostra tornam-se necessarias tomadas cada vez mais longas de dados, o que
dificulta a utilizacao da técnica para proteinas instaveis em solugao. Outra forma, porém,
consiste no uso de um modelo para determinacao das incertezas (Sedlak et al., 2017) a
partir da estatistica de contagem de fétons pelo detector.

O modelo se baseia em trés hipdteses: a contagem de fotons como sendo um processo
de Poisson, o espalhamento pelo tampao sendo considerado aproximadamente constante
para o intervalo de ¢ medido e processos de medicao para as medigoes de amostra e de
tampao como sendo estatisticamente independentes com relagao as incertezas obtidas.

Em experimentos de SAXS, como os feitos no LNLS, os fétons incidem em detectores
de placa que realizam contagens em pixels, e um dos primeiros passos da reducao de dados
consiste no calculo de uma média entre as contagens feitas por pixels referentes a um mesmo
vetor de espalhamento ¢, como ilustrado na Figura [3.12] O ndmero de pixels depende do
q considerado, portanto a intensidade é (Sedlak et al., 2017)

N(q)
I(q) = ﬁ ; ni, (3.39)

o que resulta, portanto, considerando pixels como estatisticamente independentes, em uma

variancia dada por (Sedlak et al., 2017)

o*(q) = 0 = i — 1(q)*. (3.40)

Figura 3.12: Processo de integracao de um perfil bidimensional de detector de SAXS para uma curva
unidimensional. Em preto os pixels a serem levados em conta na integragao e em vermelho a regiao do

feixe incidente (ou seja, a regido do beam stopper) (Franke et al., 2015).
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Naturalmente, uma maior presenca de pixels nao-funcionais leva a um aumento da
variancia, portanto um aumento é esperado nas regides de fronteira entre placas para
detectores de mais de uma placa. Nesse ponto entra mais uma das hipoteses do modelo.
Assumindo que se trata de um processo de Poisson tem-se que a média e a variancia tém

mesmo valor e, portanto, que af = I(q), o que resulta em

o*(q) = % (3.41)

Em SAXS, as curvas analisadas subtraem a intensidade do tampao da intensidade
da amostra, ou seja, fazem que a I,(q) = I.(q) — Li(q), em que os indices p, a e t se
referem, respectivamente, as medidas para proteina, amostra e tampao. Ao mesmo tempo,
assumindo que cada medida ¢ estatisticamente independente, a variancia, por propagacao,
¢ dada por az(q) = 02(q)+02(q). A partir da terceira hipStese, que diz que o espalhamento
do tampao é aproximadamente constante, pode-se considerar que I;(q) = cly(Gar), OU
seja, que o espalhamento do tampao corresponde simplesmente a intensidade espalhada
pela amostra a um valor de ¢ arbitrario ¢, multiplicada por uma constante ¢, de modo
que esta constante depende do valor de g, escolhido. Uma vez que as intensidades de
espalhamento do solvente divergem de uma constante para valores de ¢ muito baixos, deve-
se atentar para a escolha de um ¢, que corresponda a regiao de ¢ em que nao haja essa
divergéncia.

Usando o que foi apresentado, tem-se que, para o ¢, escolhido,

Ia(Qarb) = ]p(qarb) + ]t(QQrb) = ]p(Qarb) + CIa(Qarb) (342)
Ip(Qarb) = (1 - C)[t(Qarb)y (343)
o que implica que
I ar
[t(Qarb) = p(q b) (344)

(1-c)

Substituindo os valores de 02(q) e 02(q) e usando a equagio acima, obtém-se

(3.45)
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2 _ Ip(Q) 2CIa<Qarb)
0=y (@) N(g °

o que resulta em uma expressao mais diretamente aplicavel, dada por

o,(q) = R (lp(q) + —QC[p(q“’"b)). (3.47)

(3.46)

N(q) (1-¢)

Ou seja, a partir da relacao constante entre o espalhamento da amostra e o do tampao
a certo valor g, (fator dependente da amostra e da escolha de g,,4) € do nimero de pixels
usados na obtencao das I(q) (fator dependente do aparato experimental). A questao
do numero de pixels nao é exata a priori por depender do tipo de detector utilizado,
porém uma aproximacao pode ser feita para uma geometria comum de experimento tal
como a presente no LNLS. Para pixels de mesmo tamanho e detectores de placa dispostos
perpendicularmente ao feixe incidente de raios-X ha uma relacao aproximadamente linear
com 7, a distancia entre o pixel e o feixe direto, de modo que N(q) é proporcional a 27r.

Porém é possivel escrever r» em funcao de 6 , de modo que

tan260 = L:d, (3.48)

em que L,q é a distancia entre a amostra e o detector e r é a distancia entre o feixe direto

e o pixel. Ao mesmo tempo, diretamente da definicao do vetor de espalhamento segue que

A
0 =sen™? (—q>, (3.49)
47
e substituindo [3.49| em tem-se que
1[N\
N(q) = 2w Lygtan| 2sen ) (3.50)
7

que pode ser aproximada como
N(q) = Laa\q. (3.51)

Deste modo a variancia pode ser escrita como

) = o <1p<q> + %) , (352)
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em que k£ é uma constante dada por k ~ L,gA. No artigo também sao sugeridos valores
para k e ¢ para o caso de aparelhos de bancada e para laboratérios de luz sincrotron.
Importante reforcar que o modelo leva em conta apenas a incerteza relacionada a medida
em si, e nao a respeito de variagoes no manuseio e preparo de amostras, intrinseco a muitos
trabalhos do ramo biolégico, que podem ser fonte para contribuicoes adicionais a incerteza

do experimento.

3.4 Programas de computador

3.4.1 Determinacao automatizada dos parametros do grafico de Guinier: AUTORG

A linearizacao da regiao de Guinier é um dos primeiros passos da andlise de SAXS,
dando informacoes sobre o estado da amostra e também parametros sobre o tamanho
(R,) e massa (I(0)) da particula espalhadora, sendo eles muito utilizados em andlises
posteriores. Portanto, uma boa determinacao desses parametros é fundamental para a
qualidade da analise.

Um critério muito utilizado até hoje para a analise de Guinier é o visual a fim de
avaliar a qualidade da linearizacao e os pontos envolvidos no ajuste. Porém, para evitar
subjetividade de andlise e para acompanhar o uso cada vez maior de linhas de andlise
automatizadas o programa AUTORG foi criado (Petoukhov et al.; 2007). Esse programa
realiza iterativamente linearizagoes do gréafico de In [I (q)] vs ¢%, buscando minimizar o
x? e atribuindo & incerteza nao apenas o dos parametros de ajuste por propagacao, mas
também atribuindo uma margem de erro a determinacao dos pontos a serem ajustados.

O AUTORG primeiramente descarta pontos que tenham variagdo muito grande com
relacdo ao resto no inicio do conjunto de dados a fim de descartar problemas referentes
ao beam stopper, e entao seleciona como primeiro intervalo a regiao em que a intensidade
decai por uma ordem de magnitude. Se busca ajustar fungoes cubicas para determinar se
hé indicios de agregacao ou repulsao entre particulas. Apds isso o programa faz ajustes
utilizando um ndmero minimo de trés pontos e impondo que gpinfly < 1 € gmasfly < 1.3,
calculando R, e I(0) para cada intervalo, sendo descartados os casos em que hajam desvios
sistematicos. Caso nao haja intervalos consistentes, as condicoes referentes a ¢R, sao
flexibilizadas automaticamente pelo programa.

Os intervalos sao avaliados de acordo com o nimero de pontos adotado para a linea-
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rizacao e o x? calculado, sendo escolhidos os parametros do melhor ajuste, sendo atribuida
uma incerteza tal que seja a soma da obtida por propagagao e dos outros 2, encontrados
para os outros intervalos. O programa também d& um fator de qualidade que leva em
conta cinco fatores: nimero de intervalos encontrados, incerteza do R,, nimero de pontos
descartados no inicio da curva, desvios que indiquem agregacao ou repulsao e se houve ou
nao flexibilizagao das condigoes referentes a ¢l2,. O fator de qualidade varia de 0 a 1, sendo
0 referente a nao haver linearizagao possivel. As configuragoes do programa, como minimo

de pontos para ajuste e limites de ginfty € @maez 2y podem ser alterados pelo usudrio.

3.4.2 Obtencao da p(r): GNOM

Como jé apontado na secao [3.2.2 a partir da pa,(r) pode-se calcular uma curva apro-
ximada ,,(q) que descreva os dados experimentais para a proteina de estudo. O ajuste

da curva calculada aos dados experimentais se d4 minimizando o x?, dado por

. i[l(qﬁ—@p(qj)], (3.5

N, gl — 1 = g
sendo Ny o numero de graus de liberdade do sistema, e que pode ser reescrito em termo

dos coeficientes a serem minimizados por meio de (Svergun et al., 2013)

2

: (3.54)

gj

= i [[(Qj) —An 357 a®i(g))

=1
sendo o; a incerteza associada ao j-ésimo ponto experimental, N, o nimero de pontos

experimentais e

,(q;) = /0 " o) Sel;inqr) dr. (3.55)

Porém, é possivel encontrar p(r) com comportamento oscilatério, o que é fisicamente
problematico. Portanto, busca-se encontrar a funcao mais suave que possa descrever os
dados fazendo uso de um multiplicador de Lagrange o que adicione uma restricao N. dada

por

ny—1

Ne = (cis1— ), (3.56)

=1
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de modo que minimize a expressao y + a/N». Ou seja, introduz-se um termo que busca
um « que faz com que a solugdo em que o menor aumento de xy com a maior redugao de
oscilagoes seja escolhida. Assim, um maior o reduz o nimero de coeficientes presentes na
aproximacao.

O programa GNOM (Svergun, 1992) busca utilizar critérios automatizados de per-
cepcao acerca de diferentes elementos de ajuste de maneira quantitativa para encontrar o
a. Os critérios tém pesos e distribuicoes proprias comentadas posteriormente, sendo dados

eles (Svergun, 1992):

e DISCRP (peso 1, ¢ = 0.30): trata-se do x? no espago reciproco, que aumenta con-

forme o aumenta. Valor esperado < 1, sendo 0.7 estipulado como ideal;
e OSCILL (peso 3, o = 0.60): reflete a suavidade da p(r), sendo dado por

|dp(r) /dr|
Ip(r)]

e diminui conforme « aumenta. Valor ideal de 1.1, equivalente ao critério calculado

OSCILL = (3.57)

para o caso de uma esfera;

e STABIL (peso 3, 0 = 0.12): retrata a estabilidade da fungao para variagoes no «,

sendo dada por

d(In p(r)|)

STABIL = d(Infa])

(3.58)
tendo zero como valor ideal.

e SYSDEV (peso 3, 0 = 0.12): indica possiveis desvios sistematicos de I,,(gq) com
relagao aos dados experimentais I(g). Seja N, o nimero de pontos experimentais e
N_ o nidmero de vezes que a diferenca 1(q) — 1,,(q) muda de sinal, o critério é dado

por

N_
YSDEV = —— .
SYSDEV N3 (3.59)

sendo 1 o seu valor ideal, ou seja, o esperado é o mesmo nimero de pontos experi-

mentais acima e abaixo da curva aproximada obtida. Aumenta conforme o também
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aumenta. Importante ressaltar que desvios em diferentes partes da curva podem ter
maior ou menor impacto na estrutura correspondente a curva calculada uma vez que

cada regiao de g equivale a diferentes tamanhos no espaco real.

e POSITV (peso 1, 0 = 0.12): corresponde a norma relativa da parte positiva da p(r),
tendo 1 como valor ideal. Ou seja, o critério reflete que idealmente a p(r) nao deve

apresentar valores negativos.

e VALCEN (peso 1, 0 = 0.12): diz respeito a validade do intervalo escolhido no espago
real, sendo a norma relativa da parte central da p(r). Idealmente tende a 1, sendo

0.95 para uma esfera, e <<1 caso seja grande demais.

Ou seja, trata-se de critérios que sao empregados para analise humana de ajustes, porém
quantificados de modo que um computador possa realizar essa analise para determinar o «
tal que haja o melhor ajuste possivel com o minimo de oscilagdes. A partir dos valores de
cada critério o GNOM também calcula um valor de estimativa de qualidade ) dado por

2. W(@)

sendo W(i) os pesos dados a cada critério e P(i) uma gaussiana associada a cada critério,

dados por

P(i) = exp {— (—A@Uzz_)B(i))T, (3.61)

sendo A(7) o valor ideal estipulado para o critério, B(i) o valor calculado tal que minimiza «
e o(i) o desvio encontrado a partir da largura a meia altura da distribui¢ao. Assim sendo,
os critérios de maior peso sao referentes a oscilagdo da p(r), a estabilidade da solugao
relativa a variagoes em « e aos desvios sistematicos com relacao aos dados experimentais.

A estimativa de qualidade @) vai de 0 a 1 conforme a p(r) satisfaga mais os critérios.
Ao lado do valor de Q o GNOM também apresenta a avaliagao da solucao em palavras,

indo de ruim ou suspeita a excelente.

3.4.3 Fatores de forma a partir de arquivos PDB: CRYSOL

A técnica mais popular para a obtencao de estruturas de proteinas em alta resolucao

¢é a cristalografia com difracao de raios-X, porém devido a possibilidade do processo de
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cristalizagao poder introduzir artefatos nos resultados, como contatos adicionais ou mesmo
estados oligoméricos artificiais, os resultados nem sempre retratam o que ocorre in vivo ou
em solucao. Desse modo, essas estruturas de alta resolugao podem nao corresponder ao que
¢ medido em solucao, que é mais proximo do que ocorre in vivo. Ao mesmo tempo é dificil
fazer observacoes sobre regioes flexiveis uma vez que estas partes da proteina dificilmente
sao resolvidas, ou, quando observadas, podem a primeira vista parecer estaticas sem que
sejam tomadas informacoes complementares. Uma vez que experimentos de SAXS de
proteinas ocorrem em solugao, comparar os dados obtidos com estruturas conhecidas é de
grande uso para verificar a validade de estruturas depositadas e bancos de dados como o
Protein Data Bank (inglés para banco de dados de proteinas, ou PDB) (Berman et al.|
2000). Um método de comparagao ¢ o calculo de curvas tedricas de SAXS para estruturas
em formato PDB e o ajuste destas aos dados obtidos para avaliar a compatibilidade entre
ambos, e o principal programa que faz esse célculo é o CRYSOL (Svergun et al.| 1995), que,
ao contrario dos programas antecessores, modela a camada primeira camada de solvente
em contato com a macromolécula, evitando erros sistematicos presentes anteriormente.
Um modelo para descri¢ao de uma macromolécula em solugao consiste em uma particula
com densidade eletronica p,(7) cercada de solvente com densidade py ¢ uma camada de hi-
dratacao aproximada por uma borda de espessura A e densidade p,, que pode ser diferente
de po (de modo que dp = p, — po). No modelo as densidades eletronicas sao médias, nao
fazendo distincao entre flutuagoes internas de cada regiao, mas faz distingao entre solvente
ligado & proteina e solvente livre em solugdo (também chamado bulk), o que é observado,
por exemplo, para agua. Para o cdlculo do espalhamento tedérico de uma proteina é ne-
cessario levar em conta a contribuicao de cada regiao, de modo que as intensidades sao

dadas por (Svergun et al., 1995)

1(q) = (| Ap(@) — poAc() + SpAu(D*)e, (3.62)

em que A,(7), Ac(q) e Ap(q) se referem as amplitudes da particula isolada, do volume
excluido dela e da camada de hidratacao. A amplitude de espalhamento para a particula
com atomos localizados em coordenadas 7; = (r;,w;) é dada pela expressao comum &

cristalografia
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AD = 3 @)™, (3.63)

sendo N o nimero de atomos e f;(g) os fatores de espalhamento atomicos, e a expressao
pode ser expandida em multipolos a partir de amplitudes parciais Ay, (¢) e harmonicos

esféricos Vi, (w) (Stuhrmann) 1970) por meio de

00 !

Aa(@ = Z Z Alm(q)yim(&)), (364)

=0 m=—1

com as amplitudes parciais dadas por

N

Aun(q) = 4mi" > (@) (qr;) Vi (w;), (3.65)

J=1

sendo j; referente as fungoes esféricas de Bessel. Para as amplitudes referentes ao volume
excluido, A.(g), o processo é andlogo ao apresentado acima, com as amplitudes parciais
dadas por Ej,,,(q) (andlogas a A;,,(q)), sendo dadas em funcao dos fatores de espalhamento

gj(q), de modo que

Eim(q) = 47"y " g;(0)ji(qr;) Y, (w;). (3.66)

=1

Figura 3.13: Modelo de uma proteina em solucao, com densidades eletrénicas p,(Vecr) no interior da
molécula, pg no solvente e p, na camada de hidratagdo de espessura A. O formato da proteina é descrito

pela fungao envelope F(w) (Svergun et al., 1995).

Para descrever a densidade eletronica da borda é necessaria a chamada fun¢do envelope

F(w), sendo definida formalmente por
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. 1, para Flw) <r < F(w)+ A
po(r) = : (3.67)
0, para0<r< F(w)our>F(w)+A

lembrando que w se refere aos angulos de orientagao (f e ¢). Em outras palavras, a
densidade da borda é simplesmente definida como unitaria na borda e nula fora dela, e na
expressao da intensidade a amplitude é multiplicada pela diferenca entre essa densidade e
a do solvente livre. A Figura resume o modelo usado pelo CRYSOL para descricao
da particula. A partir de transformadas de Hankel, que expandem uma dada funcao em

fungoes de Bessel (Glatter e Kratky, 1982), as amplitudes parciais Bj,,(q) sao dadas por

Blm(Q) = Z’l\/g/ooo plm<7")jl(q7')7“2d7”, (368)

com

pnr) = [ (Y0 (3.69)

Também pode-se obter By, (q) por meio de

. 2 F(w)+A '
Bin(q) Z’L’\/j / i (W) dw / Jilgryrdr. (3.70)
T Juw F(w)

Portanto, apds simplificagoes devido a média para todas as orientacoes, as intensidades
podem ser decompostas em coeficientes até um valor maximo [ = L que determina a

resolucao da curva calculada de acordo com

1@) =32 37 1Aun(a) = poFin(a) + 5pBum(0) (371)

=0 m=—1

Os fatores de forma usados para o célculo de A;,,(q) e Cin(q), uma vez que em geral
arquivos PDB nao mostram explicitamente os &tomos de H, podem se referir tanto a atomos

como a grupos atomicos, como NH ou CH, e sao calculados de acordo com

gi(q) = G(q)V; exp ( - 7rq2Vj2/3), (3.72)

com V; = 4 /3r3 ; o volume de solvente (com moléculas de raio r,;) deslocado pelo j-ésimo

atomo ou grupo atomico (de raio r4;) e G(g) um fator de expansao tal que
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o= () oo [~ () w2 5.7

T'm

sendo r,, = 1/N Zj\[:l re; 0 raio médio do atomo ou grupo atomico, e ry um parametro
variavel, chamado raio atomico efetivo, que ajusta o volume total excluido. Este é o
primeiro parametro de ajuste do programa, enquanto o segundo é o dp, ou seja, a diferenga
de densidade eletronica entre a borda e o solvente livre. Com isso obtém-se os coeficientes
Alm(Q) € Elm(Q)

Para o calculo de By, (q) é necessario encontrar F'(w), e a ideia geral do processo consiste
em atualizar a funcao utilizando cada atomo ou grupo atomico para cada direcao w; caso
este seja o elemento mais externo. Formalmente F'(w;), a cada passo angular w; contendo

um certo numero de atomos (indicados por j), é dada por

F(w;) = max { F'(w;), (rj; + 0.5r¢;) },

sendo F"(w;) o valor atual da funcao envelope, rj; a projegao na direcao i da distancia do
centro geométrico da macromolécula ao k-ésimo dtomo contido no passo angular w;, e 74;
é o raio atomico. O processo é repetido para todos os dtomos em w; e, depois, para cada
w;, de modo que ao final do processo F'(w) contenha todas as distancias entre o centro
geométrico da proteina e a superficie da mesma. A partir disso os termos By, (q) podem
ser encontrados e, portanto, também a curva de espalhamento tedrica para a proteina de
estudo.

Uma vez que o modelo utilizado para a borda é simples, estruturas mais complexas,
como por exemplo estruturas ocas (que apresentariam mais de uma solugao para F(w) o
CRYSOL modela apenas a camada externa, ignorando caracteristicas estruturais possivel-
mente importantes da proteina.

Existem outros programas com abordagens diferentes que podem ser utilizados para
o célculo de curvas tedricas de SAXS, como o FoXS (Schneidman-Duhovny et al.; 2013),
de desempenho similar ao do CRYSOL porém com tempo de processamento menor, sendo
interessante para a analise de conjuntos muito grandes de dados ou para implementacao

em pipelines de andlise.
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3.4.4 Modelagem ab initio: de geracao de modelos com DAMMIF a filtragem e questoes
de ambiguidade

Uma das aplicagoes mais populares de SAXS é a obtencao do envelope tridimensional
da proteina de estudo por meio de metodologias ab initio, como é o caso do programa
DAMMIF (Franke e Svergun, 2009), implementacao mais rdpida do programa DAMMIN
(Svergunl 1999). O programa nao exige nenhum conhecimento a priori sobre a proteina e
usa como entrada os parametros obtidos pela analise de Guinier e dados da p(r) e parte da
aproximagcao de que a densidade eletronica da proteina é homogénea em todo o seu volume.
O programa aceita restrigoes impostas pelo usuario ao modelo gerado, como imposi¢oes
relativas a simetria e anisotropia (corpo oblato vs corpo prolato) da particula gerada. Ao
final do programa é possivel utilizar o modelo gerado como entrada para uma execucao
do programa DAMMIN, de calculo mais lento e custoso que o DAMMIF, para o refino da
estrutura obtida.

O algoritmo do DAMMIF funciona da seguinte maneira: é gerado um espago de busca
esférico de raio R = D,,4,/2 densamente ocupado por esferas, denominadas dummy atoms
(inglés para dtomos-modelo), que representam elementos de densidade eletronica fixa e
raio ryp << R, sendo atribuidos dois valores de densidade a cada esfera: um para esferas
pertencentes a proteina e outro para pertencentes ao solvente. Cada valor é atribuido a
um vetor de configuragao X com M entradas binarias tais que M = (R/ry)? representando
cada esfera no espago. O programa calcula a intensidade de espalhamento do modelo de

esferas descrito por esse vetor a partir da equagao

I(g) =20 > [Am(g), (3.74)

=0 m=—1

sendo Aj,(q) as amplitudes parciais. Dado um vetor posi¢cdo em coordenadas polares
7, = 17+ wjé, essas amplitudes podem ser expandidas em fungoes de Bessel j;(qr) e

harménicos esféricos Yy, (w) de acordo com

Aim(q) = il\/%VaZjl(qu)Yz%(%)’ (3.75)

4
na qual v, = gro) /0.74 é o volume deslocado por cada esfera. Iterativamente o DAM-

MIF varia a disposicao das esferas até que a funcao gerada pelo conjunto delas aproxime-se
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da curva experimental até um certo limite.

O programa busca minimizar a fun¢ao f(X) = R*(I,X) + >, axP,(X), denominada
fungao-alvo (target function), em que X é um vetor que denomina uma conformagao gerada
pelo programa, sendo a primeira parcela a discrepancia entre os dados experimentais e
o modelo gerado, e a segunda a soma das penalidades aplicadas a geracao do modelo,
sendo elas relativas a compactacao da estrutura, a interconectividade entre as esferas e a
distancia do centro de massa do modelo em relacao a origem (auxiliada pelo R, calculado
previamente), além da possivel restrigdo imposta pelo usudrio a respeito da anisotropia
da particula. O fator aj > 0 se refere ao peso dado a cada uma das penalidades e deve
permitir que as penalidades tenham contribuicao de 10% — 50% & funcao f(X) no final da
minimizacao a fim de que as penalidades possam filtrar modelos com ”peso de decisao”
comparavel ao do termo de discrepancia.

O processo de minimizacao segue o método de simulated annealing (expressao em inglés
para "recozimento simulado”) (Kirkpatrick e Vecchi, 1983), cuja ideia principal consiste
em realizar alteracoes aleatérias no sistema, no caso o nosso vetor de configuracao X,
e armazenando os que vao diminuindo a energia, representada pela fungao f(X), mas
também permitindo alguns aumentos a fim de se evitar minimos locais sutis utilizando
um parametro de "temperatura” T que diminui conforme mais iteragoes sao feitas. O
algoritmo segue a ideia de que a cada passo uma esfera seja alterada aleatoriamente de
posicao no espaco de busca, indo de uma configuracao X para uma X' e é calculada a
diferenga A = f(X') — f(X). Caso A < 0 o estado X’ ¢ aceito, e caso A > 0 o estado X’
é aceito com probabilidade P = exp(—A/T). Este processo é feito um certo nimero de
vezes (100M iteragoes ou 10M substituigoes feitas com sucesso) e ap6s isso T' é diminuido
(por exemplo, em 10%), de modo que a probabilidade de se aceitar um modelo X’ tal que
A > 0 diminui exponencialmente com a diminui¢ao da temperatura. O algoritmo se inicia
a uma temperatura Tj relativamente alta, como Ty = f(Xj) e segue até que f(X) = f(Xy)
seja suficientemente estével, selecionando a configuracao Xy.

Nao ha um critério amplamente aceito sobre qual o intervalo de valores de ¢ para o qual
os métodos de obtencao de envelope devem ser aplicados a fim de que seja utilizado um
Gmaz que permita a descricao de elementos essenciais da estrutura, como formato geral e
buracos, mas que nao chegue a regiao de angulos mais altos, que nao sé contém menor razao

sinal/ruido mas também se referem a detalhes da estrutura que estao fora da resolucao
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permitida pela técnica de SAXS (Petoukhov et al., 2012). Trabalhos de modelagem em
geral sugerem a utilizagao de um intervalo de dados do primeiro ponto (desde que nao haja
agregacgao) até ¢mq = 8/R,, com alguns trabalhos fazendo uso de gne, = 7/R,. Ou seja,
o intervalo utilizado passa a depender do tamanho da proteina de estudo.

Uma vez que se trata de uma reconstrucao tridimensional a partir de uma curva de
intensidades unidimensional, em que perdemos a informacao de fase, ha o problema de
mais de um envelope corresponder a curva de espalhamento. Para contornar este pro-
blema o programa pode gerar multiplas reconstrucoes (recomenda-se um minimo de dez
estruturas), alinha-las usando o programa SUPCOMB e calcular um ”modelo médio” re-
presentativo do conjunto, seja utilizando o conjunto de modelos gerados fazendo o descarte
dos muito discrepantes dos outros (pelo DAMAVER) quanto buscando subconjuntos de
formas similares entre si ao executar o programa mais vezes, as separando em clusters (ou
aglomerados, pelo DATCLUST) e calculando a média de cada subconjunto.

Também ha outros métodos de reconstrugao do envelope, como o implementado no
programa GASBOR (Svergun et al., 2001), que faz uso de elementos de volume, denomi-
nados dummy residues, com contetdo fisico mais significativo do que as esferas utilizadas
no DAMMIF, atribuindo espagamentos de acordo com a estrutura de aminodcidos e inse-
rindo uma camada de hidratagdo. Também ha outros programas, como o recente SHAPES
(Badger, 2019), que atribui um potencial entre as esferas para que haja um elemento de
interagao (inserindo, portanto, um elemento de minimizagao de estrutura) e utiliza a p(r)
como alvo para o ajuste, e nao os dados experimentais, obtendo buracos bem definidos e
estruturas tipo halter com espacamentos mais bem definidos, além de maior convergéncia
estrutural com relagao aos programas anteriores.

O programa SUPCOMB ¢ responsavel pelo alinhamento de arquivos no formato .pdb,
seja em alta ou baixa resolucao, pela minimizacao de uma medida denominada Normalized
Spacial Discrepancy (NSD), dada por p(Si,S2). A ideia é de que cada estrutura a ser
alinhada é descrita por um conjunto de dados Sy contendo N pontos, chamados sg;. Ou
seja, tem-se respectivamente S; = {s1;,7 = 1,2,..., N1} e Sy = {s9;,7 = 1,2, ..., No }, sendo
o valor minimo entre todas as distancias calculadas entre um ponto especifico do conjunto
S1 e cada um dos pontos de S chamada p(sy;,S2). Analogamente se define p(sg;,S7). A

NSD ¢é dada por uma média ponderada entre as distancias entre os pontos por meio de
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N1 N2
1 1 1
p(Sb 52) = {5 [Nld% ZpQ(Sli, SQ) -+ NZd% sz(SZi; Sl)] }7 (376)
i=1 i=1

sendo dj uma quantidade chamada fineness, definida pela distancia média entre pontos
vizinhos no conjunto Si. Deste modo, para duas estruturas sobrepostas o NSD tende a
zero. Na pratica, entende-se que pares de estruturas com NSD < 0.8 indicam estabilidade
entre as estruturas geradas, enquanto valores bem maiores que 1 indicam maior grau
de variabilidade nos modelos obtidos (Petoukhov & Svergun, 2015). O programa busca
minimizar a NS D por meio do cédlculo dos tensores de inércia de cada conjunto e aplicando
diferentes rotacoes e deslocamento buscando o alinhamento dos eixos principais de ambos
os conjuntos. Na pratica, ao usar o programa o usuario escolhe uma estrutura de template
e outra a ser transladada e rotacionada para que ambas sejam alinhadas e tenham a NSD
calculada.

O DAMAVER funciona da seguinte maneira (Volkov e Svergun, 2003; Kozin e Svergun,
2001): faz-se o alinhamento entre si para cada par de estruturas geradas, calculando a
NSD para cada par, e se calcula uma NSD média ((NSD)) com a respectiva medida
de dispersao (A(NSD)). Calcula-se entdao a NSDy, que é a média das NSD calculados
para cada reconstrugao ao alinha-la com todas as outras e se seleciona a reconstrucao com
menor valor de NSDy. Este processo é seguido pela filtragem de estruturas discrepantes
ao remover reconstrugoes tais que NSDy > (NSD) + 2A(NSD). Os modelos restantes
sao sobrepostos e a cada ponto da grade é atribuido um ”fator de ocupagao” definido por
quantas esferas se encontram na vizinhanca daquele ponto. Os pontos com mais esferas na
vizinhanga sao selecionados de modo que o volume excluido pela estrutura final seja igual
a média dos volumes excluidos por cada reconstrucao, e toma essa selecao de pontos como
sendo estrutura "média” do conjunto. Ao conjunto de pontos com ocupag¢ao nao-nula se
déd o nome de "regiao de spread total”, e ao conjunto com maiores valores de ocupacao
selecionados se denomina ”volume mais populado”. Na Figura|3.14] estao ilustradas varias
estruturas de esferas, com suas respectivas sobreposicoes e mapa de populagao.

Importante notar que o espalhamento calculado por essa estrutura média nao necessa-
riamente ajusta os dados da forma como cada estrutura gerada o faz individualmente, mas
visualmente o modelo preserva as caracteristicas comuns as reconstrucgoes e remove ele-
mentos particulares de cada uma. Para que se tenha uma estrutura que ajuste os dados ¢é

comum gerar um modelo utilizando o DAMMIN (programa de reconstrugao tridimensional
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Figura 3.14: Reconstrugoes tridimensionais ab initio para uma proteina em solucao (a), regiao de spread

total (b) e mapa de populacdo da regido de spread total (Funari et al., 2000).

anterior ao DAMMIF, porém mais lento e com algumas sutis diferengas), que permite defi-
nir o volume inicial de busca com esferas, de modo que seja feito um "refino” do resultado
do DAMAVER, obtendo um modelo final.

Ao se fazer reconstitui¢oes tridimensionais para certos tipos de particula pode-se ob-
servar problemas nas modelagens ab initio refletidos na dificuldade do método em gerar
reconstrugoes para curvas simuladas de certos tipos de solidos satisfatoriamente, mostrando
uma disparidade muito grande entre a forma tedrica calculada pela férmula de Debye e
a obtida pelos programas, podendo ser fonte de falsos positivos na obtencao de mode-
los. Essa ambiguidade de determinacao de estruturas pode ser avaliada pelo programa
AMBIMETER.

O programa contém uma biblioteca de curvas de espalhamento de um conjunto de es-

truturas de diferentes topologias geradas pelo calculo de curva tedrica de estruturas interco-
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nectadas contendo até 7 esferas dispostas tridimensionalmente em uma grade hexagonal de
maneiras diferentes (gerando mais de 14 mil combinagoes). Exemplos de topologias estao
presentes na Figura [3.15] O que se observa é que, representando as curvas em gréficos
de qR, vs 1(q)/I1(0) todas elas coincidem na regiao de Guinier, o que ¢é esperado, e que
a partir deste ponto algumas regices do grafico sao mais populadas que outras, havendo,
portanto, topologias com maior grau de ambiguidade. Numa tentativa de quantificacao
dessa ambiguidade ¢ introduzida uma "medida de dissimilaridade” d, que é basicamente a
diferenca entre os graficos de Kratky adimensionais para o conjunto de dados e uma curva

da biblioteca. Essa medida d é definida por (Petoukhov e Svergun, 2015)

f=53 {mgf } , (377

sendo N o nimero de pontos experimentais, Io,(¢; R,) a intensidade da curva experimental

[exp<qiRg)

7 — Liop(qiRy)

e liop(¢iRy) a intensidade da curva tedrica da respectiva topologia da biblioteca gerada
previamente. E escolhido um limite de d* < 0.0016 (Petoukhov e Svergun) 2015) para
identificar uma curva como sendo condizente com a respectiva topologia da biblioteca, e
isso é repetido para cada uma das 14 mil estruturas. O nimero de topologias m condizentes
com os dados é usado para o cdlculo de um a-score definido por a — score = log(m), como
medida de ambiguidade. Portanto, o uso dessa quantidade permite a predi¢ao da unicidade
de modelos gerados por métodos ab initio a partir do conjunto de dados, sendo atribuido
a— score < 1.5 como forte indicativo de unicidade nas estruturas obtidas, enquanto valores
mais altos, em especial maiores que 2.5, indicam uso da divisao em clusters em casos mais
brandos a imposicao de simetrias e anisotropias em casos mais extremos. O trabalho
original deste programa (Petoukhov e Svergun, 2015) mostra que particulas anisotrépicas
sao as que apresentam mais ambiguidade (com excegao de particulas muito elongadas), e
a categoria de particulas de maior ambiguidade na obtencao de envelopes de SAXS é a de

anisotropia oblata.

3.4.5 Modelagem hibrida de corpo rigido com métodos ab initio: BUNCH

Uma abordagem possivel além da metodologia ab initio é a modelagem de corpo rigido.
Para proteinas que tém estruturas parciais disponiveis em alta resolucao é possivel calcular

o espalhamento tedrico de subunidades e, a partir dessa informacao e do niimero de subuni-
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Figura 3.15: Exemplos de modelos de esferas utilizados para gerar curvas de SAXS (a) e gréfico de
temperatura para indicar regioes de maior ou menor incidéncia de curvas simuladas de SAXS com modelos
de esferas (Petoukhov e Svergun, 2015).

dades e da sequéncia de aminoacidos, realizar uma modelagem considerando as estruturas
PDB como entes rigidos, buscando reorientd-las de modo que o espalhamento tedrico da

estrutura final ajuste os dados.

H& um leque de programas publicados em um mesmo trabalho (Petoukhov e Svergun),

2005) que realizam esta tarefa de diferentes maneiras e com diferentes escopos, podendo
ser especifico para oligdbmeros simétricos, por exemplo, como o GLOBSYMM, ou para
dimeros, como o DIMFOM. Também h& outros, de aplicacao mais abrangente, como o
SASREF. Porém é comum encontrar estruturas que nao foram completamente resolvidas,
o que pode levar inviabilizar a andlise por corpo rigido. Por conta disso ha programas
que realizam uma modelagem hibrida, aplicando método de corpo rigido para os arquivos
PDB de entrada e também modelagem ab initio para inserir regioes ausentes na estrutura
gerada, desde loops (inglés para lagos) a dominios inteiros. As intensidades, portanto, ao

serem expandidas em amplitudes parciais, podem ser escritas em termos das amplitudes

relativas por meio de (Petoukhov e Svergun| 2005)

2

o) =2m) " 3 D Aln(@) + D Dhala)] (3.78)

=0 m=—1 i

sendo Aj,(q) relativas a cada uma das ¢ estruturas PDB, e Dy, (¢) relativas a cada uma

das j esferas do modelo ab initio. O programa busca minimizar a fun¢ao-alvo E dada por
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E = E(X2)k + asobpsob + aligplig + CYdiepdie + aestpest> (379)

sendo «; referentes aos pesos dados a cada penalidade, especificada nos respectivos termos
P;. Os termos de indice sob se referem a impedimento estérico entre os PDBs e as esferas
modeladas (impedindo que ambas se sobreponham), lig e die se referem a angulos de ligagao
e diedrais para as esferas, e est penaliza conformagcoes muito estendidas para os loops. A
penalizacao para loops de conformacgao muito estendida se da por meio de restrigoes ao R,

da regiao por meio de

>, (maz (0, RE — 3v/M;))°
95, /M ’

sendo R’; o raio de giragao do k-ésimo loop modelado contendo Mj, esferas. O valor 3¢/ M2

Pest:

(3.80)

¢ uma aproximacao para o R, correspondente a uma proteina globular com M)}, residuos
(Petoukhov e Svergun, 2005).

Outro método que realiza modelagem similar é o CORAL (Petoukhov et al., 2012), que
para a modelagem utiliza uma biblioteca pré-construida de loops com diferentes tamanhos
e conformagoes para reduzir o tempo computacional da modelagem com esferas, sendo

portanto uma modelagem de corpo rigido, e nao um método hibrido.

3.4.6 Modelagem hibrida considerando flexibilidade estrutural: EOM

Em solucao, proteinas podem apresentar diferentes conformacoes possiveis, e o espalha-
mento medido corresponde a uma média de todas as N diferentes configuracoes possiveis,

incluindo diferentes estados oligoméricos, com intensidade dada por

Iq) = >_vili(a). (3.81)

sendo [;(¢q) a intensidade de espalhamento devida a i-ésima conformacao e v; a fracdo
de volume ocupada por ela (de modo que Zf\il v; = 1). Um problema com relagdo aos
métodos de modelagem apresentados até aqui é que nenhum deles consegue enderecar a
questao da flexibilidade indo além da obtencao de uma estrutura média. O fato do SAXS
permitir a obtengao de estruturas que correspondam a uma média entre todas as con-
formacgoes presentes em solugao ja é de grande auxilio quando a cristalizacao de proteinas

nao é possivel, porém uma vez que proteinas intrinsecamente desordenadas (IDPs) sao



90 Capitulo 3. Materiais e Métodos

altamente abundantes em qualquer proteoma (Uversky, 2013), a estrutura média obtida
(tanto por envelope quanto por modelagem de corpo rigido) muitas vezes nao apresenta
informacao relevante. Inclusive, para proteinas com dominios bem enovelados ligados
por linkers flexiveis pode-se concluir erroneamente que a estrutura apresenta geometria
elongada, quando na verdade esta apresenta flexibilidade conformacional. A depender do
tamanho dos dominios em relacao aos linkers o grafico de Kratky pode apontar para uma
estrutura altamente globular quando nao se trata deste caso (Bernadd, 2010).

Considerando apenas polidispersao conformacional, sem variacao de estado oligomérico,
é possivel fazer uso de métodos de Monte Carlo para entender melhor como se da o
equilibrio dessas diferentes estruturas em solugao. O programa FEnsemble Optimization
Method (inglés para Método de Otimizagao de Ensemble, EOM) enderega o problema da
polidispersao gerando um conjunto contendo um nimero suficientemente alto de diferentes
conformagoes (pool) (Levitt, 1976; Bernadd et al., 2005) a fim de descrever o espago con-
formacional acessivel a proteina, calculando as intensidades para cada elemento da pool,
e por fim usando um algoritmo genético para filtrar as estruturas cuja intensidade média
minimize o x* com relagao aos dados experimentais (ensemble). O EOM utiliza, portanto,
uma abordagem de ”for¢a bruta” (Bernado et al., 2007). A rotina de geracao de pool é cha-
mada RANdom CHain (inglés para Cadeia Aleatoria, RANCH), e o algoritmo genético de
selegao de ensemble é o Genetic Algorithm Judging Optimisation of Ensembles (inglés para
Algoritmo Genético para Julgamento de Otimizagdo de Ensembles, GAJOE), com o EOM
consistindo na implementagao de ambos, sendo também possivel utilizar cada programa
separadamente (Iria et al., 2015).

No EOM tanto é possivel buscar modelar proteinas inteiras como desordenadas como
também realizar a modelagem de algumas regioes, utilizando arquivos PDB para regioes
rigidas, como dominios globulares, modelando apenas linkers ou His-tags, por exemplo.
Aqui é importante reforgar as diferencas entre o EOM e o BUNCH neste ultimo caso
para além do nimero de estruturas geradas: enquanto o BUNCH gera e altera uma tnica
estrutura de modo que a intensidade gerada por ela se ajusta aos dados, no EOM as
estruturas sao geradas por forca bruta independente de ajuste aos dados e, ao final do
processo, se busca quais combinagoes de estruturas resultam em uma intensidade que se
ajusta aos dados experimentais.

Na modelagem de regioes desordenadas o programa pode gerar estruturas mais ou



Secao 3.4. Programas de computador 91

menos aleatérias de acordo com a especificacao do usuério, e isso é feito em cima da
relacao de Flory (Flory, 1953), que relaciona o raio de giragdo de um polimero (R,) a

parametros caracteristicos, dada por

R, = RoN", (3.82)

sendo Ry uma constante relacionada ao comprimento de persisténcia da cadeia, N o nimero
de meros da cadeia e v um fator empirico caracteristico do tipo de cadeia (como proteinas
intrinsecamente desordenadas, proteinas desnaturadas etc), sendo atribuidos diferentes
valores para Ry e v de acordo com o tipo de cadeia a ser modelada especificada pelo usuario.
E dito que para proteinas globulares v ~ 0.33, enquanto para altamente desordenadas
v =~ 0.60 (Riback et al., 2017).

O programa leva em conta diagramas andlogos aos de Ramachandran (Nelson et al.
2008; Ramakrishnan e Ramachandran, 1965), mas que fazem uso apenas da disposigao
espacial de carbonos-a (em um gréfico de Ramachandran adaptado para angulos entre C,,
de consecutivos na cadeia) para que nao sejam gerados loops com conformagoes de pouco
significado fisico (Kleywegt, 1997).

Para permitir parametros de comparagao entre as estruturas da pool e as selecionadas
pelo algoritmo genético que vao para além da inspegao visual, o EOM calcula os R, e
Dinaz de cada estrutura e produz histogramas para cada parametro (Figura , compa-
rando cada um dos conjuntos. Em geral distribui¢oes da pool sao mais amplas em torno
de um valor mais proeminente (podendo estar na mediana ou nao a depender da proteina
modelada), enquanto o ensemble selecionado pode ter distribui¢bes mais ou menos am-
plas. Para proteinas com conformacoes mais bem determinadas e rigidas sao observados
picos bem determinados, com distribuicoes mais estreitas, enquanto para proteinas com
um espago conformacional muito amplo as distribuicoes se assemelham a da pool, como
ilustrado na Figura[3.17] Recomenda-se executar o algoritmo genético multiplas vezes para
a elaboracao do histograma do ensemble de estruturas selecionadas.

O EOM também busca traduzir o grau de flexibilidade da proteina de estudo por meio
de parametros calculados a partir das distribuicoes de Ry € Dot Ryier € Ro. Para calculé-
los primeiro deve-se representar os histogramas em funcoes de densidade de probabilidade
D = (X, P) com M entradas, sendo P = (p1,ps, ..., pa) as probabilidades associada aos

intervalos X = {xl,x2, ...,xM}, de modo que z]]\il p(xj) = 1. Neste contexto o conceito
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Figura 3.16: Distribuictes de R, (a) € Dpqs (b) geradas pelo programa EOM. Em preto sao representadas
as distribuicoes relativas ao pool de conformagoes totais e em vermelho as distribuigoes de ensembles

selecionados (Trewhella et al., 2017).
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Figura 3.17: Exemplo de distribui¢des de R, para ensembles de uma proteina bem enovelada (azul),
parcialmente enovelada (verde) e totalmente desenovelada (vermelho) sobrepostos ao pool de conformagoes

geradas pelo programa (preto) (Bernad¢ et al., 2007).

de entropia de Shannon (H,(S)) torna-se bastante 1til, sendo dado por (Iria et al.) 2015)

M

Hy(S) = =) pla;) log, [p(;)], (3.83)

j=1
fazendo que log,(0) = 0 para p(z;) = 0. O EOM ¢é implementado de modo que b = |X|j é
representante da ”cardinalidade do alfabeto” (Shannon e Weaver], 1949; [Tria et all, 2015),

com Hy(S) € [-1,0], de modo que Hy(S) — —1 para distribui¢oes com maior largura (com
Hy(S) = —1 para uma distribuigdo uniforme), e H,(S) — 0 para baixa incerteza (sendo
H,(S) = 0 para distribuig¢des de um tnico valor).

Assim, para proteinas com distribuicbes de ensemble similares as de pool, ou seja,
proteinas extremamente desordenadas, espera-se que Hy(.S) com valores mais préximos a -
1, enquanto para proteinas de conformacao muito bem definida, ou seja, com distribuicoes

bem mais estreitas de ensemble com relagao as de pool espera-se que H,(S) seja mais
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proximo a 0. A entropia de Shannon ¢ adaptada em um parametro muito similar, 0 R e,

dado por

Ryl = —Hy(S), (3.84)

podendo ser também multiplicado por 100 para indicar, em uma escala de 0 a 100% o grau
de desordem de uma cadeia polipeptidica, sendo 0% referente a uma cadeia perfeitamente
rigida e 100% a uma totalmente desordenada.
Pode-se introduzir também um parametro que faca referéncia as variancias das distri-
buicoes, chamado R,, dado por
op

R, = -Z, (3.85)

op

sendo og a variancia do ensemble e op, da pool. Espera-se R, — 1 quando o ensemble
descreve uma proteina muito flexivel, apresentando variancias similares para os conjuntos.
Para proteinas mais ordenadas espera-se R, < 1. O estudo de ambos os parametros é
possivel descrever mais seguramente o estado de desordem de uma proteina de interesse,
uma vez que dados probleméticos (por exemplo, contendo agregacao) ou andlises descui-
dadas podem dar resultados como Ry, < 1 significativamente e R, > 1. Também sao
introduzidos parametros auxiliares, como desvio padrao, de forma a descrever as distri-
buigoes da forma mais quantitativa possivel.

O uso das distribuigoes de R, e D4, geradas pelo EOM podem servir como ferra-
menta de distingao quando em duvida se uma estrutura é elongada ou flexivel, tornando
esta metodologia uma ferramenta poderosa de andlise (Bernadd, 2010), assim como RgD
(segao . Inclusive o uso da entropia obtida pelo uso do RgD pode ser 1til como
informagcao adicional para a geragao de modelos pelo EOM. Porém ¢é importante reforcar
que os modelos filtrados pelo algoritmo genético nao representam estruturas rigidas, como
as IN conformacoes rigidas que a proteina pode ter em solucao, mas sim que devem ser
entendidos como representacoes aproximadas das conformacoes predominantes na amostra.

Ha programas que buscam enderecar questoes relativas a polidispersao utilizando SAXS,
utilizando abordagens um pouco diferentes, como é o caso do Minimal Ensemble Search
(MES), que faz uso de dinamica molecular (Pelikan et al., 2009). Para o caso de polidis-

persao de estados oligoméricos é possivel utilizar um software de ajuste de curvas obtidas
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pelo CRYSOL de estruturas em formato PDB, chamado OLIGOMER, mas recentes im-
plementagoes do EOM também incluem esta funcionalidade (Tria et al., 2015). Métodos
de refinamento de ensemble nao apenas em SAXS mas também em FRET (Forster Reso-
nance Energy Transfer) sao especialmente tteis para o estudo de IDPs. FRET permite a
obtencao de R, a partir da distancia entre dois fluoréforos, porém até recentemente era
apenas mediante hipoteses de modelo para a cadeia, e metodologias de ensemble permitem
contornar esta questao, permitindo resultados mais condizentes entre ambas as técnicas
(Fuertes et al., 2017; Best et al., 2018; |Fuertes et al., 2018), apesar de ainda haver dis-
cussoes sobre a possibilidade de eventuais diferencas entre resultados fazendo uso de cada
técnica serem devido a metodologias de analise ou de colapso estrutural devido a presenga
de fluoréforos (Riback et al., 2017; |Riback et al) 2018; Riback et al., 2019; Best|, 2020).
Analises a partir de modelos poliméricos também sao possiveis porém menos utiliza-
dos, como ajustes com a lei de Debye, valida para proteinas com v ~ 0.5. Recentemente
foi elaborada uma metodologia de andlise, especialmente 1til para IDPs, que consiste no
trabalho com um termo a mais na lei de Guinier, proporcional a ¢*, e em uma modificacao
na lei de Flory, permitindo a extensao da regiao de analise para ¢y < 2.0 e a obtencao do
parametro v (Zheng e Best, 2018). Porém o trabalho com métodos computacionais com
ensembles esta se tornando mais popular devido a computadores com poder de processa-

mento cada vez maior e amplo leque de aplicabilidade.

3.4.7 Definindo o intervalo de dados 1itil para analise usando canais de Shannon:

SHANUM

Uma questao importante em experimentos de SAXS é a escolha de um intervalo de
pontos para modelagem uma vez que ha as questoes relacionadas a razao sinal-ruido,
especialmente para valores mais altos de ¢, e ao excesso de pontos experimentais medidos.
Portanto, perguntas relacionadas a até qual valor de ¢ hé informagoes 1teis na curva de
SAXS sao bastante relevantes. H& regras qualitativas de se buscar valores como ¢ >
3.5nm™!, ¢ ~ 8/R,, ou regides cuja razao sinal-ruido seja (subjetivamente) satisfatéria
porém nao ha critérios amplamente aceitos e rigorosamente elaborados quanto a isso. Em
cima disso, pode-se elaborar um uma metodologia baseada nas ideias de amostragem de
Shannon para determinar até que valor de ¢ hé informacoes 1teis para modelagem (Konarev

e Svergun, 2015).
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A funcao p(r) pode ser escrita em termos de uma somatdéria de acordo com

max

1 & mnr
p(r) = 52 ; ansen (D ) , (3.86)

de modo que a inser¢ao dessa p(r) resulta na férmula de interpolagdo de Shannon, dada

por, utilizando uma funcao auxiliar U(q) = ¢I(q),

Z i lsen Dinaz(q — qn)) B sen(Doaz(q + qn)) (3.87)

Doz (g — ) Dinaz(q + ¢n)

Para medidas de SAXS tem-se um conjunto de dados tomados para valores finitos de q.
Assim, chamemos pys(r) e Uy (r) as fungoes truncadas para um valor n = M, e utilizando
esses M canais de Shannon pode-se aproximar o conjunto de dados ao minimizar o y?2.
Chamando este de x?(M), tem-se que, para um conjunto contendo N pontos experimentais

e M canais de Shannon,

N

=3 gzl @)~ Uu(a)? (3.5%)

— (2N

de modo que haja um equilibrio entre o nimero de canais M usados no ajuste para que
sejam suficientes para a descricao dos dados porém que nao haja over-fitting em que o
uso de mais valores de a, nao melhorem o x?. Assim, busca-se um M’ tal que haja
esse equilibrio tal que a informacao da curva seja preservada, e este valor 6timo esta
relacionado com 0 ¢4, que ainda contém informacao util para modelagem por meio de
Gmaz = ™M’ | Dpae, como apontado na segao , e este valor nao necessariamente ¢é igual
ao nominal N. Ou seja, o nimero de canais contendo informagao 1til nao necessariamente
equivale ao do teorema de Nyquist-Shannon, que contém a informacao minima para a
reconstrugao completa do sinal de SAXS, podendo ser maior que o niimero de pontos obtido
pelo experimento para baixo ruido, e menor quando hé pouca precisao na determinacao
das intensidades.

O programa SHANUM foi implementado para buscar este niimero étimo M’ a partir dos
dados experimentais a partir de dois critérios realizando uma busca para um conjunto de
valores tal que M; = max(3,0.2Ng) e My = 1.25Ng sdo os limites do intervalo de busca para
determinacao de M’. O primeiro é o ja mencionado x*(M), que é aplicado sobre o espaco
reciproco, porém apenas isso ¢ insuficiente pois nao é bem definido o quao significativos

devem ser os valores de a,, para que seja usado um valor para M’ e nao outro. Em cima
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disso, o segundo critério diz respeito ao espago real, avaliando a significancia dos a, a
partir da expansao da p(r) em uma somatéria, de modo que, de acordo com a férmula de
interpolagao de Shannon, valores maiores de truncamento inserem oscilagoes de frequéncias
mais altos, e portanto a superestimacao de M’ leva a oscilacoes sem contribuicdo ao ajuste
(processo ilustrado na Figura3.18]). Desse modo, o segundo critério é dado por uma medida

Q(p) definida por

B Drmez | dpas (1) ’
Q(p) = /O b)) (3.89)

O uso dos dois critérios combinados é dado pela métrica conjunta f(M) = x*(M) +
KQ(par), com K sendo uma constante de proporcionalidade dada pela razao entre x?(M)
e Q(pas,), e o programa busca minimizar f(M) para encontrar M’. O programa, portanto,
d&d um critério robusto para a escolha do conjunto de dados a ser usado em ajustes e

modelagens, indo além de regras empiricas.

a b )
Igl, relative p(r), relative
8 1.0 1
* ellipsoid, 20% noise
74 M=18
— M=28 0.8 1
M=38
6 1 —— M=43 ]
0.6 1
5 \
0.4 - ,’5
4 « ellipsoid, 20% noise
M=18
3 024§ — m=28
/ M=38
{ —— Mm=43
2 -
T T : 0.0 T T r T T ==
1 2 3 4 0 5 10 15 20 25 30
s, nm™’ r,nm

Figura 3.18: Ajustes a dados de SAXS (a) e fungdes p(r) (b) por meio da férmula de interpolagao truncada

para diferentes nimeros de canais de Shannon, M (Konarev e Svergun, 2015).

3.4.8 Usando computacao para encontrar flutuagoes internas de densidade eletronica:

DENSS

Uma das questoes limitantes principais para a modelagem tridimensional em SAXS é
a auséncia de flutuacoes na densidade eletronica das estruturas, de modo que é tomada

uma densidade média para a proteina inteira. Isso se deve ao problema da fase nao ser
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resolvido, somado ao fato de que cada valor I(g) corresponde a média tomada sobre um
nimero de pixels. Porém, é possivel a realizacao de métodos computacionais de busca
exaustiva para o ajuste configuracoes tridimensionais de densidade eletronica aos dados
experimentais, como ocorre para o programa DENSS (DENsity from Solution Scattering,
inglés para Densidade de Espalhamento em Solugdo) (Grant), 2018).
O algoritmo do DENSS consiste na atribuicao de valores aleatérios de densidade eletronica

a cada elemento de volume (chamado vozel) em uma grade ctibica. Em cima dessa distri-
buicao é calculada a transformada de Fourier e depois a média esférica desse resultado para
a obtencao do perfil de espalhamento unidimensional de maneira analoga ao que ocorre
para detectores bidimensionais. Apds este passo busca-se ajustar as intensidades calculadas
aos dados experimentais por meio da multiplicacao das intensidades na grade tridimensio-
nal por constantes. Desse modo, obtém-se um perfil que ajusta os dados e ainda mantém
as fases. Porém, uma vez que esse perfil pode nao ter significado fisico devido a varias
distribuicoes poderem gerar o mesmo perfil de intensidades unidimensionais, sao aplicados
algoritmos que conservam regioes com densidades positivas e mantém regioes externas a
elas com um perfil constante (Marchesini et al., 2003; Fienupl 1978). O algoritmo é entao
repetido até que haja uma convergéncia da solucao, sendo o processo ilustrado na Figura
[B.19] O processo pode ser repetido e tomada a média de maneira andloga ao DAMAVER,
e alinhamentos podem ser feitos com arquivos como feito no SUPCOMB. Exemplos de

reconstrugoes estao presentes na Figura [3.20]

3.4.9 Um banco de dados para experimentos e modelos de SAXS: SASBDB

Conforme uma técnica se torna popular, uma quantidade cada vez maior de dados e re-
sultados sao publicados na literatura, e a criagao de bancos de dados se tornam necessarios
nao apenas para a curadoria desses resultados, como também para que sirvam de mate-
rial de referéncia para outros pesquisadores que busquem explorar sistemas semelhantes.
Também ha pesquisadores que utilizam essas bases de dados para a elaboracao de novas
metodologias a partir de tendéncias observadas nos resultados. O maior exemplo de base
de dados para biologia estrutural é o Protein Data Bank (PDB), que contém modelos de
proteinas obtidos por difracao de raios-X e ressonancia magnética nuclear (Berman et al.,
2000).

Por conta do aumento em numero de publicacoes utilizando SAXS, a concepcao de
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Figura 3.19: Processo de obtencao da estrutura tridimensional pelo DENSS: tentativa de ajuste de um
perfil tridimensional de densidade eletrdnica aleatoriamente gerada no inicio do processo (perfil calculado
por meio de transformada de Fourier e integracao radial das intensidades) a um conjunto de dados expe-
rimentais por meio da multiplicacdo de uma constante e correcao das densidades eletronicas a partir do
ajuste obtido. O ciclo é repetido por um certo niimero de iteragdes até que haja convergéncia do valor de
x? do ajuste da distribuiciio de densidades eletrénicas aos dados 2018).
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Figura 3.20: Estruturas tridimensionais obtidas pelo programa DENSS alinhadas a estruturas de alta
resolugao. A esquerda, a estrutura cristalogréfica nao estd completa, e o DENSS mostra nao s6 a regiao
que falta, mas também que nela ha alta densidade eletronica, o que indica, possivelmente, presenca de
estrutura secunddria (adaptado de 2018).

um banco de dados de dados experimentais e modelos obtidos pela técnica tornou-se uma
realidade com o Small Angle Scattering Biological Data Bank (inglés para Banco de Da-
dos Biologico de FEspalhamento a Baixos Angulos, SASBDB) (]Valentini et a1.|, 2014), que

permite a consulta e utilizacao para estudos estatisticos de conjuntos de dados a mode-
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los tridimensionais de proteinas, acidos nucleicos e complexos de ambos. As entradas do
SASBDB contém as curvas experimentais em escala logaritmica, podendo também conter
os graficos de Guinier e Kratky adimensional, a p(r) e mesmo modelos desde corpo rigido e
ab initio a modelos de ensemble com os respectivos ajustes. Cada entrada contém também
informagoes sobre a amostra, onde foram tomados os dados, as condi¢oes experimentais

e onde foram publicados os resultados, além de scores atribuidos aos conjuntos de dados

e ajustes na aba de validagdo de dados (Kikhney et al., 2019). Esses scores baseiam-se

em parametros como x?, p do CorMap e ntimero de canais de Shannon, sendo exibidos
em sliders de maneira similar aos parametros do PDB. Informagoes suplementares, como

arquivos FASTA com as sequéncias de aminoacidos, organismo e referéncia da proteina no

UniProt (Apweiler et al., 2004) também sao apresentados. Pode-se fazer o download de

todas as informacoes para curadoria e realizacao de outras analises. A interface grafica do

website (https://www.sasbdb.org/) estd presente na Figura [3.21]

< of {RNA methyliransferase complex of Trm m734 reveals a novel binding interface for {RNA Downlosd fies v

SASDDR3 - Yeast tRNA Nm34 methyltransferase Trm7-Trm734 complex from
Sacharomyces cerevisiae

T (RN (cyticine(32)guanosine(34)-2-O) methylransterase
734: Regulator of Ty1 transposition protin 10

MKCL T RNA

Figura 3.21: Interface gréfica do SASBDB: a. Nome da entrada com referéncia de publicagdo e autores,
dados experimentais, graficos de Guinier e Kratky e p(r). b. Modelagem utilizando estruturas crista-
lograficas parciais de referéncia. c. Reconstituicao ab initio. d. Informagoes sobre a tomada de dados e
a proteina de estudo, como arquivo FASTA de sequéncia, massa molecular do protémero, organismo de

origem, entrada UniProt e estado oligomérico. Scores sao exibidos como sliders.
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O SASBDB conta com mais de mil entradas e dois mil modelos com varios outros em
processo de deposicao e validagao. Assim como curvas calculadas do PDB utilizando pro-
gramas como CRYSOL ou FoXS, os dados experimentais do SASBDB j4 foram utilizados
para estudos de base de dados na busca de métodos de obtengao de parametros como

massa molecular, por exemplo (Franke et al., 2018).

3.5 Métodos de determinacao da massa molecular

3.5.1 Métodos dependentes da concentracao
3.5.1.1 Calibracao com proteina padrao

Uma forma direta de calculo da massa molecular consiste em utilizar uma proteina
padrao, como lisozima, BSA e glicose isomerase, para calibracao do I(0) da proteina medida

por meio de (Mylonas e Svergun, 2007)

MM = 1(0), MMy
3 Cp I(O)pad/cpad’

sendo M M; a massa molecular e 1(0); a intensidade do feixe direto (extrapolada pela andlise

(3.90)

de Guinier ou pela p(r)) e ¢; os valores de concentragao da espécie i, sendo i = p referente
a proteina de estudo e ¢ = pad a proteina padrao. Assim, deve haver o cuidado extra uma
vez que o resultado depende também da condi¢ao de outra proteina, e ao mesmo tempo
ambas as concentragoes devem ser determinadas cuidadosamente para que nao hajam erros
sistematicos no céalculo de MM,. Portanto, uma vez que o trabalho experimental com
proteinas ¢é delicado, apesar de ser um método simples em teoria, podem surgir entraves

praticos nao esperados, como agregacao da proteina padrao, erros de concentracao etc.

3.5.1.2 Calibracao em escala absoluta usando agua

Outro caminho para a obtencao da massa molecular é a calibragao das intensidades
medidas para escala absoluta a partir de padroes conhecidos, sendo o mais popular a
agua, cujo espalhamento depende apenas da compressibilidade isotérmica yr por meio de

(Orthaber et al.l 1999)

Tigua = p°KT X7, (3.91)
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ou seja, é entendido como constante, com p sendo uma densidade de comprimento de
espalhamento. Uma vez que a compressibilidade isotérmica depende da temperatura, é
necessario usar tabelas para obter os valores para xyr. O mais usual é o uso de xr =
4.58 x 1071 Pa~! a 293 K, implicando que 45, = 1.632 x 1072 cm™* a 20 °C. Assim,
sabe-se o espalhamento tedrico da agua quando no ”regime horizontal”, e para que seja

feita a conversao para escala absoluta o caminho é o seguinte:

e I) Medicao do espalhamento do porta-amostra, da dgua e da amostra de estudo com

proteina de interesse;

e II) Divisao do valor constante do espalhamento da dgua medido (j& subtraido o
espalhamento do porta-amostra, a partir de aproximadamente ¢ = 2nm™!) pelo

valor tedrico, encontrando uma constante C;

e III) Divisao das intensidades da curva experimental para a proteina pela mesma

constante C.

Apbs este processo a curva estard normalizada, assim como o I(0), obtido pela andlise

de Guinier. A relagao entre I(0) e MM é dada por (Orthaber et al., 1999)

NAI(0)
cApiy

em que Ny = 6.023 x 10%* mol~! é o nimero de Avogadro, c é a concentracao de proteina e

MM = (3.92)

Aprr = 1o(parprot — psi?), sendo g = 2.8179 x 107 cm o comprimento de espalhamento (ou

I a densidade numérica de elétrons

raio cldssico) de um elétron, paspror = 3.22 x 10 e g~
por massa de proteina, p, = 3.34 x 10 e cm ™3 a densidade volumétrica de elétrons do
solvente e 7 o volume parcial especifico da proteina (Mylonas e Svergun, 2007). Sugere-
se o uso de um valor "efetivo” para o volume parcial especifico proteico de v = 0.7425
cm?® g7! (Mylonas e Svergunl, 2007), apesar de que os valores, de acordo com a literatura,
flutuem em 10% em torno deste valor (Perkins, 1986). O valor "efetivo” faz com que nao
seja necessario o uso de programas como o SEDNTERP para o calculo teérico de 7 nem

a realizagao de experimentos para obtencao da grandeza uma vez que os valores dela para

proteinas sao proximos o suficiente para que nao tenham um impacto tao grande no calculo

da M M.
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Figura 3.22: Grafico indicando as M M calculadas e a razao entre as massas calculada e tedrica para
cada proteina estudada no artigo, comparando o uso de diferentes 7 nos parametros obtidos. (Mylonas €

2007)
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Figura 3.23: Comparagoes dos valores de © obtidos em diferentes estudos para as mesmas doze proteinas,
com regressoes lineares dos resultados obtidos (Perkins, 1986).
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3.5.2 Métodos independentes da concentragcao
3.5.2.1 SAXSMoW: integrando o grafico de Kratky

Dado que o espalhamento para ¢ — 0 é dado por (Fischer et al., 2010)

1(0) = N(Ap)?V? (3.93)

e o invariante de Porod @) é dado pela integral do gréfico de Kratky, que, por sua vez, é

dado por (Glatter e Kratky, 1982)

Q= [ iy = 2m 8PNV (3.94)
0

de modo que temos que o volume da particula espalhadora é dado por

V =2t ——=. (3.95)

Issos nos permite, portanto, obter a massa molecular MM de uma proteina por meio

do produto de V' com a densidade proteica média p,, ~ 1.37¢ cm ™3 a partir de

1(0
MM =Vp,, — ZWQ%pm. (3.96)

Ou seja, ¢é teoricamente possivel obter a massa a partir do grafico de Kratky, sendo
o unico empecilho a integragdo em si. Porém, como observado nos ultimos anos (Fischer
et al., 2010), é possivel elaborar um método de célculo de massa truncando a integral até

um valor ¢az, 0 que definiria um invariante ”aparente” ()’ dado por

;L Qmax 5
Q —/0 I(q)q"dq, (3.97)

que, por sua vez, permite a obtencao de um ”volume aparente” V', obtido de maneira
andloga ao volume ”exato” tedrico ja mencionado. A chave da metodologia elaborada por
Fischer et al (Fischer et al., 2010) consiste em um estudo sobre a relagao entre V e V'
em fungao do ¢4, utilizado, incluindo um estudo para mais de mil estruturas depositadas
no Protein Data Bank. A Figura mostra o grafico relacionando V' e V'’ a partir da
variagao de ¢4, para uma esfera, e a Figura mostra o mapeamento de volumes para
as estruturas do PDB para trés valores de ¢,,., diferentes, com o espalhamentos tedricos

desses arquivos sendo calculados pelo CRYSOL, de onde eles também extrairam V e V.
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Figura 3.24: Relacao entre volume real e aparente para diferentes valores de truncamento ¢, na
integragdo para obtengdo de @’ para curvas calculadas de esferas com diferentes volumes (a) e de um

conjunto de estruturas cristalograficas (b). As linhas tracejadas correspondem ao caso ideal em que

o volume real e o aparente sao iguais, e cores diferentes indicam diferentes valores de ¢q, adotados.
(Fischer et al., 2010).

Os autores entao correlacionaram os volumes ”real” e aparente por meio de ajustes
lineares, V.= A + BV’ dados por coeficientes A e B que variam de acordo com 0 @az
utilizado. Essa metodologia é empregada no programa SAXSMoW 2.0 (disponivel online
no endere¢o http://saxs.ifsc.usp.br) (Piiadov et al., 2019). O programa recebe um
conjunto de dados do usudrio e realiza a andlise de Guinier de maneira automatizada,
imprime os graficos com os dados, o de Guinier, de Kratky e de Porod. Apds isso o usuério

escolhe uma de trés opgoes para ¢, sendo elas

® (naw = 8/R,, recomendado como padrao;

1(0)
I(Gmaz)

® (. determinado manualmente.

= 10225, recomendado para proteinas mais elongadas (Piiadov et al., 2019);

Apos a escolha o programa exibe o resultado do calculo da MM e, caso seja colocado
pelo usuario, também mostra a discrepancia D entre a M M calculada e a da sequencia,
obtida meio de

D= 1| x 100%,

- (3.98)
incluindo também, a partir da razao entre as massas, uma estimativa do estado oligomerico
da proteina. A Figura |3.25| mostra a interface do programa com um conjunto de dados de
exemplo. Piiadov et al estudaram os valores de D e encontraram que para proteinas cada

vez mais elongadas D aumenta progressivamente.
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Figura 3.25: Interface do programa SAXSMoW acessado por browser 1 2019).

H4 uma outra forma implementada no ATSAS, chamada @),, para obtencao da MM
também calcula o volume V,, por meio do invariante () encontrado para um diferente

intervalo de integracao e divide o volume por 1.37, sem o uso de fatores de correcao como

os apresentados por Fischer et al (Fischer et al., 2010).

3.5.2.2 Volume de correlagao, V,: introduzindo um novo invariante

Apesar da praticidade, a determinacao de MM por meio de () é impraticavel para
proteinas parcial ou totalmente desenoveladas devido a nao-convergéncia do grafico de

Kratky. FEsta questao leva paradoxalmente a uma nao definicao de parametros fisicos
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como o volume V,. Para enderecar este problema da convergéncia, é possivel trabalhar
com graficos de qI(q) vs g, cujo perfil sempre converge, representativo da intensidade total
espalhada pela particula (Glatter e Kratky|, 1982). Essa intensidade total esta relacionada

ao comprimento de auto-correlagao [, por meio de (Rambo e Tainer, 2013)

/000 ql(q)dg = cV,(Ap)? /000 v(r)dr = eV, (Ap)?*27l... (3.99)

Assim, a fungao de correlagao por si s6 ja y(r) define .. Usando a razao entre 1(0)
e essa intensidade total espalhada é possivel definir uma grandeza invariante dada por

(Rambo e Tainer, 2013)

R (U B 7 CY) (3.100)
" [d(g)dg  Vy(Ap)22rl,’ ’
e, portanto,
v
= 52 (3.101)

Por se tratar da razao entre o volume de Porod V, e o comprimento de correlacao I,
a grandeza V. é chamada volume por comprimento de correlacao, dada em unidade de
A2 Importante notar que, assim como Q, esta grandeza independe da concentracio de
amostra, e desta vez é dada por uma integral que na pratica converge tanto para proteinas
bem enoveladas quanto para intrinsecamente desordenadas (Rambo e Tainer, 2013).

O célculo de massa fazendo uso do V.. se da sem a necessidade de conversao para escala
absoluta nem de hipdteses sobre a forma da particula. Ao se produzir, para um parametro
Qg definido por Qr = V?/R, (com, portanto, dimensao de A3), um gréfico de In[Qg] vs

In[M M] percebe-se uma lei de poténcia entre ambos, dada por

1/k
MM = <%> , (3.102)

ed
com os parametros d e k sendo empiricos especificos para tipo de molécula, podendo
ser para proteinas, acidos nucleicos ou complexos de ambos, como presente na Figura
[3.26] Por estar diretamente relacionado & MM, Qg traz informagoes sobre a presenga de

contaminantes ou estados oligomericos que nao sao de facil observagao a partir de R, ou

de V..
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Figura 3.26: Gréficos relacionando Qr a MM de proteinas (preto), complexos de proteina com &cido
nucleico (azul) e RNA (vermelho), indicando que os pardmetros a serem usados para relacionar ambas as
grandezas dependem do tipo de amostra a ser estudada (Rambo e Tainer, 2013).

3.5.2.3 Size & Shape: machine learning a partir de graficos de Kratky para predi¢oes de
MM e Doy

Outra forma, conhecida como Size ¢ Shape, de enderecar a questao da massa em
SAXS faz uso de bancos de dados e busca encontrar parametros estruturais a partir de
particulas similares por meio de machine learning. Para facilitar essa busca, é necessario
reduzir o nimero de parametros de busca para o minimo possivel contendo o maximo de
informagao estrutural sobre o objeto de estudo a fim de se formar um vetor com alguns
valores que permitam entender variacoes estruturais a partir da distancia entre vetores.
Para a determinacgao desses vetores foram escolhidos parametros encontrados fazendo uso
do grafico de Kratky normalizado: os volumes aparentes normalizados V', obtidos a partir
dos invariantes de Porod normalizados ', calculados para diferentes valores maximos de
qR, para integragao (qR;’mm = 3, 4 ¢ 5). Também foi escolhido o Ry, totalizando um
total de quatro componentes no vetor descritivo, e as estruturas sao atribuidos pontos em
um espaco V', e a partir deste mapeamento se estimam os parametros MM e D,,q. € se
classifica o tipo de estrutura como compacto, estendido, achatado entre outros.

Para a determinacao de MM e D,,,, se tira a média ponderada entre esses parametros
para os k primeiros vizinhos no espac¢o V'’ (implementado originalmente considerando k = 5
de modo a minimizar os erros de estimativa), sendo os fatores de peso calculados de modo
que quanto mais préximo o vizinho maior o peso dado no calculo da média.

Para atribuigdo correta dos valores do vetor sao necessarios R, e V' (e, portanto,
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1(0)) bem determinados, de modo que o método GPA (apresentado na secao é util
para validacao desse tipo de andlise. Ao mesmo tempo, caso MM e D,,,, sejam sabidos
(quando, por exemplo, o estado oligomerico ja é bem determinado) a Size & Shape pode
também servir para validar os valores de R, e I(0) encontrados. Também é possivel usar
esta metodologia para, ao estimar o tipo de particula, determinar restricoes a modelagem
ab initio ou até mesmo sugerir o uso de outros tipos de andlise, como a de ensemble.
Outro uso util deste tipo de anédlise é obter uma estimativa inicial de D,,,, a ser utilizada
como entrada para o GNOM. O programa que faz a classificagao dos dados atribuindo uma
geometria é o DATCLASS 2018).

Portanto, assim como o SAXSMoW, o trabalho também faz uso dos graficos de Kratky.
Porém, neste método ¢ usado o Kratky normalizado e como forma de classificacao estru-

tural proteica.

a b

log I(q), relative
(aRg)® I(GRg)/1(0)

q
c d
10 A ‘. :
Ly 81 °.
bel @
T 4
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Figura 3.27: Procedimento de elaboragao do espago V’: cdlculo de curvas tedricas para diferentes topo-
logias a partir de expressoes analiticas (a), obtencao de graficos de Kratky adimensionais para célculo do
invariante )" para diferentes valores de truncamento da integral, ¢R, = 3, 4 ¢ 5 (b), e mapeamento desses
valores no espago tridimensional V’ (c e d). As regides referentes a cada topologia sdo representadas por
diferentes cores, de modo que é possivel relacionar uma curva experimental a uma forma
2018).
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3.5.2.4 Estimativas empiricas de MM por meio de V,

H4 uma regra empirica de relagao entre MM e V, que nao leva em conta a densidade
média proteica, dada por MM ~ V, /1.7 quando aplicando a metodologia @),. Também é
possivel obter aproximadamente o volume da particula espalhadora por um caminho que
nao envolve o calculo direto do invariante (), mas sim seria pelo calculo do volume do
envelope obtido por modelagem ab initio, que leva a uma regra similar: MM = Vi ,peiope/2
(Petoukhov et al., 2012). Nenhuma das regras apresenta comportamento sistematico com
relacao a natureza da particula, como anisometria e tamanho, como visto na Figura [3.28]
Sao métodos menos confidveis por terem uma acuracia mais baixa porém tteis por serem

de simples aplicacao em processos automatizados de anélise (Petoukhov et al.| 2012).
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Figura 3.28: Relacdo entre a razao V/MM e MM (ae c) e Dyez/Ry (b e d) usando volumes calculados
pela lei de Porod (verde) e modelos ab initio (vermelho) (Petoukhov et al.l 2012).

3.5.3 Conciliando métodos por meio de inferéncia Bayesiana: DatBayes

Uma vez que cada método independente de concentracao tem limitagoes e, portanto,
maior ou menor acuracia na obtencao da M M da proteina de estudo, é importante utilizar
mais de uma abordagem. Uma abordagem probabilistica é possivel para buscar um célculo
de massa levando em conta os métodos independentes de concentracao apresentados. Para
isso, primeiramente obtém-se as M M de curvas calculadas para um grande conjunto de

estruturas do PDB aplicando cada método e, a partir de um grafico de M M,,.¢10d0 VS
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M M sequencia pode-se atribuir distribuicoes de probabilidade para cada valor de MM cal-
culado (Hajizadeh et al., 2018).

E possivel utilizar o teorema de Bayes como forma de inferir a MM (desconhecida) a
partir dos valores calculados por cada método ao entendé-los como pedagos de informacao,
ou evidéncias. Seja P(H | E) a probabilidade da hipdtese H (no caso, a massa molecular

em kDa) ter certo valor a partir de uma evidéncia E o teorema de Bayes diz que

P(H = MM(kDa) | Eq,, Ev., Exow, Esgs) =
_ P(Eq, | H) P(Ey, | H) P(Exow | H) P(Esgs | H) P(H) (3.103)
P(E)

onde P(H = MM (kDa) | Eq,, Ev,, Extow, Esgs) ¢ a probabilidade da MM ser igual a
da hipétese dado que cada método n calculou um valor E,, P(E, | H) é a distribuigao
de probabilidade para certa MM para o método n, P(F) é um fator de normalizagdo
dado pela soma das probabilidades para cada método e P(H) é a distribuigdo uniforme
(assume-se que todos os valores de M M sejam equiprovaveis). A metodologia de obten¢ao
das probabilidades esta sintetizada na Figura . O método @), é similar ao SAXSMoW
(3.5.2.1]) porém utilizando um valor fixo para ¢,.. € nao fazendo uso dos fatores empiricos
de corregao, V. é o que faz uso do volume de correlacao , MoW é o préprio método
do SAXSMoW e S&S se refere ao método Size & Shape (3.5.2.3)).

O método funciona da seguinte maneira: uma base de dados foi construida a partir de
um conjunto de curvas tedricas calculadas de estruturas do PDB, e cada forma de calculo
de M M foi aplicada a essas curvas e os valores obtidos foram comparados aos valores reais
de massa. A partir disso, foram elaborados mapas M M,¢t0d0 VS M Msequencia, € Para cada
valor de M M,,¢1040 foram elaboradas distribuigoes de probabilidade para que sejam usadas
na equacao de Bayes e, a partir da juncao dessas distribuicoes, se obtém uma distribuicao

conjunta utilizada para encontrar um valor final "por consenso” para a M M.

3.5.4 Densidade proteica como ferramenta para estimativa de estado oligomérico

Um possivel entrave em andlises de SAXS é nao ter uma MM tedrica de referéncia
confiavel para a comparagao dos resultados obtidos por outros métodos, sendo uma das
informagoes mais importantes comprometida o estado oligomérico da proteina de estudo.

Para contornar este problema uma possivel abordagem é o uso dos valores das M M cal-
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Figura 3.29: Procedimento de cédlculo de MM pelo método Bayesiano com respectivas probabilidades:
calculo de MM por cada método para varias estruturas do PDB e comparagao a MM da sequéncia,
gerando distribuigbes de probabilidade para cada método (a), e, a partir das distribuigoes (cada método
sendo representado por uma cor) e da equacdo de Bayes, determinacdo da M M com o respectivo intervalo
de confianga (b) (Hajizadeh et all 2018).

culadas juntamente com os volumes para a obtengao da densidade (chamada densidade de

teste, ou Vieste) dada por (Rambo e Tainer, 2011)

MM

P

Vieste = N 1.66, (3.104)

sendo N o numero de subunidades da proteina de estudo e 1.66 um fator de conversao
de Da/A? para g/ml (ou g/cm®). Foram estipulados, a partir de dados de SAXS, os

valores mais comuns para V... para proteinas conhecidas e se encontrou valores na faixa
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de 0.9 — 1.6g/cm3. Os valores abaixo do nominal para proteinas de 1.37g/cm?® pode se
dever a regioes como His-tags ou a dados de proteinas com grandes porcoes desordenadas,
o que aumenta artificialmente o volume calculado (que faz uso de Q) uma vez que o
SAXS obtém uma média de todas as orientagoes e conformagoes das particulas em solugao.
Utilizando esses valores de referéncia, pode-se variar N de modo que se encontre um estado
oligomérico com uma densidade dentro de valores esperados para proteinas
2011). Cada valor pode ser utilizado como referéncia a depender se a proteina de
estudo é intrinsecamente desordenada ou bem enovelada. Importante notar que o valor
de 1.37g/cm?® pode ter aumentos sistemdticos para proteinas com baixos valores de massa
molecular , 2004). Portanto, comparando os valores mais comuns para Ve
¢ possivel filtrar estados oligoméricos acessiveis a proteina sem a necessidade de uma M M

de referéncia.

count

0.6 0.8 1 1.2 1.4 1.6
density (gm/ml)

Figura 3.30: Histograma de densidades proteicas calculadas fazendo uso de SAXS, mostrando uma distri-
buigao ampla para valores de referéncia, com alta ocorréncia par valores abaixo do nominal de 1.37g/cm?,

possivelmente devido a regioes flexiveis que aumentam o valor de @ obtido e, portanto, também o volume

Vp, levando a uma reducao da densidade calculada (Rambo e Tainer, 2011).

3.5.5 Comparacao entre curvas e ajustes

Uma vez que a determinagao de incertezas nao é ainda bem estabelecida se buscou
formas de determinacao de qualidade de ajustes para além da popular medida do y?

reduzido (x2.,), dada por

2
0;

1 = Tep(@) — Lrie(a))?
= L3 est)  Lnta)} 10
-
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em que lep(g;) € a intensidade medida no i-ésimo ponto experimental, I7;(g;) é a intensi-
dade do ajuste, o; ¢ a incerteza associada ao ponto experimental e Ny é o nimero de graus
de liberdade. Para bons ajustes espera-se y2., &~ 1, porém uma vez que as incertezas po-
dem ser mal estimadas (por um arranjo experimental diferente, por exemplo) este critério
torna-se problematico, e por este motivo o uso de métodos alternativos de avaliacao de

qualidade de ajustes é recomendavel.

3.5.5.1 Novas métricas para avaliacao de ajustes e resolucao utilizando canais de

Shannon: x%,.., Rsas € Vg

A utilizacao do x? tal como foi concebido para o conjunto de dados de SAXS pode
levar a ajustes fisicamente nao representativos (sobreajuste, ou overfitting) quando os da-
dos apresentam alto ruido relativo ou um ntimero superestimado de graus de liberdade.
Portanto, o problema nao estd no procedimento do x? em si, mas sim nos conjuntos de
dados e na taxa de amostragem de um experimento de SAXS. Foi elaborada uma métrica
analoga ao x? que faz uso apenas do conjunto de pontos descritos pelos canais de Shan-
non: o Xfcme (Rambo e Tainer, 2013), cuja concepcao é similar ao Ry, da cristalografia
(Briinger, 1992). A partir dos resultados que fazem uso da teoria de informagao (se¢do
, é possivel recuperar um sinal de experimento de SAXS sem ruido a partir dos canais
de Shannon e da estimativa de D,,qz-

O algoritmo de determinagao de X?cree funciona da seguinte maneira: o conjunto de
dados ¢ dividido em intervalos regulares ao longo de ¢, sendo o ntimero de intervalos igual
ao numero de canais de Shannon, e de cada intervalo é tirado um ponto aleatério como
representante daquele conjunto, e entdo o x? é entao calculado a partir deste conjunto
de pontos. Para evitar a escolha de um conjunto de pontos muito dispares do resto o
procedimento de amostragem aleatéria de pontos é repetida vérias vezes (recomenda-se
em torno de 1000 vezes), e entdo se escolhe a mediana dos x? encontrados como o valor de
X?%e. Esta nova métrica apresenta maior estabilidade com relacao a relacao sinal-ruido e
valores menores que os do menor y? para dados mais ruidosos, e o fato de o procedimento
ser repetido vérias vezes para alguns pontos (geralmente da ordem de ao menos 10 a 40)
faz com que método seja menos sensivel a pontos muito dispares e ao over-fitting (Rambo
e Tainer, 2013).

O método descrito acima consiste em uma filtragem dos pontos experimentais relevan-
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tes, porém nao ha um peso atribuido para cada regiao da curva de modo que para dois
valores iguais de x7,,, nao se sabe se a concordancia maior entre dados e ajuste ocorre para
menores ou maiores valores de ¢ (que leva a maiores ou menores disparidades no modelo
gerado) sem avaliar graficamente, o que insere um fator subjetivo na andlise. Portanto, o
XFree 80zinho ainda nao revela o suficiente sobre quanto um ajuste concorda com os dados
experimentais ao pensar em modelo gerado. Esta questao pode ser enderegada pensando
em fungéo dos pardmetros de tamanho, dados por R, e V; (se¢ao[3.5.2.2)), de modo que uma
menor discrepancia entre estes parametros juntamente com baixo X?‘ree implicam em um
bom ajuste tanto em relacao ao modelo gerado como em relacao aos pontos experimentais.

A métrica Rgas mede a disparidade entre parametros de tamanho, sendo definida como

(Rexp - Rajuste)2 (Vexp o Vajuste)Q
R — g g C C
SAS (Rgxp)z + (‘/cexp)g

(3.106)

Utilizando o valor de Rgag como referéncia pode-se variar o nimero de intervalos a
serem tomados nos calculos de discrepancia entre dados e modelo, de modo que truncar
o conjunto de dados até que se encontre um Rgag que tenda a zero juntamente com um
Xfcree < 1.5, por exemplo, tera no seu valor maximo de ¢ utilizado uma medida de limite de
resolucao aceitavel entre dados e modelo. Uma defini¢ao alternativa de resolugao, portanto,
pode ser definida como sendo o valor de ¢ relativo ao canal de Shannon mais alto que
apresente discrepancia suficientemente aceitavel com os dados. Importante apontar que,
diferentemente do caso do programa SASRES (Tuukkanen et al., 2016), que é uma medida
de resolucao definida como variabilidade de modelos ab initio tridimensionais gerados,
aqui trata-se de uma medida de até que resolucao o ajuste descreve os dados, podendo
representar modelos ab initio, modelos de corpo rigido ou mesmo ajustes de ensembles
de conformacoes, tendo aplicagoes mais amplas. Portanto, tratam-se de "resolucoes” de
diferentes naturezas.

Também é interessante a introdugao de um critério mais quantitativo para comparacao
de curvas experimentais. Em cima disso foi definido o critério razao de volatilidade (do
original wvolatility ratio), Vg, que faz uso da razao entre duas curvas experimentais e de
pontos amostrados por canais de Shannon, e nao por todos os pontos (Hura et al., 2013).
Para o célculo de Vi primeiramente se divide uma curva por outra e se normaliza a razao
entre ambas a média seja igual a 1. Para o uso de canais de Shannon, o trabalho original

estabeleceu como padrao o uso de 25 canais, o que restringe as dimensoes da proteina para
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Doz < 40nm € @ap < 2nm~1. Vg entao é definido como sendo (Hura et al., 2013)

N=25

Ve= )

i=1

R(g:) — R(gi+1)
[R(q:) + R(gi41)] /2

ou seja, a razao de volatilidade é dada como a soma sobre os canais de Shannon relativa

, (3.107)

ao modulo da diferenca de razao entre pontos de canais consecutivos dividida pela a média
entre elas.

Metodologias quantitativas podem ser utilizadas para um mapeamento de diferentes
conformagoes de uma proteina. Ao se estudar, por exemplo, uma proteina na presenca
de diferentes ligantes, pode-se organizar os conjuntos de dados em uma matriz em que
cada elemento se traz o valor de determinado critério seja x?, coeficiente de correlacao de
Pearson (Dos Reis et al| 2011) ou Vg, como presente na Figura . Essa abordagem
traz tanto um elemento quantitativo quanto visual para a comparacao entre conjuntos
de dados e foi cunhada mapa de comparagao estrutural (ou SCR, de Structural Com-
parison Map) (Hura et al), 2013). A elaboracao dessa matriz pode ser feita facilmente
no website da linha SYBILS, do Lawrence Berkeley National Laboratory, pelo enderego
https://sibyls.als.lbl.gov /saxs_similarity.

3.5.5.2 Contornando a questao das incertezas: CorMap

E possivel abordar o problema com uma metodologia mais visual que faga uso de cor-
relacoes entre variancias e covariancias junto com anélises probabilisticas para determinar
qual grau de divergéncia entre curvas ou entre curva e ajuste é relevante estatisticamente,
e é o caso da metodologia de andlise Correlation Map (inglés para Mapa de Correlagao,
CorMap). Para altos numeros de contagem de f6tons, especialmente em fontes sincrotron,
a distribuicao de Poisson tende a uma distribuicao gaussiana, e pode-se considerar as
medicoes lexp(¢) como uma varidvel aleatéria que segue uma distribuigdo gaussiana de
valor esperado I(gx) e desvio padrao o(I(gx)). Desse modo é possivel descrever a curva ex-
perimental como uma colecao de amostras gaussianas de modo que o vetor de intensidades

esperadas J e a matriz de covariancia >:
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Figura 3.31: Exemplo de SCR, comparando diferentes estados da proteina ao ligar nucleotideos de ade-
nosina e mapear a similaridade entre os dados obtidos (Hura et al., 2013).

J=|I(q) | (3.108)

I(QN)

sendo N o numero de pontos experimentais, e

o o)) ol da) | 510

o((q), Iq) - o(q))?
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Caso sejam tomados m quadros experimentais, como ¢ usual para verificar, por exemplo,

dano por radiacao, a intensidade média dos quadros sera dada por

1 m
exp Qk = EZ exp Qk (3110)

enquanto os termos diagonais e nao diagonais, respectivamente, serao dados por

e @0))? =~ 3 [Losplr)s — Tsp () (3111)
U(Iexp(Qk)a [eXp(Ql)) = ﬁ Z[[exp(%)i — ]_exp(Qk)H[exp(QZ)i - [_exp(ql)]- (3.112)

Lembrando que os indices k se refere aos k-ésimo e l-ésimo pontos experimentais, en-
quanto ¢ diz respeito ao i-ésimo quadro. E possivel definir uma correlagao ry; (k # 1) como

a razao

Jp— 0<IeXp(Qk)a ]exp(QZ))
U(IQXP(Qk))a<IeXp(QZ)) ’

de modo que —1 < ry; < 1. Para melhor visualizacao, os valores podem ser mapeados em

(3.113)

uma matriz, porém usando uma escala de cinza indo de preto (ry, = —1) a branco (ry; = 1).
Regides brancas ou pretas indicam desvios sistematicos de um quadro em relacao ao outro,
e mapas sem padroes claros e muita alternancia entre tons claros e escuros indicam auséncia
de erros sistematicos. Pode-se fazer o mesmo raciocinio que o feito acima para comparar
um conjunto de dados experimentais com um ajuste. A Figura [3.32| mostra um exemplo
de como o CorMap pode ser usado para comparar um conjunto de dados com ajustes
provenientes de modelos.

A partir do nimero méaximo de pontos experimentais consecutivos que apresentem
correla¢do de +1 ou -1 (chamado de ”comprimento méaximo”) é possivel discutir a proba-
bilidade de similaridade entre os elementos comparados. Ao se observar que o comprimento
maximo segue a mesma distribuicao de probabilidade da méaxima sequéncia de caras ou
coroas consecutivas em experimentos com lancamentos de moeda como feitos por Schilling
(Schilling, 1990).

O trabalho de Schilling diz o seguinte: seja n o nimero de lancamentos de moeda, R,

a maior sequéncia de caras obtida e A, (C) o nimero de sequéncias com n langamentos
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Figura 3.32: Exemplo de uso do CorMap para a avaliagao de um ajuste aos dados experimentais: dois
ajustes de modelagens diferentes para conjuntos de dados idénticos (preto e cinza claro, apenas diferem por
um offset) (a), CorMap para o ajuste ao conjunto de dados preto, com mapa com caracteristicas nitidas
de desvios sisteméticos de modelagem (b) e CorMap para o conjunto cinza, néo indicando desvios nitidos

(c). O CorMap pode ser usado para comparar ajustes a dados experimentais e até mesmo conjuntos de

dados diferentes (Franke et al., 2015).

onde o nimero de caras nao passa de C. A quantidade P(R,, > C') define a probabilidade

de se ter mais do que C' caras consecutivas de um total de n lancamentos.

4,(C)

P(R,>C)=1- o

(3.114)

Para n < C' a probabilidade serd sempre nula, de modo que para estes casos teremos
necessariamente que A,(C) = 2". Ja para n > C usemos o exemplo ilustrativo do artigo
original para C' = 3 para entender a ideia. Para que o inicio da sequéncia nao tenha mais
do que 3 caras consecutivas deve-se ter os seguintes resultados (com H sendo cara e T
coroa): T, HT, HHT ou HHHT. O resto dos langamentos, claro, também nao deve ter
mais do que 3 caras seguidas. Porém pensar assim permite obter uma expressao recursiva

para A, (C) nestes casos, dada por

An(3) = An_1(3) 4+ An_s(3) + An_s(3) + An_4(3). (3.115)

Utilizando como exemplo, para n = 4 todos os termos a direita se encaixam no caso
n < C, sendo possivel a obtengao de A4(3) = 15/16 ~ 0.94 e, portanto, P(Ry > 3) ~
0.06. Assim, a chance de se obter uma sequéncia de mais de 3 caras de um total de 4
langamentos (neste caso, todos os langamentos sendo caras) é de aproximadamente 6%.

Assim, considerando todos os casos descritos, pode-se escrever A,(C) como
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ch:o A,1-;(C)  paran>C

An(C) = (3.116)

AL paran < C

A ideia utilizada pelo CorMap é analoga: sendo n o niimero de pontos experimentais e
C' a maior sequéncia de pontos com mesma direcao de correlagao, a probabilidade P para
a qual aleatoriamente se obtém a maior sequéncia é calculada. Conforme menor o valor de
P, maior a chance da ocorréncia de erros sisteméticos no ajuste, e a regiao de mais pontos
com correlacao na mesma direcao é indicada e colorida pelo programa de acordo com o
valor de P de modo a mostrar intuitivamente ao usuario a regiao onde o ajuste desvia dos
dados e quao potencialmente problematica ela pode ser.

O CorMap é uma metodologia alternativa de andlise de ajustes baseada em probabilida-
des para quando as incertezas nao sao bem determinadas. Porém, mesmo que solidamente
fundamentado, o uso de métodos de analise sem incertezas corretamente estimadas, como
o CorMap, é potencialmente arriscado, e na tomada de dados deve-se priorizar a obtencao
de incertezas que sejam o melhor determinadas quanto possivel. Recomenda-se cautela ao

utilizar este tipo de metodologia.
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3.6 Aquisicao de medidas experimentais

3.6.1 Preparacao de amostras

As amostras foram produzidas a partir de proteinas expressas pelos membros do La-
boratério em Bioquimica e Biofisica de Proteinas (LBBP) do Instituto de Quimica de Sao
Carlos da Universidade de Sao Paulo (IQSC-USP), coordenado pelo Prof. Dr. Jilio César
Borges, e do laboratério coordenado pelo Prof. Dr. Carlos Henrique Inacio Ramos do

Instituto de Quimica da Universidade Estadual de Campinas (IQ-UNICAMP).

3.6.2 Medidas de SAXS

As medidas de SAXS foram realizadas no Laboratéorio Nacional de Luz Sincrotron
(LNLS), em Campinas, na linha SAXS-1. Em todos os trabalhos a distancia entre amostra
e detector selecionada foi de ~ 1m, implicando em um vetor de espalhamento de aproxi-
madamente 0.1 a 5.0 nm~!. O porta amostra montado é composto por uma armacao de
metal onde sao posicionadas janelas de mica para passagem dos fétons incidentes e pecas
de teflon para vedagao com capacidade para em torno de 300 uL. Apds cada coleta de da-
dos se dava por meio de bombeamento de agua Milli-Q) no interior com posterior secagem

com ar comprimido.

Figura 3.33: Diferentes tipos de porta amostra para uso nas linha de SAXS do LNLS (disponivel em
https://www.lnls.cnpem.br /facilities/saxsl).

Para tomadas de dados sempre, ao trocar de amostra, se fazia uma avaliacao medindo
10 quadros de 10 segundos cada para avaliar possivel dano por radiacao, visivel por meio de
aumento de I(0) conforme as medidas sao executadas. Caso nao fosse observada alteragao
das curvas nos diferentes quadros foram tomadas ou trés medidas de 100s cada ou uma de

300s. Concentragoes foram definidas de acordo com o esperado para que as proteinas nao
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apresentem agregacao e, ao mesmo tempo, sinal suficientemente para andlise dos dados.
Foram tomados dados para diferentes valores de concentracao para garantir a manutencao
de estado oligomérico e otimizacao da razao sinal-ruido. Os dados experimentais tiveram
subtracao de tampao, este medido separadamente, e correcao de atenuacao da amostra
feitas automaticamente por software do préprio laboratorio.

Foram feitos trés estudos com diferentes proteinas nas seguintes concentragoes, deter-

minadas pelos membros dos laboratérios colaboradores utilizando espectrofotometros:

e Estudo I - Comparacao de diferentes Hsp70 de humanos: Hsp70-1A a 0.5 mg/ml,
Hsc70 a 1.0 mg/ml e Bip a 0.8 mg/ml. Tampao TKP. O pls das Hsp70 sao de 5.5,

5.4 e 5.1, respectivamente.

e Estudo II - Comparacao da GrpE-L1 de humanos em diferentes condi¢oes de solvente:
GrpE-L1 a 2.0 mg/ml em tampao, S-mercaptoetanol ou HyOs. O pl da GrpE-L1 é
de 8.2.

e Estudo III - Determinagao estrutural da Hsp90 de Aedes aegypti em solugao: AaHsp90
a 2.5 mg/ml livre em solugao ou com os nucleotideos AMP, ADP ou ATP~S. Tampao
Tris-HCI + NaCl. O pl da AaHsp90 é de 4.9.

As amostras foram medidas em pH fisiolégico (em torno de 7) a 25°C, e pureza minima

de 95%.
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Capitulo 4

Resultados e Discussoes

Foram feitos quatro estudos no presente trabalho. O primeiro é uma comparacao es-
trutural de trés membros da familia Hsp70 de humanos: Hsp70-1A, Hsc70 (70-kDa heat
shock cognate protein; ambas de citosol) e Bip (Binding immunoglobulin protein, Hsp70
humana de reticulo endoplasmético). O segundo é uma andalise mais aprofundada da Bip
utilizando técnicas mais elaboradas de modelagem de SAXS, incluindo estudos de corpo
rigido e flexibilidade. O terceiro busca entender a importancia de pontes dissulfeto da
proteina GrpE-L1 humana na sua estrutura a partir da anélise de dados dela em diferentes
solventes. Por fim, o quarto é um estudo da Hsp90 de Aedes aegypti (AaHsp90) com dife-
rentes nucleotideos de adenosina, buscando entender o efeito da ligacao destes na estrutura
da chaperona.

As incertezas de medida foram calculadas de duas possiveis maneiras: quando utili-
zando apenas um quadro mais longo foi utilizado o método descrito na segao [3.3.5] en-
quanto quando mais quadros foram tomados utilizou-se a média e o desvio padrao das
intensidades dos quadros para cada ¢q. As analises de Guinier foram feitas utilizando o pro-
grama AUTORG do ATSAS e as p(r) geradas a partir do GNOM (tabelas com os critérios
perceptuais no Apéndice . Envelopes foram calculados fazendo uso do DAMMIF para
gerar um conjunto de dez a vinte estruturas dos quais foi elaborado um modelo médio uti-
lizando o DAMAVER, com um passo final de refinamento feito com o DAMMIN utilizando
o modelo médio como volume de busca inicial. De acordo com cada caso também foram
feitas outras analises utilizando programas como o BUNCH e o EOM para modelagem

utilizando estruturas parciais disponiveis para os dominios.
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4.1 Hsp70: comparacao entre trés membros da familia

O estudo de membros da familia das Hsp70 buscou comparar diferencas estruturais
entre elas. Os dados estao apresentados na Figural4.1|juntamente com os ajustes do GNOM
relacionados a p(r) e os graficos de Guinier em inset, com os parametros estruturais obtidos
pela linearizacao apresentados na Tabela[d.I Os dados para a Hsp70-1A apresentam maior
ruido devido a menor concentragao, o que se traduz em maior incerteza dos parametros
obtidos, especialmente nos relacionados a analise de Guinier. Ao mesmo tempo, a incerteza
também pode ser devido a algum grau de agregagao nos cinco primeiros pontos com certa
linearidade, o que faz com que o programa nao se decida entre ambos os regimes lineares
e aumente a média e a incerteza atribuidos ao R,.

A partir de I(0) pode-se calcular as M M por diversos métodos, dependentes e inde-
pendentes das concentragoes de proteina, e os valores estao apresentados na Tabela [4.2]
sendo estes condizentes com as Hsp70 em estado monomérico. As concentragoes foram de

0.5 mg/ml para a Hsp70-1A, 1.0 mg/ml para a Hsc70 e 0.8 mg/ml para a Bip.

Tabela 4.1 - Parametros estruturais das Hsp70 por Guinier
Proteina | R, (nm) |I(0) (10° UA) | qR,
Hsp70-1A | 4.38 4+ 0.73 6.8 £ 0.1 1.30
Hsc70 3.60 £ 0.11 11.3 + 0.1 1.30
Bip 3.50 £ 0.06 9.6 £ 0.1 1.29

Incertezas dadas pelo AUTORG (secao .

Tabela 4.2 - Valores de M M para as Hsp70 por diferentes métodos
Proteina Agua SAXSMoW | @, | MoW | V. | S64S | Bayes | Teorica
Hsp70-1A | 81.3 110.9 100.9 | 77.4 |81.9| 94.7 | 94.2 70.1
Hsc70 71.1 80.5 70.7 | 70.1 653|815 | 67.1 70.9
Bip 74.1 84.7 75.9 | 775 | 70.6 | 84.4 | T4.3 72.3

Metodologias descritas na secao Massa tedrica calculada pela sequéncia de aminoacidos utilizando o

programa ProtParam (Gasteiger et al.l 2005). Valores em kDa.

As p(r) indicam um formato elongado para as proteinas, o que é condizente com o
esperado pelo modelo elaborado, de que os dominios se encontram independentes uns

dos outros, de modo que em média o formato seja bastante elongado. Os critérios do
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Figura 4.1: Dados de SAXS com gréaficos de Guinier em inset para as proteinas Hsp70-1A, Hsc70 e Bip.
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Figura 4.2: Gréfico de Kratky adimensional com GPA no inset para as Hsp70, indicando que as proteinas

sao bastante globulares com alguma flexibilidade entre os dominios.
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Figura 4.3: Gréaficos de Porod-Debye para cada Hsp70. H& aparente presenca de platd apesar de alto
ruido, indicando rigidez estrutural.

GNOM para as p(r) estdo presentes na Tabela (Vide Apéndice . Para verificagao
dos parametros obtidos pela andlise de Guinier, a Tabela apresenta os encontrados a
partir da integracao da p(r), assim como a MM calculada usando dgua como padrao de
calibragao para o valor de I(0) encontrada por este método.

Pode-se constatar que R, e I(0) calculados pela linearizacdo da regiao de Guinier e
pela integracao da p(r) sdo compativeis para ambos os métodos dentro de duas incertezas.
Porém a M M calculada para a Hsp70-1A mostra um aumento em praticamente todos os
métodos por conta do alto valor de I(0) encontrado pelo método de Guinier, o que implica
que haja alguma possivel agregacao na curva que aparece especialmente para angulos mais
baixos, mas ao fazer a andlise pela p(r), que utiliza dados da curva inteira, o R, mostra-se
mais proximo das outras duas e a M M torna-se mais condizente com o valor de referéncia
uma vez que o calculo de parametros faz uso de mais dados do que a anélise de Guinier.

E interessante comparar as fungdes p(r) encontradas para as Hsp70 humanas com as
referéncias encontradas na literatura. Foram encontrados dois estudos de SAXS para
Hsp70: um de DnaK (Hsp70 de E. coli) (Shi et al., 1996) e um de Hsc70 bovina (Wilbanks
et al) 1995). Nesses artigos foram estudadas conformagoes com ADP e ATP para as
chaperonas, e pelo modelo atual para Hsp70, esperamos que a p(r) encontrada para ADP
ligado seja mais préximo ao encontrado em solu¢ao. Como ilustrado na Figura |4.5] as p(r)

encontradas nos artigos sao similares entre si e apresentam um perfil mais préximo a uma
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Figura 4.4: Fungao p(r) gerada pelo GNOM para as diferentes amostras.

topologia mais elongada, como um haltere ou um elipsoide, mesmo apresentando o pico na
mesma regiao e valores proximos de D,,,, aos obtidos para as ortélogas humanas. Uma
vez que os perfis sao notavelmente diferentes das obtidas para os casos de humanos, este
resultado pode indicar que: (i) as Hsp70 humanas diferem consideravelmente de homélogas
de outras espécies, mesmo que para um organismo evolucionariamente mais proximo, é o
caso da Hsc70 bovina; (ii) a conformagao ligada a ADP nao corresponde a de uma Hsp70

livre em solugao.
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Figura 4.5: Fungoes p(r) obtidas anteriormente para (a) Hsp70 de E. coli (DnaK) (adaptado de|Shi et al.
1996) e (b) Hsc70 bovina (adaptado de [Wilbanks et al., 1995) ligadas a ADP ou ATP.

Foi mostrado, assim, que nao ha variacao estrutural a baixa resolucao entre membros de
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Tabela 4.3 - Pardmetros estruturais obtidos pela p(r) para as Hsp70

Proteina | R, (nm) |I(0) (10° UA) | MM (kDa) | Tedrica | Dy, (nm) | ER
Hsp70-1A | 3.62 + 0.01 | 6.04 £ 0.01 71.8 70.1 11.0 4.17
Hsc70 3.45 £ 0.02 | 10.93 £ 0.07 68.9 70.9 11.0 4.11
Bip 3.46 £ 0.01 | 9.49 £ 0.02 72.9 72.3 11.5 3.77

Incertezas calculadas pelo GNOM, MM calculada usando dgua para calibragdo (segdo |3.5.1.2) e ER
calculado de acordo com a secao W

Tabela 4.4 - Parametros dos programas SHANUM e AMBIMETER para as Hsp70

Proteina | N,, | qop | @ — score
Hsp70-1A | 12 | 3.43 2.44
Hsc70 14 | 4.00 2.53
Bip 18 14.92 2.38

Nop € qop calculados de acordo com a segao e a — score de acordo com a segao

Hsp70 humana em citosol e reticulo endoplasmatico, o que aponta que as particularidades
de cada proteina com relacao a proteinas-cliente, por exemplo, se deve a diferengas mais
sutis, que nao podem ser medidas a baixa resolucao por SAXS. Devido a maior razao
sinal-ruido para os dados da Bip em relacao aos da Hsc70 (e a baixa qualidade dos dados

da Hsp70-1A), a Bip foi utilizada para andalises posteriores para modelagem.

4.2 Estudos estruturais da Bip

Como primeira forma de modelagem, para obter um perfil de baixa resolucao para a
Bip foi feita a modelagem ab initio utilizando um modelo de esferas. Uma vez que ao
executar o AMBIMETER foi obtido a — score = 2.38 e pelo perfil da p(r) ser comum para
corpos prolatos, as modelagens se deram impondo anisometria prolata.

O programa DAMMIF foi executado 20 vezes e a estrutura média foi obtida por meio
do DAMAVER, com refino subsequente fazendo uso do DAMMIN (andlise automatizada
na interface grafica da suite ATSAS). A estrutura com o respectivo ajuste estao presentes
na Figura 4.6, O DAMAVER obteve NSD = 0.986 + 0.054.

Recentemente foram publicadas estruturas cristalograficas da Bip ligada a ATP, a en-
trada 5E84 do PDB uma dela completa (Yang et al., 2015). Como exercicio, essa estrutura

foi comparada os dados de SAXS e o envelope obtido. A curva tedrica de espalhamento
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dessa estrutura foi calculada com o CRYSOL e comparada aos dados experimentais a fim
de avaliar o grau de similaridade entre a Bip em seu estado Apo e a ligada a ATP, caso a
estrutura de cristal realmente ocorra em solugao.

Na Figura esta a tentativa de ajuste da curva tedrica aos dados experimentais feito
pelo CRYSOL, e é nitido que nao hé acordo entre ambas. Isso leva a dois possiveis cenarios:
i) a estrutura da Bip em ATP é muito diferente da livre em solugao, ou ii) a estrutura
cristalografica da Bip obtida nao é representativa de como ela se encontra em solucao e,

portanto, uma comparagao nao € possivel.

a T T T T T ] b DAMMIN CRYSOL

z

(@) (UA)
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Figura 4.6: Dados experimentais da Bip com ajustes resultantes dos modelos cristalografico (em azul,
calculado pelo CRYSOL) e ab initio (em vermelho, calculado pelo DAMMIN) (a), e os respectivos CorMap
referentes a cada modelagem, indicando o quanto o modelo cristalografico se desvia do obtido em solucéo,

possivelmente devido a questoes de flexibilidade (b).

Outra abordagem possivel é a modelagem hibrida. Foram utilizadas estruturas crista-

lograficas para cada dominio (Wisniewska et al., 2010; 2015) (Figura e

empregado o BUNCH para buscar ajustd-las aos dados incluindo modelagem da conexao

entre o NBD e o SBD, incluindo flexibilidade entre os SBDa e SBDS ao subdividir o se-

gundo arquivo PDB. Este cendrio busca avaliar se a baixa resolucao pode-se observar a
"pinca” do SBD abrindo e fechando para a associacao a proteina-cliente.

Para avaliar se o modelo de corpo rigido ainda descreve a particula considerando a
flexibilidade constatada no grafico de Kratky foi realizado um estudo com o EOM para
comparacao. Para esta modelagem foram utilizadas as mesmas estruturas de referéncia
que para o BUNCH, e os lagos foram gerados sem a imposicao de restrigoes.

Os ajustes para ambas as modelagens estao na Figura [4.8| com os respectivos CorMap.
A modelagem do BUNCH manteve os dominios NBD e SBD proximos um ao outro, porém

com os SBDa e SBDS pouco mais afastados que na estrutura de referéncia. Ao observar
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Figura 4.7: Estruturas cristalograficas parciais para os dominios da Bip a serem usadas nos processos de
modelagem (Wisniewska et al. 2010; [Yang et al., 2015). A regido em vermelho foi retirada da estrutura
para que fosse modelada ab initio.

o CorMap para a modelagem do EOM, constata-se um desvio importante na regiao de
baixissimo angulo, o que indica desvios consideraveis no espago real. Portanto, a analise
de ensemble deve ser tratada com cuidado. O que foi observado, como constatado nos
modelos selecionados (Figura e na Tabela sao estruturas mais compactas. Pelos
histogramas de R, € Dyq, (Figura , comparando a pool ao ensemble de estruturas
geradas pode-se notar que, de fato, nao se observa flexibilidade alta da estrutura, inclusive
com esta sendo razoavelmente compacta e rigida ao observar as distribuicoes. Os valores
obtidos para R, € R, foram 54.9% (comparado a 85.0% da pool) e 0.24, respectivamente,
o que indica alguma flexibilidade. Este resultado é condizente com o modelo de dominios
bem enovelados com linkers flexiveis. Porém, ao observar com cuidado os valores de R,

do ensemble é que nao sao compativeis com os valores obtidos por outras analises.

a . . . - - — b BUNCH EOM

1(g) (UA)

10° F

Figura 4.8: Comparagao dos ajustes dos modelos gerados pelo BUNCH (vermelho) e pelo EOM (azul) a

partir da plotagem com os dados experimentais (a) e dos CorMap (b).
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Figura 4.10: Distribuicdo de Ry (a) € Dynqae (b) para o pool inicial (preto) e para ensemble de estruturas

selecionadas (vermelho).

Tabela 4.5 - Rgy Dimas € fracoes populacionais de ensemble calculadas pelo EOM

Estrutura Ry | Diag | Fracao populacional
Azul 3.90 | 11.2 18.2%
Rosa 3.27 | 9.9 36.4%
Verde 294 | 98 36.4%
Laranja 3.47 | 10.5 9.1%
ENSEMBLE FINAL | 3.28 | 10.2 100%

Ry e Dyyq0 das conformagoes representativas do ensemble selecionado. Os valores sdo mais baixos que os

obtidos tanto pela linearizagao da regiao de Guinier quanto pela p(r).
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A Tabela contém os parametros de ajuste para cada método de analise estrutural
e a Figura [4.11] contém o envelope obtido pelo DAMMIN e o modelo de corpo rigido
resultado do BUNCH alinhados para comparagdo. Interessante notar que o valor de x?2,
para o obtido pelo DAMMIN é menor, porém que o valor de p para o modelo do BUNCH
¢ maior. Ou seja, o envelope contém menor discrepancia com os dados, porém o modelo
de corpo rigido apresenta menor probabilidade de haverem erros sistematicos e ao mesmo
tempo indica desvio na regiao de maiores valores de ¢, o que implica que as diferencas sao

relativas a distancias menores no espaco real.

Tabela 4.6 - Parametros de avaliacao de ajuste da Bip para cada metodologia

Modelagem | X%, | p
CRYSOL | 72.9 | 0.00
DAMMIN | 14.0 | 0.49
BUNCH 15.1 | 0.76
EOM 22.06 | 0.01

Valores de p calculados de acordo com a sec¢ao [3.5.5.2

Figura 4.11: Sobreposigao dos modelos gerados ab initio com o DAMMIN e por modelagem hibrida com
o BUNCH.

O modelo para a Bip, portanto, apresenta baixa flexibilidade mesmo com a ligacao
entre os dominios tendo comprimento apreciavel, o que indica que ele possivelmente in-
terage bastante com os préprios dominios e nao tanto com o solvente, o que implicaria
na observacao de maior flexibilidade e maior movimento entre os dominios com aumento

artificial do volume do envelope calculado como reflexo de alteracao no perfil de Kratky.
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Também foi mostrado que ha diferencas importantes entre a estrutura da Bip medida em
solucao e em cristal, possivelmente devido a baixa, porém sensivel, flexibilidade entre os

dominios ou a interagoes artificiais nas estruturas dos proprios dominios devido ao processo

de cristalizacao da proteina.

4.3 GrpE

O estudo das GrpE foi feito visando identificar mudangas estruturais com mudanca de
solvente, o que pode favorecer ou desfavorecer a formacao de pontes dissulfeto. Para as
GrpE, surgiram questoes relacionadas a agregacao para as amostras de GrpE-L2 em todos
os solventes, portanto apenas se comparou a GrpE-L1 em tampao, S-mercaptoetanol e
Hy0,. Os dados a 2.0 mg/ml estao presentes na Figura m, juntamente com os graficos

de Guinier (em inset) e ajustes do programa GNOM, usado para gerar as fungoes p(r).
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Figura 4.12: Dados para a GrpE-L1 em diferentes solventes com graficos de Guinier em inset: tampao
(a), p-mercaptoetanol (b) e HyO2 (c).

Os graficos de Kratky indicam bastante flexibilidade na estrutura, assim como os

graficos de Porod-Debye (que ndo contém platd), e estdao indicados nas Figuras e
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Figura 4.13: Gréfico de Kratky adimensional para a GrpE-L1 em diferentes solventes, indicando alta

flexibilidade, e de GPA no inset, validando os parametros extraidos pela analise de Guinier.

4.14] respectivamente. A analise de Guinier mostra que ambas as proteinas apresentam
variac@o sensivel de R, (Tabela , e a linearizacao é validada pelo gréifico de GPA (Fi-
gura[d.13] inset). Os valores de MM (Tabela sao condizentes com dimeros para todos
os métodos utilizados. Uma vez que os perfis de Kratky indicam alta flexibilidade, o valor
de M M obtido por metodologias que consistem no célculo do invariante de Porod @) (como
SAXSMoW) devem ser considerados com cuidado. De maneira similar, o alto grau de elon-
gamento também prejudica o calculo da M M por métodos independentes de concentragao,
o que torna o método de cédlculo com agua como padrao o mais indicado para determinar a
MM, o que é confirmado pela maior proximidade dos valores calculados ao de referéncia.
Curiosamente os métodos que utilizam o grafico de Kratky mostraram resultados menos
discrepantes para a proteina em [-mercaptoetanol, mesmo que a diferenca de perfil de
Kratky desta amostra para as outras nao seja grande. O grafico de Porod-Debye indica
alta flexibilidade devido a auséncia de plato, como observado na Figura [4.14

As p(r) para todas as amostras sao bastante similares, com forma bastante elongada,

como mostrado na Figura|4.15 Isso é esperado e condizente com a estrutura cristalografica

e estudo anterior de GrpE por SAXS (Nakamura et al., 2010; Borges et al., 2003). Os
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Figura 4.14: Grafico de Porod-Debye para a GrpE-L1 em diferentes solventes, mostrando alto grau de

flexibilidade por conta da auséncia de plato.

Tabela 4.7 - Parametros estruturais da GrpE-L1 por Guinier

Solvente R, (nm) | I(0) (10° UA) | ¢R,
Tampao 423 £0.26| 1.52£0.01 | 1.29
f-mercaptoetanol | 3.82 + 0.05| 1.28 +0.01 | 1.26
H;0, 417 £0.11| 1.46 £0.01 | 1.28

Incertezas dadas pelo AUTORG (secao .

Tabela 4.8 - Valores de MM da GrpE-L1 por diferentes métodos

Solvente /fgua SAXSMoW | @, | MoW | V. | S6S | Bayes | Tedrica
Tampao 54.3 71.3 69.4 | 52.7 |57.1]90.1 | 53.2 48.6
f-mercaptoetanol | 45.9 59.2 54.9 | 50.6 |49.0| 75.6 | 48.7 48.6
H,0, 52.2 79.7 69.8 | 72.7 |63.4| 78.0 | 68.8 48.6

Metodologias descritas na segao Massa tedrica calculada pela sequéncia de aminoacidos utilizando o

programa ProtParam (Gasteiger et al., 2005). A referéncia é da GrpE-L1 em estado dimérico. Valores em

kDa.

critérios de avaliacdo do GNOM esta@o presentes na Tabela [C.2]e os parametros estruturais

obtidos pela p(r) se encontram na Tabela [4.7]

Para avaliar como fazer a modelagem, foram utilizados os programas SHANUM para

determinar o intervalo de dados tteis para modelagem e AMBIMETER para determinar

o grau de ambiguidade das reconstrugoes tridimensionais ab initio. O SHANUM validou o
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Figura 4.15: Fungoes p(r) calculadas com o GNOM para a GrpE-L1, apresentando um carater bastante
elongado.

Tabela 4.9 - Parametros estruturais obtidos pela p(r) para a GrpE-L1

Solvente R, (nm) | I(0) (10° UA) | MM (kDa) | Tedrica | Dy, (nm) | ER

Tampao 4.30 £ 0.03 | 1.471 £+ 0.012 52.6 48.6 14.9 1.93

[-mercaptoetanol | 4.02 + 0.01 | 1.305 + 0.003 46.7 48.6 15.0 2.05
H,0, 4.44 + 0.03 | 1.469 4+ 0.001 52.6 48.6 15.3 -

Incertezas calculadas pelo GNOM, M M calculada usando agua para calibragao (3.5.1.2)) e ER calculado
de acordo com a se¢ao [3.3:2] exceto para a amostra com H2O, devido a oscilagdes e aumento préximo a
Dmam .

intervalo de ¢ utilizado para o cdlculo das p(r) (¢ ~ 3.5nm™!), permitindo o uso do mesmo
intervalo para a modelagem tridimensional, e 0 AMBIMETER trouxe valores proximos de
2, o que traz a recomendacao de uso de programas como o DAMCLUST ou imposicao de
simetria e/ou anisometria.

As estruturas a baixa resolucao foram calculadas utilizando o DAMMIF com simetria
prolata, seguido de filtragem pelo DAMAVER e refinamento pelo DAMMIN. Os envelo-
pes ab initio calculados indicam bastante similaridade com a estrutura cristalografica de
Thermus thermophilus (entrada 3A6M do PDB) (Nakamura et al., 2009) ao se fazer o ali-
nhamento utilizando o SUPCOMB. As Figuras[4.17, [4.19 e [£.2T] mostram o modelo filtrado
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pelo DAMFILT sobreposto a todos os modelos gerados pelo DAMMIF e o modelo refinado

do DAMMIN alinhado a estrutura cristalografica de referéncia. Os ajustes e CorMap estao

presentes nas Figuras|4.16| [4.18| e |4.20], indicando potenciais desvios sistematicos em regioces

de ¢ suficientemente baixo para que haja efeito aprecidvel no envelope obtido apenas para
o caso da amostra em tampao. A Tabela traz os parametros de ajuste, sendo um o
X2.4 € 0 outro o valor p determinado a partir do CorMap, e dispersao dos modelos gerados

utilizando o NSD do DAMAVER.

Tabela 4.10 - Parametros para modelagem por SHANUM e AMBIMETER para a GrpE-L1

Solvente Nop | qop | @ — score
Tampao 23 | 4.85 2.07
S-mercaptoetanol | 24 | 5.03 2.29
H,0, 17 13.49 1.93

Nop € gop calculados de acordo com a segao e a — score de acordo com a segao

Tampao

1(q) (UA)

I
—— DAMMIN Fi [

L L L L L
0.0 0.5 1.0 L5 20 2.5 3.0 35

q (nm")

Figura 4.16: Ajuste da modelagem ab initio aos dados da GrpE-L1 em tampao, com o respectivo CorMap.

DAMFILT DAMMIN

Figura 4.17: Modelo filtrado pelo DAMFILT (esferas) a partir do alinhamento dos modelos obtidos
pelo DAMMIF (pontos, cada modelo de uma cor) e modelo final obtido pelo refinamento do DAMMIN
(superficie) alinhado & estrutura cristalografica 3A6M em tampao.
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Figura 4.18: Ajuste da modelagem ab initio aos dados da GrpE-L1 em S-mercaptoetanol, com o respectivo
CorMap.

DAMFILT DAMMIN

Figura 4.19: Modelo filtrado pelo DAMFILT (esferas) a partir do alinhamento dos modelos obtidos
pelo DAMMIF (pontos, cada modelo de uma cor) e modelo final obtido pelo refinamento do DAMMIN
(superficie) alinhado & estrutura cristalografica 3A6M em [-mercaptoetanol.
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Figura 4.20: Ajuste da modelagem ab initio aos dados da GrpE-L1 em H50Os, com o respectivo CorMap.

Os resultados apontam que o rompimento das pontes dissulfeto em [-mercaptoetanol
nao tem efeito apreciavel na estrutura, com envelope calculado similar ao das outras
proteinas, e a andlise de Guinier aponta um R, compativel por teste-Z com o de outros
solventes, implicando que essas interagoes nao parecem ser fatores preponderantes para a

manutengao da estrutura de coiled-coil encontrada entre as cadeias.
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DAMFILT DAMMIN

Figura 4.21: Modelo filtrado pelo DAMFILT (esferas) a partir do alinhamento dos modelos obtidos
pelo DAMMIF (pontos, cada modelo de uma cor) e modelo final obtido pelo refinamento do DAMMIN

(superficie) alinhado & estrutura cristalografica 3A6M em HyOo.

Tabela 4.11 - Parametros de ajuste e de reconstrugao ab initio para a GrpE-L1

Solvente Xoa | D NSD
Tampao 5.30 1 0.04 | 1.10 & 0.05
f-mercaptoetanol | 7.51 | 0.00 | 0.95 £+ 0.10
H,0, 6.19 [ 0.02 | 0.94 £+ 0.03

Valores de p calculados de acordo com a segao [3.5.5.2

4.4 AaHsp90

O objetivo do estudo de SAXS da AaHsp90 foi obter a estrutura a baixa resolucao da
chaperona, avaliando como essa informacgao se relaciona com informagoes derivadas por
outras técnicas, como microscopia eletronica (Southworth e Agard, 2008), que indicou di-
ferentes equilibrios entre estruturas abertas e fechadas com cada nucleotideo a depender da
espécie, indicando que co-chaperonas podem estar mais fortemente associadas a atividade
chaperona.

Os dados coletados estao presentes para os diferentes estados, todos a 2.5 mg/ml,
com ajustes do GNOM, na Figura mostrando pouca diferenca estrutural entre as
formas ligadas a AMP, ADP, ATP~S, ou na mesmo forma apo (ou seja, sem nucleotideos),
como ilustrado no grafico com offset da Figura [4.23] Os dados sao a média com desvio
padrao da tomada de 10 quadros de 10s. Os gréficos de Guinier, nos insets da Figura [4.22
mostram também muita similaridade entre si, o que se percebe nos parametros de saida
da linearizagao do gréfico (Tabela [1.12)), e a andlise de Guinier é validada pelo grafico de
GPA, no inset da Figura[f.24] As M M mostram que, dentro do erro esperado para SAXS

(de aproximadamente 10%), a proteina, como esperado pela literatura, se encontra como
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dimero em solugao (Tabela |4.13]).

Os perfis de Kratky (Figura(4.24) mostram que a AaHsp90 apresenta certa flexibilidade,

porém seus dominios sao bem enovelados. Os perfis de Porod-Debye, encontrados na Figura

[4.25 também apontam para considerdvel rigidez estrutural uma vez que apresentam um

plato bem definido, indicando boa descri¢ao da estrutura pelo modelo da lei de Porod.
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Figura 4.22: Dados referentes a AaHsp90 ligada a diferentes nucleotideos de adenosina, com graficos de

Guinier em inset e ajustes do GNOM.

Tabela 4.12 - Parametros estruturais da AaHsp90 por Guinier

Nucleotideo | R, (nm) |I(0) (10° UA)| ¢R,
Apo 6.36 £ 0.11 | 4.13 £0.02 | 1.27
AMP 6.51 £0.26| 4.97 £0.03 | 1.20
ADP 6.11 £ 0.22 | 4.64 £0.03 | 1.28

ATPAS 6.17 £ 026 | 4.71 £0.02 | 1.29

Incertezas dadas pelo AUTORG (secao |3.4.1)).

Uma vez que as fungoes p(r) mostraram certa instabilidade para maiores valores de

Gmaz Para uso no GNOM, foi utilizado o programa SHANUM para estabelecer o intervalo
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Figura 4.23: Grafico de offset com dados da AaHsp90 com diferentes nucleotideos. Nao ha variacao

estrutural aparente para nenhum dos nucleotideos.
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Figura 4.24: Gréficos de Kratky adimensional indicando dominios bem enovelados com grau de flexibili-
dade consideravel. No inset, o grafico de GPA, validando a andlise de Guinier feita para a AaHsp90.

apropriado de ¢ para o célculo da p(r). Os ajustes estao presentes na Figura e as p(r)
normalizadas estao na Figura Os perfis calculados apresentam um carater bastante

elongado, com formas e valores de D,,,, similares, como esperado por terem curvas similares
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Figura 4.25: Grafico de Porod-Debye, com a presenca de platd constatando rigidez estrutural para a
AaHsp90.

Tabela 4.13 - Valores de MM da AaHsp90 por diferentes métodos
Nucleotideo | Agua | SAXSMoW Qp | MoW | V. | S6S | Bayes | Tedrica
Apo 130.4 190.0 197.6 | 141.6 | 144.7 | 195.3 | 169.6 163.2
AMP 156.5 192.1 201.0 | 142.5 | 141.6 | 208.7 | 169.6 163.2
ADP 146.1 179.1 180.8 | 161.0 | 141.3 | 213.2 | 157.1 163.2
ATP 148.3 181.7 182.4 | 161.4 | 141.7 | 225.4 | 157.1 163.2

Metodologias descritas na secao Massa tedrica calculada pela sequéncia de aminoacidos utilizando o
programa ProtParam (Gasteiger et al., 2005). A referéncia é da AaHsp90 em estado dimérico. Valores em
kDa.

de espalhamento. Os critérios obtidos pelo GNOM para avaliacao das p(r) obtidas estao
na Tabela (vide Apéndice , e os parametros estruturais estao na Tabela m O
célculo da MM a partir do 1(0) dado pela p(r) é o de calibragao utilizando dgua como
padrao. Aqui se observa, assim como para os casos que fazem uso de I(0) obtido por
Guinier, um desvio sistematico dos valores com relacao ao teérico, o que pode indicar, por
exemplo, influéncia da camada de hidratacao da proteina no espalhamento e, portanto,
um desvio do comportamento descrito pelo modelo de duas fases, e nao devido apenas a
flutuagoes estatisticas. Outra possibilidade é um desvio devido a problemas relacionados
a determinagao da concentracao da proteina, com desvios sutis de concentracao podendo

levar a desvios consideraveis na M M calculada.
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Figura 4.26: Funcoes p(r) calculadas para a AaHsp90 com os diferentes nucleotideos. Percebe-se uma
forma elongada e a presenga de oscilagoes pode tanto ser artefato do conjunto de dados quanto sinal de

bastante rigidez estrutural.

Tabela 4.14 - Parametros estruturais obtidos pela p(r) para a AaHsp90

Nucletideo | R, (nm) | I(0) (10° UA) | MM (kDa) | Tedrica | Dy, (nm) | ER
Apo 6.32 £ 0.03 | 3.99 + 0.02 125.8 163.2 20.7 4.33
AMP 6.72 +£ 0.02 | 4.92 + 0.01 155.1 163.2 23.2 4.10
ADP 6.36 £ 0.04 | 4.61 £ 0.03 145.2 163.2 21.5 3.33

ATPAS 6.43 £ 0.05| 4.70 & 0.04 147.9 163.2 23.1 5.48

Incertezas calculadas pelo GNOM, MM calculada usando dgua para calibragdo (segdo [3.5.1.2) e ER
calculado de acordo com a secao W

Tabela 4.15 - Parametros para modelagem da AaHsp90 por SHANUM e AMBIMETER

Nucleotideo | N,, | qop | a — score
Apo 26 |3.95 2.72
AMP 35 | 4.74 2.47
ADP 24 | 3.51 2.65

ATPAS 25 | 3.41 2.58

N, € qop calculados de acordo com [3.4.7|e a — score de acordo com a secao [3.4.4
p p

Por conta de maior razao sinal-ruido e melhor p(r) gerada a partir dos critérios do

GNOM, os dados da proteina sem nucleotideo foram utilizados para modelagem. Para de-
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terminagao da estrutura da AaHsp90 em solugao foram utilizados dois métodos: o ab initio
por esferas e o método hibrido de corpo-rigido e linkers como esferas. Primeiramente a
ambiguidade da reconstrugao foi estabelecida utilizando o AMBIMETER, obtendo o valor
de 2.68, considerado elevado, levando a necessidade de imposicao de restricoes a modela-
gem, sendo imposta simetria P2 para as reconstrugoes uma vez que a MM é condizente
com AaHsp90 sendo um dimero em solucao. Foram elaborados 20 modelos pelo DAM-
MIF, sendo tomado o modelo médio com o DAMAVER e em seguida refinado utilizando
o DAMMIN com a estrutura filtrada como volume de busca inicial.

Para a modelagem hibrida foi utilizado o BUNCH. A partir da sequéncia primaria da
AaHsp90 foram modeladas estruturas de alta resolucao pelo SWISSMODEL a partir da

sequéncia de aminodcidos e de duas estruturas cristalograficas do PDB de outras espécies:

uma para o NTD (entrada 1BYQ, de humanos, Obermann et al., 1998) e outra para os MD

e CTD (entrada 3HJC, de Leishmania major, depositada em 2009 porém nao publicada).
No BUNCH, a imposicao de simetria é automatica quando modelando estados oligoméricos
acima de monomeros, portanto foi imposta simetria P2.

Os ajustes estao na Figura [4.27a, sendo visualmente bastante similares, e ambas as
estruturas obtidas foram alinhados utilizando o SUPCOMB, sendo a representacao de
cartum referente ao modelo do BUNCH e o envelope ao ab initio. Os valores de x2,, e do
valor p foram, respectivamente, 3.38 e 0.231 para o modelo do DAMMIN e 3.58 e 0.009
para o do BUNCH. Os modelos estruturais propostos pelos programas estao na Figura
4.27b, e os CorMaps relativos aos ajustes sao apresentados na Figura [£.28 A partir do
DAMAVER foi obtidoo valor de NSD = 1.391 £+ 0.411.
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1E-5 L 1 1 1 1
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Figura 4.27: Ajuste dos modelos ab initio (vermelho) e de corpo-rigido (azul) aos dados da AaHsp90 em
estado apo (a) e modelos obtidos por cada metodologia alinhados (b). H4 forte concordancia entre ambos.
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DAMMIN

Figura 4.28: CorMaps relativos aos ajustes dos modelos propostos por DAMMIN e BUNCH.

O grupo do Prof. Dr. Carlos Ramos mostrou que a estrutura primaria da AaHsp90 é al-
tamente conservada desde Saccharomyces cerevisiae (cana-de-ag¢icar) a humanos. Também
foi mostrado por dicroismo circular (CD) que a proteina tem alto conteudo de a-hélice,
indo de acordo com o esperado por outras espécies na literatura, e estudos hidrodinamicos
feitos por ultracentrifugacao analitica (AUC) indicam uma estrutura elongada a partir do
desvio do raio de Stokes (Rs) e do coeficiente de difusao translacional (D) de previsto por
meio da massa molecular, calculada por cromatografia de exclusao por tamanho acoplado
a espalhamento de luz (SEC-MALS) como 160.1 £ 2.2 kDa, condizente com os 163.2 kDa
esperados para um dimero. Assim como ocorreu para os dados de SAXS, nao houve va-
riacao de Rg e D com ligacao de nucleotideos. Curiosamente, apesar de nao passar por
grandes variagoes conformacionais, a AaHsp90 hidroliza ATP e com eficiéncia de catalise
similar a Hsp90s de outras espécies.

A Tabela [4.16] mostra as porcentagens de identidade e similaridade de sequéncia de
aminodacidos entre membros de Hsp90 de diferentes espécies, calculados pelos membros do
laboratério do Prof. Dr. Carlos Ramos. Um trabalho anterior do nosso grupo de pesquisa
com o grupo do Prof. Dr. Jilio Borges mostrou que a Hsp90 de Leishmania brasiliensis
(LbHsp90) apresenta flexibilidade estrutural entre os dominios, sendo, portanto, um resul-
tado que, unido a este estudo, indica a importancia de estudos de Hsp90 para diferentes
espécies em busca de melhor compreensao do funcionamento dessa proteina central na
manutencao da proteostase celular.

A estrutura de AaHsp90 obtida por SAXS, portanto, apresenta alguma flexibilidade

mas conserva um perfil altamente elongado em solucao sem variagao ao haver ligagao de nu-
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Tabela 4.16 - Identidade e similaridade de sequéncia da AaHsp90 para diferentes espécies

Proteina Organismo Identidade (%) | Similaridade (%)
DmHsp90 | Drosophila melanogaster 85 92
hHsp90« Homo sapiens 79 88
hHsp90s Homo sapiens 79 88
SsHsp90 Saccharum sp. 69 83
LbHsp90 | Leishmania brasiliensis 64 79
yHsp82 | Saccahromyces cerevisiae 63 78

Valores estimados pelos colaboradores do laboratoério do Prof. Dr. Carlos Ramos.

cleotideos de adenosina, se encaixando no modelo de que Hsp90s de eucariotos apresentam
menor flexibilidade estrutural devido a interacao com nucleotideos, possivelmente indi-
cando maior dependéncia de co-chaperonas ou da interagao com proteinas-cliente para que
possa atingir o estado conformacional necessario para que possa desempenhar sua funcao
biolégica auxiliando no enovelamento de outras proteinas, mesmo conseguindo hidrolisar
ATP. Também é possivel que o processo ocorra em uma escala de tempo muito curta em
relacao ao tempo em que a estrutura fica em conformacao aberta. Essa predominancia
de estruturas abertas foi constatada por criomicroscopia eletronica para Hsp90 humana
(Southworth e Agard, 2008), e a importancia de interagoes da Hsp90 humana tanto com
proteinas-cliente quanto com co-chaperonas para o aumento nas taxas de hidrélise ATP
foi demonstrada anteriormente (McLaughlin et al., 2002), o que pode indicar que essa
mudanca de atividade esteja relacionada justamente com as mudancas conformacionais
esperadas. Ao observar a Tabela [4.16] indicando alta similaridade entre a AaHsp90 e
Hsp90 de humanos, esse resultado passa a ser esperado. Tendo isso em vista, de maneira
caricata, é como se o modelo de tesoura para Hsp90 tivesse, em Aedes aegypti, o caso de
uma tesoura enferrujada, precisando de mais energia para que a sua fungao seja desempe-
nhada por meio da interacao com outras proteinas, sejam elas co-chaperonas ou as proprias

proteinas-cliente.
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Neste trabalho, foi feita uma apresentacao sobre métodos de andlise de dados de SAXS
de proteinas em solucoes diluidas, desde metodologias bem estabelecidas e amplamente
utilizadas até trabalhos recentemente publicados e potencialmente promissores. Foram
mostradas formas de analise que tém como objetivo validacao de parametros estruturais,
proposicao de novas grandezas com significado fisico, modelagem de diferentes tipos de
proteina (em especial fazendo uso de procedimentos computacionais) e validagao dessas
modelagens. A bibliografia de SAXS em portugués sobre metodologias de analise é es-
cassa e este trabalho pode ter utilidade como referéncia tanto para novos usudrios da
técnica quanto para atualizacao dos conhecimentos de ja iniciados. As metodologias de
analise apresentadas foram aplicadas para o estudo de proteinas chaperonas em solucao
das familias Hsp70, incluindo o fator de troca de nucleotideo GrpE-L1, e Hsp90.

Foi mostrado que as Hsp70 humanas de citoplasma (Hsp70-1A e Hsc70) e reticulo
endoplasmatico (Bip) se apresentam como monomeros em solu¢ao e sdo bem enoveladas,
mostrando alta similaridade estrutural entre si, indicando que as diferentes especificidades
de proteinas-cliente e funcionalidade de cada uma se deve a variacoes estruturais mais sutis,
a ponto de nao poderem ser observadas por SAXS. As topologias obtidas indicam potenciais
desvios com relagao a resultados anteriores de DnaK (Hsp70 de E. coli) e Hsc70 bovina
ligados a ADP, que deveriam, de acordo com o atual modelo, coincidir com a estrutura
livre em solucao. Por conta da maior razao sinal-ruido, a Bip foi escolhida como modelo
de Hsp70 humana para analises posteriores. Foi possivel fazer modelagem de corpo-rigido
juntamente com metodologia ab initio e de ensemble. Os modelos ab initio e de corpo
rigido, este tultimo feito utilizando estruturas parciais de cada dominio, se ajustaram aos

dados experimentais sem desvios sistematicos. O estudo de ensemble nao se ajustou aos
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dados apesar de ja apontar uma estrutura mais rigida. Isso mostrou que o modelo atual de
Hsp70 livre em solugao, elaborado a partir de estudos com Dnak, de grau de flexibilidade
mais elevado, nao foi observado por SAXS fazendo uso de estruturas conhecidas, indicando
que, possivelmente, flexibilidade entre os dominios nao tem um papel tao dominante em
humanos. Mais estudos podem ser feitos comparando as variacoes de conformacao para
membros de Hsp70 humana na ligagao de diferentes nucleotideos para avaliar mais as fundo
a validade do modelo proposto a partir da Dnak.

As GrpE-L1 de humanos foram medidas em diferentes condigoes de solvente e foi consta-
tado em todos os meios que se trata de uma proteina bastante elongada e com significativo
grau de desordem. As reconstrugoes ab initio resultaram em estrutura média de aspecto
comparavel a obtida por cristalografia para Thermus thermophilus, porém a curva tedrica
calculada para esta estrutura nao descreveu bem os dados, indicando que trata-se, de fato,
de uma estrutura média dentro de um ensemble de conformacoes possiveis. Nao foi consta-
tada compactacao estrutural apreciavel em presenca de meio que quebra pontes dissulfeto
com relacao a meios de formacao dessas ligacoes, podendo indicar que em humanos essas
ligacoes nao sao o unico fator para a manutencao da estrutura de a-hélices paralelas entre
as cadeias.

As AaHsp90 nao mostraram variacao estrutural apreciavel na resolugao acessivel por
SAXS quando ligada a diferentes nucleotideos de adenosina, e apresentaram baixa flexibili-
dade estrutural e perfil altamente elongado, porém foi possivel modelar os dados por meio
de simulagoes de corpo-rigido utilizando estruturas cristalogréaficas parciais para diferentes
dominios e de procedimento ab initio com resultados de ajuste similares. Ambas as me-
todologias reproduziram o perfil elongado observado pela funcao de distribuicao de pares.
Os resultados apresentam contraste com estudo anterior feito com LbHsp90, que apresenta
flexibilidade conformacional quando livre em solucao, e, por outro lado, tracos em comum
com estudos publicados de Hsp90 humana, que mostra caracteristicas estruturais similares
a AaHsp90 e dependéncia de co-chaperonas e proteinas-cliente para aumento nas taxas de
hidrolise de ATP. Esses resultados podem indicar que as Hsp90 de eucariotos apresentam,
dependendo do espécie, uma estrutura mais ou menos maleavel na ligacao a nucleotideos
de adenosina e, portanto, maior ou menor dependéncia da agao de co-chaperonas ou de
interacoes com proteinas-cliente para que seja alcancada a conformagao necesséaria para o

desempenho de sua fungao biolédgica.
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Este trabalho ilustra o amplo leque de metodologias de analise disponivel e o potencial
da técnica de SAXS para o estudo de proteinas em solucao em conjunto com outras me-
todologias de obtengao de estruturas a fim de que se obtenha um retrato mais detalhado

sobre o funcionamento dessas macromoléculas nos processos bioldgicos.
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Apéndices






Apéndice A
Demonstracoes das leis de Guinier e Porod

O primeiro passo consiste na aproximacao do seno em uma série de Maclaurin em torno

de a (Svergun et al} 2013), dada por

sen(z) = sen(a) + coiga) (x —a) 5 (x —a)? T(x —a)* +O(gr*). (A1)

Por simplificagao, trabalharemos com a aproximagao em angulos muito baixos, e os termos
seno sao muito pequenos, e também deixaremos a série truncada no segundo termo nao-
nulo (no caso, o cibico) pois, uma vez que trabalha-se em angulos muito baixos em SAXS,
o termo quéartico torna-se desprezivel rapidamente. Assim, ficaremos com

1

sen(qr) ~ qr — a(qr)?’. (A.2)

Voltando a equacao de Debye:

I(q) ~ 47r/0 " p(r) ! (qr + (qg)3>dr, (A.3)

ar

da qual, simplificando os termos com ¢r ficamos com

I(q) =~ 47r</0 mamp(r)dr + %2/0 " r2p(7’)dr>, (A.4)

max

obtendo, ao deixar 47 fOD p(r)dr em evidéncia,

[ e
I(q) ~ 1- L Jo , (A.5)
3 Dmax
2/0 p(r)dr
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onde, como j4 visto, os termos correspondem em verde a I(0) e em amarelo a RS. Fazendo

as devidas substituigoes ficamos com

I(q) ~ 1(0) (1 — %cf). (A.6)

H& mais um passo possivel de ser feito: lembrando da série de Taylor de e*, dada por

T A
exp(x):1+$+§+§+0(as ), (A.7)
R2
é possivel encaixar o termo de I(g) entre paréntesis fazendo que = = —?ng, nos deixando

com uma intensidade de espalhamento que decai exponencialmente de acordo com

RQ
1(g) =~ I(0) exp [ - (3) q2] , (A8)
que ¢ a ler de Guinier. Essa expressao pode tomar uma forma mais pratica tomando o In

de ambos os lados, resultando

2

InI(q) =1n I(0) — %QQ, (A.9)

que é a expressao que baseia as andlises por meio de linearizages de graficos de In I(q) vs

¢

A deducao da lei de Porod baseia-se na assuncao da existéncia de duas fases em
solucao. Para um modelo de duas fases ideal, ou seja, com dois valores fixos para densidade
eletronica p; e pg, cada um ocupando as respectivas fragoes volumétricas ¢; e oo = 1—¢1, a
densidade eletronica média (p) é dada por (p) = ¢1p1+P2ps. Desse modo, seja Ap = py—pa,

as flutuacoes com relacao a densidade média sao dadas por

m=p1—{p)
= p1— (191 + d2p2)
= p1 = [¢1p1 + (1 = ¢1)p2]
= (1= ¢1)(p1 — p2),

e, portanto,

T = ¢2Ap. (A.10)
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Analogamente,

N2 = —¢1Ap, (A.11)
e, desse modo, definindo An = 1, — 1y e fazendo as respectivas substituicoes, tem-se que
An = Ap.

Para a deducao da lei de Porod (Roe, 2000) pode-se subdividir um elemento de volume
da amostra em duas fases: uma com densidade p; (de volume ¢;V') e outra com densidade
p2 (de volume ¢oV'). Cada fase pode, por sua vez, ser subdividida em regiao de bulk (B) e
de superficie (S), definindo as quatro regides para descrigdo do elemento de volume: 1B, 18,
2B e 2S. Assim, a fase 1 é dividida em uma parte superficial de volume Sr e uma de bulk
com volume ¢,V — Sr, com o mesmo ocorrendo para a fase 2 (analogamente, com volume
de bulk ¢,V — Sr), onde S é a drea superficial entre ambas as fases. Dados dois vetores de
posicao arbitrarios e , a espessura das regioes de superficie é dada por r = |7:7 — |eé
tomada como sendo muito menor que o menor raio de curvatura da superficie que delimita
ambas as fases. Para um sistema constituido somente por proteinas, uma fase se refere a
proteina contida no volume e outra, ao solvente. A Figura ilustra as quatro regioes

descritas.

28 .- phase 2

Figura A.1: Divisao de um elemento de volume da amostra em fases, sendo 1 referente a particula e 2
referente ao meio. B e § indicam duas subregioes de cada fase, sendo bulk e superficie com espessura r,
respectivamente (Roe, 2000).

Para esta dedugao nao é necessario que a funcao 7(r) seja normalizada, de modo que

podemos generalizé-la por uma fungao I'(r) tal que
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o) = % (A.12)

sendo, portanto, I'(0) um fator de normalizagdo. Também pode-se escrever que I'(r) =
V{n(r"n(r")). Considerando a divisio em quatro regides, pode-se fazer a decomposicio
VI(r) = Vipl'ip(r) + VisTis(r) + VasTas(r) + VapTap(r).

Dado que r ¢é suficientemente pequeno, para um 7 na regiao 1B temos que, necessari-
amente, 1 pertence ou & regiio 1B ou & 1S. Dessa forma os valores de n(r') e n(r") serdo

iguais. Assim, fica-se com

Lig(r) = (61V — Sr)ni, (A.13)

e, analogamente,

Lop(r) = (¢2V — Sr)ns. (A.14)

Quando tratando regides de superficie a questao fica um pouco mais complexa. Ha de
se considerar o caso em que " estd em uma fase e 7’ em outra. Seja F;; a probabilidade

média de r” estar na fase i e 7" na fase j tem-se que, para ¢ # j

Lis(r) = Sr(1; Pi + min; Pyj), (A.15)

e, assim, o problema se reduz a determinar as probabilidades. Como se trata de probabili-
dades, fixa-se P;; + P;; = 1. Imaginando uma esfera de raio r e distancia x entre seu centro
e a superficie entre as fases (Figura , pode-se inferir que para z = r tem-se P;; = 1 e
P;; = 0, com ambos os vetores estando na mesma fase. Para x = 0 as probabilidades sao
iguais, ou seja, P; = P;; = 1/2. Dessa maneira, em geral pode-se dizer que uma fracao
1/2(1 + z/r) da superficie da esfera estd na fase i e 1/2(1 — x/r) estd na j. Com essa

informagao pode-se calcular P; como

1 ("1 T 1 r2 3
P, = - —(1 — = — — | = - Al
i r/o 2( +r>dz 2r<r+27’) 1 (A-16)

e, portanto, P;; = 1/4. Dessa maneira ficamos com

3 1
[yg(r) = Sr (Zﬂﬁ + 21771772), (A.17)
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1 3
F25<7") = S?" (1771772 + ZU%) . <A18)

boundary

Figura A.2: Esquematizacao do método de determinacado das probabilidades P;; e Pj;. Imagina-se uma

esfera de raio r a uma distancia x da superficie e a partir dessa distancia as distancias sdo calculadas (Roe),
2000).

Assim, somando cada contribuicao temos que

Sr
D) = V(gun? + gord) — o (nf o m)

4
= V() - %(An)2 (A.19)
— ViR |1 - ié(@gi rl,

e, uma vez que o fator S/V tem dimensao de inverso de comprimento, pode-se definir um

comprimento [p tal que [p = 4(V/S)((n?)/(Ap)?) para simplificar a expressao, resultando

em

T(r) = V{n?) (1 . i). (A.20)

Ir

Para r << [p pode-se aproximar a funcao em série de Taylor como

L(r) =V{n*) exp( — —>. (A.21)

O tltimo passo consiste no célculo da intensidade a partir da I'(r). Desse modo, como

I'(r) é basicamente a y(r), tem-se que
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/47rV e:vp( L>r2wdr
lp qr
13 (A.22)
Vin > 8T

(1+82)”

de modo que, para ¢ — 0o, tem-se

87V (n*)
I A.23
com a lei de Porod tendo a forma mais reconhecida como
21rS(Ap)?
I(q) — —;4 0) , (A.24)

com algumas variagoes sendo representada em fungao de grandezas como razao S/V e I(0)
(Rambo e Tainer, 2011).

O formalismo acima é desenvolvido a partir da assungao de que a superficie entre as fases
¢ bem definida, e, portanto, a lei s6 vale para proteinas bem enoveladas, pois quando se
trata de uma cadeia muito flexivel, a superficie vista por SAXS nao é tao bem delimitada
por se tratar de uma estrutura média, e isso faz com que a lei nao consiga descrever o
espalhamento para este tipo de particula a angulos mais altos (para uma melhor descrigao

desses casos deve-se utilizar modelos de polidispersao).



Apéndice B

Obtencao dos maximos dos graficos de Kratky

adimensional e GPA

H4 dois casos extremos para mostrar no caso do Kratky adimensional: o de proteinas
perfeitamente globulares e de proteinas de cadeia aleatéria. Para o primeiro caso basta
multiplicar ambos os lados por (¢R,)?/I(0) para permitir encontrar o méximo do gréfico

de Kratky adimensional. Multiplicando, tem-se que

%%=OWJ%W{—<§)f} (B.1)

portanto, encontrando o ponto extremo

(ng)2

2(qR,)exp [R?;cﬁ] + (qRy,)? exp [ - (%Z)cf} (— QqTRQ> =0, (B.2)
2(qR,) exp { — (R;’) q2] (1 — %Ji)f?) =0, (B.3)
qR, = V3. (B.4)

Para esse valor na abscissa tem-se (¢R,)?I(q)/I(0) =~ 1.1. O segundo caso apresenta
um plateau de (g)/1(0) — 2 para valores maiores de ¢R,.

Para encontrar a expressao utilizada para a GPA, multiplica-se ambos os lados da lei
de Guinier por ¢:

R,

quwznmJEwﬁ—(E)f} (B.5)
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Para encontrar o méaximo, basta derivar e igualar a zero para encontrar os pontos

extremos.

diq{f(o)\/?exp{— <R?3> (f} } —0, (B.6)

I(0) exp { — (R;’) qﬂ (1 - 2%3(;2) =0, (B.7)

ou, mais simplesmente

qR, ~ 1.22. (B.10)



Apeéndice C

Critérios perceptuais do GNOM obtidos

Neste apéndice constam os critérios calculados pelo GNOM nos ajustes feitos para a

obtengao das fungoes p(r) de cada amostra.

Hsp70-1A | Hsc70 | Bip Ideal

Q@ 204.2 20.68 120.0 -
DISCRP 4.854 0.987 | 2.965 | 0.700
OSCILL 1.236 1.250 1.319 | 1.100
STABIL 0.014 0.013 | 0.012 | 0.000
SYSDEV 0.828 0.831 0.870 | 1.000
POSITV 1.000 1.000 1.000 | 1.000
VALCEN 0.887 0.725 | 0.870 | 0.950
SMOOTH 1.248 0.711 0.533 | 0.000
ESTIMATE | 0.6129 |0.6596 | 0.6634 | 1.000

Tabela C.1 - Valores dos critérios do GNOM para a avaliagdo das p(r) geradas.

Tampao | f-mercaptoetanol | H,O, | Ideal

e} 63.9 35.2 50.8 -
DISCRP 2.146 2.607 2410 | 0.700
OSCILL 1.561 1.617 1.605 | 1.100
STABIL 0.013 0.017 0.019 | 0.000
SYSDEV 0.782 0.640 0.730 | 1.000
POSITV 1.000 1.000 1.000 | 1.000
VALCEN 0.755 0.730 0.742 | 0.950
SMOOTH 0.572 0.068 0.128 | 0.000
ESTIMATE | 0.4777 0.4915 0.4947 | 1.000

Tabela C.2 - Critérios do GNOM para as p(r) encontradas da GrpE-L1.
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Apo | AMP | ADP | ATP~S | Ideal
! 36.2 304.2 58.3 49.7 -

DISCRP 1.669 | 2.183 | 1.445 1.895 | 0.700
OSCILL 1.502 1.638 1.631 1.725 1.100
STABIL 0.009 | 0.011 | 0.012 0.012 | 0.000
SYSDEV 0.784 | 0.628 | 0.688 0.693 | 1.000
POSITV 1.000 | 1.000 | 1.000 1.000 | 1.000
VALCEN 0.782 | 0.744 | 0.762 0.741 | 0.950
SMOOTH 0.981 | 0.711 | 0.418 0.161 | 0.000
ESTIMATE | 0.4789 | 0.4321 | 0.4651 | 0.4589 | 1.000

Tabela C.3 - Critérios perceptuais do GNOM para avaliacao das p(r) geradas para os conjuntos de dados
da AaHsp90.
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