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Resumo

Neste trabalho é utilizado a estrutura molecular do virus Chikungunya, mais precisamente a
proteina ndo estrutural 2 (CHIKV nsP2), uma proteina multifuncional essencial para a
replicacdo viral do virus Chikungunya, como modelo para o uso da técnica de espalhamento de
raios-X a baixo angulo (SAXS) e para melhor entendimento de como o pacote de andlise
ATSAS pode impactar em uma analise sobre flexibilidade macromolecular. A CHIKV nsp2
possui uma regido flexivel em sua estrutura molecular, caracterizando fungdes especificas muito
importantes, proporcionando adequacao e conformacdo estrutural em determinadas situacdes
de ligacdo e formacdo de complexos. Utilizando a ferramenta BUNCH reconstruiu-se a
estrutura da solucdo de nsP2 com base nas estruturas cristalinas de nsP2h e nsP2p. O método
de otimizacdo de conjuntos (ensemble optimization method - EOM) permitiu a formulacéo de
possiveis modelos estruturais da CHIKV nsp2 coerentes com a sequéncia de aminoacidos de
suas regides flexiveis e desordenadas, remetendo a uma previsdo confidvel do comportamento
desses componentes em solucdo, atuando em suas funcées especificas, possibilitando um estudo

adequado e completo das caracteristicas que conduzem seu rendimento funcional.

Palavras-Chave: SAXS. proteinas flexiveis. nsp2. flexibilidade macromolecular.



Abstract

In this work, the molecular structure of the Chikungunya virus, more precisely the non-
structural protein 2 (CHIKV nsP2), a multifunctional protein essential for the viral replication
of the Chikungunya virus, is used as a model for the use of the Small-angle X-ray Scattering
technique and to better understand how the Data analysis software ATSAS can impact an
analysis of macromolecular flexibility. CHIKV nsp2 has a flexible region in its molecular
structure, characterizing very important specific functions, providing conformity and structural
conformation in certain binding situations and complex formation. Using the BUNCH tool, the
structure of the nsP2 solution was reconstructed based on the crystalline structures of nsP2h and
nsP2p. The ensemble optimization method (EOM) allowed the formulation of possible
embedded models of CHIKV nsp2 consistent with the amino acid sequence of its flexible and
disordered regions, leading to a reliable prediction of the behavior of these components in
solution, their functions specific, providing an adequate and complete study of the

characteristics that lead to its functional performance.

Keywords: SAXS. flexible proteins. nsp2. macromolecular flexibility.
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1. Introducéo

Muitas das proteinas possuem nelas regides flexiveis que apresentam funcgdes
especificas, manifestando adaptaces e variabilidades que somente os complexos flexiveis
podem manifestar. Atualmente, estudos sdo realizados para entender e eventualmente prever o
comportamento de uma proteina flexivel.

Conseguir determinar a estrutura terciaria e quaternaria das proteinas em solucéo é um
passo importante na caracterizacdo completa de uma proteina. Utilizando espalhamento de
raios-X a baixo angulo (small angle X-ray scattering - SAXS), é possivel estudar
detalhadamente a estrutura geral das proteinas. A determinacdo direta do envelope molecular, a
predicdo de estruturas quaternarias em oligbmeros, a verificacdo de transicdes conformacionais
que ocorrem por interacdo com ligantes, assim como, a visualizacdo de processos de
enovelamento e desenovelamento protéico (SVERGUN et al., 2003) podem ser realizadas com
SAXS (SVERGUN et al., 1996) (ARES et al., 2018). Também é possivel analisar a flexibilidade
macromolecular em solucdo através de analises como a andlise de Kratky, Porod-Debye
(RAMBO et.al., 2011), das ferramentas ensemble optimization method (EOM) (TRIA et.al.,
2015), BUNCH (PETOUKHOV et.al, 2005) e SAXS REFinement through FLEXibility
(SREFLEX) (PANJKOVICH & SVERGUN, 2016).

1.1. Flexibilidade de uma proteina

A flexibilidade em larga escala dentro de uma proteina multidominio desempenha um
papel importante em sua funcédo bioldgica. Por exemplo, uma proteina de multiplos dominios
consiste em dois ou mais dominios conectados por ligantes flexiveis (EKMAN et al., 2005)
(LEVITT, 2009) que determinam a extensdo dos movimentos entre dominios e, além disso,
levam a transi¢Oes conformacionais funcionalmente relevantes em larga escala. A determinagéo
da estrutura dos ligantes flexiveis contendo proteinas de multiplos dominios ¢é
experimentalmente dificil. Pode ser bastante desafiador usar a cristalografia de raios X para
resolver uma estrutura com multiplas conformacgfes, uma vez que esta metodologia é mais
aplicavel a uma proteina bem dobrada com um Unico estado dominante (EKMAN et al., 2005)
(LEVITT, 2009).

A cristalografia, técnica consolidada para estudo estrutural de proteinas, ndo é capaz de
analisar as regides desordenadas pois ndo é realizada com a proteina em solucéo e, portanto, €
capaz apenas de detectar tais regides flexiveis pela indicacdo da auséncia de densidade
eletronica nesses locais da estrutura proteica (DYSON & WRIGHT, 2005).
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As regides flexiveis encontradas em proteinas intrinsecamente desordenadas funcionam, muitas
vezes, para transcricdo em estado ativo da proteina, e podem ser classificadas segundo a
composicdo e disposicdo dos aminodcidos. Estudos de genomas completos apontam que
proteinas com regides estruturais flexiveis sdo predominantes em organismos mais complexos,
e a quantidade dessas proteinas nos organismos € totalmente proporcional com o grau de
complexidade genémica dos mesmos. Além disso, o estudo aprofundado do banco de dados
indica uma correlagdo evidente entre a repeticdo de regiGes estruturais e proteinas
intrinsecamente ndo estruturadas, demonstrando uma provavel evolugdo por expansao repetida.

Além disso, sdo muitas as proteinas modulares eucaridticas que possuem dominios
globulares independentes conectados por uma regido flexivel, que variam em comprimento e
composicdo de aminoacidos polares, 0s quais retém uma tendéncia a maiores extensdes dessa
regido conectora dos globulos. Proteinas de regides flexiveis mais curtas podem ser encontradas
em bactérias com funcéo reguladora.

A regido flexivel das proteinas modulares assume a funcéo principal de "liberar" os
dominios conectados para realizar uma ligagdo que demanda adequagdo ou reformulacdo
estrutural para ser concretizada. Estudos recentes também evidenciam a presenga de proteinas
modulares em associa¢Ges com outras proteinas e com moléculas de RNA, demonstrando uma
possivel funcdo de reconhecimento e preparacio para outra ligacdo. E valido ressaltar também
que varias proteinas intrinsecamente desordenadas passam por estados semi-ordenados, de
acordo com a ligacdo que seré realizado, e a sequéncia de aminoécidos da regido flexivel pode
proporciona certa previsao sobre possiveis posi¢es e formatos de sua parte desordenada
(DYSON & WRIGHT, 2005).

Recentemente os estudos na area de proteinas intrinsecamente desordenadas tém
avancado atraves de técnicas que permitem a observagdo do comportamento da flexibilidade
dessas proteinas modulares em solugdo. Nesse sentido, SAXS vém sendo utilizado como uma
importante técnica na caracteriza¢do desses complexos sistemas biologicos.

1.2. Espalhamento de raios-X a baixo angulo.

O espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS) é muito utilizado para analise das
informagdes estruturais de heterogeneidades de densidade eletrbnica com dimensdes
caracteristicas de 1 a 100 nm (GLATTER & KRATKY, 1982). Com ela é possivel obter
informacdes como raio de giro, volume, superficie molecular e estado de oligomerizagédo
(SVERGUN & STUHRMANN, 1991). Abordagens teoéricas e computacionais foram
desenvolvidas para o tratamento e interpretacdo de dados de SAXS, permitindo uma andlise
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detalhada da estrutura global de proteinas (FRANKE et al., 2017), a predicdo de estruturas
quaternarias (SVERGUN et al., 1998) (ARES et al., 2018), a verificacdo de possiveis diferencas
entre as estruturas no seu estado cristalino e em solugéo, assim como a determinacdo relativa
dos dominios de proteinas.

A técnica vem demonstrando muita validade de analise por tratar de informacdes dos
sistemas em solucdo, sem a necessidade de cristalografia (apenas como referéncia para a geragédo
de possiveis modelos) e sem restri¢des exigentes de tamanho. Nos experimentos realizados com
0 uso de SAXS, as proteinas sdo colocadas em solugcdo-tampéo e expostas a raios-X de alto
fluxo (exposicdo em fluxo minimiza danos por radiacao as proteinas) num intervalo de tempo
muito curto, milissegundos. Desse modo, o espalhamento ocasionado pela proteina é
"subtraido” do espalhamento total considerando a solucdo tampao, e a propria analise de uma
média de espalhamento por parte das particulas de proteina permite qualificar a ordem ou
desordem estrutural das mesmas (MALABY et.al., 2015).

De uma maneira geral, o espalhamento consiste de um feixe de raios-X, que incide
inicialmente num monocromador, definindo seu comprimento de onda. O feixe atravessa entéo
um sistema de colimacéo e atinge a amostra. Com isso, ocorre um espalhamento dessa solucéo
atingida e os fotons de raios-X atingem um detector, que pode ser uma placa de imagem ou um

detector eletrdnico (Figura 1).

Detector

VAL ERLLLLLLLLLLEL L LLLLLL,

Monocromador //, S
/ (g
Fonte de RX —g@ﬁfry&%ﬁ% 7 20 2 q
Feixe de RX o GIIITTITIIII I 777 rrrssd s
elxe o8 Sistema de ;
i Porta amostra ;
policromatico Colimagao l
58 E Caminho de Vécuo
i Beam stopper

Sistema em baixa pressao

Figura 1: Esquema da linha de SAXS do Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron. (ITRI et al.,
2015)

1.2.1. Vetor de Espalhamento (q)
O vetor de espalhamento (q) € a diferenca vetorial entre o feixe de raios-X que surge da
amostra, mas ndo interage com ela, sendo o feixe de raios X que € espalhado para e atinge o

detector em um determinada posigéo (Figura 2) (ITRI et. al. 2015).



16

| O T T PR R R AN

RX incidente: k;,

RX evanescente : Kk, ¢

Porta-amostra

Figura 2: Esquema do vetor de espalhamento q (ITRI et. al. 2015).

1.2.2. Intensidade de Espalhamento I(q)

A intensidade de espalhamento 1(q) produzida por um material € uma funcéo do angulo
de espalhamento e do vetor de espalhamento (q), e suas caracteristicas estdo relacionadas a
densidade eletronica p(r) por uma transformada de Fourier. (A. CRAIEVICH, 2005).
1.2.3. Kratky

As curvas visualizadas no grafico de Kratky (intensidade de espalhamento 1(q) * vetor
de espalhamento (q)? versus vetor de espalhamento (g)), mostrado na Figura 3, apresentam
informacgdes relevantes sobre a estrutura da proteina. A representacdo esperada de
macromoléculas globulares ndo desordenadas (maior rigidez) é a de um pico (como um sino)
decaindo em pequenas ondas ao longo da curva, remetendo ao comportamento assintético em
angulos de alta dispersdo, e a desconformidade dessa representacdo anuncia a provavel
desordem estrutural (maior flexibilidade) (RAMBO et.al., 2011) (HOPKINS et.al., 2017).
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Figura 3: Grafico de Kratky de um espalhamento de dados de dispersdo ilustrando mudancas
no comportamento da curva para uma pouco flexivel (esfera), particulas parcialmente flexiveis
(esfera com espiral aleatoria) e particulas completamente flexiveis (espiral aleatoria) (RAMBO
et.al., 2011).

Os gréficos de Kratky podem avaliar qualitativamente a flexibilidade e/ou grau de
desdobramento em amostras. As proteinas desdobradas (altamente flexiveis) devem ter um platé
no grafico de Kratky em ¢ alto, enquanto as proteinas globulares compactas terdo um pico em
forma de sino (Gaussiano). Uma proteina parcialmente desdobrada (flexivel) pode ter uma
combinacdo de forma de sino e platd, ou um platd que decai lentamente para zero, assim
indicado na Figura 3 (RAMBO et.al., 2011).

H& também uma funcéo de frequéncia de distancias no espaco-real das moléculas (p(r)),
calculada através de uma transformada inversa de Fourier da intensidade de espalhamento, 1(q).
Ocorrendo uma descaracterizacgao da curva da funcéo p(r) (forma de sino deslocado para direita
ou esquerda, dependendo das caracteristicas da forma das moléculas, mais alongadas ou de
forma mais globular), evidencia-se também a desordem estrutural da proteina analisada,
mostrada na Figura 4 (RAMBO et.al., 2011).
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Figura 4: Intensidades de espalhamento e funcdo de distribuicdo de pares p(r) para diferentes
objetos geométricos (SVERGUN et. al., 2003).

Dentre as ferramentas utilizadas em anélise através da técnica de SAXS destaca-se, para
0 estudo de proteinas intrinsecamente desordenadas, o programa EOM, inserido no pacote de
programas ATSAS, vem sendo uma estratégia pioneira na qualificacdo e demonstracdo
estrutural de proteinas modulares. O programa realiza a analise em trés etapas. Como a regido
flexivel proporciona infinitas possibilidades de conformagdo estrutural das moléculas, a
primeira etapa é responsavel por gerar inumeros possiveis modelos possiveis para 0s
aminoéacidos da regido flexivel em questdo. Na segunda etapa, realiza-se o calculo do perfil de
espalhamento de cada uma das conformac@es previamente geradas. Na terceira e Ultima etapa,
0 programa seleciona um conjunto de conformacBes que simbolizam varias outras
conformacfes muito "semelhantes” geradas na primeira etapa (¢ empregado um algoritmo
generico que compara os parametros calculados, como o raio de giro (Rg) e a dimensdo maxima
(Dmax) da particula), minimizando o nimero de possibilidades para anélise. Findadas as trés
etapas, a analise dispde de um conjunto de modelos estruturais provaveis para a proteina
intrinsecamente desordenada, 0 que remete a um aumento na precisdo de previsdo nos estudos
das proteinas modulares (TRIA et.al., 2015).
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2. Objetivos
2.1. Objetivo geral

Este trabalho tem como objetivo estudar e verificar como a técnica de SAXS e 0s
programas de analises podem auxiliar no estudo de proteinas que apresentam comportamentos
complexos devido a presenga de regides flexiveis e intrinsecamente desestruturadas em sua
sequéncia, para que eventualmente seja possivel prever o comportamento de uma proteina
flexivel.

2.2. Objetivos especificos

Utilizar SAXS para analisar a estrutura da proteina ndo estrutural 2 (nsP2), proteina que
desempenha varios papéis na replicacdo do RNA viral e nas intera¢des virus-hospedeiro (YEE-
SONG LAW et.al., 2021). O SAXS proporciona uma analise em cima de uma possivel
influéncia da regido desenovelada no comportamento da proteina em solucao.

Estudos estruturais de proteinas através de SAXS sdo de extrema importancia para uma
completa caracterizacdo biofisica de sistemas bioldgicos. Objetiva-se o0 estudo das bases teoricas
de SAXS, assim como a flexibilidade macromolecular, no qual visa-se compreender as novas
descobertas feitas a respeito de proteinas flexiveis. Como a técnica de SAXS é sensivel a
mudancas conformacionais e de flexibilidade, estudos preliminares de quantificacdo de
flexibilidade de uma proteina serdo realizados.

O projeto tem como foco de estudo a proteina do virus Chikungunya (CHIKV), referente
ao codigo SASDK82 (https://www.sasbdb.org/data/SASDK82) da plataforma Small Angle
Scattering Biological Data Bank (SASBDB).

2.3. Chikungunya e a proteina néo estrutural 2 (nsp2)

O virus da Chikungunya (CHIKV) é uma doenca viral transmitida pelos mosquitos
Aedes aegypti e Aedes albopictus.

A infeccdo por CHIKV geralmente causa febre, erupgdo cutdnea e poliartrite em
humanos (YEE-SONG LAW et.al, 2021). A nsP2 é a maior proteina alfa viral madura que
consiste em uma regido de helicase N-terminal (nsP2h) e uma regido de protease C-terminal
(nsP2p) conectada atraves de um ligante flexivel. A nsP2h exibe atividades de NTPase e RNA
trifosfatase (RTPase) essenciais para a replicacdo de RNA viral. As helicases séo alvos
promissores de drogas antivirais porque suas atividades enziméaticas sdo essenciais para a
replicacdo, transcricdo e traducdo do genoma viral. Neste caso, alguns inibidores também
mostraram diminuir a replicacao viral em culturas de células e modelos animais. A nsP2p exibe

atividade de uma regido de protease (enzimas que quebram ligacGes peptidicas entre 0s
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aminoacidos das proteinas) de cisteina C-terminal, que é responsavel pelo processamento de
poliproteinas ndo estruturais. Até 0 momento, estruturas cristalinas das regides N- e C-terminais
de CHIKV nsP2 foram relatadas (YEE-SONG LAW etal.,, 2021), mas a estrutura
tridimensional de nsP2 de comprimento total ainda ndo é conhecida.

Usando o método de espalhamento de raios-X de pequeno angulo (SAXS), determinou-
se que a nsP2 de comprimento total adota uma forma alongada por meio de um ligante
interdominio flexivel. Estudos mostram que o processo de replicagdo viral pode tolerar a delecdo
de um residuo ou a inser¢do de 10 residuos flexiveis na regido do ligante. A delecédo de trés ou
cinco residuos do ligante tornou-se letal para o virus, o que pode ser devido a defeitos no
processamento de poliproteinas e na montagem de complexos replicativos (YEE-SONG LAW
et.al., 2021).

3. Materiais e métodos

Os dados utilizados foram obtidos através do banco de dados SASBDB. A anélise de
Guinier do raio de giro foi conduzida usando a interface do programa Primus do pacote ATSAS
(KONAREV et.al., 2003). O ajuste dos dados experimentais e a avaliacdo da funcdo de
distribuicdo de pares de distancia (p(r)), foram conduzidos utilizando o programa Gnom
(SVERGUN, 1992). A anélise do peso molecular foi calculada a partir dos dados SAXS usando
0 webtool SAXSMoW 2.0 (FISCHER et.al., 2010) e o programa Crysol (SVERGUN et.al.,
1995) foi usado para simular o espalhamento e avaliar pardmetros estruturais a partir de
estruturas cristalogréficas.

Reconstruiu-se a estrutura da solucdo de nsP2 com base nas estruturas cristalinas de
nsP2h (residuos 1 a 463; PDB ID 6JIM) e nsP2p (residuos 471 a 791; PDB ID 4ZTB), utilizando
0 programa BUNCH, estrutura no qual utilizou-se de modelo (YEE-SONG LAW et,al, 2021).
A modelagem de conjuntos para proteinas flexiveis e o ajuste da curva experimental foram
conduzidos usando 0 método de otimizacéo de conjuntos em sua versao 2.0 (EOM 2.0) (TRIA
et.al., 2015).

3.1. EOM

O programa ensemble optimization method (EOM) é um programa que ajusta a curva
experimental de SAXS com a curva de espalhamento tedrica de um conjunto de possiveis
conformacbes de uma mesma proteina, gerando modelos estruturais baseados nas mais
provaveis estruturas e parametros para uma proteina flexivel em solucdo (TRIA et.al., 2015).
EOM é um programa que ajusta uma intensidade de espalhamento tedrica média derivada de

um conjunto de conformacdes para dados SAXS experimentais.
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E uma abordagem popular para descrever dados de espalhamento de raios-X de pequeno
angulo (SAXS) de proteinas altamente desordenadas. O algoritmo EOM seleciona subconjuntos
de estados coexistentes de grandes conjuntos de conformacdes aleatdrias para ajustar os dados
SAXS. O objetivo de utilizar o EOM € criar modelos semelhantes para que possam ser
analisados e assim, tentar prever o tipo de comportamento que a flexibilidade da proteina pode
exercer (SAGAR, A et.al., 2021).

3.2. BUNCH

Realiza modelagem de proteinas de multiplos dominios contra dados SAXS usando um
corpo rigido combinado e abordagem de modelagem ab initio, permite a determinagdo da
estrutura de dominio tridimensional de proteinas com base em varios conjuntos de dados de
espalhamento de mutantes de exclusdo quando a(s) estrutura(s) de dominios individuais estao
disponiveis (PETOUKHOV et.al., 2005).

O programa € principalmente orientado para proteinas de cadeia simples ou grupos
simétricos com porc¢éo assimétrica contendo uma cadeia polipeptidica. A principio, o programa
BUNCH também pode ser usado para modelar complexos macromoleculares consistindo em
varias subunidades quando nem todas as estruturas de subunidades sdo conhecidas. Nesse caso,
ndo apenas o loop ausente dentro de uma Unica subunidade pode ser reconstruido, mas também
a forma da subunidade ausente pode ser recuperada. Como os ligantes sdo frequentemente
fortemente hidratados, foi adicionada ao BUNCH a possibilidade de aumentar a amplitude da
porcdo de residuos de Dummins residuos representando loops ausentes em até 50%, o que
permite que a agua de ligacdo seja levada em consideracdo (PETOUKHQV et.al., 2005).

As configuracdes dos loops fornecidos pelo BUNCH refletem a conformacdo média
(geralmente flexivel) dos loops e podem ser efetivamente usadas como um indicador do volume
ocupado pelos loops, em vez de sua representacdo da verdadeira estrutura terciaria
(PETOUKHOV et.al., 2005).

3.3. SREFLEX

O programa SREFLEX usa anélise de modo normal (NMA) no espaco cartesiano para
estimar a flexibilidade de modelos de biomacromoléculas de alta resolucdo e melhorar sua
concordancia com dados experimentais de raios-X de baixo angulo e espalhamento de néutrons
(SAXS e SANS).

O método comeca com uma certa conformacao estrutural e um perfil SAS (small-angle
scattering) correspondente que € relativamente inconsistente. A estrutura é automaticamente

dividida em pseudo dominios com base na entrada do usuario ou na dindmica de proteinas
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prevista pela NMA. O algoritmo funciona em camadas, primeiro detectando grandes rearranjos
seguidos por movimentos menores e mais localizados.

A saida consiste em um conjunto de modelos estruturais representando possiveis
mudancgas conformacionais que melhoram a consisténcia com o perfil experimental do SAS
(PANJKOVICH & SVERGUN, 2016).

4. Resultados e discussoes

Para compreender os programas de andlise de SAXS, o estudo foi baseado na
reconstrucdo da estrutura da solucdo de nsP2 com base nas estruturas cristalinas de nsP2h e
nsP2p utilizando a ferramenta BUNCH. A analise de Guinier do raio de giro foi conduzida
usando a interface do programa Primus do pacote ATSAS (KONAREV et.al., 2003).

Parametros estruturais obtidos por SAXS da CHIKYV nsp2 foram calculados pelo ajuste
linear Guinier e através da funcéo p(r). O raio de giro (Rq) da nsP2 foi de 39.113 A (Figura 5;
Tabela 1), e a dimensdo maxima da particula (Dmax) foi de 123,3 A (Figura 5; Tabela 1). O perfil
da p(r) da nsP2 atingiu o seu pico mais alto em aproximadamente 33 A (Tabela 1), seguido por
uma cauda longa estendida com um alto valor de r, sugerindo que a nsP2 adota uma
conformacéo alongada e parcialmente dobrada em solucdo. Através do grafico de Kratky da
nsP2, obtido utilizando a webtool SAXS MoW 2.0 (FISCHER et.al., 2010) (Figura 6), viu-se
um pico em um valor de r mais baixo, seguido por uma descida lenta para a linha de base,
indicando que em solucdo, o nsP2 de comprimento total é flexivel.

O BUNCH pode, em principio, ser usado para a modelagem de complexos
macromoleculares constituidos por varias subunidades, quando nem todas as estruturas das
subunidades séo conhecidas. Portanto, reconstruiu-se a estrutura da solugdo de nsP2 com base
nas estruturas cristalinas de nsP2h (residuos 1 a 463; PDB ID 6JIM) e nsP2p (residuos 471 a
791; PDB ID 4ZTB) usando BUNCH. O ligante ausente, ndo conhecido, entre os residuos 464
a 470, foi representado como residuos ficticios, gerados pelo préprio BUNCH (YEE-SONG
LAW et.al., 2021).

O ajuste estrutural calculado a partir do modelo BUNCH esta em forte concordancia

com os dados experimentais (Figura 5).figura
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Figura 5: Ajuste do BUNCH (linha azul claro) com os dados experimentais (circulos abertos).
Funcdo dos pares de distribuicdo de distancia (p(r)) inserto a esquerda.

Tabela 1: Pardmetros de analise SAXS de nsP2.

Modelo Rg Dmax Pico da p(r) Massa Mol.
SASDK82 39,2 A 122 A 32 A 90 kDa
Reconstrucéo 39,113A 123,3 A 33A 95.0 kDa

Com a analise do gréafico de Kratky (Figura 6), percebe-se em solugdo uma molécula
com perfil flexivel.
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Kratky plot
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Figura 6: Gréafico de Kratky de um espalhamento de dados de dispersdo ilustrando um
comportamento da curva de uma proteina parcialmente flexivel.

Através dos valores obtidos na reconstrucdo da estrutura feita com a ferramenta
BUNCH, comparando-os com os parametros depositados no banco de dados da proteina da
CHIKV nsp2 (Tabela 1) (SASDKS82 - https://www.sasbdb.org/data/SASDK82/), consegue-se
ver forte concordancia entre os resultados alcancados.

Utilizou-se o programa EOM a fim de buscar modelos possiveis para a molécula em
questdo, gerando uma série de modelos e filtrando os modelos que com mais frequéncia
apareciam, retirando assim os quatro modelos que mais se assemelham com os parametros
fornecidos da CHIKYV nsp2.

A partir do conjunto dos quatro modelos gerou-se uma curva de espalhamento, no qual
foi visto uma 6tima conformacao, tornando os dados obtidos mais proximos da realidade (Figura
7; Tabela 2). Foram feitos ajustes dos dados experimentais obtendo a quantidade de vezes, em
porcentagem, dos modelos mais frequentes, assim como 0s parametros estruturais (Figura 8 e

Figura 9), mostrados na Tabela 2.
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Figura 7: Ajuste do EOM propondo quatro conformacgfes coexistentes em solucdo (linha
vermelha) com os dados experimentais (circulos abertos).
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Figura 8: Pool de modelos gerados aleatoriamente pelo EOM (barras cinzas) e frequéncia das
conformacBes mais provaveis de raio de giro da CHIKV nsp2 em solugéo (linha cheia + pontos).
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Figura 9: Pool de modelos gerados aleatoriamente pelo EOM (barras cinzas) e frequéncia das

conformagBes mais provaveis de diametro maximo da CHIKV nsp2 em solucdo (linha cheia +
pontos).

Tabela 2: Parametros estruturais das quatro conformacdes mais provaveis utilizadas para
descrever os dados da CHIKYV nsp2.

Modelo Rg Dmax Frequéncia (%)
1 37,57 120,42 43%
2 33,12 110,38 29%
3 35,26 120,2 14%
4 38,26 120,54 14%

Por fim, utilizou-se o programa SREFLEX para refinamento da curva reconstruida.
Inicialmente sdo gerados cinco modelos, uma curva de espalhamento (Figura 10) e 0s
parametros adquiridos, que estdo destacados na Tabela 3.
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Figura 10: Ajuste do SREFLEX propondo cinco refinamentos (linha azul) com os dados

experimentais (circulos abertos).

Tabela 3: Parametros estruturais das cinco conformacdes refinadas da CHIKV nsp2.

Modelo Chi2 Rg
1 3,78 37,44 A
2 3,87 37,04 A
3 4,07 37,86 A
4 41 36,88 A
5 4,16 37,64 A
SASDKS82 4,03 38,2 A

Quando se tem um modelo completo que ndo concorda com os dados SAXS, pode-se
usar 0 SREFLEX, que usa a analise de modo normal (NMA) para classificar e alterar o modelo
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de maneira flexivel até que ele se ajuste aos dados. O SREFLEX fornece varios modelos e os
respectivos ajustes aos dados. Também temos com detalhes qual o0 modelo possui conflitos e
qual o modelo que se ajusta melhor. Entretanto, 0 SREFLEX funciona apenas para proteinas e
funciona melhor com proteinas menores, ndo suportando simetria. Além disso, deve-se ter o
modelo inicial que representa a proteina em sua forma completa.

Foi visto que atraves do uso do SREFLEX, obteve-se um Chi2 melhor do que o modelo
inicial, mas demonstra-se uma curva ndo concordante com o experimental, mostrando que neste
caso 0 SREFLEX ndo se enquadra bem, isso se da pois a proteina se apresenta em sua forma
reconstruida e ndo em sua forma completa, que é o foco do programa SREFLEX.

Nesses casos, 0 SREFLEX pode melhorar um pouco a consisténcia do perfil SAXS, mas
ndo se espera encontrar uma solucdo adequada. No entanto, ndo € uma limitacdo do SREFLEX,
mas sim uma limitacdo inerente das abordagens de refinamento baseadas em SAXS.

A abordagem apresentada neste trabalho visa auxiliar nos casos em que apenas um
estado conformacional é conhecido da estrutura ou modelo cristalografico e este modelo nao
corresponde aos dados SAXS correspondentes. Assim, 0 SREFLEX apresenta estruturas
cristalograficas e dados experimentais SAXS em relativo desacordo.

5. Concluséo

Feitos tais estudos, percebe-se que através das analises de SAXS é possivel analisar e
entender o comportamento de uma estrutura flexivel em solu¢do. Com os modelos do EOM viu-
se uma forma de prever o posicionamento e 0 comportamento da nsp2 em solucdo. Através dos
modelos cristalograficos, gerados pelo EOM, foi possivel perceber uma néo interecdo entre as
estruturas nsP2p e nsP2h, demonstrando que o ligante interdominio flexivel é o maior
responsavel pela replicacéo viral.

Em resumo, a compreensdo do papel da flexibilidade de uma proteina é de extrema
importancia e é o inicio para compreender como uma proteina pode se adaptar e apresentar
variabilidade em solucdo e que, através dos programas de analise SAXS, é possivel

compreender e prever como tal proteina pode se comportar em solucéo.
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