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RESUMO

A crotoxina ¢ um complexo de duas proteinas encontrado no veneno
da cascavel sul-americana Crotalus durissus terrificus. Uma das proteinas
do complexo crotoxina é uma fosfolipase A2 (PLA;), que nio mostra
apenas atividade catalitica para fosfolipidios de membrans celulares, mas
também apresenta propriedades neurotdéxica e hemolitica. A fosfolipase A,
¢ uma proteina basica composta por uma unica cadeia polipeptidica com

122 residuos de aminoacidos.

O método de espalhamento de raio-X a baixo angulo (SAXS)

permite que a molécula seja analisada em solugiio e fornece parimetros
moleculares como: raio de giro (Rg), volume de hidratagio (V), area de
superficie (S) e maxima dimensio da molécula (D). A obtencido destes
dados somados a analise qualitativa da funcio distribuicio de distancias,
p(r), permite a compreensao da sua conformag¢io em solugao, chegando-se

a propor um modelo para esta importante macromolécula.
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ABSTRACT

Crotoxin is a complex of two proteins found in the venom of the
South America rattlesnake Crotalus durissus terrificus. One of the proteins
of the complex is a phospholipase A, (PLA;), which not only shows
catalytic activity for cell membranes, but also posseses neurotoxic and

hemolytic properties. The PLA; is a basic protein composed of a single

polypeptide with 122 amino acid residues.

The technique of small angle X-ray scattering (SAXS) permits the

study of macromolecules in solution, providing information such as the

radius of gyration (Rg), volume of hydration (V), surface area (S) and

maximum molecular dimensions (D). These parameters, together with a
qualitative analysis of the distance distribution function, p(r), can be used
to evaluate the conformation of the molecule in solution, permitting us to

propose a molecular model for this important protein.
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1. INTRODUCAO

Os venenos de cobras sdo uma mistura de varios componentes
diferentes, podendo ser toxicos ou ndo-toxicos, sendo os polipeptidios os
principais; sabe-se que a toxicidade de um veneno ¢ devida a combinagao de
todos os compostos nele presentes. Os venenos sdo encontrados em
glandulas de veneno em diversos animais como cobras, escorpides, aranhas,
abelhas, vespas, marimbondos e muitos outros. Nosso interesse encontra-se
no veneno de cobras.

Apesar da classificagdio dos animais da Classe Reptilia, Ordem
Squamata, Subordem Ophidia, que inclut as cobras, ndo ser comum aos
pesquisadores da area , varios destes incluem as cobras venenosas como
pertencentes a cinco familias, sdo eclas:Elapidae, Hydrophiidae, Boignea,

Viperidae e Crotalidae.(Hider ef al., 1991).

Na familia Crotalidae esta incluida a cascavel sul-americana, Crotalus

durissus ferrificus, cujo veneno possui enzimas como: hialuronidade,

coagulase, proteases, fosfo e mono-diesterase, como também fosfolipase.
(Laure, 1988).
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1.1.A MACROMOLECULA

1.1.1. Complexo Crotoxina

O complexo crotoxina representa aproximadamente 50% do peso seco
do veneno da cobra cascavel, Crotalus durissus terrificus e foi obtido na
forma cristalizada em 1938 por Slotta e Fraenkel-Conrat. E a fragdio proteica
responsavel por grande parte da agdo toxica e fosfolipasica do veneno total
(Slotta e Fraenkel-Conrat, 1938). Estudos de difusdo e ultracentrifugagao
(Gralén e Svedberg, 1938) mostraram que a crotoxina comportava-se como
uma substincia homogénea. Em seguida, por andlise do comportamento
eletroforético (Li e Fraenkel-Conrat, 1942), encontrou-se o ponto isoelétrico
da proteina (pl =4,71). Em 1951, a composig¢do da crotoxina foi pesquisada
(Slotta e Primosigh, 1951), encontrando-se dezoito tipos de aminoacidos em
sua constituigdo. Alguns anos depois, o complexo foi fracionado em duas
proteinas diferentes e as evidéncias para esta heterogeneidade foram
baseadas em solubilidade, andalise dos aminoacidos N- e C-terminais €
composi¢ao de aminodcidos (Fraenkel-Conrat e Singer, 1950).

Rubsidmen et al. (1971), usando cromatografia em carboximetil-
celulose, separaram a crotoxina em duas fragdes e testaram suas atividades
biologicas, assim como a recombinagdo do complexo (também investigado
por Habermann et al., 1972); obtiveram uma fragdo basica (fosfolipase A)

que apresentou baixa toxidade e atividade fosfolipasica e, outra fragao acida

(crotapotina' ) sem atividade toxica ou fosfolipasica, mas que, na

' Substincia do veneno da CROTalus que POTencia a toxidade ¢ INibe a atividade enzimatica da
fosfolipase A.
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recombinagdo do complexo, intensificava a atividade toxica e inibia a
atividade fosfolipasica da fragao basica.

Os papéis biologicos dos dois componentes da crotoxina foram
também estudados por Hendon e Fraenkel-Conrat (1971), que separaram as
duas fragdes usando técnicas como alquilagdo e acilagdo dos grupos amino,
cromatogafria em carboximetil-celulose a pH 4,0 ¢ DEAE-celulose em 6M
de uréia, obtendo pesos moleculares aproximados de 8.400 daltons para a
crotapotina e 13.000 daltons para a fosfolipase. Os pontos isoelétricos a pH
3,7 e 8,0, respectivamente, foram determinados por Horst et al. (1972), que
também estudaram a atividade biologica das subunidades, observando que
existe uma agdo sinergistica de ambas influenciando a neurotoxidade do
veneno, embora a atividade hemolitica seja apresentada apenas pela
fosfolipase. Outros valores de pontos isoelétricos para a crotapotina e
fosfolipase de 3,4 ¢ 9,7, respectivamente, ¢ pesos moleculares de 8.900 ¢
15.800 daltons, respectivamente, foram observados por Breithaupt et al.
(1974), que também realizou uma analise da composi¢do de aminoacidos
presentes nas subunidades.

O primeiro estudo sobre a forma (estruturas terciaria e quaternaria) da
crotapotina, fosfolipase A e do complexo reconstituido, sob condigdes
fisiologicas, foi realizado por Paradies e Breithaupt (1975) que, utilizando
varios métodos, inclusive o espalhamento de raio-X a baixo angulo,

obtiveram as dimensdes moleculares, observando as formas de prolato

elipsoide para o complexo crotoxina, de cilindro assimétrico para a

fosfolipase e, oblato elipsoide para a crotapotina; observaram também uma
variagdo na concentragdo de equilibrio entre monomeros, dimeros e

tetrameros da fosfolipase A, dependendo do pH; dados que nao conferem
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com o observado posteriormente (Abrego et al., 1993; Mascarenhas et al.,
1992).

Quando a neurotoxidade das subunidades isoladas e do complexo
reconstituido foi testada, percebeu-se um efeito de cooperagdo entre a
crotapotina (subunidade acida) e a fosfolipase A (subunidade basica)
(Hendon e Fraenkel-Conrat, 1971). A forma como a crotapotina atua na
fosfolipase A, com relagdo a neurotoxidade e atividade fosfolipasica, foi
objeto de varios outros trabalhos (Hendon e Fraenkel-Conrat, 1976; Hendon
e Tu, 1979; Jeng et al.,1978). Com relagdo a atividade enzimatica, quando a
membrana alvo ¢ encontrada, o complexo crotoxina se dissocia ¢ a
subunidade fosfolipasica liga-se, enquanto a crotapotina ¢ liberada na
solugdo (Chang e Lee, 77; Hawgood e Smith, 1977).

A conformagdo do complexo e suas subunidades foram examinadas
por técnicas de fluorescéncia e dicroismo circular, mostrando que a
crotoxina e suas subunidades podem existir em varios estados reversiveis de
conformagdo que estdo relacionados ao controle do equilibrio de associagao-
dissociagdo do complexo e que a interconversao conformacional pode ser
necessaria para a a¢do da crotoxina (Hanley, 1979). Em vista dos dados
obtidos nos trabalhos sobre a cooperagdo crotapotina-fosfolipase, foi

proposto que a crotapotina funciona como um “chaperone” para carregar a

fosfolipase a um sitio especifico (Jeng et al., 1978; Chiu e Jeng, 1980).
(Figura 1.1).
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Figura 1.1. A “hipotese chaperone” para o mecanismo de agiio sinergistica entre as

subunidades da crotoxina. A=crotoxina A (crotapotina); B=crotoxina B

(fosfolipase); SR= receptor especifico; NR=Receptor nio especifico; de acordo com

Chiu and Jeng, 1980).

Estudos da bioquimica e farmacologia do complexo crotoxina e de
suas subunidades, continuaram sendo desenvolvidos. Assim como outros
estudos foram realizados visando a determinagdo da estrutura desta
macromolécula, quer por técnicas de microscopia ¢ difragdo eletronicas
(Jeng e Chiu, 1983; Jeng et al., 1984), quer por difragdo de raio-X (Achari ef
al., 1985).

A toxicidade da crotoxina foi estudado por Vital Brazil em 1966
(Vital Brazil et al.,, 1966; Vital Brazil, 1966; Lomba et al., 1966),
observando sua agdo sobre a transmissao neuromuscular, seu efeito sobre os

sistemas cardiovascular e respiratorio, assim como sua nefrotoxidade. Em

ratos, a fosfolipase A2 crotalica apresenta LDs 1.v. de 0,54mg/kg, enquanto
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o complexo crotoxina apresenta LDsy i.v. de 0,108mg/kg; quando a
fosfolipase A2 ¢ recombinada a crotapotina, sua toxidade 1.v. ¢ aumentada
em aproximadamente 12 vezes, chegando ao valor de LDs, i1gual a
0,042mg/kg (Rubsamen et al., 1971). O efeito letal da crotoxina ¢
geralmente atribuido ao bloqueio sinaptico da transmissdo neuromuscular
(Hawgood e Smith, 1977; Bon et al., 1979).

Em varios laboratdrios, estudos tém sido dedicados a caracterizagao
das propriedades imunologicas de ambas as subunidades, basica e acida, da
crotoxina (Kaiser ef al., 1986; Choumet et al., 1989; Dos Santos et al.,
1988). Os resultados indicam que a subunidade acida é um imunégeno mais
fraco que a subunidade basica e chegam a sugerir que a subunidade basica ¢

uma candidata potencial a vacinagdo (Dos Santos et al., 1988).

1.1.2. Fosfolipase

As fosfolipases (PLA) sdao enzimas que desempenham importante
papel em diversos processos celulares incluindo o metabolismo e digestio de
fosfolipidios, ¢ em especial as PLAs de venenos, tém agao hemolitica e
neurotoxica. Por fosfolipase entende-se uma classe de enzimas que
hidrolisam especificamente fosfolipidios. Sdo conhecidos quatro tipos de
fosfolipases: A, B, C e D, que se distinguem pelo sitio especifico de agdo. A
fosfolipase A2 (EC 3.1.1.4) catalisa a hidrolise de uma ligagdo éster, na
posi¢do 2, da molécula de fosfatidio, com formagdao de lisofosfatidios e

liberagdo de acidos graxos livres (Condrea e Vries, 1965), sendo esta reagio

dependente do ion Ca?*. As ligagdes hidrolisadas pelas fosfolipases A;, Ay,

C e D (Hanahan, 1971) sdo mostradas na Figura 1.2.
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Figura 1.2. Classificagiio das fosfolipases de acordo com o sitio de hidrolise de 3-sn-

fosfogliceridios.

As PLAs tém sido encontradas em varios organismos vivos, sendo

produzidas por glandulas ou mesmo intracelularmente. Muitas delas ja tém

suas estruturas terciarias resolvidas por cristalografia de raio-X e seus dados
encontram-se disponiveis no “Protein Data Bank”, incluindo-se aqui as
PLAs de pancreas de mamiferos (Dijkstra et al., 1981 e 1983) que sdo as
mais conhecidas e, inclusive, utilizadas para estudos de comparagdo com as
de venenos. Muitas, se ndo todas, as PLAs de venenos pertencem a classe
A2 de fosfolipases (PLA2s).

Isoladas de diversas fontes, as PLA2s apresentam similaridades e
divergéncias, que tornaram possivel a sua classificagdo, baseada em
sequéncia de aminoacidos, contetido de pontes dissulfeto, massa molecular e

outras propriedades fisico-quimicas. A Tabela 1.1 apresenta uma recente

classificagao das PLA;s.
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Localizagao

Tamanho

(kDa)

Concentragao
necessaria de

2
Ca*

Grupo |
A.Naja sp e Bungarus sp
B.pancreas humano, bovino e

porcino

secretado

mM

Grupo 11
A.Crotalideos e viviperideos; liquido
sinuvial e plaquetas humanos

B. Bitis gabonica

secretado

Grupo 111

abelhas/lagartos

secretado

Grupo IV
Linhagem Raw 264.7/rim de rato;

Linhagem U937 e plaquetas humanas

citossolico

Grupo ?

miocardio canino e humano

citossolico

nenhum

Tabela 1.1. Grupos e subgrupos das PLA;s. Extraida da minirevisio: Fosfolipase

A: (Dennis, 1994).

A PLA, mais conhecida ¢ a do pancreas bovino. No suco pancreatico

as PLA;s sdo secretadas como zimogénios ¢ depois clivadas pela tripsina

para formar a enzima ativa. A PLA, bovina, ¢ constituida de uma unica

cadeia polipeptidica de 125 residuos de aminoacidos, dos quais 14 sido

cisteinas que formam 7 pontes dissulfeto; apresenta aproximadamente 50%
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de a-hélice de 10% de P-folha em sua estrutura.(Dijkstra et al., 1978 e
1981) (Figura 1.3).

Figura 1.3. Estrutura da PLA; pancreatica bovina de acordo com Dijkstra et al.
(1978). As porcoes a-hélice estio identificadas como cilindros e as B-folha como

setas em negrito. As pontes dissulfeto niio estao representadas.

Como constituinte do heterodimero crotoxina, fragao toxica do veneno
da Crotalus durissus terrificus, encontra-se uma fosfolipase A2. A
sequéncia primaria desta fosfolipase foi resolvida por Aird et al. (1986); é
composta de uma unica cadeia polipeptidica com 122 residuos de
aminoacidos, apresentando 7 pontes dissulfeto, com aproximadamente
l4kDa de massa molecular, apresenta baixa toxidade e atividade
fosfolipasica.

O mecanismo de agdo das PLAjs tém sido muito investigado.
Trabalho de Scott er al. (1990) propde um modelo para o mecanismo

catalitico para estas enzimas; o residuo His-48, que faz parte do sitio ativo, €

auxiliado pela Asp-99 e pelo “loop” de ligagio do ion Ca?*, que ¢




coordenado pelos residuos Asp-49, Gli-28, Gli30 e Gli-32 e duas moléculas
de agua.

A interagdo especifica das PLA,s com a superficie de contato lipidio-
agua, tem sido estudada com o emprego de substratos monoméricos,
micelares ¢ vesiculares de fosfolipidios. As ectapas de formagdo e
estabilizagdo do complexo enzima-substrato parece seguir um padrdo
semelhante, porém nao idéntico, ao proposto por Michaelis-Menten (Deems
etal., 1975; Verger et al., 1973, Jain e Maliwal, 1993).

Em adigdo a atividade catalitica, as PLA, de venenos mostram agdo
farmacologica. A importancia de certos residuos de aminodcidos na
neurotoxidade das fosfolipases tém sido muito investigada por diversos
estudos das relagdes entre estrutura e fungao destas macromoléculas (Kini e
Iwanaga, 1986; Yen e Tzeng, 1991; Ortiz et al., 1992). A relagdo entre a

atividade fosfolipasica e as atividades neurotoxicas e miotoxicas das PLA;s

tem sido estudada; os dados indicam que os sitios catalitico e de ligagao para

neuro ¢ miotoxidade sdo diferentes. Preston et al. (1989) produziram
anticorpos que reconhecem o sitio miotoxico, mas nao o sitio neurotoxico;
porém, se os sitios catalitico, neurotoxico e miotoxico sdo distintos, nada se
sabe ainda sobre a localizagao dos dois ultimos na molécula.

Trabalhos recentes de mutagénese sitio-dirigida, que envolvem a
substituigdo de certos residuos de aminoacidos aparentemente relacionados
com as fun¢des desempenhadas por estas macromoléculas, poderdo em
breve esclarecer maiores detalhes sobre a localizagdo dos sitios de

reconhecimento catalitico (Kuipers et al., 1989 ¢ 1990; Li et al., 1994).
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2.A TEORIA DE ESPALHAMENTO DE RAIO-X A BAIXO
ANGULO

Sempre que raios-X passam através da matéria, os elétrons dos
atomos constituintes sdo induzidos a oscilar na frequéncia das ondas
incidentes e entdo emitir ondas secundarias, que interferem umas nas outras;
a analise da mterferéncia entre estas ondas secundarias observada a baixos
angulos compde o fendmeno basico do espalhamento de raio-X.

As particulas em uma amostra que s3o responsaveis pelo
espalhamento de raio-X a baixos angulos sdo pequenas regides que tém uma
densidade eletronica diferente daquelas de suas vizinhangas. Este
espalhamento ¢ produzido pela particula em conjunto ¢ ndo depende, em
qualquer instancia, da estrutura interna que ela pode possuir. Em outras
palavras, as condigdes de Bragg ndo sio satisfeitas nas expressoes que

descrevem espalhamento a baixos angulos. Em caso ideal, ambos tamanho e

forma das particulas podem ser determinados pela intensidade espalhada

expressa como uma fungdo do angulo de espalhamento.

2.1. Os raios-X

Raios-X sao fotons com comprimentos de onda (A) variando de 0,1 a
[00A. Normalmente sao gerados pelo bombardeamento de um alvo com
elétrons de energia de 10.000 eV ou mais. Sob colisiio, estes elétrons de alta

energia podem chocar-se com elétrons dos atomos alvo, levando a vacancias
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nas camadas atomicas. Quando a vacancia € produzida em uma camada,
rapidamente havera o preenchimento por um elétron descendente da proxima
camada. Por isso, as radiagoes produzidas sdo chamadas Ko (quando a
camada de vacancia ¢ a mais interna, K, e ¢ preenchida por um elétron da
camada seguinte, L) ou Kp (quando é preenchida por um elétron

descendente da camada M). Os comprimentos de ondas destas radiagdes

Serao:

hc hc
Ay = ———— App = ——— 2.1

onde h ¢ a constante de Planck, ¢ é a velocidade da luz ¢ E ¢ a energia de
um estado particular (K, L ou M). Os raios-X tipicamente usados em

determinagio de estruturas sio CuKa (A = 1,54 A).

2.2. Baixo angulo

Todo fenomeno de espalhamento de ondas eletromagnéticas ¢
governado por uma lei de reciprocidade: quanto maior, relativamente ao
comprimento de onda, forem as dimensoes efetivas de um objeto irradiado,
tanto menor serdo os angulos de espalhamento.

Portanto, quando raios-X passam através de um objeto constituido
por macromoléculas, que sdao muito grandes quando comparadas ao
comprimento de onda usado CuKa (A = 1,54 A), os efeitos de espalhamento

sao confinados a baixos angulos, isto ¢, observa-se espalhamento a baixos

angulos.




2.3. Solu¢oes diluidas

Desde que os raios-X sao espalhados por elétrons, o espalhamento a
baixo angulo sera sempre observado se existirem dominios com diferentes
densidades eletronicas, ou seja, quando existir inomogeneidade na densidade
eletronica entre o solvente (tampdo) e o soluto (proteina).

As primeiras  observagdes de espalhamento a baixo angulo
consideravam uma unica particula isolada; mas se considerarmos uma
solugao diluida de tais particulas, desde que as particulas tenham distancias

irregulares umas das outras, a distancia seria grande comparada a dimensao

de uma particula individual; as intensidades espalhadas a partir das

particulas dividuais sdao simplesmente somadas. A desordem em um

sistema diluido leva a uma média de todas as orientagdes espaciais.
2.4. Espalhamento de raio-X

Consideremos a geometria de um experimento de espalhamento de
raio-X como a apresentada na Figura 2.1. A intensidade de espalhamento de
raio-X dependera da orientagdo da amostra relativo aos raios incidentes e

espalhados; por isso definimos uma unica variavel S, chamada vetor

espalhamento:
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A diregdo de S bissecta o angulo entre a radiagdo incidente e a

espalhada. As dimensdes de S sdo o inverso do comprimento, tal que S mede

o numero de ciclos da radiagdo por cm. O comprimento de S ¢ uma fungdo

do angulo total de espalhamento (Figura 2.2).

Detector

Fonte

Figura 2.1. Espalhamento de raio-X por um unico elétron.Uma vista ampliada
proxima a origem, mostrando a diferenga no caminho entre a radiacio espalhada
pelo elétron a posi¢iio r e a espalhada pelo elétron a origem. Os vetores s, e s siio
vetores unitiarios descrevendo a dire¢io dos raios incidentes e a dos raios

espalhados vistos pelo detector, respectivamente.
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F
Azspalhado

Comprimento 1/ "\\
X\

[ N
A @ / N
7//'/9 ey

~

Incidente

Comprimento 1/,

Figura 2.2. Geometria basica de um experimento de espalhamento de raio-X. Os
vetores s, e s siio definidos na Figura 2.1. Quando o vetor unitirio s descrevendo a
direciio da radiaciio espalhada ¢ transferido a uma distancia 1/A ao longo do eixo s,

indica diretamente a diregiio da extremidade do vetor espalhamento S.

2 2
(5 +8, _25’50] ~ 2(1-c0s20) 4sen®0

S-S=

22 22 Vi

Entdo o comprimento de S ¢

S| = 2ls§un(}l 2.4)

O valor de |S| pode variar de 0 a 2/A. Assim, o vetor S esta descrito

em um sistema finito de coordenadas no qual cada eixo tem as dimensdes de
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uma distancia reciproca. Este sistema de coordenadas é chamado espago
reciproco.

A radiagdo E(S) vista pelo detector (Figura 2.1) que resulta no
espalhamento € proporcional ao nimero de elétrons da amostra. Se
considerarmos um unico elétron localizado na origem, podemos definir o
fator estrutura, F(S), como a razdo entre a radiagdo espalhada por qualquer
amostra real e a espalhada por um unico elétron na origem. Considerando
agora um elétron localizado fora da origem, se a distancia entre a fonte, o
elétron e o detector forem grandes, os angulos de espalhamento serdo bem
proximos e, a unica diferenga nos dois casos sera a diferenga no caminho
que os raios-X devem percorrer da fonte a amostra ao detector; esta
diferenga de caminho € (s - s, ) 1, ou seja, uma mudanga de fase S.r ciclos.

Como os elétrons ndo estdo localizados, necessitamos de uma

densidade eletronica p(r) em um elemento de volume d, , localizado a r; o

espalhamento entdo ¢ proporcional a p(r) d,. Para densidade eletronica

continua a posi¢ao r, o fator estrutura ¢
F(S) = plr) cxpzms'r dr

onde p(r) dr ¢ o nimero de elétrons no elemento de volume dr.
Uma amostra com varios elétrons como discretos sitios de

espalhamento, tem um fator estrutura que € a soma de muitos termos, e pode

ser substituida por uma integral:

F(S)= J p(r)cxpznisr dr
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A integral esta levando em conta a amostra toda. A forma matematica
como ela se apresenta € equivalente a uma transformada de Fourier. Como
além dos limites da amostra, p(r) € zero, a integral pode ser extendida para o
espago total sem mudanga em seu valor. Isto significa que o fator estrutura é
uma transformada de Fourier do objeto, isto ¢, F(S) ¢ a transformada de
Fourier de p(r) e, entdo uma segunda integral de Fourier pode existir para

relacionar estas quantidades; esta € a transformada de Fourier inversa:

plr) = ({;H F[S]exp™2™5T ds

A integral esta levando em conta todo o espago reciproco.
Infelizmente, ndo € possivel medir a diferenga de fase (2n1Sr) do fator
estrutura F(S). Experimentalmente o que se observa ¢ a itensidade da

radiagdo espalhada a um angulo 20. Esta intensidade relaciona-se a

amplitude do fator estrutura, |F|, da seguinte maneira:

I(S) = |F? (2.8)

Isto ¢, a intensidade, que ¢ uma observagdo pura e pode ser real, ¢ dada pelo

quadrado da amplitude do fator estrutura.

Se a Equagao 2.6 for expressa em coordenadas esféricas polares,

obteremos:

T [ sen2nSr |
(Y _ 2] 2Aelion
F(S) = 47!»[[)( r)r L S Jdr




2.4.1. Lei de Guinier

Pode demonstrar-se que a Equagdo 2.8, para particulas com todas as

orientagoes possiveis, vem dada pela seguinte equagao:

- sen2mSr
I(S) = p2 V_[",/O(r) 27t§r_4nr2dr (2:10)

onde, p. ¢ a densidade eletronica da particula, V ¢ o volume da particula e

Yo(r) € a fungdo caracteristica da particula, definida da seguinte maneira:

Q.11)

onde V(r) é o volume de intersec¢ao da particula considerando todas as

suas orientagdes possiveis (Figura 2.3).

Figura 2.3. Deslocamento de uma particula sobre si mesma, definindo V(r).
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Para valores pequenos do vetor espalhamento S, pode-se fazer um

desenvolvimento em série.

sen2nSr ) "-hrzSzr2 ! 16R4S4r4
27Sr 6 120

2.12)

Introduzindo este resultado na Equagao 2.10, teremos que:

[ 4r2g2,2 4cd 4 ]
St 16m™S™r

I(S) = 2vj« 1= n +... fnr?

(S)=p: {U(TJ{ 5 o detr dr

4
167 Vsl I4KFGY0 (r)dr+...(2.13)

2
4
I(8)= \’Jvo(ranrzdr - TVSZI4nr4yo(r]dr ey

Fazendo uso das propriedades integrais da fungdo caracteristica vy,(r),

temos que:

J Yo(nan?ridr=V

Definindo o raio de giro (Rg) da particula como sendo:

| 1/2
Rg =\:;j rz*{o(r)clrtrzdrjl

¢ desprezando o terceiro termo da série, teremos:
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2
I(S) = V2 —%VSERng (2.16)

A equagdo acima pode também ser escrita em forma exponencial,
tornando-se a seguinte expressao:

-47{2 Rg?s?
(S) = p2V2exp © = (2.17)

E bom lembrar que o raio de giro (Rg) ¢ o parametro geométrico mais
simples que pode ser obtido de um experimento de SAXS.

A Equacao 2.17 € conhecida como lei de Guinier.

2.4.2. Lei de Porod

A superficie da particula, A, pode ser deduzida a partir de outra
aproximagdo, valida para valores grandes de S, dentro do intervalo de baixo
angulo, correspondente a regido assintotica da curva de espalhamento,

conhecida por le1 de Porod, que vem dada pela seguinte expressao:

2
pPe A
I(S) = — 2.18
) 8n s? ( )

onde A representa a area da superficie externa da proteina.
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2.4.3. Invariante (Q) da particula e Volume

O volume da molécula (V), pode ser deduzido a partir das
propriedades integrais da I(S). Assim, se [(0) for obtido através da lei de

Guinier, o volume sera obtido por:

v 10

4nII(S)SzdS

o

onde a integral da equagao ¢ chamada de invariante (Q), ou seja,

Q= 4nT 1(S)S2dS

0

2.4.4. Fungio distribuigio de distancia P(r)

Todos esses parametros estruturais ¢ ainda a maxima dimenséo (D) da

proteina, podem ser obtidos a partir do calculo da fungao distribuigao de

distancia, P(r), definida por:

P(r) = SanSI(S)scrl(ZnSr]dS
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Esta fungdo tem a mais completa informagao estrutural da particula,

quer dizer, a forma que a proteina apresenta em solugdo, bem como a
previsao da formagdo de dimeros ou agregados.
As referéncias da teoria de SAXS sdo: Guinier e Fournet (1955),

Moore (1980), Cantor e Schimmel (1980) ¢ Kratky (1983).
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3. A TECNICA DE ESPALHAMENTO DE RAIO-X A
BAIXO ANGULO.

O espalhamento de raio-X a baixo angulo (SAXS), baseia-se na

detecgdo de raios-X espalhados por uma amostra em solugao.
3.1. Dispositivo experimental

Os raios-X sdao produzidos por uma fonte geradora e atravessam um
tubo com anodo de cobre (A=1,54A°) de foco largo; na saida do tubo, um
filtro de niquel elimina grande parte da radiagao Kf3. O alinhamento do feixe
de raio-X ¢ feito pelo sistema de colimagdo de Kratky. A amostra, solugdo
de proteina (proteina + solvente), colocada em capilar de vidro Lyndemann
de Imm de diametro interno aproximadamente, fica dentro do porta amostra
a uma distancia fixa do detector. A detecg¢do dos raios-X ¢ feita por um
detector sensivel a posi¢ao, que funciona como uma caixa fechada, onde um
filamento recebe a ionizagdo em posigdes determinadas, devido a incidéncia
de fotons em um gas (Xe-CH4) contido no detector. Um “beam stop” €
colocado como anteparo ao feixe que incide a angulo zero no detector, para

evitar possiveis danos neste aparelho. Acoplado ao detector, encontra-se um

conjunto eletronico que amplia, analisa, discrimina, soma ¢ converte (tempo-

amplitude) as ondas recebidas, encaminhando-as a um microcomputador,

que os armazena ¢ esta em rede com a estagdo de trabalho do laboratorio
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computacional. De um modo bastante simples, podemos representar os

experimentos de SAXS, como na Figura 3.1.

HosSaEAED |

|

Figura 3.1. Esquema basico dos experimentos de SAXS. I,=feixe incidente, I=feixe

espalhado, A=capilar com amostra, D=distancia da amostra ao detector, 20=ingulo

de espalhamento, B=*beam stop”.

3.2. Calibracio do detector

Para a correta interpretagdo dos dados obtidos torna-se necessaria a

calibragdo do detector, que consiste em medidas para a determinagdo da

suas linearidade e sensibilidade. Este encontra-se montado em uma mesa que
possibilita seu movimento vertical, horizontal ¢ o movimento de
distanciamento, em relagdo ao feixe incidente.

As condigdes experimentais para a calibragdo do detector sdo

especiais, devido ao fato da calibragdo ser feita sem o “beam stop” usa-se
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baixa poténcia na fonte geradora (20kV e 10mA) e filtros de niquel de 72um

de espessura na saida do tubo de raio X .

Para obtermos a linearidade do detector ¢ preciso levantar dados da
posi¢do do detector em fungdo do numero do canal (Fig. 3.2). Do grafico,

obtemos o valor do coeficiente angular da reta, conhecida por 1/K. O valor

obtido para a constante K foi de 0,043mm/canal.

Nimero do Canal

T Y T
100 120

posigdo (cm milimetros)

Figura 3.2. Grifico da linearidade do detector.

Para relacionarmos o valor da constante K ao angulo de espalhamento

(e ou 20), usamos a seguinte expressao:
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onde Nc ¢ o niimero de canais e D ¢ a distancia da amostra ao detector, que
deve ser grande quando comparada ao tamanho da amostra para que seja
valida a condi¢do de baixo angulo (utilizamos uma distancia de 242mm).
Obtemos o valor para € de 0,000179Nc¢ (radianos) que, transformado para
graus sera de 0,0103Nc.

Definindo S ¢ h como vetores espalhamento que se relacionam de
forma que h=27S, sendo S=2send/A (Equagao 2.4) e considerando que, para

baixos angulos, senf ~ 0, temos que:

S =

20
A

(3.2)

Encontramos entdo, os valores de $=0,000116Nc(A™) e h=0,00073N¢
(A™"). Estas relagdes permitem passar de namero de canais para as unidades
usuais de trabalho; porque, apesar das curvas de espalhamento apresentarem
intensidade por nimero de canal, esta Gltima unidade ndo ¢ comumente
usada.

Para obtermos a sensibilidade do detector € necessario o
deslocamento do mesmo, a velocidade constante, segundo o eixo x, diante

de um feixe de emissdo constante de fotons, espalhado por uma amostra de

- 450y
ferroi(Fe™).
3.3. Colimacgio do feixe de raio-X

Para a colimagdo do feixe de raio-X, usa-se o sistema de colimagao

linear, devido ao fato das amostras biologicas, fosfolipase em nosso caso,
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espalharem pouco, necessitando-se entdo, de intensidade suficiente para

obtermos um niimero maior de contagem, o que diminui o percentual de erro,

permitindo obter os parametros estruturais com maior precisao. A colimagdo

da camara de Kratky, constituida por dois blocos que colimam o feixe € um
terceiro bloco que elimina o espalhamento parasita produzido pelos dois
primeiros, possibilita obter-se facilmente as condigdes de feixe linear
infinito.

O que define as condig¢des de trabalho do sistema de colimagdo ¢ o
levantamento dos perfis vertical e horizontal, que serdao ferramentas
fundamentais no tratamento e analise das curvas de espalhamento.

O perfil vertical ¢ feito deslocando-se passo a passo o detector ao

longo da altura do feixe. Para calcular o passo (t,) no perfil vertical, usa-se a

seguinte expressao:

2ntAy
l]l = XD (3‘3)

onde Ay € o deslocamento em mm, D ¢ a distancia da amostra ao detector, A
¢ o comprimento de onda. Nos obtivemos o valor t,= 0,034 (A™). A partir da
intensidade a h=0 e do valor de At,, podemos tragar apenas a metade do

perfil vertical, que ¢ a forma possivel para a entrada de dados no programa

computacional (ITP) utilizado (Fig. 3.3).
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-0,068 0,068 0,204 0,340 0,476 0,612 0,748 0,884 1,020 1,156

1000

t, (A

Intensidade (u.a)

0

1

1 I

128

132

136

140 144 148
posi¢ao (mm)

Figura 3.3. Grifico da metade do perfil vertical.

162

156

O perfil horizontal ¢ obtido afastando-se o anteparo do feixe direto

(incidente) de raio-X. O grafico do perfil horizontal (Fig. 3.4) mostra o pico

maximo, contido no canal niimero 400, que corresponde a posig¢do zero do

feixe incidente.

5]

6

7

AV
AVAVEY

unesp®

12

13

14

15

16

HETS

18



h (A
-0,0146 0,0000 0,0146
|

[ntensidade (u.a.)

Numero do canal

Figura 3.4. Curva do perfil horizontal. (h=4nsen0/A).

3.4. Preparacio da amostra

A fosfolipase A, do veneno da cobra Crotalus durissus terrificus fo

purificado de acordo com o procedimento de Gabilan(1984). Um estoque da

solugdo da amostra liofilizada foi preparado em acido formico 0,2M ajustado
para pH 1,5 a uma concentragdo de 50 mg/ml. Esta solugdo foi
posteriormente diluida para obter a proteina em concentragdes de 35 e 20
mg/ml e, a cada concentragdo, o processo para a obtengdo das intensidades

espalhadas foi o mesmo. O solvente foi exposto ao dispositivo experimental
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e suas intensidades espalhadas foram registradas, para poder-se eliminar a

contribuigao do solvente no tratamento das curvas experimentais.
3.5 Obtengio das curvas de espalhamento

As curvas de espalhamento da fosfolipase A, do veneno da cobra
Crotalus durissus terrificus foram obtidas com a radiagdo Cu K, produzida
por um gerador de raio-X Iris, operando a 40kV e 30mA e um filtro de
niquel de 20pum de espessura, para a eliminagdo de aproximadamente 95%
da radiagao Kp. O feixe primario foi colimado pelo sistema de colimagao
tipo Kratky, descrito no item 4.3. As intensidades de espalhamento foram

registradas com um detector sensivel a posigdo construido pelo Centro

Brasileiro de Pcsquiéas Fisicas (CBPF)(Barbosa, 1994), localizado a 242mm

da amostra.
Para a obteng¢do dos dados de espalhamento por raio-X , seguiu-se o
seguinte roteiro, resumidamente:

1°. Ajustou-se o aparelho para uma voltagem de 40kV ¢ uma corrente de

30mA (Poténcia de 1.200W).

2° Mediu-se a intensidade do feixe direto (apenas com uma amostra padrao

de lupolen) por 100s.

3°. Mediu-se a intensidade do lupolen e do capilar contendo apenas solvente,

por 100s. Apods esse tempo, retirou-se o lupolen e mediu-se a intensidade do

solvente por 18.000s.

4°. Mediu-se a intensidade do lupolen e do capilar contendo a solugdo da

amostra (50ul de solvente + 2,5mg de proteina), concentragdo 50mg/ml, por
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100s. Apoés esse tempo, retirou-se o lupolen e mediu-se a intensidade desta

solugao por 18.000s.

5°. Adicionou-se solvente na amostra para dilui-la a concentragdo de

35mg/ml e mediu-se por mais 18.000s. Esta etapa foi repetida para a
concentragdo de 20mg/ml para analise; os tempos de medigdes foram
constantes; as quantidades de solvente adicionadas para obter-se as
concentragdes desejadas foram obtidas por calculo simples de diluigdo
(M]V]:l\JIsz).

Obs;: As solugdes sdo colocadas em um capilar de vidro Lyndemann com
aproximadamente 1.0mm de didmetro interno para coleta das intensidades de
espalhamento.

Obs,: A cada adigdo de solvente, deve-se centrifugar o capilar com muito
cuidado para nao haver precipitagdo, para possibilitar uma boa mistura do

solvente e soluto.

Obss: A cada conjunto de dados € necessario o seu arquivamento no sistema

computacional conectado ao detector.
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4. DADOS EXPERIMENTAIS

Na Tab. 4.1 apresentamos as intensidades espalhadas pelo lupolen a

um angulo fixo (0.7°) que € proporcional a intensidade do feixe direto, assim

como o tempo de exposi¢ao das amostras sem o lupolen.

ac. formico

50 mg/ml

35 mg/ml

20 mg/ml

Jd

2394

2044

2027

2333

At (s)

18.000

18.000

18.000

18.000

Tabela 4.1. Dados da intensidade do feixe direto (Jy), do tempo de exposig¢io (At)

das amostras.

As curvas de espalhamento apresentadas a seguir correspondem as

curvas do solvente e das solugdes com amostra nas diferentes concentragdes

na forma como sdo obtidas primariamente, isto ¢, as intensidades em

contagens versus o namero de canal. A relagdo entre o nimero de canal e o

vetor de espalhamento h ¢ dado pelas condigdes de calibragdo do aparelho

de raio-X.
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+  solvente

ete # 8 % 4 e

.
-l.....‘. ..

Intensidade ()

N—————
T v T Y T Y T
500 1000 1500

Niumero do amal

("

Figura 4.1. Curva de espalhamento do dcido formico 0,2M pH 1,5 a 25°C.

50 mg/ml

Intensidade (wa)

1000
Nimmao do ccmal

Figura 4.2. Curva de espalhamento da fosfolipase A, da C. d ¢ a pH 1,5

concentracio S0mg/ml sem corregies, como fornecidas pelo dispositivo

experimental.
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35 mg'ml

Intensidide (i)

e P

T T T T S R T
500 1000 1500 2000

Nimero do gnal

Figura 4.3. Curva de espalhamento da fosfolipase A; da C d t a pH 1,5

concentra¢io 35Smg/ml sem correcdes, como fornecidas pelo dispositivo

experimental.

& 20mgml

Intensidade (u.a)

T T -

T L T
1000 1500

Niameao do cnal

Figura 4.4. Curva de espalhamento da fosfolipase A, da C. d ¢ a pH 1,5

concentracio 20mg/ml sem correg¢does, como fornecidas pelo dispositivo

experimental.
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5. TRATAMENTO DOS DADOS EXPERIMENTAIS

5.1. Normalizagao das curvas experimentais

Para se¢ obter a intensidade de espalhamento devido somente a
proteina, ¢ necessario subtrair a contribuigdo do capilar e do solvente. A

expressao da intensidade normalizada (Beltran, 1987) ¢ dada por :

A,J,(h) s} AJ(h)

J,(h) = z
"(h} LnA ,J4At LnAJ At

onde:

A ,= atenuagdo da amostra (proteina + solvente)
J,(h)= intensidade de espalhamento pela amostra
1 4= intensidade de espalhamento do lupolen

At= tempo de exposi¢do da amostra ou do solvente

A= atenuagdo do solvente

J(h)= intensidade de espalhamento pelo solvente

o= fator de corregao correspondente a fragdo do volume total ocupado pela

proteina

A atenuagao ¢ definida como a razdo entre a intensidade do feixe
incidente pela mtensidade do feixe transmitido. No caso, o feixe incidente €

a intensidade espalhada pelo lupolen a um valor de angulo fixo conveniente,
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¢ o feixe transmitido ¢ a intensidade espalhada pelo lupolen mais a amostra

(ou o solvente), no mesmo angulo.

O fator de corregdo, o, ¢ calculado pela razdo entre o volume da
amostra ¢ o volume do solvente.
Para realizarmos esta operagdo utilizamos um programa de

computagdo. Como resultado deste tratamento dos dados, obtém-se as

curvas de espalhamento normalizadas e livres da contribuigao do solvente

para cada concentragdo, que sio apresentadas na Fig. 5.1.

Quadrado => C=50 mg/ml
Circulo => C=35 mg/ml
Trangulo => C=20 mg/ml

;::éwmﬁm

£
r!‘\/,} m,«gv‘ﬂ‘@f};ﬁ'h ‘?‘}@h \

400 Y4—r——robirnyrobioiii14--—-_-———r—r—-r—F-—-r—"7—"r——7—
0,02 0,04 0,06 008 010 0,12 0114 0416 0,18 0,20 0,22 0,24

h (A l}

Figura S.1. Curvas de espalhamento normalizadas e livres de espalhamento

parasita da fosfolipase A; da C. d. . a pH 1,5 a diferentes concentracdes (indicadas

na legenda).
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Para a obtengdo do pardmetro raio de giro, Rg, necessitamos dos
graficos de Guinier (log J x h%) para os valores de h < I/Rg estimado. O

resultado ¢ uma reta, cuja inclinagdo o € usada na expressao :

o= %Rgz loge, (5.2)

de onde se obtém o valor do Rg. Os graficos de Guinier sdo apresentados na

Fig. 5.2, para as vdrias concentragdes analisadas.

C=50 mgml
C=35 mg'ml
s C=20 mg'ml

T T T ¥ ¥
0,0008 0,0012 0,0016 0,0020

hi(AY)

Figura 5.2. Grificos de Guinier da fosfolipase A, da C. d t. a pH 1,5 a diferentes

concentra¢des (indicadas na legenda).

Os valores do raio de giro obtidos de acordo com a expressdao acima
sao apresentados na Fig. 5.3, como um grafico do raio de giro versus a

concentragao.

AVA
AVAVEY
'

3 4 3, 6 7 unespul 12 13 14 15 16 17

18



Y=A+B*X
Param[Value Osd
Al21,94667000,42817
BO-012533000,01155
R =-0,99578

T T o | T T
20 25 an a5 40 45

concentragio (mgml)

Figura 5.3. Grafico do raio de giro versus a concentragio. O valor do raio de giro

extrapolado a concentragiio zero ¢ igual a 21,95 A.

Graficando-se J(h)(h?) x h?, obtemos um grafico chamado de grafico
de Porod, através do qual pode-se calcular outros parametros estruturais
como o volume de hidratagdo e a area de superficie da molécula. O volume e
a area da superficie da molécula para cada concentragao sio calculados a

partir das equagdes abaixo. Os valores obtidos para o volume, area e raio de

giro sdo apresentados na Tab. 5.1.

4:12 JH0)R
3 f

0

(8
J(h)hdh

V2 imy, . 1(h)h?]
271(0)
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onde V ¢ o volume da particula, J(0) € a intensidade para valores de h=0, R
¢ o raio de giro, J(h) ¢ a curva de espalhamento, h ¢ o modulo do vetor

espalhamento, S ¢ a area de superficie da molécula, I(h) é a curva de

espalhamento corrigida.
5.2. Extrapolag¢ao a diluig¢do infinita

Para elimmar os efeitos de interferéncia interparticulas, devem ser

realizadas medidas de espalhamento com amostras de concentragdes

decrescentes, possibilitando assim, a extrapolagdo a concentragio zero (ou

dilui¢do infinita). Isto se faz necessario porque toda a teoria de espalhamento
baseia-se na ndo interferéncia entre o espalhamento produzido por cada
particula.

Para isso, utilizamos um programa de computagdo que normaliza cada
curva de espalhamento pela sua respectiva concentragdo e depois calcula
para cada ponto angular o valor extrapolado para a concentragio zero,

usando o método de minimos quadrados. Os resultados desta extrapolagido

podem ser vistos nas Fig. 5.4.
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5.4. Curvas de espalhamento da Cd. «. a pH 1,5 em diferentes concentragdes

e extrapolada a concentraciio zero normalizadas.

Figura §

O grafico de Guinier para a extrapolagdo a concentragdo zero pode

ser observado na Fig. de 5.5. Os resultados do calculo de raio de giro, do

volume e area da particula estdao indicados na Tab. 5.1 juntamente com os

mesmos parametros obtidos para as varias concentragdoes.
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Rg=21.87 (A)

T
0,0005

T
0,0010

0.01}15
(A2

Figura 5.5. Grifico de Guinier da fosfolipase da C. d t a pH 1,5, extrapolada a

COIICCIIII'EIC&U ZEro.

50mg/ml

35mg/ml

20mg/ml

conc.=zero

Rg (A)

15.78

17.36

19.54

21.87

V (A%

58.635

59.626

78.600

80.273

A (A%

9.628

9.660

13.282

16.759

Tabela 5.1. Valores de volume, drea de superficie e raio de giro da fosfolipase A, de

C

concentracio zero.
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5.3. Uso da Transformada de Fourier

As curvas de espalhamento extrapoladas a concentragdo zero foram
corrigidas por efeitos de altura e largura do feixe incidente, ja que a teoria de
baixo angulo pressupde feixe pontual e o aparelho de raio-X utilizado
fornece feixe linear horizontal com altura e largura aproximadas de 22mm e
Imm, respectivamente. Este tratamento ¢ feito utilizando-se o método de
Transformada Indireta de Fourier, por meio de um programa computacional
denominado ITP (Miiller e Glatter, 1982) que, com as curvas corrigidas
[I(h)] (Fig. 5.6) para feixe pontual, calcula a fungédo distribui¢do de distancia,
p(r), experimental apresentada na Fig. 5.7 e fornece o raio de giro, no caso

igual a 23,69 A, que ¢ calculado através da seguinte expressao:

o

?.J- p(r)dr

o

Esta forma de calcular o raio de giro leva em consideragiio toda a curva de

de mtensidade de espalhamento, porisso seu resultado ¢ mais preciso que o

| ‘%f#'
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calculado pelo método de Guinier (equagdes 2.17 e 5.2), o qual sé ¢ valido

para a regiao de S(ou h)—0.

FIYUES Gye
h(A”)

Figura 5.6. Curva de espalhamento corrigida da PLA; da C.d.t. em pH 1,5.

M.()J

120

40
r(A)

Figura 5.7. Grifico da fun¢io distribuiciio de distincia , p(r), da fosfolipase A; da

cobra C. d.t., pH 1,5.
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6. ANALISE E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Observando a fungdo distribuigdo de distancia - p(r), Fig. 5.7,
percebe-se a existéncia de um pico ao redor 25A e a formagdo de um
pequeno ombro ao redor de 45A. Outra caracteristica que se nota é o valor
da maxima dimensdo da molécula em solugdo, proximo a 65A.

Para a interpretagdo dos dados de espalhamento de raio-X a baixo
angulo, ¢ necessario fazer uma comparagdo das curvas de espalhamento
experimental I(h) e as fungdes distribui¢do de distancia p(r) experimentais
com as obtidas de modelos tedricos. O programa computacional
MULTIBODY (Glatter, 1980) calcula a fungdo distribuigdo de distancias,
p(r), e a fungdo espalhamento, I(h), de modelos, usando a teoria de
elementos finitos, no caso esferas de 1A de raio como subunidades. Para a
efetuagao destes calculos sdo utilizadas as equagdes abaixo.

O fator de espalhamento correspondente a i-ésima esfera ¢ dado pela

seguinte equagao:

3[sen(hRi) + (hRi) cos(hRi)]

®i(h) =
b} (hRi)?

?

onde Ri1 € o raio da 1-ésima esfera.

A curva de espalhamento do modelo ¢ dada por:
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2 3 4 5 6 i llrltassF) v 13 14

1 n

n-1| h.d;
()= Y vpl?(+2), X pipkvividi (|1)¢k(1)M (6.2)
i=1

i=1 k=i+1 h.dik

onde d;; € a distancia entre os centros da i-ésima com a k-ésima esferas, v;,
p1 € ¢; sdo respectivamente o volume, a densidade e o fator forma da i-ésima
esfera, descrito pela equagado acima.

A fungdo distribuigdo de distancia, p(r), pede ser escrita na mesma

forma que a equagdo I(h) acima, ou seja:

Zplpork +zZ Zp.pkprdlk Ri,Ry) , (6.3)

1=1 k=i+l

onde py(r,R;) ¢ a fungdo distribui¢do de distancia de uma esfera de raio R; e

densidade eletronica igual a unidade. O termo cruzado p=(r,dix,R;,Ry) € a

fungao distribuigdo de distancia entre a esfera i e a esfera k.

Esse modelo € construido a partir de subunidades de tamanho proximo
ao encontrado para a fosfolipase através de dados cristalograficos; ele
consiste de dois elipsoides prolatos de semi-eixos a=b=15A e c=29A.

As Figs. 6.1 e 6.2 apresentam, respectivamente, a curva de

espalhamento, I(h), ¢ a fungdo distribuigdo de distancias, p(r), do modelo

comparadas as experimentais.
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experimental
modelo

h(A™h

Figura 6.1. Grafico da comparacio das curvas de espalhamento do modelo e

experimental da PLA; da C.d.t. em pH 1,5.

Experimental
modelo

1:’ﬂ

L
T OGORROCMH RN

Figura 6.2. Grifico da comparagio da fungiio de distribuigiio de distincias do

40

r(/'\l

60

modelo e experimental da PLA; da C.d.t. em pH 1,5,

7
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O programa calcula também o raio de giro do modelo, a partir da
equagdo 5.5. A Tab. 6.1 apresenta os valores encontrados para o raio de giro

nas diferentes etapas da analise dos resultados obtidos.

Raio de giro (A) | Rg(Gui)* Rg(Gui)** Rg(ITP) Rg(Mod)

PLA, daC.d.t 21.95 21.87 23.69 23.14

Tabela 6.1. Valores do raio de giro calculados nas seguintes circunstiancias:
Rg(Gui)*- cilculo pelo método de Guinier, extrapolando-se os valores para raio de
giro das varias concentragoes experimentais a concentragio zero; Rg(Gui)**-
cilculo pelo mesmo método sobre a curva de espalhamento extrapolada 2a
concentracio zero; Rg(ITP)- cilculo considerando-se a func¢io distribuicio de

distincias experimental; ¢, Rg(Mod)- cilculo considerando-se a fun¢io distribuicio

de distancias do modelo.

Na tabela acima, observa-se valores diferentes de raio de giro, sendo
menores os calculados para Rg(Gui) em comparagdo aos calculados para
Rg(ITP) e Rg(Mod), esse tipo de resultado ¢ comumente observado na
literatura e esta relacionado ao fato do Rg(ITP) e Rg(Mod) utilizarem a
curva de espalhamento completo para o seu calculo, através da equagao 5.5,
enquanto o Rg(Gui) ¢ calculado usando apenas a parte inicial da curva de
espalhamento, como ja apresentado na pagina 41. Pode-se também obervar a
concordancia entre os valores de raio de giro experimental (RgITP) e teorico
(RGMod), indicando que o modelo sugerido apresenta uma boa

confiabilidade.

Analisando qualitativamente as curvas de espalhamento experimental

e do modelo, Fig. 6.1, observa-se uma sobreposi¢do em uma regiao angular
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extensa e um pequeno afastamento para valores maiores de h, devido ao fato
da curva de espalhamento experimental conter um erro estatistico maior
nessa regido. O grafico apresenta Log I(h) x h, apenas por conveniéncia.

A fung¢do distribuigdo de distancia, p(r), possui as informagdes sobre a
forma e o tamanho do objeto espalhador, constituindo-se numa ferramenta
imprescindivel — para as analises ¢ conclusdes finais do trabalho de
espalhamento de raio-X a baixo angulo.

Uma primeria observagdo a ser feita na fungdo distribuicio de
distancias, Fig. 5.7, é o ombro que aparece na curva experimental na regiao
de 40 < r < 45A, que esta relacionado as distincias entre os centros
espalhadores de duas subunidades distintas, ou seja, entre um mondmero €
outro, o que nos levou a construgao do modelo como um dimero. Quanto ao
pico que aparece na curva experimental em r ~ 25A, este esta relacionado as
distancias entre os centros espalhadores dentro de cada subunidade (ou
monomero), esse fato foi considerado para a construgdo de um modelo que
apresentasse essa caracteristica, o que resultou na presenga do pico em
r ~25A também na curva teorica (Fig. 6.2).

A aparerente dimerizagao da molécula em solugdo, que teoricamente
nao deveria ocorrer nas condigdes experimentais de realizagao do trabalho
(pH 1,5), pode ser devida as altas concentragdes das solugdes (50, 35 e
20mg/ml) necessarias ao espalhamento de raio-X a baixo angulo. A ndo
abertura da cadeia principal (desnaturagdo) neste pH pode ser devida a
presenga na macromolécula de sete pontes dissulfeto que estabilizam a sua
conformagao.

O modelo foi construido levando-se em conta a aparente dimerizagao

da macromolécula nas condigdes de pH, concentragdo e temperatura em que
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o experimento foi realizado e esta apresentado na Fig. 6.3, que mostra o

modelo do dimero idealizado e utilizado como base das informagdes

fornecidas aos calculos da curva de espalhamento e fungdo distribuigao de

distancia do modelo. Como ja mencionado, o modelo ¢ composto de dois
prolatos elipsoides de semi-eixos a=b=15A e c¢= 29A, havendo uma
inclinagdo aproximada de 67° entre os dois mondmeros, inclinagdo esta

obtida apos muitas tentativas.

Figura 6.3. Fotografia obtida pelo equipamento System Stratagene Eagle Eye 11, da
projecio no plano xy do modelo da PLA; elaborado pelo programa Multibody,

através das coordenadas de pequenas esferas.
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7. CONCLUSOES E SUGESTOES

O trabalho concluido mostrou que a técnica de espalhamento de raio-
X a baixo angulo para analisar macromolécular em solugdo apresenta bons
resultados na obtengdo dos parametros moleculares estruturais, como raio de
giro, volume, area de superficie ¢ maxima dimensao. Além disso, possibilita
a proposi¢do de modelos que se ajustem a conformagdo na qual a molécula

se encontra em solugdo.

Com a boa sobreposi¢do das curvas da fungido distribuigdo de

distancias experimental ¢ do modelo, podemos concluir que o modelo

proposto esta muito proximo da forma em que a fosfolipase do veneno da
cobra Crotalus durissus terrificus encontra-se em solugdo de acido formico
0,2M a pH 1,5.

Apesar da dificil solubilidade desta macromolécula, nota-se que
experimentos em outras condigdes de pH e temperatura poderiam mostrar

variagdes na sua conformagao tridimensional.
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