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RESUMO

A soro albumina € uma proteina de grande interesse biologico devido as
suas propriedades de armazenar e transportar substancias como acidos graxos e

outras pequenas moléculas, além de auxiliar no controle da pressdo osmética do

sangue. E uma proteina muito flexivel e maleavel, podendo sofrer mudangas em

sua conformagao pela variagdo do pH, temperatura e presenga de ligantes.

Neste trabalho, estudamos a soro albumina bovina ligada com acidos
graxos e/ou globulina em varios valores de pH ( 3,0; 4,0; 50; 6,0 ¢ 7,0 )
utilizando a técnica de espalhamento de raios X a baixos angulos para avaliar a
ocorréncia de variagdes conformacionais. A partir das curva de intensidade de
espalhamento corrigidas determinamos parametros como: raio de gira¢do, fungdo
de distribui¢do de distancias p(r) e maxima dimensao da particula.

Para as corre¢des das curvas de intensidade foram utilizados o
programa computacional ITP do qual calculamos raios de giragido entre 2,62 nm e
3,18 nm e as fungdes p(r) que serviram como base para a determinagdo de
modelos tedricos tridimensionais. Esses resultados foram posteriormente
comparados com outros da literatura para as albuminas humana e bovina livres de
ligantes. Com esses dados, ficou evidente a forte dependéncia da forma da
macromolécula com a variagdo do pH e presenga de ligantes e, ainda servindo

como indicio da grande flexibilidade da proteina.




Abstract

ABSTRACT

Albumin 1s a protein which raises a great biological interest due to its
properties of fatty-acid and small molecule storage and transportation, besides to
help in the control of blood osmotic pressure. It is a very flexible protein which
may undergo changes in its conformation due to variation in pH, temperature,
and presence of ligants.

In the present work it is studied complexes of bovine albumin with

fatty-acid and/or globulin at several pH’s (3.0, 4.0, 5.0, 6.0 and 7.0) using the

Small Angle X-ray Scattering (SAXS) technique in order to evaluate the
presence of conformational changes. From the corrected scattering intensity
curves it was determined parameters such as: radius of gyration, function of
distance distribution (p(r)), and maximum dimension of the particle.

For corrections in the intensity curves it was used the computer
program ITP which calculated values for radius of gyration for bovine albumin
ranging from 2.62 to 3.18 nm. The functions p(r) were used to determine the
three-dimensional theoretical models. These results were compared with
published results for human and bovine albumin free of ligants. These
comparisons made clear that there is a strong dependence of the macromolecule
shape with pH variation and presence of ligants, furthermore, it indicated a great

protein flexibility.
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CAPITULO 1 - INTRODUCAO E OBJETIVOS

A soro albumina é uma das principais proteinas do plasma sanguineo e

representa cerca de 60% das proteinas ai existentes, além de ser um importante

componente do plasma no estabelecimento da pressdo osmotica do sangue.
Devido as suas propriedades de armazenar e transportar outras substancias, tais
como, acidos graxos, bilirrubina, metais, drogas e outras pequenas moléculas,
desperta um grande interesse bioldgico. Seu peso molecular estd em tormo de
66500 e o ponto 1soelétrico esta por volta do pH 4.,8. Estudos mostram que esta
proteina € composta por uma unica cadeia polipeptidica com 17 pontes de
dissulfeto, o que lhe confere forte estabilidade, mas, devido as suas localizagdes
permite-lhe alta maleabilidade e flexibilidade. Esta cadeia pode ser dividida em 3

dominios e cada um subdividido em 2 subdominios ( Hunter € McDuffie, 1959 ).

A albumina é uma proteina muito sensivel as condi¢gdes do meio em que
esta envolvida, podendo sofrer mudangas na conformagao pela variagdo do pH e
temperatura ou ainda, pela presenga de ligantes. A capacidade de ligagdo da
albumina esta provavelmente relacionada a existéncia de diferentes regides de
ligagdo dentro da molécula nas quais os ligantes podem ser ligados com alta

afinidade.

Em trabalho recente (Olivieri e Craievich, 1995 ) as albuminas humana e
bovina, livres de ligantes, foram estudadas pela técnica de espalhamento de raios
X a baixos angulos (SAXS), mostrando uma alta sensibilidade na conformacgéo
com a varia¢ao do pH, comprovando a grande flexibilidade da proteina. Modelos

foram propostos baseados na sua estrutura de subdominios. Até entdo, outros
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trabalhos na literatura tinham como proposta para a forma estrutural da albumina,
modelos com formas simples como elipsoides prolatos, oblatos e prismas, ndo
deixando clara a sequéncia de como a proteina passava de uma forma a outra pela
variagdo do pH. O trabalho de Olivieri e Craievich também serviu para mostrar
esta sequéncia. A tabela 1.1 relaciona os trabalhos de alguns autores com suas

respectivas propostas de modelos.

pH Técnica

Anderegg et al, 1955 4.6 prisma reto

Luzzati, 1960 5.3 elipsdide prolato ou
oblato

Squire er al, 1968 5.2 Sedimentagao elipsoide prolato

Laggner et al, 1971 7.3e5.1 SAXS elipsoide prolato ou
prisma chato

Carter et al, 1990 7.2 Difragao coragao
de Raios X

Tabela 1.1 - Relagdo de alguns autores e suas propostas de modelos para a albumina em diferentes
valores de pH e as técnicas utilizadas.
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O espalhamento de raios X a baixos angulos tem-se revelado uma
técnica muito importante no estudo de macromoléculas em solu¢do com tamanho
entre 10 e 200 A, para calculo de varios parametros geométricos como: raio de
giragdo, fungdo de distribuigdo de distancias, maxima dimensdo, volume e
superficie. Ela permite estudos em condi¢des proximas do ambiente biologico,
possibilitando ainda, a obtengdo de informagdes sobre a forma das

macromoléculas. Devido a essa dependéncia com a geometria, os dados de

espalhamento podem ser extremamente sensiveis as mudangas conformacionais

e/ou flexibilidade, proporcionando assim, um importante auxilio na compreensao

dos mecanismos biomoleculares ( Trewhella, 1997 ).

O objetivo deste trabalho ¢ avaliar, pela técnica de espalhamento de
raios X a baixos angulos, a existéncia de mudangas conformacionais da soro
albumina bovina ligada com 4cidos graxos e/ou globulinas de pequenas
dimensdes se comparada com a proteina, em varios valores de pH e ainda
calcular parametros como raio de giragdo e fungdo de distribui¢do de distancias.
Posteriormente, compararemos esses resultados com os obtidos na literatura
(Olivieni e Craievich, 1995; Olivieri, 1992 ), para as soro albuminas humana e
bovina livres de lingantes. Também serdo propostos modelos gerados a partir de
simulagdes em computador, para as varias conformagdes observadas nas
albuminas em estudo. Este trabalho ainda visa a aprendizagem da técnica que
inclui: a teoria de espalhamento de raios X, utilizagdo dos programas
computacionais para calculo dos pardmetros desejados e constru¢do de modelos,

manuseio dos equipamentos envolvidos e interpretagdo dos resultados.
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CAPITULO 2 - SORO ALBUMINA

2.1 - Aspectos Gerais

A palavra albumina deriva do latim a/bus, branco, que vem do albumen
do ovo que se torna branco apds a coagulagdo. Suas principais caracteristicas sdo
de uma proteina acida, muito soliivel e estavel. Seu ponto isoelétrico esta
aproximadamente em torno do pH 4.8. Entre os valores de pH 6,0 ¢ 7,0, a
albumina ¢ soliivel em altas concentragdes de sulfato de amoénia (2.1 M ).

A estabilidade ou sua resisténcia a desnaturagdo foram determinadas.
Pode ser aquecida a 60°C por um periodo de 10 horas, na presenga de
estabilizadores como acido caprilico. Entre os valores de pH 1,0 e 2,0 a molécula
se expande e alonga, podendo voltar a configuragao nativa reversivelmente. Entre
os valores de pH 9,0 e 11,0 a albumina € relativamente estavel, podendo sofrer
apenas trocas de dissulfeto ( Peters, 1985; Ulrich, 1981).

As albuminas ligam-se facilmente a centenas de outras substancias,

pequenas moléculas, acidos graxos, metais, modificando algumas vezes seu

comportamento ou forma, como por exemplo, dando maior estabilidade
conformacional ou protegendo contra a desnaturagio por calor ou pela uréia.

A primeira albumina a ser cristalizada foi a de cavalo, por volta de 1894,
e a cristalizagdo ¢ empregada em escala industrial, como um passo no processo
de purificagdo. Entretanto, sé recentemente foi determinada a estrutura

tridimensional ( Carter ef al , 1989; 1990 ).
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2.2 - Estrutura Primaria

A albumina ¢ uma proteina composta de uma tinica cadeia polipeptidica,
com 585 e 582 aminoacidos, para a soro albumina humana (SAH) e a bovina
(SAB), respectivamente. As albuminas caracterizam-se por um baixo contetudo de

triptofano ¢ metionina e um alto conteiido de cisteina, acido aspartico, acido

glutamico, lisina e arginina. A composi¢do de aminoacidos pode ser vista na

tabela 2.1.

Estudos da sequéncia de aminoacidos da albumina humana e bovina,
verificaram uma homologia muito grande entre as duas. Uma caracteristica
comum entre essas albuminas € a presenga de pares de cisteinas vizinhas em
toda a sequéncia, como mostra a figura 2.1.

Apos estudos por Hunter e McDuffie ( Hunter e McDuffie, 1959 ), ficou
estabelecido que a albumina é uma unica cadeia polipeptidica composta de 17
pontes de dissulfeto. A quantidade de pontes de dissulfeto formada confere as
albuminas uma forte estabilidade, mas suas localizagdes permitem, por outro
lado, uma maleabilidade e flexibilidade muito grande, sendo responsavel pela
existéncia de varias conformagdes em diferentes valores de pH. Ela apresenta
uma cisteina livre, que possivelmente deve estar protegida da oxidagdo pela
forma da cadeia.

Baseado na distribuigdo das pontes de dissulfeto ao longo da cadeia de
aminoacidos, € possivel dividir as albuminas em trés dominios ( I, I, III ) e cada

um deles em outros dois subdominios ( A e B ), como mostra a figura 2.1.
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AMINOACIDO BOVINA

acido aspartico

asparagina

treonina
serina
acido glutamico
glutamina
prolina
glicina
alanina
valina
1/2-cisteina
metionina
isoleucina
leucina
tirosina
fenilanina
lisina
listidina
triptofano

arginina

TOTAL 582

HUMANA

Tabela 2.1 - Quantidade de aminoacidos nas albuminas humana e bovina.
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2.3 - Propriedades Fisicas e Forma

A molécula de albumina ndo € uniformemente carregada ao longo de seu
comprimento. A carga elétrica liquida em pH 7,0 para a albumina bovina é de
-10e, -8e e 0 nos dominios I, II e 11, respectivamente para a albumina humana, os
valores sdo -9e, -8e ¢ +2e para os mesmos dominios. Podemos dizer entdo que a
cabega, ou seja, o terminal amino (regido I ), é altamente negativa, enquanto que
o terminal carboxil ( regido III ) € aproximadamente neutro.

Nos estudos de equilibrio de sedimentagdo ( Squire ef al, 1968 ), foi
proposto que o valor do peso molecular da albumina seria de 66700 para a
bovina e 69000 para a humana.

Em trabalho, utilizando espalhamento de raios X a baixos angulos,
Laggner (Laggner ef al, 1971 ) encontrou uma mudanga no raio de giragdo de
32A para 38 A quando o pH baixava tanto de 7,0 como de 5,1 para 3,7. Ele
percebeu uma transig¢do na estrutura e propds que a molécula passa de um modelo
de elipsoide prolato (Squire et al, 1968 ) com razdo axial 0,66 : 1 : 2 nos valores
de pH 7,0 e 5,1 para um prisma chato com razao de lados 0,25 : 1 : 1 no pH 3,7.

Em outro trabalho, também com SAXS, utilizando albumina bovina,
(Anderegg ef al, 1955 ), foi determinado um raio de giragdo de 29,8 A e foram

propostas duas sugestdes para a forma: a de um prisma reto com 106 x 21,5 x

50A ou a de um paralelepipedo com dimensdes 82,5 x 27,4 x 63 A. A escolha

final entre um modelo e outro ndo foi possivel, segundo os autores.

Em trabalho desenvolvido por Carter (Carter et al, 1989;1990 ), a
albumina humana foi cristalizada em diversos valores de pH ( variando entre 5,5
e 7,2 ) e encontraram cristais tetragonais com cela unitaria de 186,5 x 186,5 x

81,0A. A forma proposta para a proteina foi a de um coragdo com as maximas
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dimensdes de 83 e 82 A, com uma profundidade de aproximadamente 30 A. Um
esbogo da molécula pode ser visto na figura 2.2.

Peters ( Peters, 1985 ) e Wallevik ( Wallevik, 1973 ) , fizeram estudos
com atividade optico rotatorio € mostraram também que a albumina muda de
forma com a variagdo do pH . Estes trabalhos mostram a molécula de albumina
numa posi¢ao mais desenrolada em torno do pH 2,7, passando depois pelo ponto
de maior enrolamento ao redor do pH 4,3 e se tormnando novamente mais
desenrolada do pH 7,0 para cima.

Como vimos, a albumina foi tratada por diferentes técnicas e diferentes
autores. Em estudos recentes, Olivieri e Craievich ( Olivieri e Craievich, 1995) e
Olivieri (Olivieri, 1992 ) avaliaram, por espalhamento de raios X a baixos
angulos, o comportamento das albuminas humana e bovina livres de ligantes em
solu¢do em fungdo da variagdo do pH, comprovando a grande maleabilidade e
flexibilidade da proteina devido as mudangas conformacionais observadas. A

tabela 2.2 mostra os valores dos raios de giragdo encontrados.

RAIO DE GIRACAD ( R)

25 30 35 40 45 50 70

Tabela 2.2 - Resultados obtidos por Olivieri do raio de giragao da SAH e SAB livres de ligantes.

Sdo propostos modelos tedricos para os diferentes valores de pH

baseados na estrutura de subdominios apresentados pela albumina. E constatado

que apesar da grande homologia entre essas proteinas, elas apresentam diferengas
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nos valores do raio de giragdo (tabela 2.2) e na forma. Um dos modelos

propostos da SAH pH 7,0 ( Olivieri e Craievich, 1995 ) pode ser visto na figura

2.3,

Figura 2.2 - Visdo estereoscopica da molécula de albumina humana, que apresenta um formato de
coragdo, conforme proposta de Carter.

Figura 2. 3 - Modelo tedrico da SAH pH 7,0 livre de ligantes e sua respectiva fungdo distribuigdo
de distancias, proposto por Olivieri e Craievich.

AVA
AVAVAL

cm 1 2 3 4 5 6 i unespw.l 12 13 14 15 16 17

18



Capitulo 2 - Soro Albumina

2.4 - Interacao ligante-albumina

Devido a importancia fisioloégica da albumina muitos trabalhos vem
sendo desenvolvidos, sobretudo apds a determinagdo completa da estrutura
primaria das albuminas humana e bovina. Em particular, ha um grande interesse
na compreensao dos mecanismos que envolvem a ligagdo de ligantes a proteina,
tanto na localizagdo das regides mais provaveis a ligagdo e a afinidade para os
diferentes tipos de ligantes envolvidos, quanto a capacidade da proteina de mudar
sua conformagao na presenga ou auséncia destes ligantes.

Algumas substancias como bilirrubina, longas cadeias de acidos graxos
e grupos heme, ligam-se com alta afinidade. Em contraposi¢do, esterdides e L-
tiroxina possuem afinidade mais baixa. J4 um grande nimero de drogas
carregadas negativamente ou eletrostaticamente neutras sdo ligadas com
afinidade moderada. A figura 2.4 mostra algumas possiveis regides de liga¢do da
albumina para alguns diferentes ligantes ( Ulrich, 1981).

Os principais acidos graxos que se ligam a albumina sdo: oleato,

palmitato, linoleato e estearato. Alguns autores ( Ulrich, 1981 b ) verificaram que

a proteina possui trés regides de ligagdo diferentes em relagdo aos sitios de

ligagdo de longas cadeias de acidos graxos (Ci¢ - C1g ), médias cadeias de acidos
graxos (Cs - Cyp ) e fenol vermelho. Alguns resultados da literatura ainda indicam
que acidos graxos com longas e médias cadeias ndo tem a mesma afinidade para
os mesmos sitios de ligagdo ( Cunninghan er al/, 1975 ). Este mesmo autor
estudou a ligagdo de L-triptofano para as albuminas humana e bovina na presenga
de varios acidos graxos e observou que a ligagdo do triptofano é diminuida mais
na presenga de baixas concentragdes de dodecanoato do que na mesma

quantidade de palmitato ou oleato.
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Figura 2.4 - Algumas regides de ligacdo de alguns ligantes. AG: acidos graxos; B: bilirrubina; D:
drogas; N: terminal amino e C: terminal carboxil ( Olivieri, 1992 ).

E importante notar que os acidos graxos ligados a albumina sao capazes

de influenciar a ligagdo de outros ligantes. Entretanto, experimentos tem
mostrado que a ligagdo também pode ser influenciada por outros fatores tais
como: concentragdo de albumina, pH, temperatura e, tipo e concentragao de sais
usados na solugao.

Apesar de a albumina ter alta afinidade a ligagdo de longas cadeias de
acidos graxos, estes sao muito pequenos se comparados em tamanho com a
proteina. A figura 2.5 ( Peters, 1985 ) d4a uma idéia dessa diferenga, em que

compara um dos dominios da albumina com o palmitato. Isto indica que a
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presenga desses acidos graxos ndo influenciam em muito no volume total ou no

raio de giragdo da proteina.

Dominio 2 - AB

Hélice Y

Figura 2.5 - Comparagdo em tamanho entre um dos dominios da albumina com palmitato ( Peters,

1985 ).

4 5
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CAPITULO 3 - RAIOS X

3.1 - Introducio

O espalhamento de raios X a baixos angulos (SAXS) é uma técnica
utilizada em sistemas compostos por moléculas em solu¢do para obten¢do de
parametros geométricos a partir de uma curva de intensidade de espalhamento.
Informagdes como raio de giragdo, volume, superficie, maxima dimensdo,
fungdo de distribuigao de distancias - p(r), em situagdo mais proxima possivel
das condigdes bioldgicas, podem ser conseguidas e modelos tridimensionais
podem ser propostos pelo uso de programas computacionais adequados.

Além disso, é possivel estudar as mudangas conformacionais ocorridas
pela variagdo das condig¢des iniciais do meio em que a macromolécula esta
envolvida, como pH, temperatura e presenga de ligantes.

Vale lembrar que, como € de interesse deste trabalho, apenas sistemas

monodispersos de proteinas serdo considerados.

E de fundamental importincia saber que a diferenga na densidade

eletronica entre soluto e solvente sio imprescindiveis para a utilizagdo da
técnica de SAXS, e para tanto, as proteinas devem estar numa solugdo salina
com concentragao abaixo de 1 M, evitando assim, o “mascaramento’” nas curvas
de intensidade.

As curvas de SAXS e sua técnica serdo mostradas com mais detalhes
no decorrer deste trabalho. Mas ressaltamos que todas as informag¢des desejadas
sdo conseguidas de uma unica curva de intensidade em fung¢ido do angulo de

espalhamento.
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3.2 - Propriedades dos Raios X

Os raios X, assim chamado por seu descobridor Roentgen devido a sua
natureza entdo desconhecida, sdo radiagdes eletromagnéticas com comprimento
de onda curto, usualmente na faixade 0,5a2,5 A.

Eles apresentam propriedades tipicas de onda como polarizagio,
interferéncia e difragdo, da mesma forma que todas as outras radiagdes
eletromagnéticas

Neste trabalho, a radiag¢do, na maioria das vezes, sera interpretada como

; : . ; hc
onda, mas em alguns casos sera considerada como fotons de energia h v = 7

em que h € a constante de Planck e c, a velocidade da luz ( Guinier, 1963 ).

3.3 - Producao de Raios X

Os raios X sdo produzidos quando um material é bombardeado por
elétrons a alta velocidade. Os tubos de raios X convencionais consistem de um
anodo e de um catodo contidos no interior de um envoltoério de vidro em que
todo o ar foi removido. O dnodo ou alvo é usualmente feito de cobre massivo e o
catodo consiste de um filamento de tungsténio.

Neste tubo, os elétrons do filamento aquecido sdo emitidos e acelerados
num feixe por meio de uma diferenga de potencial e em seguida desacelerados
ao colidirem com o anodo, como mostrado na figura 3.1 ( Eisberg e Resnick,

1979).
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L
< =

e

Figura 3.1 - Esquema mostrando a produgio de raios X. Elétrons sdo emitidos termicamente do
catodo C ( filamento ) aquecido e acelerados em direcdo ao anodo A ( alvo ), pela diferenga de
potencial V. Os raios X sdo emitidos do alvo pela desaceleragao dos elétrons.

Alguns processos podem ocorrer quando um elétron do feixe penetra
pela superficie do alvo e interage com seus atomos. Em geral, os elétrons
precisam sofrer muitas colisdes antes de perderem toda sua energia e, a cada
uma delas, a dire¢gdao do seu movimento ¢ alterada.

Fundamentalmente, os elétrons podem perder sua energia de duas
maneiras diferentes: perda por colisdo e/ou por radiagdo. Na primeira, estdo
envolvidos os elétrons dos alvos e na segunda, os nticleos.

Na perda por colisdo, os elétrons das camadas mais interiores do alvo
sdo arrancados deixando estes atomos num estado altamente excitado ou mesmo
ionizados. Durante a volta ao estado fundamental, um conjunto de fotons de alta
energia sdo emitidos contribuindo para o espectro de raios X.

Ja o processo de perda por radiagdo ocorre nos nucleos dos atomos do
alvo, em que da interagdo elétron-nucleo, toda energia cinética do elétron do
feixe ou parte dela pode ser convertida em radiagdo pela desaceleragdo. Esse
processo € conhecido como bremsstrahlung e a radiagdo produzida forma o

espectro continuo.
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3.4 - Radiacao Caracteristica

Como vimos, as interagdes entre os elétrons do feixe e os atomos do
alvo ocorrem de diversas maneiras produzindo radiagdes de comprimentos de
onda que compreendem uma faixa bem larga.

Mas, de todas as radiagdes produzidas, interessam-nos apenas as

radiagdes originadas do decaimento eletronico das camadas mais internas dos

atomos, ou seja, das radiagdes caracteristicas. Essas radiagdes sdo conseguidas
quando elétrons do feixe, com energia suficiente, conseguem arrancar o0s
elétrons das camadas internas dos atomos do alvo e elétrons de outras camadas
ocupam o seu lugar. Essas energias sdo também caracteristicas do material que
compde o alvo. Especificamente, trabalharemos com radiagdao Cu k. (radiagéo
k.. do cobre) tendo em vista a alta intensidade conseguida, além da obtengao de
um feixe aproximadamente monocromatico de raios X.

A radiagao k ¢ produzida quando um elétron desta camada ¢ ejetado e
posteriormente ocupado por um elétron de outras camadas. Se as vacancias
forem preenchidas por elétrons das camadas Lj; (subcamada III da camada L)
entdo dizemos que a radiagdo produzida ¢ Kk.; e a energia radiada sera a
diferenga entre as energias das duas camadas. Da mesma forma, se o
preenchimento ocorrer por elétrons da camada My a radiagdo produzida sera
dita kg, , € assim por diante.

As radiagbes  caracteristicas aparecem como picos no espectro
continuo, conforme figura 3.2 ( Cullity, 1978 ).

Em particular, trabalharemos com as radiagdes Cu K., que na pratica,

sdo conseguidas utilizando filtro de niquel na saida do tubo de raios X.
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comprimento de onda caracteristico (Cu)
k

1A

Intensidade

ky=1,3922

d
p
4
3
J
p
7

k=1,5405
:d
f‘

U \-\"""-*-—-..

Comprimento de onda (ﬂ)

Figura 3.2 - Espectro de radiagdo de raios X emitidos por um tubo de cobre. ( ) espectro

continuo; ( ) regiao de atuagao do filtro.

3.5 - Intensidade de um Feixe de Raios X

Em um experimento de SAXS, todas as informagdes possiveis
conseguidas das amostras em analise sdo obtidas a partir de um grafico de
intensidade em fung¢do do angulo em que o feixe incidente foi espalhado.

Essa intensidade ¢ definida como o fluxo de energia com que um feixe
de raios X paralelos atravessa perpendicularmente uma unidade de superficie
por segundo. Para uma onda plana monocromatica, a intensidade € proporcional
ao quadrado da amplitude da vibragao.

Em termos de intensidade absoluta uma maneira pratica de obter a
intensidade € determinar o numero de fotons emitidos por segundo ( Guinier,

1963 ).
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3.6 - Absor¢ao de Raios X pela Matéria

A radiagdo interage com a matéria, podendo ser espalhada ou absorvida

por ela. Os fotons que ndo aparecem no feixe transmitido podem ter sido sujeitos

a varias transformagoes.

Em um primeiro caso, alguns fétons podem ter sido apenas desviados
de seu curso sem perda de energia, denominado espalhamento coerente, sendo a
radiagdo simplesmente espalhada, mantendo o mesmo comprimento de onda da
radiagdo incidente.

Em um outro processo, por efeito Compton ou incoerente, os fotons
mudam sua diregio perdendo parte de sua energia e consequentemente,
aumentando seu comprimento de onda. Esse processo sera estudado com mais
detalhes no apéndice A, com o objetivo de mostrar que esse espalhamento é
desprezivel para angulos de espalhamento pequenos.

Ainda, fotons de determinadas energias podem interagir com o0s
elétrons dos atomos, por efeito fotoelétrico, deixando-os num estado excitado.
Ao retornarem aos seus estados fundamentais, as radiagdes sdo emitidas em
comprimentos de onda que sdo caracteristicos dos atomos excitados.

Em particular, para baixos angulos, somente o espalhamento coerente €
considerado, tendo em vista que os outros processos sdo despreziveis ( Glatter e

Kratky, 1982 ).




Capitulo 4 - Teoria de SAXS

CAPITULO 4 - TEORIA DE SAXS

4.1 - Espalhamento por um Elétron Livre

Vamos considerar o espalhamento de um feixe paralelo de raios X de

intensidade Iy, por um elétron livre. Seja uma onda plano-polarizada propagando-

se na diregdo Ox, com um vetor campo elétrico E,, incidindo sobre um elétron

situado na origem do sistema de referéncia. Este elétron oscila porque esta sujeito

a uma aceleragdao de amplitude :

Yy=E,e/m

Figura 4.1 - Espalhamento de uma onda por um elétron livre.
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De acordo com a teoria eletromagnética classica, um elétron acelerado

emite radiagdo eletromagnética cujo vetor campo elétrico num dado ponto P é:

em que: r - distancia OP
¢ - angulo entre OP e a dire¢do de aceleragdo do elétron
1o - permeabilidade magnética (47 .10 Tm/A)
e - cargadoelétron (1,6.107°C)

. *E
Assim, E = R & = sen @ 4.3
4 m r

Porém, a onda espalhada é n radianos fora de fase com a onda incidente.
Se primeiramente E estiver direcionado ao longo de Oz, ¢ sera igual a

90", e portanto:

_ M e E, 44
4 m r '

E,

Como a intensidade ¢ dada pela amplitude da onda ao quadrado, tiramos

)2 :
E, I, \4z) m’r’ '

14

) U, € . ) ) .. .
A quantidade 4—"— . € definida como raio classico do elétron, r..
T m

r.’
ASSiIn, IJ_: ]"2 In 46

Vamos assumir agora que o vetor campo elétrico da onda incidente, Ey’,
esteja no plano xOy. Dessa forma, ¢ = 90" + 20 , e da expressdo (4.3),

calculamos,
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Ej= ;— E,” sen ( 90° + 20 )

Pl
Ey= P E,’ cos 26

2
E (4]
A intensidade sera:

Iy= == Iy cos’ 26 4.10
r

Para um feixe em que a polarizagdo ndo ¢ especificada, o calculo ¢ feito
decompondo o feixe em dois outros, em que o vetor campo elétrico seja
perpendicular e paralelo, respectivamente, ao plano de incidéncia, e nas

proporgoes, k; e k ;. A intensidade espalhada sera entdo:
r.’
Ie=r—210(kl+ky003228) 4.11

: S BN , . 1
Se, em particular, o feixe incidente ndo € polarizado, k, = k , = 5-¢a

equacgao (4.11 ) fica:

. 1 +cos’ 268
Ic= 3 I(l —“—2
r

A equagdo (4.12) é conhecida como formula de Thomson ( Guinier,
1963 ).




Capitulo 4 - Teoria de SAXS

4.2 - Espalhamento por uma Particula

A técnica de saxs € utilizada em estudos das caracteristicas estruturais
de particulas de tamanho coloidal. Os raios X sdo espalhados por elétrons e
vamos restringir nossas consideragdes apenas a espalhamento coerente, ja que
espalhamento incoerente ou Compton ¢é desprezivel para SAXS, conforme
mostrado anteriormente.

Coeréncia significa que as ondas sdo espalhadas sem mudanga de
energia em relagdo a onda incidente, sendo as amplitudes dessas ondas
adicionadas, e a intensidade dada pelo quadrado da amplitude resultante. As
amplitudes sdo de igual magnitude e diferem apenas em sua fase ¢, que depende

da posigdo do elétron no espago. Por conveniéncia, vamos representar as ondas

espalhadas na forma complexa: e ' ®, sendo a fase ¢ igual a2 n /A , vezes a

difereng¢a no caminho optico em relagao a um ponto de referéncia arbitrério.
Vamos considerar um feixe monocromatico paralelo de raios X
incidindo sobre dois centros espalhadores O e M, vamos calcular a radiagao

espalhada resultante numa dada dire¢do, conforme esquematizado na figura 4.2.
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Figura 4.2 - Difragdo por uma particula.

Vamos denotar a dire¢do do feixe incidente e espalhado pelos vetores
unitarios S, e S, respectivamente.
A diferencga de fase entre as ondas emitidas vai depender das respectivas

posi¢des entre os dois centros espalhadores. A onda incidente em M percorre um

caminho maior dado por 8 = mM + Mn, sendo m e n a proje¢do de O sobre os

raios que atravessam M.
Vetorialmente :
mM = S .7
Mn=-§.7
5=-7.(S-S)
Portanto, a diferenga de fase sera:

- S8
I L R e
by i x

S-S

Podemos ainda, definir o vetor § = l °,ouaindaovetor h =27 5.

Assim, p=- h-T.
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Dessa maneira, cada onda tera uma amplitude da forma e h-F ,€a
amplitude resultante sera a soma dessas amplitudes.

A formula classica na teoria de difragdo de raios X da a amplitude da
radiagdo espalhada pelo ponto M na diregdo definida pelo vetor h como:

Ax=A.fie i b7 4.13
onde, A, ¢ a amplitude espalhada por um elétron nas mesmas condig¢des; fi , fator
de espalhamento, dado pela razdo entre a amplitude incidente e a amplitude
espalhada.

A amplitude total de radiagdo espalhada por uma particula é entio,

A(h) = S Ax = Ag(h) Sy fie BT 4.14

Vamos considerar uma particula que possui um centro de simetria, onde
esta localizada a origem. Entdo, para cada vetor T, existe um outro, - T. Dessa
maneira, podemos simplificar a expressao ( 4.14 ) para:

A(h) = A(h) Z ficos h-T 4.15

Podemos definir o fator de estrutura de uma particula como a razdo entre
a amplitude total espalhada pela amplitude da radiagdo espalhada por um elétron

sob as mesmas condigdes:

) g =r
Ac(l_i)_% pcosh . T

A intensidade espalhada sera entio:

()= A(FY =16) ) = 1R [ s o]

— %2
Em que lﬂ(h) = ‘Ac(h)‘
O fator de espalhamento f; varia com h, mas para baixos angulos, pode

ser considerado constante. Considerando um grande numero de centros
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espalhadores e o fato de que um unico elétron nao pode ser localizado, sera
conveniente introduzir o conceito de densidade eletronica, que pode ser definida

como sendo o numero de elétrons por unidade de volume, e denotado por p(r).
Assim, um elemento de volume dv na posi¢do r contera (p(r).dv) elétrons, que

também esta relacionado com o fator de espalhamento (Guinier, 1963 ).

Agora nosso centro espalhador podera ser um elétron ou mesmo uma
densidade eletronica contidos em um meio que permite-lhes movimentar-se,
como em solugdo. Esses movimentos podem ser descritos como uma soma de
translagdes e rotagdes. As translagdes ndo produzem efeitos na intensidade

espalhada. Apenas as rotagdes intervém nos calculos de uma intensidade média.
1(R) = 1.(n)F* (1) 4.18

Para uma particula esfericamente simétrica, temos que Fz(ﬁ) = F(ﬁ)-

(f) Z Z fy fcos cos h.rt 4.19

sen(hr)

hr

Otermo cosh.t = , conforme mostrado no apéndice B .

Entao,
P(h) =X X £f,

Para particulas com distribui¢do continua de pontos de espalhamento e

sen(hr)

4.20
hr

densidade p(r), podemos generalizar a expressdao como segue:

F(h) _[P sen (hr)

@ = j‘l: p(r)ﬁigl—r—)—-4mzdr
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Assim, para determinarmos a intensidade média, conforme (4.18),

devemos encontrar Fz(h), ¢ a expressdo fica:

F(h)=[ [ o(7) e

Em coordenadas esféricas, dv, = r* do dr, ¢ a equagdo (4.23) torna-se:

F(h) = [ {p &) [ p(E+ )sen (br) r’ do dr} dv, 4.24

hr
Considerando que p(?] + F) ¢ igual a p se o ponto T, +T esta dentro da
particula e, zero fora dela, determinamos:
[.p(5) p(% +7) dv, =p* V(F) 425
Se considerarmos uma particula com um deslocamento r sobre si

mesma, determinamos V(¥), que é o volume comum as duas “imagens”. V(T) é

fungdo da diregdo do vetor T, cujo valor médio sera V(T).

Figura 4.3 - Representagao da fungao V(r).
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Podemos agora resolver a equagao (4.24):
F(R) =0 [ do [ V()
(]1) K p -’- W) sen(hr)

Vamos introduzir a fungdo caracteristica y(r), que representa a

sen(hr)

47 r’dr

probabilidade de que um ponto situado a uma distancia r, em uma diregdo
arbitraria, de um dado ponto da particula pertenca a mesma. Essa funcdo é

usualmente normalizada para unidade na distancia r = 0, 1sto €,

_ (@)
(=30

E ainda, definimos:

vo(r) = V(r) _ V(r)

V(o) Vv
Substituindo (4.28) em (4.27) :

F(h) =vp' [ v.(r) Se“(hr) n r2dr 4.29

Entao, podemos definir a fungdo distribuigao de distancias p(r), como:
p(r)=4nr*V y,() 4.30

e a expressao (4.29), torna-se:

() 2 J. o) sen(hr) i

Multiplicando esse resultado por I_(h), determinamos a intensidade 1(h),

conforme proposto pela equagdo (4.18) ( Guinier € Fournet, 1955 ).
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4.3 - Aproximacdes de Porod e Guinier

O esbogo de uma curva de SAXS pode apresentar-se como no esquema

mostrado na figura 4.4. Dessa curva podemos destacar duas regides (assinaladas
[ e II ), sendo uma na regido de grandes angulos e a outra na de angulos

pequenos.

" > Regi4o de Guinier (Il )

Area em azul: beam-stop

—= Regido de Porod ()

Figura 4.4 - Curva de espalhamento representando as regides de Porod e Guinier.

A regido I ou regido de Porod pode ser obtida pela aproximagao de y,(r)
a uma série ( Guinier e Fournet, 1955 ) considerando-se apenas os dois primeiros

termos, dada por:

Sr
gr:l-_+.-.
Yo(T) T

Substituindo (4.32) em (4.29), temos:
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g2 @ Sr _sen (hr)
=Ve [, (1- )

c4nrl dr =

Vp4rr

[f sen(hr) .hr .hdr - —— _[ 2r? sen(hr) .hdril 4.33

Fazendo y = hr, dy = hdr, com 0 <y < u, temos:

Vp'dn

h 3

F*(h) =

S .
. d 4.34
aT _[“y sen 'y y}

I:_f:y sen ydy -

As integrais que compdem a expressao (4.34) podem ser resolvidas por

partes, com u = R, resultando em:
V p’4
F’(h) = F}Z 1 [ - hR cos hR +sen hR - ﬁ (-h*R%cos hR +

+2hRsenhR +coshR-2)]

Aplicando-se a propriedade distributiva no segundo termo dentro dos
colchetes e colocando-se os termos de senos e cossenos em evidéncia, temos:
Vpdn | 28

h’ [h 4V

*(h) = + A cos hR + Bsen hR} 4.35

—_ 4h2 2R -9
—_r 4h“RV + Sh°R - 2§ e B= 1. SR
4hV 2V

Para valores grandes de h os termos em senos e cossenos podem ser

desprezados, resultando na expressao (4.36), conhecida como Lei de Porod .

,) 2
Pm)=“ﬁ?p 436
1

A regiao II ou regido de Guinier também pode ser obtida por

aproximagao, desta vez, para valores de h pequenos.

: sen hr . .
Podemos expandir o termo ] em uma série ficando entao,
r

sen (hr) l h? r?
hr )
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Para valores pequenos de h, podemos substituir os dois primeiros termos

da (4.37) em (4.29), obtendo:

- ..-,c h?r* 4
Fz(h) = szl: jﬂ ij(r) 4?1:[.2 dr - -[[) Yﬂ(r) % drj!

A primeira integral € o proprio volume V e assim,

2
F*(h) = Vzp{l - :_v j{f:m r*y,(r) dr} 4.39

Em analogia com a mecanica, escrevemos o raio de giragdo como

l v &
R2= 4nrt d
g 2V“Yo(r) nr r}

e a (4.39) torna-se

F}(h) = V*p*(1-

2
. X
Da sériee*=1+x+ o Hass podemos escrever

ly thgz

F’(h)=V’p’e 3

A expressao (4.42) é conhecida como Lei de Guinier.
Assim, para as regides de pequenos angulos a fungdo ¢ do tipo

exponencial e permite obter uma primeira informagdo a respeito do raio de

giragado da particula.
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4.4 - Fun¢io Distribuicio de Distancia p(r) e o Raio de Girac¢do ( R,)

A fungdo distribuig@o de distancia p(r) contém informagdes sobre o meio
espalhador. Ela representa o numero de pares de elétrons separados pela
distancia r, os quais sdo encontrados pela combinagdo de qualquer elemento de

volume I, com outro, k, da mesma particula. A fun¢do distribui¢do de distancia

pode ser obtida a partir de I (h):

» sen (hr)
hr

dr

[(h) = 4n Iy(r) r
0

com p(r) = y(r) r’, ou

sen (hr)
hr

[(h) = 4rrjp(r) dr

E a transformada de Fourier inversa sera:

—

] o0
p(r) = ————z—j I(h) hr sen (hr) dh
2n° 5
e o raio de giragdo R, pode ser escrito como:

j p(r)r’dr
R 2 — 0
g ~
2 Ip(r) dr
0
O raio de giragao dado pela expressao acima oferece a vantagem de ser
calculado usando toda a curva de intensidade de espalhamento, ao contrario do

meétodo de Guinier, o qual sé € valido para a regido onde h —» 0 .
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CAPITULO 5 - MATERIAIS E METODOS

5.1 - A Técnica de SAXS

5.1.1 - Introducio

O equipamento utilizado nas coletas dos dados de SAXS foi um gerador de
raios X com anodo rotatério, RIGAKU *“rotaflex”” RU 300, com capacidade maxima
de 18 kW (60 kV - 300 mA). A fonte de raios X permite operagdo com alta
poténcia e estabilidade na saida, possibilitando redugdo do tempo de exposigdo a
radiagao durante a coleta dos dados.

O gerador possui um sistema de janelas (direita e esquerda) de saida de feixes
de raios X de dois perfis, linha e ponto, permitindo seu uso simultdneo em diferentes
técnicas.

Em particular, para as nossas medidas utilizamos alvo de cobre e

selecionamos radiagdo K, com A = 1,54 A, através de filtro de Ni de 20 um, para

eliminagdo da radiagao Kg . A poténcia do aparelho escolhida foi de 5 kW (50 kV -
100 mA).

Os feixes de raios X possuem perfis em forma de um fino retangulo,
conseguido através de um sistema de colimagao por blocos (colimagdo Kratky)
(Glatter e Kratky, 1982 ). O feixe assim colimado € incidido diretamente sobre as
amostras em solugdo que estao colocadas dentro de capilares de vidro, durante um
determinado tempo.

O espalhamento foi registrado por um detetor acoplado a um sistema
eletronico e um multicanal-analisador. Os dados coletados sdo registrados em
computador, possibilitando a obtengdo de um grafico de intensidade (niimero de

fétons) por angulo de espalhamento (canal do detetor).
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5.2 - Procedimento Experimental

5.2.1 - Calibragao do Aparelho de Raios X

Para a analise das macromoléculas em solugdo foram utilizados feixes

incidentes com se¢do transversal em forma de retangulos de aproximadamente

(30mm x 1mm), para possibilitar uma maior intensidade do feixe, exigida nesse tipo
de estudo (Glatter e Kratky, 1982 ).

Os feixes com esses perfis foram conseguidos através de um sistema de
colimagdo de Kratky ou simplesmente “camara de Kratky”. Esse sistema, além de
gerar feixes primarios com as caracteristicas descritas anteriormente, também
possuem a vantagem de eliminar espalhamento parasita pela utilizagdo de trés
blocos, conforme mostrado na figura 5.1. Em sistemas mais simples, com dois
blocos apenas, estes espalhamentos sdo intensos, principalmente nas regides de
baixos angulos ( Glatter e Kratky, 1982 ).

Os blocos B, e B; possuem superficies extremamente polidas e sdo
posicionados de tal forma em que o plano de ambos coincidem formando o plano
principal H. Um terceiro bloco B, que define a fenda de entrada, é posicionado
atras da janela que separa a camara de o tubo de raios X, permitindo ajustes em sua
posi¢ao e sendo ainda esta camara evacuada, para evitar a atenuagao do feixe
incidente pelo ar, como também eliminar espalhamento parasita pelo mesmo.

A amostra € colocada diretamente apds o sistema de colimagdo. Na parte
final da camara esta o “beam-stop”, que funciona como um anteparo que impede a
incidéncia direta do feixe sobre o sistema de detec¢do, precavendo contra possiveis

danos a esse sistema.
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B1, B2 e B3: blocos com superficie polida A : amostra
D: distancia da amostra ao D.S.P. H : plano principal
D.S.P.: detetor sensivel a posi¢ao 20:angulo de espalhamento

bs : beam-stop

Figura 5.1 - Sistema de colimagao por blocos ou sistema de colimagao de Kratky (vista lateral).

Na pratica a colimagdo ¢ feita visualmente pelo ajuste dos blocos

fazendo com que o feixe incida sobre uma tela fluorescente.

Feito isto, com o aparelho em baixa poténcia (20 kW - 10 mA) e
utilizando-se filtros de Ni na saida do tubo e com o sistema de vacuo ligado, faz-
se a leitura das intensidades de todo o perfil do feixe, tanto no sentido do
comprimento quanto da largura.

Os graficos referentes a calibragdo realizada antes das medidas de
espalhamento a baixos angulos que compdem este trabalho podem ser vistos na

figura 5.2.

AVA
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GRAFICO DO PERFIL LARGURA DO FEIXE

INTENSIDADE (U.A.)

GRAFICO DO PERFIL DO COMPRIMENTO DO FEIXE

INTENSIDADE (U.A.)

Figura 5.2 - Graficos do perfil do feixe. (a ) largura, ( b ) comprimento.
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5.2.2 - Perfil do Feixe

As informagdes sobre o perfil do feixe sdo obtidas a partir do registro
das intensidades detectadas ao longo de sua largura e comprimento.

No sentido da largura a medida ¢ feita simplesmente incidindo o feixe
de raios-x diretamente no detetor sem o “beam-stop” e registrando os valores da
intensidade em cada canal envolvido durante um tempo minimo de 100 segundos.

Posteriormente, um grafico de intensidade contra o niimero de canal é

construido, conforme figura 5.2 a. O pico deste grafico também determina a

posi¢do inicial de medida, ou seja, a posi¢do de angulo zero.

No sentido do comprimento as medidas sdo feitas da mesma maneira,
apenas girando-se o detetor com um angulo de 90° em relagdo a posi¢do original
e registrando-se a intensidade em toda extensdao do comprimento do feixe durante
um tempo minimo de 100 segundos. O grafico apresenta a forma de um patamar
com uma regido de intensidade aproximadamente constante, conforme mostrado
na figura 5.2b. Esse perfil é denominado linear e infinito.

Esses dados sdo utilizados para fazer as corre¢des do perfil do feixe ja
que a teoria foi desenvolvida para um feixe puntual e monocromatico. Neste

trabalho, essa corregdo foi feita utilizando-se o programa computacional ITP.
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5.2.3 - O Detetor

Para o registro da intensidade em fun¢do do angulo de espalhamento
utilizamos um detetor a gas, sensivel a posigdo (PSD). Este detetor registra a
posi¢do de incidéncia de cada foton sobre um filamento que esta contido em seu
interior.

A origem do sinal esta na interagdo por efeito fotoelétrico da passagem
do foton pelo interior do gas que ioniza-o gerando um outro elétron que ¢é
coletado por um eletrodo.

O detetor consiste essencialmente de uma camara de gas onde eletrodos
sdo colocados de maneira a estabelecer um campo elétrico que acelera os
elétrons em dire¢@o a um circuito coletor de cargas. Esses elétrons geram outros
elétrons devido ao choque com as moléculas de gas ao longo de seu caminho,

produzindo um fendmeno conhecido como “avalanche”. Isto produz uma alta

densidade de carga na superficie do filamento do detetor, propiciando assim, a

localizagdo necessaria na medida da posigao.

Quando a magnitude do campo elétrico é tal que a energia da carga-
avalanche ¢ linearmente proporcional a energia do foton incidente, o detetor é
dito operar no modo “proporcional”.

Apos os elétrons incidirem no filamento, geram dois sinais que vao por
dois caminhos diferentes. Esses sinais chegam ao seu destino em tempos
diferentes e ¢ essa diferenga que determina a posi¢ao de incidéncia.

O detetor além de determinar a posi¢do ainda fornece o valor da
intensidade através de um circuito somador-discriminador de pulsos. Como
resposta, temos uma curva de espalhamento cuja intensidade sera dada em

unidades arbitrarias, devido a essa intensidade ser uma medida proporcional a
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energia do foton incidente (em nosso caso aproximadamente 8 eV ) ( Barbosa,
1994 ).

Assim, ¢ construido um gréfico de intensidade em unidade arbitrarias,
que na pratica chamamos “contagens”, em fun¢do da posi¢do de incidéncia do
foton sobre o filamento, que chamamos “canal”.

Mas, como trabalhamos em “unidades de h” faz-se necessaria a
conversao das unidades. Para isso, um grafico de linearidade ¢ construido da
seguinte forma: com o detetor na posi¢do normal (filamento na vertical) faz-se
sucessivas medidas em tempos iguais (100 s), deslocando-o de 5 em 5 mm e
anotando-se o valor das intensidades dos picos de cada medida. Entdao, um
grafico de numero de canal contra a posi¢do em milimetros é construido (ver

figura 5.3 ).

Da inclinagao da reta tiramos o fator de conversao de canal para posi¢ao
em milimetros, possibilitando assim conhecer a distancia, em milimetros, entre
dois canais adjacentes.

Com base na figura 5.4, podemos agora converter canal para angulo de
espalhamento 20, simplesmente pela expressdo tg 20 = b/a, e usando a

aproximagao de tg 20 = sen 20 = 20, para angulos pequenos.

27(26
Sendo assim, h = aii ;en Y = n; ) = 2; b ( ver apéndice C).
y a

O valor de “a” ¢ obtido pela medida direta da distancia entre amostra e
detetor, que em nosso caso € 240 mm . O valor de “b” pode ser determinado pelo
coeficiente angular da reta do grafico da figura 5.3. A distancia entre dois canais
consecutivos € 0,213 mm, que multiplicado pelo n-ésimo canal (N, ) da a

distancia, em milimetro, desse canal ao canal zero.
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Dessa forma, a expressdo para conversiao de numero de canal ( N ) para

unidades de h encontrada foi h = 0,003616 N..

Grafico de Linearidade do Detetor

450

20?10 120 130 140 150 160

Posicdo em Milimetros

Figura 5.3 - Grafico de linearidade do detetor para conversdo de numero de canal para unidades de h.

amostra

_ﬂ,ﬂ{ﬁﬂ

| a

Figura 5.4 - Esquema mostrando a relagdo entre distancias entre canais e o angulo de espalhamento.
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5.2.4 - As Amostras

As amostras foram preparadas a partir de albuminas liofilizadas. As
albuminas bovinas fra¢do V (SAB-fV) utilizadas foram da Pentex, codigo 81-
003-2, lote 461 e albuminas bovinas fragdo V livres de globulinas (SAB-Ig )
foram da Sigma, codigo A-7638, lote 16H9314. Estas amostras foram utilizadas

da mesma maneira que foram compradas, nao tendo sido efetuado nenhum outro

processo de purificagdo. As amostras de SAB-fV possuem acidos graxos e/ou

alguma globulina ligados. Ja4 a SAB-lg, possui 4acidos graxos, nao
necessariamente os mesmos da anterior e estdo livres de globulinas.

As amostras de albumina, apos pesadas em balanga analitica, foram
diluidas em tampao formiato de aménia 0,1M até a concentragdo de 50 mg/ml e
pH desejado. As demais concentragdes ( 40, 30 e 20 mg/ml ) foram obtidas
através da diluigdo dessa amostra inicial pela adigdo de mais tampao.

O tampdo formiato de amoénia foi preparado a partir de 0,2 ml de acido
formico 25,1M adicionando-se agua destilada e deionizada até completar 50 ml e
os valores de pH foram ajustados com hidréxido de amonia 17,03M .

As amostras foram colocadas em capilares de vidro de didmetro interno
de 1 mm . Foram preparadas 20 amostras da SAB-fV nos valores de pH 3,0; 4,0;
5,0; 6,0 e 7,0 e uma amostra da SAB-lg no pH 4,0. Cada pH foi medido em
quatro concentragdes diferentes (20, 30, 40 e 50 mg/ml ) para posterior
extrapolagdo para concentragao zero.

A temperatura ambiente foi mantida aproximadamente constante em
20°C pelo uso de aparelhos de ar condicionado.

Para cada um dos valores de pH foram feitos trés conjuntos de medidas.

No primeiro conjunto, medimos a albumina no pH escolhido e nas quatro
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concentragdes mencionadas, incluindo medidas do solvente e capilar vazio. Este
procedimento foi entdo repetido por mais duas vezes, com o objetivo de se testar

a reprodutividade do experimento.

5.3 - Tratamento dos Dados

5.3.1 - Normalizacio das curvas de espalhamento experimentais

A teoria de SAXS foi desenvolvida para um sistema constituido de uma

unica molécula, livre de influéncias externas. Mas na pratica os dados sdo

coletados de proteinas diluidas em solvente contidos em capilares de vidro. Dessa

forma € necessario subtrair, das curvas de intensidades obtidas, as contribuigdes
devidas ao solvente e ao capilar.

Para compararmos as diferentes curvas de intensidade, devemos
normalizar em relagao ao tempo de exposi¢ao a radiagdo, a intensidade do feixe
direto e as dimensdes dos capilares.

Em nosso caso usamos sempre os mesmos tempos de medidas, ou seja,
uma hora, e sempre capilares de mesmas dimensdes, 1 mm de diametro interno,
sendo portanto necessaria apenas a normalizagao pela intensidade do feixe direto.

Devido ao fato da energia do feixe primario ser muito intensa,
excedendo a capacidade do detetor, podendo danifica-lo, o uso da amostra
padrao Lupolen ( Kratky ef al, 1966 ) é imprescindivel para a determina¢do do
feixe direto.

A escolha do Lupolen como amostra padrao € devido a algumas de suas
caracteristicas como a de ser quimicamente estavel e suficientemente homogéneo

para dar intensidades constantes e, ndo sofrer alteragdes pela exposi¢do a
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radiagdo, mesmo que por longo tempo. Possui uma regido linear decrescente

(figura 5.5), da qual o calculo do feixe direto sera efetuado.

( contagens )

Intensidade

linha vermelha indica a regido linear

I L) 'I' T l T
130 140 150

canal

Figura 5.5 - Curva de intensidade de amostra padrdo - lupolen - mostrando a regido linear de onde ¢
calculada a média aritmética para obtengao do feixe direto.

O calculo do feixe direto €, entdo, feito através da média aritmética das

intensidades de espalhamento dessa regido linear, medidos durante um tempo de

100 s. Estas medidas sdo feitas imediatamente antes e apds as medidas de cada

uma das amostras e o feixe direto é determinado pela média dessas intensidades.

Fq4 = média regido linear lupolen inicial + média regido linear lupolen final

2

Assim, a expressdo para normalizagado ¢ dada a seguir:

Jsol(h) 5 (l—w) J's.oll\-(h) - W JCﬁP(h)

Jn(h) = S
S ey Fdg,, At Fd o, At
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Jn (h): intensidade de espalhamento normalizada
Jsor (h): intensidade de espalhamento da solugao

Jsoiv (h): intensidade de espalhamento do solvente

Jeap (h): intensidade de espalhamento do capilar

Fd: intensidade média do feixe direto entre as medidas

w: fra¢do do volume ocupado pela proteina

At: tempo de exposi¢do a radiagdo

5.3.2 - Extrapolac¢ido a concentracgio zero e calculo da intensidade

média

Como ja mencionado anteriormente, toda teoria de SAXS ¢
desenvolvida para sistemas compostos por uma unica particula, e
consequentemente, interagdes interparticulas ndo sdo consideradas. Para
contornar tal problema, a solugdo que contém a amostra deve ser suficientemente
diluida para diminuir tais efeitos. Mas, solugdes desse tipo estdo sujeitas a erros
estatisticos altos, devido a fraca intensidade espalhada que produzem. Entio,
devemos medir uma série de concentragdes diferentes e extrapolar a
concentragdo zero através de método adequado.

Neste trabalho, realizamos a analise da proteina, para valores de pH
variando de 3,0 a 7,0, em quatro concentragdes diferentes, repetindo-se estas
medidas novamente para formar uma série de trés conjuntos, dos quais uma curva
de intensidade média € calculada dentre cada uma das concentragdes e
posteriormente € feita uma extrapolagdo a concentracdo zero pelo método dos

minimos quadrados.
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A intensidade média € calculada de acordo com a expressdo (5.2) de
forma a haver um melhor ajuste dessa curva em relagdo as intensidades
experimentais dos trés conjuntos (ver figura 5.6 ).

5.2

Sendo I; , a intensidade de um determinado h; ; 4; , média extrapolada a

concentragdo zero e C;, a concentragao.

Figura 5.6 - Esquema de calculo da intensidade média extrapolada a concentragdo zero para um
determinado angulo hi.

5.3.3 - Background

A teoria de SAXS ¢ baseada em sistemas de duas fases com densidades
eletronicas diferentes, mas sem flutuagdes (“background™) dentro de cada uma

delas, o que ndo ocorre nas solugdes de proteinas.
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Em uma primeira aproximagao, o espalhamento “background” pode ser
corrigido por um termo constante. Negligenciar a eliminagdo do “background”
leva a fortes oscilagdes na fungdo p(r) ou a um aumento na p(r) emr = 0.

Para sistemas de densidades eletrOnicas diferentes, € necessario subtrair
do espalhamento experimental a contribui¢do dessas flutuagdes. Uma maneira de
se fazer essa corregdo € através do método desenvolvido por Porod ( Porod,
1951) e Luzzati ( Luzzati, 1960 ), que baseado na equagdo (4.36), pode-se

escrever a intensidade de espalhamento para angulos grandes como:

I(h)= 5 + Iy(h)

ou ainda, no caso da intensidade ndo corrigida pelo perfil do feixe, temos:

J(h)= + Jp(h) 54

2n h?

onde A ¢ a constante de Porod, que pode ser determinada pela intersecgdo da reta
com o eixo das ordenadas, e Jy(h), é a intensidade de espalhamento devido as
flutuagdes na densidade eletronica.

Ju(h) pode ser considerado constante ( J, ) e tem o valor do coeficiente
angular da reta obtida de um grafico de J(h) h® x h? conforme indicado no

grafico da figura 5.7.

Figura 5.7 - Esbogo de grafico de J(h) h* x h’ representando o afastamento da lei de Porod devido as
flutuagdes da densidade eletronica da solugao.
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5.3.4 - Correcoes finais

O ultimo passo para o tratamento dos dados é a obtengdo das fungdes

I(h) e p(r) a partir das curvas de espalhamento experimentais J(h). Das curvas

J(h) experimentais devem ser subtraidas as contribui¢des devidas ao sistema de
colimagdo do feixe. Para isso, utilizamos o método de transformacgdo indireta de
Fourier desenvolvido por Glatter, através do programa computacional
denominado ITP ( Glatter, 1980; 1981; Muller e Glatter, 1982; Pilz ef al, 1979 )
( Indirect Transformation for the calculation of p(r) ).

Nosso sistema restringe-se a particulas monodispersas em solugio,
sendo que um grande numero de particulas contribuem para o espalhamento e o
resultado obtido é uma média dessa distribuigdo espacial.

A fungdo p(r) é proporcional ao nimero de distancias de comprimento r
entre dois centros espalhadores, que estejam, necessariamente, dentro da
particula. Cada uma dessas distancias leva consigo uma dependéncia angular com
a intensidade de espalhamento, a qual pode ser expressa matematicamente por
meio de uma transformada de Fourier.

Na pratica, uma intensidade de espalhamento ideal ndo pode ser
conseguida, uma vez que, para 1sso, € necessario um feixe primario
monocromatico puntual de alta intensidade e detetores com capacidades
compativeis. Experimentalmente, essas condigdes, sdo impossiveis de serem
conseguidas.

Na tentativa de se chegar o mais proximo possivel dessas condigdes, em
relacdo a radiagdo, em SAXS, costuma-se trabalhar com radiagao Cuk, , € com
uma colimagao diferente de ponto, para amenizar o problema da intensidade,

conforme mencionado na se¢do 5.2.1, deste trabalho.
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Assim, o programa ITP, além de calcular a fungdo distribuicdo de
distancias - p(r) - ainda faz as devidas transformag¢des da intensidade
experimental, em relagdo ao comprimento de onda e ao sistema de colimagao.

Para as transformagodes devidas ao sistema de colimagao, sera considerado
que a intensidade da radia¢do incidente tenha uma distribui¢do superficial ao
longo do perfil do feixe. Vamos designar t como sendo a coordenada do centro
do feixe primario na direg¢do do comprimento, e X, a coordenada perpendicular a
t. Dessa forma, podemos escrever a intensidade I(t,x), como sendo um produto
de duas distribuigdes independentes, tal como:

Io (t,x ) = P(t) . Q(x) 5.5

Primeiramente vamos analisar a transformag¢do devido ao comprimento
do feixe. Para isso, consideraremos inicialmente que a largura do feixe seja
infinitamente pequena. Entdo, o feixe primario, com sua distribui¢io de
intensidade P(t), provoca uma intensidade espalhada I(m), sendo m a medida da
distancia entre o feixe espalhado e o centro do feixe primario no plano de
registro.

Portanto, de acordo com Guinier e Fournet ( Guinier e Fournet, 1947 a,

b):

[(m)= [P(t)I(vim® +t )dt 56

Agora, em relagao a largura do feixe, vamos considerar que haja uma
distribuigdo de intensidade Q(x), que pelo mesmo principio do comprimento

temos:

I'(m) = jQ_(_x) [(m - x)dt
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Vale ressaltar que as transformagdes em relagdo ao comprimento de
onde para feixes monocromaticos nio se fazem necessarias, como € o caso deste
trabalho.

A intensidade experimental pode ser obtida entdo, pela expressao:

sen 3 58

lep(h)=8 = jdx Tdt fdr Q(x) P(t) p(r)

onde B=r [ (h-x)*+t*]"

A fungao distribui¢do de distancias €, entdo, aproximada por uma série
de N fungdes “B-splines” (¢ (r) ) definida no intervalo 0 <r < Dpax . Diax € um

valor estimado para a maxima dimensdo D da particula.
Entdo, p(r)=2. cv v (1) 5.9
v=1

Os coeficientes ¢, sdo determinados de forma a obter-se um ajuste
otimo dos dados experimentais.

Feitas as transformagdes, referidas anteriormente, sobre os dados
experimentais, obtemos a fungdo y, (h), antes do calculo da p(r). Sendo que,
xv(h) € a transformada de Fourier de ¢, (r) , representando assim, a intensidade

corrigida pelos parametros ja mencionados e definida como,

)= O o) 5.10

v=1

Os coeficientes ¢, sdo agora determinados pelo método dos minimos
quadrados, tal que ele represente uma O&tima aproximagdo dos dados

experimentais, ou seja:

Z [chp(hi)-il ¢y xo(h) P / o*(hy) = minimo 5.11

onde: M, niimero de dados experimentais e o”(h;), variagio do i-ésimo ponto.

A curva de espalhamento corrigida ¢ definida entdo por:
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[(h) = i ¢y Wy (h) 5.112

A figura 5.8 mostra o esquema das transformagdes referidas feitas

através do programa ITP (ver apéndice D).

- 0'2
—»h

Efeftos de colimagéo Transtormagdo de Fourer
.

i

Efetos do comprimento de onda

Figura 5.8 - Fungdes @, (1), y. (h) e x.(h) usadas para a aproximagao dos dados de espalhamento
no método de transformagao indireta.

O raio de giragdo ( R, ) pode ser calculado a partir de p(r) por:

TP(r)err
0

RS = 2
2_rP(r)dr

0

O raio de giragdo calculado desta maneira utiliza todos os pontos da
curva de espalhamento, e s6 necessita do valor da distdncia maxima D. A
consequéncia disto € uma maior precisdo no calculo de R, se comparado com o

método de Guinier.
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5.3.5 - Maxima dimensio da particula - D,y

Como mencionado anteriormente, a fungdo distribuicdo de distancias
p(r), assume valor zero parar = 0 € r = Dy, . A maxima dimensao da particula, ¢
entdo, um valor estimado dessa fungdo nesse limite.

Na realidade, Dy,x € um dos dados de entrada do programa

computacional ITP. Quando nenhuma informagdo sobre as dimensdes da

macromolécula é conhecida, o valor de D,.. é escolhido arbitrariamente. A

escolha de um valor muito abaixo do ideal leva a fortes oscilagdes na p(r). Por

outro lado, superestimar Dy, também leva a erros de resultado, com a formagao
de mais de uma regido na p(r). Entdo, encontrado um valor para D que néo
provoque as deformagdes mencionadas, o valor de Dy, estimado sera aquele no
qual a fungdo corta o eixo r. A figura 5.9 mostra um exemplo de célculo de Dy, ,

a partir de um modelo tedrico de uma esfera cuja dimensdo maxima € conhecida e

igual a 356A.

tedrica

sssssanw s 0@
‘..l‘.......:.. IEL L

2
..5.
g

Y0 i
*osjaee g4,
.

.

-

Dmax = 750 A

Figura 5.9 - Solugéo da fungdo p(r) de um modelo tedrico de uma esfera para varios valores de D .
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5.4 - Modelos

A proxima etapa do trabalho € a geragdo de modelos tedricos que
melhor represente a conformagdo da proteina.

Algumas moléculas em estudo ndo podem ser aproximadas
satisfatoriamente por modelos triaxiais simples, como elipsoides, prismas, etc.
Porém, alguns métodos podem ser utilizados para a geragdo de modelos
compostos de varios corpos triaxiais distribuidos espacialmente, como é o caso
do programa computacional MULTIBODY. Esses modelos sdo constituidos por
uma grande quantidade de pequenas subunidades esféricas ou cubicas idénticas.

O programa calcula uma curva de intensidade tedrica para o modelo e
posteriormente, a sua respectiva fun¢do de distribui¢do de distancias ( p(r) ), a
qual sera comparada com a p(r) obtida da curva de intensidade de espalhamento
experimental corrigida pelo programa ITP. Esses modelos sdo compostos de
varios blocos todos preenchidos por pequenas esferas, sendo que cada um dos
blocos individualmente possue liberdade de movimento tanto de rotagdo como de
translagdo e o ajuste é feito pela mudanga da posi¢do relativa entre esses blocos.
Detalhes do processo de construgdo dos modelos esta descrito na seg¢do 6.4
adiante.

Assim, a intensidade de espalhamento de uma unica esfera de densidade
eletronica p, raio R e volume V, é conhecida na literatura ( Glatter, 1980 b ) e é

dada por:

Lih)= p*V*|3

sen (hR) - hR cos (hR)T
(hR)’
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Portanto, a intensidade total sera dada pela soma de todas as

intensidades devidas a todas as esferas que compdem o modelo e levando-se em

consideragdo as suas respectivas posigdes espaciais ( Glatter, 1983 ).

Um exemplo de modelo obtido por este programa pode ser visto na

figura 2.3 do capitulo 2 deste trabalho.
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AVAVA
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CAPITULO 6 - RESULTADOS EXPERIMENTAIS

6.1 - Comentarios

As medidas foram feitas para os valores de pH 3,0; 4,0; 5,0; 6,0 ¢ 7,0;
utilizando as albuminas bovinas fragdo V (SAB-fV), e pH 4,0, utilizando a
albulmina bovina livre de globulina (SAB-lg), sendo que para cada um dos
valores de pH efetuamos medidas em concentragdes variando de 20 mg/ml a 50
mg/ml, para depois fazermos a extrapolagdo a concentragdo zero das curvas de
intensidade de espalhamento tendo em vista que toda a teoria foi feita ndo
levando-se em conta interferéncias interparticulas.

Para eliminar as contribuigdes do espalhamento devido ao solvente e ao
capilar fizemos medidas de cada um dos solventes em seu respectivo pH e
capilares vazios, e em seguida, pela utilizagdo da equagdo (5.1), normalizamos as
curvas de espalhamento calculando as curvas Jy(h).

O tempo de medida para cada amostra, inclusive os solventes e

capilares, foi de uma hora. Vale lembrar que segundo testes realizados em outros

trabalhos (Olivieri, 1992 ) para a mesma proteina, danos a amostra devido a
radiagdo ndo sdo observados mesmo para longos tempos de exposi¢do (ao redor
de 40 horas).

Os resultados aqui obtidos serdo posteriormente comparados aos de

Olivieri e Craievich das albuminas humana e bovina livres de ligantes.
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6.2 - Resultados Preliminares da SAB

Apenas a titulo de ilustragdo € melhor compreensdo dos métodos de
normalizagdo utilizados, somente os graficos referentes a SAB-fV, nas vanas
concentragdes e no pH 6,0, sdo mostrados na figura 6.1, sendo que para os
demais valores de pH os métodos foram os mesmos.

A referida figura mostra graficos de intensidade contra angulo de
espalhamento, apos normalizagdo de acordo com a equagdo 5.1, para as varias
concentragdes e para os trés conjuntos de medidas. Além da normalizagao, ainda
¢ feita a conversdo de nimero de canal a unidade h, conforme comentado na
se¢do 5.2.3.

A partir dessas curvas normalizadas, construimos um grafico de Porod

(J(h) . h* x h%), para cada concentragiio em seu respectivo pH, para obtengdo

dos parametros para eliminar o efeito “background”. Esses parametros sdo
determinados pela inclinagdo da regido linear (J,) desse grafico, como ja referido
na se¢ao 5.3.3.

A figura 6.2a-b-c, representa um exemplo de obtengdo de J, para os trés
conjuntos de medidas da SAB-fV no pH 6,0 e suas concentragdes.

Depois de calculado e eliminado o “background” de todas as curvas das
varias concentragdes e em seus respectivos valores de pH, novos graficos de
intensidade de espalhamento sdo construidos. A figura 6.3 apresenta um exemplo

para o pH 6.0.
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SAB-fV - pH#6,0
. S

2" medida

-
1
o
1

Jn(h) (u.a.) x10°
-
(ua.) x10°

Jn(h)

c =20 mg/ml

(ua.) x 10°

¢ =30 mg/ml

Jn(h)

¢ =40 mg/ml

c =50 mg/ml

Figura 6.1 - Grafico de intensidade de espalhamento do conjunto de medidas da SAB-fV -pH 6,0
para calculo da intensidade média extrapolada a concentragio zero.




Capitulo 6 - Resultados experimentais

1" medida - SAB-fV - pH 6,0

10000

C =30mg/ml

C =50mg/ml
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2° medida - SAB-fV - pH 6,0

7000

C = 30mg/ml

f Jb=108320,0

L i L o T . L v L ' T
0 10 20 30 40 50
3
h
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Jb =190157,1

10
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3" medida - SAB -fV - pH 6,0

s
¥ o
LR
V4

*I. ~ 4
7? Jb =76387.7 _ (’F Jb = 109576,0

Figura 6.2 ( a-b-c ) - Graficos de Porod para eliminagio do “background” das varias concentragdes

do pH 6,0 dos trés conjuntos de medidas.
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SAB-fV - pH6.0

1* medida

(ua.) x10°
(ua.) x10°

J(h)
J(h)

3" medida

¢ =20 mg/mil

¢ = 30 mg/ml

-
o
-
E
—-
o
=]
s
z
:5'

¢ =40 mg/ml

¢ =50 mg/ml

Figura 6.3 - Graficos de intensidade de espalhamento dos trés conjuntos de medidas com
“background” eliminado, da SAB-fV - pH 6,0.

Este processo ¢ entdo repetido para cada pH e suas varas
concentragdes, e em seguida, €é calculada uma média dos trés conjuntos de

medidas, como mencionado na se¢do 5.3.2, e feita a extrapolag@o a concentragao
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zero de cada um dos valores de pH, e as curvas obtidas sdo colocadas em

graficos de Jy (h) x h, conforme figura 6.4.

SAB-fV - pH 3.0

(ua.)x10*
Jn(h) (ua.)x10*

Jn(h)

(ua.)x10*
(ua.)x 10"

Jn(h)
Jn(h)

SAB-lg - pH 4.0

(ua.)x10*

Jn(h)
Jn(h) (ua.)x10*

Figura 6.4 - Graficos de intensidade de espalhamento extrapolada a concentragio zero, pelo método
dos minimos quadrados, obtidos a partir das curvas de intensidade média dos varios valores de pH.
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6.3 - Correcoes pelo programa ITP

O proximo passo € fazer as corregdes pelo perfil do feixe e calcular os
raios de giragdo das albuminas em seus diferentes valores de pH. Para isso,
faremos uso do programa ITP, conforme comentado na se¢do 5.3.4. A figura 6.5
mostra as curvas de espalhamento das intensidades ja corrigidas.

Com as curvas de espalhamento extrapoladas a concentragdo zero

calculamos, da regido de Guinier, os raios de gira¢do através de um grafico de

log I(h) x h®. O raio de girago esta relacionado com a intensidade I(h) na regido

de Guinier, conforme a equagdo 4.42, pela expressao :

Entdo, fazendo o logaritmo dos dois lados da (6.1), encontramos:

A*R.*

logI(hy=1log ¢ "5+ log Iy

2
_ R 2
log I(h) = - == 0,434 h” + logly

Assim, o coeficiente angular da reta de um grafico de log I(h) x h?%, sera:

2
" Rg - 2 !
= - —£ 0,434 =-0,1448 R, portanto:
3

= 2,628 /-tga
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SAB-fV - pH 3.0 Y SABV - pH4.0

(ua. )x105
(ua. )x105

I(h)
I(h)

p SAB-fV - pH 6.0

I(h) (ua. )x10°

SAB-fV - pH7.0 3 SAB-lg - pH 4.0

I(h) (ua. )x10°
(ua. )x10°

I(h)

Figura 6.5 - Graficos de intensidade de espalhamento ( I(h) x h ), calculadas pelo ITP.
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SAB-fV - pH 4.
SABV - pH=3.0 St [l

Rg =3.00 nm

T T LB
0,00 0,08 0,10 0,15 0,20
n?

\ SAB-fV - pH=6.0

SAB-fV-pH 7.0 w SAB-lg - pH 4.0

Rg =257 nm

T

T T
0,05 0,10 0,15
h

Figura 6.6 - Graficos de Guinier ( log I(h) x h* ) mostrando os valores de raio de giragdo dos varios
valores de pH calculados a partir dos coeficientes angulares das retas.
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O programa computacional ITP também nos fornece as fungdes

distribui¢do de distancias p(r), que pode ser observada na figura 6.7.

-“'\._. SAB-V - pH 3.0 SAB-V - pH 4.0

SAB-fV - pH 6.0

Rg=3.03 nm

r {nm)

Figura 6.7 - Fungdo de distribui¢do de distancias - p(r) - das SAB-fV nos varios valores de pH e
SAB-Ig no pH 4,0, indicando os valores dos raios de giragao.
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Na figura 6.8 abaixo, graficamos log I(h) x log h, onde podemos
observar uma forte variagdo das curvas, indicando a ocorréncia de mudangas na

forma da proteina.

SABHV - pH 3.0 ] SAB-fV - pH 4.0

SAB-V - pH 6.0

SABHV - pH7.0

Figura 6.8 - Graficos de log I(h) x logh - informagdes sobre a forma das particulas.
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A tabela 6.1 retine os resultados dos raios de giragdo calculados pela

regido de Guinier e pelo método integral a partir da p(r) pelo programa ITP da

SAB-fV e SAB-lg, comparando-os com os resultados obtidos por Olivieri

(Olivieri, 1992 ) da SAB e SAH livres de ligantes.

RAI0O DE GIRAGAO
(nm)

MAXIMA DIMENSAO
(nm )

SAB-lg SAB*

SAB-fvV

imp

* Olivieri

Tabela 6.1 - Comparagao dos resultados obtidos dos raios de giragdo da SAB-fV, calculados a partir
de graficos de Guinier e p(r), com alguns resultados de Olivieri da SAB e SAH livres de ligantes.

6
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6.4 - Modelos obtidos pelo programa MULTIBODY

O programa MULTIBODY ( Glatter, 1983 ) foi utilizado para a geragido
dos modelos teoricos, conforme descrito na se¢do 5.4.
Os modelos construidos sdo constituidos de 6 blocos, ou seja, elipsdides

oblatos, sendo 3 com dimensdes de 34 x 34 x 22 A e os outros 3, com 22 x 22 x

22 A, preenchidos totalmente em seus volumes por esferas de raio 1A. Mais

precisamente, sdo montados pela sobreposi¢do de varios discos formados por
estas esferas ( figura 6.9 ). Esses blocos sdo arranjados espacialmente, de forma
a buscar um melhor posicionamento entre eles que possibilite o calculo de uma
p(r) possivelmente mais proxima da p(r) experimental. A escolha dos 6 blocos
foi baseada na estrutura primaria da albumina que de acordo com a distribuigio
das pontes de dissulfeto pode ser dividida em 6 subdominios. Dessa forma, os
blocos maiores representam os subdominios A e os menores, os subdominios B,
de acordo com a figura 6.10.

Vale ressaltar que como o programa trabalha no método de tentativa e
erro ele exige muitas horas de trabalho até que se encontre o melhor ajuste entre
as p(r) experimentais e p(r) dos modelos. Os modelos obtidos seguiram algumas
caracteristicas de outros modelos propostos na literatura (Olivieri e Craievich,
1995 ), onde procuramos manter os mesmos padrdes de dimensao.

Podemos ver nas figuras 6.11 e 6.12 alguns modelos gerados e suas
respectivas fungdes de distribuigdo de distancias comparadas com as

experimentais.
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Figura 6.9 - Blocos utilizados na construgdo dos modelos representando os subdominios A e B.

Figura 6.10 - Exemplo de modelo indicando os dominios I ¢ II e seus respectivos subdominios A e B.

AVA

18

17

16

15

14

13

12

1

unesp “

6 7

o

cm



Capitulo 6 - Resultados experimentais

Modelo M,

SAB-V - pH 3,0

modelo
experimental

Rgmod = 2.54 nm

Rpexp =267 nm

SAB-fV - pH 4,0

* modelo
experimental

E
3 Rgmed = 2.97 nm

\.5.'._ Rgexp =3.00nm

-
z |
"

Figura 6.11 - Modelos tedricos obtidos pelo programa MULTIBODY para as SAB-
pH 3,0 ¢ 4,0. As p(r) experimentais e teoricas também sao comparadas.
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SAB-lg - pH4,0

modelo
experimental

Rg exp =3.03nm

.'-:_ Rg mod = 2.85 nm

Modelo M,

SAB-fV - pH 6,0

modelo
experimental

Ramod = 3.11 nm
Rgexp =318 nm

%

Figura 6.12 - Modelos tedricos obtidos pelo programa MULTIBODY para as SAB-fV no pH 6,0 e,
SAB-Ig no pH 4,0. As p(r) experimentais e teoricas também sdo comparadas.
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Os resultados dos raios de giragdo experimentais € dos modelos sdo
mostrados na tabela 6.2.

RAI0O DE GIRACAO (nm)

EXPERIMENTAL w MODELO
257 254

3,00 297

3,18 3.1

295 3,03

Tabela 6.2 - Comparagdo entre os raios de giragdo experimentais com os obtidos dos modelos.
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CAPITULO 7 - DISCUSSAO DOS RESULTADOS

O raio de giragdo, como visto na tabela 6.1, apresenta valores compativeis
entre os valores calculados tanto pelo método de Guinier como pelo método
integral. Essa concordancia ocorre para todos os valores de pH medidos.

Observando as variagdes do raio de giragdo em fung¢do do pH, por
exemplo, 2° coluna da tabela 6.1, da SAB-fV, encontramos uma mudan¢a no
raio de giragdo entre os valores 2,62 a 3,18 nm. Notamos que 0s menores
valores sdo para os valores de pH 3,0 e 7,0. Para os outros valores de pH,
existem variagdes, porém nao muito intensas, sugerindo que a molécula

permanece mais ou menos estavel, com pequenas variagdes conformacionais,

isto €, podendo apresentar diferentes formas mas com aproximadamente o

mesmo tamanho.

Podemos observar também que os valores encontrados na literatura e
mostrados na tabela 6.1, estdo em bom acordo com 0s nossos.

Para o pH 3,0, observamos um raio de giragdo de 2,67 nm, mostrando
uma grande diminui¢do em relagdo aos outros valores. Este resultado
aparentemente contraditorio, apresenta similaridade em outros trabalhos.
Olivieri e Craievich (Olivieri e Craievich, 1995 ), encontraram para o pH 3.5 o
mesmo valor de 2,67 nm para o raio de giragdo para a SAH, e Luzzati ( Luzzati,
1961), para o pH 3,6, o valor de 2,72 nm, para a SAB. Esses resultados indicam
que a proteina deve sofrer uma forte contragdo ou empacotamento entre os
valores de pH 3,0 e 3,5.

No pH 7,0, o resultado obtido também indica uma diminui¢do no raio
de giragdo para 2,62 nm. Outros trabalhos também indicam uma pequena

mudanga no raio de giragdo nesse pH, porém menos acentuada.
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Se observarmos as fun¢des distribuigdo de distancias p(r), mostradas na
figura 6.7, notamos que elas apresentam distintas formas para os diversos
valores de pH. A figura 7.1 reune as fung¢des p(r) para mostrar essas diferengas.
Porém, quase todas apresentam um maximo em torno de r igual a 3,0 nm, o que
esta relacionado com as distancias entre centros espalhadores dentro de uma
mesma subunidade e/ou subunidades vizinhas. Em alguns casos ocorrem picos
em valores de r entre 6,0 nm e 7,0 nm, os quais estdo relacionados com
distancias entre centros espalhadores de subunidades mais distantes. Picos muito
proximos da maxima dimensdo da proteina ndo tem relagdo com a sua forma,
podendo estar relacionado apenas com as flutuagdes que ocorrem na parte final

das curvas de intensidade onde os angulos de espalhamento sdo maiores.

SAB-V - pH7,0
SAB-V - pH 6,0
SAB-V - pH5,0
SAB-ig - pH 4,0
SABV - pH4,0
SAB-V - pH3,0

4r (nm)6

Figura 7.1 - Comparagao das fungdes p(r) das SAB-fV e SAB-Ig nos varios valores de pH para ser
usadas como indicagdo de mudangas conformacionais.
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Essas fungdes p(r) s@o utilizadas para auxiliar na constru¢do dos
modelos tedricos, onde procuramos um melhor ajuste entre as p(r) experimentais
e dos modelos, conforme comentado anteriormente. Este ajuste também poderia
ser feito entre as curvas de intensidade, porém, torna-se mais conveniente
trabalhar com as p(r) devido as informagdes diretas que temos das distancias
entre os centros espalhadores da particula.

Os modelos sdo construidos a partir da posigdo relativa entre seis
blocos que representam os subdominios da albumina (comentado no capitulo 2 ).
Dessa maneira, os modelos sdo construidos por tentativa e erro, dai a grande
dificuldade de se trabalhar com o programa MULTIBODY, além de nem sempre
conseguirmos ajustes perfeitos entre as p(r). Ressaltamos que os nossos modelos
propostos indicam a melhor aproximacgdo possivel da conformagdo da proteina,
pois esses blocos ndo representam idealmente a forma real da molécula.

Se observarmos a tabela 6.2, notamos uma grande proximidade entre os
valores dos raios de giragdo experimentais obtidos pelo programa ITP com os
raios de giragdo dos modelos servindo como um indicio da confiabilidade dos
nossos resultados.

Ao analisarmos a figura 6.11, notamos que o modelo M,, encontra-se
mais compactado indicando uma grande contragdo da albumina no pH 3,0. Um
resultado similar foi obtido por Olivieri e Craievich, para o pH 3,5 da SAH livre
de ligantes, em que um dos blocos ficou totalmente envolvido pelos outros
fazendo com que neste pH 3,5, o modelo ficasse formado por apenas 5 blocos
(figura 7.2 ). Em nosso caso, o mesmo bloco ( II-A ) também fica envolvido
pelos demais, mas nao na sua totalidade, conforme podemos observar na
comparagao mostrada na figura 7.4.

Quando a albumina passa do pH 3,0 ao pH 4,0, segundo os modelos M,

e M; (figuras 6.11 e 6.12), ocorre uma abertura entre os blocos indicando que a

proteina, com ligantes, fica num estado de relaxamento intermediario quando se
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aproxima do ponto isoelétrico (pH 4,8 ). Se compararmos estes resultados com

os de Olivieri e Craievich (figuras 7.2 e 7.3), da SAH livre de ligantes no mesmo

pH, observamos uma grande diferenga na conformagdo, talvez induzida pela

presenca dos ligantes. Mas mesmo para valores de pH idénticos, ligantes
diferentes conduzem a molécula a formas diferentes, indicando afinidades
diferentes para ligantes diversos (figura 7.5 ). Muito provavelmente estas
ligagdes ocorrem em regides distintas, mas ndo € possivel através de nossos
resultados localizar essas regides de ligagdo devido as dimensdes dos ligantes
serem pequenas se comparadas com a albumina.

Um estado de maior relaxamento é observado no modelo M, para o pH
6,0 quando a proteina afasta-se do seu ponto isoelétrico. Nao encontramos na
literatura resultados neste pH para comparagao.

Apesar de ndo termos conseguido modelos para os valores de pH 5,0 e
7,0, podemos fazer comparagdes entre as fungdes p(r) (figura 7.6). Notamos no
pH 5,0 os mesmos valores de raio de giragdo entre os nossos resultados e os de
Olivieri e Craievich, segundo tabela 6.1. Mesmo assim, as fungdes p(r)
apresentam formas diferentes indicando diferengas na conformagdo dessas
albuminas quando na presenga e auséncia de ligantes.

No pH 7,0 também observamos diferengas nas dimensdes da proteina,
consequéncia provavelmente da diferenga de conformagao.

Como vimos ( capitulo 2 ), eram previstas mudangas conformacionais
em proteinas induzidas tanto pela variagdo do pH como pela presenga de
ligantes, e neste trabalho, isto foi constatado, como € o caso dos modelos M, e
M; e literatura para o pH 4,0, em que ambos, pH e ligantes, influenciam na

conformagao.
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Figura 7.2 - Modelos obtidos por Olivieri e Craievich para SAH nos valores de pH 3,5 ¢ 4,0
juntamente com suas respectivas fungdes p(r).
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Modelo 04

Modelo O«

Figura 7.3 - Modelos obtidos por Olivieri e Craievich para SAH nos valores de pH 5,0 e 7,0
juntamente com suas respectivas fungoes p(r).
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Modelo O,

Modelo M,

Figura 7.4 - Comparagdo entre os modelos de Olivieri ¢ Craievich da SAH livre de ligantes no pH
3,5 com o modelo da SAB-fV no pH 3,0.
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Modelo O, Modelo M,
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Figura 7.5 - Comparagdo entre os modelos de Olivieri e Craievich da SAH livre de ligantes com os
modelos da SAB-fV e SAB-Ig no pH 4.0.
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SAB-fV - pH7,0 SAH sem ligantes — pH 7.0

SAH sem ligantes - pHbS
SAB-fV - pH 5,0 40 9 P 0

30}

20

Figura 7.6 - Comparagdo entre as fungdes de distribuigdo de distancias p(r) das SAH livres de
ligantes com as SAB-fV nos valores de pH indicado.
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CAPITULO 8 - CONCLUSOES E SUGESTOES

8.1 - Conclusdes

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, vimos que além do

pH, a presen¢a do ligante também € um fator determinante da conformagdo da

albumina, o que esta de acordo com outros dados da literatura. Estes resultados
mostram que a albumina assume formas diferentes mesmo quando submetida a
ligantes diferentes, mantendo-se o pH fixo. Esta sensibilidade quanto a variagdo
das condigdes do meio em que a proteina estd envolvida esta relacionada a
importante fungdo que exerce no sistema bioldgico de transporte e
armazenamento de varias substincias, dai a grande diversidade de formas
apresentada. Isto ainda comprova a grande maleabilidade e flexibilidade da

albumina o que ja era observado em outros trabalhos.

8.2 — Sugestdes de trabalhos futuros

As seguintes sugestdes sdo propostas para trabalhos futuros:

Estudar a SAB-lg em um maior numero de pH para comparagao
com os resultados obtidos da SAB-fV, SAH e SAB livres de ligantes
para melhor compreensio dos mecanismos envolvidos nas

mudangas conformacionais induzidas pelos ligantes.
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- Repetir o experimento para albuminas inicialmente puras, mas

adicionando-se ligantes conhecidos de maneira controlada.

- Estudar a proteina em valores de pH acima do pH 7,0 com e sem

ligantes.

8.3 - Comentarios

Um outro ponto a se destacar € o de que, pessoalmente falando, este
trabalho exerceu um papel importante na minha formagdo, tendo como base a
aprendizagem da técnica de espalhamento de raios X a baixos angulos, em que
foram introduzidos entre outros, a parte de calibragdio € montagem do
equipamento de raios X, identificagdo e solugdo de diversos problemas surgidos
no periodo, estudo da teoria envolvida e utilizagdo dos varios programas
computacionais relacionados desde o tratamento dos dados até a obtengdo dos

modelos tedricos, o que sera muito util futuramente na minha vida profissional.
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APENDICE A

Dependéncia do Efeito Compton com o Angulo de espalhamento

O entendimento de como a radiagdo ¢ espalhada por um objeto ndo €
simples. Somente uma parte da radiagdo tem o mesmo comprimento de onda da
radiagdo incidente, o restante do espectro possui comprimentos de onda
diferentes, e essa diferenca ¢ dependente do angulo de espalhamento.

Esse segundo tipo de radiagdo foi descoberto por A. H. Compton (1926)
e ¢ facilmente interpretada pelo modelo corpuscular da radiagdo. Consideramos o
espalhamento como o resultado do impacto de um foton incidente, hv, sobre um

elétron, conforme figura B.1, e aplicamos as leis usuais da mecanica (Guinier,

1963; Eisberg e Resnick, 1979).

Figura B.1 - Esquema mostrando interagdo foton-elétron por efeito Compton.
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Pela conservagdo da energia:

1 5
hv=hv’  +k = hv’+5m\f“

. Y
mv2 =2 he (—M')’

onde, m € a massa do elétron, A, o comprimento de onda do foton incidente e A°,

o comprimento de onda do foton espalhado.

Pela conservagdo do momento:
=Pt
h
S cos (260 )+ m v cos @
x sen (20 ) =m v sen ¢
Elevando as equagdes (B.2) e (B.3) ao quadrado, obtemos:

h? h’
?-ZECOS (20)+

hl
< cos? (20 ) =m? v* cos? @

2— sen’ (20 ) =m? v* sen® ¢
Somando as equagdes (B.4) e (B.5), encontramos:
h2 hl hZ

2
—+ — ¢cos“ (20 + —
T 008" (20

h s
-2 o cos (20 ) =m*Vv?

sen” (20 ) - 2%cos(28)=m2v2(sen2(p+0052(p)

JRar] o Yl
h I_(?ul')z J - 2.7 c0s(20)=m V2

Substituindo m v* da (B.1) em (B.6), fica:

|’ 2 2] 2 i
hzt?;l;‘?;zj- 22 cos (20) = 2 meh (k ’“]

AN

Vamos assumir que v’ é aproximadamente igual a v, e fixamos

A =A+dA
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Elevando a (B.8) ao quadrado, obtemos:

(v-2)* = (dn)?

2 +A2-22A' = (d))’

Desprezando o termo do lado direito da expressdo acima, fica:
A2+ A= 220

Substituindo (B.8) e (B.9) em (B.7):

, | 2 h* 1 dr
h LM)J- 2 v cos (20 )= 2 mch [M']

2

h h
ZH(I -cos(20)) = 2. mc dx

dr = (1 - cos(26))

Sendo, % =0,0243 A, para calculos de d\ em A.

Dessa forma, com base na equagdo (B.10), verificamos que para baixos
angulos dA fica muito préximo de zero, mostrando assim, que o espalhamento

Compton € desprezivel na regido de baixo angulo.
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APENDICE B

Calculo da médiadocos (h. F)

A média do cos (h . ) ¢ calculada pela raziio entre a soma de todos os
elementos de direg¢ao distribuidos esfericamente e a diregdo total.
Para 1sso, consideramos um dos vetores fixos em um dos eixos

cartesianos, conforme figura A.1.

Figura A.1 - Vetores het para calculo da média do cos (h.t ).

Assim,
<cos(h.1)>= il Insen 0 do r“d cos(h.t)
. = cdo. .

Fazendo, h . T =hrcos 0 , entdo,

<cos(h.t)>= Z‘;L?cos (hr cos 6)sen 6 dO E"d(p
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Sendo,
u=hr cos®, du = -hr sen9 do

Dessa forma,

= 1 P du
<cos(h.1)>= cos u —du
( ) o h jﬂ

r
Portanto,

sen hr

<cos(h.1)>=

hr

1 s 3 4 5 6 7 llr‘(assF)

-hr
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Apéndice C

APENDICE C

Relaciio entre as unidades 3, h e 26.

Vamos considerar um centro espalhador sendo incidido por um feixe de

raios X paralelo conforme figura C.1, onde definimos os vetores unitarios S, e

S que indicam respectivamente as dire¢des de incidéncia e de espalhamento.

Figura C.1 - Espalhamento de raios X por uma particula indicando os vetores de incidéncia S o € de
espalhamento S .

Conforme definido na se¢d0 4.2, § = > HKSO e h=2ns.

O moddulo destes vetores podem ser determinados a partir do tridngulo

retangulo destacado na figura acima.

Assim, senf = , como S=|S|=1, temos:

_ 2send | = Amsen®

A A
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Apéndice D

APENDICE D

A figura 5.8 é um exemplo de atuagio do programa ITP para uma curva
experimental obtida do espalhamento de uma esfera.
A principio bastaria apenas corrigirmos a curva de intensidade

experimental devido aos efeitos de colimagdo de acordo com as equagdes (5.10)

e (5.11) e aplicarmos uma transformada de Fourier para obteng¢dao de uma fungao

p(r). Caso o procedimento fosse esse, obteriamos como resultado uma fungéo p(r)
cheia de oscilagdes, pois os limites de integra¢do da transformada de Fourier sdo
definidos de -0 a +o, € em nosso caso esse limite vai de um certo h; a um certo
h,.

Para contornar esse problema, o programa ITP resolve a questio de
maneira indireta. O programa supde conhecida a p(r) € a escreve como uma soma
de n fungdes B-splines cujos coeficientes c¢,'s ainda ndo sdo conhecidos. Mesmo
assim, uma transformada inversa de Fourier é aplicada obtendo como resposta
uma intensidade que representa uma intensidade teodrica corrigida pelos efeitos do
perfil do feixe, sendo que os coeficientes permanecem inalterados durante a
transformada. Sobre esse resultado sdo ainda aplicadas as transformagdes
inversas em relagdo ao sistema de colimag¢do, o que da como resposta uma
intensidade tedrica que representa a propria intensidade experimental. Logo apos,
¢ feito um ajuste entre essas curvas buscando um minimo entre curva tedrica e
experimental ( equagdo 5.11). Desse ajuste, obtém-se os coeficientes c,'s. De
posse desses valores, retorna-se as curvas tedricas e calcula-se a intensidade

corrigida e a fungdo p(r).
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