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Resumo

A comunidade científica já se utiliza da combinação de técnicas experimentais

e computacionais em suas investigações, especialmente para sistemas biológi-

cos complexos devido à dinâmica das macromoléculas em solução e mudanças

conformacionais. No entanto, a predição da estrutura de moléculas biológicas

em solução é um problema desafiador para teóricos e experimentalistas, dada

a falta de técnicas disponíveis para observar esses sistemas. O espalhamento

de raios-X de baixo ângulo (SAXS) é uma técnica experimental que fornece

informações quantitativas, como raio de giro e distância entre pares, mas não

informações estruturais precisas. No entanto, combinado com uma técnica

computacional, SAXS já é capaz de analisar estruturalmente estes sistemas

gerando o "envelope", por exemplo. Assim, foi desenvolvido o programa

Pivot-SAXS para ampliar as possibilidades de estudos conformacionais. O

programa usa uma estrutura inicial e informações de estrutura secundária

para criar um potencial baseado em um fator de esfera rígida, que proíbe

choques estéricos e minimiza o espaço conformacional. O programa gera no-

vas conformações usando um algoritmo de pivot e avalia a similaridade entre

as curvas de espalhamento teórica e experimental, completando o potencial

usando o critério de Metropolis. O código está disponível em Github. Os

resultados obtidos pelo Pivot-SAXS foram satisfatórios e congruentes com

outras metodologias, o que indica sua aplicabilidade em estudos futuros.

Palavras Chaves: Algoritmo. Análise conformacional. Espalhamento de

raios-X a baixo ângulo. Modelagem computacional. Predição de estrutura.

https://github.com/carolinatatiani/pivot-saxs.git


Abstract

The scientific community widely recognizes the importance of combining ex-

perimental and computational techniques, especially in complex biological

systems due to the dynamic behavior of macromolecules in solution and con-

formational changes. However, predicting the structure of biological molecu-

les in solution has been a challenging problem for both experimentalists and

theoreticians, and there are only a limited number of techniques available to

observe these system variations. Small Angle X-ray Scattering (SAXS) is a

low-resolution experiment that provides only quantitative information, such

as the gyration radius and pair distance. Nevertheless, SAXS can address

these systems by providing the "envelope"of the protein. When combined

with computational techniques, it becomes a powerful tool for characteri-

zing macromolecules in solution.To address this problem, we developed the

Pivot-SAXS software for theoretical protein structure prediction and confor-

mational analysis. The program uses an input conformation to model the

molecule and considers information from the secondary structure to build a

potential based on a hard-sphere factor to forbid steric clashes and minimize

the conformational space. New conformations are generated using a pivot

algorithm, and they are assessed by a potential factor that calculates the si-

milarity between the theoretical scattering curve and the experimental profile.

This process is completed by evaluating the potential using the Metropolis

criteria. It is possible to access the code on Github. The software has achi-

eved satisfactory and coherent results with other methodologies, indicating

its potential for future studies.

Key Words: Algorithm; Computational modeling; Small angle X-ray scatte-

ring; Structure prediction;

https://github.com/carolinatatiani/pivot-saxs.git
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1.Introdução.

Conhecer a estrutura terciária de uma macromolécula é um passo

fundamental para estudos tanto do comportamento da proteína em diversos

ambientes[2, 3, 4, 5, 6] quanto de sua interação com outras moléculas[7, 8, 9,

10]. Assim, muitas técnicas experimentais foram desenvolvidas para tentar

observar o arranjo conformacional das macromoléculas, cada qual com suas

vantagens e desvantagens, possibilitando hoje a existência de um banco de

dados de estruturas de proteínas com mais de 202000 sequências depositadas

até dia 15 de março de 2023, o PDB - do inglês Protein Data Bank[11]. As

técnicas de caracterização conformacional em solução disponíveis atualmente,

tais quais o espalhamento de raios-X a baixo ângulo (SAXS), a ressonância

magnética nuclear (RMN) e transferência ressonante de energia por fluo-

rescência(FRET), possuem fatores limitantes ao estudo das proteínas que

dificultam a observação de macromoléculas biológicas muito grandes, muito

flexíveis ou com alguma dinâmica conformacional, abrindo espaço para a

predição teórica de estruturas.

A partir do estudos de Anfinsen[12], diversas teorias sobre como a

conformação final está codificada na estrutura primária surgiram e possibi-

litaram o desenvolvimento de métodos de predição baseados na sequência

de resíduos de aminoácidos[13, 14, 15, 16] e na homologia com estruturas

cristalográficas já depositadas no PDB. Nesses casos, a mobilidade e as pos-

sibilidades de mudanças conformacionais ainda não são plenamente conside-

radas. Assim, uma combinação entre técnicas experimentais de estudos em

solução e métodos teórico-computacionais se mostra uma boa alternativa à

investigação do sistema biológico e suas dinâmicas.

A técnica de espalhamento de raio-X a baixo ângulo ou SAXS, do
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nome em inglês small angle X-ray scattering é muito eficiente para a obser-

vação do comportamento estrutural da proteína em solução e está disponível

no Laboratório Nacional de Luz Síncroton (LNLS), o único laboratório de

luz síncrotron da América Latina. Porém a falta de ferramentas capazes

de calcular modelos estruturais que satisfaçam o dado experimental, leva ao

descarte destes dados e à busca por outras técnicas mais cara e complexas.

O Laboratório Nacional de Luz Síncrotron (LNLS), localizado no

campus do Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais (CNPEM)

em Campinas-SP, possui laboratórios de ponta que oferecem uma infraestru-

tura avançada para a obtenção de dados de SAXS. Anteriormente, o local

abrigava o UVX, que era o único equipamento desse tipo na América Latina

na época de sua inauguração e possuía um anel de cerca de 93 metros de

circunferência e 30 metros de diâmetro. No entanto, o UVX foi desativado

para dar lugar ao Sirius, um projeto revolucionário na ciência brasileira, cuja

construção teve início em 2014 e foi inaugurado em 14 de novembro de 2018.

O Sirius abriga um anel de cerca de 518 metros de circunferência e 165 metros

de diâmetro, com até 38 linhas de luz e a capacidade de alcançar energias

de 3 GeV[17]. Em 2020, a primeira linha de luz do Sirius foi ativada, o

que tem auxiliado em estudos importantes, incluindo pesquisas relacionadas

à COVID-19. Para melhor compreensão da estrutura do Sirius, é possível

conferir o esquema na figura 1.1.

O Brasil oferece tecnologia avançada para a comunidade científica,

incluindo equipamentos de ponta para análise de SAXS no Laboratório Nacio-

nal de Luz Síncrotron (LNLS) em Campinas-SP, como descrito anteriormente.

No entanto, é importante destacar que essa técnica também está acessível a

outros pesquisadores, pois existem equipamentos de bancada disponíveis que

permitem a obtenção de dados de boa qualidade de forma simples e prática.

Dessa forma, o SAXS é uma ferramenta amplamente disponível e pode ser

utilizada em diversas áreas de pesquisa.
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Figura 1.1: Planta baixa do Sirius no LNLS. A figura mostra o anel do Sirius
em detalhes, incluindo suas 40 linhas de luz e as estações de pesquisa.[17].
Fonte: CNPEM[17].

Por si só, os dados de SAXS já permitem diversas análises estruturais[18,

19] tais como raio de giro, estado de enovelamento, distância de pares[20] e

mudanças conformacionais. SAXS é uma técnica de baixa resolução, ou seja,

limitações intrínsecas do método, discutidas na seção 2.4, impossibilitam a

recuperação completa das posições atômicas tridimensionais e assim, a as-

sociação com algoritmos computacionais foi essencial para que as análises

estruturais tivessem maior precisão. Stuhrmann[21] foi pioneiro no cálculo

do envelope das proteínas a partir de uma curva experimental, desde então

já se desenvolveram programas capazes de calcular uma curva de espalha-

mento teórica a partir de posições atômicas fornecidas, dentre os mais conhe-

cidos estão o Crysol [22] e FoXS[23]. A combinação das ferramentas teórico

e experimental se prova, assim, muito proveitosa para enriquecer os estu-

dos sobre a superfície da molécula[24, 25, 26], enovelamento[5] e mudanças

conformacionais[27, 28].
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Este trabalho teve como objetivo expandir a aplicabilidade da téc-

nica SAXS, utilizada em estudos de superfície de proteínas, para análises

estruturais mais complexas. Para isso, foi desenvolvido o programa Pivot-

SAXS, que utiliza o perfil de espalhamento e movimentos de pivot para es-

timar possíveis estruturas terciárias da proteína em solução. A utilização

desta informação é importante para o estudo de mudanças conformacionais,

mecanismos de funcionamento e para a possibilidade de utilização em con-

junto com preditores de estrutura secundária para estruturas não cristali-

záveis. Neste estudo, são descritos os algoritmos utilizados no Pivot-SAXS,

incluindo o algoritmo SAXS-factor, que é semelhante a outros softwares uti-

lizados pela comunidade científica. O algoritmo SAXS-factor foi validado no

capítulo 3 e, em seguida, incorporado ao Pivot-SAXS no capítulo 4.

Nos capítulos seguintes detalharemos mais sobre a teoria do espalha-

mento de raios-X a baixo ângulo, demonstraremos os passos e explicaremos

todas as etapas de validação que foram necessárias durante a construção do

programa final.
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5.Conclusão.

O objetivo do trabalho consistiu em utilizar somente movimentos de

pivot para transformar uma estrutura inicial em uma estrutura alvo repre-

sentativa em solução. A fim de alcançar tal objetivo, utilizou-se um potencial

que consistiu em um potencial de esfera rígida e o fator de discrepância entre

as curvas de espalhamento experimentais e da conformação gerada pelo pro-

grama. Além da minimização do potencial, o programa teve que gerar uma

nova conformação por meio da rotação de um dos ângulos diedrais, calcular a

curva de espalhamento desta configuração e o χ. O programa SAXS-factor foi

desenvolvido para essa finalidade e comparado com programas já utilizados

pela comunidade científica, a fim de validar a sua eficiência.

No capítulo 3 pode-se notar a alta correlação entre o programa desen-

volvido e outros amplamente utilizados pela comunidade científica. Por ter

sido criado com o objetivo de integrar o Pivot-SAXS, a validação do SAXS-

factor é importante para consolidar a originalidade e eficácia do Pivot-SAXS

como um software capaz de avaliar estruturas de acordo com os dados expe-

rimentais de SAXS.

Para realizar os primeiros testes com Pivot-SAXS, foi necessário uti-

lizar estruturas abertas geradas pelo software Chimera. Os resultados com-

parativos do capítulo 4, juntamente com os valores de RMSD da tabela 3.1,

demonstram que o potencial formado pelas energias de esfera rígida e χ é

altamente eficiente no tratamento de proteínas pequenas. A estruturação de

folhas-β é mais complexa devido ao direcionamento necessário das cadeias la-

terais para formar interações de hidrogênio. Implementar um potencial que

leve em consideração tais interações é bastante complicado, sendo necessá-

rio analisar se o ganho real de acurácia é maior do que o custo em tempo
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computacional para obter tais resultados.

O software Pivot-SAXS é uma ferramenta versátil que se mostrou

eficiente na caracterização de macromoléculas em solução, sendo capaz de

predizer a estrutura de proteínas e avaliar alterações conformacionais. A

seção 4.5 apresenta uma análise que comprova a funcionalidade do Pivot-

SAXS não apenas para quimeras, mas também para outras macromoléculas

que possuem subunidades bem estruturadas.

O método Pivot-SAXS se mostrou capaz de detectar mudanças con-

formacionais em proteínas, utilizando apenas informações estruturais. Isso

o torna útil em circunstâncias em que a resolução dos dados experimen-

tais é baixa e não é possível obter uma estrutura final. Em tais casos, o

Pivot-SAXS pode procurar a estrutura ótima e encontrar várias estruturas

possíveis que minimizam o fator de discrepância. Ele é capaz de explorar o

espaço conformacional e aceitar apenas estruturas fisicamente possíveis. Es-

sas características tornam o Pivot-SAXS uma excelente opção para estudos

que envolvem a caracterização de macromoléculas em solução.

Pode-se concluir que o movimento de pivot é eficiente para todos

os objetivos propostos. Se mostrando versátil e adaptável à cada um dos

problemas propostos.
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