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Resumo

A comunidade cientifica ja se utiliza da combinacao de técnicas experimentais
e computacionais em suas investigacoes, especialmente para sistemas biologi-
cos complexos devido a dinamica das macromoléculas em solugao e mudancas
conformacionais. No entanto, a predi¢ao da estrutura de moléculas biolégicas
em solucao é um problema desafiador para tedricos e experimentalistas, dada
a falta de técnicas disponiveis para observar esses sistemas. O espalhamento
de raios-X de baixo angulo (SAXS) é uma técnica experimental que fornece
informagoes quantitativas, como raio de giro e distancia entre pares, mas nao
informagoes estruturais precisas. No entanto, combinado com uma técnica
computacional, SAXS j& 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 informagoes de estrutura secundaria
para criar um potencial baseado em um fator de esfera rigida, que proibe
choques estéricos e minimiza o espaco conformacional. O programa gera no-
vas conformagoes usando um algoritmo de pivot e avalia a similaridade entre
as curvas de espalhamento tedrica e experimental, completando o potencial
usando o critério de Metropolis. O codigo esta disponivel em Github. Os
resultados obtidos pelo Pivot-SAXS foram satisfatorios e congruentes com

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

Palavras Chaves: Algoritmo. Analise conformacional. Espalhamento de

raios-X a baixo angulo. Modelagem computacional. Predi¢ao 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;
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1. Introducao.

Conhecer a estrutura tercidria de uma macromolécula é um passo
fundamental para estudos tanto do comportamento da proteina em diversos
ambientes|2, 3, 4, [5, [6] quanto de sua interagao com outras moléculas|7, 8, O,
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 existéncia de um banco de
dados de estruturas de proteinas com mais de 202000 sequéncias depositadas
até dia 15 de margo de 2023, o PDB - do inglés Protein Data Bank[11]. As
técnicas de caracterizagao conformacional em solugao disponiveis atualmente,
tais quais o espalhamento de raios-X a baixo dngulo (SAXS), a ressonancia
magnética nuclear (RMN) e transferéncia ressonante de energia por fluo-
rescéncia(FRET), possuem fatores limitantes ao estudo das proteinas que
dificultam a observacao de macromoléculas biol6gicas muito grandes, muito
flexiveis ou com alguma dindmica conformacional, abrindo espaco para a
predicao teodrica de estruturas.

A partir do estudos de Anfinsen[I2], diversas teorias sobre como a
conformacao final esta codificada na estrutura primaria surgiram e possibi-
litaram o desenvolvimento de métodos de predigao baseados na sequéncia
de residuos de aminoacidos|13, [14], 15 [16] e na homologia com estruturas
cristalograficas ja depositadas no PDB. Nesses casos, a mobilidade e as pos-
sibilidades de mudancas conformacionais ainda nao sao plenamente conside-
radas. Assim, uma combinagao entre técnicas experimentais de estudos em
solugao e métodos tedrico-computacionais se mostra uma boa alternativa a
investigagao do sistema biologico e suas dinamicas.

A técnica de espalhamento de raio-X a baixo angulo ou SAXS, do
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Capitulo 1

nome em inglés small angle X-ray scattering é muito eficiente para a obser-
vacao do comportamento estrutural da proteina em solucao e esta disponivel
no Laboratério Nacional de Luz Sincroton (LNLS), o tunico laboratoério de
luz sincrotron da América Latina. Porém a falta de ferramentas capazes
de calcular modelos estruturais que satisfacam o dado experimental, leva ao
descarte destes dados e a busca por outras técnicas mais cara e complexas.

O Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron (LNLS), localizado no
campus do Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais (CNPEM)
em Campinas-SP, possui laboratorios de ponta que oferecem uma infraestru-
tura avangada para a obtencao de dados de SAXS. Anteriormente, o local
abrigava o UVX, que era o tnico equipamento desse tipo na América Latina
na época de sua inauguracao e possuia um anel de cerca de 93 metros de
circunferéncia e 30 metros de diametro. No entanto, o UVX foi desativado
para dar lugar ao Sirius, um projeto revolucionario na ciéncia brasileira, cuja
construcao teve inicio em 2014 e foi inaugurado em 14 de novembro de 2018.
O Sirius abriga um anel de cerca de 518 metros de circunferéncia e 165 metros
de didmetro, com até 38 linhas de luz e a capacidade de alcangar energias
de 3 GeV[I7]. Em 2020, a primeira linha de luz do Sirius foi ativada, o
que tem auxiliado em estudos importantes, incluindo pesquisas relacionadas
a COVID-19. Para melhor compreensao da estrutura do Sirius, é possivel
conferir o esquema na figura|l.1

O Brasil oferece tecnologia avancada para a comunidade cientifica,
incluindo equipamentos de ponta para analise de SAXS no Laboratoério Nacio-
nal de Luz Sincrotron (LNLS) em Campinas-SP, como descrito anteriormente.
No entanto, é importante destacar que essa técnica também esté acessivel a
outros pesquisadores, pois existem equipamentos de bancada disponiveis que
permitem a obtencao de dados de boa qualidade de forma simples e préatica.
Dessa forma, o SAXS é uma ferramenta amplamente disponivel e pode ser

utilizada em diversas areas de pesquisa.
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Capitulo 1

PLANTA NIVEL 614.00

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 estagoes de pesquisa.[17].
Fonte: CNPEM|[17].

Por si s6, os dados de SAXS ja permitem diversas anélises estruturais|I8],

9] tais como raio de giro, estado de enovelamento, distancia de pares|20] e
mudancas conformacionais. SAXS é uma técnica de baixa resolugao, ou seja,
limitagoes intrinsecas do método, discutidas na secao [2.4] impossibilitam a
recuperagao completa das posi¢oes atomicas tridimensionais e assim, a as-
sociacao com algoritmos computacionais foi essencial para que as anélises
estruturais tivessem maior precisao. [Stuhrmannf21] foi pioneiro no calculo
do envelope das proteinas a partir de uma curva experimental, desde entao
j& se desenvolveram programas capazes de calcular uma curva de espalha-
mento tedrica a partir de posi¢oes atomicas fornecidas, dentre os mais conhe-
cidos estao o Crysol [22] e FoXS|[23]. A combinagao das ferramentas teorico
e experimental se prova, assim, muito proveitosa para enriquecer os estu-
dos sobre a superficie da moléculal24] 25| 26], enovelamento[d] e mudangas
conformacionais|27, 28].
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Este trabalho teve como objetivo expandir a aplicabilidade da téc-
nica SAXS, utilizada em estudos de superficie de proteinas, para anélises
estruturais mais complexas. Para isso, foi desenvolvido o programa Pivot-
SAXS, que utiliza o perfil de espalhamento e movimentos de pivot para es-
timar possiveis estruturas terciarias da proteina em solucao. A utilizacao
desta informagao é importante para o estudo de mudancgas conformacionais,
mecanismos de funcionamento e para a possibilidade de utilizacao em con-
junto com preditores de estrutura secundaria para estruturas nao cristali-
zéaveis. Neste estudo, sao descritos os algoritmos utilizados no Pivot-SAXS,
incluindo o algoritmo SAXS-factor, que é semelhante a outros softwares uti-
lizados pela comunidade cientifica. O algoritmo SAXS-factor foi validado no
capitulo [ e, em seguida, incorporado ao Pivot-SAXS no capitulo [4

Nos capitulos seguintes detalharemos mais sobre a teoria do espalha-
mento de raios-X a baixo angulo, demonstraremos os passos e explicaremos
todas as etapas de validacao que foram necessarias durante a construcao do

programa final.
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5. Conclusao.

O objetivo do trabalho consistiu em utilizar somente movimentos de
pivot para transformar uma estrutura inicial em uma estrutura alvo repre-
sentativa em solugao. A fim de alcangar tal objetivo, utilizou-se um potencial
que consistiu em um potencial de esfera rigida e o fator de discrepancia entre
as curvas de espalhamento experimentais e da conformacao gerada pelo pro-
grama. Além da minimizacao do potencial, o programa teve que gerar uma
nova conformacao por meio da rotacao de um dos angulos diedrais, calcular a
curva de espalhamento desta configuragao e o x. O programa SAXS-factor foi
desenvolvido para essa finalidade e comparado com programas ja utilizados
pela comunidade cientifica, a fim de validar a sua eficiéncia.

No capitulo[3|pode-se notar a alta correlagao entre o programa desen-
volvido e outros amplamente utilizados pela comunidade cientifica. Por ter
sido criado com o objetivo de integrar o Pivot-SAXS, a validagao do SAXS-
factor é importante para consolidar a originalidade e eficacia 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 necessério uti-
lizar estruturas abertas geradas pelo software Chimera. Os resultados com-
parativos do capitulo 4] juntamente com os valores de RMSD da tabela
demonstram que o potencial formado pelas energias de esfera rigida e y é
altamente eficiente no tratamento de proteinas pequenas. A estruturacao de
folhas-3 é mais complexa devido ao direcionamento necessario das cadeias la-
terais para formar interacoes de hidrogénio. Implementar um potencial que
leve em consideracao tais interacoes é bastante complicado, sendo necessa-

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

O software Pivot-SAXS é uma ferramenta versatil que se mostrou
eficiente na caracterizacao de macromoléculas em solucao, sendo capaz de
predizer a estrutura de proteinas e avaliar alteragoes conformacionais. A
secao [4.5] apresenta uma analise que comprova a funcionalidade do Pivot-
SAXS nao apenas para quimeras, mas também para outras macromoléculas
que possuem subunidades bem estruturadas.

O método Pivot-SAXS se mostrou capaz de detectar mudancas con-
formacionais em proteinas, utilizando apenas informacoes estruturais. Isso
o torna 1til em circunstancias em que a resolucao dos dados experimen-
tais é baixa e nao é possivel obter uma estrutura final. Em tais casos, o
Pivot-SAXS pode procurar a estrutura 6tima e encontrar vérias estruturas
possiveis que minimizam o fator de discrepancia. Ele é capaz de explorar o
espaco conformacional e aceitar apenas estruturas fisicamente possiveis. Es-
sas caracteristicas tornam o Pivot-SAXS uma excelente opcao para estudos
que envolvem a caracterizacao de macromoléculas em solucao.

Pode-se concluir que o movimento de pivot é eficiente para todos
os objetivos propostos. Se mostrando versatil e adaptavel a cada um dos

problemas propostos.
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