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Resumo

A albumina é uma das proteinas mais abundantes encontradas no plasma
sanguineo, € estavel, muito solivel e acida. Seu ponto isoelétrico esta ao redor do
pH 4.,8; seu peso molecular ¢ aproximadamente 66500 e suas principais fungdes
sdo o transporte e armazenamento de numerosas substancias como acidos
graxos, bilirrubina, metais, etc., e cujo desempenho € possivel gragas as suas
maleabilidade e flexibilidade, atribuiveis a sua estrutura com pontes de dissulfeto
ligando apenas partes proximas da cadeia polipeptidica. Ha uma grande
homologia entre as diversas albuminas, humana, bovina, de cavalo, de rato, etc.
As estruturas moleculares das soro albuminas s3o comparaveis em muitos
aspectos, mas as seqiiéncias de aminoacidos ndo sao idénticas, muito embora a
maioria dos ligantes acima citados liga-se a varias albuminas igualmente bem.

Neste trabalho, fizemos um estudo da variagio conformacional de
diversas albuminas: de cavalo, porco e coelho. Sabemos que as albuminas
encontram-se ligadas a muitos ligantes diferentes, mas as que foram por nos

estudadas sdo essencialmente livres, algumas de acidos graxos e outras de

globulina. Trabalhamos em dois valores de pH (5,0 e 7,0). Nosso objetivo foi

avaliar, pela técnica de espalhamento de raios X a baixo angulo (SAXS), as
mudangas conformacionais ocorridas nas albuminas, comparando com a albumina
humana e com a bovina, encontrando parametros geométricos € estruturais,
como raio de giragdo, fungdo distribuigdo de distancias ¢ maxima dimensdo de
proteinas. Estamos propondo modelos, obtidos a partir de simulagdes
computacionais, para as varias conformagdes observadas nas albuminas em
estudo. Verificamos que, além das mudangas ocorridas na forma das moléculas,
houve uma diminui¢do nos valores dos raios de giragdo das mesmas, com o
aumento do pH, o que, juntamente com os modelos, pode estar indicando uma

contrag¢ao, ou empacotamento da molécula.




Abstract

Albumin is one of the most common protein present in the blood plasma, it
is stable, very soluble, and acidic. Its isoelectric point is around 4.8, molecular
weight is approximately 66500 and its main functions are transport and storage of
several molecules such as, fatty-acid, bilirrubine, metals, etc... and its function is
mainly due to its flexibility. Such flexibility is due to disulfide bridges binding
only close portions of the protein structure. There is a great homology among
several albumins from humans, bovines, horses, rats, etc... The molecular
structures of albumins are similar in several features, but the amino acid sequence

are not identical, however the majority of their ligants have similar specificity.

In the present work it was studied the conformational changes of several

albumins: from horse, pig and rabbit. It is known that albumins can bind to
several different ligants, however the abumins studied in the present work are
essentially free of fatty-acids or globulins. The present study was performed at
two different pH’s (5.0 and 7.0). Our goal was evaluate the conformational
changes occurred, using the Small Angle X-Ray Scattering (SAXS) technique.
Using the SAXS technique, several geometrical and structural parameters such as
radius of gyration, function of distance distribution, and maximum dimension of
the protein were obtained. It was proposed theoretical models, obtained from
computer simulations, for several observed conformations for the albumins under
study.

It was verified a reduction in the radius of gyration values of the molecules
with a raise of pH, which, together with the models, may be indicating a

contraction or closure of the protein.




1 - Introducio

1 - Introducao

Em trabalho realizado por Olivieri e Craievich (1995), utilizando a técnica
de espalhamento de raios X a baixo angulo (SAXS) para o estudo de soro
albuminas, verificou-se que as mesmas sofrem grandes variagdes
conformacionais com a mudan¢a de pH, em concordancia com outros estudos

feitos por técnicas diversas presentes na literatura (pagina 13, tabela 2.1).

A albumina é uma das proteinas mais abundantes encontradas no plasma
sangiiineo, seu peso molecular é ao redor de 66500 e suas principais fungdes

sdo o transporte e armazenamento de numerosas outras substancias, tais como

acidos graxos, bilirrubina, metais, drogas, etc. E um dos principais componentes

do plasma no estabelecimento da pressdao osmética do sangue. O desempenho
dessas fungdes € possivel gragas a sua maleabilidade e flexibilidade, o que lhe
confere uma grande importancia biologica. Dai o incentivo cada vez maior ao seu
estudo, visto que ha grande facilidade de se encontrar albuminas isoladas e

purificadas (Peters, 1985).

O espalhamento de raios X a baixo angulo (SAXS) tem sido muito
aplicado em macromoléculas em solugdo, o que possibilita o seu estudo em
condigdes o mais proximas possiveis de seu ambiente biologico. Possui uma
teoria bem desenvolvida que permite obter varios parametros geométricos €
estruturais, como raio de giragdo, volume, superficie, fungdo distribuicdo de
distancia e maxima dimensdo de proteinas; ou seja, nos da o formato da molécula
(Glatter e Kratky, 1982; Guinier ¢ Fournet, 1955). Tem sido aplicada para uma
variedade de sistemas de interesse biologico, como, por exemplo, as pesquisas da
estrutura de soro lipoproteinas humanas em solugdo (Tardieu ef al, 1976), estudo
das albuminas humana e bovina (Olivieri e Craievich, 1995), analise

conformacional do complexo Crotoxina (Santos e Abrego, 1998), mudangas
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conformacionais de fosfolipases em solugdo (Brognaro e Abrego, 1995), etc.

Recentemente, estudos por meio de SAXS da enzima alostérica ACTase
de Escherichia coli, em comparagdo com analises cristalograficas, possibilitaram
que se provasse que os movimentos das subunidades durante transi¢do dos
estados T>R em solugdo sdo significativamente maiores que nos cristais.
Grandes diferengas sdo observadas entre a estrutura quaternaria no cristal e em

solugdo no estado R (Svergun e al, 1997).

Uma deficiéncia desta técnica, especialmente se comparada com a
cristalografia por difragdo de raios X, € a sua baixa resolu¢do, ou pequena ordem
de magnitude na resolugdo atdmica. Sua principal vantagem ¢ a possibilidade de
se variar facilmente as condigdes fisicas e quimicas e explorar transi¢des

estruturais. Além disso, nem sempre é possivel obter cristais das macromoléculas

biologicas. E evidente que a informagdo obtida do espalhamento a baixo 4ngulo

concerne somente a forma exterior € ndo da estrutura da molécula; maiores
informagdes a nivel atomico podem ser obtidas com difragdo de proteinas
cristalizadas. Os graus de dificuldades apresentados pelos dois métodos sdo
diferentes, a cristalografia requer uma consideravel quantia de trabalho, tanto na
preparagdao de bons cristais como na interpretagdo de resultados, enquanto que
uma investigacdo a baixo angulo de uma solugdo pode ser considerada mais

simples, apesar das dificuldades também encontradas.

Quanto aos possiveis danos que a radiagao pode causar as proteinas devido
a absor¢ao de raios X pela amostra sabemos que SAXS somente estuda a
morfologia das macromoléculas biologicas, independente de suas atividades
funcionais. Entdo, uma queda na atividade somente podera ser detectada por
SAXS se for acompanhada por uma significante mudanga na sua morfologia
(Pilz, 1979).

Muitos estudos recentes de espalhamento a baixo angulo de raios X, ou
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neutrons, mostram um acréscimo na acessibilidade e utilidade da técnica de
SAXS, para estudo de conformagdo biomolecular e interagdes em solugdo como
funcdo de propriedades biologicas numa extensa faixa de dimensdes. O
desenvolvimento de fontes e instrumentagdo tem produzido ganho no fluxo de
raios X ou neutrons em amostras, e tem possibilitado experimentos mais rapidos
em amostras a mais baixas concentragdes. Exemplo dessas fontes sdo os
sincrotrons e equipamentos com anodos rotatdrios cada vez mais potentes
(Trewhella, 1997).

As variagdes conformacionais da molécula de albumina ocorrem em fungdo
do pH, mas essas variagdes podem ocorrer mesmo em pH constante, como nos
organismos vivos, sO que nesses casos sdo induzidas pela presenga de diferentes

ligantes, segundo dados bibliograficos ( Kragh-Hansen, 1981a).

Neste trabalho, faremos um estudo do comportamento de diversas

albuminas: de cavalo, porco e coelho, na presenga de ligantes, em dois valores

de pH, tendo por objetivo avaliar, pela técnica de SAXS, as suas variagdes

conformacionais em compara¢gdo com a humana e a bovina livre de ligantes,
propondo também modelos, obtidos a partir de simulagdes em computador, para

as varias conformagdes observadas nas albuminas em estudo.

A albumina, como vimos anteriormente, liga-se facilmente a acidos graxos,
como palmitato, oleato, entre outros, mas como sdo moléculas pequenas
comparadas a ela espera-se que ndo haja mudangas significativas nos valores dos
raios de giragdo ou tamanho da molécula, nos estudos de SAXS. A presenga de
ligantes induz a mudangas conformacionais, que podem ser verificadas através de
modelos gerados a partir das fungdes distribui¢ao de distancias.

Temos também por objetivo aprender a técnica de SAXS e, entender e
dominar o uso dos programas computacionais utilizados na interpretagdo e

analise dos resultados experimentais.
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2.2 - Estrutura primaria

A albumina humana é uma proteina composta de uma unica cadeia
polipeptidica, com 585 aminoacidos. A seqiiéncia completa de aminoacidos da

soro albumina humana foi publicada simultaneamente em 1975 por Brown ef al.e

Meloun ef al. E caracterizada pelo pequeno contetido de triptofano e metionina e

alto contetdo de cisteina, acido aspartico, acido glutanico, lisina e arginina.

O conteudo de glicina e isoleucina é menor do que na maioria das
proteinas. A alta carga total, potencialmente 185 ions por molécula no pH 7,0,
somada a sua solubilidade e as muitas pontes de dissulfeto contribuem para sua
estabilidade.

Contém 17 pares de cisteinas vizinhas em toda a seqiiéncia. A quantidade
de pontes de dissulfeto formada confere as albuminas uma forte estabilidade, mas
a sua localizagdo permite uma maleabilidade e flexibilidade muito grandes, o que
possibilita a existéncia de varias conformagdes em diferentes valores de pH.
Apresenta, também uma cisteina livre, que possivelmente deve estar protegida da
oxidagado devido a forma da cadeia (Brown, 1975).

Baseado na distribuigdo das pontes de dissulfeto ao longo da cadeia de
aminoacidos é possivel dividir as albuminas em trés dominios (1, 11, [I), cada um

deles tendo dois sub-dominios, como mostra a figura 2.1.
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o
Subdominios

»

Figura 2.1: diagrama da estrutura primdria da albumina.

Ha pelo menos seis sitios de ligagdo na molécula de albumina; esta
proposta ¢ baseada na revisdo da literatura descrevendo ligagdes competitivas de
ligantes com alta afinidade aos sitios de ligagdo (Kragh-Hansen, 1981a); um
esquema desta proposta ¢ mostrado na tabela 1 e alguns sitios de ligagdo estdo
representados na figura 2.2 abaixo.

Um grande numero de drogas carregadas negativamente ou neutras sdo

ligadas a albumina com comparaveis constantes de associagdo (10% a 10° M™),

como por exemplo Warfarin, Salicilato, Fenilbutazona, Novobiocina, etc.

Apesar do fato de que a albumina carrega uma carga liquida negativa no
pH fisiologico, € frequentemente proposto que ela liga-se as moléculas
carregadas negativamente em preferéncia as com carga positiva, apesar de ligar-
se também a varias drogas carregadas positivamente (com constantes de
associagdo comparaveis a maioria das negativas), por exemplo Quinino, Procaina,
Lidocaina, etc. A albumina liga-se também a varios compostos inorganicos como:

CI', SCN°, Cu™, Ni"", Mn"", etc. ( Kragh-Hansen, 1981a)




2 - Estudo da proteina Soro Albumina

Sitio de liga¢do | alta afinidade de ligacdo

1 longas cadeias de acidos graxos (palmitato, oleato, linoleato)

L-Triptofano, L-Tiroxina, Clorazepato, p-lodobenzoato

Bilirrubina

2
3
4 Cu™, Ni*"
5
6

Haemin

Salicilato, Sulfas

Tabela 1: esquema de regides de ligagdo localizadas na soro albumina

1-AG 1-AG
4-Cu/Ni |

\ mB Im A

c\- C ie

Figura 2.2: localizagio de algumas regides de ligagdo na Albumina Humana, em relagio aos dominios ¢ sub-

dominios. N ¢ C sdo os terminais amino ¢ carboxil. respectivamente.

Ha uma grande homologia entre as diversas albuminas, humana, bovina,
de cavalo, de rato, etc. As configuragdes espaciais das soro albuminas s3o
comparaveis em muitos aspectos, mas as seqiiéncias de aminoacidos nio sao
idénticas, muito embora a maioria dos ligantes liga-se a varias albuminas

igualmente bem (Brown, 1976; Mac Lachlan ¢ Walker, 1977).
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A seqiiéncia de aminoacidos e a estrutura molecular da albumina de cavalo
ja foi determinada. Comparagdes da estrutura primaria de albumina de cavalo

com humana e bovina revelam 76,1% e 73,9% de identidade, respectivamente.

Estudos cristalograficos de soro albumina de cavalo revelam dois sitios de

ligagdo para 2,3,5-acido trilodobenzodico nos sub-dominios IIA e IIIA idénticos
aos da soro albumina humana (Ho ef al, 1993). A homologia entre as albuminas
humana e bovina e entre humana e de rato é de 80%, com 63% de residuos
conservados entre as trés (Peters, 1985).

Muitos estudos ja foram feitos com ligagdes de pequenas moléculas a
varias espécies de albuminas, o que é de suma importancia visto que os efeitos in
vivo de novas drogas sdo usualmente testados em animais antes de serem
testados clinicamente em seres humanos. Grandes diferengas em ligagdes com a
soro albumina podem contribuir na atividade farmacologica (Kragh-Hansen,
1981a).

A interagdo entre albumina e ligante ¢ acompanhada de mudangas
conformacionais na proteina. Devido as limitadas informagdes da estrutura
tridimensional da albumina a natureza exata dessas mudangas ndo esta
determinada.

In vivo, as moléculas que se ligam a albumina sdo, principalmente, longas
cadeias de acidos graxos alifaticos como oleato, palmitato, linoleato e estearato.
Entretanto, a proteina ¢ também capaz de se ligar com relativa alta afinidade a
acidos graxos com cadeias curtas e médias.

Uma razoavel comparagio entre os tamanhos das moléculas de albumina e
de palmitato pode ser vista na figura 2.3, conforme modelo proposto por Brown e

Shockley (1982).
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Figura 2.3: modelo “space-filling” do dominio II da albumina bovina ¢ uma molécula de palmitato. de Brown ¢

Shockley.

Quanto a desnaturagdo, albumina muda reversivelmente sob as condi¢des
normais nas quais muitas proteinas sdo desnaturadas. No entanto, pode ocorrer
desnaturagdo irreversivel, com dimerizagdo ou eventual agregagdo se, por
exemplo, for submetida a prolongado e repetido aquecimento. Essas mudangas
ocorrem com estados intermediarios, os quais talvez indicam o envolvimento das

pontes de dissulfeto ou dominios (Aoki ef al, 1973).

2.3 - Estrutura tridimensional

Squire et al, 1968, medindo a velocidade de sedimentagdo e revendo

estudos publicados de dispersdo dielétrica, sedimentagdo, SAXS e microscopia

eletronica, concluiram que a forma da molécula era de um elipséide de revolugao

prolato, com eixos de tamanhos 40 A e 140 A.
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Carter et al, 1989, cristalizaram a soro albumina humana e resolveram a
estrutura tridimensional com resolugdo de 6 A, por difragdo de raios X. Os mapas
de densidade eletronica sdo de alta qualidade e revelam a estrutura como uma
proteina globular com predominancia de a hélice. O envelope molecular para a
proteina estava em concordancia com resultados obtidos anteriormente por outros
métodos. Os dominios I, II e Il sdo estruturalmente homodlogos e cada um ¢
composto de dois sub-dominios (A e B) formados por 3 a 4 o hélices ligadas
entre si por uma longa se¢do de o hélice. Agora a albumina seria um elipsoide
oblato com eixos de 40 A e 140 A.

Em estudos mais recentes, Carter ef al , (1990), propuseram um diferente

arranjo quaternario para os 6 sub-dominios com resolugio de 4 A.

A ligagdo da cauda (sub-dominios IIB, IIIA e IIIB) a cabega (sub-
dominios IA, IB e IIA) da molécula difere do originalmente proposto. Os sub-

dominios assumem uma forma de corag¢do (figura 2.4).

Figura 2.4: visdo estereoscdpica da molécula de albumina humana, que apresenta o formato de um coragao.
conforme proposta de Carter ef al, 1990.

Os sub-dominios I, II e III podem ser superpostos (figura 2.5), o que é

consistente com a homologia na seqiiéncia de aminoacidos.
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Figura 2.5: visio estercoscopica dos dominios Il (amarelo) e I1I (azul) superpostos para ilustrar a homologia

estrutural.

A largura da molécula do terminal amino ao terminal carboxil € de
aproximadamente 82 A e a maxima dimensdo da molécula do épice do coragdo

aos dominios terminal amino e carboxil ¢ de aproximadamente 83 A e 70 A,

respectivamente. A profundidade da molécula ¢ de aproximadamente 30 A.

3.4 - Propriedades fisicas e formas

Gurd e Rothgeb, 1979, notaram que o nome proteina pode ter relagdo com
o deus grego Proteus, como proteios “na posi¢ao primaria’. Pois proteinas, como
Proteus, podem mudar de forma e tamanho de acordo com as circunstancias. Sua
flexibilidade € atribuivel a localizagdo das pontes de dissulfeto, as quais ligam
apenas partes proximas da cadeia polipeptidica.

Flexibilidade € vista como a habilidade em expandir ¢ desdobrar-se rapida
e reversivelmente sob condi¢des de desnaturagdo e na rapidez com que pode

sofrer varias transigdes.
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A molécula de albumina ndo ¢ uniformemente carregada ao longo de seu
comprimento. A carga elétrica liquida em pH 7,0 é de -9¢, -8¢ ¢ +2e nos
dominios I, II e III. Pode-se dizer, entdo, que a cabega, ou terminal amino (regiao
[), ¢ altamente negativa, enquanto o terminal carboxil (regido III) ¢€
aproximadamente neutro.

O peso molecular pode ser determinado pelo conhecimento preciso da

seqiiéncia de aminoacidos. O resultado obtido fo1 de 66439 (Peters, 1985).

Uma importante caracteristica da albumina é sua habilidade de ligar-se a

grande variedade de materiais biologicos. A maioria das associagdes envolve
interagdes hidrofobicas, sendo que a albumina tem grande flexibilidade em
adaptar sua forma a do ligante.

Quanto a forma da molécula, existem diferentes propostas, variando
conforme a técnica utilizada ou o pH em que se trabalhou, que podem ser vistas
na tabela 2.1 abaixo. Observa-se que, por ser altamente flexivel, essa molécula
val mudando sua forma com a variagdo do pH, o que foi verificado por estudos
feitos com atividade oOptica rotatoria. A molécula encontra-se numa posi¢ao mais
esticada, ou desenrolada, em torno do pH 2,7, passando pelo ponto de maior
enrolamento ao redor do pH 4,3 e se tornando novamente mais desenrolada do
pH 7,0 para cima.

A albumina foi estudada por diferentes técnicas por muitos autores, sendo
que cada um deles tinha uma proposta para o pH em que trabalhou, mas nao
havia uma uniformidade que explicasse tantas formas diversas que a proteina

assumia.
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autor

pH

técnica

forma

Squire

32

sedimentagdo e

outras

elipsoide prolato

Laggner

SAXS

elipsoide prolato ou prisma

chato

Anderegg

prisma reto

paralelepipedo

Luzzatti

5.3

SAXS

elipsoide oblato ou prolato

Carter

5,2
79

cristais,

estrutura 3D

coragao

Olivieri

(SAH)

3,0
45
5,0
7,0

3,28
3,26
3,12
3,34

variavel para cada pH

Olivieri
(SAB)

3,0
4,5
7.0

3,27
3,27
3,03

variavel para cada pH

tabela 2.1: resumo das diversas propostas para a forma e raio de giragio da albumina

Olivieri e Craievich, 1995, por espalhamento de raios X a baixo angulo,

propuseram um modelo baseado nos subdominios, estudando as Soro Albumina

Humana e Soro Albumina Bovina livres de ligantes, em diversos valores de pH.

Encontraram valores para o raio de giragdo entre 31A (pH 5,0) e 33,4 A (pH 7,0)

para a Soro Albumina Humana, mostrando que esta proteina encontra-se mais

fechada perto do seu ponto isoelétrico e mais aberta para valores de pH proximos

de 7,0. Os modelos propostos (figura 2.6) encontram-se em concordancia com a

estrutura determinada cristalograficamente para Soro Albumina Humana (Carter

et al.,1990) e para Soro Albumina de Cavalo (Ho ef al.,1993), os quais sugerem
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que a estrutura da albumina entre os valores de pH 5,0 e 7,0 pode ser aproximada

para um prisma triangular equilatero de lado 80 A e uma espessura de 30 A.

Figura 2.6: modelos estruturais para a albumina humana, nos valores de pH 5.0 e 7.0, propostos por Olivieri ¢

Craievich (1995). N e C indicam os terminais amino e carboxil, respectivamente.

AVA
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3 - Difracao de raios X
3.1 - Introducio

Raios X sdo radiagdes eletromagnéticas da mesma natureza da luz mas
com comprimento de onda muito menor (LV = 6000 A e RX =0,52a2,5 A). No
espectro eletromagnético, ocupa a regido entre os raios gama e ultra violeta.

Radiagdo eletromagnética carrega energia € a taxa de fluxo dessa energia
através de uma unidade de area perpendicular a diregdo do movimento da onda,
por unidade de tempo, ¢ chamada de intensidade I, em escala absoluta sua

unidade ¢ J/m?s. O valor médio da intensidade é proporcional ao quadrado da
amplitude da onda, isto €, ( l) ~AL.

Supondo um feixe monocromatico de raios X, seguindo na direg¢do x, tem-
se associado a ele um campo elétrico E na diregdo y, por exemplo, € um campo
magnético H na dire¢do z. O campo elétrico E, plano polarizado, pode ser

expresso pela equagao:

E = A sen 27:(% 5 vt) G.1)

onde:

A: amplitude da onda,
A: comprimento da onda,

v: frequéncia.
C ’ ] .
Sendo: =, ¢¢a velocidade da luz no vacuo.

Uma carga elétrica acelerada irradia energia. A aceleragdo pode ser
positiva ou negativa, e entdo a carga oscilando continuamente numa mesma
posi¢ao média atua como fonte de radiagdo eletromagnética. Pela teoria classica

esta radiag¢do € vista como onda.
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De acordo com a teoria quantica a radiagao € considerada como pacotes de
particulas (quanta ou fotons). Cada foton tem associado a ele uma quantia de

energia E = hv , onde h € a constante de Planck.

3.2 - Producio de raios X

Raios X sdo produzidos quando uma particula elétrica carregada, de
suficiente energia cinética € rapidamente desacelerada. Usualmente sdo utilizados
elétrons; a radiagdo € produzida num tubo de raios X, o qual contém uma fonte de
elétrons e dois eletrodos de metal. A alta tensdo aplicada, normalmente da ordem
de 30000 a 50000 volts, entre esses eletrodos e rapidamente leva os elétrons para
o anodo, ou alvo, o qual ¢ atingido com alta velocidade. No ponto de impacto ha
a produgdo de raios X que saem do tubo através de duas ou mais janelas no
mesmo, as quais usualmente sio de berilio, transparentes aos raios X.

A maior parte da energia cinética dos elétrons chocando-se com o alvo ¢
convertida em calor, menos do que 1% ¢é transformada em raios X.

O tubo de raios X consiste de um involucro de vidro com vacuo que isola

o anodo e o catodo. O catodo ¢ um filamento de tungsténio € o dnodo um alvo de

metal, geralmente de cobre, molibdénio ou tungsténio, contido num bloco de

cobre resfriado a agua.

A corrente no tubo, 1sto €, o fluxo de elétrons no filamento, normalmente é
da ordem de 10 a 100 mA.

Todo tubo de raios X tem uma poténcia maxima que nio pode ser
excedida sem danifica-lo; este limite é fixado pela quantidade de calor que pode
ser dissipado pelo alvo, e ¢ estabelecido pelo fabricante em termos de maxima

corrente permitida no tubo (em mA) para uma dada voltagem (em kV).
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Como a eficiéncia na produgdo de raios X € menos que 1% devido ao
aquecimento do alvo, e € necessario se utilizar altas intensidades por varias horas
de exposig¢do, ocasionando uma maior produgdo de calor, uma solugdo € o uso de
um tubo de anodo rotatorio, no qual a rotagdo continua do anodo permite que
haja resfriamento do alvo além de um menor desgaste do mesmo, pois o feixe de
raios X ndo incidira sempre no mesmo local.

Quando os raios vindos do alvo sdo analisados vemos uma mistura de
diferentes comprimentos de onda A , e a variagdo da intensidade com o
comprimento de onda depende da voltagem no tubo. Na figura 3.1 vemos os tipos
de curvas obtidas. O espectro continuo é devido a rapida desaceleragao dos
elétrons, os quais sdo desacelerados de forma diversa. Podem ser desviados pelos
atomos do alvo perdendo sucessivamente sua energia cinética em fragdes ou

podem ser parados num impacto, perdendo toda sua energia cinética

imediatamente, originando os fotons de energia maxima, isto €, raios X de A

minimo.

radiagao
caracteristica

Ky radiagao

continua

int raios X (wa)
erot A W 7t

=]
i

1w 7 20 T 30
compr. de onda (A)

Figura 3.1: espectro tipico de radiagdo de raios X.

Quando a tensdo no tubo de raios X € elevada acima de um certo valor

critico, caracteristico do metal do alvo, aparece bruscamente uma intensidade
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maxima para certos comprimentos de onda, superpostas ao espectro continuo,
chamadas linhas caracteristicas.

Somente as linhas K sdo uteis na difracdo de raios X, as linhas de
comprimentos de onda maiores sdo facilmente absorvidas. Ha varias linhas no
conjunto K, mas somente as trés de maior energia sdo observadas no trabalho
normal de difragao: K, Ky e Kg.

A existéncia das linhas K, € que tornam possivel muitos experimentos de
difragdo, pois estes requerem uso de radiagdo monocromatica. Para isso o feixe
atravessa um filtro feito de um material cuja aresta de absorg¢do K situa-se entre
os comprimentos de onda das linhas K, e Kg do metal do alvo. O filtro absorvera
razoavelmente as componentes Ky, mas reduzira a intensidade das linhas K,
praticamente a metade do seu valor original.

Filtros sdo usados comumente na forma de folhas finas, € os mais usuais

sdo de zirconio, niquel, ferro e manganés.

3.3 - Absorc¢io de raios X

Um feixe de raios X € atenuado ao passar através da matéria. Esta
interagao entre radiagao e matéria € complexa e os fotons que nido aparecem no
feixe transmitido ou sofreram espalhamento ou foram absorvidos. Fotons podem
ser absorvidos por atomos pelo efeito fotoelétrico.

Se o foton incidente tiver energia igual ou superior a energia de ligagdo de
um elétron num atomo, pode ocorrer transferéncia da energia do foton ao elétron

e conseqiiente ejeg¢ao do elétron, que € chamado de fotoelétron, cuja energia sera

a diferenga entre a energia do foton incidente e a energia de ligagdo. Apos

absorver um foton, o atomo fica em estado excitado e pode voltar ao seu estado
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fundamental emitindo, ou outro elétron ou fotons X, ambos de baixa energia, cujo
comprimento de onda A € caracteristico do atomo excitado.

Considerando um feixe de raios X monocromatico de intensidade I
incidente sobre um material de espessura x, a intensidade do feixe transmitido €

I +dI, com dI <0. Experimentos mostram que dI € proporcionala I ¢ a x.
; . dl ; ;
Na forma diferencial, temos: - -ndx , p € chamado coeficiente de

absor¢ao linear.
Integrando, temos: I = I e"*Y  onde I ¢ a intensidade do feixe

transmitido e I, € a intensidade do feixe incidente.

O coeficiente u € proporcional a densidade p , sendo que % ¢ uma

constante do material e independe do estado fisico, ¢ chamada coeficiente de
absor¢do de massa e € tabelado.
Entio, a equagdo da intensidade pode ser reescrita como:

(

2%
=) px
I =1e"

3.4 - Espalhamento de raios X

A difracdo de raios X pela matéria resulta da combinagdo de dois
fendmenos: o espalhamento por cada atomo individual e a interferéncia entre as
ondas espalhadas por estes atomos.

O processo de espalhamento pode ser entendido da seguinte forma: os
elétrons oscilam com a frequéncia dos raios X passando através dos objetos e
emitindo ondas secundarias coerentes com a onda incidente e por conseguinte

entre elas mesmas, as quais interferem umas com as outras.
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Supondo uma particula esférica com dois pontos espalhadores (elétrons);
as ondas espalhadas dos dois pontos a um angulo 26 tém uma diferenga de
caminho de 2A . Se nos considerarmos o espalhamento de todos os pontos, ou
elétrons, a superposi¢ao das ondas com todas as fases possiveis conduzira ao ndo
espalhamento na dire¢do 20 como um resultado da interferéncia destrutiva. Mas
se considerarmos o espalhamento a baixos angulos as diferengas de fase serdo
pequenas € as ondas comegardao a reforgar umas as outras. O espalhamento
maximo sera observado na dire¢do do angulo de espalhamento zero, onde todas
as ondas estdo exatamente em fase.

O espalhamento tem duas contribuigdes, coerente e incoerente. Se o0s
fotons sdo desviados de seu curso sem perda de energia, temos a radiagdo
espalhada coerente, ou espalhamento Thomson, que tem o mesmo A do feixe
incidente. Outros podem ser espalhados com uma diminui¢do na energia, isto €,

com uma leve mudanga dos 2, este € o espalhamento incoerente ou Compton.

3.4.1 - Espalhamento Thomson

Uma particula carregada, sob efeito de uma onda de determinada
frequéncia oscila numa frequéncia coerente com a mesma; esta oscilagdo implica
numa re-emissdo de luz. Este fendmeno € conhecido como espalhamento
Thomson, abordado pelo eletromagnetismo classico. Temos o espalhamento

coerente de luz por um elétron livre, dado pela Formula de Thomson. (vide Anexo 1)

1+ cos’ 20
2

onde: I ¢ a intensidade espalhada por um elétron,

(3.5)

I, é a intensidade incidente.
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3.4.2 - Espalhamento Compton

Quando a energia do foton incidente ¢ muito superior a energia de ligagido
de um elétron num atomo, o elétron pode ser considerado como livre. Ocorre,

entdo, colisdo inelastica entre foton e elétron: o elétron adquire energia e €

projetado fora do nicleo, enquanto o foton perde energia e muda de trajetéria.

Este fendmeno ¢ conhecido como Efeito Compton.

O deslocamento Compton ¢ dado pela equagdo:

Ar(A)= 2R en? 0=0,048 sen’ 0 = 0,024(1 - cos26) (3.6)
mc

Para efeitos de detecgdo e medida da energia do foton esta interagdo €
inconveniente pois, embora o elétron seja liberado com uma parte da energia, o
foton continua sua trajetoria, podendo escapar do meio absorvedor. (Cullity,

1978; Guinier, 1963; Barbosa, 1998).
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4 - Espalhamento de raios X a baixo angulo (SAXS)

4.1 - Consideracdes gerais

Por que o uso de baixo angulo?

A difracdo de raios X foi primeiramente utilizada para estabelecer a
estrutura atomica de cristais, mas foram encontrando outras aplicagdes para esta
técnica, como o estudo das imperfeigdes nos cristais, o tamanho de cristais € a
estrutura de corpos amorfos. SAXS é um destes campos de aplicagdo de difragdo
de raios X, e tem sido desenvolvido e utilizado desde 1930. A teoria de SAXS €
semelhante a da difragdo, mas foram introduzidos conceitos inteiramente distintos
daqueles costumariamente usados em difragdo, e os aspectos experimentais
também sdo diferentes pois SAXS exige um aparato de laboratério especifico,
com camaras e tubos especiais.

A relagdo fundamental que descreve a difragdo de raios X por cristais €

dada por:
A =2d sen0

O angulo de difragdo, 0, varia inversamente com a distancia entre os
planos das redes de difragdao. Na maioria dos cristais os espagos observados nas
redes sdo da mesma ordem de magnitude dos comprimentos de onda dos raios X
geralmente usados, entdo os dangulos 6 sdo usualmente grandes. Estas condi¢des
possibilitaram a descoberta do fendomeno da difragdo e seu aproveitamento no
estudo de estruturas cristalinas.

O estudo de SAXS foi introduzido quando se precisou detectar grandes

espagos nas redes, em certos minerais € moléculas complexas como altos

polimeros e proteinas. Como a relagdao entre o angulo de espalhamento e a

distancia entre dois centros espalhadores é inversamente proporcional, tornou-se

necessario o uso de angulos pequenos. Experimentalmente, foi observado que
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certas amostras causam um intenso e continuo espalhamento a angulos da ordem
de 2° sem produzir os usuais tipos de efeitos de difragdo de raios X.
Normalmente em trabalhos de baixo angulo usam-se angulos variando de 2° a 5°.

Na difragdo usamos comprimentos de onda da ordem de 2A, pois
comprimentos de onda grandes sdo absorvidos por uma grande parte da matéria.
As linhas mais freqiientemente usadas sdo as CuKa de A= 1,54A.

Espalhamento de raios X a baixo dngulo ¢ uma técnica muito usada para
estudos das caracteristicas estruturais de particulas de tamanho coloidal ou
macromoléculas, pois sdo muito grandes comparadas ao comprimento de onda

dos raios X. E caracterizado pelo inverso da relagdo entre o angulo de
espalhamento e tamanho da particula: 2 6 = , onde D é a dimens3do maxima

da particula.

Raios X sdo espalhados por elétrons e SAXS é sempre observado quando
existe inomogeneidade na densidade eletronica das amostras.

Nos trabalhos de SAXS consideramos apenas o espalhamento coerente
pois o espalhamento Compton pode ser negligenciado quando sdao envolvidos

apenas angulos pequenos.

4.2 - Espalhamento por uma particula fixa

Consideremos agora dois centros espalhadores O ¢ My e calculemos o

espalhamento resultante numa dada diregdo definida pelo vetor unitario S,, como

mostra a figura 4.1 abaixo. Esta radiagdo resulta da interferéncia das ondas
espalhadas pelos pontos O e M. Assumimos que a mudanga de fase ¢ devido ao

espalhamento € a mesma para os dois atomos.
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Figura 4.1: esquema de uma particula fixa ¢ um feixe de raios X incidindo segundo a dire¢do do vetor unitario

So-

A diferenca de fase entre as ondas emitidas depende das respectivas
posi¢des de O e M,. A diferenga de caminho para o raio vindo por M, ¢ dada por
d=mM, + M,n , m e n sdo projegdes de O nos raios que passam por M.

Nos definiremos as dire¢des dos raios incidentes e espalhados por vetores
unitarios S, e S.

Vetorialmente:

mM, =S,. OM,

M.n=-S. OM,

5=—OM, (S - S,)

A diferenca de fase sera entdo:

O vetor §= ¢ definido como vetor s do espago reciproco.

Como mostra a figura 3.2, sua dire¢do é a mesma de ON, a qual bissecta

< . 2 S-S,
o angulo formado entre Se -S,. Seucomprimento ¢ s= 3 sen [ 3 ]

Por simplicidade chamaremos o angulo de espalhamento (S, SU) de 26.
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Mas l(q} = A(q) A'(q) , entao:

1@ = A2(@) T4, cos (q [M,M))

k

A intensidade espalhada por um elétron € :

(@ =aa) =5 1, (L1 2

r

) , € € fungdo apenas do angulo 6, isto €,

da magnitude de q.

Se a origem estiver no centro de simetria da particula cada vetor OM, tera

um correspondente —~OM, . Entdo:

Al@) = XA, =A,(@) 2, cos (3.0M,) (4.9)

Se considerarmos uma pequena particula, o ponto My refere-se a um
elemento de volume dv, , e o fator de espalhamento sera: f, = p, dv, , onde p,
¢ a densidade eletronica nas vizinhangas do ponto M.

A amplitude de espalhamento total pode ser escrita como:
A(@=A(@) ] p cos (@OM)av,  ou

A(G) = A(d) [ p. exp[-iG.OM,] dv, (4.10)

O fator de estrutura da particula € definido como a razao entre a amplitude

total espalhada e a amplitude de radiagdo espalhada por um elétron. Ento:
A(g)
A(a)

Como a intensidade de espalhamento é o moddulo da amplitude ao

= [ p.cos(d.0M,) dv, (.11)

quadrado, usando I.(q) = A(q) , teremos:

(@) = |A@)] = 1(d . F( (4.12)
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4.3 - Espalhamento por uma particula movel

Na maioria dos trabalhos de baixo angulo, as particulas podem se
movimentar. Este movimento pode ser descrito como a soma de translagdo e
rotagdo. A translagdao nao interfere na intensidade de espalhamento, somente a
rotagdo afeta o calculo da intensidade média.

Esta relagao define a média do quadrado do fator de estrutura.

I(G) = 1.(q) F*(q) (4.13)

Considerando que todas as orientagdes da particula sdo igualmente
provaveis, podemos calcular a média da fungdo, cos (ij ‘ OMk). Chamando
OM, de r e oanguloentre e OM, como ¢, com os limites variando entre

0 e m radianos. A probabilidade deste angulo estar contido entre ¢ e @+dp ¢é

1
5 sen ¢ de. A média da fungao fase é, entdo:

cos (g . F) =J.:cos (G.r) se; P do (4.14)

Resolvendo a equagdo acima chegamos a “Formula de Debye™: (vide anexo2)

cos (§.F) = %’j (4.15)

Desta forma podemos rescrever a equagao 4.11:

g sen (qr)
Fla)= ] p. —aqr T

Para particulas centrossimétricas:

sen (q‘OMk‘)
qOM, |

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

18
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Generalizando para particulas com distribuicdo continua de pontos de

espalhamento, temos:

sen (qOM,)
qOM, |

dv,

onde p (M,\.) ¢ a densidade eletrdnica.

Sendo ‘Oﬂk‘=r e I:Idr p(Mk) dv, = E(r) dnr*dr ,

4
v=§7rrj e dv=4nridr

A equacgdo 4.18 torna-se:

) sen (qr)

“p(r 4nridr (4.19)

Para particulas esfericamente simétricas, a densidade eletronica de
qualquer ponto depende somente da distdncia r deste ponto do centro da

particula e pode ser denotada por p (r). Dai, da equagdo 4.19, temos:

Fla)=Jp () Senq(,-qr) SREdy (4.20)

Neste caso particular, a rotagao da particula ndo modifica a amplitude da

radiagdo espalhada, logo:

2

F*(q) = F(q) =F*(q) (4.21)

Considerando a particula com um volume V, definida por uma densidade
eletronica p (M, ), teremos:
sen (q‘MkM j)
AMM,

dv, dv,

]

Assumindo que V = constante e IMkl\7l j‘ =r
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(4.23)

Em coordenadas esféricas centradas no ponto My ,0 elemento de volume

dv; sera: dv, =r’ do dr. Entdo, teremos a integral estendida somente para o

volume V da particula:

v

r’do dr} dv, (4.24)

O ponto M; ¢ algum ponto na particula situado a uma distancia r do ponto

M, , onde OM, - OM, =% com [f[=r

Estendendo para todo o espago, a expressao acima ficara:

[{p (om,) [["p(OM, +F) %(:") r* do dr} dv, (4.25)

sendo que:
p (Ol\_/'lk + r) p se o ponto (OI\-’-Ik + r) esta dentro da particula e

0 , se esta fora dela.

Fazendo a particula sofrer um deslocamento ¥ sobre si mesma, conforme a

figura 4.3 abaixo:

Figura 4.3: mostra o volume V(r). que ¢ o volume da particula deslocada sobre si mesma segundo o vetor F .

V(F) ¢ fungio da diregdo do vetor F .
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Podemos escrever que a integral parcial

| p(OM,) p(OM+7) dv, = o V(F)

Se nos introduzirmos o volume meédio, definido pela relagao:

VD=5 I VH do

teremos:

Fz(q):-[; pg Wl;‘hf Senq# r’dr

A fungio caracteristica y,(r) ¢ definida como:

(r ()
Yolr) = Vio

e introduzindo-a na equagao 4.28, teremos:

I P’ Y,(r) V %ﬂ 47 r* dr (4.30)

Y,(r) representa a probabilidade de que um ponto, a uma dada distancia r numa

diregdo arbitraria de um dado ponto na particula, também pertenga a particula.

Y,(r) pode ser expressa como um polindmio em r:

Sr
v(r)=1- W+ ,onde S ¢ a superficie externa da particula e V o seu

volume.

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

18
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4.4 - Lei de Porod
Fz(q) para grandes valores de q pode ser obtido substituindo o valor de
Y,(r) acima na expressao 4.30:

,.(1 Sr ] sen (qr)
qr

T4V

F(q)=vp [ 47 r? dr

Resolvendo a equagao acima teremos: (vide anexo 3)

W _ 27:;3’8 + Vp2‘47'[

i = [A cos (qu) + B sen (qRI )] (4.32)

Para valores grandes de q apenas o primeiro termo € relevante e teremos,

entdo, a chamada Lei de Porod:

278 p?
Fi(q) = —3F

o (4.33)

onde S € a superficie especifica da molécula.

,com a =1 2np

4.5 - Lei de Guinier

O valor de F "‘(q) para valores pequenos de q € encontrado substituindo-se
a seguinte expansao:

sen (qr)
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na equacgao ( 4.30):

FZ(Q) = VP{J-[.!Y"(F)%rzdr (1 - q'6r' + quI(; + .- )}

4

= Vp’ {_[:'yo(r) 4nr* dr —%j Yo(r) dmr* dr + 1(50 J:'y‘,(r) 4n r® dr +}

Sabendo que:
V = _[' v (r) 47 r* dr (4.36)

e ficando apenas com os dois primeiros termos da expansdo, teremos:

% _[] v, (r) 4m r? dr}

Definimos o raio de giragao (R,) da particula como:

R = 2LV “0 v.(r) 4mr! dr] (4.38)

Temos, entdo, a Lei de Guinier, valida somente para valores de q

pequenos:

g JRE
Fq) = V2 p (1-15+)

2

X
Lembrando que e* =1+ x + N + ..., temos:

v o)

A intensidade de espalhamento sera:

- ’R
I(q =1 V' p’ exp( q3 “]
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O valor de Fz(q) para q =0 é:

F(0) = Vp: [ dar* y,(r) dr = V2 (4.42)

Este € o quadrado do numero total de elétrons na particula. Todas as ondas

espalhadas estdo em fase e as amplitudes sdo adicionadas.

4.6 - Funcdo distribuicio de distincias (P(r)) e raio de giracio (Ry)

Considerando o espalhamento por um elétron I. = 1 e usando as equagdes

(4.12) e (4.30), podemos escrever que:

. sen (qr)
I(q) = L P’Y,(r)V T 4nr? dr

Definindo a fungao P(r):
P(r) = pzyo(r) V 4nr?

["P(r) s

¢ a transformada de Fourier inversa sera:

1 x

7 _L I(q) qr sen (qr) dgq (4.46)
A fungdo P(r) ¢ muito util pois contém toda a informagdo a respeito do

meio espalhador. Representa o numero de pares de elétrons separados pela

distancia r, os quais sdo encontrados pela combinagdo de qualquer elemento de

volume 1 com outro k da mesma particula.
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O raio de giragdo ¢ definido em analogia com o raio de inércia da

Mecanica, onde:

M’ I: momento de inércia e M : massa total do corpo.

R, =

3_i 2 )
R, = | ¥2 2 (4.47)

e
O raio de giragdo é uma medida da distribuigdo de massa de um corpo em
relagdo a um eixo de rotagdo. Quando ele é grande a massa do corpo esta em

média relativamente afastada do eixo.

RR2 :%I‘_r2 p dv

Para uma esfera:

5 ,[_p r’ 4ar’ dr J:_p 4nridr

R, _.vp dv - "_p 4nr? dr (hA8)

Raio de giragdo ¢ uma medida intuitiva para a extensdo espacial da

particula. E a raiz quadrada média da distancia dos elétrons ao centro de

gravidade da molécula.

O R, pode ser calculado a partir da P(r) por:
_[: P(r) r’ dr
2 J: P(r) dr

2 _
R? =

Dessa forma o R, pode ser calculado usando toda a curva de intensidade
de espalhamento, ao contrario do método de Guinier que € valido somente para a

regido onde q tende a zero. (Guinier e Fournet, 1955).
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5 - Materiais e Métodos experimentais

5.1 - Técnica de SAXS

5.1.1 - Equipamentos

Constitui-se de aparelho de raios X “RIGAKU DENKI” com anodo
rotatorio de cobre (4, = 1,54 A) poténcia 5,4 kW. Usa-se um filtro de Ni de

20um de espessura colocado na saida do tubo para eliminar em torno de 95% da
radiagdo Kg.

O alinhamento do feixe de raios X ¢ feito com um sistema de colimagado
por blocos (Camara de Kratky). A amostra € colocada num capilar de vidro
Lyndemann de 1 mm de didmetro interno e num porta amostra, o qual sera
inserido no equipamento frente a um tubo cilindrico com um sistema de vacuo
para diminuir o espalhamento e a absor¢do do raios X pelo ar . Esse local em que
se coloca o porta amostra possui janelas de Kapton por onde passa o feixe de
raios X.

No extremo do equipamento esta o detetor e sua eletronica. A figura 5.1

mostra o esquema da montagem do equipamento.

camara de Kratky dIetector

B | || -E
i i« Ko < N

de Ni gsistemade porta “heam stop™

colimagio amosira

Figura 5.1: esquema do sistema do equipamento de SAXS
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O detetor esta acoplado a um conjunto eletronico composto de pré-
amplificadores, amplificadores, analisador, discriminador, somador de ondas e
um microprocessador para armazenamento dos dados, que estdo ligados a um
sistema computacional para o qual sdo finalmente transferidos os dados
coletados.

Utilizamos um detetor a gas sensivel a posigdo para registrar as
intensidades de espalhamento em 512 pontos angulares (canais) (Barbosa, 1994).

O detetor ¢ constituido por um filamento de quartzo, revestido de carbono,
que esta envolvido em uma mistura de gases argonio-CH, , sob uma pressdo de
75 PSI. O foton espalhado pela amostra ioniza o gas que ira descarregar no
filamento. O sinal gerado correspondente a um evento sobre a posi¢ao x ao longo
de um fio de comprimento L ¢ enviado para cada um dos lados do detetor ,
chegando em tempos diferentes, pois 0 mesmo encontra resisténcias diferentes ao
se propagar em dire¢do as extremidades. Estes sinais sdo entdo amplificados € em
seguida disparam um pulso. Como eles chegam em tempos diferentes ao
conversor, a posi¢do de entrada do féton € determinada em fungdo dessa
diferenga. A diferenga de tempo ¢ convertida proporcionalmente a uma voltagem,
que € entdo enviada ao multicanal.

Junto a esse sistema, temos um mecanismo para medir a intensidade de

cada pulso. Ele ¢ composto de um dispositivo somador e discriminador de

pulsos. A intensidade do sinal de entrada ¢ proporcional a energia do foton

inicial. O discriminador foi calibrado para selecionar os picos produzidos no
detetor pelos fotons da radiagdo CuKo e para eliminar o ruido de fundo. A
seguir, o sinal proporcional a intensidade € enviado ao canal correspondente no
multicanal.

O namero de contagens em cada canal vai sendo registrado

simultaneamente por um microcomputador acoplado a eletronica do detetor.
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Como as amostras biologicas em solugdo apresentam geralmente um
espalhamento muito pequeno, € necessario utilizar um tempo de exposi¢ao
razoavel ou aumentar a radiagdo incidente. Usamos a poténcia de nosso aparelho
num limite de 5000W (50 kV e¢ 100 mA) com o tempo de exposi¢ao de uma hora

cada medida.

5.1.2 - Sistema de Colimacio

Feixes incidentes de seg¢do puntual produzem baixas intensidades de
espalhamento, principalmente quando utilizamos macromoléculas em solugao;
por 1sso o sistema de colimagdo mais indicado € o que produz feixes de se¢do
transversal na forma de retangulos de aproximadamente 10 cm e largura de 1,0 a
1,5 mm. O feixe por nos utilizado tem dimensdes de 40 mm por 0,5 mm.

Para se obter esse tipo de geometria do feixe, € utilizado um sistema de
blocos, também chamado de sistema de colimagdo Kratky, ou simplesmente

“Camara de Kratky”, conforme a figura 5.2 abaixo , com a vantagem de reduzir

quase totalmente o espalhamento parasita e de se conseguir medidas em angulos

0 mais proximos de zero.
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Fonte de radiagdo: representada pela projecao f do foco no plano perpendicular ao eixo do

feixe.

B, e B,: blocos com superficie polida.

E: bloco terminando em aresta.

D.S.P.: detector sensivel a posi¢ao.

B.S.: "beam- stop" (aparador do feixe).

F, e F,. superficies polidas dos blocos B, e B,.

H: plano principal definido pelas superficies F, e Fa.
d: fenda de entrada do feixe.

e: zona da amostra atingida pelo feixe.

P: perfil do feixe.

A : amostra.

Figura 5.2: desenho esquematico do sistema de colimagio Kratky.

5.1.3 - Calibracio do detetor

E necessario que se faca um levantamento sobre

a linearidade e

sensibilidade do detetor, ¢ obter a relagdo entre angulo de espalhamento e

numero de canal.
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Primeiro, o detetor foi colocado em uma posi¢do que permitiu o controle
milimétrico do seu movimento em qualquer dire¢ao, a uma distancia D = 242 mm

do porta amostra, conforme indica a figura 5.3 abaixo.

lo : feixe incidente

A : porta amostra

I : feixe espalhado

D : distancia da amostra ao detetor = 240 mm
D.S.P. : detetor sensivel a posi¢ao

20 : angulo de espalhamento

Y : distdncia do canal zero ao canal de incidéncia do feixe

Figura 5.3: csquema do posicionamento do detetor em relagiio ao feixe incidente e ao porta amostra.

Depois, usando baixa intensidade para o feixe incidente (20 KV e 10 mA),

filtros de Ni para atenuar o feixe, sem “beam-stop” € com tempo de coleta de 100

s, deslocamos o detetor ao longo do eixo vertical em intervalos de 5 mm
medindo as intensidades, sempre no mesmo canal zero. A curva levantada pode

ser observada na figura 5.4.
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Grafico da Linearidade
do Detetor - 1-setem -97

Numero de Canal

1 Ll * T
13 14 15

Posicdoem cm

Figura 5.4: curva de calibragdo do detetor.

O coeficiente angular (o) da reta obtida nos fornece a relagao:

o canais / mm

1
i

I

i =4.701818 canais/mm  ou (5.1a)

K = 0,2126837 mm / canal (5.1b)

Podemos relacionar o numero de canal (NC) com o angulo de
espalhamento 26 :

20 (rad) = « = K'ITC (5.2)

Entdo:

0,2126837 . NC
240

0,0008862.180. NC
s

20 (rad) = =0,0008862 . NC

=0,050774 . NC (graus)

20 (graus) =

ParaA=1.54 A, sen0=0 ¢
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4tsen®  27(20)

Logo:

~ 27.0,0008862. NC
9% 1,54

=0,003616 . NC [K ] (5.6)

Apos esta calibragdo foi colocado um aparador de feixe (“beam-stop™) no

canal zero para prote¢do do detetor.

5.1.4 - Estabilidade do feixe de raios X

E importante que o feixe de raios X tenha uma boa estabilidade. Para
verificar isso foram feitas medidas com polietileno (lupolen) em intervalos
regulares, durante sete horas, com tempo de medida de 100s. O resultado foi

satisfatorio pois verificamos uma boa estabilidade, conforme a figura 5.5 abaixo.

Graficos da estabilidade do feixe de raios-X

Intensidade (cont.)
Intensidade (comt.)

T T T T T " ”
A e e 0 20 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
tempo (min)

tempo (min)

Figura 5.5: gréficos para verificagdo da estabilidade do feixe de raios X ( c= n°® de canal).
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5.1.5 - Perfil do Feixe

A teoria de SAXS foi desenvolvida para um feixe puntual, mas o perfil do

feixe utilizado por nés, como ja vimos, € linear e infinito. Por 1sso, € necessario

que sejam feitas algumas corregdes nos valores experimentais da intensidade de

espalhamento.

Precisamos determinar o perfil da largura e o perfil do comprimento do

feixe.

Para determinar o perfil da largura do feixe, retiramos o “beam-stop”,
colocamos um filtro de niquel de espessura 20 um na saida da fonte de raios X e
usamos baixa poténcia (20 KV e 10 mA). Utilizamos vacuo e porta amostra com

janela de Kapton. Os valores das intensidades encontradas estdo na figura 5.6.

Perfil da Largura do Feixe - 01/09/97

Intensidade

04 _
112 114 116 118 120 122 124 126 128

Nimero de Canal

Canal Zero: 120

Figura 5.6: perfil da largura do feixe

Esse grafico permite também a determinagdo da posi¢ao do que chamamos

de canal zero ou angulo zero; nesta calibragdo o canal zero foi o canal 120.
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Para o perfil do comprimento do feixe usamos as mesmas condigdes
anteriores, giramos o detetor deixando-o na posi¢ao horizontal ¢ medimos a

intensidade. O resultado pode ser visto no grafico da figura 5.7 abaixo.

Perfildo Comprimento do Feixe
01/09/97

Intensidade

T v T
200 250

n*de canal
Figura 5.7: perfil do comprimento do feixe.

Para que tenhamos um feixe linear e infinito € necessario que o mesmo
apresente, no grafico do perfil vertical, um patamar de intensidade constante

(figura 5.7), e o limite angular maximo seja dado por:

n(Z - AJ)

s = Dix , onde:

comprimento do feixe no plano do detetor
largura da janela do detetor
distancia da amostra ao detetor

comprimento de onda

Sendo Z=40 mm, AJ =3 mm, D=242mme A= 1,54 A , o limite para o

valor de q para o perfil vertical em nossa ultima calibragao foi:

... < 031 A"
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5.2 - Métodos de analise dos dados experimentais

5.2.1- Preparaciao de amostras

Utilizamos albuminas de cavalo, de porco e de coelho liofilizadas, com
ligantes (globulina, &acidos graxos, entre outros) sendo uma de cavalo
essencialmente livre de globulina, outra de cavalo sem acidos graxos, uma de
coelho sem globulina € uma de porco sem globulina e sem acidos graxos, da
Sigma, cédigos A-3434, lote 21H9314, A-5280, lote 47F9303, A-1173, lote
24H9313, A-0764, lote 39F9321. A solugdo ¢ preparada diluindo-se a proteina
em uma solugdo salina para blindar as moléculas externamente, e evitar
interagdes entre as mesmas. Medimos, em uma balanga analitica, 5 mg da
proteina e diluimos em 100 ul de tampao formiato de aménia 0,1M, nos valores
de pH 5.0e7.0.

Os tampdes foram preparados a partir da diluigdo de 0.2 ml de acido
formico (25,1 M) em 50 ml de agua destilada e deionizada. Os ajustes dos pH
foram feitos com hidréxido de amonia NH4OH (c= 17,03 M) diluido em agua
destilada e deionizada na razao 1:3.

Camaras com feixe linear requerem recipientes para a amostra alongados

para minimizar a quantia de amostra necessaria (aproximadamente 50 ul). Nos

utilizamos capilares de vidro pois sdo faceis de limpar e sua superficie ndo
interage com moléculas biologicas. Além do que os capilares absorvem
fracamente e produzem poucos distirbios no espalhamento.

As amostras foram colocadas em capilares de vidro Lyndemann de 1,0 mm
de diametro interno e a seguir levadas para o aparelho. A temperatura no
laboratério foi controlada por aparelhos de ar condicionado em aproximadamente
20°C. Foram feitas medidas de 3600 s com o capilar sozinho ¢ também com o

solvente.
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Foram preparadas trés amostras de cada albumina na concentragido
50mg/ml, depois foram sendo diluidas abaixando-se a concentragdo conforme a
tabela 5.1 abaixo:

Albuminas de cavalo, porco e coelho

pH concentra¢ao (mg/ml)
5,0 50 40
7,0 50 40

Tabela 5.1: concentragio das amostras de albumina.

S.2.2 - Normalizacio das Curvas de Espalhamento Experimentais

Conforme mencionado acima, trabalhamos com a proteina diluida em um
solvente e colocada em um capilar de vidro; porisso, para que tenhamos a
intensidade de espalhamento devido somente a macromolécula precisamos
subtrair a contribui¢do do capilar e do solvente.

A expressao da intensidade normalizada ¢ dada por:

J(a)=AK, J (q) -AK,J(q)- AK J (q)

Ja (q) = Intensidade de espalhamento da solugao
Js(q) = Intensidade de espalhamento do solvente
J«(q) = Intensidade de espalhamento do capilar
AK, = Fator de atenua¢do devido a amostra
AK; = Fator de atenuagdo devido ao solvente

AK; = Fator de atenua¢do devido ao capilar
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At, _ (1-0) At,
ks = J,, Ax At, ° Al; = J,, Ax At,

Ja = Intensidade proporcional ao feixe direto (amostra , solvente e capilar),
Ax = Espessura da amostra (ou do capilar);,

At,= Tempo de exposigao real;

At,= Tempo a ser normalizado;,

® = Frag¢do do volume total ocupado pelo soluto.

As medidas de intensidade do feixe direto n3o podem ser feitas
diretamente pois trazem o risco de danificar o detetor devido as altas
intensidades. Para contornar esta dificuldade usamos uma amostra padrdo de alto
poder espalhador, o lupolen (polietileno). A intensidade espalhada pelo lupolen é
proporcional a intensidade do feixe direto. Essas medidas com lupolen devem
ser feitas antes e depois das medidas com as amostras de proteinas, sempre no
mesmo angulo. Nos utilizamos um valor calculado pela média aritmética das
intensidades de espalhamento na regido linear do grafico caracteristico do

lupolen, como por exemplo na figura 5.8 abaixo.

R Intensidade do lupolen - 100s

Figura 5.8: curva caracteristica de espalhamento do lupolen.
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A fragdo o ¢ definida como a razdo entre o volume total do soluto € o
volume total da solugdo. Seu valor é aproximadamente 0,1 para diferentes
macromoléculas de proteinas.

ApOs esta normalizagdo € possivel se comparar as diferentes curvas de

espalhamento das amostras.

Foram feitas trés séries de medidas repetidas das albuminas variando-se o
pH (5,0 ¢ 7,0) em diferentes concentragdes (50, 40, 30 ¢ 20 mg/ml) com
exposigdes de uma hora de duragio para cada concentragdo, num total de vinte e
quatro medidas para cada albumina, duas medidas para o solvente e duas medidas
para o capilar.

Calculamos uma curva de intensidade média das doze medidas e
extrapolamos a concentragdo zero pelo método dos minimos quadrados. A

intensidade média € calculada de acordo com a expressdo 5.10 abaixo:
A\ AN FAN
ljzAu + ij (510)
Onde:

A
I; é a intensidade de um determinado ;;

A
A, é amédia extrapolada a concentragido zero e

C, ¢ cada concentrago.

O erro ¢ calculado pela soma dos quadrados de residuos:

SQE = Z(?j— 1“,,,]" e (5.10a)

S=.SQE / n-2 (5.10b)

n = niamero de experimentos [em nosso caso=12 (4 concentragdes x 3 medidas)].
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5.2.3 - Extrapolacio para Dilui¢do Infinita

A teoria de SAXS foi desenvolvida levando-se em conta a ndo
interferéncia interparticulas, ou seja, é valida somente para a diluigdo infinita.
Macromoléculas biologicas, especialmente proteinas em solugdo, produzem
espalhamento muito pequeno a concentragdes abaixo de 5 mg/ml com erro

estatistico grande. Para proteinas globulares, efeitos de concentragdo somente

podem ser negligenciados para concentragdes abaixo de 1 mg/ml. E necessario,

portanto, eliminar efeitos. Para isso devemos realizar medidas das intensidades
de espalhamento com amostras de concentragdo decrescente, até um valor
minimo possivel e em seguida, através de algum método matematico, extrapolar
os valores das intensidades de espalhamento para uma concentragdo zero (ou
diluigdo infinita). Em nosso trabalho fizemos quatro dilui¢des para cada amostra.

Podemos extrapolar também parametros individuais, como raio de giragao,
as intensidades no angulo zero 1(0) ou a fungao P(r).

Fizemos a normalizagdo de cada curva de espalhamento pela sua
respectiva concentragdo J,(q)/c e depois usando o método dos minimos
quadrados obtivemos o valor extrapolado para a concentragdo zero. A
extrapolagdo ¢ feita para cada um dos pontos angulares nas diferentes
concentragoes.

O modelo adotado na teoria de espalhamento por particulas supde duas
fases com densidades eletronicas diferentes, mas sem flutuagdes dentro de cada
uma delas. As solugdes de proteinas sdo compostas de duas fases (soluto e
solvente) que apresentam flutuagdes de densidade eletronica dentro de cada uma
delas, que originam um espalhamento essencialmente constante, independente de
q. Para utilizar o modelo de duas densidades eletronicas precisamos subtrair do

espalhamento experimental a contribuigao dessas flutuagdes.
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A intensidade de espalhamento, corrigida, em angulos grandes (regido de

Porod) pode ser escrita como:

A
l(a) = o= + L{a) (5.11)

Mas, se utilizarmos a intensidade de espalhamento sem corregao do perfil

do feixe teremos:

A
o) = 375+ d(a) (5.12)

onde A ¢ a constante de Porod.

Dentro dessa regido angular, podemos considerar Jy(q) = J, como sendo

uma constante. Se multiplicarmos a equagao por ¢’ teremos:

A
Ja g = 5 +J.¢ (5.13)

Na pratica, a partir do grafico de J(q) q’ x q°, podemos determinar o valor
de Jy, , que € o coeficiente angular da reta, como mostra a figura 5.9 abaixo. A
constante de Porod pode ser determinada no mesmo grafico pela intersec¢do da

reta com o eixo das ordenadas.
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Grafico de Porod

Figura 5.9: afastamento da lei de Porod, causada pelas flutuagdes da densidade eletronica dentro do soluto ¢ do

solvente.

5.2.4 - Informacdes contidas numa curva de SAXS

E possivel obter um numero de parametros diretamente da curva de
espalhamento (I(q) versus q), os quais sdo importantes fontes de informagdes e a
base para toda a analise.

O raio de giragdo € o unico parametro preciso que pode ser determinado

por SAXS sem necessidade de hipoteses complementares. E evidente que este

parimetro sozinho nio pode definir a particula. As curvas de log I versus q* para
particulas de mesmo raio de giragdo mas diferentes formas terdo a mesma
inclinagdo na origem e coincidirdo para q < Qmax , mas divergirdo para além

deste ponto. O uso da curva inteira na determinagdo da forma da particula € muito
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dificil na pratica, pois grandes mudangas na forma da mesma produzem somente

pequenos efeitos no aspecto final da curva de espalhamento.

Para se ter certeza da uniformidade das particulas podemos verificar se a

curva de log I versus > mantém sua linearidade na parte final da regido de baixo

angulo. Linearidade significa que a amostra contém uma grande proporgdo de
particulas idénticas; uma nao linearidade pode ser devido ou ao fato de que as
particulas supostamente idénticas ndo o sejam, ou a presenga de pequenas
particulas misturadas. Portanto, o simples aspecto da linearidade desta curva é
uma indicagdo da uniformidade do tamanho das particulas e constitui um meio de

inspe¢do da pureza das amostras (Guinier € Fournet, 1955).

5.2.5 - Interpretac¢ao dos dados de SAXS

Os métodos de interpretagdo podem ser classificados em dois grupos:

a) interpreta¢ao no espago reciproco (fungdo espalhamento corrigida)
b) interpretagdo no espago real (fungdo distribuigdo de distancias)

A interpretagdo no espago reciproco ¢ o método mais comum. As curvas
de espalhamento devem ser corrigidas, e graficos especiais sdo usados para
determinar os varios parametros, como por exemplo:
log I(q) versus q* (grafico de Guinier)

I.q" versus q*  (grafico de Porod)
A interpretagdo no espago real é feita sobre a fungdo P(r), que nos da

informagdes importantes de detalhes estruturais da particula.
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6 - Métodos Computacionais

6.1 - Método das transformacdes indiretas de Fourier da Funcao P(r) - ITP -
Corregao das curvas de espalhamento devido ao sistema de colimagio e

distribuicdo do comprimento de onda

Devido a grande quantidade de dados envolvidos € a complexidade dos
calculos € necessario o uso de varios programas computacionais entre 0s quais
estd o programa ITP (Miiller e Glatter,1982), que possibilita o calculo da
intensidade de espalhamento corrigida I(q) e da fungdo distribui¢do de distancias
P(r) a partir da curva de espalhamento experimental Iexp(q) (ou J(q)), usando o
método da Transformada Indireta de Fourier, ¢ gera a curva de espalhamento
corrigida por efeito de altura e largura do feixe. Essa rotina inclui também as
operagdes de alisamento pelo método dos minimos quadrados pesados,
transformagdo com efeitos de terminagdo, e fornece, ainda, o erro programado.

Nos experimentos com particulas em solugdo, isto €, ndo orientadas, um

grande nimero de particulas contribuem para o espalhamento. A informagao

contida em uma distribuigio de densidade eletronica tridimendional p (r) (que

descreve a estrutura toda da particula) é reduzida a fungdo distribuicdo de
distancias unidimensional P(r). Esta fungdo € proporcional ao nimero de linhas
com comprimento r ligando algum elemento de volume i com um elemento de
volume k da mesma particula. Nos observamos a particula indiretamente por
meio do espalhamento.

O processo fisico do espalhamento pode ser matematicamente expresso
por uma transformada de Fourier (transformagdo T,;) a qual define como a
informagdo no espago real (fungdo distribui¢do de distancias) é transportada para

0 espago reciproco (fungdo espalhamento).
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Na pratica, a intensidade de espalhamento ndo pode ser medida
exatamente, pois precisaria se ter um feixe primario monocromatico
perfeitamente colimado (puntual), mas como o sistema de colimagdo de blocos
nos definem um feixe de sec¢do linear e nio puntiforme, as curvas de
espalhamento sofrem uma modificagdo apreciavel. Por isso € necessario que as
intensidades experimentais sejam corrigidas dos efeitos causados pelo perfil do
feixe, efeitos devidos ao comprimento da fenda (transformagdo T; ) e a largura
(T4).

Os efeitos da distribuigdo do comprimento de onda também devem ser
corrigidos, se o feixe for policromatico (radiagdo CuK, e CuKp ), e isto ¢ feito
pela transformagao linear T, .

As transformagdes T; e T4 podem ser expressas matematicamente pelas
correspondentes equagdes integrais. Elas causam um “smeared” da fungdo
espalhamento, a estrutura fina da curva é fortemente alisada.

A fungao espalhamento corrigida I(q) resulta da fungdo P(r) pela resolugao
das transformagdes lineares T, a T, , as quais serdo mais detalhadas abaixo
(Glatter, 1977; Pilz et al, 1979).

T, : relaciona a intensidade de espalhamento com a distribui¢do de
distancias da particula.

A fungdo P(r) ¢ definida como a fungdo correlagio y(r) da particula

multiplicada por r* :

P(r) = y(r). r (6.1)

A transformagdo T, € dada pela transformada de Fourier :

sen (qr)

e | )
qr

I(q) =4 [ P(r)

A transformagdo linear T; tem uma inversa T, dada por:
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(q) gr sen (qr) dq (6.3)

T, : curva de espalhamento observada In,(q), medida com radiagdo
policromatica, esta relacionada com a curva I (q) tedrica para radiagdo

monocromatica € de comprimento de onda A, , pela integral:

I(q) = ["o(x) 1(q/x) dx (6.4)
onde: X = % e

0

o(X) representa a fungdo distribuigio de comprimento de onda da

radia¢do policromatica.

As equagdes desenvolvidas pela teoria de SAXS sao validas para feixes de
se¢do puntiforme. Se o feixe possui uma se¢do linear, existe uma distribuigao de
intensidade, P(t), ao longo de seu comprimento ¢ uma Q(x) ao longo de sua
largura. A intensidade espalhada observada, J(q), sera entdo o resultado da
contribui¢do de todo o espalhamento procedente da amostra banhada por este
feixe.

Seja I, (x,t) a distribui¢do de intensidade bidimensional do feixe primario
passando pela amostra, onde t € a coordenada do centro do feixe na dire¢do do
comprimento da fenda e x , a coordenada perpendicular a t.

I, (x,t) pode ser escrita como o produto de duas distribuigdes
independentes:

L (x,t)=P (). Q (x) (6.5)

Portanto, o efeito de colimagdo bidimensional pode ser dividido em dois

efeitos unidimensionais, correspondentes as transformagdes Tz e Ta.
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T : o feixe primario linear com distribuigao de intensidade P(t) na direg¢do

longitudinal causa uma intensidade de espalhamento nio corrigida I(q), que é a

integral sobre a intensidade teorica I(q) pesada pela fungio intensidade P(t):

1(q)= ["P() 1](q+£)"]at o
1(q)= 2 ['P(0) 1](q +£)"] at (6.6)

T, : a distribuigdo de intensidade Q (x) do feixe primario linear em relagdo
a sua largura nos da uma intensidade experimental medida 1 (q) descrita pela

integral convolugdo:

AN

1(q=]" Q(x) 1(q-x) dx 6.7)

A corregdo para os trés efeitos ficara, entdo:

IL,(q)=2]"I"]"Q(x) P(t) o(%) L(IWdeamx (6.8)

Considerando todos os efeitos, a intensidade experimental pode ser obtida

pela expressao:

I(q) =8 [ dx ["dt[ dx [ dr Q(x) P(t) o(%) P(r) 20 +e(q) (6.9)

B=r[(q-%"+¢] /& (6.10)

€ (q) € o erro estatistico.

Usualmente as intensidades de espalhamento sdo registradas com um
detetor proporcional sensivel a posi¢do, € o desvio padrdo de cada ponto dos
dados € calculado pelas expressdes 5.10a e 5.10b, citadas no capitulo 5, item

5.2.2, pagina 47.

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

18
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A solugdo da equagdo acima ¢ feita mediante o método da transformagao
indireta e € aplicavel para sistemas monodispersos de macromoléculas em
solugdo.

O método inicia-se supondo um valor para a maxima dimensdo da particula
(Dnmax), para a qual a fungdo P(r) = 0, quando r > D,,;,. Porém, para valores de r
na faixa de 0 < r < D\, ela pode ser aproximada por uma combinagio linear de

um certo nimero N de fungdes o, :

P,(r)= ic\.cpv(r) 6.11)

onde ¢\(r) sdo fungdes ciibicas “B-Spline”. Elas sdo definidas como convolugdo
de produtos da fungdo escada e representa curvas com a derivada segunda
minima. Os coeficientes ¢, sdo desconhecidos.

O préximo passo € aplicar as transformagdes T, T, , T3 ¢ T4 as fungdes
¢y (T).

O resultado intermediario apés T, representando a intensidade de

espalhamento sem efeitos de colimagdo correspondente a distribuigdo de

distancias ¢,(r) pode ser escrito como:

W (@) =T ¢y(r) (6.12)

A intensidade ndo corrigida resultante apds serem executadas todas as

transformagoes sera:

(@)=Ts T3 T2 Ty @y (r)

Av (CI)I Ty T3 T2 Yy (Q)

AVA
AVAVAY

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

18
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As fungdes 7y (q) constituem um sistema otimizado para a aproximagao
dos dados de espalhamento da particula com uma dimensdo maxima Dy ,

medidos sob as condigdes especiais representadas por T-Tj .

Os coeficientes ¢, sdo agora determinados pelo método dos minimos
quadrados, tal que ele represente uma Otima aproximagdo dos dados
experimentais. A minimizagdo do desvio entre IA(q) € I.p(q) € dada pela

expressao:

L=I" [ lo@- 2 & @]/ P@dg = Miimo  (6.14)

v=1
onde:
q: € q» sdo os angulos do primeiro e do ultimo ponto dos dados,

o’ (q) ¢ a variagdo das medidas.

Os coeficientes ¢, resultantes da equagdo 6.14 definem a solugdo no
espago real de acordo com a equagdo 6.11, onde a curva de aproximagdo dos

dados ¢ dada por:

—

I(q) = Z cv xv (@) (6.15)

A curva de espalhamento corrigida ¢ definida entdo por:

l.a(q) = i cv Yy (q)

v=1

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

i I: P.(r) r* dr
’ 2 j;n P (r) dr
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O raio de giragao calculado desta maneira usa todos os pontos da curva de
espalhamento, e sO necessita do valor de Dy, (dimensdo maxima da molécula).
A conseqiiéncia disto € uma maior precisdo no calculo de R, se comparado com

o método de Guinier.

A intensidade a angulo zero pode ser calculada de acordo com a equagio:

1(0) = 47 [""P(r) dr (6.18)

O método ITP pode ser melhor visualizado na figura 6.1 abaixo.

N\
[\,

P

1
100

T

%c\.q’.

hoN
I li II q,| "'lu
i / (

= Efeitos da Colimagio - T, _Transformacdo de Founer-T,
Efeitos do Comp, de Onda - T,

Figura 6.1: fungdes ¢, (q). w.(qQ) ¢ %.(q) usadas para a aproximagdo das intensidades de espalhamento pelo
ITP.
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Na maioria das vezes os dados experimentais sdo afetados pelo
espalhamento de fundo (“background™) e pelos efeitos de concentragdo, como
podem ser observados na figura 6.2. A fungdo P(r) calculada pelo ITP reflete
estes efeitos com um pequeno desvio na fungdo para valores proximos de r =0
(espalhamento de fundo) e uma oscilagdo negativa ao redor da maxima dimensao
da molécula (efeitos de concentragdo). Devemos elimina-los, de acordo com
Porod, e extrapolando as intensidades a concentragdo zero para eliminar as
interferéncias interparticulas.

Se aplicarmos uma transformagdo de Fourier convencional a fungéo
intensidade corrigida I(q) teremos fortes oscilagdes da fungio P(r), que estende-

se até muito além da maxima dimensdo da molécula, tornando-se praticamente

impossivel de ser analisada. O método ITP ¢ utilizado porque trabalhamos com

uma regido limitada por, aproximadamente, 120 pontos (de h; até h,) (ver figura

6.2).
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Figura 6.2: transformagio de Fourier convencional da intensidade de espalhamento corrigida (acima).
Influéncia do espalhamento “background” e dos cfeitos de concentragdo e eliminagio dos mesmos (meio).
Fungido espalhamento corrigida pelo “background” e pelos efeitos de concentragdo (abaixo, azul) e ndo

corrigida (abaixo, rosa).

6.1.1 - Estimativa da dimensio maxima da particula

E necessario estimar um valor um pouco acima da maxima dimensdo D no

espago real, pelo qual a P(r) assume valor zero:
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P( I’) =0 para r> Dinax

Se o valor de D, for muito abaixo do correto, levara a fortes oscilagdes
da P(r), e se for muito acima também resultara em erro, principalmente na parte
final devido a efeitos de terminagdo e interferéncias interparticulas, conforme
pode ser verificado na figura 6.3 abaixo.

Podemos determinar a D,,; se for conhecida a maxima dimensdo D da

particula no espago real. D =1,2 D.

D..ax pode ser derivado do Rg' determinado pelo grafico de Guinier de

curva de espalhamento ndo corrigida. Para particulas com densidade eletronica

homogeénea, na maioria dos casos o valor de D,,s = 4 R, . Por experiéncia, sabe-

se que a solugdo se encontra na faixade D < Dy < 1,7 D.

Utilizamos o sinal ~ para designar resultados experimentais ndo corrigidos.

6.1.2 - Estimativa do nimero de fun¢des Splines

A fungdo P(r) é aproximada por N fungdes Splines igualmente espagadas
nafaixade0 < r <D,

O limite tedrico para N sera:

q, . D,

Nl.rér s L_L: (619)

ma x T
q: = ultimo angulo medido.

Na pratica, na maioria dos casos, a escolha de N entre 15 < N < 30

fornecera bons resultados.
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.

Figura 6.3: fungdes P(r) de uma amostra de latex de dimensdo méaxima de 356 A para varios valores de D ;..

Além do programa ITP que corrige as curvas de espalhamento devido ao
perfil do feixe, ha varios outros desenvolvidos por Olivieri para o céalculo das
normalizagdes das curvas de intensidade, extrapolagdo a concentragdo zero,

graficos de Guinier e de Porod, etc.
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6.2 - Programa MULTIBODY

O programa computacional Multibody (Glatter,1980) calcula a fungdo
distribuigdo de distancias Py(r) e a fungdo espalhamento I,(q) tedricas de modelos
construidos com base em elementos finitos. O modelo ¢ representado por muitas
subunidades esféricas e o programa calcula, a partir da intensidade de
espalhamento de uma unica esfera, a intensidade total do modelo.

Esse programa computacional foi desenvolvido por Otto Glatter, mas
sofreu varias modificagdes por Olivieri (1992), principalmente na parte que gera

as coordenadas dos modelos teoricos.

Para um tnica esfera de raio R podemos escrever a expressao:

la( ) |_3(sen qr - qrcos qr)T

el ¢ R’ |

Para o célculo computacional de I(q) € P(r) temos:

sen (q. dik)

0.d (6.21)

I(q) = Zv 0 0:(q) +2 ZZ p. P v, v, 0,(q) 6.(q)

onde:
dix € a distancia entre os centros da 1-€sima com a k-ésima esfera,
V,, p, € ¢, sdo, respectivamente, o volume, a densidade e o fator forma da i-
ésima esfera.
Ysen (qR,) +(qR,) cos(qR, ]
d)i((]) = 3
(qR,)

onde R, € o raio da 1-ésima esfera.

n

i: Pn(r'!Ri) +2 nzl i P Px _l;(r’dik’Ri’Rk)

i=1 k=i+1
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onde:
Pu(r,R,) ¢ a fungdo distribui¢do de distdncia de uma esfera de raio R; e

densidade eletronica igual a unidade,

I_’(r, d., R,, R,) ¢ a fungdo distribuigdo de distancias entre as esferas i e k.

6.2.1 - Modelos estruturais

Modelos tedricos sdao construidos utilizando-se subunidades esféricas ou
cuibicas e, partindo de uma proposta inicial para determinada proteina, chegamos
a modelos o mais proximos possivel dos resultados experimentais.

O programa Multibody gera as curvas tedricas dos modelos: fungdo
distribuigao de distancias P(r) e intensidade de espalhamento I(q). Através da
comparagdo dessas curvas tedricas dos modelos com as fungdes experimentais
P(r) e I(q) podemos fazer os ajustes necessarios nos modelos; a comparagio €
mais conveniente no espago real: P(r) do que no espago reciproco: I(q), pois no
espago real observamos diretamente a maxima dimensdo das moléculas. E, por
tentativas, chegamos a proposta final mais aproximada para cada proteina

analisada.
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7 - Resultados experimentais

7.1 - Observacoes

Efetuamos no laboratoério a coleta de dados das albuminas com ligantes
conforme foram especificadas na pagina 43 (preparagdo de amostras) e
trabalhamos com o computador na analise dos mesmos, com o objetivo de
verificar o comportamento da albumina em fung¢ao do pH e para a familiarizagao
do uso dos programas computacionais adequados.

O trabalho experimental comega com o preparo de uma solugado diluida na

qual a molécula a ser estudada é encontrada no estado puro. E essencial que a

densidade eletronica do soluto seja diferente da do solvente, porque quanto
menor for esta diferenga mais fraco sera o espalhamento a baixos angulos.

O resultado de um experimento de SAXS consiste numa curva de
espalhamento, isto ¢, a dependéncia funcional entre a intensidade de
espalhamento I (20) e o angulo de espalhamento 26.

Devido as caracteristicas das macromoléculas biologicas em geral ,
devemos tomar alguns cuidados na preparagao da solugdo e na coleta de dados:

e Como a diferenga entre densidade eletronica da proteina e a do solvente
¢ pequena, a solugdo espalha muito pouco, porisso o tempo de exposi¢do aos
raios X deve ser longo para se obter uma boa estatistica. Utilizamos o tempo de
duas horas para cada medida.

e Os efeitos de concentragdo devem ser eliminados, pois a teoria de
espalhamento foi feita considerando-se a ndo interferéncia interparticulas. Para
isso fazemos medidas com concentragdes decrescentes (entre 50 € 20 mg/ml) e
extrapolamos os resultados para a concentragdo zero. Um resultado experimental
que podemos verificar na curva de espalhamento é o decréscimo na intensidade

I(q) com o decréscimo da concentragao.
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e As curvas de espalhamento obtidas da solu¢dao tém contribui¢do do
solvente e do proprio capilar. Devemos, portanto, subtrair os espalhamentos

devidos aos mesmos.

e Devido ao longo tempo de exposi¢do € necessario um controle sobre a

estabilidade do feixe incidente.

7.2 - Resultados da albumina de cavalo com ligantes, mas essencialmente

livre de globulina, no pH 7,0

7.2.1- Intensidades de espalhamento, corre¢des e normalizagoes

Foram feitas trés séries de medidas para cada concentragdo variando entre
50 e 20 mg/ml e as curvas de intensidades de espalhamento de raios X obtidas
podem ser vistas na figura 7.1 e 7.2. Foram feitas também uma medida para o
solvente e uma para o capilar.

Essas curvas foram normalizadas segundo as equagdes 5.8 € 5.9.
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Figura 7.1: intensidades de espalhamento das 3 medidas (a.b.c) para as varias concentragdes da albumina de

cavalo sem globulina, no pH 7.0.
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medida "b"

c=20mg/mi
c=30mg/mi
¢ =40 mg/mi
¢ =50 mg/m
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Figura 7.2: intensidades de espalhamento normalizadas para a albumina de cavalo sem globulina no pH 7.0.
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A seguir for feita a normalizagdo em relagdo a concentragdo (divide-se
cada curva de intensidade de espalhamento pelo valor de sua respectiva
concentracdo) e a extrapolagdo para a concentra¢do zero pelo método dos
minimos quadrados, aplicado a cada posigdo angular nos diferentes valores de
pH, ou seja, para um determinado pH toma-se os valores das intensidades para
cada concentragdo num mesmo q € extrapola-se para a concentragdo zero. A
titulo de exemplo mostramos na figura 7.3 as intensidades normalizadas de uma
das medidas (c), onde usamos um programa computacional que calcula a média
das trés medidas (doze curvas) e extrapola-as a concentra¢ao zero de uma sé vez.
O grafico das intensidades normalizadas e extrapoladas a concentragdo zero para

a média das medidas encontra-se na figura 7.6.

Albumina de Cavalo sem globulina
PH7,0

c=0

c =20 mg/ml
¢ =30 mg/ml
c =40 mg/ml
¢ =50 mg/ml

q (nm’)

Figura 7.3: intensidades com as concentragdes normalizadas e extrapoladas 4 concentragdo zero, para a medida

“c” da albumina de cavalo sem globulina, no pH 7.0.
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7.2.2 - Graficos de Guinier

Noés vimos que para a regido onde q — 0 podemos aproximar a curva de

intensidade de espalhamento pela equagao:

I(q) = I(q) exp {— qz_?“z] (7.1)

No grafico da intensidade (J(q) X q) temos a regido de Guinier para
valores pequenos de q, conforme a figura 7.4 abaixo. Para particulas com raio de
giragdo R, , existe um limite acima do qual a lei de Guinier ndo ¢ valida. Para
particulas esféricas, esse limite é dado por q; = 1,3 / R, e, para particulas
cilindricas q;, = 0,7 / R, . Nosso sistema ndo se encaixa perfeitamente em
nenhum desses casos, entretanto se tomarmos esses valores como limites e sendo
o raio de giragdo médio das albuminas ja calculado por outros métodos ao redor

de 30 A, teremos 0,023 A < q. <0,043 A",

Tomando esse limite superior, ndo devemos ultrapassar q;, = 0,043 A~ ou

(IIL2 == 0,00]9 A -2. q..

Figura 7.4: desenho esquematico de um grafico de intensidade I por q, com as regides de Guinier ¢ de Porod.

O método de Guinier para determinar o raio de giragao (R,) das particulas

¢ da seguinte forma:
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a) primeiro calculamos o logaritmo da expressao 7.1 acima:

2 2

2

tog 1(q) = logi(q) - <5 loge

Simplificando teremos:

log I(q) = 0,1448 R’ q* + cte

b) a partir da inclinagdo (o) do grafico de log J(q) x q° , da figura 7.5

abaixo, teremos:

Figura 7.5: esquema de um grafico de Guinier.

tga=0,1448 R’

R, = 2,628 \/-tg (7.3)

Construindo o grafico de Guinier a partir das curvas de intensidade J(q) ,
normalizadas em relagdo a concentragcdo e extrapoladas a concentragdo zero,

obtemos o0 Rye , que pode ser visto na figura 7.6.
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.intensidades extrapoladas a c=0 ;
sem correcao pelo perfil do feixe ; Grafico de Guinier

—T T
0,08 0,10 012 014

q (nm’) q (nm’)

Figura 7.6: intensidade extrapolada a concentragio zero e grifico de Guinier, sem corre¢do pelo perfil do

feixe.

7.2.3 - Eliminacao do “background”

Como vimos, na regido de altos angulos (Porod), a intensidade de
espalhamento sem corregdo pelo perfil do feixe tem a contribuigdo das flutuagdes
na densidade eletronica do soluto e do solvente. Para eliminar este espalhamento
construimos um grafico de J(q) q° x q°, conforme figura 7.7, e determinamos o
coeficiente angular da reta jy,, que nos da o valor do espalhamento “background”,
o qual sera subtraido da intensidade J(q) experimental. A seguir construimos um

novo grafico (figura7.8).
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Alb. de Cavalo s/ globulina
pHI0 *

Figura 7.7: grifico de Porod. para determinagio do background ¢ climinagio dos efeitos das flutuagdes na

densidade cletronica. J, = 37.08.

7.2.4 - Intensidade de espalhamento corrigida

Partindo das intensidades de espalhamento extrapoladas a concentragdo

zero J(q), sem "background” e usando o programa de computagao “Método das

Transformadas Indiretas de Fourier (ITP), calculamos as intensidades corrigidas
I(q).

Essas intensidades sdao corrigidas devido ao sistema de colimagao e perfil
do feixe.

A curva obtida para o pH 7,0 pode ser vista na figura 7.8.
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Alb. de Cavalo s/ globulina

Intensidade extrapolada a c=0
corrigida pelo perfil do feixe

:

I (q) (ua)

q (nm’)

Figura 7.8: intensidade de espalhamento I(q). extrapolada a concentragdo zero e corrigida pelo perfil do feixe.

Construindo o grafico de Guinier a partir dessa curva corrigida,
encontramos um raio de giragdo de 2,60 (nm), como pode ser visto na figura 7.9
abaixo, um pouco maior do que os valores encontrados a partir das curvas
normalizadas pela concentragdo e extrapoladas a concentragdo zero, mas nao

corrigidas, 2,57 (nm).
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"« Alb. de Cavalo s/ globulina

) (. T Lo ISR |
015 020 025 030

q° (nm”)

Figura 7.9: grafico de Guinier para a curva corrigida pelo sistema de colimagdo ¢ pelo perfil do feixe.

7.2.5 - Funcio distribuicdo de distancias [P(r)] e raio de giracdo (R, ) pelo

método integral

O programa ITP fornece também, a P(r) e o R, , conforme as equagdes
5.14 e 5.29 ja vistas anteriormente.
A fungdo P(r) para a albumina de cavalo sem globulina no pH 7,0 esta

na figura 7.10.
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Albumina de Cavalo sem globulina - pH 7,0

1200

T
4

r (nm)

Figura 7.10: fun¢io P(r) para a albumina de cavalo sem globulina no pH 7.0.

O R; obtido pelo ITP para a albumina de cavalo sem globulina no pH 7,0

foi de 2,64 nm, para uma dimensdo maxima de 7,5 nm, aproximadamente.
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7.3 - Resultados para as albuminas de cavalo sem globulina, de cavalo sem
acidos graxos, de porco sem globulina/acidos graxos e de coelho sem

globulina, nos valores de pH 5,0 e 7,0.

Foram feitas medidas com albuminas de cavalo essencialmente livres de
globulina e de acidos graxos, albumina de porco essencialmente livre de acidos
graxos e de globulina e albumina de coelho essencialmente livre de globulina, nos
valores de pH 5,0 ¢ 7.0.

Apos as devidas normalizagdes das curvas de intensidade e extrapolagdes
a concentragdo zero, obtivemos as curvas sem corre¢do pelo perfil do feixe, as
quais podem ser vistas na figura 7.11 para o pH 5,0, e na figura 7.12 para o pH
7,0. A partir destas curvas foram feitos os graficos de Guinier (figuras 7.13 e
7.14), cujos respectivos valores para os raios de giragdo (Rygur) sem corregdo
pelo perfil do feixe estdo na tabela 7.1.

Depois as curvas de intensidade foram corrigidas pelo perfil do feixe e pelo
sistema de colimagdo (programa ITP), e podem ser vistos na figura 7.15 para o
pH 5.0 e na figura 7.16 para o pH 7.0.

Apods esta correcdo foram feitos novamente os graficos de Guinier.

Encontramos raios de giragao (Ryguicor) variando conforme tabela 7.1 abaixo. Os

graficos de Guinier estio nas figuras 7.17 ¢ 7.18.

O programa ITP forneceu, também, as fungdes distribuigdo de distancias
P(r) e os raios de giragdo Ryrp para as albuminas citadas, as quais estdo nas
figuras 7.19 e 7.20 e na tabela 7.1, respectivamente. Dos graficos das fungdes
P(r) encontramos os valores para as dimensdes maximas das albuminas, os quais

estdo na tabela 7.2.
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Albumina

pH

Rgcui

(nm)

RgGUIcorr.

(nm)

Rortp

(nm)

cavalo sem globulina 5,0 2,91 2,91 2.94
7,0 2,57 2,60 2.64

cavalo sem acidos graxos 5,0 2.89 2,93 2,98
7,0 2,61 2,64 2,66
5,0 2,84 2,86 2,89
7,0 293 2,75 2,79
coelho sem globulina 5,0 2.98 3,05 3,09
7,0 2,69 2,72 2,75

porco sem ac. graxos/globulina

Tabela 7.1: resultados encontrados para o raio de gira¢do das albuminas em estudo pelo método de Guinier

(sem corregio ¢ apos corregio pelo perfil do feixe) ¢ pelo ITP.

Albumina

pH

SACg

SACag

SAP

5,0

8,2

8.1

8.4

7,0

7.4

7,4

77

Tabela 7.2: resultados encontrados para as dimensdes maximas das diversas albuminas.

A eficiéncia do ajuste feito pelo programa ITP pode ser observada pela
comparagdo entre a curva experimental e a curva gerada pelo programa, a partir

das fungdes “B-Splines”, (figuras 7.21 e 7.22), como descrito no item 6.1 do

capitulo 6. A oscilagdo existente na parte final das curvas sao efeitos de

terminagdo devidos a flutuagdo na densidade eletronica da solugio.
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Alb. de Cavalo s/ ac. graxos
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Figura 7.11: intensidades de espalhamento normalizadas pela concentragdo e extrapoladas a concentragéo zero,

sem corregdo pelo perfil do feixe, para as varias albuminas no pH 5.0.
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Figura 7.12: intensidades de espalhamento normalizadas pela concentragfo e extrapoladas a concentragio zero,

sem corregdo pelo perfil do feixe, para as varias albuminas no pH 7.0.
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* Alb. de Cavalo s/ ac. graxos Alb. de Cavalo s/ globulina
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Figura 7.13: graficos de Guinier, gerados a partir das intensidades de espalhamento sem corre¢do pelo perfil do

feixe (ITP). para as albuminas no pH 5.0.




7 - Resultados experimentais
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Figura 7.14: graficos de Guinier, gerados a partir das intensidades de espalhamento sem corregdo pelo perfil do
feixe (ITP). para as albuminas no pH 7.0.
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Alb. de Cavalo s/ ac. graxos

Alb. de Cavalo s/ globulina

Alb. de Porco s/ ac. graxos /
globulina

Alb. de Coelho s/ globulina
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Figura 7.15: intensidades de espalhamento corrigidas pelo ITP, para as varias albuminas no pH 5.0.
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. Alb. de Cavalo s/ &c. graxos

Alb. de Cavalo s/ globulina

Alb. de porco s/ ac. graxos /
globulina
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Figura 7.16: intensidades de espalhamento corrigidas pelo ITP, para as varias albuminas no pH 7.0.




7 - Resultados experimentais

Alb. de Cavalo s/ ac. graxos \ Alb. de Cavalo s/ globulina
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Figura 7.17: graficos de Guinier, gerados a partir das intensidades de espalhamento corrigidas pelo ITP, para

as albuminas no pH 5.0.
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Figura 7.18: graficos de Guinicr, gerados a partir das intensidades de espalhamento corrigidas pelo ITP, para

as albuminas no pH 7.0.
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Alb. de Cavalo s/ ac. graxos Alb. de Cavalo s/ globulina

Alb. de Coelho s/ globulina
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Figura 7.19: fungdes distribuigdo de distancias P(r), para as albuminas no pH 5.0.
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Alb. de Cavalo s/ ac. graxos Alb. de Cavalo s/ globulina
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Figura 7.20: fungdes distribui¢do de distincias P(r), para as albuminas no pH 7.0.
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Figura 7.21: comparagio entre as curvas teoricas I5(q) e as curvas experimentais I(q) para o pH 5.0 das

diversas albuminas.
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Figura 7.22: comparagdo entre as curvas tedricas Io(q) e as curvas experimentais I(q), para o pH 7.0 das

diversas albuminas.
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8 - Modelos obtidos para as diversas proteinas

Os modelos tedricos para as diversas formas das proteinas foram
construidos utilizando subunidades esféricas de 1,0 A e a maxima dimensio da
molécula de 80 A, aproximadamente. Através de comparagdes das fungdes P(r)
teoricas dos modelos com as fungdes experimentais P(r) fizemos os ajustes
necessarios em nossos modelos.

Utilizamos como ponto de partida os modelos estruturais obtidos por
Olivieri e Craievich (1995), para as albuminas humanas e bovinas, devido a
semelhanga entre as diversas albuminas. Procuramos seguir, também, outros
parametros conhecidos, como o raio de giragdo ¢ a maxima dimensdo das
albuminas estudadas.

Os elementos foram construidos a partir de fatias circulares de diferentes

tamanhos (variando entre 18 e 30 A) e compostas de unidades esféricas,

empilhadas para formarem blocos oblatos ou prolatos. Cada modelo era
composto de 6 blocos que podiam rodar e transladar independentemente um do
outro. Este modelo foi baseado na estrutura primaria da albumina, que € dividida
em trés dominios (I, II e III), cada qual subdividido em dois subdominios (A e B).
Os limites desses subdominios foram as posigdes das pontes de dissulfeto, e
como temos sobdominios de diferentes tamanhos, os blocos foram construidos
também com diferentes quantidades de esferas. O formato geral dos blocos foram
elipsdides oblatos e o modelo total possuia entre 9000 e 12000 subunidades.

Os modelos encontrados para as diferentes albuminas estio nas figuras 8.1
a 8.8 abaixo, com os respectivos graficos das fungdes Py(r), tedricas, justapostas
as fungdes P(r), experimentais. Devemos, no entanto, considerar que o ajuste
nao ¢ perfeito, pois os modelos sdo obtidos por tentativas, além do fato de que a

molécula de albumina ndo é composta por blocos macigos, como 0s mesmos.
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Figura 8.1: modelo obtido para a SACg (Soro Albumina de Cavalo sem globulina), no pH 5.0.
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=  modelo 2
= SACag-pH5,0

Figura 8.2: modelo obtido para a SACag (Soro Albumina de Cavalo sem dcidos graxos), no pH 5.0.
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modelo 3
SAP -pH 5,0

Figura 8.3: modeclo obtido para a SAP (Soro Albumina de Porco. sem dcidos graxos ¢ globulina), no pH 5.0.
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modelo 4
SACo -pH 5,0

Figura 8.4: modclo obtido para a SACo (Soro Albumina de Coclho. sem globulina). no pH 5.0.
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modelo 5
SACg-pH 7,0

Figura 8.5: modelo obtido para a SACg (Soro Albumina de Cavalo sem globulina), no pH 7,0.
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modelo 6
SACag-pH 7,0

Figura 8.6: modelo obtido para a SACg (Soro Albumina de Cavalo sem globulina). no pH 7.0.
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Figura 8.7: modelo obtido para a SAP (Soro Albumina de Porco. sem dc. graxos e globulina), no pH 7.0.
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modelo 8

SACo - pH 7,0

Figura 8.8: modelo obtido para a SACo (Soro Albumina de Coelho, sem globulina), no pH 7.0.
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9 - Discussdo & Ropes

Observando a tabela 7.1, da pagina 79, verificamos que ocorre uma
variagdo nos valores dos raios de giragdo encontrados, sendo que aqueles
calculados pelo método de Guinier (Rygui) s@0 menores que os resultantes do
ITP (Rgrp) devido ao fato de que o programa utiliza toda a curva de
espalhamento para o calculo, enquanto que pelo método de Guinier utilizamos
apenas os primeiros canais dentro da regiao apropriada.

Verificamos que ocorre uma pequena variagdo nos valores do raio de
giragdo para um mesmo pH para as quatro albuminas estudadas, ¢ também em
comparagdo com os resultados obtidos por Olivieri € Craievich (1995) para as

albuminas humana e bovina, conforme tabela 9.1 abaixo:

Eo/orvr L

pH

SACg

SACag

SAP

SACo

SAH*

SAB*

5,0

7,0

2,94

2.98

2,89

3,09

3512

327

2,64

2,66

2,79

2,15

3,34

3,03

tabela 9.1:  * Resultados obtidos por Olivieri ¢ Craievich (1995) para as soro albuminas Humana ¢ Bovina.

** Resultado para o pH 4.5 (ndio temos o pH 5.0 para esta albumina).

SACg : Soro Albumina de Cavalo sem globulina

SACag : Soro Albumina de Cavalo sem dcidos graxos

SAP : Soro Albumina de Porco sem globulina/ dcidos graxos
SACo : Soro Albumina de Coelho sem globulina

SAH : Soro Albumina Humana

SAB : Soro Albumina Bovina

Apesar da grande homologia entre as diversas albuminas estudadas
verificamos que as mesmas apresentam uma pequena diferenga no raio de giragao
e na forma das fungdes distribui¢do de distancias nos dois valores de pH.

Observamos que todas tém seu raio de giragdo diminuido do pH 5,0 para o

pH 7.0, indicando que pode ter havido uma contragdao da molécula ou entdao uma

AVA
‘Cm 1 2 3 4 5 6 i unespw-l 12 13 14 15 1e¢ 17 18



9 - Discussdo

mudanga conformacional que leva a alteragdo do raio de giragdo conforme
mudamos o pH do solvente.

Notamos que, em relagdo aos resultados obtidos por Olivieri ¢ Craievich,
nossos dados estdo compativeis com a albumina bovina, que também tem o valor
do raio de giragao diminuido; quanto a albumina humana, temos da literatura que
a mesma encontra-se mais distendida no pH 7,0 do que no pH 5,0.

A albumina, como vimos anteriormente, € composta de seis subunidades
ou subdominios, sendo trés de cada tamanho. Os graficos das Fungdes
Distribuigdo de Distancias P(r) para as albuminas estudadas apresentam diversos
picos (ou ombros), conforme vistos nas figuras 7.20 e 7.21.

Podemos verificar nesses graficos uma certa semelhanga entre elas, quanto
a presenga de picos (ou ombros), que aparecem ora mais pronunciados como para
as albuminas de cavalo e de coelho no pH 7,0, ora mais suaves como as
encontradas para o pH 5,0, ora deslocados para a esquerda como para as
albuminas de cavalo para o pH 7,0, mas apesar de alguma semelhanga, eles sao
diferentes entre si.

Estes fatos, associados as variagdes dos valores dos raios de giragdo

encontrados, denunciam mudangas conformacionais na proteina devido aos

movimentos de contragdo e distensdo da molécula, que podem ser confirmados
observando-se os modelos propostos.

Sabemos que o primeiro pico que aparece por volta de r = 2 nm esta
relacionado as distancias entre os centros espalhadores dentro de cada um dos
subdominios, e entre os os subdominios mais proximos, ou vizinhos.

O segundo pico que aparece por volta r = 3 a 4 nm esta associado as
distancias entre os centros espalhadores de um subdominio com outros
subdominios. A variagdo da posi¢do de seu maximo indica a mudanga de posi¢do

dos subdominios, que se aproximam ou se afastam um do outro.
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O terceiro pico que aparece por volta de r = 6 nm também esta relacionado
com as distancias entre os subdominios, mas com os mais afastados, ou seja, os
segundos vizinhos. Podem ocorrer picos mais proximos a dimensdao maxima da
molécula, mas estdo relacionados com as flutuagdes das curvas de intensidade,
ndo tendo relagdo significativa com a forma da mesma.

A possibilidade de movimentagdo da molécula de albumina pode estar

ligada a posi¢ao das pontes de dissulfeto. A quantidade de pontes de dissulfeto

formada confere as albuminas uma forte estabilidade, mas a sua localizagao
permite uma maleabilidade e flexibilidade muito grandes, o que possibilita a
existéncia de varias conformagdes em diferentes valores de pH.

Pelos modelos encontrados para as albuminas no pH 5,0, figuras 8.1 a 8.4,
verificamos que ocorre uma pequena abertura entre os blocos, se compararmos
com os modelos encontrados por Olivieri € Craievich, para as albuminas humana

e bovina, livre de ligantes, conforme a figura 9.1 abaixo.

Figura 9.1: modelo de Olivieri e Craievich, para a albumina humana, no pH 5.0.
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Estas diferengas na conformagdo, provavelmente, estao relacionadas com a

presenga de ligantes; quanto as diferengas nas seqiiéncias de aminoacidos que ha

entre as diversas albuminas, ndo devem causar uma alteragado tao forte. Sabemos
que as proteinas por nds estudadas possuem ligantes, mas ndo conhecemos,

especificamente, quais sdo; apenas temos que, algumas sdo essencialmente livres

de acidos graxos e outras, de globulina.

Para as albuminas no pH 7,0, conforme modelos apresentados nas figuras
8.5 a 8.8, observamos que ocorre um fechamento, ou contra¢do, da molécula.
Segundo o modelo proposto por Olivieri e Craievich, para a albumina humana
livre de ligantes neste pH, acontece o oposto, ou seja, ela apresenta uma certa
distensdo. Por outro lado, o modelo por eles proposto, para a albumina bovina

livre de ligantes neste mesmo pH, apresenta uma boa concordancia com os

nossos resultados, figuras 9.2 € 9.3.

1 | ]
20 40 60 80 100

r(A)

Figura 9.2: modelo de Olivieri e Craievich. para a albumina humana, para o pH 7.0
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60 80 100

r(A)

Figura 9.3: modelo de Olivieri e Craievich. para a albumina bovina, para o pH 7.0.

Podemos ver, na tabela 9.2 abaixo, os valores dos raios de gira¢ao das
albuminas, obtidos experimentalmente (Rgrrp) € calculados pelo método integral
(ITP), e os raios de giragdo dos modelos obtidos através do programa Multibody.
Observamos que existe uma concordancia entre eles, o que indica que nossos
modelos estdo coerentes. As dimensdes maximas para todas as albuminas
estudadas coincidem relativamente bem com as dos modelos, o que pode ser

verificado nos graficos das figuras 8.1 a 8.8, anteriores.
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albumina | Rgrp (experimental) | R, (modelo)
SACg 2,94 2,86
SACag 2,98 2,87
SAP 2,89 2,70
SACo 3,09 2,88
SACg 2,64 2,48
SACag 2,66 2,54
SAP 2,79 2,76
SACo 215 2,73

Tabela 9.2: comparagiio entre os valores dos raios de giragdo experimentais com os modelos.

Apesar dos ajustes dos modelos para o pH 7,0 ndo estarem muito bons,
podemos verificar, pelos valores dos raios de giragdo das moléculas, obtidos
experimentalmente, que ocorre uma diminuigdo nos mesmos, o que indica que

pode estar havendo uma contragdo na molécula, provavelmente devido a presenga

de ligantes diferentes que, como vimos na literatura, podem se ligar em diferentes

regides numa mesma molécula, dependendo de haver ou ndo, uma maior

afinidade entre eles.




10 - Conclusdo

10 - Conclusoes

O estudo das albuminas em questdo possibilitou que verificassemos as
grandes mudangas conformacionais que ocorrem com as mesmas, tanto em

fung¢do do pH, como quanto a presenga de ligantes. Notamos que, ao contrario do

que ocorre com a albumina humana livre de ligantes, as moléculas sofrem uma

contragao, ou fechamento, quando se altera o pH de 5,0 para 7,0. A causa destas
mudangas, considerando o fator pH, parece estar vinculada as cargas livres
presentes nos dominios I, II e III. Considerando a presenga de ligantes,
provavelmente, ocorrem interagdes da albumina com os diferentes ligantes,
fazendo com que a mesma sofra um empacotamento.

E, também, para um mesmo pH, as proteinas apresentam diferengas entre
si nas formas apresentadas. Isto pode ser explicado pelo fato de que, apesar da
grande homologia entre elas, apresentam diferengas na seqiiéncia dos
aminoacidos, assim como os ligantes aos quais encontram-se unidas sdo
diferentes. Como cada ligante tem uma regido de ligagdo especifica, as varias
formas encontradas podem ser entendidas como resultado destas ligagdes em
diferentes regides da molécula.

Para se entender melhor o processo que esta ocorrendo seriam necessarias
novas experiéncias de SAXS, nas quais adicionariamos ligantes conhecidos e pré
determinados, a albumina livre de ligantes, variando-se os valores do pH;
sugerimos utilizar, também, alguma outra técnica, para auxiliar o entendimento.

O trabalho desenvolvido possibilitou, acima de tudo, o aprendizado da
técnica de SAXS, o conhecimento dos equipamentos utilizados, seus problemas e
solugdes, € o dominio dos programas computacionais desenvolvidos para a

analise dos dados experimentais.
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Anexo 1 (Guinier e Fournet, 1955).

Supondo um elétron livre em um feixe paralelo de raios X de intensidade 1.
Temos uma onda planopolarizada se propagando ao longo do eixo OX, com um
vetor campo elétrico E,. O elétron encontra-se na origem completamente livre da

agdo de forgas, conforme a figura 1 abaixo:
z

Figura 1: espalhamento de uma onda por um elétron.

E, e

Este elétron oscila sujeito a uma aceleragdo y = . De acordo com a

teoria classica, um elétron acelerado emite radiagdo eletromagnética cujo vetor

campo elétrico no ponto P ¢ dado por:

E=(-Ei~ %sencp]y (volts / m) (1.1)

onde:

r : distancia OP (m),

¢ : angulo entre OP e a dire¢do da aceleragdo do elétron,
M, =4m. 107 (Tm/ A), permeabilidade magnética,

e=1,6.10" (C), carga elétrica do elétron.

O vetor campo elétrico esta situado no plano contendo OP e y. A radiagdo

incidente em P tem a mesma frequéncia que a onda incidente e amplitude:
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onde:
m € a massa do elétron.

A onda espalhada esta n radianos fora de fase com a onda incidente.
O plano OXY contém os vetores OP ¢ OX e o angulo de espalhamento ¢é

20. Assumindo que E, tem dire¢do OZ, temos:
E
E = =t (1.3)

n

A razdo entre a intensidade incidente em O ¢ a intensidade espalhada em P

¢ 1gual a razao dos quadrados das amplitudes dos campos elétricos:

:-(h)- E (1.4)

4n) m’r’

¢ i g " ;o ;
Mas [:l—“ —] ¢ definido como o raio classico do elétron, r. .
T m

Entdo, o fluxo de energia cruzando uma unidade de superficie por segundo

em P é:

(1.5)

2 .

Agora, assumindo que o vetor campo elétrico da onda incidente esteja no

plano XOY, temos:

(1.6)

e a intensidade de espalhamento sera:

[ =1 : cos® 20 (1.7)

Para um feixe de polarizagdo nao especificada, o calculo ¢ feito pela

decomposigao do feixe em dois feixes separados cujos vetores campo elétricos
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sdo respectivamente perpendicular e paralelo ao plano de incidéncia e de

espalhamento do raio, na propor¢ao k; e kj . A intensidade espalhada sera entdo:

2

I =:— I, (k +k, cos® 26) (1.8)

[

: . I ,
Para um feixe nao polarizado temos que k =k, = 5 Dai, chegamos a:

1+ cos” 20

5 ,que é a Formula de Thomson. (1.9)

onde:

I. € a intensidade espalhada por um elétron,

I, € a intensidade incidente.

Anexo 2 (Guinier e Fournet, 1955).
A média da fungdo fase ¢ dada por:

- _,) sen ¢

cos(ii .F)=J::cos(q.r 2 do

= _[: cos (qr cos (p) se; .- do

= _l-l cosS (qr Ccos (P) sen ¢ do

1
o

I: cos (qr cos @) (-) qrsen ¢ do

fazendo: u = qr coso m=%—)u=qrcos%—0

du=—qrsen ¢ do ¢=0—>u=qrcos0=qr
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l j‘o
=-— ] cosudu
qr qr

sen (qr)
qr

qr

Anexo 3 (Guinier e Fournet, 1955).

sen (qr)
qr

4nr’ dr

% 0 " senq(qr) i de J

|_I qr sen (qr) qdr- 4\qu _[ q’r’ sen (qr) q dr}

Fazendo as substituigdes: y=qr, dy =q dr e como y, (r) ¢ igual a zero,
alémde r=R,;, e u=qR,, teremos:

_Vptdn
F(q p

,[) y seny dy - 4Vq I y’ sen ydy}
Lembrando que:
J;u y senydy =-ucos u+senu
_[:' y’seny dy =-u’ cos u+2usenu+2cosu-2
e resolvendo a equagdo acima teremos:
Vp® an [ S

F’(q) = L (-ucosu + senu) - Wa(-u2 cosu + 2usenu + 2cosu - 2)J

AVA
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Vp’4n

q

i | ]
L—qu cos (qu_) +sen (qu) - %(—quf cos (qu_) +2qR, sen (qR)l +2 cos (qu) - Z)J

Vpl4n

q

r— R, cos (qR, ) +sen ( R)+i ’R? cos (qR,) iz R, sen ( R)-ﬁcos( R) ﬁw
qu qk, qk, 4qu 1 qk, 4qu1 qk, 4vq q 14qu

SqR! 28 | 2SqR, |
T_quJ'[se" (aR, )][l_ 4V q J}

|
S8 |[sen 4R, ]JL

LY

+ A cos (qR.) + B sen (qu)}

——— NS Vp4n
— P +

q q

[A cos (qR,) + B sen (CIRJ ]
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