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Lista de Abreviaturas

ATP: adenosina trifosfato

Cuk, : radiacao k, do cobre.

Dmax : maxima dimensao da particula.

EPSP: 5-Enolpiruvilchiquimato-3-Fosfato

ITP: indirect transformation for calculation of p(r)
PDB: Protein Data Bank

PEP: fosfoenol piruvato

p(r) : funcao distribuicao de distancias.

PNP: Purina Nucleosideo Fosforilase

Rg : raio de giro.

S3P: chiquimato-3-fosfato

SAXS: small angle X-ray scattering (espalhamento de raios X a baixos

angulos).
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Resumo

O espalhamento de raios X a baixos angulos foi utilizado para obter
informacoes sobre a estrutura terciaria e quaternaria de varias proteinas das
quais, também, foram verificadas a ocorréncia de mudancas
conformacionais induzidas por variacao de pH e adicao de ligantes. A técnica
de SAXS integrada a programas de modelagem, como MODELLER e GRAMM,
demonstrou ter grande utilidade para a selecao de modelos de proteinas de
estruturas desconhecidas e mesmo para a construcao de complexos.

A combinacao dessas técnicas também ajudou a obter informacoes
importantes que auxiliaram na compreensao do comportamento em solucao
de algumas proteinas, podendo contribuir no desenvolvimento de farmacos
para o tratamento de determinadas doencas. Nessa linha, entre outros
resultados importantes, podem ser destacados os de duas enzimas
analisadas: a PNP humana, da qual ficou comprovado que a estrutura
cristalina trimérica € conservada em solucao; e a EPSP Sintase de M.
tuberculosis, que passa de um estado mais aberto para outro mais fechado

na presenca de fosfato.
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Abstract

Small angle X-ray scattering has been used to get information on the
tertiary and quaternary structure of different proteins including induced
conformational changes due to pH variation and ligand addition.

An integration between SAXS techniques and modeling programs like
MODELLER and GRAMM, proved to be very useful for models selection of
protein with unknown structures and also for building up protein
complexes.

Combining SAXS techniques and modeling programs allowed us to get
information on the behavior of several proteins in solution what may be
used as a new tool in drug development. With this purpose two enzymes
have been studied: human PNP, for which we proved that the trimmeric
crystalline structure is conserved in solution, and for M. tuberculosis EPSP
Sintase, which changes from an open state to another more closed due to

the presence of phosphate ions.

Correspondéncia: giovanni@unirpnet.com.br




Introducao

1 - Introducao

O espalhamento de raios X a baixos angulos (SAXS) € uma técnica
que pode ser utilizada nos estudos de macromoléculas em solucao. Atraveés
dela, podem ser determinados parametros geométricos como: raio de giro,
volume, superficie, maxima dimensao e funcao distribuicao de distancias
p(r). Por permitir o estudo de sistemas compostos de macromoléculas em
situacoes aproximadas das condicoes biologicas, € possivel, também,
verificar a ocorréncia de mudancas conformacionais induzidas pela variacao
do meio, como pH, temperatura e presenca de ligantes, além de auxiliar na
construcao de modelos tridimensionais através do uso de programas
computacionais apropriados. Devido aos dados de SAXS serem bastante
sensiveis as mudancas conformacionais e flexibilidade das proteinas, esta
técnica desempenha um importante papel na compreensao dos mecanismos
biomoleculares.

Atualmente existem varios programas computacionais que sao
utilizados desde a analise dos dados coletados e calculos dos parametros
possiveis por SAXS, até a construcao de modelos tridimensionais. Os
modelos gerados a partir dos programas conhecidos, como por exemplo o
MULTIBODY (Glatter, 1980b; 1983) e o DAMMIN (Svergun, 1999), se

apresentam como formas aproximadas das proteinas e muitas vezes
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grosseiras, como elipsoides prolatos, oblatos, prismas, ou mesmo formas
conseguidas pela combinacdo de outras mais simples.

Numa outra linha de modelos de proteinas estdo aqueles
construidos por técnicas de modelagem molecular que se baseiam nas
sequéncias primarias das proteinas, como € o caso do programa MODELLER
(Sali e Blundell, 1993), ou docking, baseado nas coordenadas atomicas de
proteinas, para a composicdo de complexos, como o programa GRAMM
(Katchalsky-Katzir et al, 1992). O programa MODELLER gera modelos
usando como referéncia estruturas experimentalmente determinadas. Ja o
programa GRAMM, permite a predicao de estruturas quaternarias a partir de
uma busca exaustiva de combinagoes entre posicoes relativas de duas
moléculas conhecidas. Ambos geram modelos com detalhes em nivel
atomico.

Apesar da quantidade de detalhes presentes nos modelos
construidos pelos programas MODELLER e GRAMM ser maior que os
obtidos pelos programas MULTIBODY e DAMMIN, néao ha nenhuma garantia
de que representem a real forma das proteinas no ambiente biolégico, tanto
que algumas interacdoes nao sdo previstas, como € o caso da interacao das
proteinas com o meio. Os programas podem gerar na saida inumeros
modelos, todos fisicamente possiveis, mas ndo necessariamente
correspondentes a situacao estudada.

Mesmo diante de tais incertezas, os modelos tém grande

importancia na compreensao dos mecanismos envolvidos nas mudancas
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conformacionais das proteinas e ainda no desenho de drogas. Nesse
caminho, a técnica de SAXS pode oferecer importante contribuicao para o
estudo de proteinas em que se deseja acessar informacoes das estruturas

terciaria e quaternaria das mesmas.
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2 . Objetivos

O objetivo deste trabalho foi estudar proteinas em solucao pela
técnica de espalhamento de raios X a baixos angulos e delas obter
informacoes sobre a estrutura terciaria e quaternaria, verificando a
ocorréncia de mudancas conformacionais induzidas por variacao de pH ou
pela adicao de ligantes.

Pretendeu-se, também, utilizar a técnica de SAXS integrada aos
programas de modelagem MULTIBODY e MODELLER, e docking de
proteinas, como o programa GRAMM, para obter modelos de proteinas cujas
estruturas nao sejam conhecidas. A técnica de SAXS podendo, dessa forma,
servir de referéncia experimental para a selecio dos modelos. Um
fluxograma representando os passos seguidos para a geracao e selecao dos
modelos € mostrado na sequiéncia.

Devido as dificuldades surgidas durante os estudo por SAXS quanto
a quantidade de material consumido nas analises, uma outra abordagem
deste trabalho foi a discussao de um meétodo alternativo de uso da técnica
em situacoes de escassez de material sem wuso de extrapolacdo a
concentracao zero, de forma a ndo comprometer a qualidade dos resultados.
Este método pode servir de um estudo prévio de proteinas como as

identificadas em projetos genomas.
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3 - Proteinas Estudadas

3.1 - Hemoglobina

3.1.1 - Aspectos gerais

A hemoglobina, uma das proteinas mais estudadas até hoje, €
normalmente um tetramero constituido de duas cadeias a e duas cadeias .
No caso da hemoglobina humana, as cadeias o, com 141 residuos de
aminoacidos, sdo idénticas entre si, da mesma forma que as cadeias 3, com
146 residuos. Ambas possuem grande similaridade na estrutura terciaria
com a mioglobina, que possui uma unica cadeia polipeptidica de 1353
residuos, inclusive pela presenca do mesmo grupo heme (ver figura 3.1).

Tanto as hemoglobinas quanto as mioglobinas, tem a capacidade de
ligarem-se as moléculas de oxigénio, justamente devido a presenca do grupo
heme, o qual também é responsavel pela cor caracteristica da proteina.
Diferentemente da mioglobina, que tem como principal funcao favorecer a
difusao de oxigénio nos musculos, a hemoglobina €& responsavel pelo
transporte do oxigénio no sangue, papel de extrema importancia, uma vez
que a solubilidade do Oz é muito baixa neste meio; além de funcionar

também como transportadora de dioxido de carbono e ions de hidrogénio. A
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hemoglobina, entretanto, esta relacionada evolutivamente com a mioglobina
de onde varios residuos de aminoacidos foram substituidos resultando em

estruturas primarias distintas.

Figura 3.1 — Representacdo das cadeias o e § da hemoglobina (Voet & Voet, 1995).

A ligacdo do oxigénio a hemoglobina é feita de forma cooperativa, de
modo que regioes de alta pressdo de O, favorecem a forma oxigenada da
proteina e regides de baixa pressao favorecem a forma desoxigenada, ou seja,
facilita a liberacao do oxigénio. A figura 3.2 mostra uma curva de saturacao
de oxigénio da hemoglobina e da mioglobina, comparando o comportamento
da ligacao de Oz nessas proteinas. O grafico mostra que 50 por cento dos

sitios da mioglobina ficam ocupados a wuma pressao parcial de
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aproximadamente 1mmHg, ao passo que, para a hemoglobina é necessaria
uma pressao em torno de 26mmHg. Isso mostra uma maior afinidade por

oxigénio da mioglobina em relacao a hemoglobina.
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Figura 3.2 — Curva de saturacdo de oxigénio da mioglobina (linha azul) e hemoglobina

(linha vermelha). (Y representa a saturacéo de Oz e pO; representa a pressio.)

Altos niveis de H* e CO2 ajudam a promover a liberacao do Oz da
hemoglobina, da mesma forma que altas concentracoes de Oz também
favorecem a liberacdao de H* e COg; este mecanismo € conhecido por efeito
Bohr. A ligacao de oxigénio a hemoglobina no sangue também é
extremamente diminuida na presenca de outro ligante, o 2,3-
bisfosfoglicerato (BPG), devido a interacdes entre as cargas negativas e

positivas da proteina (Stryer, 1992; Campbell, 2001).
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3.1.2 - Cooperatividade e Auto-associacao

Hemoglobinas de diferentes organismos apresentam um mesmo
grupo heme que € o responsavel pela ligacao do oxigénio. A afinidade é
expressa em termos da pressao parcial de Oz, pso, correspondendo a uma
saturacao de metade dos sitios de ligacao do oxigénio das hemoglobinas da
solucao. A ligacao do oxigénio com os sitios de ligacao da hemoglobina na
forma tetramérica é do tipo cooperativa, onde, a ligacdo do primeiro ligante
facilita a ligacao do ligante seguinte.

A oxigenacdo causa mudancas na estrutura quaternaria da
hemoglobina, tornando a forma oxigenada diferente estruturalmente da
forma desoxigenada. Estas diferencas sao percebidas, mais acentuadamente,
na interface aif2, sendo que, principalmente nos répteis e anfibios, a
oxigenacao freqientemente, envolve uma mistura em equilibrio de
tetrameros, dimeros e mondmeros (Voet & Voet, 1995; Brittain, 1991; Riggs,
1998).

Estudos através de técnicas de cromatografia, da hemoglobina de
Liophis miliaris, uma espécie de serpente de habito semiaquatico, levaram a
propor a existéncia de um mecanismo de transicdo dimero-tetramero nos
processos de oxigenacao. Foi proposto que, na oxigenacao, existiria um
unico componente de massa molecular 32500Da, similar ao dimero da
hemoglobina humana. Para a forma desoxigenada, a massa molecular seria
de 65000Da, mostrando-se muito parecido ao tetramero da hemoglobina

humana de massa molecular 64000Da. A hemoglobina de Liophis milaris
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apresentou alta afinidade ao oxigénio e coeficientes de Hill (usado para
identificar o grau de cooperatividade) proximo de 2 para valores de pH
abaixo de 7,5 e, 1, para valores de pH mais altos (Matsuura et al, 1987;
Focesi et al, 1987). Posteriormente, Matsuura e colaboradores, na tentativa
de explicar esse mecanismo de transicdo dimero-tetramero, fizeram o
sequenciamento das globinas de Liophis miliaris. A analise da sequiéncia de
aminoacidos indicou uma substituicao de Glu (G3) por Val e Glu (CD2) por
Thr, residuos que se posicionam na regiao de interface a1ff2 . Dessa maneira,
a troca de dois residuos carregados por outros dois apolares, eliminando-se
duas interacoes eletrostaticas, poderia levar a uma instabilidade do
tetramero favorecendo a dissociacao para dimeros (Matsuura et al, 1989).

Num outro trabalho, onde a hemoglobina da serpente Bothrops
alternatus foi submetida a uma analise por HPLC (high-performance liquid
chromatography) e filtracao em gel, foi verificada a presenca de dois
componentes no hemolisado total, sugerindo uma forma tetramérica de
massa molecular 64000Da, similar a hemoglobina humana, e uma outra
forma dimérica de massa molecular 32000Da (Oyama et al, 1993). Os
autores sugerem que estes resultados podem estar relacionados ao mesmo
mecanismo de transicao dimero-tetramero observado para a hemoglobina de
Liophis miliaris, comentado anteriormente.

Bonafé et al (1999) estudaram a importancia do fosfato organico na
ligacdo do oxigénio as hemoglobinas de vertebrados e a tetramerizacao

induzida pelo ATP. Nesse trabalho, os autores sugeriram um modelo para
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explicar a necessidade da existéncia do mecanismo de associacao dimero-
tetramero, em que, nos estados de dorméncia do animal, a hemoglobina
assumiria a forma dimérica e nos estados de estresse ou atividade,
assumiria a forma tetramérica induzida pelo ATP.

Recentemente, Lombardi et al. (2002) tem determinado em seus
estudos por filtracdo analitica em gel das hemoglobinas das espécies de
serpentes, Crotalus durissus terrificus, Helicops modestus, Boa constrictor
constrictor e Liophis miliaris, o tipo de espécie molecular presente em solucao.
Verificou-se que o volume de eluicdo das hemoglobinas das espécies
mencionadas sao compativeis com o da hemoglobina humana tetramérica.
Esses resultados determinam, entdo, que as hemoglobinas possuem
estruturas tetraméricas estaveis e a dissociacao em dimeros, em condicoes
mais proximas as encontradas no meio celular, ndao sao observadas, nao
concordando com os dados encontrados na literatura, comentados

anteriormente.
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3.2 - Purina Nucleosideo Fosforilase (PNP)

A maioria dos organismos consegue sintetizar nucleotideos de
nucleosideos ou nucleobases para serem reutilizados na formacao de acidos
nucléicos. Estes processos sao chamados de rotas de recuperacao pois
envolvem a utilizacdo de compostos formados de purinas e pirimidinas, as
quais seriam eliminadas pela biodegradacao (Mathews & van Holde, 1990).

Esta recuperacao, ou reutilizacdo, de bases purina ou pirimidina
utiliza moléculas liberadas da degradacdo de acidos nucléicos, podendo
ocorrer tanto intracelularmente quanto pela sua digestdo quando ingeridos
na dieta alimentar. Neste ultimo caso, os acidos nucléicos sao degradados
em nucleotideos pela acdo de enzimas pancreaticas e fosfodiesterases
intestinais que, por nao atravessarem as membranas celulares, sao
hidrolisados em nucleosideos pela acao de nucleotidases e fosfatases.

Nesses processos de recuperacdao, a purina-nucleosideo-fosforilase
(PNP), destaca-se como uma enzima catalisadora da clivagem da ligacao
glicosidica de ribonucleosideos e desoxirribonucleosideos, que na presenca
de um fosfato inorganico gera uma base purina e uma ribose-1-fosfato,

conforme reacao reversivel que se segue:

B-purina nucleosideo + P; 5 base purina + o-D-pentose-1-fosfato

12
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Portanto, a PNP age num dos caminhos intermediarios das rotas do
catabolismo de nucleotideos e desoxinucleotideos permitindo as células
recuperarem bases purinas para sintetizarem nucleotideos de purinas (ver

figura 3.3) (Voet & Voet, 1995).
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Figura 3.3 — Rotas do catabolismo de varias purinas de animais mostrando a degradacao

em acido urico (Voet & Voet, 1995).
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Giblett et at (1975), através do estudo do sangue de uma crianca com
sindrome da imunodeficiéncia combinada, apresentando grande deficiéncia
de linfocitos T e atividade normal dos linfocitos B, mostraram baixos niveis
de atividade de PNP, sugerindo esta enzima como agente fundamental na
proliferacao das células T.

Com a deficiéncia de PNP a imunidade das células T e B sao afetadas,
mas em apenas um terco dos pacientes € que se observa deficiéncia nas
células B (Market, 1991).

A deficiéncia de PNP €& wuma doenca rara que ocorre em
aproximadamente 4% dos pacientes com sindrome da imunodeficiéncia
combinada. Os portadores de deficiéncia de PNP sofrem de infeccoes, que
comecam desde os primeiros anos de vida e, na maioria dos casos, observa-
se desordem neurologica. Cerca de um terco dos pacientes desenvolvem
doencas autoimunes, como anemia hemolitica (Market, 1991).

Devido a aplicacoes clinicas, ha grande interesse na determinacao de
inibidores especificos de PNP como uma forma de terapia de doencas
autoimunes, artrites, leucemias, e ainda como agentes imunossupressores,
em caso de rejeicao nos transplantes de orgaos, entre outras (Gilberten et al,
1991). Mas, para que um inibidor tenha aplicacao clinica consideravel,
devido a alta atividade de PNP nos tecidos humanos, a inibicao in vivo deve
chegar a 99,9 por cento, e ainda, o inibidor deve conseguir penetrar nas
membranas celulares, o que € dificil de ocorrer devido a presenca de cargas
nas suas moléculas (Bzowska, 2000). Por estes motivos, entre os varios

inibidores conhecidos, o BCX-34 destaca-se pelos avancados testes clinicos
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no tratamento de determinadas doencas (Conry et al, 1998; Morris &
Omura, 2000).

A PNP, dependendo da fonte de onde é extraida, pode apresentar
especificidades diferentes. Assim, ao longo dos anos, tem sido purificada de
uma grande quantidade de organismos e, de acordo com estudos de
diversos autores, formas estruturais variadas sao propostas, como, dimeros,
trimeros, tetrameros, pentameros e hexameros, com massa molecular entre
60kDa e 180kDa. Dessa grande diversidade de formas, as principais sao: os
trimeros, com massa molecular entre 80 e 100kDa, isolada principalmente
de tecidos de mamiferos e alguns microorganismos, tais como, Bacillus
stearothermophilus, e os hexameros, com massa molecular entre 110 e 180
kDa, encontrados sobretudo, em microorganismos; as principais fontes sao
E. coli, Salmonella typhimurium, Klebsiella e Sulfolobus solfataricus.

Alguns exemplos de PNP de diversas fontes sao mostrados na tabela
3.1, extraida do trabalho de Bzowska et al (2000), relacionando massa

molecular, nimero de subunidades e autores.
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e Namero de
Fonte Molecular . Referéncia
Subunidades
(kDa)
Bacillus
stearothermophilus 68 dimero Hori et al., 1989
JTS 859 PNPI
Shirae and Yokozeki,
Erwinia carotovora 58 dimero
1991
Stoeckler et al., 1978;
Eritrécito humano 87-91 Trimero
Williams et al., 1984
Baco bovino Stoeckler et al., 1978;
86 Trimero
(bezerro) Bzowska et al., 1995
Bacillus
Hamamoto et al.,
stearothermophilus 90 Trimero
1996, 1997
TH 6-2 PNPI
Jensen, 1978; Schuch
Bacillus subtilis 95 Tetramero
et al.,1995
Plasmodium Schimandle et al.,
122-129 Pentamero
lophurae 1985
Jensen and Nygaard,
1975; Bezirjian et al.,
E. coli 138 Hexamero
1986; Hershfield et al.,
1991
Cacciapuoti et al.,
Sulfolobus
160 Hexamero 1994, 1999;
solfataricus MTAP
Cacciapuoti, 1995
Salmonella Jensen and Nygaard,
138 Hexamero
typhimurium 1975

Tabela 3.1 - Exemplos de PNP de diversas fontes que relaciona a massa molecular, o

numero de subunidades e respectivos autores.
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3.3 - 5-Enolpiruvilchiquimato-3-Fosfato Sintase (EPSP Sintase)

3.3.1 - Introducao

Atualmente, ha grande interesse no desenvolvimento de drogas que
atuem como agentes quimioterapicos para o tratamento de doencas como a
tuberculose. Estas drogas devem atuar em substituicdo aos tratamentos
convencionais que utilizam certos antibidticos muitas vezes comprometidos
pela resisténcia dos microrganismos causadores da doenca. Nessa linha,
como um bom exemplo esta o desenho de inibidores de enzimas das vias
metabolicas do acido chiquimico, presentes em plantas e microrganismos e

ausentes nos mamiferos.

3.3.2 - Tuberculose

A tuberculose € uma doenca grave que atinge varios o6rgaos do
corpo, em especial os pulmoes. O agente causador da doenca € o
Mycobacterium tuberculosis, que, contraido principalmente pelo ar, atinge as
vias respiratorias chegando aos pulmodes. A prevencdo € feita ja nos
primeiros dias de vida do recém-nascido através da vacina BCG!. Em caso

de infeccao e instalacdo da doenca, o tratamento wusual ¢é feito

1 Sigla decorrente da expressao Bacilo de Calmette-Guérin. Sua aplicacdo é indicada a
criancas da faixa etaria de 0 a 4 anos, sendo obrigatoria para as criancas menores de 1 ano,
mesmo nos casos de criancas soropositivos para HIV.
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principalmente pela combinacao de trés drogas: isoniazida, rifampicina e
pirazinamida. Outras drogas também podem ser administradas como € o
caso da estreptomicina, etambutol e etionamida (Ministério da Saude, 2002).

Apesar do grande sucesso nos tratamentos com estes
medicamentos, acima de 95%, ha uma preocupacao mundial, nao apenas
pelo aumento do numero de casos, cerca de 2% ao ano, mas principalmente
com a forma resistente da tuberculose que pode aumentar ainda mais
rapidamente. Assim, o abandono do tratamento ou mesmo o tratamento
inadequado vem favorecendo o aparecimento cada vez maior de pacientes
que apresentam multi-resisténcia as drogas, sobretudo a isoniazida e
rifampicina, as duas principais drogas de primeira-linha. No ano 2000,
estima-se que dos 8,7 milhoes de novos casos, 273000 foram de individuos
com multi-resisténcia (Dye et al, 2002).

Um outro dado preocupante é o da associacao entre HIV e
tuberculose que constitui, nos dias de hoje, um sério problema de saude
publica. Pessoas com HIV possuem maiores riscos de desenvolvimento de
tuberculose devido ao comprometimento de sua imunidade. Em areas onde
uma alta proporcao dos casos € de individuos com multi-resisténcia, a co-
infeccao com HIV pode aumentar ainda mais estes numeros (Dye et al,

2002).
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3.3.2 - EPSP Sintase

Aminoacidos aromaticos essenciais como, fenilalanina, tirosina e

triptofano, sao sintetizados por wuma via

comum 1nos

vegetais

€

microrganismos. Inicialmente da reacao entre eritrose 4-fosfato e fosfo-

enolpiruvato resulta o chiquimato e posteriormente acido corismico (figura

3.4).
O o coo
HO OH 0 B \ N
| [ ] Y O-P#O\ C\
“O*P*O*CHZ——(lI—C——C\ + H2C=(|3—COO —> B ?Hz CliHZ
_ H H
H H 0 HO—C—H C—~
| C\C/C\OH
O—-IT:O H O/ \H
o-
Eritrose Fosfo-enol- 3-Desoxiarabino-
4-tosfato piruvato heptulosonato-7-fostato
CIZOO COO- C00~ COO~
D ?Hw-@&ﬁi
s S0—¢ N HO™ ™" “OH 07y
OH elole! -o-—F|>=0 OH CO0- OH OH
|
0-
Corismato 5-enolpiruvil- chiquimato 5-Desidro-
cChiquimato- chiquimato
3-fosfato

Figura 3.4 — Via metabolica do chiquimato. (Voet & Voet,

1995).

™~

o
OH

HO.. _COO-

0 I/KOH
OH
5-Desidro-
quinato

Nos ultimos anos, grande atencado tem sido focalizada na sexta

reacao das vias do acido chiquimico, ou seja, na S-enolpiruvilchiquimato-3-

fosfato sintase (EPSP sintase) das plantas superiores. Esta enzima catalisa a

transferéncia do enolpiruvil do fosfoenol piruvato (PEP) para chiquimato-3-

fosfato (S3P) resultando em S5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato, de acordo

com o esquema a seguir (Schonbrunn et al, 2001):
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FEP
CH,

COO A cOO
O, PO COO  p, cH
! 2

~

R — 7
“20,PO OH Epsp  “O,PO 0 coa
sintase
OH OH
Chiquimato-3-fosfato 5- Enolpiruvil -3-chiquimato fosfato
(83P) {(EPSP)

A EPSP sintase é essencial para a sintese de aminoacidos
aromaticos e da maioria de todos os outros compostos aromaticos em algas,
plantas superiores, bactérias e fungos. Devido a auséncia desta enzima nos
mamiferos, vem se tornando alvo de grande interesse no desenvolvimento de
novos agentes antimicrobianos contra bactérias, fungos e parasitas. Nesse
caminho, um inibidor potente e especifico de EPSP sintase € o glifosato,
ingrediente ativo do herbicida Roundup, usado no controle de ervas
daninhas. Roberts et al (1998), mostraram que o glifosato é eficiente para
inibir o desenvolvimento de parasitas como Plasmodium falciparum (malaria),
Toxoplasma gondii e Cryptosporidium parvum.

Shuttleworth et al (1999), estudaram a EPSP sintase de E. coli onde
verificaram a capacidade da enzima em catalisar a conversao de S3P e PEP
para EPSP e Pi. Em varios mutantes da enzima nao foi observada atividade
indicando que alguns dos aminoacidos mutados sao essenciais para a
catalise ou ligacado de substrato ou inibidor. Ainda, a estrutura cristalina da

EPSP sintase sem substrato apresenta-se numa forma mais aberta,
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sugerindo que apos a ligacao do substrato ou inibidor pode assumir uma
forma mais fechada. De acordo com esses autores a presenca de S3P resulta
em apenas pequenas mudancas na estrutura se comparada com a enzima
sozinha. Ja, na presenca de S3P juntamente com glifosato, a mudanca é
muito mais significativa, mostrando que o glifosato desempenha um papel
importante na mudanca estrutural da enzima, que pode estar relacionado
com sua inibicao.

Em contrapartida, Schéonbrunn et al (2001), em estudos por
cristalografia de raios X da EPSP sintase, mostram que o complexo EPSP
sintase-S3P apresenta-se num estado fechado similar ao complexo EPSP
sintase-S3P-glifosato. Dessa forma, propoem que o S3P, presente nas
condicoes de critalizacdo, é o ativador da transicdo da forma aberta para

fechada e nao o glifosato.
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3.4 - Crotoxina

A crotoxina, o componente mais toxico do veneno da serpente
terrestre sul-americana Crotalus durissus terrificus (cascavel), foi isolada por
Slotta e Fraenkel-Conrat (1938) e representa aproximadamente metade de
todo o veneno seco.

Gralen e Svedberg (1938) e Li e Fraenkel-Conrat (1942), através de
ultracentrifugacdo e eletroforese, propuseram que a proteina seria um
composto homogéneo e cristalizavel. Mas, alguns anos mais tarde, Fraenkel-
Conrat e Singer (1956) forneceram evidéncias da ndo homogeneidade da
crotoxina e da presenca de duas fracoes de solubilidade e massas
moleculares distintas, sendo uma delas hidrossoluvel e acida e a outra
insoluvel e basica. Ribsamen e colaboradores (1971), por cromatografia em
carboximetil-celulose em meio acido, encontraram um componente com
atividade fosfolipasica de baixa toxicidade, identificada como fosfolipase Ao, e
um outro componente acido sem toxicidade, que denominaram crotapotina.

A crotoxina €, portanto, um complexo formado pela associacdo de
duas subunidades: a crotapotina, subunidade A (CA), e a fosfolipase Ao,
subunidade B (CB). A crotapotina, apesar de nao apresentar atividade toxica
ou fosfolipasica isoladamente, na recombinacdo do complexo, intensifica a
toxicidade e inibe a atividade fosfolipasica da fracao basica (Ribsamen et al,
1971).

Em 1971, as duas fracoes foram separadas e analisadas por

diferentes técnicas, de onde foram determinadas massas moleculares de
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aproximadamente 8.400Da para a crotapotina e 13.000Da para a fosfolipase
As (Hendon et al., 1971). Os pontos isoelétricos a pH 3,8 para a crotapotina e
pH 8,9, para a fosfolipase Ap, também foram determinados por Horst e
colaboradores (1972). Posteriormente, outros valores de pontos isoelétricos
para a crotapotina e fosfolipase em pH 3,4 e pH 9,7 e massas moleculares de
8.900 e 15.800 daltons, respectivamente, foram observados por Breithaupt e
colaboradores (Breithaupt et al.,, 1974). O ponto isoelétrico do complexo esta
em torno do pH 4,7 e a massa molecular é de 24350Da.

Verifica-se a presenca de varias isoformas do complexo crotoxina,
em que a analise do veneno de Crotalus durissus terrificus, coletado de uma
Unica serpente, mostra a presenca de varias isoformas da subunidade A e
duas isoformas da subunidade B (Faure et al., 1994).

Analises por filtracdo em gel e cromatografia de troca idnica
demonstraram que a crotapotina € composta de trés cadeias peptidicas
ligadas por pontes dissulfeto: cadeia A, com 40 residuos e massa molecular
4300Da; cadeia B, com 34 residuos e massa molecular 3700Da e cadeia C,
com 14 residuos e massa molecular1600Da.

A fosfolipase Az, uma unica cadeia polipeptidica composta de 122
residuos de aminoacidos, € responsavel pelas varias atividades
farmacologicas do veneno, como, atividades neurotoxicas, efeito coagulante,
formacao de edema, acao bactericida e efeitos de ruptura de lipossomos

(Soares et al, 2001).
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A crotapotina tem a funcado de transportar a fosfolipase Ay para
sitios especificos presentes nas membranas através de um mecanismo
conhecido como “efeito chaperone”. Desse modo, a crotapotina potencia a
toxicidade da fosfolipase fazendo com que o complexo, in vivo, sofra
modificagcées conformacionais para facilitar a ligacao da fosfolipase a sitios
especificos, enquanto que a crotapotina € dissociada e o complexo é desfeito
(Jeng et al, 1978; Bon et al, 1979).

Estudos de SAXS revelaram que a crotapotina de Crotalus durissus
terrificus em pH 1,5 possui raio de giro de 13,6 A e maxima dimenséao de 46
A. A funcéo p(r) mostrou-se consistente com a forma de um elipséide oblato
(Abrego et al, 1993); resultados compativeis aqueles encontrados por
Paradies e Breithaupt (1975), que determinaram para a crotapotina em pH
5,5, um raio de giro de 13,4 A e propuseram a forma de um elipséide oblato.

Em outro trabalho (Mascarenhas et al, 1992), a estrutura
tridimensional da crotoxina de Crotalus durissus terrificus foi modelada
baseada na analise de sua seqUiéncia primaria e o refinamento foi feito a
partir da estrutura da fosfolipase do veneno de Crotalus atrox. A crotoxina
em solucao foi avaliada por SAXS e da comparacao das funcodes p(r)
experimentais e do modelo observou-se um bom acordo entre ambas. Os
valores de raio de giro e maxima dimensao calculados da proteina em
solucao foram, respectivamente, 16,5A e 52A, concordando com os valores
obtidos do modelo (16,6A, para o raio de giro e 52A, para a maxima

dimensao).
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4 . Teoria de SAXS

4.1 - Espalhamento por uma particula

A intensidade do espalhamento produzida por um uUnico elétron é
dada pela equacao 4.1 que € conhecida como formula de Thomson (Guinier,

1963). (ver apéndice A)

. Te’ : 1 +cos’20
e_r2 0 2

4.1

Em que:

Ie, intensidade espalhada por um elétron

Io, intensidade incidente

Te, raio classico do elétron

r, distancia de um ponto da direcao de espalhamento ao elétron (espalhador)

20, angulo de espalhamento

Em SAXS, os espalhamentos incoerentes ou Compton sao
despreziveis pelo fato dos angulos de espalhamento serem pequenos. Sendo
assim, sao consideradas apenas as ondas espalhadas coerentes, entdo, as
amplitudes simplesmente se somam e a intensidade se da pelo quadrado da
amplitude resultante. As ondas espalhadas se diferenciam apenas pela fase

¢, que depende da posicao espacial dos elétrons que, por conveniéncia, serao

25



Teoria de SAXS

0 .. 2n
representadas na forma complexa, el®. A fase ¢ € igual a - vezes a

diferenca no caminho 6ptico em relacdo a um ponto de referéncia arbitrario.
Considerando um feixe monocromatico paralelo de raios X incidindo
sobre dois centros espalhadores O e M, a radiacdo espalhada resultante

numa dada direcao pode ser calculada, conforme esquematizado na figura

4.1.

Figura 4.1 - Espalhamento produzido por dois centros espalhadores O e M.

Onde as direcoes dos feixes incidente e espalhado sao representadas

— —

pelos vetores unitarios S, e S, respectivamente.

A diferenca de fase entre as ondas emitidas depende das posicoes
relativas entre os dois centros espalhadores. A onda que incide em M

percorre um caminho maior do que a que incide em O, sendo a diferenca

dada por 6 = mM + ﬁ, em que m e n sao projecoes de O sobre as direcoes
dos feixes incidentes e espalhado, respectivamente.

Os caminhos podem ser expressos vetorialmente como segue:
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27 S-S
p=—90 = ¢o=-2nT. S5,
- ._S-§,
O vetor de espalhamento pode ser definido por s= o ou
h=2r%
Consequentemente, o angulo de fase sera, ¢ = - h-T.

Dessa maneira, cada onda tera uma amplitude modulada por eih'T,
e a amplitude resultante em uma dada direcao sera a soma de todas as

amplitudes individuais.

Pela teoria de difracdo de raios X, a amplitude da radiacao

—

espalhada por um ponto Mk na direcao definida pelo vetor h, em relacéo a

origem O, € dada por (Guinier, 1963):
Ak =Acfie -1 hi 4.2

Em que, A € a amplitude espalhada por um elétron; fi, fator de
espalhamento, que é dado pela razdo entre a amplitude incidente e a
amplitude espalhada e € considerado constante para baixos angulos.

A amplitude total de radiacado espalhada por uma particula é entao,
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A(h) = Sk Ak = Ac(h) Sk fi e i h-T 4.3

Considerando uma particula com o centro de simetria na origem e
admitindo que para cada vetor T, existe um outro, - T, podemos simplificar
a expressao (4.3) de modo que:

A(h) = Ac(h) Zxficos h-T 4.4

Dessa forma, define-se o fator de estrutura de uma particula como a
razdo entre a amplitude total espalhada pela amplitude da radiacao

espalhada por um elétron sob as mesmas condicoes:

2-=>f, cosh. T 4.5
( ) %
A intensidade espalhada sera entao:

4.6

()< (9

=l
I
S}

1) = ()| D s

Em que I ‘A

Para um grande numero de centros espalhadores torna-se
impossivel determinar o espalhamento de todos os elétrons, e por isso,
devemos considerar o espalhamento de uma densidade eletrénica, definida
como o numero de elétrons por unidade de volume, e denotado por p(r).
Assim, um elemento de volume dv na posicao r contera p(r).dv elétrons, que

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

28



Teoria de SAXS

O centro espalhador pode, entdo, ser um elétron ou mesmo uma
pequena regidao definida pela sua densidade eletronica, ambos em um meio
que lhes permite movimentar, como, por exemplo, particulas em solucao.
Esses movimentos sao descritos por uma combinacdao de translacoes e
rotacoes, de modo que as translacoes nao influenciam a intensidade
espalhada, apenas as rotacdoes € que intervém nos calculos de uma

intensidade média.

i(h) = 1,(h)F*(h) 4.7

Como Hht) =Y f.cosh.Tx 4.8
k

————— sen(hr)
E sabendo-se que cos h. T = h—, tem-se,
r

sen(h|?k - Fj|)

— 4.9
h|rk —rj|

P(R) =X 2 1S

Para particulas com distribuicdo continua de pontos de
espalhamento e densidade p(r), a expressao (4.9) pode ser generalizada

comao s€gue:

n (hr)

fh): J;p(r)seT-dV 4.10
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ou m = ij(r)%ﬁhr) 4nr’dr 4.11

Assim, para se determinar a intensidade média, conforme (4.7), a

expressao (4.11) torna-se:

4.12

Em coordenadas esféricas, dvs = r2 do dr, e a equacao (4.12) torna-

S€:

r

Wh):i{p(fl)Lp(fl+f)%(hr) 1r2d(;)dr}dv1 4.13

Considerando que p(f1 + f) ¢ igual a p se o ponto T, +T esta dentro

da particula e, zero fora dela, determina-se:
[p(T) p(% +7) dv, = p2 V(T) 4.14

Considerando que a particula se desloca de r sobre si mesma, o

volume comum as duas “imagens”, sera V(7), que é funcdo da direcdo do

vetor T, de valor médio V(f) (figura 4.2).
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Figura 4.2 - Representacdo do deslocamento de uma particula sobre si mesma definindo

a funcao V(r).

A equacao (4.13) pode ser resolvida:

sen(hr)

FZ(B) = p2 J:n d(,O f V(i:) h— rzdr 4.15
r
ou FZ(B) =p’ [ V(T) Ser;(hr) 4n r’dr 416
T

Fixando-se um ponto dentro da particula e tomando-se um outro
ponto numa direcao arbitraria a uma distancia r do primeiro, a

probabilidade de que este segundo ponto também pertenca a particula é

dada pela funcao caracteristica y(r). Essa funcao é usualmente normalizada

para unidade na distancia r = 0, isto é,

_r(@)
) v(0

S

E ainda, pode ser escrita como:

vo(r) = vir) _ V() 4.17

Onde V é o volume total da particula.
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Substituindo (4.17) em (4.16) :

sen(hr)

hr

4n r2dr 4.18

Fz(ﬁ) =Vp’ f ¥o(1)
Entao, a funcao distribuicao de distancias p(r), que representa a

distribuicao de distancias r entre dois centros espalhadores dentro da

particula, pode ser definida como:
p(r) = 4n 12 V y,(r) 4.19

e a expressao (4.18), torna-se:

Fz(ﬁ) = p’ Jj p(r) ser;l(rhr) dr 4.20

Multiplicando esse resultado por I (h), determina-se a intensidade

m, conforme proposto pela equacao (4.7) (Guinier e Fournet, 1955).

4.2 - Aproximacoes de Porod e Guinier

Na figura 4.3, €& apresentada uma curva de intensidade de
espalhamento tipica de proteina, obtida por SAXS, da qual se pode destacar
duas regides (assinaladas I e II), uma na regiao de grandes angulos e outra
na de angulos pequenos.

A regiao I ou regiao de Porod € obtida pela expansao de y(r) em uma
série (Guinier e Fournet, 1955), de onde se considera apenas os dois

primeiros termos, e € dada por:
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off) = 1 - — + ... 4.21
Yol(1) EY;

Onde S representa a superficie externa da particula.
o 7 Regigo de Guinier (11
250

o

ua.

(k)

100

— Regido de Parod (1)

h Lnm )
Figura 4.3 - Curva de espalhamento representando as regidoes de Porod (ver secdo 5.3.3) e

Guinier (ver secdo 6.2). (Area em azul representa a regido de atuacdo do beam-stop!.)

Considerando uma particula esférica de raio R, substituindo (4.21)

em (4.18) e resolvendo as integrais, temos:

2
F(h) - Y P47 [28 +AcoshR+BsenhR} 4.22
h’ h4V
— 4h?RV + Sh’R - 28 SR
onde, A = e B=1- —
4hV 2V

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

desprezados, resultando na expressao (4.23), conhecida por Lei de Porod.

2nSp’

! Neste trabalho optou-se por manter o nome original em inglés do “parador” de feixe.
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A regido II ou regiao de Guinier também pode ser obtida por
aproximacao, desta vez, para valores de h pequenos (limites discutidos na

sequéncia do trabalho).

sen hr
Podemos expandir o termo o em uma série ficando entao,
r
sen (hr) h*r?  h*r?
—==1- + - .. 4.24
hr 6 120

Para valores pequenos de h, podemos substituir os dois primeiros

termos da (4.24) em (4.18), obtendo:

2 4
F2(h) = Vp{ [ vo()dnr?dr - [y hrT‘”‘ dr}

A primeira integral € o proprio volume V e assim,

h2
Fz(h) = V2p2|:1 - aJ;Q4nlr4 Yo (1) dr} 4.25

Fazendo uma analogia com a mecanica, o raio de giro pode ser

definido como:

1 - 4
R2= — r) & r r 4.26
g oV |:(')[YO() }

e a (4.25) torna-se
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h’ R’
F’(h) = v2p2 (1 - Tg ) 4.27
x2
Da sérieex=1+x + ; + ..., escreve-se
B h2Rg2
F’(h)=V*p’e 3 4.28

A expressao (4.28) é conhecida como Lei de Guinier.

Assim, para as regides de pequenos angulos a funcao € do tipo
exponencial e permite obter uma primeira informacao aproximada do raio de
giro da particula.

Portanto, apenas o tamanho da  particula contribui
significativamente para a regidao de Guinier, ao passo que para a regiao de

Porod a forma da particula € que tem maior relevancia.

4.3 - Funcao distribuicao de distancias p(r) e o raio de giro (Rg)

A funcao distribuicao de distancia p(r) contém informacodes sobre o
meio espalhador. Ela representa o numero de pares de elétrons separados
pela distancia r, os quais sado encontrados pela combinacao de qualquer
elemento de volume i, com outro, k, da mesma particula. A funcao

distribuicao de distancia pode ser obtida a partir de I(h):

I[(h) =4n Iy(r) r’ sen (hr) dr 4.29
0

r
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com p(r) = y(r) 2, ou
sen (hr
I(h) = 4n jp( y ( ) 4 4.30
E a transformada de Fourier inversa sera:
1 o0
pir) = — j I(h) hr sen (hr) dh 4.31
2n
e o raio de giro Rg pode ser escrito como:
Ip(r) r’ dr
Ra2= +—— 4.32

2 jp(r) dr

O raio de giro dado pela expressao acima oferece a vantagem de ser
calculado usando toda a curva de intensidade de espalhamento, ao contrario

do método de Guinier, que so6 € valido para a regiao onde h € pequeno.
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5 - Materiais e Métodos

5.1 - A técnica de SAXS

5.1.1 - Introducao

Os experimentos de SAXS foram feitos usando-se um gerador de
raios X com anodo rotatério, RIGAKU - RU 300. Este equipamento permite
operacao com alta poténcia e estabilidade na saida, resultando numa melhor
qualidade dos dados coletados. Por utilizar anodo de cobre, foi selecionada
radiacdo K, com comprimento de onda de 1,54 A e, por meio de filtro de Ni
de 20pm de espessura, foi eliminada a radiagcao Kg. A poténcia de operacao
utilizada neste trabalho foi de 4,5 kW (50 kV - 90 mA).

O feixe de raios X foi colimado por um sistema de colimacao de Kratky
(Glatter e Kratky, 1982), o que lhe confere um perfil retangular. A incidéncia
da radiacao é feita, por um tempo preestabelecido, sobre as amostras em
solucao dentro de capilares de quartzo colocados diretamente no vacuo.

O espalhamento € entdo registrado por um detector acoplado a um
sistema eletronico e a um multicanal-analisador e os dados coletados sao,
por fim, armazenados em computador, que através de um grafico de
intensidade (contagens) por angulo de espalhamento (canal do detector),

fornece todas as informacoes necessarias para analise do material.
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5.2 - Procedimento experimental

5.2.1 - Calibracao do sistema de colimacao

A calibracao do sistema de colimacao € de fundamental importancia

para uma boa qualidade dos dados coletados, pois dela depende nao s6 a

forma e a intensidade do feixe, mas também, o alinhamento entre amostra e

feixe de incidéncia, quantidade de espalhamentos parasitas e ainda, alguns

parametros para posterior correcao das curvas de intensidade. Dessa forma,

especial atencdo foi dada a calibracao e alinhamento do feixe antes da

analise de qualquer material deste trabalho. Na figura 5.1, € mostrado um

grafico de intensidade de espalhamento que compara os espalhamentos

parasitas

com o espalhamento da amostra padrdao Lupolen,

cujas

caracteristicas estdo bem determinadas na literatura (Kratky et al, 1966;

Pilz, 1969; Shaffer e Hendricks, 1973).

Intensidade c/s

10000 ~

8000

(o))

o

o

o
|

4000

2000 +

0 -

Lupolen
parasita

T + T T~ T T * T T T T~ T T T
0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12 0,14 0,16 0,18 0,20

h A"

Figura 5.1 - Comparacao entre os espalhamentos parasitas e o espalhamento da amostra

padrao Lupolen.
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Como mencionado, para aumentar a intensidade da radiacao
incidente, foi utilizado feixe com secdo transversal retangular de
aproximadamente 25mm x Imm. Esse perfil foi conseguido por um sistema
de colimacdo Kratky que utiliza uma configuracao de trés blocos com a
vantagem de diminuir consideravelmente espalhamentos parasitas, muito
comuns e intensos nos sistemas mais simples que utilizam apenas dois
blocos, principalmente nas regidoes de mais baixos angulos (Glatter e Kratky,
1982).

Um esquema de funcionamento do sistema usado € mostrado na
figura 5.2, onde os blocos B> e B3z possuem superficies extremamente polidas
e sao posicionados de tal forma que os planos de ambos coincidam formando
o plano principal H. Um terceiro bloco ajustavel, Bi, define a fenda de
entrada e € localizado atras da janela de entrada, entre a camara e o tubo de
raios X. No interior da camara é feito vacuo para impedir a atenuacao do
feixe pelo ar e também diminuir os espalhamentos parasitas.

A amostra é colocada diretamente apods o sistema de colimacao e na
parte final da camara esta o beam-stop, um anteparo usado para evitar

danos ao sistema de deteccao pela incidéncia direta do feixe.

B1 B3

DH S8 D
{_} =
PO P

Fonte

=

Figura 5.2 - Sistema de colimacao de Kratky (vista lateral).

Onde:
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B1, B2 e B3: blocos com superficie polida

D.S.P.: detector sensivel a posicao A : amostra
D: distancia da amostra ao D.S.P. H : plano principal
bs : beam-stop 20:angulo de espalhamento

5.2.2 - Perfil do feixe

As informacoes sobre o perfil do feixe sao obtidas pelas intensidades
registradas ao longo da largura e do comprimento do feixe. Na direcao da
largura, a medida € feita pela incidéncia direta sobre o detector sem a
presenca do beam-stop, com o gerador operando com poténcia minima e uso
de filtro de niquel na janela de entrada. Os valores da intensidade de cada
canal sao entao registrados e armazenados em computador. Posteriormente,
um grafico de intensidade pelo numero de canal € construido, conforme
figura 5.3, sendo que o pico deste grafico determina a posicao inicial de
medida, isto €, o canal zero.

O mesmo procedimento € usado para se obter as informacoes do
comprimento do feixe, mas girando-se o detector 90° em relacao a posicao
original e registrando a intensidade por um tempo determinado. Como
resultado, obtém-se um grafico de intensidade com uma regiao
aproximadamente constante, conforme mostrado na figura 5.4.

Esses dados sao utilizados durante o processamento dos dados
experimentais de forma a serem feitas as correcoes necessarias para
eliminar a contribuicdo no espalhamento devida ao sistema de colimacao,
uma vez que a teoria foi desenvolvida para um feixe pontual e

monocromatico.
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Perfil da largura do feixe
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Figura 5.3 - Graficos do perfil da largura do feixe obtido pelo sistema de colimacao.
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Figura 5.4 - Graficos do perfil do comprimento do feixe obtido pelo sistema de colimacéo.
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5.2.3 - Detector Sensivel a Posicao (PSD)

As informacdoes da intensidade em funcdo do angulo de
espalhamento foram conseguidas por um detector a gas sensivel a posicao
que registra a posicdo de incidéncia de cada féton sobre um filamento.

A origem do sinal esta na interacao, por efeito fotoelétrico, dos
fotons incidentes com as moléculas do gas no interior do detector, que se
ionizam liberando elétrons que sdo acelerados por um campo elétrico na
direcao do filamento. Durante esse trajeto, devido a colisbes com as
moléculas do gas, outros elétrons sao liberados e, por efeito avalanche, uma
alta densidade de carga chega a superficie do filamento gerando dois sinais
que percorrem caminhos distintos. Assim, a posicdo de incidéncia é
determinada pela diferenca dos tempos de chegada desses sinais a um
circuito discriminador de pulsos e um multicanal (Barbosa, 1994). Como
resposta, tem-se uma curva de espalhamento cuja intensidade € dada em
unidades arbitrarias (chamada na pratica de “contagens”), por ser uma
medida proporcional ao numero de fotons incidentes em funcado da posicao
de incidéncia (canal). Na figura 5.5 € mostrado um esquema de todas os
estagios percorridos pelo feixe de raios X, desde a geracao até a obtencao das
curvas de espalhamento.

Continuando com o processo de calibracao, depois de obtidas as
curvas do perfil do feixe, é verificada a linearidade do detector através de um

grafico do canal pela posicao em milimetros, como mostrado na figura 5.6.
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Desse grafico, € calculado o passo, que € a distancia entre dois
canais consecutivos, utilizado para posterior conversdao de canal para

unidade de transferéncia de momento, h, por exemplo A-! ou nm-1.

Colimagé&o Kratky Sistema de detecgdo

Fonte

raios X

Detector

E‘ Pré- {>

amplificador  Discriminador

feixe incidente

Amostra
tulticanal

Rigaku : [ ]
9 C oL ]
o —
(===

Figura 5.5 - Esquema dos estagios percorridos pelo feixe até a obtencdo das curvas de

espalhamento.

Linearidade do feixe

800

600 —

400 —

canal

200 —

T T T T T T T T T
100 120 140 160 180
X (mm)

Figura 5.6 - Grafico de linearidade do detector para conversao de canal para unidade h.
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5.2.4 - Amostras

Toda as amostras das proteinas estudadas neste trabalho foram
conseguidas gracas a colaboracao entre grupos de pesquisas envolvendo o
grupo coordenado pelo prof. Dr. Walter Filgueira de Azevedo Junior, do
Departamento de Fisica da Unesp de Sao José do Rio Preto-SP, e o grupo do
prof. Dr. Gustavo Orlando Bonilla Rodriguez, do Departamento de Quimica

da Unesp de Sao José do Rio Preto-SP.

5.2.4.1 - Hemoglobinas de serpentes

As amostras de hemoglobinas dos espécimes de Crotalus durissus
terrificus, Bothrops alternatus e Liophis miliaris foram fornecidos pelo
Instituto Butantan e alguns dos exemplares de Crotalus durissus terrificus
foram cedidas pelo Bosque Municipal de Sdo José do Rio Preto, purificadas e
preparadas pelo grupo do prof. Dr. Gustavo Orlando Bonilla Rodriguez.

A coleta foi feita fazendo puncao direta na aorta dos animais que
pesaram em média 500g. Para manter a integridade das hemacias, o sangue
foi colocado em tubos com solucao salina, TRIS-HCI 50mM pH 8,0, 0,9% p/v
NaCl, 0,2% p/v glicose e EDTA 1mM, e foram feitas pelo menos trés lavagens
do sangue coletado antes da hemolise das hemacias em centrifuga Incibras a
290g por 10 minutos a 4°C. Em seguida, promoveu-se a hemolise em

tampao TRIS-HCl 50mM pH 9,2 e, para a retirada de material celular, o
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hemolisado total foi submetido a centrifugacao por 90 minutos a 1162g em
centrifuga Incibras refrigerada a 4'C. Posteriormente, concentrou-se o
sobrenadante na mesma centrifuga a 653g a 4 C, utilizando-se
concentradores Centripep 50 (Amicon). As amostras foram estocadas em
nitrogénio liquido.

O sangue das serpentes foi submetido primeiramente a uma coluna
2,6 x 22cm (Bio-Rad) de filtracao em gel preenchida com Sephadex G-25
(Sigma), para exclusdo de moléculas de baixa massa molecular (abaixo de
3kDa). Em seguida, o hemolisado total foi aplicado a uma coluna de mesmas
dimensoes anteriores, a qual foi preenchida com Sephacryl S-100 (Sigma)
com o intuito de se excluir proteinas de massas moleculares diferentes da
hemoglobina. Ambas as colunas foram equilibradas com tampao TRIS-HCI
SO0mM pH 9,2 com adicao de NaCl 0,2M, para inibir a adsorcao de amostra a
resina, principalmente com relacdo a Sephacryl S-100. Estes passos de
purificacao, por filtracao em gel, foram incluidos visando obter amostras
mais puras, para nao comprometer a qualidade dos resultados dos
experimentos com contaminantes.

Apenas o hemolisado total de Crotalus durissus terrificus foi
submetido a uma coluna 2,6 x 22cm (Sigma) de troca anidnica (DEAE
Sepharose Fast Flow (Pharmacia)). Esta foi equilibrada com tampao TRIS-
HCI 50mM pH 9,2 e a eluicao da amostra foi feita com gradiente salino de O

a 50mM de NacCl.
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Posteriormente, o pH foi trocado, através de dialise, para pH 7,0
usando tampao ADA 30mM e pH 8,0, usando tampao TAPS 30mM,
condicoes nas quais foram efetuadas as medidas de SAXS.

As concentracoes das hemoglobinas de serpentes, que foram
analisadas por SAXS utilizando extrapolacao a concentracado zero, variaram
de 17mg/ml a 35mg/ml. Nas situacdes em que nao foi utilizada

extrapolacao, as concentracoes foram de 10mg/ml e 12mg/ml.

5.2.4.2 - Hemoglobina de peixe

A hemoglobina de Hoplosternum littorale foi conseguida por
intermédio do prof. Dr. Walter Filgueira de Azedo Jr, responsavel pela
purificacao e preparacao das amostras. Os exemplares de peixes utilizados
foram conseguidos junto ao Biotério da Unesp Ibilce — Sao José do Rio Preto.

Espécimes adultos de Hoplosternum littorale foram anestesiados por
imersao em solucao de benzocaina (1g para 15 litros de agua) por cerca de
cinco minutos. O sangue dos animais foi coletado por puncao da veia caudal
com seringa e agulha descartaveis, contendo 1ml de solucado salina
tamponada (TRIS-HCI 50 mM pH 8,0 com NaCl a 0,9%p/v, EDTA 1mM e D-
Glicose 0,2% p/v). O sangue foi transferido imediatamente para tubos de
centrifuga de polipropileno (Corning SOmL) contendo solucao salina.

Em seguida os tubos foram centrifugados quatro vezes a 380g durante

7 minutos a temperatura de 4°C, com retirada do sobrenadante no final de
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cada rodada e acrescida de tampao salino previamente descrito, porém sem
glicose (Honda et al., 2000).

A hemodlise foi realizada por acréscimo de tampao SOmM TRIS pH 9,0
seguido por centrifugacdao (1520g por 20 minutos), sendo o sobrenadante
concentrado em concentradores centriprep 50 da Amicon. O hemolisado foi
submetido a coluna de filtracdo em gel preenchida com Sephacryl S-100HR
(2,6x18cm) em ambiente refrigerado a 4°C sendo a coluna equilibrada com
tampao TRIS-HCI 50mM pH 9,2. Novamente as amostras foram
concentradas por centrifugacao.

A separacao das isoformas da hemoglobina foi feita por
cromatografia de troca idnica em colunas (2,6 x 15 cm) preenchidas por
DEAE-Sepharose a 4°C, com um gradiente linear salino de eluicao (0 a
100mM de NaCl, em volume de 150 ml) em tampao TRIS 50mM pH 9,2. As
fracoes foram concentradas por centrifugacao e tiveram acréscimo de volume
de tampao TRIS-HCl 5O0mM pH 9,2 (3 vezes o volume da amostra) com
intuito de substituir o tampao anterior, seguido de nova concentracdo e
posterior armazenamento em nitrogénio liquido até o momento de uso.

A hemoglobina na forma desoxigenada foi preparada a partir da
mesma amostra, como descrito anteriormente, mantida sob fluxo de N2 por
um tempo minimo de 1 hora. Logo em seguida, foi inserida em capilar de
quartzo o qual foi hermeticamente fechado apoés a transferéncia.

As medidas de SAXS das hemoglobinas nas duas condicdoes foram

feitas em uma unica concentracao de 12mg/ml.
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5.2.4.3 - Purina nucleosideo fosforilase (PNP)

As amostras de PNP, obtidas por clonagem e superexpressao, foram
fornecidas pelo prof. Dr. Didgenes Santiago Santos do grupo de Microbiologia
Molecular e Funcional do Departamento de Biologia Molecular Biotecnologia
do Centro de Biotecnologia da UFRGS, em colaboracdo com o prof. Dr.
Walter Filgueira de Azevedo Jr.

As medidas de SAXS foram feitas com a amostra em solucao na
concentracao de 12mg/ml em tampao 10mM dihidrogenofosfato de potassio

(KH2PO4), pH 7, 1.

5.2.4.4 - EPSP Sintase

As amostras de EPSP sintase foram obtidas através dos mesmos
processos da PNP humana descrito anteriormente e fornecidas pelos mesmos
grupos de pesquisas. As medidas de SAXS foram feitas com as amostras em
solucao na concentracao de 12mg/ml, em dois tampodes: SOmM de NaHPO4
com S0mM de KH>PO4, pH 6,8 e SOmM de TRIS-HCI, 25mM KCI, 2,5mM de

MgClo, pH 7,6.

5.2.4.5 - Crotoxina

As amostras de crotoxina foram cedidas pelo prof. Dr. Walter
Filgueira de Azevedo Jr. As amostras liofilizadas foram diluidas em tampao
10mM de CH3COONa, 60mM de KCl, 10mM de MgCl,, 6mM de B-

mercaptoetanol, pH 3,5, e a concentracao final foi de 10mg/ml.
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5.2.4.6 - Condicoes das amostras para coleta por SAXS

As amostras foram colocadas em capilares de quartzo de diametro
interno de 1 mm. As medidas que utilizaram extrapolacao a concentracao
zero foram feitas em concentracoes que variaram de 10mg/ml a 35mg/ml e
sempre foram efetuadas medidas em quatro concentracoes diferentes. O
tempo de exposicao aos raios X foi de 3 horas, tanto para as amostras de
proteinas quanto para os tampoées. Nos casos em que se utilizou uma unica
medida, as concentracoes ficaram ao redor de 10mg/ml a 12mg/ml e o
tempo de exposicao foi de 10 horas, inclusive para os tampodes.

Em medidas de longo tempo de exposicao, apos a terceira hora de
medida, foi feita uma verificacao, de hora em hora, do raio de giro para
identificar possiveis degradacoes das amostras devido aos raios X.

A temperatura foi mantida aproximadamente constante em 20°C.

Como a intensidade espalhada € funcado da diferenca entre as
densidades eletronicas do solvente e soluto, deve-se evitar tampodes com
altas concentracoes de sal para que nao haja mascaramento da intensidade

espalhada pela proteina.

5.3 - Tratamento dos Dados

5.3.1 - Normalizacao das curvas de espalhamento

A teoria de SAXS é desenvolvida para sistemas constituidos por uma
Unica molécula livre de qualquer influéncia externa. Na pratica, os dados sao

coletados de proteinas diluidas em tampao e a solucao €, entao, inserida em
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capilares de vidro ou quartzo. Assim, € necessario subtrair, das curvas de
espalhamento da solucdo, as contribuicées do espalhamento do tampao e do
capilar. Ainda, para que possam ser comparadas, as varias curvas de
intensidade das varias amostras devem ser normalizadas em relacao ao
tempo de exposicdo a radiacao, a intensidade do feixe direto e a espessura
dos capilares, de acordo com a expressao (5.1).

JSalug:do (h)
Fd

5.1

C(1e ) e

Jy (h) =
At. Ax Fd,  At.Ax

Solugdo Tampao

onde:
Jn(h): intensidade de espalhamento normalizada
Jsolucao(h): intensidade de espalhamento da solucao
Jrampao(h): intensidade de espalhamento do solvente
Fd: intensidade média do feixe direto entre as medidas
w: fracao do volume ocupado pela proteina
At: tempo de exposicao
Ax: espessura da amostra

A intensidade do feixe direto € obtida do espalhamento de amostra
padrao, neste caso, Lupolen (Kratky et al, 1966; Pilz, 1969; Shaffer e
Hendricks, 1973), pois a energia do feixe primario € muito intensa,
excedendo a capacidade do detector, podendo danifica-lo. O Lupolen foi
escolhido como amostra padrdao por ser quimicamente estavel e
suficientemente homogéneo para dar intensidades constantes e ndo sofrer

alteracoes pela exposicao a radiacdo, mesmo para longo tempo. A figura 5.7
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mostra uma curva de espalhamento de Lupolen indicando a regiao linear,
caracteristica desse tipo de material, de onde é extraido o valor da

intensidade do feixe direto.
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Figura 5.7 - Curva de intensidade da amostra padrao Lupolen, da qual é calculada a

intensidade do feixe direto a partir da regido linear (indicada pela linha).

5.3.2 - Extrapolacao a concentracao zero

Como qualquer outra técnica aplicavel a biofisica, o espalhamento
de raios X a baixos angulos esta sujeito a certas limitacoes que podem
impossibilitar completamente ou em parte a analise de determinados
sistemas. Deve ser ressaltado que SAXS é uma técnica de baixa resolucao e,
mesmo em condicoes ideais, detalhes em niveis atomicos nao podem ser
obtidos. Um dos fatores que podem limitar o tipo de material que se

consegue analisar com essa técnica € o proprio aparato experimental, pois
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dependendo das condicoes, nao se pode atingir as regidoes de mais baixos
angulos o que compromete o estudo de moléculas maiores. Ja, moléculas
muito pequenas produzem baixo espalhamento e consequientemente altos
erros estatisticos. Sendo assim, existe uma faixa limitada de tamanhos de
proteinas dentro da qual se € possivel aplicar SAXS.

Um outro fator importante que limita em parte o estudo por SAXS é
a quantidade de proteina utilizada numa medida. Uma vez que a teoria de
SAXS é desenvolvida para sistemas compostos por uma Unica particula, e
consequentemente, interacoes interparticulas nao sdo consideradas, para
contornar tal problema, a amostra deve ser suficientemente diluida para
diminuir tais efeitos. Mas, solucoes desse tipo também ficam sujeitas a erros
estatisticos elevados, devido a fraca intensidade de espalhamento que
produzem. Entao, varias medidas, em concentracoes diferentes, sao feitas
para posterior extrapolacdo a concentracao zero. Por esse motivo, uma
grande quantidade de material € consumido em uma uUnica condi¢cao de
medida.

A titulo de ilustracdo, uma analise de certa proteina em que sao
efetuadas medidas de quatro concentracoes para posterior extrapolacao, por
exemplo, concentracoes que variam de 20mg/ml a 35mg/ml, seriam gastos,
aproximadamente, 10mg de material, o que na maioria das situacoes € uma
enormidade. Perante isso, uma proposta deste trabalho foi também de se
realizar uma Unica medida em concentracao mais baixa, cerca de 10mg/ml,

compensada por um maior tempo de exposicao a radiacao. Com isso, os
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erros estatisticos sdo diminuidos, e como consequiéncia, obtém-se apreciavel
reducao na quantidade de proteina, em torno de 1mg, tornando-se mais
acessivel a analise do material. Foram feitos varios testes pelos dois métodos
para comparacao com diversas proteinas, sendo que aqueles com

hemoglobinas sao apresentados na parte de resultados deste trabalho.

5.3.3 - Background

A teoria de SAXS é baseada em sistemas de duas fases de
densidades eletronicas diferentes, mas sem flutuacdes dentro de cada uma
delas, o que nao ocorre nas solucoes de proteinas. Portanto, este
espalhamento, denominado background, deve ser corrigido, pois ignora-lo
pode levar a fortes oscilacoes na funcao p(r) ou a um aumento dos valores na
p(r) quando r tende a zero.

Uma maneira de se fazer essa correcao € através do método
desenvolvido por Porod (Porod, 1951) e Luzzati (Luzzati, 1960), baseado na
equacao (4.23), em que a intensidade de espalhamento a angulos mais altos
pode ser escrita como:

I(h)= h% + Iv(h) 5.2

ou ainda, na intensidade nao corrigida pelo perfil do feixe, tem-se:

A
J(h)= 5+ Jolh) 5.3
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onde A é a constante de Porod, que pode ser determinada pela interseccao
da reta do grafico de Porod com o eixo das ordenadas (figura 5.8), e Jp(h) € a
intensidade de espalhamento devido as flutuacoes de densidade eletronica.
Ju(h) pode ser considerado constante (J») e tem o valor do coeficiente
angular da reta obtida de um grafico de J(h) h3 x h3 (grafico de Porod),

conforme indicado no grafico da figura 5.8.

Jhy W

Figura 5.8 - Esboco de grafico de J(h) h3 x h3 representando o afastamento da lei de Porod

devido as flutuacodes da densidade eletronica da solucao.

5.3.4 - Programa ITP

O ultimo passo para o tratamento dos dados de SAXS é a obtencao
das funcoes I(h) e p(r) a partir das curvas de espalhamento experimentais
J(h). A funcao I(h) é calculada subtraindo as contribuicoes devidas ao
sistema de colimacao do feixe que estdo presentes nas curvas J(h)
experimentais e a funcao p(r) € determinada fazendo-se uma transformada
inversa de Fourier na I(h). Para isso, € utilizado o método da transformacao

indireta de Fourier desenvolvido por Glatter, através do programa
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computacional ITP (Indirect Transformation for the calculation of p(r))
(Glatter, 1977; 1980a; 1983; Muller e Glatter, 1982; Pilz et al, 1979).

A funcao p(r) € proporcional ao numero de distancias de
comprimento r entre dois centros espalhadores, que estejam,
obrigatoriamente, dentro da particula. Cada uma dessas distancias leva
consigo uma dependéncia angular com a intensidade de espalhamento, a
qual pode ser expressa matematicamente por meio de uma transformada de
Fourier. O programa ITP, entdo, calcula essa funcao distribuicao de
distancias - p(r) — e ainda faz as devidas transformacoes na intensidade
experimental, em relacdo ao comprimento de onda e ao sistema de
colimacao.

Para as transformacboes relacionadas ao sistema de colimacao,
considera-se que a radiacao incidente tenha uma distribuicdo homogénea ao
longo do perfil do feixe. Usando t como a coordenada do centro do feixe
primario na direcao do comprimento, e x, a coordenada perpendicular a t, a
intensidade Io(t,x) pode ser escrita, entdo, como um produto de duas

distribuicoes independentes, tal como:

Io (t,x ) = P(t) . Q(x) 5.4

Primeiramente, € analisada a transformacao do comprimento do
feixe e, para isso, € estabelecido inicialmente que a largura seja
infinitamente pequena. Entao, o feixe primario, com sua distribuicao de

intensidade P(t), produz uma intensidade espalhada I(m), em que m é a
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medida da distancia entre o feixe espalhado e o centro do feixe primario no
plano de registro.
Portanto, a intensidade espalhada I(m) € dada por (Glatter e Kratky,

1982) :
I(m) = O]‘P(t)I(\/mz + 17 )dt 5.5

Agora, com relacdo a largura do feixe, €& considerada uma
distribuicao de intensidade Q(x), que pelo mesmo principio do comprimento

tem-se:
['(m) = O]Q(x) I(m-x)dt 5.6

Vale ressaltar que as transformacoes referentes ao comprimento de
onda nao se fazem necessarias neste trabalho, pois foram utilizados feixes
aproximadamente monocromaticos obtidos da radiacdo Cuk, e filtros de Ni
para eliminacao de kg

A intensidade experimental pode ser obtida entao, pela expressao:

sen 3

B

Mﬂm=8n?®<?h?& Q(x) P(t) p(r) 5.7

onde B = r [(h-x)2 + t2|1/2
A funcao distribuicao de distancias €, entdo, aproximada por uma

série de N funcoes “B-splines” (¢y (r)) definida no intervalo O < r < Dpax.
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N
Ou seja, p(r) = Z Cv Oy (1) 5.8
v=1

Dmax € um valor estimado para a maxima dimensao D da particula.
Fazendo-se uma transformada de Fourier da expressao 5.8, obtem-
se a intensidade, sem os efeitos do sistema de colimacdo, em termos da

funcao ¥,(h), definida por:

N

I(h) = 2 ¢y (h) 5.9

v=I

Em seguida, sao introduzidos os efeitos referentes ao perfil do feixe e
ao comprimento de onda (quando necessario) através de outra
transformacao, obtendo-se a funcao y,(h). Esta funcao representa a

intensidade de espalhamento nao corrigida e € definida como:
N
I(h) = 2. ¢ u(h) 5.10
v=1

Os coeficientes ¢, devem, entao, ser determinados através de um
ajuste com os dados experimentais pelo método dos minimos quadrados, tal

que represente uma aproximacao otima, ou seja:

M

z [ L (h;)- ZCU %o (h) I’

i=1 = = minimo 5.11
G (hi)

Em que: M, numero de dados experimentais e o&2(hj), variancia do i-ésimo

ponto.
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Por fim, conhecidos os coeficientes, o programa aplica novamente as
todas as transformacoes mencionadas até a obtencao da funcao p(r). A figura
5.9 mostra um esquema das transformacoes executadas pelo programa ITP.

O raio de giro pode ser calculado a partir da funcao p(r):

D,
IP(r)rzdr
Re2 = & — 5.12

2JP(r)dr
0
Assim, o raio de giro calculado desta maneira utiliza todos os

pontos da curva de espalhamento, e a consequéncia disto, € uma maior

Guinier.

precisao nos resultados se comparado com o método de

a L 1 i} I I
0,1 0.2 01 0z
—h —h
Ecvxv ZCJ‘F‘,
|
X1 .05

h Ede e :
A7 o LE

Transtormacao de Fourier

Efeitos de colimagdo

3
F 9

h Efeitos do comprimento de oncda

Figura 5.9 - Método da transformacéo indireta usado no programa ITP.
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5.3.5 - Maxima dimensao da particula - Dmax

Como comentado, a funcao distribuicao de distancias p(r), assume
valor zero, tanto para r = 0, quanto para r > Dmax. A maxima dimensao da
particula, é entdo, um valor estimado dessa funcao nesse limite.

Na realidade, Dmax € um dos dados de entrada do programa
computacional ITP e quando nenhuma informacdo sobre as dimensodes da
macromolécula € conhecida, o valor de Dmax pode ser estimado. Neste caso, a
escolha de um valor muito abaixo do real leva a fortes oscilacoes na p(r) e,
por outro lado, superestimar Dmax, também conduz a erros, ou seja, ocorre
formacao de mais de uma regido na p(r). Entdo, encontrado um valor para D
que nao produza as deformacdoes mencionadas, o valor de Dmax sera aquele
na qual a funcao corta o eixo r. A figura 5.10 mostra um exemplo de calculo
de Dmax de um modelo tedrico de uma esfera cuja dimensao maxima é

conhecida e igual a 356A.
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Dmax = 356 A .
......
L] L]
. .
tedrica — .'. .'.
—} ‘E 1 L -
L -
- L]
- -
Ll -
. .
Ll L)
.. ..
.. ..
1) 100 2 am Wby
2 - 2
* 2
o S # .ty -
- .. - .. - .. ..
s *, . . . .
.: - - [ - - - -
.. . L .. .. - - %
o ] Le . 3 - S o
=3 o .:. ::: = : o E' . % . %
P L - s % . L)
e ® ., o.: .' '. - L] L] -
: :: bl ::. o * . % . %
e .: sy i 3 .'- s - J ...'
.o . .
...: :.:m :o.am am am T (A) 100 0 am ECINT ) 100 0 m ...:c:; EiT) T T iy
.
..
L
Dimax = 250 &

Dmay = 400 i Dmax = 750 i

Figura 5.10 - Funcao p(r) do modelo tedrico de uma esfera para diferentes valores de Dmax.

5.3.6 - Programa MULTIBODY

Algumas moléculas em estudo nao podem ser aproximadas
satisfatoriamente por modelos triaxiais simples, como elipsodides, prismas e
outros. Porém, alguns métodos podem ser utilizados para a geracao de
modelos compostos de varios corpos triaxiais distribuidos espacialmente,
como € o caso do programa computacional MULTIBODY (Glatter, 1980b;
1983). Esses modelos sao constituidos por uma grande quantidade de
pequenas subunidades esféricas ou cubicas idénticas. Assim, o programa
calcula uma curva de intensidade teérica do modelo e a sua respectiva

funcao distribuicao de distancias, pteor(r), a qual deve, posteriormente, ser

comparada a funcao p(r) experimental, pexp(r). Esses modelos sdo compostos

de varias esferas pequenas, de raios predefinidos, distribuidas espacialmente
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em coordenadas também definidas. As esferas podem ainda ser separadas
em blocos com liberdade de movimento entre si, tanto de rotacao quanto de
translacao.

A intensidade de espalhamento de uma esfera, de densidade
eletronica p, raio R e volume V, é dada pela expressao (Glatter, 1980b;

Glatter e Kratky, 1982):

sen (hR) - hR cos (hR) |’

Iih) = p2V2 |3 :
(hR)

5.13

Portanto, a intensidade total sera obtida a partir das intensidades
de todas as esferas que compodoem o modelo de acordo com as respectivas
posicoes espaciais (Glatter, 1983).

Neste trabalho, o programa MULTIBODY nao foi utilizado para a
construcao de modelos, apenas para calculo das funcoes distribuicao de
distancia tedricas, a partir das coordenadas atéomicas dos modelos gerados

por outros programas através de modelagem ou docking de proteinas.

5.3.7 - Modelagem e docking de proteinas

Os modelos propostos neste trabalho foram gerados por algumas
técnicas de modelagem ou docking de proteinas dos quais foram calculadas

as funcoes p(r) teoricas (pteor(r)) pelo programa computacional MULTIBODY e
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comparadas com as respectivas funcoes p(r) experimentais (pexp(r)), obtidas
pelo programa ITP a partir dos dados de espalhamento experimentais. De
posse dos modelos, foram calculados os coeficientes de correlacao entre as
Pteor(t) € as pexp(r), selecionando-se aqueles cujo coeficiente esteja mais
proximo da unidade. Portanto, o modelo escolhido nédo € obrigatoriamente o
selecionado pelos critérios dos programas de modelagem, mas, o de melhor
correspondéncia com os dados experimentais.

A correlacao entre as funcoes p(r) tedricas e experimentais foram
determinadas pelo coeficiente de correlacao linear (CC), definido como segue

(Press et al, 1992):

Pexp,i (712 -

cc = ZK ij(\pmo)r mﬂ
{Z(’” C) ~lpe W)Z x Z(p () mﬂ

5.14

N | —

Onde, |p,,, (r)‘2 € a média do |p,,,; (rx2 s |Preor (r)|2 € a média do ‘ Dreor (r)‘z.

Alguns modelos foram feitos com auxilio do programa
computacional MODELLER (Sali e Blundell, 1993) associado a outros
programas como o, BLAST!, MULTALIN2 (Corpet, 1988), PROCHECK

(Laskowski et al, 1994) e SWISS-PDB VIEWER 1.

! http:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/

2 http:/ /prodes.toulouse.inra.fr/multalin /multalin.html
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O MODELLER é um programa computacional de modelagem por
homologia ou modelagem comparativa baseado na estrutura tridimensional
de proteinas. Antes de executar o programa MODELLER, deve ser feita uma
busca, por exemplo pelo BLAST, de outras proteinas que tenham estruturas
resolvidas experimentalmente depositadas no PDB (Protein Data Bank) e
cujas sequéncias apresentem identidade (acima de 30%) com a proteina que
se deseja modelar. Em seguida € feito o alinhamento pelo MULTALIN. A
partir desses dados, o MODELLER gera os modelos e disponibiliza na saida
uma quantidade determinada de arquivos no formato PDB.

Estes modelos sao gerados para uma cadeia Unica, nao sendo
possivel, apenas com estes passos, a construcao de complexos ou de
estruturas quaternarias de proteinas. Nestes casos, um outro passo é
necessario; para montar um modelo da estrutura quaternaria de
determinada proteina, para cada unidade € gerado um modelo nos moldes
descritos anteriormente e depois € feita a montagem da estrutura
quaternaria, usando como referéncia uma estrutura conhecida de uma outra
proteina homologa (template), através do programa SWISS-PDB VIEWER.

Para a construcao de modelos por docking de proteinas, foi utilizado
o programa GRAMM (Global RAnge Molecular Matching) (Katchalsky-Katzir et
al, 1992). Este programa executa uma exaustiva busca de posicoes de
ligacao entre duas moléculas, através de translacoes e rotacoes relativas,
construindo-se, assim, complexos a partir de coordenadas atomicas. Isso é

feito a partir dos arquivos PDB de duas moléculas, que sao envolvidas por
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um grid tridimensional de dimensoes definidas, em que uma ¢ fixa e a outra
se movimenta por um passo angular preestabelecido varrendo toda a
superficie da molécula. Entao, func¢oes correlacao sdo calculadas entre todas
as orientacoes relativas das quais se faz uma classificacdo dos modelos de
maior correlacao positiva (Katchalsky-Katzir et al, 1992).

Por fim, através do programa PROCHECK, sao construidos os
graficos de Ramachandran e verificada a qualidade dos modelos. Esta etapa
€ comum para os dois métodos de construcao de modelos.

Para cada modelo proposto neste trabalho, foi gerado um total de

mil modelos e selecionado o de melhor correlacdo entre a preor(r) € a Pexp(r).
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6 - Resultados Experimentais

6.1 - Introducao

Todas as amostras utilizadas neste trabalho, conforme mencionado
anteriormente, foram conseguidas pela colaboracao com outros grupos de
pesquisa. Algumas foram recebidas em grande quantidade, como € o caso de
determinadas hemoglobinas, outras nao, e a pouca quantidade de material
serviu de incentivo para a busca de métodos alternativos de utilizacdo da
técnica de SAXS.

Em principio, as hemoglobinas de Crotalus durissus terrificus e
Liophis miliaris foram analisadas pelo método tradicional, em que varias
concentracoes sao feitas para posterior extrapolacdo a concentracdo zero.
Posteriormente, devido a quantidade razoavelmente grande de material
disponivel, foram realizados varios testes, dos quais se pesquisaram os
limites de concentracdao e tempo de exposicao a radiacado, para se efetuar
medidas de SAXS em uma unica concentracdo sem comprometer os
resultados; nao utilizando, portanto, extrapolacao. Assim, obteve-se uma
concentracdo minima de aproximadamente 10mg/ml e um tempo de
exposicdo em torno de 8 horas, para compensar a baixa intensidade
produzida nestas concentracoes. Estes resultados sao mostrados na

sequéncia deste trabalho.
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Independentemente do método utilizado, foram necessarios eliminar
as contribuicoes de espalhamento do tampao fazendo-se medidas de cada
um nos respectivos valores de pH e, pela utilizacdo da equacao (5.1), as
curvas de espalhamento foram normalizadas e, consequientemente, obtidas
as curvas de Jn(h). A partir desses dados, e apos a subtracao do background,
foram eliminadas das curvas de intensidade as contribuicoes do sistema de
colimacao e calculadas as funcoes distribuicao de distancias com a

utilizacao do programa ITP.

6.2 - Hemoglobina humana

Apenas para ser usada como referéncia, a hemoglobina humana foi
analisada por SAXS em solucao pH 7,0 e pH 8,0, numa unica concentracao
de 10mg/ml e com um tempo de exposicao de 8 horas.

Inicialmente, foram obtidas as curvas de intensidade normalizadas,
mostradas na figura 6.1, a partir das quais, graficos de Guinier foram
construidos (figura 6.2) para calculo do raio de giro.

Isto é feito através de um grafico de log J(h) x h?2 das curvas de
espalhamento extrapoladas, dos quais os raios de giro sao calculados a
partir da inclinacdo da regido linear, ou seja, da regido de mais baixos
angulos. Assim, o raio de giro esta relacionado com a intensidade J(h) na

regido de Guinier, conforme a equacao (4.28), pela expressao :

h? R 2
g
Jh) =Joe -~ 6.1
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Entao, a (6.1), pode ser escrita como:

R,
log J(h) = - T 0,434 h2? + logJo

Pelo coeficiente angular da reta do grafico de log J(h) x h?2, tem-se:

2
to o= - Tg 0,434 = - 0,1448 R2 | e:

Rg = 2,628 4 —tga 6.2

A aproximacao da lei de Guinier € valida dentro de certos limites de
valores de h. Para particulas esféricas, pode ser considerado como valor

1,3 . h ..
R;’ e como valor minimo, hmin = ;a" (Guinier e Fournet,
G

maximo, hmax =

1955).

Em seguida, das curvas de intensidade, sao calculadas as
constantes de Porod para eliminacao do background. Os graficos de Porod
sao mostrados na figura 6.3.

Feitas as correcoes preliminares, através do programa ITP, sao
eliminados os efeitos do perfil do feixe e calculadas a funcoes distribuicao de

distancias das hemoglobinas nos dois valores de pH, mostrado na figura 6.4.
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(a) Intensidade de espalhamento (b) Intensidade de espalhamento
104 Hemoglobina humana - pH 7,0 201 Hemoglobina humana - pH 8,0
| & 3
3 ° %
q—o 84 % Q
= o ®
X 3 3
64 % 3
Sk
S ) 3
=
0 T T T T T T T T
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,0 0,1 0,2 0,3 0,4
h (A h (A
Figura 6.1 - Curvas de intensidade de espalhamento normalizadas da hemoglobina
humana em (a) pH 7,0 e (b) pH 8,0.
(a) Grafico de Guinier (b) Grafico de Guinier
500 Hemoglobina humana - pH 7,0 530 Hemoglobina humana - pH 8,0
495 5254
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0,5 1,0 1,5 2,0 25 3,0 35 0,5 1,0 15 2,0 2,5
n’ 8% (x 107

sem extrapolacao, em (a) pH 7,0 e (b) pH 8,0.

3.k
n A7) x109
Figura 6.2 — Graficos de Guinier da hemoglobina humana na concentracdo de 10mg/ml,
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. b .
(a) Grafico de Porod (b) Grafico de Porod
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Figura 6.3 — Graficos de Porod da hemoglobina humana em (a) pH 7,0 e (b) pH 8,0.

(2) Funcio distribuicido de distancias  (b) Funcéo distribuicdo de distancias
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Figura 6.4 - Funcao distribuicdo de distancias da hemoglobina humana na concentracao
10mg/ml: (a) em pH7,0 e (b) em pH 8,0.
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6.3 - Hemoglobinas de serpentes

As amostras das hemoglobinas de serpentes foram obtidas conforme
descrito anteriormente. As hemoglobinas foram analisadas em pH 7,0 e pH
8,0, sendo que para as amostras de Crotalus durissus terrificus e Liophis
miliaris foram empregados dois métodos: por extrapolacdo e em uma Unica
medida em concentracdo mais baixa. A hemoglobina de Boa constrictor
constrictor também foi analisada em pH 7,0 e pH 8,0, utilizando uma unica

medida em baixa concentracao.

6.3.1 - Crotalus durissus terrificus

Na figura 6.5 podem ser observadas as curvas de intensidade de
espalhamento normalizadas da hemoglobina de Crotalus durissus terrificus
nas diferentes concentracoes e pHs, conforme indicado. Cada amostra de
concentracao diferente foi medida por um tempo de 3 horas, incluindo os
respectivos tampoes. Depois de normalizadas, foram feitas as extrapolacoes
a concentracdo zero para cada pH, mostrado na figura 6.6, para serem
construidos os graficos de Guinier (figura 6.7) de onde foram calculados os
raios de giro. A seguir sao construidos graficos de Porod (figura 6.8), para
determinacao das constantes Jy e eliminacao do background.

Com o auxilio do programa ITP, os efeitos do sistema de colimacao
sao eliminados e as funcoes de distribuicdo de distancias p(r) também sao

determinadas. Os graficos das funcoes p(r) podem ser vistos na figura 6.9.
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(a) Intensidade de espalhamento (b) Intensidade de espalhamento
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Figura 6.5 - Curvas de intensidade de espalhamento normalizadas das diferentes

concentracoes da hemoglobina de Crotalus durissus terrificus em (a) pH 7,0 e (b) pH 8,0.
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Figura 6.6 — Curvas de intensidade extrapolada a concentracdo zero da hemoglobina de

Crotalus durissus terrificus em (a) pH 7,0 e (b) pH 8,0.
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(a) Grafico de Guinier (b) Grafico de Guinier
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Figura 6.7 — Graficos de Guinier das hemoglobinas de Crotalus durissus terrificus em (a) pH
7,0 e (b) pH 8,0.
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Figura 6.8 — Graficos de Porod das hemoglobinas de Crotalus durissus terrificus em (a) pH
7,0 e (b) pH 8,0.
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(a) Funcao distribuicdo de distancias (b) Funcao distribuicao de distancias
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Figura 6.9 - Funcao distribuicdo de distancias da hemoglobina de Crotalus durissus

terrificus obtidas das curvas de intensidade extrapoladas a concentracédo zero. (a) pH7,0 e

(b) pHS,0.

Com a finalidade de se determinar uma condicdo que dé resultados
satisfatorios sem a necessidade de extrapolacdo e, consequentemente,
diminuir a quantidade de amostra utilizada nas analises, as hemoglobinas
de Crotalus durissus terrificus foram estudadas exaustivamente por SAXS de
forma a se estabelecer limites de concentracdo e tempo de exposicdo aos
raios X. Depois de varios testes foram obtidos os resultados a seguir.

Utilizando uma unica concentracao de 10 mg/ml, e analisando as
hemoglobinas nas mesmas condicoes anteriores, foram obtidas as curvas de
intensidade normalizadas, mostradas na figura 6.10, e destas, graficos de
Guinier foram construidos (figura 6.11) para calculo do raio de giro. Ainda,
das curvas de intensidade, as constantes de Porod foram calculadas para

eliminacao do background, conforme graficos mostrados na figura 6.12.
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Posteriormente, através do programa ITP, foram eliminados os

efeitos do perfil do feixe e calculadas a funcodes distribuicao de distancias

das hemoglobinas nos dois valores de pH, conforme mostrado na figura 6.13.

(a) Intensidade de espalhamento
20

(b) Intensidade de espalhamento
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| 8¢ Crotalus durissus terrificus - pH 7,0 227 S Crotalus durissus terrificus - pH 8,0
164 3 204 %
. 3 concentrac¢ao: 10 mg/ml < 1 ° concentracdo: 10 mg/ml
— 1493 S 81 9
5 i o] ] o]
— 12 % X 167 9
(o 1 oO ’CG‘. 144 )
5 10 5 ) 1 I
271 s 5 121 %
8- & ~ 104 8
— 1 8 1 %
i — 8- %
g = ] ¢
- % = 07 2
4+ 2 - ] 9
1 '.‘:" 4
] 2]
oO+—7—7TT T T T T O.................
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30 0,35 0,40 0,45 0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30 0,35 0,40 0,45
-1
h (A)

h (A7)
Figura 6.10 — Curvas normalizadas de intensidade de espalhamento da hemoglobina de
Crotalus durissus terrificus na concentracao de 10mg/ml, sem extrapolacao, em (a) pH 7,0 e
(b) pH 8,0.
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Figura 6.11 - Graficos de Guinier das hemoglobinas de Crotalus durissus terrificus na
concentracao de 10mg/ml, sem extrapolacédo, em (a) pH 7,0 e (b) pH 8,0.
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(a) Grafico de Porod (b) Grafico de Porod
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Figura 6.12 - Graficos de Porod das hemoglobinas de Crotalus durissus terrificus, na

concentracdo 10mg/ml, sem extrapolacao, em (a) pH 7,0 e (b) pH 8,0.

(a) Funcao distribuicao de distancias (b) Funcao distribuicao de distancias
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Figura 6.13 - Funcao distribuicdo de distancias da hemoglobina de Crotalus durissus

terrificus, concentracdo 10mg/ml, obtidas das curvas de intensidade nao extrapoladas. (a)
pH7,0 e (b) pHS,0.
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6.3.2 - Liophis miliaris

A hemoglobina de Liophis miliaris em pH 7,0 também foi analisada
pelos mesmos métodos e condicoes descritos para a hemoglobina de Crotalus
durissus terrificus. Primeiramente, serdo mostrados os resultados obtidos
através de extrapolacdao a concentracado zero das curvas de intensidade das
varias concentracoes e depois, os resultados das medidas feitas em uma
Unica concentracao.

As curvas normalizadas de intensidade de espalhamento da proteina
e nas diferentes concentracoes (20mg/ml, 25mg/ml, 30mg/ml e 35mg/ml),
podem ser vistas na figura 6.14. A partir destas curvas, foi feita uma
extrapolacao a concentracao zero, conforme apresentado na figura 6.15. Um
grafico de Guinier foi construido (figura 6.16) para calculo do raio de giro. Os
efeitos das flutuacoes de densidade eletronica dentro da macromolécula
foram eliminados subtraindo-se a constante de Porod, calculada do grafico
de Porod mostrado da figura 6.17.

Através do programa ITP, foram eliminados os efeitos do perfil do
feixe devido ao sistema de colimacao e calculada a funcao distribuicdo de

distancia, mostrada na figura 6.18.
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Intensidade de espalhamento

60 4 Hemoglobina de Liophis miliaris - pH 7,0
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0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30 0,35 0,40
h (A

Figura 6.14 - Curvas de intensidade de espalhamento normalizadas das diferentes

concentracdes da hemoglobina de Liophis miliaris em pH 7,0.

Intensidade de espalhamento
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Figura 6.15 — Curva de intensidade de espalhamento extrapolada a concentracao zero da

hemoglobina de Liophis miliaris em pH 7,0.
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Grafico de Guinier

Hemoglobina de Liophis miliaris - pH 7,0
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R,=(24,37-0,7) A

4254 F——FF &+ 1
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n® (A% (x107)

2

Figura 6.16 — Grafico de Guinier da hemoglobina de Liophis miliaris da curva extrapolada a

concentracao zero, em pH 7,0.

Grafico de Porod
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150 7.0

| pH7, -
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8
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Figura 6.17 — Grafico de Porod da hemoglobina de Liophis miliaris da curva extrapolada a

concentracao zero, em pH 7,0.
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Funcao de distribuicao de distancia p(r)
600

Hemoglobina de Liophis miliaris - pH 7,0

500

[¢]

)
o %00

0 10 20 30 40 50 60 70

r (A)

Figura 6.18 - Funcao distribuicdo de distancias da hemoglobina de Liophis miliaris obtida

da curva de intensidade extrapolada em pH7,0.

Em uma Unica concentracao de 10mg/ml, a hemoglobina de Liophis
miliaris em pH 7,0 foi analisada seguindo os mesmos critérios da
hemoglobina de Crotalus durissus terrificus. O grafico de intensidade foi
determinado e pode ser visto na figura 6.19, do qual foi calculado o raio de
giro da regiao de Guinier a partir do grafico da figura 6.20. Ainda, a
constante de Porod foi obtida de acordo com a figura 6.21, para eliminacao

do background. A funcao p(r) foi calculada pelo programa ITP (figura 6.22).
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Intensidade de espalhamento

30 Hemoglobina de Liophis miliaris - pH 7,0
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<ro 254 % Curva nao extrapolada a
— i .'. concentragao zero
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h (A

Figura 6.19 — Curva normalizada de intensidade de espalhamento hemoglobina de Liophis
miliaris em pH 7,0 na concentracdo de 10mg/ml.

Grafico de Guinier
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5,20 T T T T T T T T T T T
0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5
n’ (A% (x107)
Figura 6.20 - Grafico de Guinier da hemoglobina de Liophis miliaris em pH 7,0 na
concentracao de 10mg/ml.
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Grafico de Porod
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i Hemoglobina de Liophis miliaris
pH 7,0
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o
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Figura 6.21 - Grafico de Porod da hemoglobina de Liophis miliaris em pH 7,0 na

concentracdo 10mg/ml.

Funcao de distribuicao de distancia p(r)
600

Hemoglobina de Liophis miliaris - pH 7,0

500 5000000
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Figura 6.22 - Funcéao distribuicdo de distancias da hemoglobina de Liophis em pH7,0 na

concentracao 10mg/ml.
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A hemoglobina de Liophis miliaris em pH 8,0 foi estudada apenas em
uma uUnica concentracdo de 12mg/ml, para depois serem feitas as
comparacoes com os resultados dos outros valores de pH.

Seguindo os passos anteriores, na figura 6.23 vé-se o grafico de
intensidade de espalhamento obtido para a concentragcdo mencionada, do
qual foi calculado o raio de giro pelo grafico da figura 6.24. Depois de
eliminado os efeitos do background (figura 6.25), foi determinada a funcao

p(r), figura 6.26.

Intensidade de espalhamento

18]« Hemoglobina de Liophis miliaris - pH 8,0

(u.a.) x 10°

Jy(h)

1 3
4 “

2 \

— 1 +r 1 +r r1 - 1 - 1T 1T T 1T T T

0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30 0,35 0,40 0,45
h (A"

el

Figura 6.23 — Curva normalizada da intensidade de espalhamento da hemoglobina de

Liophis miliaris em pH 8,0 na concentracdo de 12mg/ml.
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Grafico de Guinier
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Figura 6.24 - Grafico de Guinier da hemoglobina de Liophis miliaris em pH 8,0 na

concentracao de 12mg/ml.

Grafico de Porod
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Figura 6.25 - Grafico de Porod da hemoglobina de Liophis miliaris em pH 8,0 na

concentracao 12mg/ml.
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Funcao de distribuicao de distancia

600
Hemoglobina de Liophis miliaris - pH 8,0
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Figura 6.26 - Funcao distribuicdo de distancias da hemoglobina de Liophis miliaris em

pHS8,0 na concentracao 12mg/ml.

6.3.3 - Boa constrictor constrictor

As hemoglobinas de Boa constrictor constrictor foram estudadas em
pH 7,0 e pH 8,0 na concentracao 12mg/ml sem extrapolacao a concentracao
zero. As curvas de intensidade podem ser vistas na figura 6.27, em seus
respectivos valores de pH 7,0 e 8,0, de onde foram calculados os raios de
giro da regiao de Guinier, mostrados na figura 6.28. A partir das curvas de
intensidade corrigidas pela constante de Porod, calculada e mostrada na
figura 6.29, foram eliminados os efeitos do sistema de colimacao e
determinadas as funcoes distribuicao de distancias p(r), com auxilio do

programa ITP (ver figura 6.30).
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(a) Intensidade de espalhamento (b) Intensidade de espalhamento
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Figura 6.27 — Curva normalizada da intensidade de espalhamento da hemoglobina de Boa
constrictor constrictor na concentracado de 12mg/ml (a) em pH 7,0 e (b) em pH 8,0.
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Figura 6.28 - Graficos de Guinier da hemoglobina de Boa constrictor constrictor na
concentracdo de 12mg/ml (a) em pH 7,0 e (b) em pH 8,0.
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(a) Grafico de Porod (b) Grafico de Porod
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Figura 6.29 - Grafico de Porod da hemoglobina de Boa constrictor constrictor na

concentracdo 12mg/ml (a) em pH 7,0 e (b) em pH 8,0.

(a) Funcao distribuicao de distancia
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Figura 6.30 -

(b) Funcao distribuicao de distancia
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Funcao distribuicdo de distancias da hemoglobina de Boa constrictor

constrictor na concentracdo 12mg/ml (a) em pH 7,0 e (b) em pH8,0.
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A tabela 6.1 reuine os valores de raio de giro e maxima dimensao das

hemoglobinas de serpentes determinados pelos diferentes métodos.

. . Crotalus Boa
Liophis . .
Humana eye o durissus | constrictor
miliaris . pe .
terrtftcus constrictor
pH pH pH pH pH pH
70 | 80 | 70 | 80 | 70 | 8,0 |PH7O|PHSO
b Guinier i ) 24,3 i 24,6 | 24,5 i )
& +0,7 +0,7 | +0,7
Og %
! 24,2 23,7 23,8
ol = p(r) - - : _ _
'Eo b +0,7 +0,7 | +0,7
[}
=) "30 Guinier 22,9 22,9 24,8 24,9 24,4 24,8 24,6 24,7
Sls ¢ +0,6 | +0,6 | 20,7 | +0,7 | +0,7 | +0,7 | +0,7 | +0,7
® |25
‘Dg (1) 23,2 | 22,9 | 24,1 | 24,2 | 23,6 | 23,8 | 23,8 | 23,9
S P +0,7 | 0,6 | +0,7 | +0,7 | 0,7 | +0,7 | +0,7 | 0,7
o
g L Extrapolacao - - 6312 - 63+2 | 63+2 - -
= p—
05 gs
= g confe‘:f;@o - - | 63+2 | 652 | 632 | 632 | 632 | 63+2

Tabela 6.1 — Valores de raio de giro e maxima dimensao das hemoglobinas de serpentes e
humana.

6. 4 - Hemoglobina de Hoplosternum littorale

A hemoglobina de H. littorale em pH 9,0 foi estudada na forma
oxigenada e desoxigenada, de onde, a partir das funcoes de distribuicao de
distancias, foram propostos modelos por meio de técnicas de modelagem.

Na sequiéncia sao apresentados os resultados obtidos nas condicoes
citadas, em que, na figura 6.31 aparecem a curvas de intensidade nas
formas oxigenada e desoxigenada. Os graficos de Guinier sao mostrados na

figura 6.32, dos quais foram calculados os raios de giro.
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Depois de subtraida a constante de Porod (figura 6.33) foram

eliminados os efeitos do perfil do feixe e calculadas as funcoes distribuicao
de distancias (figura 6.34).

(a) Intensidade de espalhamento (b) Intensidade de espalhamento
100—_ o Hemoglobina de H. littorale 24'_ 2 Hemoglobina de H. littorale
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1
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h (A7)
Figura 6.31 — Curva normalizada da intensidade de espalhamento da hemoglobina de H.
littorale nas formas: (a) oxigenada; (b) desoxigenada.
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Figura 6.32 — Graficos de Guinier da hemoglobina de H. littorale nas formas: (a) oxigenada e

h’ (A®) (x107)

(b) desoxigenada
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(a) Grafico de Porod (b) Grafico de Porod
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Figura 6.33 — Graficos de Porod da hemoglobina de H. littorale nas formas: (a) oxigenada e

(b) desoxigenada

(a) Funcao distribuicao de distancias (b) Funcao distribuicao de distancias
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Figura 6.34 — Funcao distribuicao de distancias da hemoglobina de H. littorale nas formas:

(a) oxigenada e (b) desoxigenada
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Os raios de giro e maximas dimensoes da hemoglobina de H. littorale

nas formas oxigenada e desoxigenada sao apresentados na tabela 6.2.

Raio de giro (A) Maxima
H. Littorale dimensio (A)
Guinier p(r)
Oxigenada 24,610,7 23,3+0,7 62+2
Desoxigenada | 24,9:0,7 23,8+0,7 632

Tabela 6.2 — Valores de raios de giro e maximas dimensodes da hemoglobina de H. littorale

obtidos por SAXS para as formas oxi e desoxi.

6.5 - Purina Nucleosideo Fosforilase — PNP

A purina nucleosideo fosforilase foi estudada em pH fisiolégico por
SAXS com o intuito de se obter informacdes da estrutura quaternaria em
solucao comparada com os dados da estrutura cristalografica.

As funcoes distribuicao de distancias dos dados de SAXS, serao
entdo, comparadas com as funcoes p(r) calculadas dos dados cristalograficos
e do modelo construido por docking de proteina para a forma dimérica.

A PNP foi medida em uma unica concentracao (12mg/ml) de onde se
obteve a curva de intensidade mostrada na figura 6.35 e a partir do grafico
de Guinier, da figura 6.36, foi calculado o raio de giro. Depois da eliminacao
do background, auxiliado pelo grafico de Porod da figura 6.37, a curva de
intensidade foi corrigida devido aos efeitos da colimacao, através do

programa ITP, de onde se obteve também a funcao p(r) ( figura 6.38).
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Intensidade de espalhamento
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Figura 6.35 — Curva normalizada da intensidade de espalhamento da purina nucleosideo

fosforilase.
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Figura 6.36 — Grafico de Guinier da purina nucleosideo fosforilase.
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Grafico de Porod
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Figura 6.37 — Grafico de Porod da purina nucleosideo fosforilase.
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Figura 6.38 — Funcéo distribuicdo de distancias da purina nucleosideo fosforilase.
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6.6 — EPSP Sintase

A EPSP sintase foi analisada em solucdo por SAXS, tanto na
presenca quanto na auséncia de fosfato, para verificacdo de mudancas
conformacionais, tendo em vista que, de acordo com a literatura, esta pode
se apresentar numa forma mais aberta ou fechada, dependendo das
condicoes do meio. Assim, a proteina foi medida numa Unica concentracao
de 12mg/ml e os graficos de intensidade de espalhamento, nas condicoes
mencionadas, podem ser encontrados na figura 6.39. Ainda, podem ser
vistos os graficos de Guinier na figura 6.40, de onde foram calculados os
raios de giro. Os graficos de Porod sao mostrados na figura 6.41 dos quais
foram obtidos os valores das constantes de Porod para eliminacdo do
background. Depois de realizadas estas correcoes preliminares, através do
programa ITP, foram eliminados os efeitos do sistema de colimacdo e
calculadas as funcoes distribuicao de distancias, mostradas na figura 6.42.

Modelos da EPSP sintase nas formas aberta e fechada, foram
construidos pelo programa MODELLER, dos quais foram calculadas as
funcodes p(r) para depois serem comparadas as funcoes p(r) experimentais.

Estes modelos e suas funcoes p(r) sdo mostrados na secao 6.8.4.
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Figura 6.39 — Curva normalizada da intensidade de espalhamento da EPSP (a) na presenca
e (b) na auséncia de fosfato.

Grafico de Guinier (b) Grafico de Guinier
5,05 5,10
EPSP na presenca de fosfato EPSP sem fosfato
5,00 5,05
= 495- =
= % 5,00
) )
o 1)
S i 2
4,951
4,851
4,90
4'80 T T T T T T T T T T T T T T T T T
05 1,0 15 2,0 25 30 35 05 1,0 15 2,0 25
2 -2 -3
h* (A% (x107)
fosfato.

3,0
n®* A% (x107)
Figura 6.40 — Graficos de Guinier da EPSP (a) na presenca de fosfato e (b) na auséncia de
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(a) Grafico de Porod (b) Grafico de Porod
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Figura 6.41 — Graficos de Porod da EPSP (a) na presenca de fosfato e (b) na auséncia de
fosfato.
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Figura 6.42 — Funcao distribuicao de distancias da EPSP (a) na presenca de fosfato e (b) na

auséncia de fosfato.
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Os valores dos raios de giro e maximas dimensodes calculados da

EPSP em solucao com e sem fosfato sdo mostrados na tabela 6.3.

Raio de giro (A) Maxima
EPSP . Y
. . dimensao (A)
Guinier p(r)
Com fosfato 22,2+0,6 22,0+0,6 61+2
Sem fosfato 23,8+0,7 24,8+0,7 72+2

Tabela 6.3 — Valores de raios de giro e maximas dimensoes da EPSP.

6.7 - Crotoxina

A crotoxina foi estudada por espalhamento de raios X a baixos
angulos com a finalidade de se encontrar um modelo tedrico através de
docking de proteinas utilizando para isso os programas MODELLER e
GRAMM. O complexo crotoxina foi medido em pH 3,5 e em concentracao
10mg/ml. A curva de intensidade é mostrada na figura 6.43, assim como o
grafico de Guinier, pela figura 6.44. Ainda, pode ser encontrado na figura

6.45, o grafico de Porod e posteriormente, a funcao p(r), na figura 6.46.
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Figura 6.43 — Curva normalizada da intensidade de espalhamento da Crotoxina.
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Grafico de Porod
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Figura 6.45 — Grafico de Porod da Crotoxina.
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Figura 6.46 — Funcao distribuicao de distancias da Crotoxina.
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6.8 - Modelos teédricos

Para a maioria das proteinas estudadas neste trabalho, foram
propostos modelos construidos ou por modelagem ou por docking de
proteinas. Na seqUiéncia sao apresentados os modelos e suas respectivas
funcoes distribuicdo de distancias para posterior comparacao com o0s
resultados encontrados das medidas de SAXS. Maiores detalhes sobre os

modelos sdao apresentados na parte III da discussao.

6.8.1 - Liophis miliaris

O modelo da hemoglobina de Liophis miliaris foi construido por
modelagem, conforme procedimento descrito na parte de materiais e
métodos deste trabalho. Foi utilizado como referéncia para a construcao do
modelo, as coordenadas da hemoglobina humana depositada no PDB de
codigo 1BAB. O modelo e sua funcao distribuicao de distancias podem ser
vistos na figura 6.47.

Na tabela 6.5 estdo relacionados os valores de raios de giro,

maximas dimensoes e coeficientes de correlacdo para comparacao.
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Hemoglobina de liophis miliaris
500

Figura 6.47 - Modelo da hemoglobina de Liophis miliaris construido pelo programa
MODELLER com sua respectiva funcao p(r).

. . . Maxima Coeficiente
Hemoglobina |Raio de giro di =
de Liophis (A) tmensao oe
(A) correlacao
Experimental 24,2 63
0,9976
Modelo 23,5 63

Tabela 6.5 - Valores de raios de giro, maximas dimensoes e coeficientes de correlacao entre

as funcodes p(r) experimental e tedrica, da hemoglobina de L. miliaris e modelo.

6.8.2 - H. littorale

O modelo da hemoglobina de H.

littorale foi
modelagem,

construido por
tanto para a forma oxigenada quanto para a forma

desoxigenada, pelo programa MODELLER. Nos dois casos, foi usado como

referéncia a estrutura da hemoglobina humana de codigo no PDB 1HHO. As

funcoes distribuicao de distancias dos modelos e os modelos sdao mostrados
na figura 6.48.
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Os raios de giro dos modelos das hemoglobinas nas formas oxi e
desoxi e os coeficientes de correlacao entre as funcoes p(r) experimental e

teorica, sao apresentados na tabela 6.6.

(a)
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200+

100 +

0 10 20 30 40 50 60
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400 -

300 A

p(r)

200 A

100 A

O T T T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60
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Figura 6.48 - Modelos das hemoglobinas de H. littorale construido pelo programa

MODELLER com sua respectiva funcao p(r) nas formas (a) oxigenada e (b) desoxigenada.
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Hemoglobina Raio de dllarz}e{:z:o Coefilc;ente
de H. littorale giro (A) A) correlacio
Exp. oxi 23,3 62
0,9992
Modelo oxi 23,4 65
Exp. desoxi 23,8 63
0,9964
Modelo desoxi 23,5 63

Tabela 6.6 - Raios de giro dos modelos das hemoglobinas nas formas oxi e desoxi e os
coeficientes de correlacao entre as funcoes p(r) experimental e tedrica.

6.8.3 - Purina nucleosideo fosforilase

Os modelos apresentados a seguir da PNP (figura 6.49) foram
construidos com base na estrutura cristalina da enzima, para comparacao
entre funcoes distribuicdo de distancias buscando evidéncias da forma da
proteina em solucao e em condi¢cées mais proximas as biologicas. A forma
trimérica foi obtida diretamente da estrutura do cristal da mesma PNP
humana analisada neste trabalho. A forma monomérica foi obtida do trimero
da mesma estrutura anterior. A partir deste monomero, a forma dimérica foi
construida por docking através do programa GRAMM.

A estrutura da PNP humana e o modelo dimérico foram cedidos pelo

prof. Dr. Walter Filgueira de Azevedo Jr.
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Figura 6.49 - Modelos da purina nucleosideo fosforilase nas formas: (a) monomeérica; (b)

dimérica e (c) trimérica e suas respectivas funcao p(r).
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6.8.4 - EPSP Sintase

O modelo da EPSP Sintase na forma fechada, com ligante, foi

construido pelo programa MODELLER com base na estrutura depositada no

PDB com o coédigo 1G6S, assim como o modelo na forma aberta, sem ligante,
foi baseado na estrutura de codigo 1EPS. Na figura 6.50 sao mostrados os
modelos e suas respectivas funcoes distribuicao de distancias.

Os modelo foram cedidos pelo prof. Dr. Walter Filgueira de Azevedo
Jr e maiores detalhes sao apresentados na parte III deste capitulo.
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Figura 6.50 — Modelo da EPSP e funcdes p(r) nas formas (a) fechada e (b) aberta.
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Os valores de raio de giro, maxima dimensao e coeficientes de

correlacdo, aparecem na tabela 6.7.

EPSP Raio de giro 1!/[ax1m?. CEEEETE
. ] dimensao de
sintase (A) A =
(A) correlacao
Experimental
com fosfato 22,0 61
0,9954
Modelo fechado 21,2 62
Experimental 24,8 7o
sem fosfato
0,9653
Modelo aberto 24,2 72

Tabela 6.7 - Raios de giro experimentais e dos modelos da EPSP com e sem fosfato e os

respectivos coeficientes de correlacdo entre as funcées p(r) experimental e teérica.

6.8.5 — Crotoxina

Modelos de Crotoxina foram gerados por docking de proteinas e dos
varios obtidos foi selecionado apenas um, ou seja, o de maior correlacao com
os dados experimentais. Estes dados foram obtidos da proteina em solucao
em pH 3,5 por Espalhamento de Raios X a Baixos Angulos. Na figura 6.51 é
apresentado o modelo selecionado e funcao p(r) calculada pelo programa

MULTIBODY.
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Figura 6.51 — Modelo da crotoxina e sua respectiva funcao p(r).
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7 - Discussao

7.1 - Introducao

O espalhamento de raios X a baixos angulos foi utilizado neste
trabalho para estudar proteinas em solucdao visando obter informacoes
referentes as estruturas terciaria e quaternaria e verificar a ocorréncia de
mudancas na conformacao das proteinas induzidas pelo meio. De posse de
outros dados, foi possivel, propor modelos tedricos para a maioria das
proteinas estudadas através de programas computacionais apropriados.

O emprego de técnicas de modelagem ja vem sendo largamente
usado no estudo estrutural de proteinas, principalmente associado a
cristalografia. Neste trabalho, a modelagem foi utilizada junto a técnica de
SAXS de onde se pdde selecionar modelos através da comparacado entre
funcoes distribuicao de distancias e pelo calculo dos coeficientes de
correlacao entre elas.

A discussao dos resultados sera dividida em trés partes: numa
primeira, sera discutido o método de aplicacao da técnica de SAXS em
situacoes de escassez de material para analise; posteriormente, serao
discutidos os resultados comparando-os com dados da literatura sobre as
proteinas em questao; por ultimo, a discussao enfocara os modelos e os

métodos empregados para obté-los.
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Parte 1

7.2 - Estudo por SAXS sem o uso de extrapolacao a concentracao zero

A teoria de SAXS foi desenvolvida para sistemas compostos de uma
Unica particula sob a incidéncia de radiacdo monocromatica. Estas
condicoes nao podem ser alcancadas em laboratorio e varias dificuldades
surgem durante a coleta e a analise dos dados. Na pratica, € empregada uma
solucao monodispersa de proteina e interferéncias interparticulas ocorrem
devido aos efeitos de concentracdo. Tradicionalmente, para eliminar tais
efeitos, uma série de medidas, em varias concentracoes diferentes, é
realizada e a partir destas € feito uma extrapolacao das curvas de
intensidades. A intensidade resultante da extrapolacdo para concentracao
zero € considerada como se originada do espalhamento de uma amostra com
diluicao infinita e, portanto, livre dos efeitos de concentracao.

Pelo método descrito, sdo necessarias grandes quantidades de
material numa analise de SAXS o que pode inviabilizar a aplicacao da
técnica. Necessita-se, na maioria das vezes, uma quantidade minima de
20mg de proteina, valor que pode ser aumentado varias vezes dependendo
da necessidade de repeticoes das medidas. As concentracdoes devem estar
entre 3mg/ml e 30mg/ml, pois, abaixo deste minimo, grandes erros
estatisticos sao produzidos. Ainda, a funcao p(r) fica fortemente afetada
pelos efeitos de concentracao e uma boa indicacao de que estes possam ser
desprezados € a nao ocorréncia de oscilacoes ou valores negativos na regiao

proxima a maxima dimensao da particula (Rescic et al, 2001).
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Um meétodo alternativo para as situacoes de escassez de material é
proposto neste trabalho, em que sao efetuadas medidas em uma uUnica
concentracdo sem extrapolacdo a concentracdao zero. A proposta é de se
medir numa concentracao mais baixa possivel para que se tenha uma menor
interferéncia interparticulas, compensando a baixa estatistica produzida
nestes casos pelo aumento do tempo de exposicao da amostra aos raios X.

E importante ter em mente a objetividade do estudo em questdo,
tendo muito bem definido quais informacoes se desejam obter dos dados de
SAXS. Nos casos em que se queira apenas constatar mudancas bruscas de
comportamento das proteinas, induzidas, ou por adicao de ligantes ou pela
alteracao das caracteristicas do meio fazendo com que grandes modificacoes
ocorram, tanto em nivel de estrutura terciaria quanto quaternaria, um
simples calculo dos raios de giro associado a outras informacoes conhecidas
da literatura seriam suficientes e, consequentemente, os efeitos de
concentracao nestes casos sdo muito menos relevante. Mesmo assim, €
importante lembrar que SAXS € uma técnica de baixa resolucao e detalhes
em nivel atémico sao impossiveis de ser obtidos.

Neste trabalho foram feitos inumeros testes com hemoglobina de
serpentes ficando constatado que concentracoes de proteinas em torno de
10mg/ml a 12mg/ml produzem resultados muito semelhantes aqueles
obtidos pelo método de extrapolacdo a concentracdo zero, observando-se

apenas pequenas diferencas na forma das funcgoes p(r).
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Para que se possa comparar os dois métodos, foram analisadas
hemoglobinas de Crotalus durissus terrificus e Liophis nas condicoes ja
mencionadas de onde foram verificadas apenas pequenas diferencas nos
raios de giro, tanto pela regido de Guinier quanto pela p(r) e maximas
dimensoes das particulas idénticas (ver tabela 6.1).

Para a hemoglobina de Crotalus durissus terrificus em pH 7,0, em
uma Unica concentracao, foi calculado um raio de giro de Guinier de 24 4A,
muito proximo do valor encontrado para o mesmo pH da curva extrapolada,
de 24,6A. Em calculos mais precisos, ou seja, nos raios de giro determinados
pela p(r), os valores foram de 23,6A e 23,7A, obtidos de uma Ttnica
concentracdo e por extrapolacdao, respectivamente. Para a mesma
hemoglobina em pH 8,0, os valores de raio de giro de Guinier, em uma Unica
concentracao e por extrapolacao, foram, respectivamente, 24 8A e 24,5A; e
23,8A pela p(r) nos dois métodos. Estes dados mostram que ambos os
métodos produzem resultados compativeis, pois os valores dos raios de giro
diferem dentro dos erros experimentais. Na figura 7.1 sao apresentadas as
funcoes distribuicao de distancias determinadas pelos dois métodos.

Os valores dos raios de giro da hemoglobina de Liophis em pH 7,0,
também podem ser encontrados na tabela 6.1. O raio de giro de Guinier
calculado de uma tinica concentracdo é de 24,8A, que concorda com o valor
obtido por extrapolacdo de 24,3A. Ja, os valores determinados pela p(r),
foram, 24,1A, com uma tnica concentracao, e 24 2A, por extrapolacao,

também com maximas dimensoes iguais a 63 A em ambos os casos.
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Na figura 7.1 as funcodes p(r) da hemoglobina de Liophis obtidas
pelos diferentes métodos sao comparadas, assim como, na figura 7.2, a
comparacao € feita entre as hemoglobinas de Crotalus durissus terrificus.
Desta comparacao, pode ser notada minima diferenca entre as curvas.
Ainda, nenhuma oscilacdo na regiao de maiores distancias & observada,
mostrando que os efeitos de concentracao podem ser desprezados.

Deve ficar entendido que a discussao aqui nao se trata da
substituicdo do método tradicional de estudos de proteinas por SAXS, mas
de um meétodo alternativo que produz resultados satisfatérios nas ocasioes
de escassez de material para analise e que pode, também, ser utilizado para
analise estrutural preliminar de um grande numero de proteinas como

aquelas identificadas em projetos genomas.
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Figura 7.1 — Funcoes p(r) da hemoglobina de Liophis em pH 7,0 obtidas pelos métodos de

Unica concentracdo e por extrapolacao.
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Figura 7.2 — Funcoes p(r) da hemoglobina de Crotalus durissus terrificus em pH 7,0 e pH 8,0

obtidas pelos métodos de Ginica concentracao e por extrapolacao.
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Parte II

7.3 - Hemoglobinas de serpentes

De acordo com a literatura (Matsuura et al, 1987; Matsuura et al,
1989; Focesi et al, 1987), foi proposto um mecanismo de associacao dimero-
tetramero para a hemoglobina de Liophis miliaris ao qual os autores
atribuem a uma adaptacao desses animais no processo evolutivo. Foi
sugerido que a hemoglobina da serpente, em estado de dorméncia quando o
pH do sangue é aumentado, adotaria a forma dimérica que atuaria como
transportadora e armazenadora de Oz, como ocorre com a mioglobina. Ja,
em situacoes de estresse ou alta atividade, ha uma diminuicdo do pH
promovendo a tetramerizacao induzida pelo ATP, resultando na liberacao de
oxigénio. A figura 7.3 mostra o modelo sugerido para o transporte de O2 pela

hemoglobina de serpente, in vivo (Bonafe et al, 1999).
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Figura 7.3 - Modelo sugerido para o transporte de O» pela hemoglobina de serpente, in vivo.
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Hemoglobinas de varias espécies de serpentes, como Crotalus
durissus terrificus, Boa constrictor constrictor e Liophis miliaris, foram
estudadas neste trabalho com a finalidade de se buscar evidéncias da
existéncia desses mecanismos de associacao.

A hemoglobina humana foi usada como referéncia durante as
comparacoes de resultados, por isso, apesar de bem conhecida, ela foi
analisada em solucao por SAXS nos valores de pH 7,0 e 8,0, de onde foram
calculados os raios de giros e as funcoes distribuicao de distancias p(r). Os
resultados foram comparados posteriormente aos mesmos parametros
determinados das coordenadas atomicas da hemoglobina humana nas
formas dimérica e tetramérica depositadas no PDB sob codigo 1HHO. Os
raios de giro calculados pela funcao p(r) da hemoglobina humana em pH 7,0
e 8,0, sdo 23,2 A e 22,9 A. Esses resultados séo compativeis com o valor
determinado pela funcado p(r), calculada pelo programa computacional
MULTIBODY, dos dados cristalograficos na forma tetramérica, de 23,0 A,
sendo que para a forma dimérica o valor do raio de giro é de 17,0 A. Ainda,
as maximas dimensoes das particulas dos dados experimentais tiveram um
mesmo valor de 63 A, idénticos ao valor da hemoglobina humana
tetramérica do cristal; o valor para o dimero é de 51 A. Também se observa
uma similaridade muito grande nas formas das curvas, conforme se nota na
figura 7.4, onde as funcoes p(r) experimentais e as obtidas dos dados do PDB

foram sobrepostas para facilitar a comparacdo. Como esperado, os
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resultados sugerem que as hemoglobinas no pH 7,0 e 8,0, assumem a forma

tetrameérica.
600
O exper.ph7,0- RG= 23,2 A
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Figura 7.4 — Funcdes distribuicao de distancias das hemoglobinas humanas experimentais
nos valores de pH 7,0 e 8,0, e obtidas dos dados cristalograficos (codigo PDB 1HHO),

indicando os respectivos valores de raios de giro.

Este processo foi repetido para as hemoglobinas de serpentes, de
onde também se desejou determinar o tipo de estrutura adotada pelas
proteinas em solucao nos valores de pH 7,0 e 8,0.

Os valores dos raios de giro da hemoglobina de Crotalus durissus
terrificus em pH 7,0 e pH 8,0 sao 23,6 A e 23,8 A, respectivamente, e as

maximas dimensoes sao de 63 A nas duas condicoes. Para a hemoglobina de
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Liophis miliaris, os raios de giro sdo 24,1 A e 24,2 A, nos valores de pH 7,0 e
8,0, respectivamente, observando-se um pequeno aumento na maxima
dimensédo, de 63 A para 65 A, quando o pH muda de 7,0 para 8,0. A
hemoglobina de Boa constrictor constrictor com raio de giro 23,8 A em pH 7,0
e 23,9 A em pH 8,0, mantém invariavel a maxima dimensao de 63 A (ver
tabela 6.1). Estes valores de raios de giro estdo muito proximos daqueles
obtidos da hemoglobina humana de 23,2 A e 22,9 A nos valores de pH 7,0 e
8,0, respectivamente, que também concordam com o valor de raio de giro de
23,0 A calculado das coordenadas depositadas no PDB da hemoglobina
humana na forma tetramérica. As maximas dimensdes, em todas as
situacoes, tém valores ao redor de 63 A.

Em todas as situacoes os valores de raio de giro e maxima dimensao
ficaram muito proximos dos valores calculados para os mesmos parametros
da hemoglobina humana tetramérica. As funcdes p(r) das varias
hemoglobinas de serpentes, mostradas na figura 7.5, também nao
apresentam diferencas consideraveis e sao todas semelhantes a p(r) da
hemoglobina humana tetrameérica obtida pelos dados cristalograficos. Isto
sugere que as hemoglobinas de serpentes assumem a forma de tetramero
independentemente da condicao de medida, nao sendo verificado o
mecanismo de transicdo dimero-tetramero observado por Matsuura

(Matsuura et al, 1987) para a hemoglobina de Liophis miliaris.
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Figura 7.5 - Comparacao entre as funcoes p(r) das hemoglobinas de serpentes com a
funcao p(r) calculada dos dados do PDB cédigo 1HHO da hemoglobina humana nas formas

dimérica e tetrameérica.

7.4 - Purina nucleosideo fosforilase

A PNP é uma enzima presente num dos caminhos intermediarios
das rotas de recuperacao de bases purinas para a sintese de nucleotideos. A
deficiéncia desta enzima causa sérios problemas de ordem imunologica

afetando a proliferacao dos linfocitos T (raramente afeta os linfoécitos B).
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Ha um grande interesse na determinacao de inibidores especificos
de PNP para aplicacoes clinicas como no tratamento de doencas autoimunes,
artrites, leucemias, e ainda como agentes imunossupressores, em caso de
rejeicao nos transplantes de 6rgaos.

As estruturas tridimensionais da PNP de varias fontes foram
resolvidas e depositadas, incluindo a PNP de eritrocitos humano (cédigo PDB
1ULA e 1ULB) que se apresenta no estado cristalino como um trimero, muito
embora, uma forma dimérica ja tenha sido proposta anteriormente para a
enzima humana (Lewis e Lowy, 1979). Ha, entretanto, necessidade de se
compreender o comportamento da enzima em solucao, seja na busca de
evidéncias da existéncia de uma mistura de equilibrio de diferentes
subunidades, ou, na confirmacdo de que a mesma estrutura quaternaria em
solucao é conservada no estado cristalino, uma vez que, nas condicoes de
cristalizacdo, o pH baixo pode gerar diferencas na configuracao espacial dos
subdominios da macromolécula quando comparado com a estrutura em pH
fisiologico. Assim, conhecer com precisdo as caracteristicas da enzima em
solucao € de extrema importancia para o desenvolvimento de inibidores.

Neste trabalho, a PNP humana foi estudada em solucdo e no pH
fisiologico por espalhamento de raios X a baixos angulos para se obter
informacoes sobre a estrutura quaternaria, comparando-a com a estrutura

cristalina. A estrutura da PNP! foi resolvida a 2,3A de resolucdo cujas

1 A estrutura da PNP humana foi novamente resolvida a mais alta resolucdo de 2,3A pelo
grupo do prof. Walter Filgueira de Azevedo Jr, colaborador deste trabalho, e depositada no
PDB com o cédigo 1M73.
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coordenadas atomicas, depositadas no PDB com o cédigo 1M73, foram
usadas nas comparacoes.

A estrutura cristalina da enzima apresenta forma trimérica e um
modelo da forma dimeérica foi construido por docking através do programa
GRAMM; maiores detalhes do modelo serao mostrados na parte III deste
capitulo. O monomero foi gerado de uma das unidades do trimero. De posse
das coordenadas tridimensionais do cristal (monémero e trimero) e do
modelo (dimero), foram calculadas as funcoes p(r), através do programa
MULTIBODY, das quais também foram determinados os raios de giro e
maximas dimensoes.

A analise por SAXS da PNP em solucao no pH 7,1 determinou um
raio de giro de Guinier de 29,6 A e pela p(r) de 29,4 A, indicando
compatibilidade dos resultados, e a maxima dimenséo observada é de 80 A.
Estes resultados concordam  com os valores calculados dos dados
cristalograficos do trimero que apresentou um valor 28,7 A para o raio de
giro e 81 A para a maxima dimensdo, muito diferentes daqueles calculados
do monomero e dimero que foram, respectivamente, 18,7 Ae 23,54, para os
raios de giro, e 55 A e 72 A, para as maximas dimensées (ver tabela 7.1).
Ainda, a comparacao entre a funcao p(r) experimental da PNP em solucéao
com as funcoes p(r) dos dados cristalograficos, mostra um maior coeficiente
de correlacao para a forma trimérica do que para as outras formas,
indicando que a estrutura quaternaria do cristal é preservada em solucao

(ver figura 7.6).
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Outra observacao importante, € em relacdo ao grafico de Guinier.

Este grafico, com uma unica regiao linear, indica uniformidade de tamanhos

das particulas na solucado. O grafico da figura 6.36, apresenta uma unica

fase, indicando auséncia de mistura de particulas com tamanhos distintos.

600

500 -

o solucdo pH7,1-R,=29,4A
— trimero (cristal) - R, = 28,7 A
—— dimero (modelo) - R, = 23,5 A
—— monomero (cristal) - R, = 18,7 A

Figura 7.6 — Comparacao entre a funcao p(r) experimental com as funcdes p(r) obtidas dos

dados cristalograficos e modelo.
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7.5 - 5-Enolpiruvilchiquimato-3-Fosfato Sintase (EPSP Sintase)

S-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase (EPSP sintase), enzima
presente na sexta reacao da via metabdlica do acido chiquimico, por ser
essencial para a sintese de aminoacidos aromaticos de vegetais e
microrganismos e ausentes nos mamiferos, tem sido objeto de grande
interesse devido ao potencial que apresenta para o desenvolvimento de
farmacos de acao antimicrobiana. Dessa forma, a descoberta de inibidores
eficientes dessa enzima pode ser de grande ajuda no tratamento de doencas,
principalmente da tuberculose, que atualmente vem despertando grande
preocupacao mundial com o crescente aumento de casos de pacientes com
multi-resisténcia as drogas (isoniazida e rifampicina).

Um potente inibidor de EPSP sintase € o glifosato, usado no
controle de ervas daninhas que, recentemente, tem-se mostrado eficiente
também em inibir o desenvolvimento de alguns parasitas (Roberts et al,
1998). Estudos mostram que a perda de atividade da enzima esta
diretamente relacionada com sua conformacao, passando de um estado mais
aberto a um estado mais fechado, na auséncia e presenca, respectivamente,
do inibidor (Shuttleworth et al, 1999; Schénbrunn et al, 2001).

Neste trabalho, foi investigada EPSP Sintase em solucdo e em pH
proximo ao fisiolégico na presenca e auséncia de fosfato, onde se buscou
verificar a existéncia da transicao do estado aberto para o estado fechado da

enzima.
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Através da técnica de espalhamento de raios X a baixos angulos,
foram determinados os valores de raio de giro e maxima dimensao da EPSP
sintase de Mycobacterium tuberculosis e calculadas as funcoes distribuicao
de distancias. Na presenca do fosfato o raio de giro calculado da regiao de
Guinier foi 22,2 A, valor menor daquele calculado da enzima sem o fosfato,
de 23,8 A. Valores mais precisos, obtidos das funcées p(r), também
mostraram essa diferenca, sendo 22,0 A na presenca de fosfato e 24,8 A, na
auséncia. Ainda, da analise das funcodes p(r) nas duas condicoes, observa-se
que a maxima dimensdo também é alterada, passando de 72A para 61A,
com adicao de fosfato. Esses dados sao apresentados nas tabela 6.3.

Paralelo a analise por SAXS foram construidos modelos da EPSP
presente na bactéria da tuberculose, dos quais foram calculadas as funcoes
p(r) nos dois estados, aberto e fechado. O valor do raio de giro do modelo
fechado, de 21,2A, é compativel com o raio de giro da enzima com o fosfato,
de 22,0A. Da mesma forma, o raio de giro do modelo aberto, de 24 2A, é
também, comparavel ao raio de giro da EPSP sem fosfato, de 24,8A. Essa
identidade também se conserva nas maximas dimensoes, que para o estado
fechado foi de 62A e para o estado aberto, 72A. Ainda, foi observado uma
alta correlacao entre a p(r) do modelo fechado com a p(r) experimental da
enzima com fosfato, conforme tabela 6.6. Por outro lado, apesar da grande
similaridade dos valores de raio de giro e maxima dimensado, do modelo
aberto e da EPSP sem fosfato, as funcoes p(r) ndao demonstraram um bom

ajuste, indicando que o modelo deve ser revisado.
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Para facilitar a comparacao entre as funcodes p(r) dos modelos e
experimentais nas duas condicoes, foi construido um grafico onde estas
funcoes foram sobrepostas, mostradas na figura 7.7.

Esses resultados sugerem que a simples presenca do fosfato é
suficiente para induzir a transicao de um estado aberto para um estado
fechado, discordando dos relatos da literatura de onde se justifica a
necessidade da presenca de S3P junto com glifosato, ou apenas do S3P, para
que ocorra essa transicao (Shuttleworth et al, 1999; Schénbrunn et al,

2001).
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o Experimentall (com fosfato) - R, = 22,0 A

] 4 Experimental2 (sem fosfato) - R, = 24,8 A
Modelo fechado - R, =21,2 A

—— Modelo aberto - R, =24,2 A

500

Tampao 1:
50mM NaH_PO,
50mM KH,PO,
pH 6,8

Tampao?2:
50mM Tris-HCL
pH 7,6

Figura 7.7 — Comparacao entre as funcoes p(r) da EPSP, com e sem fosfato, com a funcao

p(r) calculada dos dados dos modelos fechado e aberto.
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Parte III

7.6 - Modelos de Hemoglobinas

7.6.1 - Liophis miliaris

A hemoglobina de Liophis miliaris foi estuda por espalhamento de
raios X a baixos angulos de onde foram tiradas informacdes sobre a
estrutura quaternaria da proteina. Esses dados foram aproveitados para a
construcado de um modelo triaxial baseado na seqUiéncia primaria da
proteina utilizando o programa MODELLER, uma vez que as coordenadas da
estrutura cristalografica da hemoglobina de Liophis miliaris nao foi
depositada até o presente momento.

A partir da sequiiéncia primaria das cadeias a e  da hemoglobina, foi
feita uma busca, através do programa BLAST, de outras sequéncias de
proteinas, as quais foram posteriormente alinhadas pelo uso do programa
MultAlin. O alinhamento € mostrado na figura 7.8, onde a cor vermelha
representa os residuos idénticos entre si.

Na figura 7.8 pode ser observado que ha uma grande identidade
entre as seqliéncias, indicando que a estrutura escolhida, 1BAB, tem grande
possibilidade de servir como um bom template, tanto para a cadeia a, quanto

para a cadeia f durante a montagem do modelo.
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Figura 7.8 — Alinhamento da sequiéncia primaria da hemoglobina de Liophis miliaris com as
seqiiéncias das hemoglobinas humanas de cédigos PDB 1BAB. (a) cadeia o (48,6% de

identidade) e (b) cadeia B (67,8% de identidade).

Depois de pronto o alinhamento, foram gerados mil modelos, através
do programa MODELLER, para cada cadeia separadamente, dos quais foram
pré-selecionados dez, utilizando os critérios do proprio programa. Assim, a
partir dos melhores modelos das duas subunidades foi montado o tetramero,
através do SWISS-PDB-VIEWER, usando como template a propria estrutura
1BAB usada anteriormente como template das cadeias a e . A qualidade do
modelo foi analisada pelo diagrama de Ramachandran, obtido pelo
PROCHECK, mostrado na figura 7.9, o qual apresentou 99,6% dos residuos
nas regides permitidas, e 0,4% dos residuos nas regidoes ndo permitidas,
mostrando que o modelo esta dentro dos padroes aceitaveis.

A funcao distribuicao de distancias do modelo foi, entao, calculada

pelo programa MULTIBODY e comparada com a funcao p(r) experimental. O
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coeficiente de correlacao de 0,9976 (tabela 6.4) mostra que houve um bom

ajuste entre p(r) do modelo e p(r) experimental.

Para ilustrar esses resultados, a figura 6.47 sera reapresentada na

figura 7.10, desta vez comparando as funcgoes p(r) do modelo e experimental.

Psi (degrees)

Phi {degrees)

Figura 7.9 — Diagrama de Ramachandran obtido do modelo da Liophis miliaris.
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Figura 7.10 - Modelo da hemoglobina de Liophis miliaris construido pelo programa

MODELLER com sua respectiva funcao p(r).

7.6.2 - Hoplosternum littorale

A hemoglobina de H. littorale nas formas oxigenada e desoxigenada
foi avaliada por SAXS com o objetivo de se construir modelos, pois nao ha,
até entao, estrutura resolvida dessa proteina. Os modelos foram construidos
seguindo o mesmo processo utilizado para a construcdo do modelo da
hemoglobina de Liophis miliaris, descrito anteriormente.

Baseado na sequiéncia primaria da proteina, foi efetuada uma busca
de outras sequéncias homologas através do programa BLAST, para cada
uma das cadeias a e B da hemoglobina, e, posteriormente, foi feito o

alinhamento pelo programa MultAlin, mostrado na figura 7.11.
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Figura 7.11 - Alinhamento da seqiiéncia primaria da hemoglobina de H. littorale com as

sequéncias das hemoglobinas humanas de codigos PDB 1BAB e 1HBH. (a) cadeia a com
1BAB (oxi) (identidade 40,1%); (b) cadeia f com 1BAB (oxi) (identidade 34,2%); (c) cadeia a
com 1HBH (desoxi) (identidade 32,4%) e (d) cadeia f com 1HBH (desoxi) (identidade 56,8%).
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Pela observacao dos residuos em vermelho, percebe-se que ha
grande identidade entre as sequiéncias escolhidas, indicando que as
estruturas 1BAB e 1HBH servem como bons templates para os modelos da
hemoglobina de H. littorale nas formas oxi e desoxi, respectivamente.

Depois de feito o alinhamento, foram construidos mil modelos para
cada cadeia da hemoglobina separadamente, através do programa
MODELLER, e montados os tetrameros sobre os templates, 1BAB e 1HBH,
respectivamente, para a forma oxi e desoxi. Um diagrama de Ramachandran
(figura 7.12) foi, entao, construido para se verificar a qualidade dos modelos.

Os diagramas de Ramachandran revelaram para a forma oxigenada
da hemoglobina 0,2% de residuos nas regioes nao permitidas e para a forma
desoxigenada, nenhum residuo nestas regides, mostrando a boa qualidade
desses modelos (ver figura 6.48).

Através do programa MULTIBODY, foram calculadas as funcoes
distribuicdo de distancias dos modelos das quais foram também
determinados os raios de giro e maximas dimensodes. A comparacdo entre
estes parametros mostra que ha uma grande similaridade com os valores
obtidos experimentalmente, conforme é mostrado na tabela 6.5. Ainda, a
sobreposicao entre as funcoes p(r) dos modelos e experimentais, indicam que
ha um bom ajuste entre as curvas, reforcado pelos coeficientes de
correlacdao, que sao, 0,9992 e 0,9964, para as formas oxi e desoxi,
respectivamente. Na figura 7.13 sdo mostradas essas comparacoes entre p(r)

e apresentados os modelos.
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Figura 7.12 — Diagrama de Ramachandran obtido do modelo da hemoglobina de H. littorale

nas formas (a) oxi e (b) desoxi.
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Figura 7.13 - Comparacdo entre as funcdes p(r) experimentais e dos modelos das

hemoglobinas de H. littorale construido pelo programa MODELLER nas formas (a) oxigenada

e (b) desoxigenada.
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7.6.3 — EPSP Sintase

A EPSP sintase de Mycobacterium tuberculosis foi estudada por
espalhamento de raios X a baixos angulos devido a sua importancia e
potencial no desenvolvimento de farmacos voltados ao tratamento de
doencas causadas por microrganismos, em particular, o proprio
Mycobacterium tuberculosis, causador da tuberculose.

A técnica de SAXS foi utilizada para verificar ocorréncia de mudanca
conformacional induzida pela variacao das condicoes do meio que envolve a
enzima. Conforme mostrado anteriormente neste trabalho, uma consideravel
mudanca foi observada com a adicao de fosfato ao tampao, causando
diminuicdo da maxima dimenséao e do raio de giro. Na tentativa de se buscar
uma explicacdo para este comportamento foram gerados modelos teodricos,
baseados em técnicas de modelagem pelo programa computacional
MODELLER, a partir da estrutura conhecida da EPSP de E. coli.

Os modelos foram, entao, baseados nas estruturas de EPSP de E.
coli, codigos PDB: 1EPS, para o estado aberto (sem ligante) e 1G6S, para o
estado fechado (ligada com S3P e glifosato). E importante ressaltar que
somente os carbonos a da 1EPS foram depositados no PDB. Assim, a partir
das sequiéncias primarias das enzimas de M. tuberculosis e E. coli, foi feito o
alinhamento entre essas sequéncias e pelo programa MODELLER, foram
construidos os modelos.

De acordo com os autores, o modelo fechado apresentou 96% dos

residuos nas regioes permitidas do diagrama de Ramachandran, ja o modelo
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aberto, apresentou apenas 91% dos residuos nestas regides e os 9%
restantes nas regides nao permitidas!. Neste ultimo caso, a grande
quantidade de residuos nas regioes nao permitidas é ocasionada pelo
template usado (1EPS) ter apenas os carbonos a depositados.

De posse das coordenadas atomicas dos modelos, foram geradas as
funcoes distribuicoes de distancias pelo programa MULTIBODY, das quais
foram determinados os raios de giro e maximas dimensoes. As funcoes p(r)
experimentais e tedricas — obtidas dos modelos — foram comparadas por
sobreposicao e calculados os coeficientes de correlacdo, conforme mostrado
na figura 7.14, para o estado fechado e figura 7.15, para o estado aberto,

onde também aparecem os modelos gerados.

600
°© Exp. com fosfato - R, = 22,0 A
Modelo fechado - R, =21,2 A
500 5090,
Ooo 00
O0 Oo
400 L S
) © ° Tampio:
& ° ° 50mM NaH,PO
3004 ° N o
/ o 50mM KH,PO,
A o pH 6,8
2004 o %
°
o °,
o °
1004 [° o
A )
Oo 000
0 - T T T T T 00|
0 10 20 30 40 50 60 70
o
r (A)

Figura 7.14 — Comparacao entre as funcodes p(r) da EPSP, com e sem fosfato, com a funcao

p(r) calculada dos dados dos modelos fechado e aberto.

1Ver secao 6.8.4 pag. 104.
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Figura 7.15 - Comparacao entre as funcodes p(r) da EPSP, com e sem fosfato, com a funcéo

p(r) calculada dos dados dos modelos fechado e aberto.

Este ultimo grafico mostra que, apesar dos valores de raios de giro e
maximas dimensoes, obtidos experimentalmente e pelo modelo, serem
compativeis, o modelo deve ser melhor ajustado. Este ajuste poderia ser feito
trabalhando-se com os angulos de abertura entre os dois dominios vistos na
estrutura da enzima. Outra possibilidade seria rastrear dentro do varios
modelos gerados pelo programa MODELLER e buscar um que tenha uma
melhor correlacao. Para isso, dever-se-ia utilizar um programa de interface
entre os outros programas utilizados para a geracao das funcodes p(r) e

calculo dos coeficientes de correlacao, nao disponiveis no momento.
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7.6.4 — PNP Humana

A purina-nucleosideo-fosforilase foi analisada em solucdo por SAXS
para obtencao de informacodes de sua estrutura quaternaria, pois, apesar de
ter estrutura conhecida, € importante saber se esta estrutura € mantida em
solucao, principalmente para desenho de inibidores.

A busca de evidéncias quanto a estrutura quaternaria da enzima foi
feita através da comparacao entre as funcoes p(r) experimentais e as funcoes
p(r) de modelos. A estrutura cristalina mostra que a PNP € um trimero,
apesar de se encontrar na literatura relatos de dimero. Assim, para reforcar
os resultados encontrados neste trabalho, mesmo apoés a verificacao de alta
correlacao entre as funcodes p(r) da enzima em solucdo e cristalizada, que
sugerem a forma de trimero, foram construidos modelos simulando a forma
dimérica através do programa GRAMM.

No programa GRAMM foi utilizado com entrada as coordenadas de
uma das unidades do trimero obtido do cristal. Consequientemente, o dimero
foi montado a partir do monémero, em que, através de uma exaustiva busca
entre posicoes relativas dos monomeros, foram escolhidos pelo programa os
cem primeiros dimeros de menor energia. Assim, dos cem modelos gerados
na saida do programa, foi selecionado o de melhor correlacdo com os dados
experimentais.

O calculo do coeficiente de correlacdo mostrou que dentre os varios
modelos, o melhor foi aquele cujo coeficiente € 0,8708, conforme tabela 7.1.

Isto sugere que, de varias possibilidades de dimeros da PNP, nenhum
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apresentou a grande correspondéncia obtida pela forma trimérica do cristal
com os dados experimentais. Isto também é notado quando se observa os
valores de raios de giro e maximas dimensoes, reforcando que a forma da
enzima em solucao é mantida no cristal. Valor muito mais baixo do
coeficiente de correlacao do monomero foi encontrado (0,5910 de acordo com
a tabela 7.1), o que também indica muito pouca possibilidade da enzima
apresentar-se nessa forma.

A figura 7.16 apresenta o modelo para o dimero de melhor
correspondéncia com os dados experimentais, assim como, a sobreposicao
das funcoes p(r) experimentais e tedricas e também, os demais modelos,

para o monomero e trimero.

Raio de P
PNP iro (A) dimensao | Coeficiente
& () de
Experim~ental 29,4 30 correlacao
(solucao)
Monomero 18,7 55 0,5910
(critalografia)
Dimero
(docking) 23,5 72 0,8708
rimero 28,7 81 0,9950
(cristalografia)

Tabela 7.1 — Apresentacdo dos valores de raios de giro, maximas dimensdes e coeficientes

de correlacao calculados para a PNP humana dos dados experimentais e dos modelos.
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Figura 7.16 — Modelos da purina nucleosideo fosforilase nas formas: (a) mono; (b) di e (c)
trimérica e suas respectivas funcao p(r).
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7.6.5 — Crotoxina

O modelo do complexo crotoxina foi obtido pelos programas
MODELLER e GRAMM. Através de buscas entre posicoes relativas da
fosfolipase A e crotapotina, foram gerados cem modelos dos quais dez foram
pré-selecionados pelos critérios de minimizacdo de energia do proprio
programa.

As funcodes p(r) desses modelos foram calculadas pelo programa
MULTIBODY e comparadas com a funcao p(r) experimental. Pelo calculo do
coeficiente de correlacdao, foi entdo selecionado o modelo que apresentou
valor mais proximo da unidade. Este modelo € mostrado na figura 6.51.

Na figura 7.17 sao mostradas as funcoes distribuicao de distancias
dos dez melhores modelos sobrepostas com a p(r) experimental. Para facilitar

a analise, a tabela 7.2, reliine os coeficientes de correlacao dos dez modelos.

Modelos da Crotoxina C(:ﬁ:i(::égode
01 0,9819
02 0,9815
03 0,9975
04 0,9967
05 0,9958
06 0,9964
07 0,9978
08 0,9975
09 0,9976
10 0,9831

Tabela 7.2 — Valores dos coeficientes de correlacdo calculados entre as funcdes p(r) dos

modelos da crotoxina e dos dados experimentais.
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Figura 7.17 - Funcdes distribuicdo de distancias dos modelos dez melhores modelos da

crotoxina sobrepostos com a funcéo p(r) experimental da mesma proteina.

A comparacao feita entre as funcoes p(r) indica que o modelo 07 € o
que mais se aproxima da unidade. Por este motivo, este foi selecionado, mas,
observando a tabela 7.2, nota-se que outros modelos também tiveram
coeficientes de correlacdo muito préximos da unidade.

Estes resultados mostram-se compativeis com os obtidos por

Mascarenhas et al (1992).
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8 - Conclusoes

8.1 - Conclusoes

O presente trabalho apresentou abordagens diversificadas voltadas
a aplicacao da técnica de SAXS, em que se procurou propor solucoes de
problemas comuns a técnica, como a questdao da quantidade de material
utilizada nas medidas e, principalmente, buscou-se a integracao de SAXS
com outros métodos de analise, como no caso da associacdao do
espalhamento de raios X a baixos angulos com algumas técnicas de
modelagem e docking de proteinas. Paralelo a estas questoes, foram também
obtidas informacdoes importantes a compreensao do comportamento de
diversas proteinas em solucao.

O estudo das proteinas em solucdo resultou informacoes
importantes quanto as suas estruturas terciarias ou quaternarias o que vem
ajudar a compreender o comportamento dessas macromoléculas quando se
variam as condicoes do meio que as envolvem.

Em relacao as hemoglobinas de serpentes, mostrou-se que, em
solucao nas condicoes propostas de pH, apenas poucas mudancas ocorrem
na conformacao dessas proteinas e o mecanismo de transicao dimero-

tetramero, proposto na literatura, nao € observado.

141



Conclusoes

No estudo da PNP humana, ficou confirmada a forma trimérica da
enzima em solucao, em condicdes proximas as condicoes biologicas, a qual
também é observada na estrutura cristalina. Ainda, através da simulacao da
forma dimérica, pela utilizacao de docking de proteinas, e comparacao com
os resultados obtidos por SAXS, ficou praticamente descartada a
possibilidade da PNP humana se apresentar nessa forma; o mesmo
ocorrendo com a forma monomérica. Estes resultados sao importantes
devido a colaboracdo que podem dar para o desenho de inibidores dessa
enzima, principal motivacao desses estudos.

A EPSP sintase de M. tuberculosis, enzima alvo para o desenho de
inibidores e de grande importancia ao desenvolvimento de farmacos de acao
antimicrobiana, foi avaliada por SAXS em solucao em condicoes proximas as
biologicas mostrando-se sensivel as variacoes das condicoes do meio. Neste
caso, foi mostrado que a presenca do fosfato no tampao é suficiente para
provocar mudancas na estrutura terciaria da enzima, fazendo com que passe
de um estado mais aberto, na auséncia do fosfato, a um estado mais
fechado, com a adicao dessa substancia. Esses resultados também deixam
em aberto a discussado da real necessidade da presenca do glifosato ou da
combinacao de S3P-glifosato, para induzir esse mecanismo de fechamento
da estrutura, conforme encontrado na literatura.

A integracdo de SAXS com técnicas de modelagem, até entdo
associadas a cristalografia e NMR, pode servir como uma importante

ferramenta para auxiliar nos estudos de estruturas de proteinas, tanto em
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nivel de estrutura terciaria, quanto na formacado de complexos. Ainda, em
situacoes em que se tenha dificuldade em cristalizar determinadas proteinas
ou complexos de proteinas, a partir das sequiiéncias primarias conhecidas, é
possivel selecionar modelos gerados por essas técnicas de modelagem,
através da técnica de SAXS.

Quanto a questao da extrapolacao, foi mostrado que, medidas feitas
em varias concentracoes para posterior extrapolacdo a concentracdo zero e
aquelas em uma unica concentracdo, mas com o tempo de exposicao
aumentado, leva a resultados equivalentes. Este método pode contribuir
para analise estrutural preliminar de varias proteinas como as identificadas

em projetos genomas.

8.2 - Sugestoes para trabalhos futuros

Baseado na experiéncia adquirida na execucao deste trabalho, sao
sugeridos a seguir temas para outros estudos que possam colaborar com as
pesquisas na area da biofisica, como:

- Outros testes de medidas por SAXS, sem uso de extrapolacdo, com
proteinas conhecidas da literatura, buscando mais comprovacoes
experimentais, principalmente em relacdo aos limites de concentracao e
tempo de exposicao aos raios X que levem a resultados semelhantes aos
obtidos pelo método tradicional de analise;

- Desenvolvimento de um programa computacional que faca

automaticamente a integracdo de outros programas para obtencao e
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selecio dos modelos de maior correlacio com os resultados
experimentais obtidos por SAXS, o que atualmente é feito de forma
manual e que consome muitas horas de trabalho;

Integracao de SAXS com outras técnicas de modelagem,;

Utilizacao da técnica de SAXS para otimizacdo de condicoes de

cristalizacao (solucoes monodispersas).
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