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1. Introducao

A visualizacdo de complexos biol6gicos macromoleculares por técnicas de microscopia eletrénica é feita ha
vérias décadas. No fim dos anos 50, a utilizacdo de sais de metal pesado para o preparo das amostras
mostrou-se uma técnica efetiva para melhoria do contraste apresentado por imagens de macromoléculas
bioldgicas em solugdo. Embora tenha introduzido um significativo avango, essa técnica ainda apresentava
sérias limitagbes, entre elas a possibilidade de deformacéo estrutural da molécula e a exposi¢do da amostra
ao ambiente de vacuo do interior do microscépio. Com o desenvolvimento da técnica de preparacdo de
amostras em gelo amorfo por Jacques Dubochet e colaboradores [Adrian 1984], o uso da microscopia como
ferramenta de biologia molecular estrutural atingiu um novo patamar. O congelamento rapido da amostra evita
a formacéo de cristais de gelo, preservando a integridade estrutural da molécula, mantendo-a da mesma
maneira que se encontra em solucdo. O atual sucesso da microscopia eletrénica na biologia molecular
estrutural esta fortemente relacionado ao desenvolvimento dessa técnica. Com o surgimento dos métodos de
Andlise de Particulas Isoladas, novos microscoépios eletrénicos de transmissdo e o aumento do poder
computacional disponivel, a Crio-Microscopia Eletrénica de Particulas Isoladas (crio-ME) se firmou como uma
importante técnica de biologia molecular estrutural.

Poucos anos atras, a crio-ME de particula Unica, apresentava restricdes, que recentemente foram superadas.
O tamanho das moléculas passiveis de andlise era tipicamente da ordem de MDa, ndo sendo possivel
resolver estruturas de tamanho inferior a vérias centenas de kDa. As estruturas obtidas pela técnica possuiam
resolugdo de alguns nandmetros, tornando necesséaria a combinagcéo de técnicas de alta resolugdo para
qualquer tipo de analise. Além disso, amostras heterogéneas inviabilizavam o tratamento de dados ou
introduziam uma séria diminuicdo de resolucéo, em funcdo da diversidade de estados presentes.

Esse cenario mudou radicalmente nos dltimos anos. O tamanho dos complexos com estruturas resolvidas por
crio microscopia eletrdnica (crio-ME) de particulas isoladas € hoje limitado a pouco mais de 100 kDa e a
resolucdo obtida para complexos estaveis é tipicamente inferior a 4A. Recentemente, Subramaniam e
colaboradores apresentaram uma estrutura de 2,2 A de resolucéo, obtida inteiramente por criomicroscopia de
particulas isoladas [Bartesaghi 2015], como mostra a Figura 1. Mais importante, a possibilidade de se
trabalhar com amostras heterogéneas é hoje uma realidade, sendo este um importante diferencial com

relagdo a outras técnicas de biologia estrutural.
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Figura 1. Detalhes da estrutura de beta-galactosidase obtida por criomicroscopia eletrdnica de particulas isoladas a uma resolucéo de
2,2A. (extraido de [Bartesaghi 2015]).

A flexibilidade das macromoléculas, ou a existéncia de diferentes complexos, faz com que uma mesma
amostra, analisada no microscépio, possa ter diferentes estruturas da macromolécula presentes. Sendo
assim, a existéncia de diferentes conformag0fes, ou estruturas, esta ligada a dindmica da proteina, podendo
também estar associada a ligacdo de outras moléculas ou peptideos. Véarias metodologias vém sendo
propostas para se lidar com a necessidade de obter estruturas de dois ou mais complexos existentes na
mesma amostra, sem a necessidade de separa-los para a aquisi¢cdo de dados [Klaholz 2004; Penczek 2006;
Leschziner 2007; van Heel 2012, Scheres 2012].

A proposta apresenta por Penczek e cols. (2006) relaciona a variancia ao longo do modelo da macromolécula
com a existéncia de uma ou mais estruturas combinadas no mesmo modelo. A Figura 2 mostra um exemplo
onde uma regido de alta variancia é identificada, indicando a existéncia de duas estruturas combinadas, uma
com o EF-G e outra sem.
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Figura 2. Analise da variancia e resultados de classificago de uma reconstrucéo de ribossomo 70S de E. coli. (A) Reconstrugao utilizando
0 conjunto completo de reprojec¢des. (B) Regibes de alta variancia (vermelho) no complexo mostrado em (A). As regides de alta variancia

estéo associadas a diferengas na estrutura, no caso, a presenca do EF-G (extraido de [Penczek 2006]).

Outras propostas de analise podem ser avaliadas no sentido de identificar a presenca de uma ou mais
estruturas nos modelos. Em particular, nos interessa avaliar o uso de Andlise de Componentes Principais
(Principal Component Analysis — PCA) de modelos 3D nesse contexto [van Heel 2009]. Em 2004, Klaholz e
cols. prepuseram o uso de PCA para a separacado de imagens oriundas de diferentes estruturas. Além do
PCA de imagens, o PCA de estruturas 3D também vem sendo utilizado como ferramenta para analise de

heterogeneidade conformacional.

2. Objetivo

Este projeto tem como objetivo o estudo do uso de uma técnica de analise estatistica multivariada, a Andlise
de Componentes Principais (PCA), de modelos (3D) para identificacdo de regides de alta variancia, e

potencialmente, regides flexiveis ou presenca de outras moléculas.

3. Metodologia

Serdo utilizadas diferentes estruturas de uma macromolécula conhecida (com PDB depositado), tal como o
ribossomo. Estas estruturas serdo utilizadas para gerar imagens de projecdo da macromolécula, da mesma
forma como séo obtidas por microscopia eletrdnica de transmisséo. Tendo um conjunto de imagens, de duas
ou mais estruturas, em diversas orientacdes, serdo construidos uma quantidade suficiente de modelos para
realizar a andlise de componentes principais. Os resultados da analise serdo avaliados buscando-se
identificar relacdes entre a heterogeneidade conformacional, as regies de maior varidncia e os resultados do
PCA. Para as analises sera utilizado o software IMAGIC [van Heel 2012].

Referéncias

Adrian M, Dubochet J, Lepault J, McDowall AW, Nature 308 (1984) 32-36.

Klaholz BP, Myasnikov AG & van Heel M, Nature 427 (2004) 862-865 (especially: Supp. Info).

Leschziner AE & Nogales E, Annu. Rev. Biophys. Biomol. Struct. 36 (2007) 43-62.

Penczek PA, Frank J, Spahn CMT, J. Struct. Biol. 154 (2006) 184-194.

Scheres SHW. J. Mol. Biol. 415 (2012) 406-418.

Van Heel M, Portugal R, Schatz M, In: Electron Microscopy in Life Science — An Electronic Textbook (2009).
Van Heel M, Portugal R, Rohou A, Linnemayr, C, Bebeacua C, Schmidt R, Grant T, Schatz M, International
Tables for Crystallography, Vol. F. (2012).

Bartesaghi, A, Merk, A, Banerjee, S, Mathiees, D, Wu, X, Milne, JLS, Subramaniam, S, Science (2015), 1-8,
DOI:10.1126/science.aab1576



