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STUDY OF RESOLUTION ENHANCEMENT METHODS FOR ANALYSIS OF SECONDARY
STRUCTURE OF PROTEINS BY FTIR. The FTIR spectroscopy has been used to quantify the
secondary structures of proteins, using amide I band (1600 - 1700 cm™!). The resolution enhance-
ment methods have been used to resolve the individual components of this band that correlate to
the secondary structure. In this paper we discuss the methods of derivative, Fourier deconvolution
and fitting with simulated spectra. The results shows that they have serious problems and can be
used only as a qualitative or semiquatitative method.
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I. INTRODUCAO

As técnicas utilizadas para a determinagdo das estruturas
tridimensionais de proteinas em alta resolu¢@o sdo a cristalo-
grafia de raios X e a Ressonincia Magnética Nuclear (RMN)'.
A técnica de raios X exige monocristais de alta qualidade, o
que ndo € trivial de obter, principalmente no caso de proteinas
de membranas'-. J4 a RMN se restringe a proteinas de baixo
peso molecular’. Dessa forma, técnicas como dicroismo circu-
lar (CD) e as espectroscopias Raman e Infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR) tém sido utilizadas para
quantificar os tipos de estruturas secunddrias de proteinas (ESP)
presentes nas amostras sem, contudo, determinar as suas loca-
lizagdes>>. As principais vantagens dessas técnicas sdo a rapi-
dez na realizacdo das medidas, o fato de ndo haver restrigdes
quanto ao peso molecular da proteina em estudo e a ndo neces-
sidade de cristais.

Dentre essas técnicas o FTIR vém apresentando grandes avan-
cos>** pois além de ser uma técnica répida, permite que a amostra
seja analisada em varios ambientes como solugio aquosa®*>, sélido
amorfo® ou cristalino’, filmes>®”®, membranas>*>?, pastilhas de
KBr'?, além dos espectrdmetros de FTIR serem mais facilmente
encontrados do que os de Raman e Dicroismo Circular.

A maioria das informacdes de FTIR sobre as estruturas se-
cunddrias das proteinas (o-hélice, folhas f3, voltas B e irregula-
res) é obtida da andlise da banda de amida I, que ocorre na
regido de 1700-1600 cm™'. Esta banda é devida principalmente
ao estiramento da ligacdo C=0 da ligacdo peptidica e € sensi-
vel as diferentes conformagdes das ESP.

A atribuigdo dos picos da banda de amida I as diferentes
estruturas secunddrias é encontrada na literatura!'. Para o-
hélices em solucdo aquosa a absor¢do ocorre em 1656 cm™;
para as folhas B em 1624, 1627, 1632, 1638 e 1642 cm’!,
voltas B em 1666, 1672, 1680, 1688 cm’' e as irregulares
em 1650 cm'. Como todos esses sinais podem estar presen-
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tes numa Unica proteina, a banda de amida I € uma banda
altamente complexa, onde esses componentes ndao sdo ob-
servados individualmente®. Assim o processo de quantifica-
¢do das ESP a partir de espectros de FTIR envolve o uso de
métodos matemdticos como os de aumento de resolucdo e
reconhecimento de padroes®>%%. Desses métodos os de au-
mento de resolucdo sdo os mais usados* e serdo analisados
neste trabalho.

Os métodos de aumento de resolucdo se baseiam na separa-
¢do dos picos que compdem a banda de amida I e na correla-
¢do de suas dreas ou intensidades com as estruturas secunddri-
as. Esses métodos incluem o uso de derivadas, a deconvolugdo
de Fourier e ajuste do sinal original e deconvoluido*>!0-!2,

As primeiras tentativas de quantificagdo das estruturas se-
cunddrias se basearam no ajuste (“fitting”) do sinal®>!>!4. Esse
método ndo foi muito usado, por dificuldades na obtengdo dos
principais pardmetros de entrada para o ajuste, que sdo o nu-
mero e a posicdo dos picos®.

O primeiro trabalho usando as derivadas dos espectros de
proteinas foi publicado por Susi & Byler, em 1983'%. Eles
obtiveram a segunda derivada das bandas de amida I e II da
ribonuclease A, hemoglobina e B-lactoglobulina A (nativa e
desnaturada), em solugdo de D,0O. Apesar desse método tam-
bém ter sido usado por virios outros autores>*>!% s6 Dong et
al®1%17 apresentaram um estudo detalhado de como usar a
segunda derivada na quantificagdo de ESP. Isso porque al-
guns autores consideram as derivadas como métodos qualita-
tivos ou semiquantitativos’.

Outro método € a deconvolugdo de Fourier , que
consiste na convolu¢do do sinal de infravermelho (IV) com
uma funcéo filtro, no dominio de Fourier onde é apenas uma
multiplicacdo. A funcdo filtro mais usada em espectros de IV
de proteinas € a desenvolvida por Kauppinen e colaboradores
em 1981'° (equagio 4). Com aplicagio dessa fungdo nos inter-
ferogramas, consegue-se reduzir a largura dos sinais.

Assim como nas derivadas, usaram-se inicialmente as intensi-
dades dos picos deconvoluidos para a quantificacio das ESP>%.
Essa técnica ndo foi muito usada na quantificagdo, pois as inten-
sidades sdo distorcidas com a aplicagdo das funcdes filtro!®.

3,4,5,18,19
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A combinagdo do método de deconvolugdo de Fourier com
o ajuste do sinal, desenvolvido por Byler & Susi'! em 1986,
foi a metodologia que revolucionou as aplicacdes do FTIR em
proteinas e atraiu uma grande atencdo para a potencialidade da
técnica. Nesse estudo, além da deconvolucido de Fourier, foi
usada a segunda derivada dos espectros para selecionar o nu-
mero e a posicdo dos picos. O ajuste foi feito com curvas
gaussianas, com a andlise de 21 proteinas globulares em 4gua
deuterada, obtendo-se um desvio de apenas 2,5 %, se compa-
rado aos dados obtidos de raios X.

Outra opcdo encontrada na literatura tem sido o uso do ajus-
te do sinal original®®, com a ajuda dos métodos de aumento de
resolucdo, derivada ou deconvolucdo de Fourier, para a defini-
¢do do numero e posicdo dos picos.

Como a capacidade de quantificagdo das ESP por métodos
de aumento de resolugdo tem gerado controvérsias>!, decidiu-
se estudar sua validade utilizando espectros simulados onde ha
total controle sobre os pardmetros espectrais.

2. MATERIAIS E METODOS

Os espectros foram simulados em programa desenvolvido
em ambiente Matlab. Usou-se funcdo lorentziana, consideran-
do-se que as absor¢des do infravermelho sdo desse tipo, com
pouca contribuicdo de gaussiana'®?>?*. A funcdo lorentziana
estd descrita pela equacdo (1).

Ao'YZ

A=(72+(V—v0)2) (1)

onde: Ap= intensidade do sinal; y= meia largura na meia altu-
ra; v= faixa espectral; vo= freqii€ncia do sinal.

Os espectros foram simulados, com resolugdo digital de 2
cm’! e a faixa espectral de 1550 a 1750 cm™'. Os célculos das
derivadas e os ajustes foram feitos no programa Origin 4.0. A
deconvolucdo de Fourier foi realizada em programa desenvol-
vido em ambiente MatLab. Neste programa faz-se a transfor-
mada inversa de Fourier do sinal simulado. Multiplica-se o
resultado dessa transformada com a funcdo de Kauppinen e
colaboradores'®, equagio 4 e faz-se a transformada de Fourier
desse resultado para obter o espectro deconvoluido.

O ndmero e posi¢do dos picos para os ajustes foram forneci-
dos pela segunda derivada, as formas de linhas utilizadas foram
lorentzianas e a largura variou livremente durante o ajuste.

Para os sinais simulados de proteinas usaram-se valores médios
de nimero de onda observados em proteinas ricas em o-hélice e
folhas B''"!%. Para o sinal de uma proteina rica em o-hélice utiliza-
ram-se 8 sinais lorentzianos em 1620, 1633, 1639, 1642, 1650,
1656, 1666 ¢ 1680 cm™, 10 cm™ de meia-largura na meia altura e
area e intensidades iguais exceto o pico em 1656, que tem area/
intensidade dez vezes maior. Para o sinal simulado de uma proteina
rica em folhas [, usaram-se 11 sinais lorentzianos em 1623, 1627,
1632, 1639, 1642, 1650, 1656, 1665, 1675, 1684 ¢ 1695 cm™!, com
10 cm’! de meia-largura na meia altura e com mesma intensidade.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na avaliagdo da quantificacdo dos métodos de aumento de
resolugdo usaram-se espectros simulados, pois permitem o con-
trole sobre todos os parametros usados. Nos espectros reais
isso ndo € possivel, pois podem ocorrer distor¢des instrumen-
tais, interferéncia dos solventes, impurezas, ruidos, bandas de
sobreposicio, entre outros®'. Os espectros simulados tem sido
usados para verificacio de metodologias?®'.

E importante salientar alguns aspectos sobre as técnicas de
aumento de resolucdo:

i. O processamento do sinal ndo aumenta a resolucdo instru-
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mental; o que faz é aumentar o grau de visualizagdo dos
picos individuais.

ii. O aumento de resolu¢do ndo introduz qualquer fendmeno
fisico novo.

iii. Os estreitamentos das bandas sdo obtidos com distorcdes
das bandas originais e também levam a degradacdo da ra-
730 sinal/ruido.

iv. A quantificacdo baseada em aumento de resolucdo é de-
pendente da relagdo das dreas e/ou intensidades relativas, e
ndo dos valores absolutos.

Derivacao do Sinal

A derivacdo dos sinais de FTIR vém sendo usada desde
1983 em estudos de ESP>. Dong et al®!®!": fizeram uma des-
cricdo detalhada do uso da segunda derivada como método
quantitativo na determinacdo das ESP, e tem sido criticado por
alguns autores*’. Somente as derivadas pares (principalmente
a segunda) tem sido usadas em estudos de ESP*.

Como o sinal de FTIR € digital, com resolugéo finita e bem
mais complexo, a sua derivada é calculada numericamente e o
algoritmo mais usado é o de Savitzky-Golay'"!>!8,

Na figura 1, tem-se um sinal simulado, onde a aplicag¢do
tanto da segunda como da quarta derivadas reduzem a lar-
gura do sinal. O inconveniente deste processamento € a pre-
senca de lobos laterais que distorcem a base do sinal. Como
o uso de quarta derivada, que causa maior reducdo na largu-
ra de linha, € muito restrito por necessitar de razdo sinal/
ruido muito alta'>?*, a segunda derivada serd analisada com
mais detalhes.
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Figura 1. Sinal lorentziano em 1650 cm’ com meia-largura em meia
altura de 10 cm™ (-0-), 2% derivada multiplicada por (-1) (- -) e 4%
derivada (-e-).

A meia largura da segunda derivada, y", estd relacionada a
meia largura do sinal original por'®:

T
Y —(2'7)“{ )

Para um sinal composto de dois picos de mesma intensida-
de e 10 cm™! de meia largura na meia altura, a distingdo entre
os dois picos pelas derivadas s6 comeca a ser observada a partir
de 8 cm™ e 6 cm™! de separacdo, para a segunda e quarta de-
rivadas respectivamente. Para sinais com diferengas de intensi-
dade como o da figura 2, a distin¢do pela segunda e quarta
derivadas s6 comeca em 10 e 8 cm™! respectivamente. Ou seja,
a segunda derivada sé distingue sinais com separagdo igual ou
superior a sua meia largura na meia altura. Nesta figura pode-
se notar a grande distor¢do do sinal de baixa intensidade. Além
disso ndo hd como definir com precisdo uma linha de base
tanto para o cdlculo das intensidades e dreas. Esse problema
ndo tem sido levado em consideracdo nos trabalhos publicados
por Dong et al®1617,
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Figura 2. Sinal composto por dois picos com razdo de intensidades
3:1, 10 em™ de meia largura na meia altura e centrados em 1645 e
1655 em”! respectivamente (-0-) e a 2* derivada (-0-) do sinal multi-
plicada por (-1).

Um problema adicional € encontrado com o uso de derivadas
quando as larguras de linhas dos sinais ndo sdo iguais. A intensi-
dade da segunda derivada de um sinal lorentziano'® é dada por:

___
oy )

’

onde a intensidade da derivada do sinal é inversamente propor-
cional ao quadrado da meia largura original. Um exemplo desse
efeito pode ser visto na figura 3, onde foram simulados espec-
tros com mesma intensidade e largura de linha 11 e 10 cm™. A
separacio foi de 40 cm™! para melhor visualizagdo do problema.
Pode-se notar que tanto a intensidade como a drea do sinal mais
largo, sofreram uma reduc¢@o de 80% se comparado ao sinal mais
estreito. A redugdo da relagdo da drea serd tanto maior quanto
maior for a diferenga de largura de linha entre os sinais.

[
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Figura 3. Sinal constituido de dois picos centrados em 1640 e 1680
em’!, com intensidades iguais e meia-largura na meia altura de linhas
de 10 ¢ 11 cm’ (-0-) e a 2 derivada (-n-) multiplicada por (-1).

Com isso fica evidente que as derivadas s6 podem ser usa-
das em andlises quantitativas quando as larguras de linha fo-
rem iguais e quando os sinais estiverem separados em nime-
ros de onda maiores que suas meias larguras a meia altura e
com pequenas diferencas de intensidade. Como em espectros
reais de proteinas isso ndo € garantido, as derivadas sé de-

vem ser usadas em andlises qualitativas ou semiquantitativas’.

Deconvolucao de Fourier

A deconvolugdo de Fourier € outra técnica usada para redu-

zir a largura das bandas dos espectros. Esse procedimento &
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muito usado em espectroscopia de RMN tanto para aumento de
resolugdo ou para melhoria da razdo sinal/ruido®>!?. A redu-
¢do da largura do sinal € obtida com a convolugdo do espectro
com uma funcio filtro do tipo passa alta'®. Por facilitar o pro-
cessamento, essa convolucdo € realizada no dominio de
Fourier, onde é apenas uma multiplicacdo. Para isso obtém-se
o interferograma a partir do espectro da proteina, com a trans-
formada inversa de Fourier. Apds a multiplicagdo do interfero-
grama com a funcdo filtro faz-se novamente a transformada de
Fourier para obter o espectro com as linhas mais estreitas'®.

As funcgdes filtro do tipo passa alta sdo exponenciais cres-
centes do tipo exp (xy), onde x é o retardamento em cm e Y a
meia largura a meia altura em cm™'. A sua utilizacdo reduz o
decaimento do interferograma reduzindo a largura de linha do
espectro. Ao aumentar a resolucdo ha um conseqiiente aumen-
to de ruido, pois no final do interferograma hd uma grande
redugdo da razdo sinal/ruido. Essa fungdo também aumenta o
problema de truncagem causando o aparecimento de batimentos
laterais no espectro. Ambos os problemas podem ser ameniza-
dos com a utilizagdo de fun¢des de apodizacdo do sinal. Uma
func¢do (ff) que contempla as duas solugdes (4) foi proposta por
Kauppinen e colaboradores'’:

2
Vid =(1%) exp(21|:yx) 4)

onde x € o retardamento em cm; L é o ponto limite da func¢do
filtro em cm; y é a largura de linha na meia altura em cm™'.
Esta funcdo representada na figura 4 € largamente usada em
estudos de proteinas por FTIR?’ e apresenta o crescimento
exponencial necessdrio para o aumento de resolucdo bem como a
apodizagdo (1-x/L), fazendo com que o sinal retorne a zero, no
ponto onde L=X. Multiplica-se também o interferograma por uma
funcdo boxcar, que tem valor 1 de zero a L e zero de L a X, ou
seja, é a substituicio dos valores dos pontos de L a x por zero'”.

{
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0.0 0.5 1.0
retardamento (cm)

Figura 4. Fun¢do de Kauppinen e colaboradores, L=0.25 e y=10 em!

Diferentemente das derivadas, o sinal decorrente da deconvo-
lucdo de Fourier (figura 5) nao é muito distorcido e a reducdo da
largura de linha pela deconvolugdo de Fourier é determinada pela
escolha dos valores de y e/ou L. Isso pode ser um problema pois
pode levar a sobredeconvolucdo do sinal (figura 6), onde apare-
cem os lobos laterais'?, isto devido a utilizagdo de um valor de
grande comparado 2 largura de linha do sinal (y=10).

Ao deconvoluir um espectro composto de sinais de mesma
largura de linha, as intensidades e areas relativas sdo mantidas
(igual as derivadas). No entanto, quando as larguras de linha sdo
diferentes, cada sinal tem sua intensidade reduzida por um fator
inversamente proporcional a sua largura de linha, ou seja, os si-
nais mais largos ficam menos intensos, como nas derivadas'®. O
fator de reducdo depende dos valores de L e vy usados. Por isso o
uso das intensidades tem sido pouco aplicado na analise das ESP*.
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Figura 5. Sinal lorentziano com meia-largura em meia altura de 10
4] ) - ~ .

cm™ (-0-) e apds deconvolugdo com a fungao de Kauppinen e colabo-

radores, L=0,15 e y=10 em! (-m-).
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Figura 6. Sinal lorentziano com meia-largura na meia altura de 10
em™ (-0-) e apos deconvolugdo com fungdo de Kauppinen e colabo-
radores, L=0,15 e y=15 em’! (-m-).

Na figura 7, pode-se observar o efeito da deconvolu¢do de
dois sinais de mesma intensidade e largura de linha 11 e 10
cm’!, separados por 60 cm™' (para facilitar a visualizacdo).
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Figura 7. Sinal composto por um ;)ico em 1620 cm’!, y=10 em?! e
outro em 1680 cm™ com y=11 cm™ (-0-) e apds deconvolugdo com
fungdo de Kauppinen e colaboradores, L=0,15 e y=10 em™! (-m-).

As linhas mais estreitas sofrem maior deconvolucdo (fi-
cam proporcionalmente mais estreitas) que as linhas mais lar-
gas, porém a razdo entre as areas € mantida, diferentemente
das derivadas.

Assim, € possivel usar as dreas dos sinais deconvoluidos para
as andlises das ESP. Para a obtengdo das dreas individuais em
sinais altamente complexos como o de proteinas € necessario fa-
zer o ajuste do sinal, para se obter as dreas dos sinais individuais.
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Ajuste do Sinal (“fitting”)

O ajuste é um processo de decomposicdo de um sinal comple-
X0 em seus componentes individuais, através da otimizagdo pelo
critério de minimos quadrados, tendo como parimetros de entrada
o nimero e posicdo dos picos, forma e largura do sinal e uma
linha de base!!. O ajuste normalmente sé produz resultados pre-
cisos quando a separagdo entre as bandas é maior que suas meias
larguras??, o que néo ocorre nos espectros de proteinas.

Como o método de deconvolugio de Fourier reduz a largura de
linha, sem distorcer as dreas relativas, o ajuste do sinal deconvoluido
comecou a ser largamente usado na quantificacdo das ESP de pro-
tefnas a partir do trabalho pioneiro de Susi & Byler!!.

O ajuste do sinal deconvoluido tem causado muita polémi-
ca, com autores considerando-o como a melhor solugio’?"?*
e outros defendendo o uso do ajuste do sinal original®?3,

Para os estudos de ajuste dos sinais originais e deconvoluidos,
usaram-se dois tipos de sinais simulados, de uma banda de amida
I composta por combinagdes das vdrias absor¢des de uma proteina
rica em o-hélice (figura 8) e outra rica em folhas B (figura 9).

6
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Figura 8. Sinal simulado (-0-) baseado em espectro de proteina com
estrutura predominante em a-hélice, 2* derivada (-+) e os componen-
tes individuais do ajuste (— ).
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Figura 9. Sinal simulado (-0-) baseado em espectro de proteina com
estrutura predominante em folha 8, 2 derivada (-0-) e os componen-
tes individuais do ajuste (— ).

Na figura 8 o espectro foi simulado com sinais de mesma lar-
gura de linha e intensidade. A excecdo é o sinal em 1656 cm™,
que tem 4rea dez vezes maior do que os outros picos e representa
60% da area total do sinal. Observa-se nessa figura que a segunda
derivada s6 identificou 5 sinais, cujas posi¢des foram usadas como
pardmetros de entrada para o ajuste. Esse indicou que o sinal em
1656 cm™ corresponde & 52% da érea total e que as dreas dos
outros sinais variaram em até 6 vezes entre si.

Esse tipo de resultado indica a dificuldade de usar o ajus-
te de espectros sobrepostos como o da banda de amida I de
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proteinas. No caso do sinal simulado para uma estrutura rica
em folhas B (figura 9) foram visualizados apenas sete sinais
dos onze simulados. As dreas ou intensidades originais com
intensidades iguais foram distorcidas em até 50%.

O mesmo tipo de problema foi encontrado ao realizarem-se
os ajustes dos mesmos sinais deconvoluidos com a funcdo de
Kauppinen e colaboradores. Para isso os espectros simulados
foram processados pelo programa de deconvolucdo de Fourier.
Na figura 10 tem-se o ajuste do sinal simulado (igual ao da
figura 8) e deconvoluido, onde a derivada identifica somente 6
dos 8 picos existentes. Essa melhor resolugdo reflete o efeito
da deconvolugdo de Fourier.

N

0.0L \ o

L L
1700 1600

intensidade
wn

nimero de onda (¢m-1)

Figura 10. Sinal simulado como na figura 8 e deconvoluido com fun-
¢do de Kauppinen e colaboradores, L=0,15 e y =10 em™ (-0-), 2¢
derivada (-o-) e os componentes individuais do ajuste (— ).

Na figura 11 tem-se o ajuste do sinal simulado (igual ao da
figura 9) e deconvoluido. Neste caso também foi possivel iden-
tificar com a segunda derivada um nimero maior de compo-
nentes (igual ao da figura 8) do que no ajuste do sinal original.
Isso porém nio foi suficiente para se obter a proporcionalidade
entre as dreas dos picos.
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Figura 11. Sinal simulado como na figura 9 e deconvoluido com fun-
¢do de Kauppinen e colaboradores, L=0,15 e y=10 em™ (-0-), 2% de-
rivada (-0-) e os componentes individuais do ajuste (— ).

Uma opgdo para melhorar o ajuste do sinal seria a utiliza-
¢do da quarta derivada ou aumentar o fator de aumento de
resolucdo da deconvolucdo, para identificar o nimero e a po-
sicdo dos picos. No entanto essa alternativa ndo tem muita
aplicacdo em espectros reais uma vez que necessita de uma
razdo sinal/ruido da ordem de 10000/1%* e/ou pode levar a
sobredeconvolugdo do sinal (figura 5).

4. CONCLUSOES

A partir desses resultados pode-se concluir que ndo hé con-
fiabilidade no uso dos métodos de aumento de resolugdo na
quantificagdo das ESP, uma vez que os sinais reais de protei-
nas sdo bem mais complexos do que os sinais simulados, devi-
do as diferentes larguras de linha, ndo linearidade dos sinais,
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ruido e interferéncia do meio como sinais de solventes e vapor
de 4gua etc.

Esses métodos também estdo sujeitos a interferéncias exter-
nas, uma vez que parametros como nimero e posicdo dos pi-
cos, fator de aumento de resolucdo, entre outros, podem ser
escolhidos de modo a que conduzam a um resultado direciona-
do, ou seja, os métodos de aumento de resolucdo abordados
ndo sdo confidveis e s6 devem ser usados para fins de andlises
qualitativas ou semi quantitativas.
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