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excepcionais para a pesquisa do pafs. Podemos dizer que o Sirius é
um projeto estruturante para o Brasil, pois além desse aspecto de
fronteira do conhecimento, ele impacta a industria nacional atra-
vés da construcio dos seus sofisticados componentes — o que j4
estd ocorrendo — ele traz oportunidades para a inovagao, ele im-
pacta na formagao de recursos humanos — cientistas, engenheiros
e técnicos — altamente qualificados, e impacta enormemente na
internacionalizacdo e visibilidade do pafs. Ou seja, ¢ exatamente
em um momento como o atual que um projeto como o Sirius traz
oportunidades que ajudam o Brasil a sair da atual crise.
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CRISTALOGRAFIA
MACROMOLECULAR: A BIOLOGIA
SOB A OTICA DOS RAIOS X

André Luis Berteli Ambrosio
Kleber Gomes Franchini

m décimo de milimetro. Essa é a menor distancia
resolvivel pelo olho humano, limitada em grande
parte pela anatomia da pupila e pela separacio
das células fotorreceptoras na retina. Esse nivel de

acuidade visual, combinado com a capacidade de
distinguir objetos com base na luz que refletem, emitem ou trans-
mitem (nos comprimentos de onda entre 400 ¢ 700 nandémetros) foi
capaz de sustentar a sobrevivéncia do Homo sapiens anatomicamente
moderno nos tltimos 200 mil anos (1). Enquanto questdes sobre a
origem, o funcionamento e as estruturas dos seres vivos tém sido
perseguidas por praticamente todas as culturas conhecidas ao longo
da histdria, somente hd pouco mais de trés séculos — apds o advento
de lentes e microscdpios — é que fomos capazes de compreender que
ndo somente nds, mas também todos os outros organismos vivos
sao formados por blocos bdsicos chamados células, produzindo uma
compreensao notavelmente detalhada de como os seres vivos ope-
ram. Esta nova compreensio, que chamamos coletivamente de bio-
logia molecular, foi, e ainda é, fundamentada na fisica e na quimica.

Hoje, sabemos que células proveem a estrutura organizacional
dentro das quais milhares de transformagoes quimicas acontecem
em escalas de tempo extremamente curtas, permitindo que os seres
vivos cresgam, se adaptem ao ambiente, respondam a estimulos ex-
ternos e se reproduzam. Células medem tipicamente alguns pou-
cos micrémetros, ou seja, por volta de duas ordens de magnitude
abaixo da capacidade natural da visio humana. Ainda assim, o
interior da célula é um ambiente funcionalmente bem organizado,
densamente ocupado e dindmico, o que o torna fascinante. Para
se ter uma ideia, o nticleo de uma célula humana — cujo volume
¢ dezenas de bilhdes de vezes menor que o de uma gota de chuva
—acomoda praticamente dois metros de material genético conden-
sado. Estima-se que o corpo de uma pessoa adulta seja formado por
cerca de 30 trilhoes de células especializadas, das quais apenas 20%
carregam DNA (2). Porém, ainda que fosse possivel esticar todo
o DNA desses seis trilhdes de células, teriam que ser realizadas 80
viagens de ida e volta entre a Terra e o Sol.

Seja uni ou multicelular, para cada tarefa em um organismo
existe uma classe de moléculas, coletivamente chamadas de protei-
nas, destinada a realizd-la. Proteinas sao responsdveis por empaco-
tar o material genético dentro do niicleo, por permitir sensibili-
dade a luz, distingao entre cores, cheiros e sabores. Sao também
responsdveis pela adaptacio ao meio ambiente, pelo transporte de



INOVACAO E TRANSFORMACAO/ARTIGOS

oxigénio no sangue, pela realiza¢io de fungdes cerebrais conscien-
tes e subconscientes, pela contragao muscular, pela conversao de
alimentos em energia ou mesmo por produzir novas proteinas e
células. Portanto, proteinas sao complexas mdquinas moleculares
que desempenham todas as fun¢oes fundamentais que sustentam a
vida. Eventuais desregulagbes na execugdo dessas fungoes, portan-
to, podem levar ao desenvolvimento de doengas como, por exem-
plo, o cincer, o que transforma as proteinas em alvos da maioria
dos medicamentos hoje disponiveis.

0 PARADIGMA FORMA'FUNQAO Do ponto de vista quimico, protei-
nas so polimeros formados pela associagdo linear de centenas ou
milhares de residuos de aminodcidos. Apesar de somente 20 tipos
de aminodcidos serem encontrados nas células, pelo menos 32 mil
protefnas distintas s3o produzidas em humanos, segundo estimati-
vas conservadoras (3), nas mais variadas combinacoes sequenciais.
As receitas precisas para as proteinas sao codificadas pelo DNA.
Hoje, entendemos que hd uma relagio intima entre a estrutura
tridimensional das proteinas e a sua funggo. A disposicio de cada um
dos dtomos —a sequéncia linear primdria — define o enovelamento re-
sultante e, portanto, a forma da proteina, que por sua vez determina a
suaacio. Cada enovelamento é conduzido por uma série de interagoes
ndo-covalentes, tais como ligacoes de hidrogénio, interagdes idnicas,
forgas de Van der Waals e empacotamento hidrofébico. Estruturas
atdmicas ajudam a entender como as proteinas funcionam e, de ma-
neira importante, como encontrar ou projetar pequenos Compostos
quimicos que se encaixem de maneira a modular seletivamente as
funcoes das proteinas. Mais precisamente, uma vez que uma proteina
¢ identificada como um promissor alvo terapéutico, o estudo estru-
tural sobre a liga¢do de uma molécula de férmaco mostrard como o
composto interage com a proteina. Esse conhecimento fornece ba-
ses solidas para as sugestoes de como um potencial firmaco pode ser
modificado visando melhorar as propriedades de ligacao e, também,
onde nio pode ser modificado para que a ligagao nao seja impedida.
Existe um ramo da ciéncia dedicado a entender quais sao e como
as protefnas adquirem suas estruturas e também como alteragdes nes-
sas estruturas afetam sua funcao. Essa drea é conhecida como biolo-
gia estrutural e agrega técnicas complementares de fronteira, como
cristalografia por difracio de raios X, ressonincia magnética nuclear,
crio-microscopia eletronica, espectrometria de massas, entre outras.
Todavia, dentro do estado da arte atual, cristalografia por difragao de
raios X ainda é o método mais utilizado e avancado para obter infor-
magoes estruturais de alta resolugao sobre macromoléculas bioldgicas.
Em linhas gerais, a cristalografia ¢ rotineiramente usada para a
obtengio de dados de difragao de raios X de cristais tinicos, a tempera-
turas criogénicas (100 K), onde os danos por radiagio sao atenuados.
Em casos de sucesso, permite a constru¢ao de modelos moleculares
precisos, compostos de dezenas de milhares de 4tomos, com separacio
visual de ordens de tamanho menores que os de uma ligagao covalen-
te (- 1A). As estruturas biolégicas mais importantes foram obtidas
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com base em estudos de difragao de raios X: a dupla hélice do DNA,
intimeras protefnas, vitaminas e firmacos. Atualmente, centenas de
milhares de estruturas j& foram determinadas por essa técnica.

CRISTALOGRAFIA POR DIFRACAO DE RAIOS X Diferentemente das
células e seus subcompartimentos, proteinas sao moléculas muito
pequenas para que possamos vé-las sob microscopia de luz visivel.
Uma célula vermelha sanguinea humana ocupa um volume tipi-
co de 90 fentolitros (trés bilhdes de vezes menor que uma gota de
chuva) e, ainda assim, pode ser facilmente vista através de um mi-
croscépio dtico. Um tergo do seu volume ¢ ocupado por cerca de
270 milhdes de moléculas de hemoglobina (4), que sao protefnas de
aproximadamente 9000 dtomos cada, responsdveis pelo transporte
de oxigénio da respiracao.

A limita¢do no uso da radiagao visivel na visualizacao da estru-
tura de proteinas se deve, principalmente, ao fato do comprimento
de onda correspondente (centenas de nandémetros) ser muito maior
do que o da molécula estudada (nandmetros) e, também, do nivel
de detalhes que pretendemos enxergar: seus 4tomos constituintes e
as ligacoes entre eles (um décimo de um bilionésimo de metro). A
radiacio eletromagnética apropriada precisa ser compativelmente
muito menor. Utilizamos, portanto, raios X, que nio conseguimos
detectar diretamente com nosso olho.

Porém, um experimento tipico de “visualiza¢ao” de estruturas
de protefnas utilizando raios X nao é, em principio, conceitualmen-
te diferente do mecanismo da visao humana: necessitamos de uma
fonte de luz cuja radiagdo emitida interagird com o objeto de inte-
resse em nivel quantico, excitando elétrons em dtomos através de
absor¢io, emissao e espalhamento. O resultado dessa interagao é
entdo detectado por um sistema apropriado, a partir do qual a infor-
magio ¢é processada e interpretada (nesse caso matematicamente) a
forma do objeto estudado.

Os comprimentos de onda de raios X utilizados para a determi-
nagio da estrutura de protefnas sio tipicamente da ordem de 1 A
(10'® m). Nas energias correspondentes (~12 keV), praticamente
99% da radiagio atravessa a amostra sem interagir com os 4tomos.
Apenas uma fragio minima (< 10%) dos fétons que de fato intera-
gem com a amostra serdo espalhados elasticamente pelos 4tomos
desta, carregando assim informagoes estruturais tteis. A detecgdo
desse sinal, geralmente muito fraco, é um desafio por si, que nio
¢ simplesmente resolvido ajustando-se para longas exposicoes. O
restante dos fétons que interagem com os dtomos depositard energia
na amostra (devido ao efeito fotoelétrico, emissao Auger e espalha-
mento ineldstico), causando ioniza¢io e aquecimento e, portanto,
danificando rapidamente as moléculas de maneira irreversivel.

Devido a limitagdes experimentais intrinsecas, relacionadas
principalmente ao baixo brilho de fontes de raios X e & baixa sen-
sibilidade dos sistemas de detecgao da radiagio espalhada (filmes
fotogréficos, luminescéncia foto-estimulada etc.), a solugao en-
contrada para a amplifica¢do do sinal relevante de espalhamento
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de uma tinica molécula — que seria outrora incomensurdvel — foi a
utilizagao de cristais.

Em determinadas condi¢ées quimicas de solubilidade (super-
saturagio), moléculas individuais de proteina podem ser levadas a
formar cristais (Figura la-b), empacotando-se aos bilhdes em uma
matriz de repeti¢do e mantidas unidas por interagées nao covalen-
tes. Proteinas variam consideravelmente entre si em pardmetros
fisico-quimicos (tamanho, carga liquida, forma), de maneira que
a determinagio das condigoes ideais para a formagio de cristais ¢
empirica. Em casos de sucesso, o processo requer extensa variac¢io de
pardmetros quimicos de solu¢des combinados, como forga idnica,
pH e temperatura, entre outros.

Ao serem iluminados por um feixe colimado de raios X, cris-
tais se comportam como uma grade de difra¢io tridimensional,
0 que dd origem a efeitos de interferéncia construtiva e destruti-
va. Os eventos de interferéncia construtiva aparecem no detector
como uma série de pontos discretos, que sao conhecidos como
reflex6es (Figura 1c). Em um experimento tipico, milhares de
reflexdes sio medidas simultaneamente. No caso do espalhamen-
to eldstico, o campo elétrico oscilante da radiagdo incidente faz
com que os componentes carregados dos dtomos oscilem com a
mesma frequéncia. Cada dipolo oscilante retorna a um estado
menos energético, emitindo um féton com a mesma energia que
a energia dos fétons incidentes. A intensidade dispersa ¢ inversa-
mente proporcional ao quadrado da massa da particula que emite
o féton de raio X. Pelo fato de ser muito pesado, a dispersao de
raios X pelo nticleo é considerada desprezivel em comparagiao com
a dispersao pelos elétrons de um dtomo. Assim, considera-se que
o0 espalhamento dos raios X ¢ devido a densidade eletronica dos
dtomos em uma protefna.

Como toda forma de radiagdo eletromagnética, raios X tém
propriedades de onda, ou seja, podem ser descritos por uma am-
plitude e uma fase, associadas a respectiva frequéncia de oscila-
¢do. Para recombinar matematicamente um padrio de difracio
e assim calcular a distribuicao
espacial de densidade eletronica
(promediada no espago no cris-
tal) da proteina estudada, ambos
os parAmetros —amplitude e fase

minada principalmente pela sensibilidade do detector. Tal inter-
valo de tempo ¢, todavia, muito acima do perfodo de oscilacio da
radiagdo incidente (exahertz): em um milissegundo, aproximada-
mente 10" oscilagdes do féton incidiram no detector. Portanto,
enquanto a amplitude da reflexao pode ser diretamente estimada
a partir de sua intensidade, toda informagao da fase deste féton ¢
sistematicamente perdida durante a coleta. Esse fenémeno, histo-
ricamente conhecido como “o problema das fases”, constitui uma
limitagao fundamental da técnica.

Felizmente, no caso da difragao de cristais de macromoléculas
bioldgicas, existem trés possibilidades distintas de solucoes experi-
mentais para o problema das fases, sendo que cada uma apresenta
aplicabilidade, desafios e limitacoes prdticas inerentes.

A solugio originalmente desenvolvida, chamada de substitui¢ao
isomdrfica, consiste na adi¢ao deliberada (derivatizagao) de 4tomos
eletronicamente mais densos — como mercurio, platina, chumbo e
urinio — nos cristais de proteinas. A interagio ordenada e consis-
tente desses metais com regides especificas das proteinas dentro do
cristal altera de maneira significativa as intensidades das reflexdes
no padrio de difracdo. A partir da comparagao das intensidades de-
rivatizadas com as de cristais nao-derivatizados, ¢ possivel inferir
com precisio a posi¢ao dos dtomos “pesados” e estimar um conjunto
inicial de fases para todas as reflexdes.

Outra alternativa para a solugao do problema das fases consiste
na chamada dispersao andmala e se baseia na varia¢io do compri-
mento de onda do raio X incidente. Se a energia equivalente corres-
ponde a uma transi¢do entre diferentes camadas de elétrons de um
tipo de dtomo especifico, haverd uma modificagio das fases da onda
difratada devido a absor¢do de fétons incidentes. Os dtomos relati-
vamente leves encontrados em protefnas, como carbono, nitrogénio
e oxigénio nio contribuem para a dispersio an6mala em compri-
mentos de onda de raios X normais utilizados para a cristalografia de
raios X (entre 0,7 e 2 A). Assim, para se observar esse efeito, 0 4tomo
pesado deve ser nativo da proteina (enxofre, por exemplo) ou deriva-

— 530 necessdrios para cada uma
das reflex6es medidas.

A intensidade da reflexdo
medida é proporcional ao qua-

drado da amplitude do féton

espalhado, bem como 2 energia
transferida por unidade de 4rea
do detector durante um interva-
lo de tempo de exposicio a ra-
diagdo. A exposicdo tipica é da
ordem de milisegundos, e deter-

Cela unitaria
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Figura 1. Cristais e o padrao de difracdo. (a) Cristais de diferentes proteinas, observados através de filtros
polarizadores. (b) A unidade minima da matriz de repeticdo (por translacdo) dentro de um cristal define a
chamada cela unitdria (indicada em verde). (c) Padrdo de difracdo representativo de um cristal de proteina.
0s pontos em preto indicam posicdes de interferéncia construtiva no detector. A posicao e a intensidade
desses pontos dependem, respectivamente, dos parametros da cela unitdria (tamanho e simetria) e da
composicao atomica da proteina
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tizado, como no caso da substi-
tuicao isomorfa. Além disso, o
comprimento de onda do raio
X emitido pela fonte deve ser
ajustado as bordas de absor¢ao
do 4tomo pesado, geralmente
correspondentes a energias das
camadas eletrdnicas mais inter-
nas (KouL).

Por dltimo, quando um
modelo atdémico para uma T
proteina homdloga aquela que
se estd estudando j4 estd dispo-
nivel, determinado por uma das
metodologias acima, ele pode
ser usado como fonte para um
conjunto inicial de fases. Com a
suposi¢io de que ambas as pro-
teinas (a de interesse e a modelo)
desempenham a mesma funcio
em espécies diferentes e com-
partilham um ancestral comum,
fun¢oes matemdticas de rotagdo e translagio que correlacionam as
posi¢des atdmicas no cristal podem ser calculadas. Esse método é
chamado de substituicao molecular e seu sucesso baseia-se no acti-
mulo de estruturas resolvidas.

Quando cristalégrafos dizem ter resolvido uma estrutura, sig-
nifica que o problema das fases foi resolvido. Em outras palavras,
aplicando-se uma das trés metodologias descritas acima, estimativas
de fases suficientemente boas foram determinadas, de maneiraa per-
mitir o cdlculo de um mapa de densidade eletronica interpretdvel,
que pode ser melhorado de forma iterativa, convergindo para um
modelo estrutural fiel da proteina de interesse (Figura 2).

CONTEXTO HISTORICO O campo da cristalografia por difragio de
raios X aplicado & biologia, como conhecemos hoje, surgiu do que
foi provavelmente a primeira interacao interdisciplinar de sucesso e
talvez uma das mais revoluciondrias na histéria da ciéncia moderna.
A primeira metade do século XIX testemunhou o advento e jungio
de duas disciplinas até entdo distintas.

A primeira delas, pouco mais antiga, ¢ a cristalografia — hoje
definida como a ciéncia experimental dedicada 4 determinagao da
disposi¢ao de dtomos nos sélidos cristalinos, mas que foi original-
mente fundada pelo mineralogista francés René-Just Haily, por vol-
ta de 1800, com base nos seus estudos sobre a geometria (hdbito)
de cristais inorgnicos. A segunda disciplina é a quimica orgénica,
derivada dos trabalhos colaborativos de Jons Jacob Berzelius e Ge-
rardus Johannes Mulder, que cunharam o termo proteina e defini-
ram suas primeiras composi¢oes quimicas em 1838. Imediatamente
depois, foi descoberto de maneira acidental que a hemoglobina (a
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Modelo atémico derivado

Figura 2. Do mapa ao modelo. (a) Os mapas densidades eletronicas (p(r), em malha azul) sdo frequen-
temente representados em termos de uma superficie de isodensidade. No caso da figura acima, o mapa
é contornado a 0,9 elétrons por angstrom ciibico. (b) A partir das caracteristicas de continuidade da
densidade eletronica, combinado com outras informacodes, como sequéncia de aminoacidos da proteina,
um modelo atomico pode ser obtido. Na figura acima, esferas em amarelo, azul e vermelho representam,
respectivamente, posicdes de dtomos de carbono, nitrogénio e oxigénio. As conexdes entre os atomos,
na forma de bastdes, representam ligacdes covalentes. A direita, estdo ilustradas a densidades ele-
tronicas caracteristicas de alguns tipos de aminoacidos

proteina transportadora de oxigénio no sangue) poderia ser crista-
lizada quase que espontaneamente, a partir de amostras de sangue
de virtualmente qualquer espécie animal. Com base nos estudos
de minerais estabelecidos por Haily, a caracteriza¢io morfolégica
sistemdtica dos primeiros cristais de moléculas biolégicas se seguiu.
Porém, o estudo de seus constituintes, em nivel molecular, s6 seria
possivel com o advento de técnicas mais sofisticadas que surgiriam
mais de sessenta anos depois.

Foi em 1912 que Max von Laue e colaboradores demonstraram
que cristais inorginicos, quando irradiados com raios X (entdo re-
centemente descobertos por Wilhelm Réntgen), eram capazes de
espalhar essa radia¢io em diferentes dire¢oes, formando padroes
de interferéncias construtivas e destrutivas. Logo em seguida, o
jovem Laurence Bragg, entao com 22 anos, percebeu que seria pos-
sivel interpretar esse padrio de espalhamento matematicamente
e assim determinar a estrutura atdmica constituinte dos cristais.
Com base nos experimentos realizados por seu filho, William Bragg
construiu o primeiro espectrémetro de raios X, permitindo o po-
sicionamento preciso das faces dos cristais com rela¢io ao feixe
de radiacio e também a quantificacio da intensidade dos raios X
espalhados. Assim, a primeira estrutura cristalogréfica, do cloreto
de sédio (sal de cozinha), foi determinada. Max von Laue recebeu
o prémio Nobel em fisica em 1914 e os Bragg, pai e filho, foram
laureados em 1915. No ano da premiagio, Laurence Bragg tinha
somente 25 anos, sendo ainda hoje o laureado mais jovem em
qualquer uma das 4reas contempladas.

A geragio de cientistas que inicialmente se formou sob a tutela dos
Bragg foi a que de fato desenvolveu a aplicacao bioldgica da cristalo-
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grafia. John Desmond Bernal, aluno de William Bragg, foi o pioneiro.
Ele e sua estudante Dorothy Crowfoot Hodgkin produziram as pri-
meiras e excelentes imagens de difracio de uma proteina, a pepsina,
em 1934. Apesar de o padrao de difragao de cristais de proteinasser ex-
tremamente mais complexo (em nimeros de reflexdes) do que aqueles
de sais estudados por Bragg, estava claro para Bernal que esses padroes
continham praticamente todas as informag6es necessdrias para de-
terminar a estrutura de uma protefna. Havia, porém, o problema das
fases: a estrutura da pepsina nao poderia ser imediatamente decifrada.

O problema das fases persistiu por mais de 20 anos apds os resul-
tados iniciais de Bernal e Hodgkin, até que Max Perutz (ex-aluno de
Bernal) e colegas resolveram comparar padroes de cristais de protefnas
contendo diferentes dtomos de metais pesados. A partir dessas com-
paragoes, desenvolveram uma abordagem que deu origem a0 método
desubstituicao isomérfica. Em 1958, John Kendrew aplicou a técnica
desenvolvida por Perutz, que foi seu orientador, para produzir as pri-
meiras imagens tridimensionais de uma proteina: a mioglobina, que
¢ utilizada pelos musculos para armazenar oxigénio.

Durante as décadas de 1920 e 1930, William Astbury, outro
ex-aluno de William Bragg, foi pioneiro no uso de raios X para estu-
dar fibras biolégicas e no desenvolvimento dos métodos que seriam
mais tarde utilizados por Rosalind Franklin e seu aluno Raymond
Gosling, na obtengio da “foto 517. Esse € o apelido dado a famosa
imagem de difragdo de raios X da dupla fita da forma B do DNA,
usada controversamente como evidéncia experimental por Francis
Crick (também aluno de Perutz) e James Watson na determinagao
da respectiva estrutura.

Nas décadas que se seguiram, dezenas de novas estruturas foram
descritas por grupos independentes. Até hoje, todas as estruturas
resolvidas s3o disponibilizadas & comunidade cientifica, por meio de
repositdrios universais especializados como, por exemplo, o Protein
Data Bank, ou PDB, em www.rcsb.org. De acordo com as estatis-
ticas de deposi¢io do PDB, até o inicio da década de 1990, em tor-
no de 500 estruturas de protefnas haviam sido determinadas. Esse
ndmero cresceu de maneira extraordindria nas décadas seguintes.
No ano 2000, 13.600 estavam disponiveis e, em 2010, eram quase
70.000. Quando da escrita deste artigo, esse niimero havia ultrapas-
sado a marca de 128.000.

O conhecimento da estrutura atbmica de proteinas revolucionou
o entendimento de uma ampla gama de mecanismos bioldgicos fun-
damentais tais como as bases moleculares da transcri¢io e traducio de
genes, sinalizagdo inter e intracelular, estruturagio da membrana ce-
lular e estrutura e transporte através de poros transmembrana, infec-
Ao viral, interagdo patégeno-hospedeiro, catdlise enzimdtica, entre
outros indmeros processos biolégicos. Todo o entendimento em nivel
molecular do amplo espectro da biologia moderna se deve 4 enorme
contribui¢io da cristalografia por difragao de raios X.

Para se ter umaideia de sua relevancia, pelo menos 28 dos cientis-
tas laureados no prémio Nobel, até o momento, devem seu sucesso a
algum aspecto do desenvolvimento ou da utilizagao da cristalografia
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por difragao de raios X. Mesmo depois de mais de 100 anos desde
seu desenvolvimento, o impacto dessa técnica na biologia ainda ¢
extremamente relevante, gragas, em grande parte, s instalagdes mo-
dernas, como o Sirius.

DESAFIOS, SOLUGOES TECNOLOGICAS E O MARCO HISTORICO: FON-
TES SINCROTRON Os passos e os desafios experimentais envolvidos
na obtengdo de estruturas cristalograficas sao praticamente os mes-
mos desde a determinagio das primeiras estruturas, na década de
1960. Avancos rdpidos e continuos na instrumentagao permitiram,
no entanto, que solugdes fossem encontradas de maneira rdpida,
expandindo, principalmente, as fronteiras sobre quais tipos de pro-
tefnas poderiam ser estudas.

Por exemplo, para se identificar condi¢oes quimicas que favore-
cam o crescimento de cristais com qualidade suficiente para experi-
mentos de difracao, é necessdria a produgio de grandes quantidades
da proteina de interesse, tipicamente na ordem de miligramas, com
altissimo grau de pureza e homogeneidade de espécies. No passado,
as proteinas eram extraidas de fontes naturais, como plantas, mi-
crorganismos e tecidos, o que impunha limita¢es importantes ao
tipo de proteina e de organismo fonte e também no rendimento da
preparagao. Com o advento de técnicas de biologia molecular (rea-
¢io de polimerizagao de DNA em cadeia, técnicas de corte e ligagao
de porg¢des de DNA, entre outros), o desenvolvimento de sistemas
de expressao heterélogos (em bactérias ou leveduras, por exemplo) e
culturas de células em larga escala, praticamente qualquer proteina,
independente da origem, pode hoje ser produzida com alto rendi-
mento, viabilizando assim a realiza¢ao de tentativas iniciais de crista-
lizagao. Atualmente, proteinas humanas funcionalmente relevantes
e de dificil extragao podem ser estudadas estruturalmente.

A cristalizagao de macromoléculas bioldgicas ocorreu histori-
camente de maneira empirica. Nas tltimas décadas, entretanto, a
metodologia desenvolveu progressivamente uma maior racionali-
dade, como resultado de uma compreensio mais profunda dos pro-
cessos fisicos e quimicos envolvidos. Com o advento de métodos
automatizados (rob6s) para manipulagio dos cristais e montagem
dos experimentos, vantagens cruciais foram obtidas em termos de
miniaturizagdo, precisio, velocidade e capacidade de trabalhar con-
tinuamente por periodos prolongados. Sistemas de visualizagao e
identificagao de cristais também sao automatizados e se baseiam nao
somente em microscopia de luz visivel, mas também em absor¢io
e fluorescéncia na faixa de ultravioleta. Todavia, por mais que as
chances de sucesso tenham sido consideravelmente aumentadas, a
cristalizagio de macromoléculas bioldgicas ainda se baseia ampla-
mente num processo de tentativa e erro.

Algumas das fontes originais de raios X mais utilizadas em crista-
lografia no passado foram variantes de tubos em vdcuo, a partir dos
quais a radiagao eletromagnética é produzida por bombardeamento
de 4nodos rotatérios. Tais fontes eram geralmente suficientes para
estudos dos cristais relativamente grandes (centenas de microme-
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tros) formados por moléculas de proteinas comparativamente pe-
quenas (centenas deaminodcidos). Aindaassim, a coleta de dados le-
vava muitos dias ou semanas. Originalmente, os cristais precisavam
ser orientados manualmente com relago ao feixe, o que implicava
em aumento considerdvel no tempo da coleta. No caso da obtenc¢ao
da primeira estrutura da proteinalisozima, em 1967, foram necessd-
rios 14 dias consecutivos para que fosse coletado um tinico conjunto
completo de alta resolugao (5). No inicio da década de 1980, essas
fontes passaram a incorporar os entdo recém desenvolvidos goni6-
metros de rotacio e oscilagio, permitindo controle automdtico da
posic¢ao dos cristais. Uma grande limitagdo dessas chamadas “fontes
caseiras” é o fato de que, ainda hoje, produzem radiagio somente em
um comprimento de onda, que é caracterfstico do material do qual
0 4nodo ¢ feito. A radiacdo da transicio Ko do cobre (A = 1,54 A)
¢ quase que exclusivamente utilizada. Anodos rotatérios de cromo
(A=2,29 A) e molibdénio (A= 0,71 A) também sio utilizados, todavia
de maneira bem menos frequente no estudo de cristais de proteinas.

Essa situacao mudou radicalmente no inicio dos anos 1990,
com a introdugio de sincrotrons como poderosas fontes de ra-
diagao para a difragdo de cristais de macromoléculas bioldgicas. A
caracteristica principal dessa fonte ¢ o alto brilho — com baixa di-
vergéncia angular — do feixe de radia¢io produzido, através de um
amplo espectro de energias, além de possibilitar a selegao precisa
de comprimentos de onda.

Longos anéis de armazenamento em laboratérios sincrotron
permitem a geragao e estabilizacio de feixes de elétrons com emi-
tancia reduzida (a emitincia é um parimetro cinemdtico invariante
em um acelerador, que caracteriza o tamanho do feixe de particulas).
Em uma fonte sincrotron, quanto mais baixa a emitincia do feixe
de elétrons, melhor: pois menor e mais brilhante serd o feixe resul-
tante de raios X. O brilho ¢ talvez o parimetro mais importante da
medida de qualidade e que determina a capacidade experimental de
uma fonte de raios X. A evolugio do brilho em fun¢io do progresso
tecnoldgico na produgio de raios X, usados no estudo de cristais de
macromoléculas bioldgicas, é ilustrada na Figura 3a.

Em fontes caseiras, a grande se¢io de choque dos elétrons
com o 4nodo resulta em feixes de raios X de baixo brilho, que sao
compensados por uma menor colimagio através de fendas. Tipi-
camente, o feixe que incide na amostra tem drea de 90.000 pm?.
Sincrotrons de segunda geragdo (como o LNLS, Campinas), com
circunferéncias da ordem de uma centena de metros, permitem a
producio de raios X oriundos de dipolo magnéticos. Através do
uso de componentes Sticos (espelhos e monocromadores), feixes
com metade da drea, cerca de mil vezes mais brilhantes que o de
um 4nodo, podem ser obtidos.

Sincrotrons de terceira geragio sao mais longos — com cerca de
500 metros de circunferéncia — e permitem emitincia consideravel-
mente menor. As longas sec¢des retas nesses anéis de armazenamento
podem ainda acomodar dispositivos de inser¢do, tais como ondula-
dores, que consistem numa longa disposi¢ao periédica de {mas curtos
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Figura 3. 0 poder das fontes sincroton. (a) Dimensdes dos feixes e
respectivos brilhos (em escala de cinza) obtidos em funcdo da tec-
nologia de producado de raios X, desde fontes caseiras (anodo rota-
torio), passando pelas varias geracdes de sincroton. A letra D indica
que sincrotrons de sequnda geracao tipicamente produzem raios X
a partir de dipolos, enquanto que U representa o uso de dispositivos
de insercdo, como onduladores, em sincrotrons de terceira e quarta
geracdes. Adaptado de Willmott, 2011 (6). (b) Como consequéncia do
maior brilho em um feixe muito menor, dados de difracdo de cristais
cadavez menores, fracamente difratores e com celas unitarias maio-
res podem ser coletados com sucesso

(milimetros), com polaridade alternada. Os elétrons movem-se entao
em uma trajetdria ondulada através desses imas, com deflexdo zero de
sua trajetdria no anel de armazenamento, emitindo radiagdo extra por
conservagio de energia. No referencial relativistico do elétron, o pico
da energia extra emitida é compativel com raios X e contribui signifi-
cativamente com o aumento do brilho na amostra.

Portanto, um novo salto foi conseguido para sincrotrons de ter-
ceira geragio, nos quais linhas com dispositivos de inser¢ao com
onduladores podem alcancar feixes de 2.500 pm?, trés ordens de
grandeza mais brilhantes que na geracio anterior. Ainda assim, em
sincrotrons de quarta geragdo, como o Sirius, principalmente atra-
vés de tecnologia moderna, serd possivel fornecer aos usudrios feixes
com 25 pm? ou menores, 10.000 vezes mais brilhantes.

Os métodos de coleta de dados de difra¢do inicialmente en-
volviam filmes fotogrdficos com sensibilidade relativamente baixa.
Eram necessdrias longas exposi¢oes e quantificacio manual e com-
parativa das intensidades das reflexdes medidas. Scanners Gpticos
permitiram quantificagdes melhores e mais eficientes das reflexdes.
No entanto, o verdadeiro avango foi a introdugio de dispositivos
automdticos controlados por computador, inicialmente com cAma-
ras multifios, seguida por placas de imagem fosforescentes e cAmeras

CCD (dispositivos de carga acoplada).
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Placas de imagens e CCD possuem uma ampla faixa dinimica,
boa linearidade de resposta, resolugio espacial e grande drea ativa
(coletando dados de mais alta resolu¢ao), tudo isso com custo relati-
vamente baixo. Porém, apresentam uma desvantagem que inviabili-
za completamente seu uso em sincrotrons modernos, que € o tempo
de leitura muito lento.

Hoje em dia, a alternativa compativel utilizada sao os detectores
ativos de pixels baseados em semicondutores de metal-6xido comple-
mentar (CMOS). Estes permitem a contagem direta e instantinea de
fétons dnicos de raios X. Devido aum tempo de leitura extremamente
rdpido (da ordem de microsegundos), os dados podem ser continua-
mente coletados & medida que o cristal é submetido a rotagao; nao hd
necessidade de oscilagao de goniémetro ou mesmo de um obturador
para delimitar os tempos de exposi¢ao individuais, como acontece
com os sistemas de placas de imagens e CCD. Ainda, como importan-
te consequéncia das altissimas taxas de leitura (> 300 Hz), as diversas
fontes de ruidos sao praticamente eliminadas. Isso, combinado com
alta faixa dindmica, permite a importante quantificacio de reflexoes
extremamente fracas (tipicamente a altas resolugées) ¢ a consequente
extensdo da qualidade do modelo atémico obtido.

Os intensos feixes de raios X sao capazes de danificar os cristais
instantaneamente durante a coleta de dados. Esse processo indese-
jdvel pode ser retardado através da manutengio dos cristais a bai-
x{ssimas temperaturas. Normalmente, durante a coleta de dados, o
cristal ¢ mantido em nitrogénio gasoso a 100 K (-173,15 ©C). Por
mais que a ioniza¢ao e consequente formagao de radicais livres ainda
acontega, a difusao destes através dos canais de solvente dos cristais
¢ mitigada. Hoje em dia, apenas um cristal é tipicamente necessdrio
para a coleta de um conjunto completo de dados de difragao.

A coleta sob condig¢bes criogénicas trouxe outro beneficio: os
usudrios podem congelar e armazenar os cristais com antecedéncia.
Eles podem ser transportados durante dias, em distdncias intercon-
tinentais, sem maiores complicagées. Isso, combinado com a auto-
magao de passos envolvidos no posicionamento do cristal ante o fei-
xe, permite o acesso do usudrio a fontes de luz sincrotron distantes.
Em diversas estagdes experimentais, é possivel ao usudrio somente
enviar os cristais congelados, conduzindo a coleta dos dados em sua
institui¢ao de origem, via internet. Um dos beneficios imediatos é
a economia de recursos financeiros que outrora seriam dedicados a
pagar despesas de traslado (muitas vezes entre paises) e estadia.

Outras vantagens relevantes de modernas estagoes experimen-
tais em sincrotrons sio: (i) devido ao seu tamanho, essas enormes
fontes podem produzir feixes de luz que sao pelo menos dez ve-
zes mais finos que o didmetro do cabelo humano. Assim, ¢ possivel
varrer microvolumes dentro de cristais maiores, buscando detectar
regides mais ordenadas e, portanto, a melhor por¢io do cristal para
difragao; (ii) A capacidade de se ajustar a energia da radiacio permite
que os comprimentos de onda sejam precisamente selecionados para
explorar a dispersao anémala de uma grande quantidade de elemen-
tos quimicos, facilitando assim a obtengao de fases experimentais
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para determinacio das estruturas. Nas novas fontes, pretende-se es-
tender consideravelmente entre 0,3 e 5 A de comprimento de onda;
(iii) gonidmetros modernos com vdrios graus de liberdade permitem
acobertura de todaa esfera de difragao, com precisao de segundos de
grau; (iv) possibilidade de difragao 7 situ, onde cristais sao testados
ainda nas placas de cristalizagdo.

Comparativamente, a coletade um conjunto completo de dados
levava dias em geradores “caseiros” (Anodos rotatérios) e horas e mi-
nutos em linhas sincrotrons de segunda e terceira geragoes, respecti-
vamente. No Sirius (fonte de quarta gera¢io), apenas alguns poucos
segundos serdo suficientes.

Em termos gerais, podemos estimar que uma coleta de dados para
um cristal gere aproximadamente 43 GB de dados em menos de 15
segundos (rotagao de 360° em intervalos de 0,1°, 300 imagens por
segundo, 12 MB por imagem). Portanto, a infraestrutura computa-
cional de transferéncia, armazenamento e processamento de dados
precisa andar de maos dadas com a capacidade das estacoes experi-
mentais. Novos algoritmos e programas de computagao para a coleta
de dados de difragao, solugio da estrutura e refinamento do modelo
atdmico precisam ser constantemente desenvolvidos, para lidar com
as novas demandas. Esse ¢ um novo desafio a ser enfrentado nas pré-
ximas geragoes de sincrotron: lidar com os dados gerados (transferir
e processar) em velocidades compativeis com a coleta dos mesmos.

Beneficios. A intensidade de uma reflexao qualquer medida no
detector é diretamente proporcional 2 intensidade do feixe inciden-
te (L), e ao volume do cristal (V,

aivat) - D€ mManeira contréria, quanto

maior ou mais volumosa a cela unitdria (Figura 1b), menor a inten-
sidade do sinal. Ou seja:

V;ﬁ:m[

cela

[x [

Além do mais, grandes celas unitdrias e/ou cristais maiores ge-
ralmente acumulam mais desordem, o que compromete o sinal de
interferéncia construtiva. O aumento no brilho do feixe de raios X
incidentes, cada vez menores, combinado com a maior sensibilidade
na detecgio do sinal permitem a coleta de dados de grandes macro-
moléculas fracamente difratoras no estado cristalino, utilizando-se
cristais menores com grandes celas unitdrias (Figura 3b).

O advento de sincrotrons foi o marco histérico essencial no es-
tudo de proteinas dificeis de cristalizar ou que produzem cristais pe-
quenos, com grandes celas unitdrias, altas quantidades de solvente e
de fraco poder de difracao. Dentre estas estdo proteinas de membra-
na, capsideos virais, complexos macromoleculares (proteina:protei-
na) e complexos proteina:ligante.

Nesse sentido, prémios Nobel recentes relacionados a aplicacio
de cristalografia de proteinas em biologia, e cujas estruturas sé pude-
ram ser determinadas em fontes sincrotron, incluem os concedidos
aPeter Agre e Roderick MacKinnon em 2003 (proteinas transmem-
branare transportadoras de 4gua e fons), a Roger Kornberg em 2006
(RNA polimerase), a Ada Yonath, V. Ramakrishnan e Thomas Steitz
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em 2009 (ribossomo) e mais recentemente, em 2012, a Brian Ko-
bilka e Robert Lefkowitz, pelos estudos funcionais e estruturais de
receptores de membrana GPCR.

CONCLUSOES A ciéncia que se pode fazer com fontes sincrotron é
tnica e diferente. Ela beneficia toda uma comunidade de usudrios
académicos interessados em complexos mecanismos biolégicos bd-
sicos e também usudrios industriais, que priorizam a descoberta e
desenvolvimento de fdrmacos. Nesse sentido, as perspectivas das
contribui¢oes de cristalografia de proteinas, por meio de fontes de
raios X de novas geragdes, s3o animadoras.

Atualmente, existem cerca de 130 linhas dedicadas a difragao
de cristais de macromoléculas bioldégicas, que contabilizam mais
de 50% do tempo de uso de laboratdrios sincroton. Essas contri-
bufram, e ainda contribuem, com praticamente 80% da producao
anual de novas estruturas cristalogréficas (Figura 4).

Cerca de 10.000 estruturas sao depositadas anualmente, incluin-
do-se as redundantes. Menos de um terco das estruturas de proteinas
humanas preditas (> 30.000) sio conhecidas, isso sem contar eventos
onde é interessante estudar a interagao (complexos) entre proteinas.

1992 1998 2004 2010 2016
125000 1 | 1 | 1 | 1 |
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, B e Cristalografia
:-g : m—— Sincroton
‘B
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]
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E
£ 50000
i
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Figura 4. Estatisticas anuais de deposicdo de novos modelos de
proteinas no banco de dados PDB (rcsb.org). Atualmente, mais
de 128 mil estruturas estdo disponiveis a comunidade cientifica.
Desde meados da década de 1980, o crescimento é exponencial e,
atualmente, 10 mil novas deposicdes sdo feitas anualmente (linha
preta). Até o final de 2016, 90% dessas estruturas (> 112.000) ha-
viasido determinada por cristalografia de raios X (linha vermelha).
De acordo com estatisticas obtidas em biosync.sbkb.org., cerca de
80% da producdo anual, desde 1995, deriva de dados coletados em
fontes sincrotron (linha azul)
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Protefnas de membrana s3o importantes sensores do meio ex-
terno, desencadeando cascatas de respostas intracelulares vitais para
a sobrevivéncia de uma célula e sua fungdo organizada em tecidos e
6rgaos. Dessa maneira, essa classe de proteinas é de grande interesse
para o desenvolvimento de fdrmacos. Aproximadamente 30% do
genoma humano (quase 10.000 genes) codifica para essa classe de
proteinas, que por sua vez s3o alvos conhecidos de pelo menos 50%
dos fdrmacos que estio mercado. Todavia, proteinas de membrana
sdo extremamente dificeis de expressar e cristalizar e seus cristais sao
frequentemente pequenos e frdgeis, de maneira que somente uma
centena de estruturas tinicas sao conhecidas. Assim, h4 ainda um
longo caminho a ser percorrido na 4rea de biologia estrutural de
proteinas de membrana, e a crescente demanda por experimentos
de cristalografia deve ser acompanhada pelo aumento na oferta de
tempo e qualidade de feixe de raios X. Assim, a construgio de novos
sincrotrons de tltima geracio (tais como o Sirius) é uma demanda
a ser atendida, especialmente em regides do planeta onde, pela es-
cassez de ofertas, teria o potencial de contribuir fortemente com o
avango cientifico e econémico.
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