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A determinacao de estruturas tridimensionais de enzimas pela
cristalografia de raios-x

Mirian Cristina Feiten?

Resumo

A cristalizacéo de proteinas € um fendbmeno em que as moléculas de uma certa
proteina se associam de forma ordenada, em solucdo aquosa, para formar um
arranjo periodico e em trés dimensdes, ou seja, um cristal. Nesta breve reviséo,
a aplicacéo da técnica de cristalografia de difracdo de raios-X é abordada com
foco nos estudos estruturais de proteinas e, mais especificamente, de enzimas.
Sdo abordados detalhes das principais etapas envolvidas: purificacdo e
obtencdo dos cristais, coleta e processamento de dados, determinacédo e
refinamento da estrutura. Em suma, esta € uma técnica de ponta que envolve
conhecimentos multidisciplinares e com potencial para determinar de maneira
bastante satisfatoria a estrutura tridimensional de macromoléculas biolégicas de
interesse, ndo apenas nas areas médica e farmacoldgica, bioquimica e biologia
molecular, como também na biotecnologia, engenharia quimica e engenharia de
alimentos.
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Abstract

Protein crystallization is a phenomenon in which the molecules of a certain
protein orderly associate, in aqueous solution, to form a periodic, three-
dimensional arrangement, that is, a crystal. In this brief review, the application of
the X-ray crystallography technique is approached focused on structural studies
of proteins and, more specifically, enzymes. Details on the main steps involved
are discussed: purification and obtaining of crystals, data collection and
processing, model building and refinement. In short, this is a cutting-edge
technique that involves multidisciplinary knowledge and presents a great
potential to quite satisfactorily determine the three-dimensional structure of
biological macromolecules of interest, not only in the medical and
pharmacological, biochemistry and molecular biology areas, but also in
biotechnology, chemical engineering and food engineering.
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1. Introducéo

Proteinas sdo as macromoléculas biolégicas mais abundantes, ocorrendo

em todas as células e em todas as partes das células. Sao biopolimeros
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compostos por unidades monomeéricas - residuos de aminoacidos - ligados entre
si por ligacdes peptidicas. Este tipo de ligacédo estabelece-se entre os residuos
de aminoéacidos com consequente perda de uma molécula de agua. Cada alfa-
aminoacido é constituido por um grupo amino, um grupo carboxilico, um atomo
de hidrogénio e um grupo R (cadeia lateral que difere de aminoacido para
aminoéacido), ligados a um carbono (carbono alfa). Sdo apenas vinte os
aminoacidos (Figura 1) que, combinados em nimero e sequéncia diferentes, dao
origem a todas as proteinas existentes, conferindo-lhes a estrutura e capacidade
funcional especifica (BORZANI et al., 2001; COLNAGO; ALMEIDA; VALENTE,
2002).

Figura 1. Os 20 aminoécidos. As férmulas estruturais mostram o estado de ionizacdo que
predomina em pH 7,0. As por¢des ndo sombreadas séo aquelas comuns a todos os
aminoacidos; aquelas sombreadas sao os grupos R.
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Fonte: NELSON; COX (2013).
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As proteinas apresentam quatro aspectos distintos em suas estruturas:
estrutura primaria, secundaria, terciaria e quaternaria (VOET; VOET, 2004;
NELSON; COX, 2017). A Figura 2 ilustra estes aspectos estruturais. A estrutura
priméria é caracterizada pela sequéncia linear de aminoacidos e ligacdes
peptidicas da molécula; € o nivel estrutural mais simples e mais importante ja
que dele deriva todo o arranjo espacial da molécula. A estrutura secundaria é
caracterizada pelo estabelecimento de ligacdes de hidrogénio entre aminoacidos
de uma cadeia proteica; os elementos deste tipo de estrutura mais comuns em
proteinas sdo a a-hélice e a folha-B ou pregueada. A estrutura terciaria é a
organizagdo “global” de uma unica cadeia polipeptidica; é o arranjo
tridimensional que a proteina assume para realizar suas funcdes. O principal
fator que determina a estrutura terciaria numa proteina globular € o efeito
hidrofébico, ou seja, as cadeias laterais dos aminoacidos nédo polares ficam como
que “escondidas” dentro da estrutura e as cadeias laterais dos residuos polares
ficam expostos a superficie. As ligacbes de hidrogénio sdo fundamentais na
estabilizacdo da estrutura terciaria. O termo estrutura terciaria € frequentemente
usado para se referir a proteina enovelada. Por fim, a estrutura quaternaria é
caracterizada pela associacdo de duas ou mais cadeias polipeptidicas numa
estrutura com varias subunidades, resultando numa unidade ativa. Este tipo de
estrutura é estabilizada por ligacdes de hidrogénio, forcas de Van der Walls ou
ligacbes ibnicas (BORZANI et al.,, 2001; COLNAGO; ALMEIDA; VALENTE,
2002).

Figura 2. Niveis de estrutura nas proteinas.
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Fonte: NELSON; COX (2013).
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As enzimas sao proteinas biologicamente ativas e sdo responsaveis pela
catélise de diversas reacfes bioquimicas. Em uma proteina enzimatica, existe
certo dominio chamado de “sitio ativo” que se liga ao substrato — a molécula
reagente — e diminui a energia do estado de transicdo que leva ao produto
desejado. A ligacéo entre o sitio ativo e 0 substrato € extremamente especifica:
a molécula precisa ter certas caracteristicas eletronicas e espaciais que
permitam o seu “encaixe” com a proteina (BORZANI et al., 2001). A conformacao
e a estabilidade da estrutura molecular das enzimas sdo asseguradas por
ligacbes de hidrogénio, interacbes hidrofébicas, pontes de dissulfeto, ligacdes
ibnicas e forcas de Van der Waals (NELSON; COX, 2017). O grande paradigma
dos estudos estruturais de macromoléculas, principalmente em biologia
molecular, € que o conhecimento da estrutura tridimensional € um pré-requisito
para o entendimento de como essas moléculas funcionam (VOET; VOET, 2004;
FEITEN et al.,, 2016). A atividade catalitica, bem como a estabilidade e a
especificidade da enzima dependem da sua estrutura tridimensional. Condi¢cdes
ambientais, tais como pH, temperatura, for¢ca i6nica do meio, presséo,
cisalhamento, entre outros, afetam a estrutura da enzima e, em decorréncia,
suas propriedades (SCRIBAN, 1985).

O estudo da fun¢éo de enzimas envolve uma aproximacao multidisciplinar.
Vérias sao as técnicas documentadas na literatura para determinacdo das
estruturas secundaria e tercidria de enzimas, cada uma com suas
particularidades. As técnicas espectroscopicas de Mossbater, Raman,
fluorescéncia, infravermelho, UV/visivel e dicroismo circular s&o bastante
documentadas na literatura para a determinacdo da estrutura secundaria de
proteinas (FEITEN et al., 2016). Por outro lado, a determinacdo da estrutura
tridimensional, usando técnicas espectroscépicas como a difracao de raios-X em
proteinas cristalizadas ou a ressonancia magnética nuclear (RMN) em proteinas
em solucdo, permite localizar a posicdo dos diferentes residuos no espaco
(NASCIMENTO; BLOCH Jr, 2001; COLNAGO; ALMEIDA; VALENTE, 2002; LAI
et al., 2011). Este tipo de estudo revela muitas vezes detalhes sobre o
mecanismo da reacao, ou seja, a forma e sequéncia de ligacdes do substrato ao
centro ativo para ser catalisado (MORRIS et al., 1992; MUNTE, 2001;
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SILVESTRINI; CIANCI, 2020). Neste contexto, o objetivo deste trabalho é
apresentar uma breve revisao bibliografica sobre os principios e o atual estado
da arte do uso da técnica de cristalografia por difracdo de raios-X para a

determinacao da estrutura tridimensional de enzimas.

2. Reviséo bibliogréfica
2.1. Cristalografia: definicdo e conceitos

A cristalizacdo é a etapa mais complexa quando queremos determinar a
estrutura de uma macromolécula (GIACOVAZZO et al., 1992; RUPP, 2009). A
formacdo de um monocristal de tamanho e qualidade adequados para o0s
experimentos depende de varios parametros, tais como o grau de pureza da
proteina; o tipo, a composicdo e o pH do tampao; concentracdo salina;
temperatura do ambiente (RUPP, 2009; FEITEN et al., 2016), dentre outros.

O crescimento de um cristal de proteina comeca a partir de uma solucéo
supersaturada da macromolécula, e evolui para um estado termodinamicamente
estavel, no qual a proteina € particionada entre uma fase soélida e a solugao. O
tempo necessario para que o equilibrio seja atingido tem uma grande influéncia
sobre o resultado final, que pode ir de um precipitado amorfo ou microcristalino
até grandes monocristais. O estado de supersaturacdo € determinado pelas
condi¢cBes do meio, como a concentracdo do agente precipitante, concentracao
da proteina, temperatura, pH, forca ibnica, entre outros (GIACOVAZZO et al.,
1992).

A cristalizacdo comeca com a fase de nucleacao (formacéo dos primeiros
agregados ordenados) que é seguida pela fase de crescimento. A nucleacdo
requer um estado de supersaturacdo maior do que aquele da fase de
crescimento. Consideremos uma proteina dissolvida em um tamp&o. Nessa
situacdo, para que a proteina seja levada a formar cristais, € necessario que as
moléculas da proteina dissolvidas na solucdo, sejam trazidas a uma situacéo
onde as moléculas estejam proximas umas das outras. Para levar a proteina a
essa situacdo podemos aumentar sua concentracdo, ou aumentar a
concentracdo do sal presente na solugdo da proteina de modo a trazé-la na

regido de supersaturacao, de forma lenta. Na regido de supersaturagao teremos
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as moléculas da proteina proximas umas das outras, o que, em casos favoraveis,
promovera o aparecimento dos primeiros nucleos cristalinos. Esses microcristais
servirdo de base para o crescimento de cristais maiores, adequados para
experimentos de difracdo de raios-X (RONDEAU; SCHREUDER, 2015).

O aumento da solubilidade de uma macromolécula biolégica a baixa
concentracédo salina (< 0,5 M) é chamada salting-in (Figura 3). Este fenbmeno é
explicado pelas interacdes eletrostaticas nao especificas entre a macromolécula
carregada e as espécies idnicas do sal. Segundo a teoria de Debye-Huckel para
solucgdes ibnicas (SABADINI; CARVALHO, 2013), um aumento na forca ibnica
reduz a atividade dos ions em solucdo e aumenta a solubilidade do composto
ibnico. Uma forma alternativa de se tratar este fenébmeno é considerar o salting-
in como o resultado da competicdo entre grupos carregados na superficie da
macromolécula e os ions em solucdo. Na auséncia de ions no solvente, a
macromolécula precipita devido a atracao eletrostatica entre cargas opostas em
diferentes partes da macromolécula. Se os ions séo adicionados a solugédo eles
blindam os grupos carregados na macromolécula e aumentam a sua

solubilidade.

Figura 3. Tipica curva de solubilidade de uma proteina, como uma funcéo da
concentracdo de sal ou qualquer outro parametro.

de proteina
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Fonte: NONATO (1997).

Outra forma de precipitar uma macromolécula é pela adi¢éo de sal (salting-
out). O sal serve para imobilizar as moléculas de agua, desta forma aumentando
a concentracdo efetiva da macromolécula, ou seja, diminuindo a sua
solubilidade. No fendmeno de salting-out a solubilidade da macromolécula é

governada principalmente por efeitos hidrofébicos. Os ions podem provir de um

]
ANO IX - Volume9 - Numero 2 2022 Artigo completo 229



UNIVMERS (D A DE

ALMANAQUE MULTIDISCIPLINAR DE PESQUISA @ UNIGRANRIO

agente precipitante. Um composto adicionado a um sistema macromolécula
biolégicatagua (soluto + solvente) pode se ligar a macromolécula (ligacao
preferencial) ou ser excluido (exclusdo preferencial). A interacdo liquida do
salting-out é a excluséo preferencial (BORZANI et al., 2001).

O método mais comum de cristalizacdo de proteina é a difusdo de vapor
(RUPP, 2009). Possuindo duas variantes neste método, a “gota suspensa’
(hanging drop) e a “gota sentada” (sitting drop), 0 processo consiste em uma
pequena quantidade de solugéo (gota) contendo concentragdes equivalentes de
proteinas e reagentes precipitantes e uma solucao reservatorio com as mesmas
substancias em concentracdes dobradas em um sistema isolado. Devido a
diferenca de concentracdo, a 4gua da gota evapora lentamente para a solugéo
reservatério. Assim, pode-se iniciar a cristalizacao das proteinas na gota.

Ainda segundo Rupp (2009), a configuracdo mais comum da difusdo de
vapor para crescer cristais de proteina é a técnica da gota suspensa (hanging

drop) (Figura 4).

Figura 4. Cristalizacé@o de proteina por difusdo de vapor — gota suspensa (hanging drop).
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Fonte: Adaptado de RUPP (2009).

Alguns microlitros de solucdo de proteina sdo misturados com uma
quantidade aproximadamente igual de uma solugcéo reservatorio contendo os
agentes precipitantes. Uma gota desta mistura é colocada nhuma lamina de vidro
que cobre o reservatério. Como a mistura proteina/precipitante na gota € menos
concentrada do que a solucao reservatorio (mistura da solucéo de proteina com
a solucéo reservatério de 1:1 na gota), a agua evapora da gota para dentro do
reservatorio. O equilibrio prossegue por meio da difusdo das espécies volateis

(dgua e/ou solventes organicos) até que a pressao de vapor na gota se iguale
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aguela do reservatorio. Como resultado, a concentracdo de ambos, proteina e
agente precipitante, aumenta lentamente na gota, e os cristais podem se formar.
Para espécies quimicas com presséo de vapor maior que a pressao de vapor da
agua, a troca ocorre do reservatoério para a gota.

Os cristais de macromoléculas bioldgicas séo diferentes dos cristais de
pequenas moléculas em varios aspectos. Eles diferem em tamanho: cristais de
macromoléculas sdo normalmente bem menores, dificilmente excedem 1 mm?
em volume. Outra diferenca é que cristais de macromoléculas biolégicas séo
bem mais frageis e possuem um alto contetddo de solvente. A fragilidade dos
cristais de macromoléculas biolégicas € uma consequéncia das fracas
interag6es entre as macromoléculas bioldgicas dentro da rede cristalina e do alto
conteddo de solvente nestes cristais (de 20% a mais de 75%) (MATTHEWS,
1968). Por esta razdo, os cristais de macromoléculas biolégicas devem ser
mantidos em um ambiente saturado de solvente, caso contrario, a desidratacao
conduzira a quebra destas ligacdes fracas e, consequentemente, a destruicdo
dos cristais. O alto conteudo de solvente, contudo, tem consequéncias Gteis, pois
0s canais de solvente nos cristais de macromoléculas biolégicas permitem a
difusdo de pequenas moléculas, uma propriedade usada na preparacdo de
derivados isomorfos e de complexos binarios de proteinas e ligantes. Uma outra
caracteristica dos cristais de macromoléculas bioldégicas sdo as grandes
dimensdes de suas celas unitarias, se comparadas com as dimensdes das celas
unitarias das pequenas moléculas. Cristais de macromoléculas biolégicas
podem ter parametros de cela unitaria de até algumas dezenas de milhares de
angstrons (DUCRUIX; GIEGE, 2000; RHODES, 2006). A Figura 5 apresenta
alguns exemplos de cristais de proteinas obtidos por diferentes técnicas e

empregando diferentes agentes de precipitacéo.
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Figura 5. Alguns cristais de proteinas crescidos por diferentes técnicas e usando
diferentes agentes de precipitagdo: (A) catalase animal; (B) forma trigonal da frutose-1,6
difosfatase de figado de galinha; (C) proteina ligante do cortisol de soro de porquinho-da-india;
(D) concanavalina B de feijdo; (E) catalase de figado bovino; (F) proteina desconhecida de
abacaxis; (G) forma ortorrdmbica do fator de alongamento Tu de Escherichia coli; (H) cristais
hexagonais e cubicos de tRNA-fenilalanina de levedura; (l) bastdes monoclinicos da proteina
desenrolada do gene 5 do DNA de bacteriéfago fd; (J) glicerol-3-fofato desidrogenase de
musculo de frango; e (K) cristai’s ortorrébicos de canvalina de feijao.

-~

Fonte: RHODES (1993).
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Por mais de meio século, a determinacao de estrutura tridimensional (3D)
de proteinas vem sendo feita por métodos de cristalografia de difracdo de raios-
X (BARCELOS et al., 2008). E inquestionavel a importancia e a contribui¢éo que
aplicacbes dessa técnica tém proporcionado a Bioquimica (NASCIMENTO;
BLOCH Jr, 2001; NELSON; COX, 2017). A técnica de cristalografia de raios-X
pode ser definida de maneira simples como a submissdo de uma particula
cristalizada a uma radiacao de ondas de tamanho conhecido. A cristalografia de
proteinas é um ramo especializado da cristalografia que investiga, através de
técnicas de difracdo em cristais individuais, a estrutura tridimensional destas
macromoléculas biolégicas. Conhecendo o comprimento de onda e o angulo de
difracé@o do raio € possivel determinar a possivel estrutura da particula - no caso,
uma proteina e os atomos que a compde (GIACOVAZZO et al., 1992; RUPP,
2009).

2.2. Difragao de raios-X

Raios-X sdo um tipo de radiacdo eletromagnética de alta energia. Eles tém
niveis de energia de 200 eV a 1 MeV, que os coloca entre as radiacdes de raios-
y e ultravioleta (UV) no espectro eletromagnético (SURYANARAYANA,
NORTON, 1998).

Os raios-X séo produzidos quando um feixe de raios catodicos (elétrons)
com alta energia € desacelerado pela colisdo com um alvo metdlico. Elétrons
sao ejetados por um filamento de tungsténio aquecido e acelerados em direcéo
ao alvo metalico dentro de um tubo a vacuo. A radiagéo liberada pelo alvo
consiste de uma mistura de um espectro continuo e de diferentes linhas intensas
de comprimentos de onda bem definidos que dependem do material do alvo
metélico, variando de 0,5 a 3,0 A, no intervalo de interesse da cristalografia
estrutural, visto que tais comprimentos sdo semelhantes as distancias
interatbmicas que séo analisadas (STOUT; JENSEN, 1989).

Um cristal pode ser definido como um sélido poliédrico limitado por faces
planas que exprimem um arranjo interno ordenado de atomos ou moléculas. No
estudo da estrutura interna das substancias pelas técnicas de raios-X, da-se
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menos énfase as faces do cristal; considera-se um cristal como um corpo
caracterizado por uma extensdo de espaco tridimensional mais ou menos rigida
de uma unidade caracteristica de estrutura interna (WAHLSTROM, 1969).
Cada cristal possui uma unidade elementar, chamada de cela unitaria,
descrita por trés vetores nao coplanares x, y e z. O cristal € formado pela
repeticdo da cela unitaria através de translacdes nas trés dimensodes. O arranjo
dos pontos nos vértices das celas unitarias € chamado de rede. A Figura 6
esquematiza um cristal com suas celas unitarias. A cela unitaria é o elemento
menor e mais simples de volume, e é totalmente representativa do cristal inteiro.
Se soubermos exatamente o conteddo de uma cela unitaria, podemos imaginar
o cristal todo como um arranjo empacotado de muitas celas unitarias empilhadas

ao lado e em cima umas das outras (RHODES, 2006).

Figura 6. (a) Detalhe da cela unitaria e (b) arranjo de seis celas unitarias na rede
cristalina. Cada cela unitéria contém duas moléculas de alanina em diferentes orientagdes.

{ |

Fonte: RHODES (1993).

Quando os raios-X incidem sobre um cristal, estes interagem com o0s
elétrons dos atomos que o compde. Os raios-X, como qualguer onda
eletromagnética, provocam uma forca que € proporcional ao campo elétrico da
radiacdo. Essa forca acelera os elétrons que por sua vez espalham a radiacdo
em todas as dire¢cbes (GIACOVAZZO et al.,, 1992; NONATO, 1997; RUPP,
2009).

O evento mais basico associado com a disperséo de raios-X a partir de uma
molécula é a absorcdo inicial da radiacdo eletromagnética por atomos
individuais, que conduz a excitagdo dos elétrons das camadas internas. O
decaimento destes elétrons de volta ao estado fundamental € acompanhado pela
dispersdo de raios-X a partir de cada atomo individualmente (atuando como
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fontes pontuais) (RUPP, 2009), ambas a diferentes comprimentos de onda
(espalhamento incoerente), e no mesmo comprimento de onda (espalhamento
coerente). E o Ultimo efeito que é posto em prética para estudos estruturais
(STODDARD, 1996).

Difracdo é a mudanca na direcdo de propagacao de um feixe de radiacao
incidente decorrente da presenca de obstaculo no caminho 6ptico. Esta
mudanca de direcdo depende das dimensdes fisicas do obstaculo, do
comprimento de onda da radiacdo incidente e do angulo de incidéncia
(SURYANARAYANA; NORTON, 1998).

As propriedades da difracdo e da interferéncia que decorrem do
espalhamento dos raios-X por monocristais sdo utilizadas para se obter
informacdes sobre a estrutura dos sélidos visto que a simetria de um padréo de
difracdo esta relacionada a simetria da estrutura que o produziu, permitindo
assim, determinar a forma do objeto que gerou tal padrdo e, a partir das
intensidades das ondas difratadas obter a natureza do objeto (STOUT; JENSEN,
1989).

Assim, a estrutura cristalografica de uma macromolécula pode ser obtida
através da andlise do padrdo de difracdo produzida por seus cristais. Essa
analise é constituida basicamente por quatro passos (Figura 7): purificacdo e
cristalizacdo (1); coleta e processamento de dados (2); determinacdo da
estrutura através da densidade eletronica (3) e refinamento (4) (NONATO, 1997,
RUPP, 2009).

Figura 7. Etapas da determinacéo da estrutura da mioglobina de cachalote via
cristalografia por raios-X. (a) O padrédo da difracdo por raios-X € gerado a partir de um cristal da
proteina. (b) Os dados obtidos pelo padréo de difracdo séo utilizados para calcular um mapa de

densidade eletrdnica tridimensional. Somente a densidade eletrénica do grupo heme, uma

pequena parte da estrutura, € mostrada aqui. (c) A estrutura do heme é modelada em seu
mapa de densidade eletrdnica. (d) A estrutura completa da mioglobina de cachalote, incluindo o
heme (Protein Data Bank (PDB) ID: 2MBW).

-
;S 45

Fonte: NELSON; COX (2017).
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Uma fonte de raios-X emitira radiacdo que atravessara a amostra de
proteinas cristalizadas e sofrera difracdo. Um anteparo posicionado em volta da
amostra de cristais captard os raios desviados de sua trajetoria (Figura 8). As
emissbes caracteristicas de cada elemento tém uma energia associada. E
possivel identificar os elementos pela separacdo dos canais de energia. Entao,
medindo o angulo de difracdo dos raios e conhecendo o comprimento de onda,
pode-se esbocar o posicionamento dos atomos que compdem a cadeia de
aminoacidos (RUPP, 2009).

Figura 8. Coleta de dados de difracdo de raios-X.

Fonte de
raios-X

;" \

10000 -
40000 volts

Tela de
Solido cristalino chumbo

Feixe de raio-X incidente

Feixes de raios-X difratados

Tela fotografica

Fonte: Adaptado de: https://phys4030.blogspot.com/2011/03/crystals-structure-by-x-ray-
diffraction.html

Cristais de macromoléculas sdo bastante sensiveis aos raios-X. Muitas
vezes € necessario utilizar varios cristais para se obter um conjunto de dados
necessario para prosseguir com os proximos passos. A coleta deve ser feita com
o cristal resfriado instantaneamente num fluxo de nitrogénio gasoso a
aproximadamente 100 K (criocristalografia) (NONATO, 1997; RUPP, 2009). Isto
permite a reducao dos efeitos danosos da radiacéo direta e aumenta o tempo de
vida do cristal. Dessa forma, tem-se um melhor aproveitamento do material, pois
apenas um unico cristal pode fornecer dados suficientes para a resolucdo da
estrutura e ndo é preciso realizar a integracdo com dados de cristais diferentes.
Assim, cada conjunto de imagens geradas de um cristal forma um conjunto de
dados a ser analisado. E possivel realizar varias coletas e escolher o melhor
conjunto de dados. Além disso, os dados coletados a frio apresentam melhor
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qualidade, pois o resfriamento mantém o nivel de organizacéao interna do cristal,
necessaria para uma boa coleta de dados, preservacdo da rede cristalina,
informagao expressa nos resultados pela mosaicidade. A distancia do detector
ao cristal deve ser regulada de forma a chegar o mais préximo possivel da
melhor resolucéo, limitada pela qualidade do cristal.

De posse das primeiras imagens € possivel realizar a indexacdo e
determinar o grupo espacial, as dimensdes e orientacdo da cela unitaria, e
estimar a mosaicidade. A partir da medida da distancia e dos eixos da rede
reciproca do padrao de difracdo é possivel determinar o tamanho e os eixos do
cristal no espaco real. Esse passo € necessario para planejar uma estratégia de
coleta de dados eficiente, minimizando o tempo e maximizando os resultados
(BARCELOS et al., 2008; KABSCH, 2010).

O método de oscilacao é utilizado para a coleta, sendo o cristal rotacionado
a cada 1° com o objetivo de coletar o maximo de reflexdes possiveis, visando
propiciar uma maior coleta de dados (FEITEN et al., 2016). A completeza
expressa nos dados apls a indexacédo e integracdo dos dados, representa a
porcentagem do numero de reflexdes observadas em relacdo ao numero de
reflexdes possiveis para uma determinada resolucédo, que esta limitada pela
qualidade do cristal. Uma completeza de 100% ¢€ o resultado desejavel, com a
maioria das reflexdes medidas vérias vezes (WOOLFSON, 1970; RONDEAU;
SCHREUDER, 2015).

No processo de integracdo € quantificada a intensidade do ponto, retirando-
se a contribuicdo proveniente da difracdo do solvente. Cada imagem em um
mesmo conjunto de dados tem intensidade gravada em uma escala diferente
umas das outras por diversos motivos, como a variacdo na radiagao incidente,
absorcdo dos raios difratados ou destruicdo do cristal. Portanto, € necessario
colocar todos os pontos em uma mesma escala. Apés esse passo pode ser
realizada a fusdo dos dados. Os pontos que foram agrupados como reflexdes
equivalentes simétricas de diferentes imagens terdo suas intensidades somadas.
Apods esse processo, sdo obtidos parametros para determinar a qualidade do
cristal, que é representada pelos parametros da rede cristalina (ESTEVES, 2010;
FEITEN et al., 2016).
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2.3. Determinacao da estrutura tridimensional

Num experimento de difragao de raios-X bem sucedido, obtemos do cristal
informacdes sobre os parametros da cela unitaria do cristal (para@metros de rede
e simetria) e sobre o médulo do fator de estrutura, normalmente chamado de
fator de estrutura observado (Fobs(hkl)), para cada reflexdo de indices hkl - onde
hkl séo os indices de Miller para cada reflexdo ocorrendo em uma dada dire¢éo.
Para resolvermos a estrutura é necessario, além da informacao do modulo Fobs,
informacdes sobre a fase do fator de estrutura, que é perdida no experimento de
difracédo de raios-X (BARCELOS et al., 2008; RUPP, 2009).

O principal problema na resolu¢cdo das estruturas € que os dados
disponiveis para a andlise sdo somente as intensidades do espectro da difracdo
de raios-X pelo cristal e, destes valores, obtemos apenas os médulos dos fatores
de estrutura (DUCRUIX; GIEGE, 2000). Isso é um fator limitante para a resolucéo
de estruturas moleculares porque impossibilita o célculo da funcéo de densidade
eletrdnica por Séries de Fourier com a auséncia das fases, que sédo perdidas no
processo de medida. Esse problema € conhecido como o “problema das fases”
na cristalografia (RUPP, 2009). Um dos métodos mais utilizados para se resolver
esse problema é o chamado Método Direto que, devido a sua robustez, em
termos computacionais, e eficacia, € o método correntemente utilizado para
pequenas moléculas (CASTRO, 2012). Como proteinas sdo macromoléculas,
este método dificilmente pode ser aplicado.

Existem basicamente trés métodos utilizados para a resolucdo de
estruturas ou para solucionar o “problema das fases” no caso de proteinas
(STOUT; JENSEN, 1989; STODDARD, 1996; NONATO, 1997;
SURYANARAYANA; NORTON, 1998; BARCELOS et al., 2008; RUPP, 2009;
FEITEN et al., 2016):

Método da substituicdo molecular (MR): Método baseado no principio que
macromoléculas apresentam alta homologia sequencial, tendendo a se enovelar
de forma bastante similar, e desta forma, uma proteina cuja estrutura ja tenha
sido determinada serve como um modelo inicial para a obtencao de um conjunto
preliminar de fases que pode ser subsequentemente refinado. O sucesso deste
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método estd no fato de que hoje em dia existe um grande numero de
macromoléculas que ja tem sua estrutura conhecida, depositadas no banco de
dados Protein Data Bank (PDB, 2022). O PDB foi criado em 1971 como um
arquivo digital de macromoléculas biolégicas (DUTTA; BERMAN, 2005), e possui
atualmente em torno de 186 mil estruturas depositadas (proteinas, acidos
nucléicos e virus).

Método da substituicdo isomorfica (MIR): Depende da obtencéo de cristais
de derivados isomorfos (com atomos pesados que tenham maior contribuicdo
para o espalhamento). Um derivado isomorfo perfeito é aquele em que ha uma
Gnica variacdo no mapa de densidade eletrbnica e isso se deve a posi¢cdo dos
atomos pesados. A introducdo desses atomos deve ser feita de modo a néo
afetar a estrutura da macromolécula original.

Método de dispersdo andmala a multiplos comprimentos de onda (MAD):
Quando os elétrons se encontram em camadas mais proximas do nucleo, o
tratamento de dados devido ao espalhamento desses elétrons deve ser
cuidadoso, uma vez que a forga de interacéo entre esses elétrons e o nucleo néo
pode mais ser desprezada e o elétron ndo pode mais ser tratado como livre.
Devido a forca de interacdo com o nucleo, existe a introducdo de um termo
imaginario ao fator de espalhamento atémico que depende do comprimento de
onda da radiacao.

O conhecimento das amplitudes e das fases permite a reconstituicdo da
densidade eletrdnica do cristal. Quando os raios-X incidem sobre um cristal, o
mesmo gera feixes difratados. Esta radiacdo difratada é resultado da interacdo
dos campos elétricos dos raios-X com a nuvem eletrénica dos &tomos no cristal.
Assim podemos afirmar que a interpretacdo do padrdo de difracdo de raios-X
fornece informacédo sobre a parte eletrbnica do cristal, mais especificamente
sobre a densidade eletronica do cristal (GIACOVAZZO et al., 1992).

A onda total espalhada por um pequeno volume em uma posicéo r terd uma
amplitude proporcional & densidade eletr6nica e defasada por um termo de fase.
Para se obter a expressdo para o espalhamento de um atomo é necessario
realizar o somatorio sobre toda a distribuicdo espacial de elétrons atbmicos
(nuvem eletronica) (WOOLFSON, 1970; RONDEAU; SCHREUDER, 2015).
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Assim, podemos escrever a expressao para o fator de espalhamento atémico f

como a integral:

f(§) = J-p( r) exp(ZniF.g) dv @
v

O espalhamento total da cela unitaria pode ser escrito como o somatoério
sobre as contribuicfes de todos os atomos dentro da cela unitaria. Esta grandeza
€ chamada de fator de estrutura (F), que € uma funcdo da distribuicdo da

densidade eletrdnica na cela unitaria, dado por:

Fug = Z fiexp (211 i(hx; + Kky; + lzj))
j

O]

= |Faalexp i oy

onde fj & o fator de espalhamento atébmico para o j-ésimo atomo na cela
unitaria, que tem coordenadas X;, yj, zj € ank € a fase do fator de estrutura F(hkl).
Os inteiros (hkl) sdo os indices de Miller para a reflexdo ocorrendo em uma dada
direcéo.

Como as equacdes 1 e 2 sugerem, a estrutura (eletrénica) cristalina e seu
padrdo de difracdo (densidade eletrdnica) sdo relacionados entre si por uma
Transformada de Fourier (RUPP, 2009). O padrao de difracdo e a transformada

de Fourier da densidade eletronica da estrutura sao dados por:

Fog = Z p exp (211 i(hxi + Ky; + lzj))
j

®)

1 . .
Pz = E |Faralexp (i aya) exp (— 2mi(hx;
bl

A equacao 2 pode ser utilizada para calcular o padrao de difracdo esperado
para a estrutura modelo e entdo ser usado durante o refinamento da estrutura
cristalina. Esses valores encontrados sdao chamados de fatores de estrutura

calculados, Fcac(hkl). Essa equacao descreve, matematicamente, a amplitude
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observada quando os raios-X séo difratados por um cristal, durante a coleta de
dados (DUCRUIX; GIEGE, 2000).

A Ultima etapa na determinagdo da estrutura tridimensional de proteinas é
o refinamento, processo que visa encontrar uma melhor concordancia entre o
modelo proposto para a estrutura da molécula e a sua estrutura real. Esta
concordancia deve refletir numa igualdade entre os fatores de estrutura
calculados (Fcac) e os fatores de estrutura observados (Fobs) (ARCURI, 2008;
BARCELOS et al., 2008; CASTRO, 2012).

E necessaria a realizacdo de varios ciclos de refinamento para que todos
os atomos do modelo representem de maneira mais fiel possivel a realidade
experimental medida, e, além disso, estejam no melhor posicionamento possivel
levando em conta a geometria das moléculas, valores dos angulos das cadeias
laterais e dimensado das ligacbes covalentes, que permitirdo o enquadramento
da cadeia principal e das cadeias laterais no mapa de densidade eletronica e
ajustes no mapa da densidade eletronica para as densidades negativas e
positivas (ESTEVES, 2010; FEITEN et al., 2016). O processo de refinamento
visa trazer o valor de Fcac 0 mais proximo possivel de Fobs, variando as
coordenadas atbmicas, porém sempre respeitando as restricbes
estereoquimicas e eletrostaticas.

O acompanhamento da qualidade deste processo € feito por meio do
calculo do fator R (Rfatr) durante o processo. O Rrmwor € uma medida da
similaridade entre o modelo cristalografico utilizado e os dados experimentais de
difracdo de raios-X. Em outras palavras, € uma medida de qudo bem a estrutura
refinada prevé os dados observados no experimento de difragcdo de raios-X
(MORRIS et al., 1992).

Para estruturas cristalograficas de proteinas resolvidas a resolu¢cdo melhor
de 2,0 A, espera-se que o fator R atinja valores menores que 20%. Como R pode
ser minimizado artificialmente e levando em consideracdo a redundéancia dos
dados de raios-X, uma pequena porcentagem das reflexdes sao excluidas do
refinamento e utilizadas como um conjunto de teste no célculo de um novo fator
R chamado Riwe, que é isento de minimizagéo artificial. Normalmente o Riivre
possui um valor um pouco mais alto que o R, normalmente ndo excedendo os
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10% para estruturas refinadas a alta resolucdo (RHODES, 1993; 2006; BURLEY
et al., 2019).

Sao Varios os algoritmos e programas computacionais necessarios para a
obtencao da estrutura tridimensional de enzimas. Os dados de difragéo de raios-
X podem, por exemplo, ser processados com XDS (KABSCH, 2010). As fases
iniciais calculadas com Phaser (McCOY et al., 2007) e a estrutura modelada
utilizando MR e COOT (EMSLEY; COWTAN, 2004). Finalmente, o refinamento
da estrutura tridimensional pode ser realizado com REFMAC5 (VAGIN et al.,
2004) e/ou Phenix (ADAMS et al., 2010).

3. Conclusao

Com todo o exposto, verifica-se que a cristalografia por difracdo de raios-X
€ uma técnica bem consolidada para a determinacdo da estrutura tridimensional
de macromoléculas biolégicas hd mais de meio século. Esta técnica vem sendo
apurada com o passar dos anos e € responsavel pela determinacdo das
estruturas tridimensionais de uma grande gama de enzimas ja depositadas no
PDB (DUTTA; BERMAN, 2005), com facil acesso a comunidade académica
(BURLEY et al., 2019). Isso se deve as vantagens da cristalografia, que nao
apresenta limite de tamanho da molécula a ser analisada e tem se tornado um
método cada vez mais rapido e automatizado. Sincrotrons fornecem fontes
intensas de raios-X, enquanto que 0s novos detectores permitem uma rapida
coleta de dados. Softwares novos e mais automatizados para determinacdo da
estrutura de cristais, bem como o acesso relativamente facil a computacéo de
alta velocidade também tém reduzido muito o tempo de processamento e analise
de dados. Porém, apresenta algumas etapas-chave na aplicagdo em proteinas
de maneira geral, uma vez que pequenos detalhes no desenvolvimento da
técnica podem acarretar em dificuldades na obtencéo dos dados experimentais
de difracdo ou em interpretacdes erroneas dos mesmos.

Mais recentemente, a cristalografia de difracao de raios-X tem sido aplicada
para a elucidagdo dos mecanismos cataliticos (BLUNDELL, 2017) e andlise de
alteracOes na estrutura conformacional (secundaria, terciaria e/ou quaternaria)
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ou no sitio ativo de enzimas, alteradas por engenharia molecular ou que foram
submetidas a algum tratamento quimico ou fisico e tiveram sua estrutura e
atividade melhoradas (DOBBEK, 2011; DUCKWORTH et al., 2013). Portanto,
esta € uma importante e bem documentada técnica para a determinacao de
estruturas tridimensionais de macromoléculas, especialmente de enzimas; e
pode ser aplicada para a elucidacéo das estruturas das enzimas que tiveram sua
atividade catalitica alterada pelo emprego de algum método alternativo, tais
como emprego de altas pressoes, radiacdo ultrassénica ou campo magnético
(KURPIEWSKA; LEWINSKI, 2010; FEITEN et al., 2016).
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