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Introducao

A visualizacdo de complexos biolégicos macromoleculares por técnicas de microscopia eletrbnica vem
sendo feita ha décadas, através da utilizacdo de sais de metais pesados. Com o desenvolvimento da
técnica de preparacdo de amostras em gelo amorfo por Jacques Dubochet e colaboradores [1] em 1984, o
uso da microscopia, como ferramenta de biologia molecular estrutural, atingiu um novo patamar. O
congelamento rapido da amostra evita a formacao de cristais de gelo, preservando a integridade estrutural
da molécula. Essa caracteristica, aliada aos métodos de analise de particula Unica, e o recente aumento do
poder computacional, fez com que a Crio Microscopia Eletrénica de Particulas Unicas (crio-ME) se firmasse
como uma importante técnica de biologia molecular estrutural.

A crio-ME oferece a possibilidade de obtencédo de estruturas de complexos moleculares de varios MDa,
sendo a técnica indicada para, em combinag¢do com outras de mais alta resolucéo (tais como Cristalografia
de Proteinas por Difracdo de Raios X, Ressonancia Magnética Nuclear e Modelagem por Homologia),
abordar questdes que envolvam grandes complexos moleculares. A aquisi¢cao de dados é feita diretamente,
através de imagens de particulas individuais, permitindo acesso as caracteristicas estruturais de cada

molécula em solucéo (gelo amorfo), em condi¢cbes controladas.

Objetivo

O objetivo deste projeto é familiarizar o estudante com a técnica de crio microscopia eletrdnica e analise por
particula Gnica, para obtencdo de estruturas de complexos macromoleculares. Esse projeto faz parte de
uma colaboracgéo entre o LNLS, o Instituto Butantd e o Imperial College London, que visa o estudo estrutural

de hemocianinas.



Metodologia

Os complexos macromoleculares a serem submetido a analise de crio-ME seréo preparados em solugdo a
ser aplicada a grade de microscopia, em um filme fino de carbono com orificios. A amostra ficard depositada
nos orificios, como mostra a figura 1, e em seguida congeladas em gelo amorfo, para analise no
microscopio. Durante a aquisicéo de dados, as grades serdo mantidas a temperatura de —170°C, utilizando-
se um porta-amostra criogénico.

As imagens serdo adquiridas digitalmente em uma camera acoplada ao microscépio e processadas de
acordo com metodologias de particula Gnica [2] e também novas metodologias propostas para andlise de

amostras heterogéneas, quando apresentarem diferentes estados conformacionais [3].
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Figura 1 — Grades de microscopia utilizadas em experimentos de crio microscopia eletronica.
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