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1 INTRODUCAO

Todos os materiais, sejam ligas metélicas, moléculas organicas ou moléculas
bioldgicas, possuem propriedades caracteristicas que estdo intimamente ligadas a sua
estrutura. Assim, conhecendo a estrutura molecular a nivel atbmico, podemos inferir, ou
mesmo determinar, quais propriedades/funcbes uma determinada molécula possui.
Diversas técnicas podem revelar a estrutura atdbmica de uma grande variedade de
materiais, como a microscopia eletronica, ressonancia magnética nuclear (RMN) e outras
técnicas espectroscopicas, porém a cristalografia de raios X tem se mostrado uma das
técnicas mais versateis e de alta resolucao para esse fim (Fanwick, 2016; Giacovazzo et
al., 2011).

A cristalografia permite a obtencéo de detalhes precisos a nivel atbmico de uma
vasta diversidade de materiais, desde minerais até organelas inteiras, como o ribossomo,
sendo entdo considerada uma das técnicas mais poderosas para a analise estrutural. Na
biologia, a cristalografia de macromoléculas esteve e estd presente em estudos
fundamentais da bioquimica e biologia celular como da estrutura do DNA, mecanismos
de transcricdo e sintese proteica, e processos de transducdo de sinal (Ban et al., 2000;
Cherezov et al., 2007; Cramer et al., 2001; Howard, 2003; Rasmussen et al., 2011;
Watson e Crick, 1953). A obtencéo da estrutura tridimensional por cristalografia de raios
X depende obrigatoriamente da obtencdo de um monocristal adequado ao experimento de
difracdo, o que constitui uma das principais limitag6es da técnica, principalmente no caso
de macromoléculas (Chayen e Saridakis, 2008). Outras técnicas podem ser utilizadas para
determinar a estrutura tridimensional de macromoléculas, porém também possuem
limitacdes.

Técnicas como RMN e espectrometria de massas, por exemplo, sdo mais
favoraveis no caso de moléculas pequenas e podem ser utilizadas para analisar

rapidamente compostos em solucdo. Entretanto, algumas vezes, estas técnicas fornecem



apenas estruturas moleculares especulativas e podem levar ao assinalamento incorreto da
estrutura. Por outro lado, a cristalografia de raios X fornece informagdes estruturais
diretas a nivel atbmico e é reconhecido como o método de determinacdo de estrutura mais
confiavel e efetivo! (Giacovazzo et al., 2011). No entanto, a cristalografia de raios X
possui duas limitagdes criticas: cristalizacdo da amostra, que geralmente requer um
procedimento demorado de tentativa e erro; ndo pode ser aplicado a amostras néo-
cristalinas (e.g. liquidos).

Considerando que um cristal nada mais € que um arranjo tridimensional
organizado e periodico das moléculas que o compbe, uma forma de se contornar o
processo de cristalizacdo seria construir estruturas periodicas que funcionem como
moldes tridimensionais e permitam que a molécula-alvo (composto organico) permeie e
interaja com os poros, preenchendo os espacos. Uma vez que esse molde poroso (esponja
cristalina) possui uma organizacdo periddica espera-se que a molécula absorvida também
se posicione periodicamente, formando, assim, uma rede periodica (cristal) que pode ser
analisada por cristalografia de raios X (Hoshino et al., 2016; Inokuma et al., 2013;
Ramadbhar et al., 2014).

Este método ja vem sendo utilizado ha algum tempo, porém com baixa eficiéncia
para moléculas orgénicas (Inokuma et al., 2013; Ramadhar et al., 2014). Recentemente,
Inokuma e colaboradores (2013) desenvolveram um método simples de sintese de
esponjas cristalinas capazes de absorver diferentes classes de compostos de forma
eficiente, incluindo 6leos essenciais. A sintese é realizada com reagentes disponiveis
comercialmente e envolve apenas duas etapas de mistura de soluces. E importante
destacar que esse método ndo s6 contorna as dificuldades encontradas na cristalizacao,
mas também torna possivel a andlise por cristalografia de compostos ndo cristalizaveis

(e.g. liquidos) (Figura 1).

1 ~90% (124757) das estruturas depositadas no Protein Data Bank (PDB) foram determinadas por
cristalografia de raios X. Ja o Cambridge Structural Database (CSD) contém quase 1 milhdo de estruturas
de pequenas moléculas determinadas por cristalografia. Fonte: PDB e CSD abril/2018.



Figura 1. Anélise
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Ainda, este método, teria grande aplicacdo na analise de fracbes de produtos
naturais obtidas por HPLC. Cada frac&o eluida pode ser incubada com a esponja cristalina
e em seguida analisada por difragdo de raios X, revelando a sua estrutura atdmica. Dessa
forma, mesmo em baixa concentracdo, € possivel determinar a estrutura, e
consequentemente, identificar o composto presente em cada fracdo (Inokuma et al.,
2013).

Neste projeto, pretendemos estabelecer a sintese de complexos porosos no LNLS
visando a otimizacdo desse método para as caracteristicas da linha de luz (MX2 e
MANACA (Sirius)) e que possibilitem sua utilizacdo com moléculas hidrofilicas e
maiores (peptideos e pequenas proteinas). Além disso, pretende-se testar e implementar
este método como ferramenta de caracterizacdo de compostos obtidos a partir de extratos
de produtos naturais.

O LNLS possui toda a infraestrutura para realizacdo do projeto e um ambiente
multidisciplinar, dando a oportunidade para o aluno ter contato ndo apenas com
areas/técnicas diretamente ligadas ao projeto, mas também outras atividades
desenvolvidas no grupo da MX2/MANACA, como cristalografia de proteinas e

instrumentacdo de linhas de luz.



2 OBJETIVO GERAL

Padronizar o0 método de sintese de complexos porosos (esponjas cristalinas) no
LNLS e desenvolver protocolos de incorporacdo de moléculas alvo, de modo a produzir
e disponibilizar esses complexos aos usuarios da MX2/MANACA. Alem disso, pretende-
se também desenvolver novos complexos com tamanhos de poros maiores e mais
hidrofilicos, a fim de ampliar a possibilidade de uso para moléculas organicas e acomodar

peptideos e pequenas proteinas.

2.1 Objetivos especificos

- Reproduzir os métodos de sintese e incorporacao descritos por Inokuma et al. (2014);

- Otimizar os métodos de sintese e incorporacao para as condigdes experimentais da linha
MX2/MANACA, visando a produgdo de cristais menores e 0 menor consumo de
moléculas-alvo;

- Desenvolver um protocolo de coleta de dados de difragcdo otimizado para os complexos
porosos na linha MX2/MANACA;

- Iniciar o desenvolvimento e caracterizacdo de novos complexos porosos com poros

maiores e mais hidrofilicos, visando acomodar peptideos e pequenas proteinas.

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Sintese das esponjas cristalinas e incorporacgdo das moléculas alvo

A sintese dos complexos metalicos (esponjas cristalinas) basicamente consiste na
dissolucdo de em uma mistura de 25% (v/v) de metanol em nitrobenzeno (solucdo A); e
a dissolucdo de Znl, em metanol (solugédo B). Em seguida, em um tubo de ensaio, a
solugéo B e colocada lentamente sobre a solucdo A, formando duas fases que irdo se
misturar lentamente. Essa mistura é entdo incubada a 25 °C por7 dias em um local sem
vibragdo, levando a formacdo dos cristais.

Apos algumas etapas de remocdo dos cristais da solucdo anterior e troca de
solvente, as esponjas cristalinas podem ser incubadas com a solucdo do molécula-alvo. A
solucdo da molécula-alvo é lentamente evaporada, aumentando a sua concentragdo e
levando a incorporacao nos poros da esponja.

Detalhes do método de sintese podem ser encontrados em Inokuma et al. (2010) e
Inokuma et al. (2014).



3.2 Coleta de dados e determinacéo das estruturas

Os conjuntos de dados das esponjas cristalinas serdo coletados na linha de luz
MX2 no Laboratdrio Nacional de Luz Sincrotron (LNLS). Esta linha de luz dispbe de um
feixe de raios X com energia ajustavel na faixa de 5,5 a 15 keV. A estacdo experimental
estd equipada com um gonidmetro mini-kappa e um detector de contagem de fétons
(PILATUS 2M, Dectris, Switzerland) que permite opera¢do em modo shutterless.

Os dados serdo processados utilizando o pipeline automatico de processamentos
de dados da MX2 para moléculas pequenas (MX2AUTOPROC _SM) e/ou
“manualmente” com XDS (Kabsch, 2010). As estruturas da esponja vazia ou com a
molécula-alvo absorvida serdo determinadas por métodos diretos com SHELXT ou
utilizando sinal andémalo com o SHELXD (Sheldrick, 2015b; Sheldrick, 2010). Os
modelos cristalograficos serdo refinados pelo método dos minimos quadrados com o
SHELXL (Sheldrick, 2015a).
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