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ESTADO DA ARTE

Os experimentos em cristalografia de proteinas em modo serial vém
transformando a biologia estrutural com a obtencdo de informacdes da
dindmica estrutural in crystallo em escala de ps-fs em fontes de XFEL (X-ray free-
electron laser) e de s-ms em fontes de luz Sincrotron, respectivamente,
detalhando a mecanistica de diversas macromoléculas biolégicas que até entéo
ndo era possivel. MANACA é uma das linhas de luz Sincrotron [de quarta
geracdo com micro/nano feixes de raios-X] que oferecera facilidades para os
usuarios realizarem experimentos de difracdo de raios-X em mono e/ou multiplo

cristais de proteinas em temperaturas criogénica e/ou ambiente.

INTRODUCAO

No corrente panorama de enfrentamento mundial contra a doenca causada
pelo novo coronavirus SARS-COV2 (COVID-19) milhares de pesquisadores vém
juntando esforcos para desenvolver vacinas e medicamentos de combate e
erradicacdo dessa doenca. Para isso, tem-se buscado determinar a estrutural
tridimensional desse virus e de suas proteinas com o objetivo de desvendar seu
0 mecanismo de invasao na célula humana. Hoje ja se sabe que a protagonista
responsavel pela invasdo do SARS-COV2 nas células do hospedeiro é a
proteina Spike. Ela é um dos alvos-chave para o desenvolvimento de vacinas e
medicamentos voltados ao controle e erradicagdo dessa doenca pandémica.
Muito disso é possivel devido o esforco de biologistas estrutural que vém
trabalhando intensamente para ter uma compreensao atbmica e molecular das
macromoléculas biologias envolvidas no mecanismo de agéo deste virus. As
bases da biologia estrutural estdo nos trabalhos de pioneiros como Bernal,

Hodgkin e Perutz’? que aplicaram cristalografia de raios-X a determinacéo



estrutural de macromoléculas biologicas. Isso trouxe uma mudanca de
paradigma porque, a partir de entdo, as relacdes entre estrutura e funcédo de
moléculas biolégicas puderam ser tracadas, permitindo entender a acdo de
doencas de vérias doencas e medicamentos, por exemplo?. Modernamente, a
determinacdo da estrutura dessas moléculas € uma tarefa razoavelmente
simples do ponto de vista da coleta e processamento em laboratérios dedicados
a cristalografia macromolecular espalhados por diversos paises. Nesse contexto,
0 uso da luz Sincrotron € um dos fatores-chave para o tremendo sucesso da
cristalografia macromolecular nas uUltimas décadas®. Enquanto pouco mais de
90% de todas as estruturas de macromoléculas bioldgicas foram determinadas
por cristalografia de raios-X, cerca de 94% foram obtidos usando fontes de luz

Sincrotron a partir de amostras de mono cristais criocongelados*’.

A coleta de dados em temperaturas criogénicas reduz drasticamente 0s
efeitos de danos causados por radiacdo®1°. Por outro lado, mesmo em
condicBes criogénicas, os centro metalicos de metaloproteinas sédo facilmente
reduzidos, que por sua vez pode induzir mudancas estruturais que prejudicam a
coleta e interpretacdo dos dados!®!!. Além disso, as estruturas determinadas
usando essa técnica sao limitadas pela sua natureza estatica decorrente do
congelamento dos cristais!!, resultando em restricbes da dinamica local e
podendo também resultar em cristais com pouca ou nenhuma difracdo apés o
processo de congelamento’ . A realizacdo de experimentos cristalograficos
em temperaturas criogénicas tem beneficios praticos, mas é fortemente limitada
para cristais com tamanho da ordem de poucos micron (< 10-5 um) e
potencialmente limita a identificacdo de conformacbes alternativas
funcionalmente importantes que podem ser reveladas apenas em temperatura
ambiente (RT)”12. Entretanto, o recente surgimento da cristalografia (SX) serial
trouxe uma alternativa para a coleta de dados a RT quase sem nenhum dado
por radiacdo'?!4. Essa nova abordagem de coleta, processamento e andlise de
dados estruturais de macromoléculas bioldgicas foi primeiramente implementada
em fontes de XFEL'>-17 e mais recentemente esta sendo estendida as fontes de
Luz Sincrotron®'218 dando origem a cristalografia serial nas fontes de XFEL

(SFX) e cristalografia serial nas fontes de luz Sincrotron (SSX), respectivamente.



Durante o experimento de SX, os cristais sdo continuamente entregues ao
feixe de raios-X, obtendo dados de difracdo de milhares destes cristais para
resolver a estrutura molecular em escala atémica e/ou subatémical?16. Além
disso, também permite a andlise estrutural resolvida no tempo, o que fornece
uma alternativa para a realizacdo de estudos de dinamica estrutural de
macromoléculas biolégicas em condicdes quase que fisiolégicas'®?t. As
vantagens desta técnica sdo aparentes: ela ndo apenas evita os procedimentos
de congelamento instantdneo dos cristais, mas também fornece informacdes
sobre a estrutura das proteinas no estado fisiolégico ou quase fisiolégico. Aléem
disso, pode usar amostras cristalinas com tamanho de micron a sub-micron para

determinar a estrutura de moléculas de interesse?12.18,

OBJETIVOS

Neste projeto de pesquisa pretendemos estabelecer um protocolo de coleta
e processamento de dados cristalografico de mono e multiplo cristais de
proteinas via coleta em temperatura ambiente, bem como avaliar efeitos da

dosagem de radiacao.
METODOLOGIA

Preparacéo, cristalizacdo e otimizacdo de amostras. As amostras da
proteina lisozima serdo preparadas e cristalizadas para serem usadas em
experimentos de difragdo de raios X em mono multiplo cristais. Para isso, sera
utilizado o sistema de cristalizacdo em batch, como descrito por Tenboer et al.??

e/ou recentes variacdes deste método?324,

Coleta e processamento de dados. A aquisicao de dados seréd realizada
usando um sistema de coleta de dados em temperatura ambiente que estamos
desenvolvendo internamente para usar na linha MANACA. Os padrdes de
difracéo seréo obtidos a partir de conjuntos de diferentes cristais em temperatura
ambiente usando o detector Pilatus2M (Dectris, Philadelphia, USA). Esses
conjuntos de dados serdo entdo pré-processados no programa Cheetah 2° para
selecdo de padrbes indexaveis e posteriormente seréo indexados e integrados
usando o pacote de programas CrystFEL 25; e em seguida, o merge das reflexdes
parciais realizado por integracdo do tipo Monte Carlo para obtencdo das
reflexdes totais. Por fim, os modelos das estruturas serdo determinados por

substituicdo molecular ?’. Esses modelos serdo refinados usando os programas



Coot 28 e PHENIX 2, e posteriormente validados pelo MOLPROBITY 2. Por fim,
as analises da dose e danos por radiacdo serdo realizadas no programa
RADDOSE 313,
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