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RESUMO

Os aceleradores Sincrotron abrem, pela alta intensidade
dos feixes dos raios=X que produzem, varias linhas de pesquisa
em Biofisica, Bioquimica e outras dreas. A utilizacdo princi-

pal dos raios-X de Sincrotron em Biologia reside em espectros-

copias EXAFS (Extended X-ray Absorptions Fine Structure) e
XANES (X-Ray Absorption Near Edge Spectra ) aplicadas a macro-
moléculas que contem um atomo absorvedor, com Z = 19 ate Z =

42. Informacoes sobre os atomos vizinhos (numero, identidade,
distancia) do absorvedor, o estado de oxidagao, a simetria ao

redor do absorvedor podem ser obtidas.

Entre as proteinas, as hemoglobinas constituem uma fami
lia na qual o uso de radiacao Sincrotron da informagao  sobre
os detalhes da estrutura da heme, essencial no seu funcionamen
to fisiologico. Estas informacoes sao obtidas rapidamente em
solucoes ou em cristais com resolucoes de distancias da ordem
de 0.02 ?\.

Alem das espectroscopias, utiliza-se o intenso feixe de
pulsos polarizados de raios-X para estudos do comportamento
temporal de absorcao em proteinas. Um exemplo € o estudo da

anisotropia de fluorescencia de triptofano em varias proteinas.

A classica difracao de raios-X pode tambem ser estudada

em tempos muito mals curtos do que em outras fontes dos raios-X.

A rapidez dos experimentos com a fonte de raios-X do
Sincrotron permite abordar problemas anteriormente deixados de

lado por razoes técnicas.

A alta intensidade do feixe dos raios-X obtidos pelos a
celeradores Sincrotron abriu varias linhas de pesquisas com ma
terial biologico. Vamos discutir aqui algumas destas linhas,
principalmente EXAFS (Extended X-ray Absorption Fine Structure
e XANES (X-ray Absorption Near Edge Spectra) aplicadas a al-
guns problemas de inieresse biofisico.
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1. GERAL(Y)

Utilizando-se uma janela de Berilio, se obtém num Sin-
crotron raios-X de alta intensidade, com A entre 0.3 R e 4R
(energias de 40 keV a 2,5 keV). Estas energias permitem absor
cao pela camada K para elementos com Z > 19 (K) ate Z=42 (Mo),
e da camada L para Z > 45 (Rh) até Z = 94 (Pt). Unm aumento
de A ate 6 % permitira absorcOes pelo fosforo e enxofre, ambos

de interesse biologico. -

Os EXAFS cobrem uma-regiéo de energias de 50 eV até 800
eV acima da borda de absorcao do elemento de interesse. XANES
cobre ate 50 eV acima desta borda. Fisicamente a diferenca
principal consiste do fato de EXAFS corresponder a transigoes

aos estados eletronicos livres, e XANES aos estados ligados.
Em termos gerals estas espectroscoplas permitem:
1) identificacao dos atomos até uma distancia de aproximadamen
te 4,5 R do atomo absorvedor, e com uma resolucao aproxima-
damente de 0.02 R.

2) Identificacao do numero dos vizinhos.

3) Refinamento nas coordenacoes dos atomos de elementos metali

COS.

4) Determinacao de estado de oxidacao.
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Os EXAFS e os XANES fornecem informacao local, no senti
do semelhante as ressonancias paramagnéticas, em contraste coma

difracao de raios-X.

A alta intensidade de raios-X do Sincrotron permite
obter informagao em tempos muito curtos. As amostras podem ser

liquidas, congeladas ou cristalinas.

Figuras 1 e 2 dao exemplos de espectros EXAFS esperados
para diversos vizinhos do atomo metalico. Na Fig. 1l aparece um
atomo absorvedor M com 4 nitrogenios na primeira esfera de co-
ordenacao e 4 enxofres na segunda. A soma dos espectros devi-
do a cada grupo de atomos equivalentes resulta em um espectro
total muito mais complicado, mas rico em informacao. Na figu-
ra 2 analises semelhantes estdao feitas no caso de Mo com S,0
e Mo como vizinhos a uma distancia de 2 R. Observam-se as dife
rencas nos espectros dos EXAFS em funcao da identidade do vi-

zinho.

Na pratica observa-se primeiro EXAFS em estruturas sim

ples e conhecidas antes de passar a moléculas mais complexas.

2 TRANSMISSAO E FLUORESCENCIA

2.1 Transmissao

Chamemos Up O coeficiente de absorcao linear da amos-
tra e up - coeficiente de absorgao linear do elemento de in-
teresse. A absorcao dos fotons leva a uma relacao do sinal (S)
e ruido (R): S/R =2 /I MA e "1, onde I, & a intensi-

u
dade inicial do feixe de raiog X.

Como exemplo, podemos considerar o sincrotron SPEAR, em
Stanford, que funciona com I~ 3x10'° fotons/seg. em area

de 20mm?. Com uso dos espelhos se pode chegar a 10'2 fotons,
seg-ev
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(S) € maximo para _MA v 1,3 x 10”°. Como HA Np 85, onde Ny
R

u —
e a concentragao do eIemento absorvedor, e §, € a sua secgao

de choque para os raios X, calculamos que para obter uma preci

sao no SHA de 1% precisa-se p.e. no éasode}b(dAF = 3,85 x
TV e

-20 HA . - . _
10 cm?) de Ny~ 10'%/cm®. O limite pratico e de 10mM de

e -~ . 3
Fe em uma proteina de Fe tipica como a hemoglobina.

2.2 Fluorescencia

Relaxacao das camadas internas por transicao radiativa
produz fluorescéncia que aumenta com Z do elemento absorvente.
A detecao de fluorescencia procede com S/R v vV u, e e (no

caso do Fe) duas ordens de grandeza maior que em absorcao.

3 APLICACOES

3.1 Hemoglobina

Um dos problemas importantes nos estudos das proteinas
€ o alosterismo. No caso da hemoglobina sabemos que existem
duas conformacoes estudadas pela difragao de raios-X, que cor-
respondem a hemoglobina completamente oxigenada (conformacao R
e desoxigenada (conformacao T). A importancia destes dois es-
tados T e R reside nas diferentes afinidades dos Fe's para oxi
genio nos dois casos, e € fundamental para a distribuicao do

oxigenio no organismo pela hemoblobina.

Num modelo esteroquimico o deslocamento de Fe durante a
oxigenacao € responsavel pela mudanca conformacional da protei
na inteira. Para obter a distancia exata entre Fe e oS nitro-
genios do plano da heme (Fig. 3) foram obtidos EXAFS de amos-
tras liquidas de solucoes de hemoglobina em forma oxigenada e
desoxigenada(z) nas seguintes condicoes experimentais: concen
tracao da hemoglobina: 25 mM; volume da amostra: 0.15cm®; con-

centracao total de Fe: 2.10'® atomos; fluxo total de raios - X:
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1013 fotons; duragao da experiencia: 20 minutos. Os resulta—
dos demonstram que a distancia entre Fe e os nitrogenios € de
2.05 + 0.01 R em desoxihemoglobina e de 1.98 13.0ﬁiemcmihamglg
bina, indicando que o movimento do Fe com respeito ao plano da
heme € menor que 0.1 R. Estas experiéncias, complementadas por
outras medidasjy levam a crer que a mudanca principal durante a
oxigenacdo € no angulo o da histidina com respeito ao plano da
heme, melhor que na posicao do ferro (Fig. 3). Os EXAFS e-
ram fundamentais nesta investigacao, ja que a difracao de raios-
X dificilmente pode ser observada em cristais de oxi—hemoglobi
na por causa da instabilidade destes cristais durante o pro-

longado tempo da experiencia de difracao.(Fig. 4)

4 FOTOLISE DE HEMOGLOBINA

Nos ultimos anos estudos da foto-dissociacao de hemoglo
bina eram, entre os mais importantes, feitos com esta proteina,
ja que dao informagoes sobre os caminhos que tomam os ligantes
(p.e. 02,C0) de Fe entre o solvente e sitio de ligagao. Num(i)e§
tudo observa-se simultaneamente por EXAFS e absorcao otica a
fotodissociacao e reassociacao da hemoglobina com CO como 1i-
gante. C0 ocupa a mesma posicao de 0, na coordenacao do Fe em
Hb:

Hb.CO

hv
N Hb + CO

« 4
As condicoes experimentais: amostra 4 mM, feixe de 100
mA, S/R ~ 3, 10° contas/ponto, fotolise em 4°K, lampada de
tungstenio de S50W.

Uma vez produzida a dissociacao de CO toma-se espectros
de absorcao Oticos e de EXAFS em funcao de tempo e de tempera-
tura (Fig. 4). A variacao observada utilizando estas duas tég
nicas nao € identica. Chega-se a conclusio que o CO dissocia-
do da heme e situado nas posi¢oes muito proximas ao Fe(0.05 R)
nao altera os EXAFS mas produz uma variacao nos espectros de
absorgao otica. Este tipo de estudo permite obter informacoes
sobre os pogos de potencial que o ligante dissociado encontra

dentro da proteina, antes de recombinar-se com o Fe.
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5 ANISOTROPIAS ESTATICAS

Estudos com monocristais e com raios-X polarizados per-
mitem a detecao de anisotropias nas ligacoes entre o elemento

absorvedor e algum ligante.

Os fotoeletrons originais de raios-X polarizados estao
emitidos em direcoes preferidas, sendo a distribuicao angular
descrita pela distribuicao de Legendre. A amplitude de EXAFS
€ proporcional a cos®? a, onde a € o angulo entre a direcao de
polarizacao dos raios-X e o vetor entre o atomo absorvente e o

atomo espalhador.

Como um exemplo tomemos o caso de plastocianina(“) uma
proteina de cobre. Varias moléculas de plastocianina compoem
a célula unitaria. Um dos ligantes de Cu € metionina que con

tem enxofre como um de seus componentes.

Medidas de EXAFS com R.X. polarizados e monocristal de
plastocianina indicam que todas as moléculas de plastocianina
em celula unitaria tem as ligacoes Cu-S paralelas a menos de
§e-

6 OUTRAS APLICACOES DA RADIACAO SINCROTRON

6.1 Anisotropia de Rotacao dos Residuos em Proteinas

(t < 1079 seg)

A observacao de anisotropia de fluorescencia € uma tec-
nica bastante utilizada na Biologia ha muito tempo. A novida
de no experimento a ser descrita consiste no uso da fonte de
UV pulsada de sincrotron sPEAR ()0 experimento consistia em ob
servacao da anisotropia da emissao de residuos de triptofano
excitados pelo pulso de 1,28 MHz, em 300 nm. Utiliza-se um mo
nocromador e um polarizador obtendo-se um feixe de 0,2 mm de

diametro sobre a amostra de proteina em solucao. A emissao es
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ta observada a 90° da direcao de luz incidente, sendo detecta-

da por um fotomultiplicador.

A largura do pulso da luz excitante € de 0,65.10_9 seg.
Cada 20 seg. o polarizador troca de orientagao x X Y. Cada

pulso contem 104 fotons. Acumula-se 5.10% contas.

A colecao de resultados leva 10-40 minutos. Os pulsos
produzem um ensemble de moléculas excitadas e alinhadas (»nul-
sos sao polarizados na direcdo Y). A anisotropia esta defini

da como: : 0 %
- jy(t)-x(t -
A(t) = y(t)+§x(t) = Ay €

onde y(t) e x(t) sao as amplitudes medidas com o polariza-
dor nestas duas direcoes, e @ = _Vn* & o tempo de correlacao
rotacional. (n - viscosidade, V l—(Tvolume, K - constante de
Boltzmann)
_t
A intensidade F(t) = y(t) + 2x(t) = F_ e © onde T -

)
tempo de vida do estado excitado.

Os resultados indicam que os triptofanos em certas pro-
teinas (p.e. mielina) tem um tempo § da ordem de 1 nseg, en-
quanto # da nucleasa € de 9,85 nseg. Os T's medidos sao da or
dem de 6 nseg nos dois casos. Existe interesse em conhecer es
tes tempos para associar melhor a estrutura e a funcao das pro
teinas. A vantagem do Sincrotron consiste em produzir alta in

tensidade de UV e pulsos de largura menor de 1079 nseg.

7 CRISTALOGRAFIA

Foram obtidas medidas de difracao de raios-X em varias
proteinas. Contadores proporcionais medem simultaneamente as

difracoes em muitos A's. Uma resolucao de 1 R foi obtida  em

* para moleculas esfericas
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B - lactamasa e de 2 R em outros casos de maior peso molecular.
O tempo utilizado & entre 50 e 100 vezes menor que com técnicas

convencionais (6)

8 XANES

Em caso de XANES observam-se as transicoes entre esta—
dos eletronicos ligados, tais como 1ls ~» 3d, 1s =+ 4s.,ls= 4p (7)

As energias e amplitudes destas transicoes que ocorrem
na faixa de energias até 50 eV acima da borda de absorcao, con
tém informacoes sobre o estado eletronico do ion metalico, so-
bre o tipo de ligacao (idonica, covalente) existente entre o I-
on e os vizinhos e sobre a simetria existente no conjunto 1ion
e vizinhos. A dificuldade nos calculos teoricos exatos faz com
aue sejam preferiveis experimentos iniciais com moléculas pe-
quenas cujos resultados sao utilizados em exames de macromole-
culas de interesse bioldgico.

(s) '

Um exemplo € o estudo de hemocianina proteina de co
bre utilizada em transporte de oxigenio em moluscos. Nota-se
(Fig. 5) uma diferenca de 3 eV entre os espectros de oxi e de-
soxihemocianina, indicando que o cobre & 2+ em oxihemocianina

e 1+ em desoxi. A existéncia de transicao atribuida a 1s + 3d
em oxi e a sua ausencia em desoxihemocianina confirma esta con

clusdao, ja que Cul* tem a camada 3d plenamente ocupada.

Em estudo de XANES em metaloproteinas com substituicao
de Co(g) nota-se uma diferenca de 8 eV entre as transicoes
ls - 3d e 1s » 4p. Esta diferenca diminui quando o grau de
covaleéncia aumenta, independentemente da geometria. A transi-
cao 1s » 3d € presente s0 em estruturas pentacoordenadas e dis
torcionadas tetraedras, sendo ausente em complexos de simetria

.

octaedra.
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Em hemoglobina observa-se uma diferenca de 4 eV entre a
borda de absorgao de todas as hemoglobinas com ligantes (0,,
CO, NO,etc.) e a Unica hemoglobina penta-coordenada (desoxi).

9 CONCLUSAO

Durante ainda a curta existéncia das fontes intensas des
raios-X dos Sincrotrons, foi ja demonstrado que a potencialida
de destes feixes intensos para o seu uso em Biofisica, Bioqui-
mica e Biologia € muito grande. Alem dos exemplos wutilizados
neste trabalho pode-se,p.e.,mencionar trabalhos ja existentes

em microscopia de raios-X.

A escala do tempo utilizada em experiéncias € cada vez
menor com consequente possibilidade de novas aplicacoes como a
angiografia. Estamos persuadidos que os proximos dez anos vao

trazer muito progresso neste campo.
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TABELA DAS ILUSTRACOES

Um exemplo hipotético. O metal M tem vizinhos ni—
trogenios e enxofre. O espectro resultante € a soma

das contribuicdes individuais. Synchrotron Radiation

Research, S. Doniach, P. Eisenberger, K. Hodgson;

Plenum Press, p. 435

Calculo das fases e amplitudes espalhadas pelos ato
mos de oxigeénio, enxofre e molibdeno todos a 2 R

do atomo de Mo espalhador. Synch. Rad. Res. p. 433.

A geometria da heme em hemoglobina. As distancias
entre Fe e Ny e Nz variam menos que 0.1 R entre oxi e
desoxihemoglobina. a varia por varias grades. ''Hemo
gibbin”, R. Dickerson, I. Geist, Ed. Benjamin 1983
p- 50.

Variacao em funcao da temperatura nos espectros de
EXAFS e na absorcdo otica depois da dissociacdo de
hemoglobina com CO (ref. 3)

XANES em varias formas de hemocianina 1) oxigenada,
2) desoxigenada, 3) com CO.Synch. Rad. Res. n. 454.
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