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Waves, Crystals and Biomolecular Structure - a historical perspective — Crystallographic analysis
by X rays, a transversal and interdisciplinary technique, has been supplying us with new information about struc-
ture at the atomic-molecular level of certain atom groups in the molecules of life and its relationship with biological
function. Structural Biology presents expansion and creativity. Today, it is possible to study not only structures at the
steady state, but also dynamic events with crystals.

The scientific progress, both theoretical and applied, attained in Physics, in Chemistry, in Biochemistry and in Bio-
logy, in connection with a parallel progress in Mathematics and Computer Science, was crucial for the full exploita-
tion of the potential offered by von Laue’s and Braggs’ old methods. The knowledge of bio-molecular structures and
mechanisms that support living cells establish new disciplines that are connected to Pharmacology and Medicine.

It is one hundred years in 2014 that the Nobel Prize for Physics was awarded to Max von Laue “for his discovery of
the diffraction of X-rays by crystals”; 2014 was elected International Year of Crystallography. The historical compo-
nent of this extraordinary adventure deserves being told.

A andlise cristalogréafica por raios-X, interdisciplinar e transversal, tem vindo a oferecer-nos novas informacoes
sobre a estrutura a nivel atdbmico-molecular e a relacdo existente entre certos agrupamentos de atomos e a sua funcio-
nalidade biol6gica. A Biologia Estrutural apresenta expansao e criatividade. Hoje, é possivel estudar, ndo sé estruturas
em estado de equilibrio, mas também acontecimentos dindmicos com cristais.

Os desenvolvimentos cientificos, tedricos e aplicados, na Fisica, na Quimica, na Bioquimica e na Biologia, associados
aos progressos de caracter matematico e computacional, foram fundamentais para a total exploracdo do potencial
dos velhos métodos de von Laue e dos Bragg. O conhecimento das estruturas biomoleculares e dos mecanismos que
mantém as células vivas fundamentam novas disciplinas, disciplinas interligadas com a Farmacologia e a Medicina.
Em 2014 faz cem anos que foi entregue o Prémio Nobel da Fisica a Max von Laue “pela descoberta da difraccao dos
raios-X pelos cristais”; 2014 foi eleito o Ano Internacional da Cristalografia. A componente histérica desta extraordi-

naria aventura merece ser contada.

1. INTRODUCAO

A Quimica é uma ciéncia muito diversificada. No entan-
to, creio que todos concordamos que o conhecimento das
estruturas moleculares ocupa uma posicdo central que
é o verdadeiro apoio da sintese e do estudo da activida-
de quimica — sejam eles dirigidos a criacdo de moléculas
de aplicacdo pratica ou um “simples” desafio intelectual
[1-3]. Compreender as estruturas moleculares e as trans-
formacdes ocorridas nessas mesmas estruturas tem sido,
porventura, o maior desafio da ciéncia quimica ao longo do
século XX, propagando-se pelo século XXI; e, utilizando
palavras de Roald Hoffmann, é ainda mais a “criacdo” do
que a “descoberta” o grande objectivo da comunidade dos
quimicos [4].

Estrutura molecular? Estrutura tridimensional...

A Fisica ajuda. Ajuda teoricamente através da determina-
cdo das energias envolvidas nas ligacdes. Ajuda tecnica-
mente, conjugando-se com a Engenharia, a fim de elaborar

Professora Catedratica aposentada
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Figura 1 — Mapa de Consenso de Klavans e Boyack, mostrando vertentes
privilegiadas de interaccao

aparelhagem apropriada. A evolucdao matematica e compu-
tacional, altamente sofisticada, coopera [5]. Sem umas e
sem outras nunca se poderia ter obtido a demonstragao tdo
rigorosa de previsoes estruturais moleculares; nem nunca
as Ciéncias Médicas e Farmacoldgicas, a par com os Servi-
¢os de Saude, delas teriam usufruido.

Neste contexto, o experimentalista quimico é essencial —
0 uso da observacdo empirica, da interpretacdo quimica
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apoiada em conceitos quimicos ligados as propriedades
manifestadas pela matéria, faz toda a diferenca. E a com-
preensdo em termos humanos, ainda que sempre com a
pretensao de objectividade...

Em geral, as hipoteses sdao muitas e as solugdes de uma
correlagdo, de uma aproximacao estatistica ou de uma sé-
rie de calculo dir-se-iam “infinitas”. A opcao final segue o
principio de Occam, favorece o mecanismo mais simples,
Sem nunca esquecer que outros existem.

Um quimico olha para o lauegrama de uma molécula e,
tal como Miguel Angelo enfrentando o seu “Moisés” [6],
grita-lhe: FALA!

b
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Figura 2 — Lauegrama da mioglobina e correspondente estrutura
2. RaI0s-X E REDE CRISTALINA

Tudo comegou como muitas vezes comeca... Uma obra de
acaso para espiritos preparados, assim disse Louis Pasteur.

Foi na Alemanha, em 1895, e teve como protagonista um
“velho” professor — Wilhelm Rontgen tinha entdo 50 anos;
ao estudar o comportamento dos raios catédicos num tubo
de vacuo, foi confrontado com um fenémeno inédito. Avis-
tou outros raios. Chamou-lhes raios-X, por x ser a incognita
favorita dos matematicos [7].

Os raios-X eram muito penetrantes, atravessavam a carne,
expunham os ossos. Com raios-X, fotografou a mao da sua
mulher, Anna Bertha Ludwig. Em Dezembro de 1895, ap6s
um trabalho non-stop outonal, apresentou a sua famosa
“Primeira Comunicacdo” na Sociedade Cientifica de Wurtz-
burgo e o artigo foi imediatamente publicado — a tempo de
Réntgen o enviar aos amigos juntamente com 0s 0ssos da
mao de Bertha, como prenda de Natal.
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Figura 3 — Raios-X por Wilhelm Ront-
gen da mao esquerda de sua mulher
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Rontgen tinha conhecido a sua futura mulher num café de
estudantes. Os cafés — quem diria! — sdo fundamentais na
nossa histéria.

Era no Café Lutz, em Munique, que Debye, Sommerfeld
e jovens investigadores debatiam ideias, rabiscavam as
mesas com diagramas e calculos, enfim, davam a luz...
Por volta de 1910, Max von Laue tem 30 anos e discute
com Paul Ewald a dispersdo dos raios-X e as redes crista-
linas [8]. Walter Friedrich e Paul Knipping escolhem uma
primeira “vitima” para ser submetida aos ditos raios: um
cristal de sulfato de cobre; depois, foi a vez de cristais de
sulfureto de zinco, de sulfureto de chumbo e de cloreto de
sodio. Assim nasceu a difrac¢do dos raios-X pelos cristais
e os poderosos efeitos de interferéncia ilustrados nos, tao
admirdveis quanto confusos, “diagramas de von Laue”.

Para o nosso afamado cloreto de sddio subsistia a ddvida.
Existiria a molécula isolada, composta por dois ides, ou
tratava-se de uma rede cristalina? Competiu aos Bragg re-
solver o seu corpo tridimensional.

Figura 4 — Wilhelm Rontgen, Max von Laue, William Bragg e Lawrence
Bragg

O pai, o britanico William Henry Bragg, professor de Ma-
tematica e Fisica em Adelaide, na Austrélia, era casado e
pai de dois rapazes e uma rapariga. Em 1908 tinha aceitado
a catedra de Fisica na Universidade de Leeds. Entretanto, o
seu filho mais velho, William Lawrence Bragg graduara-se
em Matematica e em Fisica e investigava na Universidade
de Cambridge [9]. O pai experimentalista, o filho teérico:
uma dupla de respeito!

A Grande Guerra estava em curso. Quando em Novembro
de 1915 souberam que lhes tinha sido atribuido o Prémio
Nobel foi magra a consolacdo face a morte de Robert, o
irmdo mais novo de Lawrence, na batalha de Gallipoli.
Lawrence Bragg, 25 anos, o mais jovem até aos dias de
hoje galardoado com o Nobel. Nada demais! Se é certo
que o dispositivo experimental foi obra do pai, a célebre
formula que relaciona comprimento de onda da radiacdo
(M) com distancia entre planos do cristal (d) foi obra do
filho:

nA = 2d sen0
3. BioLoglia ESTRUTURAL

“What counts in science is to be not so much the first but
the last...”, escreveu Erwin Chargaff em consequéncia do
esquecimento a que fora votado a propésito da decifragdo
estrutural do ADN.
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Mas nos, a prop6sito do surgimento da “Biologia Mole-
cular”, melhor diriamos Biologia Estrutural, ndo vamos
esquecer o trabalho pioneiro de William Astbury, desen-
volvido primeiro no Laboratério Davy-Faraday da Royal
Institution (tendo entdo William Bragg como director) e,
depois, na Universidade de Leeds [10]. Os estudos estru-
turais de fibras biolégicas foram o seu maior contributo.
Nascia a “Biologia Molecular”, designagdo que, se nao foi
invencao sua, foi por ele muito apoiada. Da estrutura para
a funcao...

Os diagramas obtidos por difraccdo de raios-X, porém,
eram difusos, imprecisos — fraca aparelhagem e célculos
dificeis, se ndo impossiveis. A analise cristalografica por
raios-X teria necessariamente de evoluir — tecnicamente,
experimentalmente e teoricamente; e de se expandir — dos
cristais simples para o material microcristalino, das peque-
nas moléculas para as grandes moléculas, dos sais inorga-
nicos para as moléculas da vida.

John Desmond Bernal, o tdo controverso “Sage”, colega
de Astbury na Royal Institution e, depois, professor inves-
tigador nas Universidades de Cambridge e de Londres, de-
senvolveu e optimizou, nos anos 1920-30, o equipamento
de cristalografia de cristal Gnico [11]. Um fotogoniémero
de raios-X de Bernal foi mesmo comercializado. Estudou
a estrutura da grafite primeiro e, em correspondéncia com
Astbury, a estrutura de varios aminoacidos. Os “diagramas
de von Laue”, finalmente, tornam-se nitidos, decifraveis,
transpiram conhecimento... mas como descodifica-los?

Os diagramas sdo imagens bidimensionais que se querem
transformados em estruturas tridimensionais de moléculas.
E critico saber o valor de angulos e distancias de disposi-
¢do de conjuntos singulares de dtomos uns em relacdo aos
outros As propriedades fisicas, quimicas e biol6gicas das
moléculas — a sua “fungdo” — deles dependem.

Figura 5 — William Astbury, John Bernal e Dorothy Hodgkin

E imperativo, todavia, que o investigador possua uma forte
dose de imaginacao (ndo confundir com imaginario) e de
percepgao espacial para entender a forma tridimensional a
partir de dados bidimensionais. “Yes, I can see it!”, dizia
Dorothy Crowfoot Hodgkin, visionando em contra luz o
seu “donut” de insulina [12]. A linguagem da quimica é
altamente pictdrica, “arte abstracta” diriamos, ndo livre de
ambiguidades, mas algo hermética — s6 mesmo para “ini-
ciados”...

CALCULOS E MAIS CALCULOS

O primeiro recurso urgente adveio das chamadas “fungdes
de Patterson”, cuja metodologia fazia uso das velhas “sé-
ries de Fourier”. Célculos infindaveis... As “tiras Beevers-
-Lipson”, com valores pré-determinados para algumas fun-
¢Oes trigonométricas, foram uma boa ajuda. Num resumo
simplista dirfamos que, desde que se dispusesse de bons
diagramas de difraccdo de raios-X, era possivel construir,
com certo grau de aproximacao, mapas de densidade elec-
tronica de um cristal — juntar o quantitativo ao qualitativo,
agregar valores de distancias e de angulos entre os atomos
da molécula, anexar orientagdes no espago.

Figura 6 — “Computing Methods and the Phase Problem in X-ray Analy-
sis”, Pennsylvania State College, PA, USA (1950). Da esquerda para a
direita: J. M. Bijvoet, J. F. Schouten, H. Lipson, E. G. Cox, C. H. Mac-
Gillavry, M. F. Perutz, C. W. Bunn, C. A. Beevers, R. Pepinsky, J. M.
Robertson and E. Grison

Um segundo recurso, que veio a mostrar-se fundamental,
foi o uso de isomorfos, a substituicdo controlada de um ou
mais dtomos pesados na molécula em estudo; a compara-
¢do dos mapas de densidade electrénica, com e sem substi-
tuintes, tornou-se um poderoso auxiliar de interpretacao es-
trutural. Pelo menos no que respeita aos cristais de proteinas
a primeira sugestao deve-se a John Desmond Bernal. Re-
gressemos, pois, a Desmond Bernal [11,13]. Excepcional,
na total acepcdo da palavra! Comunista no Reino Unido
dos anos 1930, amante do amor livre, varias mulheres e
varios filhos, um “Sage” com todos os condimentos, in-
cluindo uma obra gigantesca no ambito da Histéria socio-
légica da Ciéncia, a figura do protagonista “Constantine”
da novela “The Search” de C. P. Snow...

BARREIRAS DE SOM E LUZ

Tantas moléculas decifradas, tantos os que por Bernal fo-
ram estimulados! Dorothy Hodgkin e Max Perutz foram
dois dos contaminados. Quando, em 1936, Perutz trocou
Viena de Austria por Cambridge perguntou: “Como posso
solucionar o problema da vida?” Bernal respondeu-lhe: “O
segredo da vida estd na estrutura das proteinas. Resolve
o problema por cristalografia de raios-X”. Estava parcial-
mente enganado, mas s6 parcialmente...
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Figura 7 — Modelo da penicilina por Dorothy Hodgkin (1945)

Dorothy Crowfoot Hodgkin foi exemplar. Nem a sua artrite
reumatdide alguma vez lhe quebrou o dnimo. Nao quebrou
0 animo, mas quebrou ela “a barreira do som” — pelo me-
nos assim o afirmou Lawrence Bragg quando ela decifrou a
poderosa molécula da vitamina B,, [12,14]. Foi o culminar
de uma era espacial! A partir dai tudo se diria possivel... E
foi. Dorothy Crowfoot Hodgkin recebeu o Prémio Nobel
da Quimica em 1964, “A Mother of Three”, como elucidou
“muito a prop6sito” o Daily Telegraph.

Serdo 35 anos tempo demais para esclarecer a estrutura
tridimensional de uma pequena proteina, a insulina, pou-
co mais de 50 aminodcidos, com sub-unidades, pontes,
monomero, dimero e hexdmero? Inimaginavel o trabalho
por detras de tal empreendimento. E, para mais, foi preciso
esperar que as ciéncias computacionais adquirissem a ne-
cessaria maturidade.

Figura 8 — Modelo do hexamero de insulina humana e “Insulin”, escul-
tura a laser sobre cristal por Bathsheba Grossmann (Cortesia da autora)

Foram muitos os colaboradores de Dorothy Hodgkin em
tal empreendimento. Realcarei aqui, a titulo de homena-
gem, dois deles: Guy Dodson, o amigo de todas as virtu-
des, falecido em 2012; e Tom Blundell, o jovem cientista
que pela primeira vez apresentou em ptiblico o modelo da
insulina.

Max Perutz comecara o estudo da hemoglobina do sangue
—milhares de &tomos para localizar no espago — no Labora-
tério Cavendish, entdo sob a direccao de Lawrence Bragg,
por volta de 1937. Em 1960, a revista Nature publicava
a sua resolucao estrutural. Dois anos antes, porém, o seu
colega de grupo John Kendrew desvendara a estrutura da
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Figura 9 — Guy Dodson e Tom Blundell

mioglobina: o grupo heme bem detalhado, a cadeia poli-
peptidica, as cadeias laterais, uma hélice alfa [15].

Uma certeza emergiu destas resolucdes: a semelhanca con-
figuracional entre a mioglobina e a hemoglobina, ainda
que a primeira seja muito mais pequena do que a segunda,
correspondia-se com a semelhanca das funcoes que desem-
penham nos organismos.

Em 1962, Max Perutz e John Kendrew receberam o Prémio
Nobel da Quimica pelo desvendar da estrutura molecular
das proteinas globulares. Nesse mesmo ano, foi outorgado
a James Watson, Francis Crick e Maurice Wilkins o Prémio
Nobel da Fisiologia ou Medicina pelas “descobertas relati-
vas a estrutura molecular de acidos nucleicos”. Neste enre-
do, seria um profundo desrespeito nao referir o contributo
de Rosalind Franklin, entdo ja falecida, para a construgdo
do modelo estrutural do ADN [16]. A “Fotografia 51”7, com
um X perfeito e sem incégnita, sempre ficara na histéria da
Cristalografia de Raios-X!

Figura 10 — Rosalind Franklin e o logétipo da Universidade de Medicina
e Ciéncia no Illinois (EUA), baseado na “Fotografia 51” do DNA

Em PorTuGAL

A andlise cristalografica por aplicagdo de raios-X com o
fim de decifrar estruturas moleculares de compostos inor-
ganicos e organicos e, depois, bioorganicos, disseminou-se
um pouco por todo o mundo, por centros e escolas de in-
vestigacdo a maioria alocada em universidades.

Em Portugal, em 1930, Joao Rodrigues de Almeida San-
tos, assistente do Departamento de Fisica da Universidade
de Coimbra, voa até Manchester, ao encontro de Lawrence
Bragg. Ai obtém o PhD com uma tese versando a decifra-
¢do de estruturas do cloreto de cobalto e de sais de cloreto
de césio, rubidio e talio de alguns heteropoliacidos, sem-
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pre obtidas por difracgdo de raios-X. De regresso, adquiriu
uma aparelhagem de raios-X com a qual efectuou novos
estudos. Em 1947 publicou um artigo de revisdo e divulga-
¢do da aplicacdo dos raios-X a determinacao de estruturas
no Boletim da Sociedade de Radiologia Médica [17].

Figura 11 — Jodo Rodrigues de Almeida Santos (Cortesia de Maria Susa-
na Newton de Almeida Santos)

A partir dos anos 60 emergiram no nosso pais novas areas
de investigacdo estrutural por cristalografia de raios-X, em
particular estudos de macromoléculas de interesse biol6gi-
co. Em 2006, a Newsletter da International Union of Crys-
tallography publicou um artigo intitulado “Portugal, past
and present”, onde as autoras nos ddao conta da excelente
evolucdo havida neste dominio [18].

Figura 12 — Difractémetro de raios-X de anodo rotativo de cobre, para
difracc@o de cristal tnico, acoplado a um detector de 4rea (tipo image
plate) e a um sistema de refrigeracdo por corrente de azoto gasoso arrefe-
cido (~100K). (Cortesia do Grupo de Cristalografia de Macromoléculas,
XTAL, da FCT-NOVA)

4. RENOVAGAO E INOVACAO

Em 1965, David Phillips, ao tempo no Laboratério Davy-
-Faraday da Royal Institution, decifrou com a resolucdo de
2,0 A a proteina enzimética lisozima. David Phillips con-
seguiu explicar a actividade antibacteriana da lisozima, en-
zima que faz parte do sistema imunitario, e propor mesmo
um mecanismo de actuacdo. Estudo importante, que per-
mitiu generalizacdes sobre a procedimento dos enzimas.

Depois, em 1967, foi a vez da decifracdo estrutural da car-
boxipeptidase (CPA) por William Lipscomb, o “Coronel”,
na Universidade de Harvard, da Ribonuclease A (RNase A)
por David Harker, entdo no Roswell Park Memorial Insti-
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tute da Universidade de Nova Iorque, da ribonuclease S
(RNase S) por Frederic Richards, na Universidade de Yale,
e da quimotripsina por David Blow, em Cambridge, na uni-
dade de Max Perutz [1,19].

Impossivel enumerar todos os feitos, um a um, a partir
daqui.

Figura 13 — William Lipscomb e modelo da estrutura da carboxipep-
tidase-A

Quando o Protein Data Bank foi criado, em 1970, o banco
apenas continha referéncia a estrutura de sete proteinas; em
1976 estavam treze depositadas. No final de 2012 podiam
ser consultadas 87089 estruturas 3D proteicas! Outras téc-
nicas surgiram, mas o estudo estrutural de proteinas conti-
nua a ser maioritariamente feito por difraccdo de raios-X
— cerca de 89% [20].

Sdo varios os padroes de medida do sucesso da area cien-
tifica da difractometria de raios-X para analise estrutural
cristalografica. Desde logo o ntimero e a qualidade das atri-
buicdes de Prémios Nobel em Quimica que recompensam
realizacOes neste dominio surgidas ao longo do século XX
e propagando-se, com enorme vitalidade, pelo século XXI.

Em 1947/48 os cristalgrafos de todo o Mundo passaram a
dispor de uma Unido Internacional — International Union
of Crystallography (IUCr) — para além de um jornal espe-
cifico, a Acta Cristallographica [21]. Depois, os Crystallo-
graphy Journals multiplicaram-se.

Um outro padrdo, muito significativo e, indubitavelmente,
muito belo, da medida do sucesso deste dominio cientifico
observa-se no seu impacte sobre a Arte. Logo em 1951,
surgiu o Festival of Britain, em consequéncia de um desa-
fio lancado entre cientistas, designers e industriais (fabri-
cantes de tecidos, papel de parede e outros). A respectiva
exposicao chamou-se: “From atoms to patterns”. Diagra-
mas de estruturas atémicas e de estruturas cristalinas foram
os grandes inspiradores [22].

Mas ndo se ficou por aqui. Elaboragdes artisticas, como as
de Bathsheba Grossmann (escultura a laser sobre cristal),
de que é exemplo a espléndida arvore da vida intitulada
“Life’s Code in Action”, [23] representativa de um frag-
mento de DNA polimerase I, ou a escultura em ago “An-
gel of the West”, [24] de Julian Voss-Andreae exposta no
Scripps Research Institute (Jupiter, Florida), onde uma par-
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cela da estrutura da imunoglobulina se “confunde” com o
Homem Vitruviano de Leonardo da Vinci, sdo expressivas
aliancas de Arte e analise estrutural cristalografica.

Figura 14 — Estrutura de DNA polimerase I (fragmento; RCSB PBD
1KLN) e “Life’s Code in Action”, escultura a laser sobre cristal por Bath-
sheba Grossmann (Cortesia da autora)

Figura 15 — “Angel of the West”, escultura em aco de Julian Voss-Andre-
ae (Cortesia do autor)

A analise estrutural por cristalografia de raios-X tem um sé-
culo. Os seus fundamentos tém raizes profundas, mas vai
longe o tempo em que obter um “belo” diagrama de raios-X
significava obter um simples quadro de difrac¢do com man-
chas ordeiramente distribuidas. Depois, ja para moléculas
razoavelmente complexas, significava obter revelacoes niti-
das, muitas, apresentando simetria e resolucao [1,25].

Hoje, é possivel estudar, ndo sé estruturas em estado de
equilibrio, mas também acontecimentos dinamicos com
cristais. Hoje, o conhecimento das estruturas biomolecula-
res permite entender os mecanismos que mantém as células
vivas. Hoje, um “belo” diagrama é uma porta aberta para
a criacdo de novas biomoléculas com novas fungdes, em
interligacdo perfeita com a Farmacologia e a Medicina.
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