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Os Raios-X em Bioquímica
PETER REINEMER E ROBERT HUBER i,2.

"Diz-se que há fogo, água, ar e
terra. Há doce e amargo, quente e
frio. Diz-se geralmente que há uma
ordem natural no Universo. Na reali-
dade nada mais há senão átomos e
vazio"

Demócrites, 400 a.C.

INTRODUÇÃO

Desde os primórdios da Bioquí-
mica que o esclarecimento das fun-
ções biológicas com base em estrutu-
ras químicas tem sido um conceito
fundamental. Do mesmo modo, a
elucidação estrutural de moléculas
de importância biológica tem influ-
enciado a nossa actual interpretação
da origem da vida. Isto é particular-
mente válido para as macromolécu-
las que são as portadoras essenciais
da informação e funções biológicas:
os ácidos nucleicos e as proteínas.
Obviamente que decifrar a respectiva
estrutura constitui um importante
pressuposto para a compreensão da
respectiva função. Tendo em vista as
enzimas, uma classe de proteínas que
participam como catalisadores bioló-
gicos em todos os processos bioquí-
micos, M. Perutz escreveu

"Para se poderem compreender
os fundamentos químicos da vida,
temos que conhecer a máquina que
constrói plantas e animais complexos
a partir de compostos químicos sim-
ples. Que ferramentas possuem as
células vivas para serem capazes de
construir grandes moléculas orgâni-
cas em meio aquoso, a temperaturas
normais e em condições suaves, en-
quanto que o químico necessita de
solventes específicos, altas tempera-
turas, baixas pressões e ácidos ou
bases fortes ?" (Perutz 1971).

Certamente que uma grande
parte do nosso conhecimento sobre
detalhes estruturais das moléculas se
deve ã análise cristalográfica por di-
fracção de raios-X. Os primeiros tra-
balhos foram dominados pela eluci-
dação estrutural de compostos inor-
gânicos pequenos, na maioria de ele-
vada simetria. Com o crescente de-
senvolvimento dos métodos de análi-
se, iniciou-se também a investigação

estrutural de moléculas maiores e
mais complexas e finalmente o estu-
do de biopolímeros. A resolução das
primeiras estruturas de proteínas no
início dos anos 60, ocorreu quase 25
anos após a obtenção, bem sucedida,
da primeira fotografia de raios-X de
um cristal de proteína. Conhecia-se
pela primeira vez a estrutura de mo-
léculas de tal modo complexas e
grandes, que pareciam estar quase
além das capacidades de investigação
da química e da física. O enrolamen-
to da cadeia polipeptídica era inespe-
radamente complexo e a enorme ri-
queza em detalhes estruturais lançou
desde logo questões relacionadas
com a química das proteínas. Tor-
nou-se desde logo evidente que não
seriam necessárias quaisquer novas
leis da natureza para a explicação da
arquitectura das proteínas. Os princí-
pios químicos que determinam a
forma das moléculas pequenas se-
riam suficientes para explicar as con-
figurações moleculares das macro-
moléculas. Apesar de, ainda hoje, as
leis que determinam o enrolamento
das proteínas não serem muito mais
claras do que há 30 anos atrás, o
grande número de estruturas resolvi-
das tem contribuido significativa-
mente para a melhor compreensão
do modo de funcionamento das pro-
teínas. Também o número rapida-
mente crescente de estruturas mole-
culares resolvidas tem permitido que
penetremos em planos de construção
da natureza ainda há poucos anos
imprevisíveis. Através da abundante
informação estrutural, abre-se-nos
uma diferente perspectiva da Bioquí-
mica como um todo: reconhecemos
agora princípios básicos onde antes
coexistiam muitos factos isolados
sem qualquer relação entre si. Po-
dem-se agora visualizar parentescos
moleculares e mecanismos comuns,
o que permite uma mais clara dedu-
ção de relações estrutura-função.

Também a resolução estrutural
do ácido desoxirribonucleico (DNA)
foi um marco histórico na Bioquími-
ca. Em diversos aspectos, as conse-
quências daí resultantes foram pro-
vavelmente ainda mais marcantes,
tendo permitido evidenciar as bases

moleculares da hereditariedade. Os
genes deixaram de ser misteriosas
entidades, cujo conhecimento resul-
tava apenas de experiências com cul-
turas. Tornaram-se objectos molecu-
lares reais a partir dos quais se pas-
sou a reconhecer que as leis da quí-
mica não serviam apenas para a
compreensão da estrutura das proteí-
nas, como também eram compatíveis
com todos os fenómenos da heredi-
tariedade. Apesar de no início se re-
cear que a sua estrutura não revelas-
se como os genes funcionavam, em
especial como se replicavam, feliz-
mente, tal não se verificou. Assim,
por exemplo, o princípio da replica-
ção semi-conservativa, foi uma con-
sequência directa da estrutura da
dupla-hélice de duas cadeias de DNA
complementares.

Certamente que é impossível
ilustrar aqui todos os desenvolvi-
mentos na Bioquímica que beneficia-
ram com a análise estrutural; preten-
demos antes limitarmo-nos à descri-
ção do desenvolvimento da Cristalo-
grafia dos Biopolímeros desde o seu
início ate ao estado actual. Dividimos
a nossa viagem pela história da Cris-
talografia de Proteínas -um pouco ar-
bitrariamente- em 4 grandes perío-
dos, que foram dominados por diver-
sos pontos fulcrais: 1-investigações
estruturais em proteínas constituin-
tes de fibras (1912-1934); 2- dados
de difracção de raios-X de cristais de
proteínas, a procura de um método
sistemático que conduzisse dos dados
de difracção ã estrutura, e a resolu-
ção da estrutura do DNA (1934-
1954); 3- a época dos desenvolvi-
mentos de métodos e as primeiras es-
truturas (1954-1975); 4- a multipli-
cidade de informação e novos méto-
dos (1975- hoje).

1912-1934: ANALISE POR
D1FRACÇÃO DE RAIOS-X
DE PROTEÍNAS
CONSTITUINTES DE FIBRAS

No início deste século eram em
grande parte desconhecidas as estru-
turas químicas de compostos de ele-
vada massa molecular. As suas pro-
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priedades eram essencialmente asso-
ciadas a estruturas amorfas e existia
a ideia de que para as partes consti-
tuintes da matéria viva, nomeada-
mente a nível celular, não seria de
esperar estruturas ordenadas. Ape-
nas com a descoberta do fenómeno
da difracção dos raios-X no ano de
1912 (Friedrich et al. 1912) se pas-
sou a dispor de um método físico
que permitia uma análise experi-
mental directa da composição atómi-
ca. No que diz respeito à Bioquímica,
neste período inicial, os trabalhos
concentraram-se essencialmente em
compostos naturais de alto peso mo-
lecular, na maioria constituintes de
fibras. Uma característica dessas fi-
bras é o facto de possuírem uma uni-
dade básica constituída por um nú-
mero relativamente pequeno de áto-
mos, que se repete de um modo re-
gular ao longo do eixo da fibra.
Podem então ser colocados diversos
grupos laterais adicionais. Se se irra-
diar um tal objecto com radiação-X,
os elementos que se repetem regu-
larmente produzem uma imagem de
difracção característica, enquanto
que as partes variáveis contribuem
apenas para uma difracção de fundo,
difusa. Apesar de os dados de difrac-
cão assim obtidos serem demasiado
fragmentados de modo a poderem
permitir determinar o posicionamen-
to dos átomos, uma análise de raios-
X deste tipo pode permitir deduzir a
estrutura básica das unidades de re-
petição.

Uma primeira aproximação,
mesmo que casual, sobre a estrutura
de materiais constituintes de fibras
foi levada a cabo ainda em 1913. S.
Nishikawa, então assistente de T. Te-
rada no Instituto de Física da Univer-
sidade de Tóquio, e juntamente com
um dos seus estudantes, S. Ono, irra-
diou com raios-X uma variedade de
materiais tais como a seda, a madeira
e o bambú (Nishikawa e Ono 1913).
As imagens obtidas mostravam algu-
mas reflexões, poucas e alargadas, e
permitiram concluir que aqueles ma-
teriais deveriam possuir, em deter-
minada medida, uma certa ordem
molecular.

No entanto, apenas alguns anos

mais tarde se seguiram numerosos
estudos: R. O. Herzog, Director do
Instituto Kaiser-Wilhelm para a Quí-
mica de Fibras, em Berlim-Dahlem,
começou em 1920, no seu Instituto,
uma investigação sistemática da es-
trutura de fibras por meio de raios-X.
Juntamente com o seu assistente W.
Jahncke, obteve boas fotografias de
difracção de algumas fibras naturais,
entre as quais a celulose e a seda. De
uma observação, de início basica-
mente qualitativa, concluíram que as
fibras revelavam um elevado grau de
regularidade ao longo dos respecti-
vos eixos (Herzog e Jahncke 1920).
M. Polanyi, igualmente assistente de
Herzog, procedeu então a uma análi-
se detalhada de imagens da celulose,
o que viria a conduzir a uma primei-
ra proposta estrutural. Polanyi de-
senvolveu primeiro um método para
indexar reflexões num difractograma
de fibras. Descobriu que todas as re-
flexões se localizam num arco de hi-
pérbole, enquanto que cada hipérbo-
le por si só engloba apenas as refle-
xões originadas pela reflexão por
planos da rede que possuam indices
idênticos na direcção do eixo da
fibra. Deste modo, pode deduzir uma
equação para a hipérbole tendo por
base o período de identidade das fi-
bras e finalmente, determinar a célu-
la elementar da celulose. Polanyi
propôs duas possíveis estruturas para
a celulose, que eram compatíveis
com os dados de raios-X: uma longa
cadeia polimérica de hexoses ligadas
entre si, ou um agregado de anidri-
dos de hexobiose (Polanyi 1921).
Este sucesso entusiasmou Herzog a
iniciar uma análise idêntica com as
fibras da seda que, nesta época, pro-
duzia os diagramas mais bonitos. R.
Brill, estudante de doutoramento do
Instituto de Herzog, e sob a direcção
de Polanyi, analisou então a seda por
métodos de raios-X. Utilizando o
método de Polanyi, determinou a cé-
lula elementar da fibroína da seda, e
propôs duas estruturas que estariam
de acordo com os dados de raios-X:
quer um agregado de pequenos di-
peptídeos glicina-D-alanina, quer
uma longa cadeia polipeptídica (Brill
1923).

Permaneceu contudo uma incerteza
sobre o tamanho que uma só molé-
cula constituinte de uma tal fibra po-
deria ter. As opiniões dominantes es-
tavam de acordo com os modelos es-
truturais de Polanyi e Brill: uma in-
terpretação era que uma molécula
de fibra só podia ser tão grande
como a unidade de repetição; uma
outra interpretação era de que a uni-
dade básica deduzida cristalografica-
mente apenas reproduzia a periodici-
dade da fibra, mas uma molécula de
fibra poderia ser contudo muito
maior. Tratava-se aqui não apenas
da interpretação de padrões de di-
fracção de raios-X pouco claros, mas
principalmente da questão bastante
geral sobre a composição química
destes compostos naturais.

Uma grande controvérsia divi-
dia a comunidade científica de então
sobre a existência de facto das ma-
cromoléculas que H. Staudinger
(1926) postulara. Esta controvérsia
foi resolvida passados alguns anos
após os trabalhos em Dahlem por
K.H. Meyer e H. Mark no Laborató-
rio principal das IG Farben em Lud-
wigshafen, que vieram em favor da
existência das macromoléculas.
Neste laboratório existiam fontes de
raios-X muito boas o que, juntamen-
te com a contribuição de H. Hopff na
preparação de amostras puras e bem
orientadas, permitiu que Meyer e
Mark obtivessem numerosas ima-
gens de difracção de boa qualidade.
Algumas imagens foram suficiente-
mente boas para permitir determinar
o grupo espacial bem como efectuar
medições grosseiras da intensidade.
Um primeiro trabalho incidiu sobre a
estrutura da celulose (Meyer e Mark
1928a). Utilizando raios atómicos de
Bragg, deduziram um modelo estru-
tural da unidade elementar, consti-
tuída por duas moléculas de glucose
unidas por ligações glicosídicas entre
CI e C4 e cuja ocupação espacial es-
tava de acordo com as dimensões da
célula unitária. Considerando-se a si-
metria observada cristalograficamen-
te, esta conduz-nos a uma imagem
das fibras como longas macromolé-
culas constituídas por unidades ele-
mentares unidas por ligações glicosí-
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dicas 1,4 e orientadas ao longo do
eixo da fibra. Esta interpretação da
constituição da celulose estava não
s6 de acordo com os dados de raios-
X, como em particular com as pro-
priedades físicas e químicas da celu-
lose, o que não se verificava para
modelos inicialmente propostos de
agregados de pequenas unidades es-
truturais. Meyer e Mark dedicaram-
se, em trabalhos posteriores, às es-
truturas da fibroína da seda (Meyer e
Mark 1928b), da quitina (Meyer e
Mark 1928c) assim como da borra-
cha (Meyer e Mark 1928d). Utilizan-
do os modelos empregados para a es-
trutura da celulose, propuseram mo-
delos estruturais para todas aquelas
fibras sendo especialmente de referir
o modelo estrutural para a seda, cuja
unidade estrutural básica é constituí-
da por um dipeptídeo glicina-D-ala-
nina, numa conformação estendida,
que se repete ao longo do eixo da
fibra. Mais uma vez estas propostas
estruturais estavam de acordo com
as propriedades físicas e químicas,
bem como com os dados de raios-X
de Brill acima mencionados. O signi-
ficado destes trabalhos tem particular
relevância não só ao fundamentar a
existência das macromoléculas, mas
também ao suportar a imagem da
construção das fibras naturais como
feixes de longas moléculas, constituí-
das por unidades básicas pequenas
que se repetem periodicamente.

As investigações do grupo de
Herzog em Dahlem chamaram tam-
bém a atenção de W.H. Bragg, então
director da Royal Institution em
Londres. Juntamente com o seu as-
sistente W.T. Astbury, obtivera uma
série de diagramas de fibras para
ilustrar uma conferência. Deste
modo, Astbury contactou por  casua-
lidade, logo em 1926, com este
campo de trabalho que iria marcar a
sua futura carreira científica. Em
1928, foi-lhe atribuído um lugar de
Professor de Física dos Têxteis em
Leeds onde, entre 1931 e 1935, rea-
lizou os seus trabalhos mais significa-
tivos, que tratavam da relação entre
a estrutura molecular das fibras e as
respectivas propriedades físicas, em
particular a sua elasticidade. Junta-

mente com os seus assistentes H.J.
Woods e A. Street conseguiu de-
monstrar que a queratina apresenta-
va diferentes difractogramas conso-
ante o estado de tensão : o chamado
diagrama a para a fibra em repouso
e o diagrama f3 para a fibra em ten-
são (Astbury 1931; Astbury e Street
1931). A partir do diagrama a, dedu-
ziu que a uma reflexão meridional
característica a uma distância de 5,1
A correspondia um determinado tipo
de enrolamento da cadeia polipeptí-
dica, o enrolamento a. Esta confor-
mação podia ser transformada rever-
sivelmente numa outra conformação
estendida conducente a um diagra-
ma 13 o qual possuía uma reflexão
meridional característica a uma dis-
tância de 3,4 A (Astbury e Woods
1930; Astbury e Street 1931). As
propostas estruturais de Astbury
para a queratina-a e 43, constituíram
um modo de explicar a elasticidade
característica da queratina a um
nível molecular. O aspecto essencial
deste modelo foi, certamente, a ideia
de que fibras idênticas podem existir
num estado contraído e num estado
expandido. No entanto, aquela pro-
posta estrutural não considerava a
tri-dimensionalidade da estrutura, li-
mitando-se demasiado a duas di-
mensões (Astbury e Woods 1934;
Astbury e Sisson 1935; Astbury e
Bell 1941). A análise de semelhanças
e diferenças nos diagramas de raios-
X de um grande número de fibras
levou Astbury a estabelecer uma
classificação geral das proteínas que
formam fibras. Muitas destas proteí-
nas produziam imagens semelhantes
às da queratina : assim, por exemplo,
a miosina, elastina e fibrinogéneo,
constituíam, juntamente com a que-
ratina, o chamado grupo k.m.el. (ke-
ratin, myosin, elastin, fibrinogen),
tendo Astbury considerado que este
grupo de proteínas formariam estru-
turas semelhantes (Astbury 1933).
Pelo contrário, o colagéneo apresen-
tava um diagrama de raios-X bastan-
te distinto, com uma reflexão meri-
dional a uma distância de 2,8 A (As-
tbury 1933). 0 significado das pes-
quisas de Astbury estendeu-se certa-
mente para além da pura análise es-

trutural das proteínas que formam
fibras. Astbury pode pois ser conside-
rado como um pioneiro da Biologia
Molecular Estrutural, na medida em
que foi um dos primeiros a combinar
métodos de investigação físicos e
químicos aplicados a moléculas bio-
lógicas. Reconheceu o significado
fundamental de tais metodologias de
trabalho interdisciplinares na com-
preensão da Biologia e propagou o
conceito da "Biologia Molecular"
(Astbury 1961). A maioria dos seus
trabalhos concentraram-se na estru-
tura de proteínas, tendo realizado de
facto as primeiras experiências para
analisar a base molecular das altera-
ções estruturais em proteínas. Ape-
sar de muitas das suas ideias terem
sido posteriormente invalidadas,
apresentaram no entanto um carác-
ter inspirador para gerações futuras.
Um exemplo é a sua proposta da
existência de ligações por pontes de
hidrogénio entre funções carbonilo e
grupos amida de cadeias polipeptídi-
cas vizinhas, as quais podem, não só
manter a integridade estrutural da
proteína, como também constituir a
base da sua mobilidade conformacio-
nal (Astbury e Woods 1931).

1934-1954: ANALISE
ESTRUTURAL DE PROTEÍNAS
GLOBULARES E ESTRUTURA
DO DNA

O período entre 1934 e 1954 foi
essencialmente dominado por traba-
lhos em cristais de proteínas. A exis-
tência de cristais havia já sido descri-
ta para uma série de proteínas desde
meados do século passado, datando
de 1830 o primeiro trabalho sobre a
obtenção de cristais de hemoglobina
(Baumgartner 1830). Após a desco-
berta da difracção dos raios-X (Frie-
drich et al., 1912), foram realizadas
algumas experiências de modo a
obter padrões de difracção dos mes-
mos cristais. No entanto, por razões
que apenas mais tarde se tornaram
claras, estes padrões apresentavam
apenas pontos escuros, isolados e di-
fusos. Um primeiro avanço no senti-
do da resolução estrutural de proteí-

40 QUÍMICA - 61 • 1996



artigo

nas foi dado em 1934 por Bernal e
Crowfoot, ao conseguirem uma foto-
grafia de difracção bem resolvida de
um monocristal de pepsina (Bernal e
Crowfoot, 1934). Em retrospectiva,
parece que cada experiência fora
possível devido a um encadear de
acasos felizes (Crowfoot-Hodgkin e
Riley, 1968), parecendo-nos apropri-
ado entrar aqui em algum detalhe.

Os cristais de pepsina que Ber-
nal e Crowfoot analisaram, foram
obtidos por J. Philpot, que, no início
dos anos 30, trabalhava em Uppsala
na preparação da pepsina. Enquanto
fora esquiar, Philpot deixara uma
preparação muito pura de pepsina
no frigorífico. Ao regressar após duas
semanas, observou, para seu grande
espanto, que se haviam formado na
mesma solução cristais de 2mm de
comprimento, com a forma de bipi-
ramides hexagonais. Mostrou os cris-
tais a G. Millikan, um convidado de
Cambridge, que conhecia o interesse
de Bernal por cristais de proteínas, e
que, por isso, pediu autorização a
Philpot para levar alguns desses cris-
tais para Cambridge. Deste modo, os
cristais de pepsina seguiram para
Cambridge, no bolso do casaco de
Millikan.

Em retrospectiva, pode-se certa-
mente realçar que foi um grande
golpe de sorte para a cristalografia de
proteínas o facto de Millikan não ter
transportado os cristais nas respecti-
vas águas-mães. Isto permitiu que
Bernal fizesse uma importante ob-
servação: os cristais perdem a sua ca-
pacidade de birefringência ao serem
retirados das águas-mães. Sob a
acção dos raios-X, foi então evidente
que os cristais secos haviam aparen-
temente perdido a respectiva ordem
interna, não apresentando qualquer
padrão de difracção. Alarmado pela
sua primeira observação, Bernal
montou então um cristal, imerso nas
águas-mães, num capilar de vidro e
repetiu a experiência. Desta vez, ob-
teve um grande número de reflexões
bem resolvidas que se estendiam por
toda a película, alcançando urna re-
solução de 2,0 A (quer dizer, até
uma distância de planos da rede de
Bragg, dmin de 2 A, correspondendo

a 20 -500, para a radiação de Cu Ka).
igualmente de realçar as grandes

constantes da célula que Bernal de-
duziu a partir da relação calculada
para os eixos c/a=2,3 ; a = b - 67 A,
c - n.154 A. [As constantes da célula
exactas foram mais tarde determina-
das por Perutz (1949): a = b= 67,9 A,
c = 292 A. Com esta experiência,
que havia de criar a Cristalografia de
Proteínas, Bernal e Crowfoot mos-
traram também como se podiam
obter dados de difracção de raios-X
de cristais de proteínas. Logo de se-
guida foram realizados estudos de
outras proteínas entre as quais a in-
sulina (Crowfoot, 1935), a excelsina
(Astbury et al, 1935), a lactoglobuli-
na (Crowfoot e Riley, 1938), a he-
moglobina e a quimotripsina (Bernal
et al, 1938). Ficava assim demonstra-
da a possibilidade da análise estrutu-
ral por raios-X ser aplicada a deter-
minação da estrutura de grandes
macromoléculas. Seria contudo ne-
cessário o desenvolvimento de um
método que permitisse resolver urna
dificuldade fundamental em cada de-
terminação estrutural, conhecida
como "o problema da fase" da análi-
se estrutural por raios-X. Só assim
seria possível determinar a estrutura
de uma proteína a partir dos respec-
tivos dados de difracção.

O problema da fase tern como
origem o facto da radiação X, cujo
comprimento de onda corresponde
as dimensões das moléculas, ser, no
essencial, adequada para tornar "vi-
sível" a estrutura de uma molécula,
embora o padrão de difracção carac-
terístico da composição do cristal
conter a informação estrutural de
um modo obscuro. A representação
do objecto não é conseguida, tal
como com o microscópio, com a
ajuda de espelhos e lentes, mas ape-
nas através da utilização de uma
transformada de Fourier. Deste
modo, é possível calcular, a partir
das amplitudes e fases do padrão de
difracção, uma distribuição tridimen-
sional da densidade electrónica. En-
quanto que as referidas intensidades
do padrão de difracção podem ser
medidas, a informação das fases não
se pode obter de um modo directo a

partir da experiência de difracção de
raios-X, tendo que ser adicionalmen-
te deduzida.

Haviam de passar ainda 20 anos
ate surgir um modo de ultrapassar o
problema da fase em estruturas de
proteínas. Os trabalhos iniciados por
Perutz sobre a hemoglobina (Bernal
et al. 1938), assim como os iniciados
em 1947 por Kendrew sobre a mio-
globina (Kendrew 1948), viriam a
ser coroados com as primeiras estru-
turas. Em 1954, Perutz e os seus co-
laboradores demonstraram que o
Método da Substituição Isomórfica
poderia ser aplicado com sucesso
determinação das fases em proteínas
(Green et al. 1954). Para podermos
detalhar esta descoberta revolucio-
nária, bem como os progressos que
lhe seguiram, necessitamos neste
momento de ir mais além e de nos
referirmos ao desenvolvimento geral
da função de Patterson, do Método
da Substituição Isomórfica, bem
como a utilização da dispersão anó-
mala; todos estes são princípios me-
tódicos, hoje de significado funda-
mental, e sem os quais não teria sido
possível resolver qualquer estrutura
de proteínas. Enquanto que a resolu-
ção das primeiras estruturas de mo-
léculas pequenas foi bem sucedida
por considerações de simetria e por
tentativas de construção de modelos,
a utilização destes métodos era
muito pouco aplicável a moléculas
maiores.

Um desenvolvimento funda-
mental foi a dedução da função de
Patterson (Patterson 1934, 1935),
que possibilitou finalmente a deter-
minação da estrutura de moléculas
maiores e mais complexas. Patterson
era um estudante de W.H. Bragg na
Royal Institution, onde tomou con-
tacto com os métodos de Fourier.
Em 1915, Bragg propôs a sua utiliza-
ção no cálculo de densidades electró-
nicas (Bragg 1915) e a partir de 1925
foi concretizada a sua utilização sob
a forma de séries de Fourier uni e bi-
dimensionais (Duane 1925; Havig-
hurst 1926; Warren e Bragg 1928).
Após o seu regresso do Massachu-
setts Institute of Technology - e ins-
pirado pelos trabalhos de Zernike e
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Prins (1927) assim como de Warren
e Gingrich (1934) que mostravam
que a distribuição radial dos átomos
num líquido ou numa amostra de
pós podia ser determinada através da
análise de Fourier de um padrão de
difracção de raios-X - Patterson tra-
balhou na Teoria de Fourier tendo
reconhecido que, através do somató-
rio de Fourier dos quadrados das
amplitudes de estrutura, podia calcu-
lar uma função tridimensional, que
designou como série IF12, a qual
apresenta máximos para os vectores
interatómicos, e cujas alturas são
proporcionais ao produto zizi (i.e. aos
números de electrões dos átomos em
causa). Os coeficientes resultavam
assim das intensidades medidas de
modo que, para o cálculo da série
F12, não era necessária qualquer in-
formação da fase, enquanto que
todas as distâncias e direcções de
cada vector interat6mico da estrutu-
ra podiam ser calculados sem quais-
quer pressupostos (Patterson 1934,
1935). Finalmente, Harker veio a
simplificar a interpretação da função
de Patterson ao mostrar que partes
relativamente pequenas do mapa de
Patterson, hoje conhecidas como
secções de Harker, contêm uma
grande parte da informação necessá-
ria à resolução estrutural (Harker
1936). Deste modo, era muitas vezes
apenas necessário calcular secções
uni- ou bi-dimensionais da função
de Patterson, o que, segundo Lipson
e Beevers (1936) era rápidamente
exequível. Este facto era evidente-
mente muito vantajoso, numa época
em que as análises se efectuavam
ainda sem o uso de computadores.
Apesar de uma interpretação directa
do mapa de Patterson no sentido da
globalidade de uma estrutura não ser
possível - o mapa possui, para uma
estrutura de N átomos, N2 vectores
interatómicos (incluindo N vectores
próprios, os quais se sobrepõem na
origem)-, os Métodos de Patterson e
do átomo pesado foram durante
muito tempo os principais instru-
mentos para a resolução estrutural,
sendo ainda hoje praticamente indis-
pensáveis na resolução das estrutu-
ras de proteínas.

Um outro método, que pode ser
utilizado para a determinação das
fases é o da Substituição Isomórfica.
A designação de isomorfismo repor-
ta-se a Mitscherlich (1819) e descre-
ve o fenómeno de duas substâncias
diferentes existirem na mesma forma
cristalina, sendo possível que um
cristal de uma das substâncias possa
continuar a crescer imperturbável
quando imerso numa solução da se-
gunda substância. Pares isomorfos
foram pela primeira vez utilizados
para cálculo de fases por Cork, e
mais tarde por Lipson e Beevers para
a determinação da estrutura do alú-
men (M(02504.M'0102,kSO4)3.24H20)
(Cork 1927; Lipson e Beevers 1935).
Determinaram as intensidades de di-
versos alúmens, os quais se distin-
guiam por possuírem catiões univa-
lentes (Cork 1927) e trivalentes (Lip-
son e Beevers 1935). Dispondo de
duas formas cristalinas, centrossimé-
tricas e perfeitamente isomórficas, as
diferenças de intensidade resultavam
apenas das diferentes contribuições
para a difracção dos átomos substi-
tuídos, enquanto que a contribuição
do resto da estrutura permanecia
constante; a informação da fase
pôde, neste caso, ser obtida apenas
por comparação das intensidades das
reflexões do par isomorfo.

Uma importante elucidação es-
trutural surgiu então precisamente
através da substituição isomórfica:
Robertson determinara a estrutura
da ftalocianina sem metal, um gran-
de macrociclo com um átomo metá-
lico substituível, por comparação das
intensidades de uma ftalocianina
contendo níquel com as da corres-
pondente molécula sem metal (Ro-
bertson 1936). Como resultado deste
estudo, no qual fora utilizado um de-
rivado de átomo pesado. Robertson
propôs que, de um modo análogo
ftalocianina de níquel, se substituísse
um átomo de zinco da insulina
(Crowfoot e Riley 1939) por um
átomo mais pesado como por exem-
plo o mercúrio, para se poder desse
modo resolver também a estrutura
de uma pequena proteína (Robert-
son 1939). É desse modo lançada
pela primeira vez na literatura a

ideia de determinar as fases de estru-
turas de proteínas por meio da utili-
zação de pares isomórficos; no en-
tanto, uma aplicação bem sucedida
desta técnica à determinação das
fases da hemoglobina teve resulta-
dos, mas, por diversas razões (ver
abaixo), apenas bastante mais tarde
(Green et al. 1954).

A teoria do Método da Substi-
tuição Isomórfica e o seu alargamen-
to ao caso acêntrico foram estudados
em detalhe por Bijvoet e colaborado-
res (Bokhoven et al. 1949) assim
como por Harker (1956). Demons-
traram que, para cristais acêntricos,
são possíveis, para cada reflexão,
dois ângulos de fase, quando existe
um par isomórfico (Bokhoven et al.
1949). Harker demonstrou então
que a estrutura completa de um cris-
tal acêntrico poderia ser determina-
da, com excepção da ambiguidade
residual relativa ã quiralidade, quan-
do se dispõe de dois pares isomorfos
independentes entre si e que estejam
modificados em diferentes pontos da
estrutura (Harker 1956).

Finalmente, o problema da fase
pode também ser ultrapassado utili-
zando as diferenças anómalas. O
efeito da Dispersão Anómala foi de
início investigado por Mark e colabo-
radores (Mark e Szilard 1925; Kall-
mann e Mark 1927) e descrito teori-
camente por Prins (1928) e flõnl
(1933). Este efeito ocorre quando o
comprimento de onda do feixe pri-
mário se situa próximo da desconti-
nuidade de absorção de um átomo
da estrutura, resultando, como con-
sequência, a quebra da validade da
lei de Friedel (IFIhkFIFI_h_k_i; Friedel
1913) (Nishikawa e Matukawa 1928;
Coster et al. 1930). As diferenças de
intensidade resultantes entre tais
pares de Friedel podem ser utilizadas
para deduzir informação sobre as
fases (Bijvoet 1954).

Considerando os padrões de
raios-X das proteínas tornava-se evi-
dente qual a tarefa envolvida: como
é que dezenas de milhar de reflexões
poderiam ser usadas, na prática, para
determinação da distribuição da den-
sidade electrónica de uma proteína?
Este era, aliás, também um problema
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essencial na determinação das estru-
turas de moléculas pequenas, e mui-
tos dos métodos desenvolvidos para
estas últimas (vd. acima), foram, ao
longo dos tempos, também aplicados
a proteínas, apesar de inicialmente
sem um sucesso apreciável. Deste
modo, logo em meados dos anos 30,
foram realizadas experiências com
pares isomórficos, tais como por
exemplo, o par Cd/Zn-insulina, in-
vestigado por Crowfoot. Estas últi-
mas experiências foram contudo in-
frutíferas devido às diferenças de in-
tensidades pequeníssimas e fraca
qualidade dos cristais de insulina de
Cd. Do mesmo modo fracassaram as
experiências com insulina iodada
(Harrington e Neuberger 1936), a
qual possuía muito pouco iodo liga-
do e, além disso, distribuído por mui-
tas posições. Também a análise dos
mapas de Patterson de proteínas tra-
ria poucos resultados concretos, em-
bora tenha permitido reconhecer
que as moléculas de proteína não
poderiam ser constituídas apenas por
um empacotamento simples de ca-
deias polipeptídicas (Crowfoot e
Riley 1968). Em 1938, foi feita uma
observação totalmente diferente
cristais secos de quimotripsina reve-
lavam não só alterações das constan-
tes de célula, como também intensi-
dades relativas alteradas. Se se assu-
mir que no processo de secagem é
retirado solvente de entre as molécu-
las de proteína, as quais, no processo
de encolhimento, se comportam
como unidades rígidas que se
movem apenas relativamente entre
si, podem-se levar a cabo investiga-
ções sistemáticas em cristais de di-
versos graus de humidade, que per-
mitam a dedução de informação
sobre as fases. Este assunto foi estu-
dado de um modo sistemático nos 10
anos seguintes por Perutz. Obteve
então uma série de cristais de hemo-
globina com diversos graus de secu-
ra, o que lhe permitiu determinar os
sinais relativos das reflexões cêntri-
cas hOl ao longo de fiadas paralelas
(Bragg e Perutz 1952a,b). Infeliz-
mente, o encolhimento ocorreu ape-
nas ao longo de uma direcção, de
modo que foi quase impossível cor-

relacionar entre si as relações de
fases entre diversas fiadas (Kendrew
1954).

No início dos anos 50, os traba-
lhos cristalográficos sobre diversas
proteínas não estavam muito avan-
çados; existia um grande número de
medidas, cálculos, especulações e
mesmo boas ideias, mas tudo pouco
concreto. Surgiu então uma contri-
buição significativa que viria a influ-
enciar a determinação de diversas es-
truturas de proteínas bem como a es-
trutura do DNA. Bernal e Pauling
partilhavam independentemente a
opinião de que os conhecimentos
sobre as estruturas das pedras basila-
res das proteínas seriam essenciais
para a interpretação das estruturas
das proteínas. A determinação exac-
ta e completa das estruturas cristali-
nas de aminoácidos, pequenos peptf-
deos e outros compostos relaciona-
dos com as proteínas, deveria forne-
cer comprimentos de ligações, ângu-
los e outros parâmetros estereoquí-
micos, que permitissem uma previ-
são com confiança da conformação
da cadeia polipeptídica (Bernal 1931;
Pauling et al. 1951). A primeira es-
trutura de um aminoácido, a da gli-
cina, foi resolvida em 1939 por meio
da análise de secções de Harker de
uma função de Patterson tridimensi-
onal (Albrecht e Corey 1939). Já em
1933 Pauling tinha postulado, com
base em considerações teóricas, que
o grupo amida dos peptídeos deveria
ser planar (Pauling e Sherman
1933). Este postulado foi então con-
firmado em 1938, com a resolução
da estrutura da 2,5-dicetopiperazina,
um dipeptídeo cíclico, no qual foi
encontrado um arranjo planar do
"grupo peptídeo" (Corey 1938). Se-
guiram-se outros peptídeos (Hughes
e Moore 1949; Yakel e Hughes 1954;
Leung e Marsh 1958) e aminoácidos
(Gurskaya 1968), os quais fornece-
ram um grande número de modelos
estruturais a partir dos quais se pu-
deram deduzir os parâmetros estere-
oquímicos dos aminoácidos e da liga-
ção peptídica.

Já durante os anos 40 ocorre-
ram diversas tentativas de construir
modelos da cadeia polipeptídica

(Huggins 1940, 1943; Astbury e Bell
1941; Bragg et al. 1950), tentativas
essas que, contudo, foram posterior-
mente invalidadas. Em 1948 Pauling
reconheceu pela primeira vez, a par-
tir de dados da estrutura cristalina de
aminoácidos e de peptídeos, que era
possível construir uma conformação
de uma cadeia polipeptídica helicoi-
dal, possuindo ligações por pontes de
hidrogénio entre os grupos carbonilo
e amina de diversas curvas da hélice,
desde que se considerasse um núme-
ro não-inteiro de resíduos por rota-
ção (3,6 na hélice-a (Fig. la) ou 5,1
na hélice-y) (Pauling e Corey 1959,
1951a; Pauling et al. 1951). A exis-
tência da hélice-a e portanto, a exac-
tidão do modelo de Pauling, foram,
passado pouco tempo, confirmados
experimentalmente por Perutz. Este
demonstrou que, tanto para as pro-
teínas como também para fibras poli-
peptídicas sintéticas do tipo da que-
ratina-a, surgia uma reflexão meri-
dional proeminente a 1,5 A. que ate
então havia passado despercebida, a
qual estaria em bom acordo com a
repetição axial das unidades elemen-
tares ao longo da cadeia polipeptídi-
ca (Perutz 1951). Após a hélice-a ter
sido proposta e a sua existência com-
provada, era necessário comparar os
padrões de difracção de polipeptíde-
os helicoidais com os padrões que se-
riam de esperar para a hélice de Pau-
ling. A teoria da difracção helicoidal
foi elaborada em 1952, por Cochran,
Crick e Vand usando a hélice-a
como o modelo; estes autores desen-
volveram um formalismo que permi-
tia a previsão das reflexões, bem
como das suas intensidades, na base
de parâmetros estruturais da hélice
(Cochran et al. 1952). Além das héli-
ces-a e -y, foram ainda propostas ou-
tras conformações de cadeias poli-
peptídicas helicoidais. Low e colabo-
radores, propuseram uma hélice-ir
com 4,3 resíduos por cada volta
(Low e Baybutt 1952; Low e Gren-
ville-Wells 1953), enquanto que Do-
nohue propôs uma estrutura desig-
nada por hélice-310, que apresenta 3
resíduos por cada volta (Donohue
1953). 0 grande número de estrutu-
ras de proteínas hoje conhecidas
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Figura la, b - Elementos de construção helicoidal em proteínas. a Enrolamento helicoidal da cadeia

polipepetídica com ligações por pontes de hidrogénio internas: estão representadas (da esquerda para a direita)

a hélice-310 (Donahue 1953), a Lidice-a (Pauling et al. 1951) e a hélice-tr (Low e Baybutt 1952) (reprodução

autorizada de Schulz e Schirmer 1978). b Representação estereoscópica do "esqueleto" da cadeia polipeptídica

(-N-Ca-C(0)-) de uma sub-unidade da proteína da cauda ("tailspike") do lago P22 de Salmonella typhymurium

(Steinbacher et al. 1994). 0 elemento central é uma grande hélice-O constituída por 13 voltas completas nas

quais se enrolam helicoidalmente cadeias p paralelas.
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mostram que a hélice-a é um ele-
mento de estrutura secundária que
ocorre frequentemente em proteí-
nas, enquanto que as hélices-310 e it
só ocorrem ou isoladas ou, muitas
vezes, como fazendo parte apenas de
uma única volta; até hoje, a hélice y
nunca foi observada. Um outro ele-
mento de estrutura secundária, de
ocorrência tão frequente como a hé-

lice-a, foi também postulado por
Pauling e Corey em 1951. Nesta es-
trutura, que designaram por folha
dobrada 13, as cadeias polipeptídicas
estão orientadas lado a lado, parale-
las ou antiparalelas e unidas por liga-
ções de hidrogénio, aproximada-
mente planares, entre os grupos car-
bonilo e amina de cada cadeia (Pau-
ling e Corey 1951b).

A descoberta da hélice-a esti-
mulou também avanços adicionais
no domínio da estrutura das proteí-
nas constituintes de fibras: num tra-
balho posterior, Pauling e Corey pro-
puseram que a hélice-a também po-
deria explicar o padrão de difracção
de raios-X observado por Astbury
(Astbury e Street, 1931) para as pro-
teínas do grupo k.m.e.f (Pauling e
Corey 1951c). Apesar desta proposta
ter, no seu essencial, parecido possí-
vel, a suposição de uma hélice per-
feita, ordenada paralelamente ao
eixo da fibra, não podia explicar de
um modo exacto as características do
padrão de difracção. Desse modo foi
derivado um modelo refinado, base-
ado em hélices-a enroladas entre si,
e designada como estrutura "coiled-
coil", e que estaria então em acordo
com os dados de raios-X (Crick 1953
a,b; Pauling e Corey 1953). Também
para o colagéneo foi então deduzido
um modelo estrutural. Partindo de
uma proposta de uma tripla hélice
por Pauling e Corey (1951d), Rama-
chandran e Kartha, assim como Rich
e Crick, deduziram um modelo este-
reoquimicamente aceitável, e em
boa concordância com os dados de
raios-X, consistindo numa super-hé-
lice enrolada para a direita construí-
da a partir de três hélices enroladas
para a esquerda, alongadas e alinha-
das de um modo paralelo (Rama-
chandran e Kartha 1954, 1955; Rich
e Crick 1955). A construção deste
modelo foi consideravelmente facili-
tada devido a investigações estrutu-
rais em poliprolinas e poliglicinas
sintéticas, cujos padrões de difracção
se assemelhavam aos do colagéneo
(Cowan e McGavin 1955; Bamford
et al. 1955; Crick e Rich 1955).

No início dos anos 50, a análise
cristalográfica foi facilitada por di-
versos desenvolvimentos consegui-
dos em especial no domínio da pre-
cisão das medidas de intensidades e
no domínio dos métodos de cálculo.
Bokhoven, Schoone e Bijvoet havi-
am demonstrado que através da me-
dida exacta de mais do que dois de-
rivados isomorfos, se podiam deter-
minar ângulos de fase para cristais
acêntricos (Bokhoven et al. 1951).
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O salto em frente na resolução es-
trutural das proteínas deu-se então
em 1953 como resultado de uma ex-
periência de Perutz. Apesar de este
ter dúvidas de que um átomo pesa-
do fosse alterar as intensidades de
difracção de cristais de hemoglobina,
determinou os valores absolutos de
algumas reflexões e verificou que as
amplitudes de estrutura eram sur-
preendentemente pequenas. Um
cálculo rápido mostrou então que as
modificações produzidas por adição
de um átomo pesado deveriam ser
fáceis de medir. Perutz não tinha
contudo, de início, a noção de como
se poderia ligar um átomo pesado â
hemoglobina. Recebeu então uma
cópia de um trabalho de A. F. Riggs
(1952), o qual havia investigado se a
distinção entre hemoglobinas A e S
se devia ao número dos seus grupos
tiolato. Para isso, titulou ambas as
hemoglobinas com p-mercuribenzo-
ato e determinou as curvas de equi-
líbrio de oxigénio das hemoglobinas
assim derivatizadas, as quais verifi-
cou serem praticamente idênticas  às
do estado nativo. O trabalho de
Riggs foi decisivo ao mostrar que se
podia ligar p-mercuribenzoato â he-
moglobina sem alterar drasticamen-
te a estrutura. Um derivado de he-
moglobina foi então preparado de
imediato, cristalizado e caracterizado
por fotografias de raios-X; as primei-
ras fotografias de precessão mostra-
ram logo que os cristais nativos e
derivados eram isomorfos e apresen-
tavam diferenças de intensidade sig-
nificativas (vd. também Fig. 2)
(Green et al. 1954; Crowfoot-Hodg-
kin 1979). Apenas duas semanas
mais tarde este método foi utilizado
para determinar as fases das refle-
xões da zona hOl (Green et al.
1954). Foi assim calculada uma pri-
meira projecção bidimensional da
densidade electrónica da hemoglobi-
na (Bragg e Perutz 1954), a qual
evidenciava uma molécula comple-
xa e irregular, sem contudo resolver
detalhes estruturais. Uma
comparação das fases assim obtidas
com as deduzidas a partir do método
do "encolhimento" demonstrou a apli-
cabilidade fundamental deste método.

Figura 2 Padrões de difracção de raios-X

sobrepostos de um cristal de proteína e de um seu

derivado de átomo pesado. É claramente

reconhecível que o par isomorfo cristal

nativo/derivado apresenta fortes diferenças de

intensidade que podem ser utilizadas para a

determinação das fases.

Finalmente, seis anos mais
tarde, foi determinado um modelo
tridimensional, até resolução quase
atómica (2,0 A), para a primeira pro-
teína, a mioglobina (Kendrew et al.
1960) e ultrapassado o problema das
fases para as proteínas, que tinha
ocupado diversos investigadores du-
rante 25 anos.

Entre os trabalhos em cristais de
proteínas que dominaram o período
de 1934 a 1953 encontra-se a resolu-
ção estrutural do DNA. Novamente
foi Astbury que, com F. C. Bell em
1938, conduziu trabalho pioneiro
neste domínio. Investigaram com
raios-X um filme de DNA, distendido
e seco, tendo obtido a primeira foto-
grafia de fibras. Apesar desta fotogra-
fia de raios-X apresentar poucos de-
talhes, podia-se reconhecer clara-
mente uma periodicidade, o que
levou a concluir algumas característi-
cas da estrutura. Por comparação
com estruturas conhecidas de molé-
culas planas e densamente empaco-
tadas, Astbury e Bell deduziram que
a periodicidade observada de 3,3 A
deveria resultar de urna estrutura re-
lativamente rígida, originada pelo
empacotamento planar de nucleósi-
dos ao longo do eixo da molécula
(Astbury e Bell 1938).

Durante mais de 10 anos não

surgiram quaisquer outras pesquisas
adicionais sobre a estrutura do DNA
e é de salientar que os ácidos nuclei-
cos tiveram urn papel menor, até ter
sido reconhecido que representavam
o material genético primário (Avery
et al. 1944; Hershey e Chase 1952),
enquanto que o significado das pro-
teínas já estava então generalizada-
mente reconhecido.

Urna posterior contribuição para
a resolução da estrutura do DNA
surgiu no final dos anos 40, do grupo
de Bernal. Furberg, então estudante
de doutoramento de Bernal, iniciou
em 1948 a investigação estrutural de
nucleósidos obtidos por D. O. Jor-
dan, tendo conseguido resolver a es-
trutura da citidina sem a ajuda de
um átomo pesado (Furberg 1949a,
1950a). Furberg reconheceu que o
modelo proposto por Astbury para o
DNA corno um empilhar de nucleó-
sidos planares não era válido, pois a
sua análise estrutural evidenciava a
não planaridade da citidina. Contra-
riamente a isso, a base e o açúcar es-
tavam ordenados quase perpendicu-
larmente urn ao outro, de modo que
o empacotamento das bases nuclei-
cas ao longo do eixo da fibra parecia
pois possível. Apesar de Furberg não
ter sido bem sucedido corn a análise
estrutural do nucleótido do mono-
fosfato de citidina, conseguiu de-
monstrar que, provavelmente, todos
os nucleósidos e nucleótidos apre-
sentavam a sequência de açúcares e
bases por ele determinada (Furberg
1949b). A partir da estrutura da citi-
dina deduziu urna estrutura geral
mais provável para os nucleótidos
que designou por conformação stan-
dard. Nesta base elaborou um mode-
lo estrutural para o DNA que apenas
representava o modo estereoquimi-
camente mais provável de interligar
os nucleótidos na conformação stan-
dard. O modelo era constituído por
uma hélice simples na qual as bases
nucleicas estavam ordenadas per-
pendicularmente â "espinha dorsal"
e empacotadas ao longo do eixo da
fibra; a distância entre bases corres-
pondia a 3,4 A e uma volta helicoi-
dal completa compreendia 8 bases
(Furberg 1950b, 1952).
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Figura 3 - Fotografia de raios-X de fibras orientadas de DNA-A (esquerda) e de DNA-B (direita). A investigação

experimental das diferentes estruturas de DNA obtidas por variação da humidade relativa constituiu a base da

resolução estrutural do DNA (reprodução autorizada de Franklin e Gosling, 1953a).
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O ponto de partida para a análi-
se da estrutura do DNA por Furberg
foi semelhante ao de Bernal e Pau-
ling na investigação das proteínas:
uma vez que não era (ainda) possí-
vel uma análise estrutural completa
da macromolécula intacta levaram a
cabo a análise detalhada da estrutura
cristalina das unidades monoméricas
ou pequenas unidades oligoméricas,
de modo a tirar conclusões para as
macromoléculas. Diversas peculiari-
dades do DNA impediram, contudo,
um sucesso: enquanto que o número
de conformações possíveis de um po-
lipeptídeo está limitado pela planari-
dade da ligação peptídica, para a li-
gação do ester fosfórico não existem
limitações estereoquímicas. Além
disso, a natureza da ligação fosfo-di-
ester não pode ser estudada experi-
mentalmente, pois nessa altura não
eram acessíveis oligo- ou dinucleóti-
dos. Em suma, a aceitação de uma
estrutura com uma só hélice não es-
tava assegurada experimentalmente.

Investigações detalhadas de fi-
bras do DNA com raios-X, levadas a
cabo apenas nos anos 50 por M. Wil-
kins e R. Franklin no departamento
de R. Randall, no King's College de
Londres, permitiram então novos de-
senvolvimentos. Wilkins obtivera de
R. Signer, em 1950, uma amostra de
DNA de alto grau de polimerização
com a qual queria estudar a orienta-
ção das bases por diversos métodos
físicos. Logo quando da manipulação
do gel de DNA tornou-se evidente a
facilidade com que se formavam fi-
bras, despertando assim o seu inte-
resse para uma investigação das mes-
mas por raios-X. Juntamente com R.
Gosling, verificou que feixes de tais
fibras produziam difractogramas
muito claros com maior resolução do
que a obtida por Astbury em 1938.
Uma razão para esse facto foi que,
contrariamente a Astbury, as fibras
se tinham mantido húmidas durante
a exposição; em analogia com os
cristais de proteínas o material apre-
sentava uma fotografia bem resolvi-
da e rica em detalhes desde que se
mantivesse em contacto com as suas
águas-mães, enquanto que o seu pa-
drão de difracção quase desaparecia

quando seco (Wilkins et al. 1959).
Juntamente com A. Stokes, Wilkins
trabalhou na descrição teórica da di-
fracção helicoidal de ácidos nucleicos
que publicaram em 1955 (Stokes
1955), apesar de Cochran, Creek e
Vand terem publicado primeiro a
teoria da difracção helicoidal utili-
zando a hélice-a como modelo
(Cochran et al. 1952). Wilkins con-
venceu-se então de que as fotografi-
as de DNA mostravam um padrão de
difracção compatível com a hipótese
de uma estrutura básica helicoidal.
Através da análise de padrões de di-
fracção de amostras de DNA de di-
versas espécies assim como de inves-
tigações em cabeças de espermato-
zóides intactas, Wilkins demonstrou
ainda que as fotografias de difracção
observadas eram de um modo geral
muito semelhantes, com o que ficou
demonstrada a validade geral da es-
trutura, também in vivo (Wilkins e
Randall, 1953).

A qualidade dos difractogramas
de feixes de fibras não era, contudo,
suficiente para a continuação da
análise, sendo óbvio que era neces-
sário investigar fibras únicas de pe-
queno diâmetro. Em 1951, Randall
recebeu no seu grupo do King's Col-
lege Rosalin Franklin, a qual, junta-
mente com Gosling, deveria proce-
der a uma análise sistemática de fi-
bras de DNA. Começaram por desen-
volver um melhor sistema de foto-

grafia de raios-X, apropriado para o
trabalho com fibras simples, e anali-
saram então a influência do grau de
humidade da amostra no padrão de
difracção de raios-X. Variando a hu-
midade relativa obtiveram fotografi-
as nitidamente diferentes (Fig. 3), a
partir das quais puderam deduzir a
existência de duas estruturas de
DNA facilmente interconvertíveis
(Franklin e Gosling 1953a). Nesse
trabalho mostraram que, para maior
conteúdo de humidade, ocorria uma
fase de DNA menos cristalina que
designaram por forma B. Ao diminuir
a humidade relativa, a forma B con-
verte-se então reversivelmente
numa fase de DNA mais ordenada,
idêntica â forma descrita por Gosling
e Wilkins, e que designaram por
forma A (Franklin e Gosling 1953a).
Na tentativa de explicarem a existên-
cia de ambas as formas, assim como
a dependência das suas estruturas do
grau de humidade, postularam um
modelo no qual a unidade estrutural
fundamental do DNA era um grupo
de cadeias de polinucleótidos arran-
jados de modo a que os grupos fosfa-
to estivessem orientados para o sol-
vente, enquanto que as bases nuclei-
cas estariam localizadas no centro da
estrutura, protegidas do solvente e
mantendo-se as cadeias isoladas uni-
das por pontes de hidrogénio. Esta
previsão estrutural estava especial-
mente de acordo com resultados
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antes obtidos por titulação do DNA
(Gulland et al. 1947). Além disso, re-
conheceram nas fotografias da forma
B características de uma estrutura
helicoidal e puderam demonstrar,
através da determinação exacta da
densidade e conteúdo em água da
amostra, que uma unidade do DNA
era constituída por duas ou três ca-
deias de polinucleótidos. Franklin es-
tava contudo convencida que a reso-
lução da estrutura só seria possível
através de uma análise cristalográfica
objectiva da forma A, mais altamen-
te ordenada, uma vez que neste caso
era possível obter intensidades em
maior número e mais exactas. Fran-
klin esperava obter uma solução a
partir da análise da função de Patter-
son da forma A, que pode ser calcu-
lada sem quaisquer pressupostos a
partir das intensidades e que para os
ácidos nucleicos deveria estar essen-
cialmente dominada pelo arranjo es-
pacial dos átomos de fósforo. Para
isso, Franklin e Gosling determina-
ram as intensidades de 66 reflexões
da forma A, com as quais calcularam
uma função de Patterson cilindrica-
mente simétrica, na base da qual foi
então possível determinar as cons-
tantes da célula e indexar todas as 66
reflexões observadas.

Seguramente que, em retros-
pectiva, se deve constatar que Fran-
klin e Gosling, com as sua investiga-
ções experimentais assim como com
a descrição da estrutura grosseira do
DNA, conduziram ao esclarecimento
da estrutura do DNA, embora lhes ti-
vesse sido vedado o reconhecimento
por essa resolução, que veio de outro
laboratório em Abril de 1953. J. D.
Watson e F. Crick, que trabalhavam
em DNA no Laboratório de Biologia
Molecular do Medical Research
Council, em Cambridge, seguiam,
juntamente com Wilkins, um outro
método de resolução. Enquanto que
Franklin era da opinião de que uma
análise estrutural deveria rejeitar in-
condicionalmente a utilização de
uma hipótese modelo de origem in-
tuitiva, Watson e Crick estavam con-
vencidos de que a análise de raios-X
devia ser suportada pela construção
de modelos.

A dificuldade decisiva na cons-
trução de um modelo foi a não com-
preensão do ordenamento das bases
nucleicas. Era evidente que na molé-
cula de DNA se encontravam duas
ou mais cadeias de polinucleótidos
com sequências de bases irregulares
arranjadas de modo que resultasse
uma estrutura helicoidal altamente
regular com bases nucleicas orienta-
das para dentro. Este era um proble-
ma difícil e, de facto, a chave da re-
solução estrutural residia no ordena-
mento das bases. Watson e Crick en-
contraram uma ordem de bases na
qual uma purina e uma pirimidina
se encontram ligadas por pontes de
hidrogénio, de modo a resultarem
pares de bases que possuem uma
ocupação espacial quase idêntica (Fi-
gura 4). Os pares podem ser trocados
entre si, quer dizer, podem-se substi-
tuir mutuamente na estrutura sem
perturbar a conformação longitudi-
nal. Nesta base, construíram um mo-
delo estrutural do DNA-B, que era
compatível com os dados experimen-
tais. Em especial, obedecia  à regra de
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Chargaff (Chargaff 1950), e era tam-
bém consistente com as exigências
de geometria e de simetria resultan-
tes das investigações de raios-X. O
DNA-B é composto por duas cadeias
de polinucleótidos que se enrolam
entre si de um modo antiparalelo e
num sentido de um parafuso direito,
formando-se desse modo uma hélice
dupla com um diâmetro de cerca de
20 A. As bases nucleicas encontram-
se no centro da estrutura e ordena-
das, aproximadamente perpendicu-
lares ao eixo da fibra, formando
pares de bases complementares, uni-
das por pontes de hidrogénio. A héli-
ce possui 10 pares de bases por cada
volta, com uma distância entre bases
de 3,4 A, perfazendo 34 A (Watson e
Crick 1953a). Finalmente, Wilkins et
al., e em especial Franklin e Gosling,
mostraram, utilizando a teoria da di-
fracção de estruturas helicoidais, que
a estrutura da forma B era compatí-
vel com o modelo de Watson e Crick
(Franklin e Gosling 1953c, Wilkins
et al. 1953a). Em trabalhos seguin-
tes, Franklin e Gosling, e depois por

Deoxyribose

H	
CH3

N — H – – - 0

H N

N
	

N

H

0--- H — N

Deoxyribose
O

Figura 4 - Os pares de bases de Watson e Crick. O ordenamento de bases complementares proposto por

Watson e Crick (1953a) constituiu a chave para a resolução estrutural do DNA. Neste modelo, unem-se por

pontes de hidrogénio, quer a adenina com a timina (em cima), quer a guanina com a citosina (em baixo), de

modo a que os pares possuam uma ocupação espacial quase idêntica.
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outra via, Wilkins et al., mostraram
que, por análise da função de Patter-
son cilindricamente simétrica já por
eles calculada (Franklin e Gosling
1953b), a estrutura da forma A do
DNA é semelhante ã estrutura da
forma B, mas mais comprimida. A
estrutura A forma uma hélice adicio-
nal, mais plana, que possui onze
pares de bases por cada volta, que
enrola para a direita, e com uma dis-
tância interbases de 2,5 A, num total
de cerca de 28 A. A sua característica
mais saliente é o facto de os pares de
bases estarem rodados de cerca de
200 em relação ao eixo da fibra
(Franklin e Gosling 1953d; Wilkins
et al. 1953b). Finalmente, Franklin e
Gosling determinaram, por interpre-
tação de uma função de Patterson
tridimensional da forma A, a orien-
tação da molécula helicoidal na célu-
la elementar e apresentaram uma fi-
gura detalhada da disposição dos
grupos fosfato (Franklin e Gosling
1955).

Esta resolução estrutural teve
consequências genéticas significati-
vas e revolucionou a compreensão
da Biologia. Assim, o modelo de
Watson e Crick mostra também
como é que uma molécula de DNA
pode controlar a sua própria replica-
ção: cada uma de ambas as cadeias
polinucleotídicas funciona como
molde para a síntese de uma nova
cadeia por sua vez complementar
(Watson e Crick 1953b). Este mode-
lo da replicação semi-conservativa,
proposto a partir da estrutura, pôde
ser comprovado experimentalmente
em 1958 por M. Meselson e F. Stahl
(Meselson e Stahl 1958).

1954-1975:
DESENVOLVIMENTOS
DE MÉTODOS E PRIMEIRAS
ESTRUTURAS DE PROTEÍNAS

Os desenvolvimentos mais sig-
nificativos de métodos da cristalogra-
fia macromolecular ocorreram entre
1954 e 1975, o que certamente tam-
bém foi favorecido, de modo geral,
pelos rápidos progressos no desen-
volvimento de computadores. Do

nutiegag:pr

nosso ponto de vista, os progressos
mais significativos foram o tratamen-
to teórico do método da Substituição
Isomórfica Múltipla (MIR), o desen-
volvimento do método da substitui-
ção molecular ou pesquisa de Patter-
son ("Faltmolekül" ou "Molecular
Replacement") assim como a intro-
dução de métodos de refinamento
para estruturas grandes.

O ponto de partida para os pres-
supostos da substituição isomórfica
foi o tratamento teórico da substitui-
ção isomórfica dupla devido a Harker
(1956). Blow e Crick (1959) desen-
volveram um tratamento mais alar-
gado que também considerava o cál-
culo dos erros que ocorrem experi-
mentalmente (Crick e Magdoff
1956) e que atribuía a cada fase uma
distribuição probabilística. Demons-
traram mais tarde que se obtinha
uma densidade electrónica com erros
mínimos quando, em lugar de se es-
colherem as fases com probabilidade
maxima (chamada Fourier mais pro-
vável), se utilizavam as fases no cen-
tro de gravidade da distribuição pro-
babilística (chamada "best Fourier").
Comparando ambas as densidades,
apesar de bastante semelhantes, a
"best Fourier" é preferível devido a
um melhor grau de resolução (Dic-
kerson et al. 1961; Cullis et al.
1961b). Ainda hoje, os algoritmos de
MIR que se utilizam se são essencial-
mente baseados no princípio de
Blow e Crick utilizando contudo,
com frequência, outros tratamentos
que permitem uma combinação sim-
ples da informação de fases de diver-
sas fontes (Hendrickson e Lattmann
1970). Uma vez que existiam muitas
vezes dificuldades em encontrar um
número suficiente de pares isomor-
fos, dedicou-se grande atenção ã in-
clusão de informação adicional, em
especial a resultante da contribuição
da dispersão anómala, cuja utilização
remonta a Bijvoet (1954), e que foi
posta em prática pela primeira vez
por Ramachandran e Raman (1956).
Blow (1958) demonstrou a utilidade
da contribuição anómala na determi-
nação de fases de macromoléculas,
enquanto que Blow e Rossmann
(1961) fizeram o tratamento teórico

da substituição isomórfica simples
(SIR) e da sua combinação com a
contribuição anómala (SIRAS). Um
tratamento alargado, que compreen-
deu também a combinação de dados
de MIR com dados anómalos, deveu-
se a North (1965) e finalmente, de
uma forma mais generalizada, a
Matthews (1966a). A localização das
posições dos átomos pesados a partir
das diferenças de intensidades obser-
vadas para uma série de pares iso-
morfos, está associada, na prática, a
algumas dificuldades: em primeiro
lugar é necessário determinar as po-
sições dos átomos pesados para cada
um dos compostos, em seguida tem
que se provar que as posições relati-
vas encontradas em diversos deriva-
dos sejam consistentes entre si, e fi-
nalmente tem que se determinar a
configuração absoluta correcta da es-
trutura do átomo pesado. Com esta
finalidade, foram elaboradas diversas
propostas tais como diferenças de
Patterson, diferenças anómalas de
Patterson, assim como diferentes sín-
teses de diferenças de Fourier (Pe-
rutz 1956; Blow 1958; Rossmann
1960, 1961; Kartha e Parthasarathy
1965a,b; Mathews 1966b). Uma vez
determinados deste modo os parâ-
metros aproximados do átomo pesa-
do, estes são então optimizados por
um procedimento devido a Dicker-
son et al. (1961), que utiliza o méto-
do dos erros dos mínimos quadrados,
antes da aplicação do mesmo ã de-
terminação das fases. O método,
cujos fundamentos são ainda hoje
aplicados, trabalha de um modo
semi-automático e é a solução mate-
maticamente mais plausível do pro-
blema, tendo contudo algumas limi-
tações. Apresenta, por exemplo, um
comportamento de convergência li-
mitado e pode não revelar posições
de átomos que faltem. Por isso, foi
particularmente valorizada a utiliza-
ção adicional de uma Síntese de
Fourier especial, designada por dife-
rença de densidade dupla ou densi-
dade residual, que fora introduzida
por Hoppe (1959). Tratava-se da di-
ferença entre a "verdadeira" densi-
dade do átomo pesado (quer dizer, a
diferença de densidade entre a pro-
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teína nativa e o derivado isomorfo) e
uma densidade calculada a partir dos
parâmetros determinados para o
átomo pesado. Posições adicionais
conduzem a uma densidade de dife-
rença positiva, enquanto que as posi-
ções de átomos pesados incorrecta-
mente determinadas produzem uma
densidade de diferença negativa; na
ausência de erros resulta uma densi-
dade nula. Deste modo, a densidade
residual pode ser utilizada quer para
o refinamento das posições dos áto-
mos pesados, quer como controle da
interpretação, o que na prática a
torna num importante instrumento.

Como vimos, o Método da
Substituição Isomórfica Múltipla ofe-
rece uma solução geral do problema
da fase em Cristalografia Macromo-
lecular; o processo baseia-se na natu-
reza particular dos cristais de proteí-
nas que permite a difusão e união de
ligandos, conduzindo a pequenas di-
ferenças de intensidade entre cristais
nativos e derivatizados, as quais
podem ser utilizadas para a determi-
nação das fases (vd. acima). Uma vez
que o método está contudo limitado
por uma série de dificuldades ineren-
tes (a procura de derivados adequa-
dos é já, só por si, um processo
pouco cómodo e empírico), são
muito benvindos procedimentos al-
ternativos. Um deles é baseado no
método de Hoppe da "molécula do-
brada" ("Faltmoleküle") e aplicável a
casos em que a estrutura molecular é
conhecida na totalidade ou apenas
parcialmente. W. Hoppe, no início
dos anos 50, descobriu e postulou
que a função de Patterson de um
cristal molecular podia ser decom-
posta em funções moleculares que
ele designou por "moléculas dobra-
das" ("Faltmoleküle") (Hoppe 1957
a,b). A aplicabilidade para a resolu-
ção estrutural baseia-se nas proprie-
dades de diferentes "moléculas do-
bradas". Um primeiro tipo representa
um conjunto de vectores intramole-
culares, centrados na origem, e que
pode ser utilizado para determinação
da orientação da estrutura molecu-
lar, enquanto que um segundo tipo
representa um conjunto de vectores
intermoleculares para vectores de di-

ferença entre as moléculas. Este se-
gundo tipo node ser utilizado para
determinar a translacção da estrutu-
ra molecular em relação aos elemen-
tos de simetria do cristal. Deste
modo, pode ser resolvido o problema
hexadimensional da determinação
da orientação e posicionamento de
uma estrutura molecular (em parte)
conhecida, numa estrutura cristalina
desconhecida. A estrutura molecular
correctamente posicionada pode ser
utilizada para a determinação de
fases da estrutura cristalina desco-
nhecida. Rossmann e Blow (1962),
que investigavam relações de sime-
tria não cristalográfica em cristais de
proteínas, descobriram, de um modo
independente, as relações entre a
função de Patterson e o conjunto de
vectores moleculares tendo deduzido
fórmulas alternativas para as funções
de rotação (Rossmann e Blow 1962)
e translacção (ToIlin 1966; Crowder
e Blow 1967) no espaço recíproco.
Ambos os formalismos foram progra-
mados de diversas maneiras (Nord-
man e Nakatsu 1963; Huber 1965;
ToIlin e Rossmann 1966) e, a partir
do início dos anos 70, aplicados com
sucesso à resolução estrutural (Tollin
1969; Fehlhammer e Bode 1975).
Uma outra abordagem, originalmen-
te formulada por Rossmann e Blow
(1963), e mais tarde generalizada
por Main e Rossmann (1966), utiliza
a simetria não-cristalográfica para
dedução das restrições das fases.
Assim, pode ser demonstrado que o
tratamento matemático do sistema
de equações que descreve as restrições
de fases, conduz a um resultado
idêntico ao de sucessivas médias da
densidade electrónica de moléculas
independentes calculadas no espaço
directo (Main 1967). Urna primeira
utilização da melhoria das fases por
tomada da densidade média, resul-
tou em 1967 (Muirhead et al. 1967):
tinha-se de início obtido para a he-
moglobina humana reduzida, uma
densidade electrónica grosseiramen-
te interpretável obtida por substitui-
ção isomórfica. Na forma cristalina
analisada o eixo binário molecular
não coincidia com o eixo binário
cristalográfico, de modo que foi pos-

sível calcular a média das densidades
electrónicas de ambas as moléculas
independentes, tendo-se obtido
assim um conjunto de fases melho-
rado. Hoje em dia, o método da
"molécula dobrada" (vulgarmente
designado como método da pesquisa
de Patterson ou Substituição Mole-
cular) é uma ferramenta importante
na cristalografia macromolecular en-
contrando aplicação mais frequente
na análise estrutural de mutantes,
estruturas moleculares relacionadas
ou complexos oligoméricos.

Um problema grave das fases
MIR é o facto de a sua qualidade ser
muitas vezes limitada e o método
não permitir essencialmente deter-
minar fases para além de 2 A de re-
solução devido ã falta de isomorfis-
mo. Daí resultou uma necessidade
geral para o desenvolvimento de mé-
todos que, por um lado, conduzis-
sem a fases melhoradas , mas que,
por outro, permitissem uma exten-
são a mais alta resolução. No início
dos anos 70 foram propostas diversas
metodologias de refinamento abran-
gendo uma larga gama de métodos e
tendo em comum a utilização das
fases (isomorfas) experimentalmente
determinadas apenas nos estádios
iniciais da interpretação, as quais são
substituídas por fases melhoradas
(calculadas) no prosseguimento da
análise. A discussão deve-se aqui li-
mitar a três diferentes metodologias
as quais foram aplicadas com sucesso
ao refinamento. Jensen e colabora-
dores e, mais tarde, Freer e colabora-
dores utilizaram a técnica da diferen-
ça de Fourier clássica, que fora intro-
duzida por Cochran (1951) para as
moléculas pequenas, para o refina-
mento (Watenpaugh et al. 1973;
Freer et al. 1975). Numa outra me-
todologia, Sayre refinou apenas as
fases, quer dizer, procurou um con-
junto de fases autoconsistente sem
fazer uso da informação estrutural
(Sayre 1974). Huber e colaboradores
desenvolveram finalmente um mé-
todo de refinamento baseado no al-
goritmo do espaço real de Diamond
(Diamond 1971) acoplado a restrições
estereoquímicas. No entanto, ne-
nhum destes procedimentos aplica-
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dos de início se veio a afirmar com o
tempo. A aplicabilidade dos dois pri-
meiros métodos é muitas vezes limi-
tada pelo facto de se necessitar de
dados de alta resolução, que permi-
tam uma sobredeterminação signifi-
cativa do sistema (quer dizer, a rela-
ção dados medidos/parâmetros es-
truturais deveria alcançar ou exceder
10/1), uma situação que de um
modo geral não acontece para pro-
teínas. A aplicabilidade do procedi-
mento do espaço real falha também
muitas vezes devido ao comporta-
mento da convergência ser insufici-
ente para más fases de partida. O de-
senvolvimento posterior voltou
então a tratamentos no espaço recí-
proco, e o problema da subdetermi-
nação foi tratado quer por diminui-
ção do número de parâmetros estru-
turais (o chamado refinamento dos
mínimos quadrados "constrangido",
que utiliza grupos rígidos) quer por
introdução de "observáveis" adicio-
nais (assim chamado refinamento
dos mínimos quadrados "restringi-
do"). A introdução de restrições geo-
métricas como dados de medida arti-
ficiais no processo de refinamento foi
proposta por Konnert e Hendrickson
(Konnert 1976; Hendrickson 1985),
seguindo o tratamento de Waser
(1963) para as moléculas pequenas.
Com esse fim, são introduzidas fun-
ções do tipo S2= Ew(clideardcalc)2, em
adição ao factor residual clássico cris-
talográfico (S1= Ew(IF01-1Fc1)2), as
quais minimizam os desvios da geo-
metria molecular do modelo em re-
lação a valores ideais pré-dados.
Sussmann e colaboradores introduzi-
ram um método que combina as
abordagens "constrangida" e "res-
tringida": a molécula é considerada
como que construída por grupos rígi-
dos cujas distâncias são limitadas
(Sussmann et al. 1977). Numa outra
abordagem muito interessante, Jack
e Levitt propuseram minimizar, em
vez de desvios geométricos, a expres-
são S = E + D, na qual E representa
uma função de energia empírica que
contém termos dos campos de forças,
provenientes da mecânica molecular,
para descrição da geometria molecu-
lar e D representa o factor residual

cristalográfico clássico (Jack e Levitt
1978). 0 método assim introduzido,
que minimiza simultaneamente o
factor R cristalográfico e uma função
empírica da energia potencial do sis-
tema, impôs-se hoje em dia de forma
generalizada, sendo utilizado com
grande sucesso mesmo nos progra-
mas mais recentes. Note-se, final-
mente, a recente introdução da dinâ-
mica molecular no refinamento ens-
talográfico de macromoléculas
(Brünger et al. 1987; Fujinaga et al.
1989) o qual pôde ser logo de início
aplicado com sucesso em alguns sis-
temas (Brünger et al. 1989, 1990).

Os progressos técnicos e meto-
dológicos permitiram determinar
mais de 70 estruturas de proteínas
ate 1975. Sem dúvida que a enorme
variedade de informação estrutural
que surgiu desde 1960 se encontra
muito para além do que se possa
imaginar. Assim sendo, limitar-nos-
emos ao período entre 1960 e 1970
no qual foi possível a determinação
de 18 estruturas de proteínas de
media (3,5 a 2,5 A) até alta (<2,5 A)
resolução (vd. Tabela 1), resolvidas
sem excepção pelo método da substi-
tuição isomórfica. Pretendemos de-
monstrar, para as duas famílias de
proteínas então mais frequentemen-
te analisadas- globinas e proteases-,
como é que a nossa compreensão da
função e estrutura das proteínas foi
substancialmente influenciada por
investigações de cristalografia de
raios-X. A construção geral da mio-
globina, com a hélice-a como ele-
mento de estrutura secundária do-
minante e com o grupo hemo, na
sua maior extensão, imerso na pro-
teína, tornou-se óbvia a partir de
uma primeira análise estrutural
(Kendrew et al. 1960). Contraria-
mente, a hemoglobina, cuja estrutu-
ra pôde ser determinada com boa re-
solução em 1968 (Perutz et al.
1968a, b), é um tetrâmero constituí-
do por duas sub-unidades a e duas
p. Apesar do enrolamento da cadeia
polipeptídica da mioglobina e da
sub-unidade de hemoglobina (ambas
capazes de ligar oxigénio) ser muito
semelhante, a hemoglobina apresen-
ta cooperatividade, quer dizer, a liga-

ção de 02 a um dos hemos aumenta
a afinidade para o 02 do outro grupo
hemo não ocupado. A análise estru-
tural mostrou, não só a construção
estática do complexo tetramérico,
mas esclareceu também o mecanis-
mo dos efeitos de cooperatividade na
hemoglobina (Perutz 1970), o que
veio a influenciar o desenvolvimento
de hipóteses modelo para enzimas
alostéricas (Monod et al. 1965; Kos-
hland et al. 1966; Baldwin e Chothia
1979). Numerosos trabalhos de cris-
talografia de raios-X foram ainda re-
alizados em diversas proteases da se-
rina [a-quimotripsina (Matthews et
al. 1967); subtilisina BPN' (Wright et
al. 1969); elastase (Shotton e Wat-
son 1970); y-quimotripsina (Segal et
al. 1971a); tripsina (Stroud et al.
1971; Bode e Schwager 1975); subti-
lisina Novo (Drenth et al. 1971)1,
proteases da cisteína [papaína
(Drenth et al 1968)] e proteases de
zinco [carboxipeptidase A (Ludwig et
al. 1967); termolisina (Matthews et
al. 1972 a,b)]. Para além da determi-
nação da conformação da cadeia po-
lipeptídica, que em grande parte não
era helicoidal, evidenciando-se antes
a folha-I3 anti-paralela como elemen-
to de estrutura secundária (pela pri-
meira vez observada na lisozima)
(Blake et al. 1965), levantava-se
agora a questão primordial do meca-
nismo da catálise. Em 1969, Blow e
colaboradores propuseram um meca-
nismo catalítico com base nos dados
da estrutura de raios-X no qual a
Ser195, a His157 e o Asp102, forma-
vam uma tríade catalítica. Esta últi-
ma funcionava como o assim chama-
do "charge relay system" e activava a
Ser195 cataliticamente activa, tor-
nando-a num nucleófilo invulgar-
mente forte (Blow et al. 1969). Em
diversos trabalhos foi então estudada
a ligação de pequenos inibidores e
análogos do substrato que permiti-
ram obter uma imagem bastante co-
erente da interacção do substrato
com a enzima (Steitz et al. 1969;
Henderson 1970; Henderson et al.
1971; Segal et al. 1971 a,b; Blow et
al. 1972). Neste contexto, foi certa-
mente de especial significado a reso-
lução estrutural de dois complexos

50 QUÍMICA • 61 • 1996



a r tigos,

Tabela 1 - Estruturas de proteínas resolvidas entre 1 960 e 1970  com média a alta resolução (< 3,5 A)

Anca Proteína Massa

molecular

[kDal

Grupo
espacial

Constantes da célula Conteúdo
da unidade

assimétrica

Resolução

[A]

Número

de

derivados

Referência

1960 Mioglobina 17,8 P21 a = 65,7, b = 31,1, c = 34,8 A,
p = 105,5°

1 molécula 2,0 5 Kendrew et al. 1958, 1960;
Bodo et al. 1959

1 965 Lisozima 14,6 P43212 a = b = 79,1, c = 37,9 A I molécula 2,0 7 Blake et al. 1965

1967 Carboxipeptidase A 34,6 P21 a = 51,5, b = 59,9, c = 47,1A,

It = 97,3°
1 molécula 2,8 3 Hartsuck et al. 1965; Ludwig et al.

1967
a-Quimotripsina 25,0 P21 a = 49,1, b = 67,4, c = 65,9 A,

p	 101,8°
2 molécula 2,0 4 Matthews et al. 1967

Ribonuclease A 13,7 P21 a = 30,1, b = 38,1, c = 53,3A,
105,8°

1 molécula 2,0 6 Kartha et al. 1967

Ribonuclease S 13,7 P3121 a = b = 44,5, c = 97,3 A 1 molécula 3,5 3 Wyckoff et al. 1967 a,b

1968 Oxi-hemoglobina
(cavalo)

66,5 C2 a = 109,0, b = 63,5, c = 54,9 A,
= 110,5°

1/2 molécula 2,8 6 Cullis et al. 1961 a; Perutz et al. 1968

a,b
Papaína 23,0 P212121 a = 45,0, b = 104,3, c = 50,8 A 1 molécula 2,8 5 Drenth et al. 1968

1969 Eritrocruorina 17,0 P32 a = b = 54,2, c = 35,3 A 1 molécula 2,8 7 Huber et al. 1969

Insulina 5,8 R3 a -= b = 82,6, c = 34,0 A 2 moléculas 2,8 5 Harding et al. 1966; Adams et al.

(representação hexagonal) 1969

Subtilisina BPN' 27,5 C2 a = 66,7, b = 54,4, c = 62,9 A,

[3 = 91,9°
1 molécula 2,5 4 Wright et al. 1969

1970 Rubredoxina 6,0 R3 a = b = 64,5, c = 32,7 A
(representação hexagonal)

1 molécula 2,5 1 +
dispersão

anómala

Herriot eta). 1970

Elastase 25,9 P212121 a = 51,5, b = 58,0, c = 75,5 A 1 molécula 3,5 3 Watson et al. 1970;
Shotton e Watson 1970

Desoxi-hemoglobina 66,6 C2221 a = 77,0, b = 81,8, c= 92,7 A 1/2 molécula 2,8 3 Bolton et al. 1968; Bolton e Perutz

(cavalo) 1970

Desoxi-hemoglobina
(humana)

66,5 P21 a = 63,2, b= 83,4, c = 53,8 A,

It = 99,3°

1 molécula 3,5 3 Muirhead e Greer 1970

Desidrogenase
do lactato

140,0 F422 a = b = 146,8, c = 155,4 A 1/4 molécula 2,8 4 Adams et al. 1970

Quimotripsinogénio 25,0 P212121 a = 52,0, b = 69,9, c = 77,1 A 1 molécula 2,5 4 Freer et al. 1970

lnibidor da tripsina 6,5 P212121 a = 43,1, b = 22,9, c = 48,6 A 1 molécula 2,5 5 Huber et al. 1970

(Trasilob

a A atribuição da data foi considerada de acordo com o ano em que a estrutura foi descrita, existindo contudo adicionais publicações prévias (p. ex. cristalização).

tripsina-inibidor que, pela primeira
vez, revelaram a interacção da enzi-
ma com o inibidor natural de uma
protease da serina tendo mostrado
que o modelo deduzido a partir de
pequenos inibidores estava essencial-
mente correcto (Rühlmann et al.
1973; Huber et al. 1974; Blow et al.
1974; Sweet et al. 1974).

DE 1975 ATÉ HOJE:
VARIEDADE DE INFORMAÇÃO
E NOVOS MÉTODOS

Em relação aos desenvolvimen-
tos mais recentes da cristalografia
macromolecular referir-nos-emos

apenas a alguns dos que considera-
mos de particular significado.

Os anos após 1975 foram assi-
nalados pelo massivo ganho em ino-
vação tecnológica e um (em parte
daí resultante) grande número de es-
truturas resolvidas e em constante
expansão. Vimos que, no início dos
anos 60, a grande surpresa fora o
facto de as estruturas de proteínas
poderem ser de facto resolvidas por
métodos de cristalografia de raios-X.
Durante os anos 60, cada um dos
modelos estruturais era esperado
com grande ansiedade, e os princípi-
os de construção molecular assim re-
velados eram recebidos com grande
entusiasmo. Contudo, já durante a

década de 70 foram resolvidas por
ano 5 a 10 novas estruturas, apre-
sentando uma variedade de motivos,
que se reduziam porém, na maioria,
a poucos tipos gerais. No entanto, a
partir de meados da década de 80, a
cristalografia macromolecular sofreu
uma explosão de informação, tendo
o número das estruturas novas de-
terminadas aumentado ate hoje a
uma media de mais de 100 por ano
(vd. também Fig. 5).

A cristalografia de raios-X - e de
um modo ascendente também a Es-
pectroscopia de Ressonância Nuclear
(Wiithrich 1989) - permitiu pois
obter informação sobre o modo de
construção de um grande número de
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Figura 6 - Representação estereoscópica das posições Cc( da molécula do centro reaccional fotossintético da

Rhodopseudomonas viridis (Deisenhofer et al. 1984, 1985).
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Figura 5 - Evolução do número de estruturas de

proteínas depositado no Protein Data Bank de

Brookhaven (Bernstein et al. 1977) entre 1987 e

1993. Enquanto que o número de estruturas de

proteínas crescia apenas muito lentamente ate

1987, verificou-se uns drástico aumento das

estrutras de proteínas depositadas anualmente a

partir do início dos anos 90.

estruturas biológicas, em parte orga-
nizadas de um modo complexo, sur-
gindo sempre novos motivos e topo-
logias surpreendentes. Assim, por
exemplo, foi apenas recentemente
descoberto um novo princípio de
construção, a hélice-13, (Yoder et al.
1993; Baumann et al. 1993; Steinba-
cher et al. 1994), no qual cadeias-13
paralelas se enrolam entre si ; ate
agora, o maior motivo deste tipo co-
nhecido é constituído por 13 enrola-
mentos completos 13-helicoidais e foi
encontrado na proteína da cauda
("tailspike") do fago P22 (Steinba-
cher et al. 1994), representada na
Fig. lb.

Um outro exemplo são os estu-
dos cristalográficos dos vírus, com-
plexos macromoleculares na frontei-
ra com os seres vivos, que foram ini-
ciados no final dos anos 30. A maior
parte dos vírus pequenos têm uma
forma de bastonete ou esférica e são
constituídos por um ácido nucleico
rodeado por uma capside de peque-
nas moléculas de proteína; os traba-
lhos teóricos sobre a sua estrutura
basearam-se em considerações de si-
metria e conduziram à hipótese de
que os vírus em forma de bastonetes
são construídos helicoidalmente, en-

quanto que nos vírus esféricos, as
moléculas de proteína se encontram
agrupadas em unidades hexagonais
ou pentagonais sobre uma superfície
esférica. Neste caso, as moléculas de
proteína estão relacionadas entre si
por relações de simetria não-cristalo-
gráfica (Crick e Watson 1956; Caspar
e Klug 1962). 0 virus do mosaico do
tabaco (TMV) foi o primeiro vírus a
ser estudado por técnicas cristalográ-
ficas (Wyckoff e Corey 1936; Bernal
e Frankuchen 1941); contudo, a re-
solução da sua estrutura, assim como
a de outros vírus, foi só possível após
desenvolvimentos de instrumenta-
ção cristalográfica (Harrison 1968) e
metodológicos (Bricogne 1976). Foi
finalmente possível obter estruturas
de alta resolução para virus esféricos
e em forma de bastonetes (por ex.
Bloomer et al. 1978; Butler e Klug
1978; Harrison et al. 1978), as quais
mostraram a constituição dos vírus
numa resolução quase atómica, o
que veio a confirmar os princípios
geométricos anteriormente propos-
tos. Foi então também possível o

acesso ao conhecimento de algumas
proteínas integrais de membrana,
das quais as mais conhecidas são o
centro reaccional fotossintético da
bactéria púrpura Rhodopseudomonas
viridis (Deisenhoffer et al. 1984,
1985) e a porina de Rhodobacter cap-
sulatus (Weiss et al. 1990). H. Michel
conseguiu obter cristais do centro re-
accional adequados a uma análise
estrutural por raios-X (Michel 1982).
A resolução estrutural do maior
complexo proteico assimétrico até
hoje conhecido (10288 átomos não
hidrogénios, 95762 reflexões inde-
pendentes até 2,3 A de resolução),
foi possível apenas alguns anos mais
tarde (Deisenhofer et al. 1984,
1985), e permitiu pela primeira vez
visualisar a construção de uma pro-
teína integral de membrana, assim
como a função da transferência elec-
trónica fotossintética.

Os principios teóricos essenciais
da cristalografia de proteínas, foram
desenvolvidos nos anos 60 e 70 e
ainda hoje os métodos utilizados se
baseiam, de um modo geral, nos fun-
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damentos então estabelecidos. Os de-
senvolvimentos posteriores a 1975
disseram respeito essencialmente a
aspectos técnicos da determinação es-
trutural cristalográfica. Um dos pro-
gressos mais significativos consistiu,
certamente, no desenvolvimento de
detectores de raios-X de área (revi-
são, vd. Pflugrath 1992) com os quais
- tal como num filme sensível aos
raios-X - um grande número de re-
flexões pode ser medido em simultâ-
neo, o que veio a acelerar extraordi-
nariamente a recolha de dados. Neste
contexto, é de salientar também o re-
nascimento do método de Weissen-
berg (Weissenberg 1924) para a reco-
lha de dados (Stuart e Jones 1993).
Já se falou da simplificação da análise
estrutural através da introdução de
métodos de refinamento e do desen-
volvimento geral dos computadores;
simplificações adicionais resultaram
também de um grande número de
diferentes programas (especialmente
escritos para a cristalografia macro-
molecular) de manipulação de dados,
cálculo de fases isomorfas e constru-
ção de modelo (revisão vd. Finzel
1993). Provavelmente, um dos avan-
ços mais notáveis foi a disponibilida-
de de sistemas gráficos interactivos e
correspondentes programas para a
contrução de modelos (p. ex.
FRODO; Jones et al. 1978) que tor-
naram obsoletos os métodos físicos
até aí utilizados para a interpretação
da densidade electrónica com a ajuda
de uma caixa de Richards (Richards
1968). O problema da fase continua
contudo -não obstante todos os pro-
gressos- a ser a dificuldade central de
cada determinação estrutural de pro-
teínas. Apesar dos muitos esforços
dedicados neste sentido, uma solução
expedita por métodos directos não
parece vir a surgir de imediato, e a
Substituição Isomórfica permanece a
técnica fundamental para a determi-
nação de novo, de estruturas de pro-
teínas. Existem, contudo, metodolo-
gias prometedoras que utilizam a
mutagénese dirigida de proteínas
para a introdução de posições de liga-
ção de átomos pesados (revisão vd.
Forest e Schutt 1992). Foram conse-
guidos bons resultados em diferentes

análises estruturais, nomeadamente
em combinação com o método da
dispersão anómala múltipla, que uti-
liza a dependência da dispersão anó-
mala dos raios-X em relação ao com-
primento de onda, para a determina-
ção das fases (Hendrickson 1991), e
que se tornou aplicável devido ã dis-
ponibilidade de fontes de raios-X sin-
tonizáveis (revisão vd. Ealick e Wal-
ter 1993).
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Biónica Aplicada Lda.
RUA DA GUINE, 2-2° E
1100 LISBOA-PORTUGAL
TEL. 815 07 60 — FAX 815 07 70

INSTRUMENTAÇÃO

HI-TECH SCIENTIFIC - Stopped Flow e instrumentação
para estudos de cinética de reacções rápidas.

PHOTON TECHNOLOGY INTERNATIONAL (PTI) - Fontes
de Radiação, Fluorímetros (estado estacionário e de
tempos de vida), Lasers de Azoto com ou sem laser de
corantes, Fluorescência de Rácio, software.

IBH - Tempos de vida, Lâmpadas pulsadas, Detecção
ultra rápida (fotomultiplicadores e instrumentação),
software.

OLIS - Espectrofotómetros clássicos modernizados.
Monocromadores de Scanning Rápido (ate 1000
scans/sec).

CANBERRA INDUSTRIES - Instrumentação nuclear,
detectores de estado sólido, etc.

BROOKHAVEN INSTRUMENTS - Analisadores de
tamanho de partículas por dispersão de luz,

centrifugação e electrocinética.

KINETIC SYSTEMS - Mesas e "breadboards" para
óptica.

GENTEC - Medidores de energia para lasers.

LASER SHIELD - Óculos de protecção para radiação
laser (Nd-Yag, CO2, He-Ne), espectro largo e UV.

CORION - Gama completa de filtros ópticos.

STRAWBERRY TREE COMPUTERS - Placas e software
para aquisição de dados.

HELLMA - Células (cuvettes) em vidro e quartzo.

Desenvolvimento e construção de instrumentação.

Exponha-nos as suas necessidades



HAAKE Tem a resposta para a sua aplicaçáo específica

CIRCULADORES ( -120 °C a +400 °C)

- CIRCULADORES DE IMERSÃO

- BANHOS TERMOSTATIZADOS COM E SEM REFRIGERAÇÃO

- CIRCULADORES DE ALTA TEMPERATURA

- RECIRCULADORES

- CRIOSTATOS

- CIRCULADORES COM REFRIGERAÇÃO

VISCOSIMETROS

- VISCOSÍMETROS DE CILINDRO COAXIAL

- VISCOSiMETROS "CONE-PLATE"

- REOMETROS DINÂMICOS

- VISCOSÍMETROS DE BOLA

REOMETROS

- INSTRUMENTOS DE EXTRUSÃO

- SISTEMAS PÓS-EXTRUSÃO

- MISTURADORES

INSTRUMENTAÇÃO PARA ENSAIOS DE MATERIAIS

- CALORÍMETROS

- MEDIDORES DE EVAPORAÇÃO

- INSTRUMENTOS PARA MEDIDA DA OXIDAÇÃO

- DISPOSITIVOS DE AVALIAÇÃO DA SEGURANÇA DE MATERIAIS
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