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Milestones in Crystallography — Crystallography has been recognized as one of the pillars of the scientific
knowledge, namely for understanding the nature of the materials that surround us. Nowadays, Crystallography is ap-
plied in many different areas, from the design of new drugs to the development of new materials. UNESCO, considering
its impact in humankind, declared 2014 the International Year of Crystallography. In this paper we describe the most
relevant milestones in Crystallography, since the XVIII century until the present day, highlighting the great importance
of Crystallography to our current knowledge in a wide range of areas, from Physics to Chemistry and Biology.

A Cristalografia tem sido reconhecida como um dos pilares do conhecimento cientifico, permitindo compreender
em detalhe a natureza dos materiais que nos rodeiam. Actualmente a sua aplicacao estende-se a areas muito diversas,
desde o desenho de novos farmacos ao desenvolvimento de novos materiais. 2014 foi declarado pela UNESCO o
Ano Internacional da Cristalografia tendo em conta o impacto que esta ciéncia tem na vida humana. Neste artigo é
apresentada uma compilacdo de alguns marcos historicos relevantes em Cristalografia, desde o século XVIII até a
actualidade, ilustrando a sua notével contribui¢do para o conhecimento actual em areas muito diversas, desde a Fisica

a Quimica e Biologia.
INTRODUCAO

Sdo inumeras as contribui¢des da Cristalografia para o pro-
gresso em diferentes areas cientificas como a Fisica, a Qui-
mica, a Biologia, a Medicina ou a Ciéncia dos Materiais.
Com o objectivo de ilustrar a importancia da Cristalografia
ao longo do tempo, compildmos neste artigo alguns dos
marcos historicos mais relevantes. Tendo por inspiracao um
suplemento, editado pelo grupo Nature, no ambito das cele-
bracdes do Ano Internacional da Cristalografia (AICr2014),
intitulado Milestones in Crystallography [1], seleccionamos
dezassete grandes descobertas ou avangos que sdo descritas
por ordem (quase) cronolégica desde o nascimento da Cris-
talografia até ao seu impacto na compreensao de fenémenos
na Quimica e na Biologia. Os exemplos escolhidos vao des-
de os minerais e a simples molécula do benzeno até com-
plexos macromoleculares como os virus ou o ribossoma.

1. A NATUREZA INTERNA DOS CRISTAIS

Em 1781, Rene-Just Hauy, um padre parisiense, ao obser-
var um lindissimo cristal prismatico de calcite, deixou-o
cair acidentalmente, o qual se desfez em véarios pedacos.
Ao observar os fragmentos do cristal verificou que as frac-
turas haviam ocorrido ao longo de planos bem definidos,
posteriormente designados por planos cristalograficos. Ba-
seado na observacao da morfologia dos cristais (Figura 1),
Hauy prop6s a existéncia de seis formas cristalinas e con-
cluiu que os cristais deveriam ser resultantes de uma repe-
ticdo de unidades a que chamou “molécules intégrantes”
(células unitarias) [2]. O contratempo da queda do cristal
aliado ao apurado espirito de observacdo de Hauy ajudou a
compreensdo de uma caracteristica fundamental dos mate-
riais cristalinos: a periodicidade.
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Figura 1 — Cristal de calcite e fragmentos formados por clivagem rom-
boédrica

No entanto, este conceito era demasiado simples para ex-
plicar todas as propriedades dos cristais e subsistiam duas
questdes importantes por esclarecer: Qual a lista completa
de operagdes de simetria que podem ocorrer num cristal?
Qual a natureza das “molécules intégrantes” ou células
unitdrias? Em relagdo a primeira questdo era claro que
apenas os eixos de simetria rotacional 2, 3, 4 e 6 seriam
consistentes com as propostas de Hauy e em 1830 Johann
Hessel concluiu que aquela restricdo conduziria a 32 pos-
siveis classes cristalinas (grupos pontuais) [3]. Em relagdo
a segunda questao faltava acrescentar ao conceito de célula
unitéria, o de rede cristalina que descreve um cristal como
uma rede de pontos discretos gerados por determinadas
operacgoes de translacdo. Em 1850, August Bravais consi-
derou esta nogdo para derivar o sistema de classificacdo
para 14 possiveis redes cristalinas, as redes de Bravais [4].
No entanto, estas 14 redes nao conseguiam ainda explicar
todas as 32 classes cristalinas, pois faltava combinar trans-
lacdes com operagoes de rotacdo e de reflexdo. Apenas al-
guns anos mais tarde foi possivel, por aplicacdo da Teoria
de Grupos, chegar a definicdo completa de todas as combi-
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nacgoes possiveis de operacdes. Foram varios os cientistas
envolvidos, tendo sido Arthur Schonflies quem, em 1891,
publicou a lista completa dos 230 Grupos Espaciais [5].
Estes estdo compilados nas Tabelas Internacionais de Cris-
talografia (Vol. A) e sdo uma referéncia para todos os cris-
talografos.

2. RONTGEN E A DESCOBERTA DOS Ralos-X

Wilhelm Conrad Réntgen, Professor de Fisica na Univer-
sidade de Wiirzburg, descobriu no dia 8 de Novembro de
1895 “um novo tipo de radiacdo”, como resultado de uma
observacdo casual. Ao realizar experiéncias com tubos de
raios catédicos observou que uma superficie fluorescente
distante se apresentava iluminada. Ao investigar o que se
passava descobriu que o impacto dos raios catédicos num
tubo em vacuo gerava uma nova espécie de radiacado in-
visivel que tornava o ecra fluorescente mesmo quando no
seu percurso os raios tinham que atravessar objectos opacos
(cartdo, madeira, cobre, etc). Além disso observou que os
raios podiam ser registados em chapas fotograficas (Figu-
ra 2). Na medida que a natureza dessa radiacdo era entdo
desconhecida, Rontgen decidiu chamar-lhe raios-X. Logo
a 28 de Dezembro do mesmo ano os resultados foram acei-
tes para publicagao nos Proceedings da Sociedade de Fisica
Meédica de Wiirzburg [6].

A noticia das observaces de Rontgen espalhou-se mui-
to rapidamente para a época de entdo tendo tido uma re-
percussdo gigantesca a nivel mundial. Em 1901, Réntgen
recebeu o primeiro Prémio Nobel da Fisica pelo “reco-
nhecimento dos servicos extraordindrios prestados com a
descoberta dos raios posteriormente designados com o seu
nome”. Passados alguns anos, Max von Laue demonstrava
que os raios-X sdo, tal como a luz visivel, radiacdo elec-
tromagnética, diferindo apenas no respectivo comprimento
de onda.

Figura 2 — Imagem de uma das primeiras fotografias de raios-X obtidas
por Rontgen da mao esquerda da sua mulher (http://www.nobelprize.org/
nobel_prizes/physics/laureates/1901)
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3. A EXPERIENCIA DE VON LAUE

Nos anos que se seguiram a descoberta dos raios-X foi
estimado que o seu comprimento de onda seria da ordem
de 0,5A [7,8] mas persistia o debate acerca da verdadeira
natureza dos mesmos. Teriam uma natureza corpuscular ou
ondulatéria? Em 1912, Max von Laue, Walter Friedrich e
Paul Knipping realizaram a experiéncia crucial ao sujeita-
rem varios tipos de cristais (ZnS, Cu,SO,) a incidéncia de
um feixe de raios-X. Ao colocarem uma chapa fotografi-
ca por detras do cristal observaram um registo directo dos
raios-X demonstrando assim pela primeira vez a difrac¢do
de raios-X por uma rede cristalina (Figura 3) [9]. Estes
resultados e a respectiva interpretacdo por von Laue [10]
tiveram uma repercussdo enorme no meio cientifico pois
os padroes de interferéncia observados vinham comprovar
a interpretacdo de que os raios-X eram ondas de radiacao
electromagnética. Além disso tiveram um grande impacto na
comunidade de cristalografia pois as manchas de difraccdo
bem definidas demonstravam que, nos cristais, os atomos
estariam organizados numa rede espacial.

Max von Laue resolvia assim, com uma dnica experiéncia,
duas questdes que eram debatidas na comunidade cientifi-
ca no inicio dos anos 1900. Por um lado a compreensao da
natureza misteriosa dos raios-X e por outro a demonstracao
da teoria do arranjo interno dos cristais em termos de uma
rede regular de &tomos. Em 1914 von Laue foi distinguido
com o Prémio Nobel da Fisica pela “sua descoberta da di-
fraccdo dos raios-X por cristais”.

Figura 3 — Padrdo de difrac¢do por um cristal de ZnS depois de expos-
to aos raios-X (http://www.nobelprize.org/nobel_prizes/physics/laurea-
tes/1914/)

4. A LEI DE BraGG

Os resultados das experiéncias de Laue, Friedrich e Knip-
ping [9] levaram a necessidade de uma teoria que interpre-
tasse correctamente o fendmeno da difraccdo de raios-X.
Segundo von Laue, sendo os raios-X radiacao electromag-
nética com um comprimento de onda da ordem de gran-
deza das distancias interatdmicas, deveria haver um pa-
ralelismo com os padrdes 6pticos obtidos por incidéncia
de luz visivel numa rede de espacamentos regulares [10].
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Faltava contudo uma teoria que permitisse compreender
as posicoes das reflexdes assim como calcular as estrutu-
ras moleculares a partir dos padroes de difracgdo, o que
veio a ser possivel gracas as descobertas de William Hen-
ry Bragg e do filho William Lawrence Bragg (Figura 4).
Este ultimo propds um tratamento matematico em que a
difraccdo resultaria da reflexdo dos raios-X por planos pa-
ralelos sucessivos da rede cristalina. Segundo W.L. Bragg,
os raios-X reflectidos por planos adjacentes, percorreriam
diferentes distancias tendo demonstrado que a difracgao sé
ocorre quando a diferenca da distancia percorrida é igual a
um multiplo do comprimento de onda do feixe de raios-X
[11,12]. Esta distancia é, por sua vez, dependente do angu-
lo de incidéncia (0) que se relaciona com o comprimento
de onda A, através da famosa lei de Bragg, nA = 2d sinf.

Para além do tratamento matematico foi também crucial
o desenvolvimento do primeiro espectrémetro de raios-X
[13] que permitiu a W.H. Bragg e W.L. Bragg detectarem
os raios-X difractados a diferentes angulos de incidén-
cia. Foi-lhes assim possivel investigar cristais de diferen-
tes composicoes e, recorrendo a lei de Bragg, resolver as
primeiras estruturas cristalinas tais como as do cloreto de
sodio ou do diamante [14-18]. Os métodos desenvolvidos
por pai e filho para a andlise das estruturas cristalinas leva-
ram ao surgimento da cristalografia por raios-X e em 1915,
W.H. Bragg e W.L. Bragg foram distinguidos com o Pré-
mio Nobel da Fisica.

years
i

nA=2dsing |

Figura 4 — William Lawrence Bragg com 25 anos quando recebeu o pré-
mio Nobel da Fisica em 1915, juntamente com o seu Pai. E 0 mais jovem
laureado Nobel em Quimica de sempre (http://www.nobelprize.org/no-
bel_prizes/physics/laureates/1915/)

5. A ESTRUTURA DAS PRIMEIRAS MOLECULAS ORGANICAS

No inicio do século XX, os quimicos debatiam-se com os
problemas de andlise estrutural de moléculas, sendo as res-
pectivas estruturas propostas com base em deducdo logica
suportada experimentalmente. A validacdo dessas estru-
turas era em geral obtida indirectamente por sintese qui-
mica. A descoberta da cristalografia de raios-X veio assim
permitir a determinacgdo directa das estruturas moleculares
revolucionando a Quimica Organica. Nos anos 1920 ainda
era duvidoso que as moléculas organicas mantivessem a
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sua identidade quando empacotadas num cristal. A primei-
ra evidéncia de que tal era verdade surgiu em 1923 com
a determinacao da estrutura cristalina completa da hexa-
metilenotetraamina (C.H,,N,), levada a cabo independen-
temente por grupos de Berlim [19] e do Caltech [20], que
confirmou a férmula quimica do composto (Figura 5A).

Outro marco extremamente importante que se seguiu foi o
trabalho notavel de Kathleen Lonsdale, discipula de W.H.
Bragg, que conseguiu decifrar um dos maiores mistérios da
quimica de entdo: a estrutura do anel de benzeno. Apesar
da proposta de Kékule em 1865 de que a estrutura do ben-
zeno deveria conter um anel de seis membros com ligagdes
simples e duplas alternadas, subsistiam ddvidas acerca da
sua conformacdo e detalhes estruturais. K. Lonsdale esco-
lheu estudar o hexametilbenzeno na medida em que, con-
trariamente ao benzeno ou muitos dos seus derivados, era
s6lido a temperatura ambiente. Ap6s um trabalho exaus-
tivo e persistente, em 1928 Kathleen conseguia provar a
estrutura plana e regular do anel hexagonal do benzeno
[21-23] o que teve uma repercussdo enorme no futuro do
conhecimento e anélise de todos os compostos aromaticos.

Com estes desenvolvimentos pioneiros, as estruturas cris-
talinas passavam a ser utilizadas para validar a sintese qui-
mica em vez do oposto.

B

Figura 5 — A) Empacotamento cristalino da hexametilenotetraamina (ato-
mos de N a azul e de C a cinzento) B) estrutura do hexametilbenzeno

6. A ESTRUTURA DOS MINERAIS

Até a descoberta da difraccdo de raios-X, a analise de mi-
nerais era efectuada essencialmente recorrendo ao micros-
copio de luz polarizada que permitia a respectiva caracteri-
zacao morfolégica (Figura 6). No entanto apenas com esta
técnica ndo era possivel obter informacao acerca do arranjo
estrutural dos 4&tomos no interior dos cristais. A descoberta
da difraccédo de raios-X por pés em 1916-1917 levou a um
aumento significativo do niimero de estruturas de minerais
determinadas.

Quando W.H. Bragg e R.E. Gibbs iniciaram o estudo do
quartzo, ja varias estruturas mais simples haviam sido elu-
cidadas. A descoberta das estruturas do quartzo-o e 3 em
1925 marcou o inicio de um extenso trabalho sobre sili-
catos, com a maioria das contribui¢cdes nesta area prove-
nientes de discipulos de Bragg [24]. Com o aumento do
numero de estruturas cristalinas determinadas, tornou-se
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necessario racionalizar principios teéricos que permitissem
a interpretacao dos dados obtidos. Em 1926, Victor Gold-
schmidt postulou algumas regras sobre a substituicao de
atomos em estruturas cristalinas [25], que serviram de ins-
piracdo a Linus Pauling, que veio a formular um conjunto
de regras que foram pela primeira vez colocadas em pratica
no estudo de zeodlitos [26]. Em 1930, e com toda a infor-
macao disponivel até aquela altura, W.L. Bragg estabelece
entdo a primeira classificacdo compreensiva dos silicatos
[27]. Os estudos dos mineralogistas passaram também a
focar-se nas imperfeicdes e defeitos dos cristais, uma vez
que estas microestruturas podem estar relacionadas com a
génese dos cristais de minerais, fornecendo assim informa-
¢do sobre o ambiente em que esta ocorreu.

Figura 6 — Cristais de quartzo (cortesia de Patricia Blazquez)

7. CONFIGURACAO ABSOLUTA DO ACIDO TARTARICO

No final do século XIX os quimicos comegaram a preo-
cupar-se em representar a organizacao espacial de molé-
culas com centros quirais e a distinguir estereoisémeros.
Uma das observagdes da altura é que pares de moléculas
com ligacOes atémicas idénticas podiam rodar o plano da
luz polarizada em direcgGes opostas, designando-se por
enantiémeros. A década de 1880 fora marcada pela exten-
sa contribuicdo de Emil Fischer na sintese e conhecimento
dos hidratos de carbono, o que lhe valeu o Prémio Nobel
da Quimica em 1902. E. Fischer havia sugerido um modo
de representar estereoisémeros, desenhando-os como uma
projeccdo bidimensional - projeccdo de Fischer. Este modo
de representacdo foi usado para representar a estereoqui-
mica de acucares, aminoacidos e outras moléculas organi-
cas. De uma forma totalmente aleatéria, Fischer classificou
o0 enantiémero D da glucose como o isémero + (que desvia
o plano de luz polarizada no sentido horario) e o isémero L
como — (que promove um desvio no sentido anti-horario).
Martin Rosanoff prosseguiu com esta classificacao tendo
analisado outras moléculas quirais como o gliceraldeido
[28].

Contudo, apenas em 1951, foi possivel confirmar a classifi-
cacdo de Fischer gracas aos trabalhos de cristalografia por
raios-X realizados por Bijvoet e colaboradores. Nas suas
experiéncias, Bijvoet usou uma fonte de radiacdo de zirco-
nio e um sal de s6dio e rubidio da forma natural (+) do aci-
do tartarico. A possibilidade de excitar apenas os atomos
de rubidio gracas ao comprimento de onda da radiacdo es-
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colhida (método da dispersdao anémala), permitiu determi-
nar a configuracao absoluta de todos os atomos do cristal
[29]. Ficava assim confirmado que a forma natural (+) do
acido tartarico correspondia efectivamente a configuracao
L proposta previamente por Fischer.

A dispersdo andémala estabeleceu-se, assim, como uma fer-
ramenta capaz de confirmar a estereoquimica absoluta de
novas moléculas, corroborando simultaneamente os mode-
los quirais anteriormente propostos na literatura.

8. A ESTRUTURA DO FERROCENO

Em 1951, sem o terem como objectivo, Peter Pauson e
Tom Kealy sintetizaram inadvertidamente um composto
altamente estavel, de formula C, H, Fe, [30] quando tenta-
vam produzir o fulvaleno, um hidrocarboneto pouco usual
constituido por 2 anéis de ciclopentadieno unidos por uma
ligacdo C=C. A estrutura daquele composto inesperado era
dificil de atribuir, nomeadamente no respeitante a ligacdo
dos anéis de cinco membros ao atomo de ferro. Os auto-
res propuseram entdo uma estrutura linear em que os dois
anéis se ligavam ao atomo de Fe por ligacoes simples, o
que fora também proposto, quase em simultaneo, por Mil-
ler, Tebboth e Tremaine [31].

Pouco depois, a proposta do caracter linear da estrutura foi
posta em causa por Robert Woodward e Geoffrey Wilkin-
son que, baseando-se em informacao indirecta, em particu-
lar de espectroscopia de infra-vermelhos, avancaram com
um modelo em sandwich com o 4tomo de Fe entre os dois
anéis [32]. Ainda em 1952, a estrutura em sandwich foi
confirmada por Ernst Fischer e Wolfgang Pfab usando cris-
talografia por raios-X. Na estrutura cristalina, o atomo de
Fe ocupa o centro dum anti-prisma pentagonal definido pe-
los 2 anéis paralelos de ciclopentadienilo [33] (Figura 7).

O composto foi designado por ferroceno e veio refundar a
quimica organometalica levando ao posterior aparecimen-
to de outros compostos em sandwich com outros metais e
diferentes sistemas aromaticos. A importancia desta desco-
berta levou a atribuicao do Prémio Nobel da Quimica em
1973 a E.O. Fischer e G. Wilkinson.

Figura 7 — Estrutura do ferroceno

9. ESTRUTURA SECUNDARIA DE PROTEINAS E A ESTRUTURA
oo DNA

Até meados do século XX, a estrutura das proteinas con-
tinuava envolta em mistério apesar de, em 1936, Alfred
Mirsky e Linus Pauling terem destacado a enorme impor-
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tancia das ligagdes por pontes de hidrogénio na definicao
da estrutura das proteinas. Nos 15 anos seguintes, Pauling
e colaboradores focaram-se no estudo sistematico das liga-
¢oes de hidrogénio em cadeias polipeptidicas, inspirados
em trabalhos anteriores de William Astbury e recorrendo
a estruturas cristalinas de aminoacidos e de pequenos pép-
tidos. Em 1951, Pauling e Corey reportaram pela primei-
ra vez a existéncia de elementos estruturais em proteinas:
hélices-a e folhas-f3 [34,35].

Os trabalhos de Linus Pauling tiveram um enorme impacto
na quimica estrutural, e em 1954 este recebeu o Prémio
Nobel da Quimica pela sua “investigacdo acerca da nature-
za da ligacao quimica e na elucidacdo da estrutura de subs-
tancias complexas”.

Em relacdao ao DNA, identificado como uma macromo-
lécula nos anos 30, existiram varias hip6teses para a sua
estrutura (nomeadamente o modelo de hélice tripla de Pau-
ling). Em 1950, James Watson e Francis Crick, com o au-
xilio de Jerry Donohue, tentavam interpretar os resultados
de Chargaff que previa a existéncia dos pares de bases A-T
e G-C. Em paralelo, Maurice Wilkins seguido de Rosalind
Franklin haviam iniciado a anélise por cristalografia de fi-
bras de DNA. Watson e Crick acederam aos padrdes de
difraccdo de fibras obtidos por Rosalind Franklin sem o seu
consentimento (como é do conhecimento geral), cuja infor-
macao, quando combinada com os dados que ja possuiam,
lhes permitiu progredir e avangar com o famoso modelo da
dupla hélice — “demasiado belo para ndo ser verdade” [36].
Em 1962, Crick, Watson e Wilkins receberam o Prémio
Nobel da Fisiologia ou Medicina pela descoberta pioneira
da estrutura do DNA, que teve um enorme impacto no de-
senvolvimento da Biologia Molecular.

10. As PRIMEIRAS ESTRUTURAS DE PROTEINAS

Foi em 1937 que Max Perutz e os seus colaboradores foram
confrontados com o “problema da fase” em cristalografia.
Tinham conseguido obter cristais de hemoglobina que di-
fractavam os raios-X e obtido um padrao de difrac¢ao mas,
para resolver a estrutura tridimensional desta proteina que
transporta o oxigénio nos glébulos vermelhos, tinham que
conhecer os angulos de fases das ondas difractadas. Foi
numa publicacdo em 1954 que David Green, Vernon In-
gram e Max Perutz descreveram como tinham resolvido
o “problema da fase” [37]. Este grupo de cientistas usou
pela primeira vez o método de substituicao isomérfica, que
consiste em introduzir &tomos “pesados” (neste caso, mer-
ctrio) no cristal de hemoglobina, utilizando para o efeito
compostos de merctrio que iriam formar complexos com
os atomos de enxofre livres na proteina [38]. Nesse artigo
0s autores mostravam como este método podia ser utiliza-
do para a determinagdo directa de uma estrutura proteica.
Foi apenas seis anos mais tarde, depois de muito trabalho a
analisar milhares de reflexdes e a construir quatro cadeias
polipeptidicas que a estrutura da hemoglobina foi publi-
cada a 5,5 A de resolucdo [38]. Curiosamente, verificou-
-se que cada uma destas cadeias era semelhante a estrutura
preliminar da proteina que liga o oxigénio nos musculos,
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a mioglobina, reportada por John Kendrew em 1958 a 6 A
de resolucao. Neste caso, o “problema da fase” fora também
resolvido a partir de derivados isomorficos contendo mercu-
rio e ouro. Em 1960, John Kendrew e os seus colaborado-
res determinaram finalmente a estrutura da mioglobina de
cachalote, a uma resolucdo de 2,0 A [39] (Figura 8). Neste
caso, como a estrutura apresentava uma alta-resolucdo ja foi
possivel visualizar interacgOes atémicas, incluindo as héli-
ces a direitas (right handed) e a posigdo do grupo hemo na
estrutura. Os avancos derivados deste trabalho tiveram um
enorme impacto e reconhecimento na comunidade cientifi-
ca, e em 1962 o Prémio Nobel da Quimica foi atribuido a
Max Perutz e John Kendrew.

&PDBe dodc

Figura 8 — Estrutura tridimensional da hemoglobina (imagem preparada
com o programa Chimera e coordenadas PDB 4odc)

11. DIFRACCAO DE NEUTROES

Quando a radiacao de neutrodes foi descoberta por volta dos
anos 1930, ja a difraccdo de raios-X era usada para revelar
a estrutura interna dos cristais. Pensou-se entdo que a ra-
diacdo de neutrdes poderia ser utilizada para o mesmo fim,
pois os neutrdes livres teriam um comprimento de onda
comparavel as distancias interatomicas num cristal. No en-
tanto, a data, as fontes de neutrdes eram muito fracas para
constituirem uma ferramenta titil, e foi durante a Segunda
Guerra Mundial que o maior avan¢o ocorreu, quando se
concluiram os primeiros reactores nucleares. Apo6s a guer-
ra, varios cientistas procuraram fazer o melhor uso possi-
vel das instalagOes recentemente disponiveis: entre estes
destacam-se Ernst Wollan e Clifford Shull que desenvol-
veram os principios de difraccdo de neutrdes. Em 1949, na
Physical Review, é publicado por Shull e James Smart, um
artigo de uma pagina, reportando a ocorréncia de apenas
alguns picos de dispersao de neutrdes para o 6xido de man-
ganés [40]. Este artigo ndo fez mais do que confirmar uma
hipétese fundamental do magnetismo colocada por Louis
Néel, em 1921, que sugeria que alguns materiais podem ser
magneticamente ordenados, sem serem magnéticos. Nestes
anti-ferromagnetos, 0s momentos magnéticos elementares,
ou spins, teriam orientacOes alternadas e cancelavam-se
mutuamente. Os neutrdes possuem um spin, funcionando
eles proprios como pequenos magnetos. O que Smart suge-
riu foi que a difraccdo de neutrdes poderia permitir detectar
directamente o antiferromagnetismo. Smart estava certo e
assim se iniciou uma nova area, a da cristalografia magné-
tica, com uma importancia unica para a difraccdao de neu-
troes. Na década de 1940, as fontes de neutrdes disponiveis
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limitavam-se aos reactores nucleares o que atrasava o seu
progresso. No entanto, com a introducdo de novos projec-
tos de colaboragdo, onde a comunidade cientifica poderia
ter acesso a grandes infraestruturas, esta limitacdo deixou
de existir. Hoje em dia, existem no mundo varias infraes-
truturas com reactores nucleares, e a difraccdo de neutrdes
tornou-se uma ferramenta essencial em areas tdo diversas
como a optimizacdo de novos materiais para armazena-
mento de energia [41] ou na determinacdo da estrutura de
virus e de proteinas. Em ciéncia fundamental, a dispersao
de neutrdes continua a ser de enorme importancia, como
uma sonda de formas pouco comuns de magnetismo.

12. As GRANDES FONTES DE RADIACAO

O aparecimento de laboratorios para a producdo e utilizacdo
de radiacdo de sincrotrdo (vulgarmente designados por Sin-
crotrdes) foi determinante para muitos avancos cientificos,
muito particularmente para a analise estrutural por Crista-
lografia. Um Sincrotrdo produz radiacdo electromagnética
a partir da aceleracdo radial de particulas carregadas, com
recurso a grandes magnetos. O custo de construcao é muito
elevado e normalmente suportado pelas entidades financia-
doras de paises desenvolvidos. A utilizagdo da infraestrutu-
ra é disponibilizada a cientistas de varias areas, sob a forma
de diferentes linhas especializadas (beamlines). O primeiro
sincrotrdo de electrdes foi projectado em 1945 por Edwin
McMillan [42,43], embora o principio do funcionamento
tenha sido publicado, num jornal soviético em 1944, por
Vladimir Veksler [44]. Dois dos mais antigos grandes Sin-
crotroes, ja desactivados, foram o Bevatron, construido no
Lawrence Berkeley Laboratory (Califérnia, EUA), e o Cos-
motron, construido no Brookhaven National Laboratory
(Nova Iorque, EUA). Exemplos de fontes de radiacdo de
sincrotrdo modernas sdo o European Synchrotron Radiation
Facility (ESRF) (Figura 9) e o Soleil, ambos em Franga,
o Diamond Light Source, no Reino Unido, o Swiss Light
Source na Suica, o Advanced Photon Source (APS) em Chi-
cago, nos EUA, e o SPring-8 no Japao. Os mais modernos
aceleradores de particulas, como o LHC (Large Hadron
Collider) no CERN construido em 2008 na Suica e com 27
km de didmetro, baseiam-se no funcionamento dos sincro-
troes. Portugal é membro associado do ESRF desde 1998 e
membro do CERN desde 1986. Novas infraestruturas com
potencial impacto para a biologia estrutural estdo em desen-

Figura 9 — O edificio das beamlines e do anel de armazenamento da in-
frastrutura de radiacdo de sincrotrdo ESRF (imagem cortesia de P.Ginter/
ESRF)
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volvimento como o XFEL (do inglés X-ray free-electron la-
ser), que permite determinar diferentes tipos de estruturas,
tal como células e virus, e tornou mais real a possibilidade
de obter filmes de processos moleculares. Adivinha-se um
futuro muito promissor para a Ciéncia dos XFEL.

13. BASES DE DADOS CRISTALOGRAFICOS

O Protein Data Bank (PDB) foi criado em 1971, na se-
quéncia de uma conferéncia realizada em Cold Spring
Harbor, intitulada Structure and Function of Proteins at
the Three Dimensional Level. Nessa conferéncia os cris-
talégrafos de macromoléculas debateram a preocupacao
acerca da criacdo de um repositério para dados cristalo-
graficos de proteinas, que fosse acessivel a todos. Pouco
tempo depois foi publicado na Nature New Biology a cria-
¢do oficial do repositério de dados cristalograficos de pro-
teinas (PDB), coordenado pelo Brookhaven National La-
boratory (EUA) e pelo Centro de Dados Cristalograficos
(moléculas pequenas) em Cambridge (Reino Unido) [45].
A criagdo deste repositério constitui um marco histérico,
pois naquele tempo a partilha da informagéao estrutural en-
tre a comunidade cientifica era muito dificil e o software
disponivel ainda muito escasso. Com a criagdo do PDB,
surgia a necessidade de criar programas interactivos que
permitissem visualizar as estruturas 3D, assim como pro-
gramas que permitissem armazenar e procurar estruturas
no PDB [46-48]. Seguindo a tradi¢do que existia na comu-
nidade de cristalégrafos em partilhar software é em 1979
criado o Collaborative Computational Project Number 4
(CCP4), por um grupo de cientistas no Reino Unido. Este
projeto teve como objectivo desenvolver software, e outro
tipo de ferramentas computacionais, para processar e ana-
lisar dados cristalograficos. Hoje em dia o0 CCP4 retine um
conjunto de programas que é usado por toda a comunidade
de cristalégrafos [49].

Durante os anos oitenta, para além de se ter verificado um
grande desenvolvimento das metodologias usadas para re-
solver estruturas 3D, houve também um enorme avango
nas tecnologias computacionais, o que levou a um aumento
exponencial do niimero de estruturas depositadas no PDB
que em 2014 ultrapassou as 100.000 (Figura 10). A maio-
ria das revistas cientificas exige a deposicdo dos modelos
estruturais das proteinas, e dos dados experimentais asso-
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Figura 10 — Selo comemorativo da deposicdo de 100000 estruturas
no PDB, emitido durante a comemoragdo do Ano Internacional da
Cristalografia 2014

Quimica 136 - Jan-Mar 15



ARTIGOS

ciados como pré-requisito para a publicagdo do manuscrito.
O PDB é distribuido a partir de varios locais, em trés conti-
nentes: o Research Collaboratory of Structural Bioinforma-
tics (RCSB PDB) nos EUA, o Protein Data Bank na Europa
(PDBe) do EMBL-EBI’s e 0 PDB Japan (PDB;j). Tendo co-
mecado apenas com sete estruturas nos anos 1970, o PDB
tem hoje mais de 106.000 estruturas depositadas, das quais
mais de 87.000 determinadas por Cristalografia por Raios-X,
com acesso sem restricdes a toda a comunidade cientifica.

14. A DESCOBERTA DOS QUASICRISTAIS

Em 1984 Dan Shechtman pos a comunidade de cristalégra-
fos em sobressalto, quando publicou um trabalho que ques-
tionava a definicdo, até a data perfeitamente estabelecida,
de que um cristal era um arranjo periédico de células uni-
tarias. Nesse trabalho [50], Shechtman apresentava as suas
observacdes experimentais acerca de uma liga de aluminio
que tinha sido rapidamente arrefecida para evitar a crista-
lizagdo do material. Usando difraccdo de electroes verifi-
cou que uma regido muito pequena do s6lido produzia um
padrdo de difraccdo muito bem definido, e que sugeria a
presenca de simetria rotacional de grau 10 e simetria trans-
lacional ndo-periédica (Figura 11). Num cristal convencio-
nal, apenas é possivel encontrar simetria de grau 2, 3, 4 e 6,
com células unitarias que preenchem completamente o es-
paco disponivel e num arranjo periédico. Assim sendo, esta
liga de aluminio ndo poderia ser um cristal, mas difractava
como tal. No final de 1984, e inspirados nos padrdes de
mosaicos de Penrose, os fisicos Dov Levine e Paul Stei-
nhardt [51] (e mais tarde o cristalografo Alan Mackay [52])
sugeriram uma explicacdo: teoricamente, a aperiodicidade
seria possivel em trés dimensdes, e um padrdo de difrac-
¢do simulado de um mosaico de Penrose exibiria simetria
de grau 5. Designaram estas estruturas por quasicristais.
A evidéncia experimental em materiais diversos (incluindo
minerais naturais) rapidamente conquistou adeptos da teo-
ria da quasi-periodicidade. Em 1992, a Unido Internacional
de Cristalografia alterou a sua defini¢do de um cristal para
“qualquer sélido que produza um padrdo de difraccdo es-
sencialmente discreto”, o que constituiu o reconhecimento
formal da existéncia de quasicristais. A confianca de She-
chtman nas suas observacées, questionando o que outros

r92° 58.29° EEET LS

Figura 11 — Imagens originais de difraccdo por electrdes tiradas por Dan
Shechtman. As relacOes angulares entre as varias zonas examinadas por
Shechtman revelam que a amostra possui simetria icosaédrica (imagem
cortesia de http://www.nobelprize.org)
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consideravam estabelecido, fé-lo merecedor do Prémio
Nobel da Quimica em 2011.

15. CRISTAIS ARTIFICIAIS POROSOS (METAL ORGANIC FRA-
MEworks, MOFs)

Durante grande parte do século XX, a sintese de solidos
cristalinos resultava muitas vezes de uma feliz combina-
¢do de eventos. A conjugacdo de conhecimentos de qui-
mica e cristalografia conduziu a um aumento do niimero
de compostos cristalinos especialmente concebidos com
estruturas e propriedades pré-determinadas. Na vanguarda
da sintese destes materiais estiveram 0s cristais porosos,
estruturas que contém nanoporos, nos quais se podem ligar
moléculas e/ou ides com diferentes tamanhos e formas. Es-
tes cristais sintéticos encontram analogos na natureza, sob
a forma de aluminossilicatos (zedlitos). Os primeiros rela-
tos da sintese de ze¢litos em laboratério datam da década
de 1860, mas foi o trabalho de Richard Barrer na década
de 1940 que iniciou uma era de grande producdo de ze6-
litos sintéticos. Em 1948, Barrer reportou a sintese de um
zedlito sintético analogo a mordenite, que foi caracterizado
por difraccdo de raios-X por p6s [53]. Mais tarde, gracas
ao trabalho de Robert Milton e Donald Breck foi possi-
vel a comercializacdo dos primeiros zedlitos sintéticos. Os
zeolitos sdo materiais inteiramente inorganicos cuja cons-
tituicdo final é dificil de controlar devido a sua composi-
¢do quimica. Assim, os cientistas passaram a utilizar uma
combinacdo de componentes organicos e inorganicos para
a sintese de cristais porosos, o que levou a um aumento
do interesse nos cristais designados por metal-organic fra-
meworks (MOFs), a partir dos finais do século XX [54-56]
(Figura 12). Até aos dias de hoje, dezenas de milhares de
estruturas MOF com diferentes propriedades foram sinte-
tizadas, tendo aplicabilidade em processos de catélise, na
distribuicao de farmacos, no armazenamento de hidrogé-
nio, ou na adsorcao reversivel de di6xido de carbono.

Figura 12 — MOF-5 e respectiva célula unitaria que forma uma cavidade
representada pela esfera a laranja

16. ESTRUTURAS DE VIRUS E A SIMETRIA MOLECULAR

Um dos marcos que mais comprovou a importancia da
cristalografia na investigacao biomédica foi a caracteriza-
¢do estrutural de particulas virais, com toda a informacao
que veio a fornecer acerca da interac¢ao virus-célula hos-
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pedeira, assim como da relevancia do arranjo simétrico de
modulos proteicos para os mecanismos de entrada de um
virus numa célula. As primeiras estruturas cristalinas de
virus de RNA de plantas revelaram a simetria inerente das
capsides virais. O virus do tomateiro (TBSV, tomato bushy
stunt virus) é constituido por uma cadeia simples de RNA
encapsulada numa capside icosaédrica com um revesti-
mento de 180 subunidades proteicas. Em 1978, Harrison et
al. revelaram a primeira imagem de alta resolucao de como
as proteinas idénticas do revestimento se organizam em
combinacdes de pentameros e hexameros para produzirem
um virus esférico [57] (Figura 13). Dois anos mais tarde,
Abad-Zapatero et al. resolveram a estrutura cristalina da
capside do virus do mosaico do feijdo (SBMYV, southern
bean mosaic virus), revelando o mesmo arranjo das sub-
unidades proteicas [58]. Em 1981, Wilson et al. revelaram
a primeira imagem de um antigénio de superficie de um
virus patogénico [59]. Além de um invélucro membranar
lipidico (adquirido quando emerge da superficie da célula
hospedeira), o virus da gripe humana possui duas glico-
proteinas, a hemaglutinina e a neuraminidase. A hema-
glutinina organiza-se em homotrimeros que se ligam aos
receptores de superficie da célula hospedeira, participando
activamente na fusdo membranar entre o virus e a célula.

2tbhv EPDBe

PDBe 2w

Figura 13 — Representacao do revestimento proteico (180 cdpias) da cap-
side do virus do tomateiro TBSV (tomato bushy stunt virus) (figura obtida
em http://www.ebi.ac.uk/pdbe-srv/view/entry/2tbv)

17. Os GRANDES DESAFIOS DA BIOLOGIA ESTRUTURAL MO-
DERNA

Com menos de 600 estruturas tnicas depositadas no PDB,
as proteinas integradas nas membranas bioldgicas (20-30%
do genoma humano) sdo consideradas o grande desafio ac-
tual da resolugao de estruturas por cristalografia, sendo que
a grande dificuldade reside na obtencdo de cristais destas
proteinas. Em 1985, Michel et al. revelaram a primeira es-
trutura de alta resolugdo de uma proteina integral de mem-
brana, o Centro Reaccional Fotossintético, observando a
interaccdo da superficie hidrofébica das proteinas com os
lipidos da bicamada fosfolipidica [60] (Figura 14). Mais
tarde, Schulz et al. revelaram a primeira estrutura de uma
porina, explicando como ocorre a difusdo passiva através
das membranas biol6gicas [61]. Também importante, foi a
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Figura 14 — Centro Reaccional Fotossintético de Rhodopseudomonas vi-
ridis (imagem preparada com o programa Chimera e coordenadas PDB
1prc)

resolugdo da estrutura da F,-ATPase [62], uma verdadeira
maquina onde o fluxo de protdes induz a rotagdo do domi-
nio F, e a consequente produgdo de adenosina trifosfato. O
desenvolvimento da técnica de cristalizacdo em fases cu-
bicas lipidicas (LCP, lipidic cubic phase) foi crucial para
a obtencdo de estruturas importantes como a bacteriorodo-
psina [63] e os receptores associados a proteina G (GPCRs,
G protein-coupled receptors) [64].

Outro grande desafio que merece ser referido é a caracteri-
zacdo estrutural de complexos entre proteinas e acidos nu-
cleicos, com todo o potencial de informacdo que pode pro-
videnciar sobre importantes fendmenos como a traducdo e
a transcricao genéticas. Em 1979, Alex Rich determinou
a primeira estrutura cristalina da forma Z do DNA [65],
mas antes, em 1973, havia publicado a primeira estrutura
de um RNA de transferéncia [66]. A resolucdo da estru-
tura do primeiro complexo proteina-acido nucleico deu-se
em 1984 com a estrutura do nucleossoma com 206 kDa
[67]. A dimensdo megaDalton foi atingida em 2001 com a
estrutura completa do ribossoma 70S de Thermus thermo-
philus, incluindo tRNAs nos locais A, P e E e um mRNA,
elucidando o mecanismo de traducdo genética [68]. Para a
compreensdo do fenémeno da transcricdo, foram cruciais
as estruturas da Polimerase II do RNA de Saccharomyces
cerevisiae isolada [69], e também em complexo com um
fragmento de DNA [70].

A enorme importancia destes resultados para o avango do
conhecimento é reflectida no nimero de Prémios Nobel,
todos eles envolvendo a cristalografia de raios-X: Nobel
da Quimica 1988 a H. Michel, J. Deisenhofer e R. Huber
(Centro Reaccional Fotossintético); Nobel da Quimica
1997 a P. Boyer e J. Walker e J. Skou (Sintese de ATP e
ATPases); Nobel da Quimica 2009 a V. Ramakrishnan, T.
Steitz e A. Yonath (Ribossoma); Nobel da Quimica 2012 a
R. Lefkowitz e B. Kobilka (GPCRs).
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INTERCONVERSAO [2]JROTAXANO — [2]CATENANO INDUZIDA PELA LUZ

Investigadores europeus descreveram um sistema molecular entrelacado mecanicamente que pode alternar, de modo
reversivel, entre um rotaxano e catenano.

Os rotaxanos, assim como os catenanos, sdo grupos de moléculas importantes na area da electrénica molecular. Os
rotaxanos sdo macromoléculas compostas por um anel macrociclico em torno de um eixo molecular com uma forma
que faz lembrar um haltere. Os catenanos, por sua vez, sdo formados por dois ou mais macrociclos interligados entre
si. A sintese de um rotaxano € relativamente simples, ao contrario da de um catenano. A sintese de um rotaxano que se
transforme num catenano é também bastante dificil.

Recentemente, um equipa de investigadores liderada por Alberto Credi, da Universidade de Bolonha, mostrou que a luz
pode ser usada como estimulo para a interconversao reversivel entre um [2]rotaxano e um [2]catenano. Este processo
passa por uma fotociclomerizacdo [4n+4n] totalmente reversivel dos grupos antraceno terminais do rotaxano.
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Esta descoberta, dizem os investigadores, pode ser ttil para a produgdo de dispositivos a escala nano com propriedades
que possam ser controladas pela luz.

(adaptado de “Light drives unusual rotaxane-to-catenane transformation”, http://www.rsc.org/chemistry-
world/2015/01/rotaxane-catenane-transformation-light | Arnaud Tron, Henri-Pierre Jacquot de Rouville, Aurélien Du-
crot, James H. R. Tucker, Massimo Baroncini, Alberto Credi, Nathan D. McClenaghan. Chem. Commun. 51 (2015)
2810-2813)
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