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Resumo

Neste trabalho foi estudado a influência da água na

estabilização da estrutura e conformação da mioglobina ( Mb) e

hemoglobina ( Hb ) através de mudanças no centro ativo (grupo heme).

detectadas por Ressonância Paramagnética Eletrônica (RPE).

Utilizou-se os derivados meta Mb e nitrosil- Mb de baleia.

meta Mb equina. meta Hb humana e meta Hb bovina. Amostras com

diferentes graus de hidratação (O a 0,50 g H20/g proteína) foram

submetidas as medidas de RPE, à T = -160OC, acompanhando o sinal do

íon ferro (lU) nas meta Mb ( e Hb ) e do grupo NO na nitrosil-Mb. A

fração populacional dos complexos formados foram obtidos a partir da

integral dupla do espectro de RPE.

Na desidratação da meta Mb 651 das moléculas perderam

a água da sexta coordenação do ferro (111) dando origem a outros

complexos. Um desses complexos foi o hemicromo H (bi-histidina)

onde um átomo de nitrogênio da histidina distal E7 se coordena ao

ferro. com a hélice E se movimentando em direção ao heme.

Adicionalmente a formação do hemicromo observou-se uma diminuição

de 401 de moléculas detectáveis por RPE. na desidratação. e sugeriu­

se a formação de moléculas com ferro reduzido [Fe (10) como

explicação para essa redução. Foi observado também um alargamento

da linha com g - 6 para as amostras com graus de hidratação menores

que 0.20 g H2<)/gMb devido a desvios da simetria axial em torno do

íon ferro (111). Esses desvios de simetria foi proposto originar-se de

distorções conformacionais nas amostras com baixa hidratação. Em

níveis de hidratação acima de 0,20 g H20/g Mb observou-se um
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aumento considerável de centros detectáveis por RPE com a

recuperação de moléculas com a forma meta.

Na meta Hb somente 5% das moléculas permaneceram com

a água da sexta coordenação do ferro após a desidratação. As outras

95' das moléculas deram origem a dois tipos de hemicromos (55%)

e moléculas com Fe2+ ( 40% ). Foram formados o hemicromo H e

principalmente o hemicromo P (o 5Q ligante do ferro deve ser o

átomo de enxofre da cisteína da cadeia P posição 93 (P93), vitinho da

histidina proximal p92 que é deslocada, e o 6Q ligante é proposto ser

o nitrogênio da histidina distal E7 ). Em um nível de hidratação em

torno de 0,40 g H20/g Hb há um aumento considerável de moléculas

que voltam a ter a água na 61 coordenação do ferro com o

concomitante decréscimo da quantidade de hemicromos e de moléculas

com ferro (lI).

Na adição do gás NO nas amostras de meta Mb de baleia

com diferentes graus de hidratação houve a formação significante do

complexo Fe2+ - NO somente abaixo de 0,25 g H20/g Mb. Em valores

superiores de hidratação (até 0,50 g H20/g Mb) as amostras tornaram­

se praticamente dia magnética, após a adição do NO, com a formação

do complexo Fe2+ - NO+.Os resultados foram interpretados .supondo que

o NO reage diretamente com íons Fe2+ disponíveis abaixo de 0,25 g

H20/g Hb formando o complexo Fe2+ - NO - paramagnético. Em

hidratações superiores como praticamente não há mais íons Fe2+

disponíveis o NO reduz o Fe3+ parando no intermediário Fe2+ - NO+­

dia magnético.

O espectro tripleto observado para o NO em baixa

hidratação na Mb é associado a um complexo onde o ferro (lI) está
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pentacoordenado. Isso indica que a histidina proximal F8 se afastou do

heme tornando possível a entrada de um novo grupo em seu lugar.
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Abstract

In this work the role of water was studied in the

stabilization of structure and conformation of myoglobin (Mb) and

hemoglobin ( Hb) by changes in the active center (heme group),

detected by Electron Paramagnetic Resonance (EPR).

Whale met Mb and nitrosyl-Mb, equine met Mb, human

and bovine met Hb were used. Samples with differents hydration

degrees (O to 0,50 g H20/g pratein) were measured by EPR. T - -160OC,

analysing the iron (111) signal in the met Mb (and Hb) and NO signal

in the nitrosyl-Mb. The populational fractions of complexes were

obtained by double integration of EPR spectrum.

In the dehydration of met Mb 65% of molecules 10st the

water molecule coordinated to the iron (I I) giving origin to other

complexes. One of these complexes was the hemichrome H (bis­

histidin) where the nitrogen atom of the E7 distal histidin binds to the

iron (111).For this to occur the B helix must be c10se to the heme

group. A percentual of 40% of the molecules were not detected by

EPR in the dehydration and we suggest the reduction ar iron (111) to

iron (lI) in these molecules. We also observed an increase of line

width of g - 6 signal in the samples with hydration degree below

0,20 g H20/g Mb, due to changes in the axial symmetry around at iron

(111) ion. These symmetry changes were suggested to occur due to

conformational distortions in the samples at low hydration. For

hydrations levels above 0.20 g H20/g Mb a considerable increase was

observed in the groups detectable EPR with recuperation of molecules

in the met formo
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In met Hb only S ~ of molecules remained with the water

molecule coordinated to the iron after dehydration. The other 9S~ of

molecules gave origin to two types of hemicromes (55') and

molecules with iron (lI) (40, ). The hemichromes observed were the

bi-histidin and hemichrome P (the proximal histidin 92 was deslocated

with the coordination of sulphur atom of cystein 93). For hydration

levels around 0,40 g H20/g Hb there is a considerable increase af

molecules that return to met form. There is for the same hydration

leve! a decrease af quantities of hemichrames and molecules with iron

(lI).

In the NO gas addition to whale met Mb sample with

differents hydration degrees we observed significant formation of Fe

(11) - NO complex only below 0,25 g H20/g Mb. For higher hydration

levels (until 0,50 g H20/g Mb) after the NO addition, the samples were

pratically diamagnetic, with the formation of Fe (lI) - NO+ complexo

The results were interpreted supposing that NO binds directly to Fe

(11) ion that is present below 0,25 g H20/g Hb with the fDrmation of a

paramagnetic complex Fe (lI) - NO. For higher hydrations there is no

iron (lI) available and the NO reduces the iron (lU) with the

formation of intermediate diamagnetic complex Fe (lI) - NO+.

The triplet spectrum displayed by NO at low hydration in

Mb is associated with a complex where the iron (lI) is

pentacoordinated. This result indicates that F8 proximal histidin moves

away from the heme group possibilitating the coordination of a new

group in this pIace.
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In/rodução

A água é o componente mais abundante da superfície da

Terra e também o principal constituinte dos organismos vivos. Somente

os oceanos contém 1.5 x 1024 gramas enquanto outras 0,8 x 1024 gramas

estão presas na crosta terrestre, na forma de água de hidratação

(Eisenberg & Kauzmann, 1969).

A quantidade de água nos seres vivos pode variar desde

97~ em alguns invertebrados marinhos a 50~ em algumas bactérias.

o ser humano adulto contém de 65 a 70% de água. Os

tecidos nervosos são constituídos por 84% de água, enquanto os

adiposos tem somente 30%. Um adulto consome, entre água liquida e

a retirada dos alimentos, mais de 900 litros por ano. O ciclo de água

nas plantas verdes e organismos marinhos que fazem fotossíntese é

6.5 x 1011 toneladas/ano (Pethig, 1979).

Como mostram esses dados há um conhecimento detalhado

da distribuição e velocidade do consumo da água em sistemas

biológicos. Contudo o conhecimento do papel da água no processo da

vida, a nível molecular, é muito reduzido.

Uma das razões para esse pequeno conhecimento é que a

maior parte dos biologistas tinham, até recentemente, a água somente

como um meio de suspensão para as moléculas ativas ou um mero

preenchimento de espaço nos organismos vivos.

As outras áreas da ciência também ignoraram a água e o

interesse ativo e significante sobre seu estudo com uma molécula

"especial" começou somente no início dos anos 60 (Pethig, 1979).



Atualmente sabe-se que a nível molecular a água interege

entre si, formando água líquida ou vários tipos de gelos, e com outras

moléculas. Estas podem ser desde pequenos íons ( Na+ J K~,a- e outros)

até macromoléculas.

As macromoléculas que são essencialmente de 'Quatro tipos,

ou seja, proteínas, polinucleotídeos, lipídeos e polissacarídeos interagem

com a água basicamente de dois modos:

a) interação hidrofilica - através de pontes de hidrogênio

ou solvatação das cargas das moléculas;

b) interação hidrofóbica - a água, sendo repelida pelos

resíduos apoIares da molécula, é obrigada a se auto­

organizar formando por exemplo dooecaedros

pentagonais e estruturas altamente organizadas tipo

clatratos.

o aspecto globular de proteínas pode ser 9p1icado como

devido a interação com a água. Para que a proteína seja solúvel, os

aminoácidos hidrofilicos devem ficar na parte externa pma solvatação

e os hidrofóbicos se voltam para o interior da molécula.

Na tentativa de acompanhar as propriedades da água no

processo de hidratação de proteínas, ínúmeros estudos tem sido feitos.

Alguns deles são medidas de calor específico, NMR,relaxaçio dielétrica,

isotermas de adsorção, infravermelho e raio-X de alta resolução.

A partir desses estudos foi possível estabelecer a

existência de uma camada de água de hidratação para -as proteínas.

Essa camada está associada as moléculas de água que tem uma

interação "direta" com a proteína' e que por isso tem algumas de suas
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propriedades alteradas, em comparação com a água "livre", sendo assim

possível identificá-Ias. A água de hidratação é proposta ser de

fundamental importância para o estabelecimento da conformação nativa

e estado funcional das proteínas.

No caso das hemoproteínas (Hb e Mb ) um outro enfoque

no estudo da hidratação pode ser dado: acompanhar possíveis

mudanças na região do centro ativo da proteína moduladas pela

variação do grau de hidratação. Isso porque essas proteínas tem cor,

absorvem no visível e ultra violeta, e possuem um átomo de ferro, no

centro ativo. podendo também ser acompanhado por medidas de

susceptibilidade magnética e por RPE. quando o ferro é colocado num

estado para magnético. Há ainda a possibilidade de medidas Mossbauer,

que depende do "enriquecimento" da proteína com 57Pe (no lugar do

56Pe ).

Dentro desse enfoque Zeynek. 1926 e Haurowitz. 1951

reportaram que na desidratação de ferrohemoglobina havia a formação

de hemocromos (na 61 posição de coordenação do ferro, normalmente

ocupada pelo oxigênio. entrava um átomo de nitrogênio da própria

proteína). Keilin & Hartree. 1952 fizeram observação semelhante na

metahemoglobina (observando a formação de hemicromos. com a saída

da água na 61 coordenação e e entrada de um nitrogênio da própria

proteína. e o ferro (I II) passando a ter S = 1/2 ).

HaberditzI et a1.. 1961 demonstraram que a susceptibilidade

magnética da metahemoglobina (meta Hb) decresce consideravelmente

na desidratação. Por sua vez Caughey et a1.. 1966. a partir de

medidas Mossbauer propuseram que metamioglobina (meta Mb )

liofHizada era um composto de baixo spin ( 1/2 ).
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Yonetani & Schleyer, 1967 considerando que a técnica de

RPE dá informação mais precisa sobre o estado eletrônico (valência e

spin) do ferro que susceptibilidade magnética e espectro de absorção

eletrônica, estudaram a influência do estado físico nas propriedades

eletromagnéticas do centro ativo de meta Mb. As principais observações

na proteína liofilizada foram a coexistência de moléculas com alto e

baixo spin (e não puramente baixo spin como proposto po Caughey)

e a redução acentuada do paramagnetismo da amostra :~m comparação

com a proteína em solução. Contudo, não fizeram medidas tom controle

de hidratação e não explicaram satisfatoriamente os resultados obtidos.

o presente trabalho foi proposto para ser uma investigação

criteriosa do processo de hidratação da Hb e Mb, e%plorando as

informações obtidas pela técnica de RPB. Utilizou-se os derivados meta

Mb, nitrosil Mb e meta Hb de diferentes espécies e as medidas foram

feitas em amostras com diferentes graus de hidratação.

As características da Hb e Mb, seus papéis fisiológicos, e

os diferentes derivados observados são apresentados no Capítulo I. No

Capítulo 11 mostra-se uma breve revisão de estudos de hidratação em

proteínas globulares. A teoria de RPB mostrando o hamiJtoniano de

spin dos sistemas estudados e a origem dos espectros estão no

Capítulo 111. No Capítulo IV descreve-se os materiais e métodos

utilizados e o CapítulO V apresenta os resultados obtidos. A Discussão

e as Conclusões são apresentadas no Capítulo VI e VII.

respectivamente.
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Capitulo J

HemogJobioll e MioKJobinll

1.1. Introdução

Dentre as mais abundantes proteínas de vertebrados, estão

a hem~lobina (Hb ) e a mioglobina (Mb). Na corrente sangüínea

existe em torno de cinco bilhões de células vermelhas (eritrócitos)

por mililitro ( ml), e cada uma é empacotada com 280 milhões de

moléculas de hemoglobina. de peso molecular 64.500 dáltons (hemoglobina

humana) e com quatro grupos heme por molécula (Dickerson. R.E. &

Geis. I • 1983 ).

A mioglobina (Mb). proteína do músculo. é semelhante à

Hb mas tem somente um grupo heme e uma cadeia polipeptidica

semelhante às da Hb. Seu peso molecular é 17.815 dáttons ( mioglobina

de cachatote).

o centro ativo dessas moléculas é o grupo heme: um

átomo de ferro circundado por um anel porfirínico· (Figura 1 ). Esse

anel é insaturado em relação ao benzeno e tem muitos elétrons K

deslocalizados. Somente uma das possíveis estruturas ressonantes é

• O anel porfirinico tem a habilidade para ligar um ion metálico em seu centro.

No caso das hemoproteinas (Hb, Mb, citocromos, etc) é o ferro, na clorofila é o

magnésio e na vitamina B12 é o cobalto, sendo portanto capaz de realizar

funçOes biológicas diversas, a qual depende em grande parte do ion central

(meta! ).

5



mostrado na Figura I e o "esqueleto" tem exatamente uma simetria de

ordem 4, com as ligações I e I' , b e b', c e c', d e d' equivalentes.

o grupo heme se coordena a Hb e Mb através de ligações

iônicas com os grupos carboxilatos nas posições 6 e 7 (Figura 1) e

por um nitrogênio do grupo imidazol do resíduo histidina F8, na 51

coordenação do ferro (Figura 2 ). O sítio da 61 coordenação é ocupado

por uma molécula de oxigênio (02), no caso fisiológico normal.

Incidentalmente a alta toxicidade do monóxido de carbono (CO) e

cianeto (CN-) é devido ao fato que eles ligam irreversivelmente no

sítio da 61 coordenação. Na Tabela I são apresentados alguns Hgantes

que podem ocupar esse sitio e os efeitos sobre o estado de spin e

valência do íon ferro.

rabela I. Alguns ligantes que podem ocupar a 61 coordenação
do ferro no heme e o efeito sobre a valência e estado

de spin do íon ferro (Antonini. B. & Brunori. M. , 1971 )

Ligante ValênciaSpin (s)

02

2+O

nenhum (desoli)

2+2

NO

2+O

CO

2+O

H20

3+'/2

(OHr

3+
1/2

p-

3+'/2

(CNr

3+1/2

N-

3+1/23
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Fisura 1. Grupo heme (Dickerson & Geis. 1983). Através dos grupos

carbolilatos. das posições 6 e 7. o grupo heme se liga a porção

proteica da Hb e Mb.
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Filura 2.Estrutura do grupo heme. mostrando também as histidinas

proximal F8 e distal E7; a esfera hachurada representa a posiçlo do

61 ligante.

I .2. Propriedades Fisiológicas

o papel da Hb é ligar o oxigênio (02), no ferro da heme,

nos pulmões e entregá-Io nos tecidos para a ação metabólica. Nos

tecidos musculares, que contém mioglobina, o oxigênio é armazenado
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no seu grupo heme até ser requerido para a oxidação metabólica. Uma

segunda tarefa da hemoglobina é ligar o dióxido de carbono (002).

produto da oxidação. e trazê-Io de volta aos pulmões a fim de ser

liberado e l)reveftir a formacão de ácidos nos músculos. Vale a pena

citar que 002 não é transportado ligado ao ferro dos grupos heme

mas sim ao nitrogênio das aminas terminais e principalmente como ion

bicarbonato (H COf ) em solução (Dickerson, R. & Geis, L. 1983).

Estas propriedades são garantidas, em parte, pelo imenso

arranjo atômico (globina) que envolve o heme, visto que isoladamente

ele não consegue ligar reversivelmente o 02, como ocorre na proteína.

Na Figura 3 são mostradas curvas de oIigenação da Hb e

Mb.

20 40 60 SO 100
Pressão Parcial de 02. mmHg

-
.t.100
o

10
uSOe
~

b60
fi)

-340
E
CI) 20O'o+-i o
eo
(L

Músculo Pulmões

Filora 3. Curvas de oxigenaçlo para a Mb e Hb em pH = 7,6, 7,~e
72 (Dickerson, RE. & Geis,1.,1983 ).
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A saturação Y é definida pela fração de ocupação dos

sítios de ligação do 02. Os valores variam de 0-100 (todos os sítios

vazios até todos os sítios cheios). A forma da curva de oxigenação da

Hb é sigmoidal, mostrando que a ligação é cooperativa. Para a Mb a

curva é hiperbólica.

A perda de afinidade pelo oxigênio a medida que o pH

diminui (efeito BOM) influencia a transferência do oxigênio nos

tecidos.

o ferro na atividade fisiológica de hemoproteínas, como

Fe2+, pode fazer pequenos movimentos saindo ou entrando no plano da

porfieina, durante o processo de oIigenaçAo-desoIigena~o. Esse

movimento é transladado para a cadeia proteica, possivelmente com

grande amplificação. através da histidina rigidamente ligada e isso é

acompanhado por mudanças conformacionais na estrutura terciária da

proteina. Na Hb (tetrâmero) há também mudanças na estrutura

quaternária que são essenciais para a cooperatividade no processo de

oIigenação (Dickerson, R.B. & Geis,I. • 1983 ).

1.3. Miogloblna

A mioglobina ( Mb ) é constituída de um grupo heme e de

uma cadeia polipeptídica de 153 aminoácidos (Peso molecuJar 17.815

dáltons - mioglobina de cachaJote). arranjados em oito eItensões de

hélices a que formam uma fenda para o grupo heme (Figura •• ).

Todas as hélices slo deItrogiras e variam em comprimento de 7 a 26

resíduos. Ao todo, 121 dos 153 resíduos estão em região helicoidal. A

molécula é um esferóide achado nos polos, aprolidamente 44 x 44 x 25 A
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I
(Mb cachalote). E extremamente compacta sendo que existe pouco

espaço vazio em seu interior. A Mb é semelhante em constituição e

estrutura à subunidade P da Hb.

As fontes mais ricas de mioglobina são os músculos de

mamíferos aquáticos tais como focas, baleias e porcos marinhos que

devem estocar 02 por períodos relativamente longos. Foi do cachalote

Que john Kendrew, em 196~ obteve a Mb para a d~t~rlDiDaçaQ ~a

primeira estrutura de raios-X de proteína (Dickerson, R.E. &. Geis, 1.,

1983 ).

Filura 4. Molécula de mioglobina, mostrando os carbonos a e as

oito extensões de hélices a (A a H) (Lehninger. 19").
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As cadeias laterais dos vinte aminoácidos tem uma grande

variedade de propriedades. Alguns são muito polares e outros são

hidrofóbicos, influenciando assim as regiões da cadeia em que ocorrem

para formar dobras assumindo aspecto de uma proteína globular. Os

gru~ot laterait ftão ~olatet ditpõem-te ftO interior da molêeula. Ot

resíduos que possuem tanto uma parte apoIar quanto outro polar são

orientados de modo que suas porções não polares dirijam -se para

dentro. Os únicos resíduos polares dentro da Mb (e da Hb ) são duas

histidinas (oito na Hb ), que têm funções importantes no centro ativo.

O exterior da molécula contém tanto reslduos polares quanto nlo

polares. Essa disposição deve, certamente, ter uma forte influência na

solubilidade da Mb (e Hb). O grupo heme está localizado em uma

fenda da molécula. um local apoIar. que protege o estado ferroso do

heme, da oxidação.

A estrutura tridimensional da mioglobina é a mesma para

as diferentes espécies estudadas até o presente. Isso sugere que apesar

da microheterogeneidade na composição dos aminoácidos alguns devem

ter suas posições conservadas na estrutura primária (seqüência) de

modo a determinar a estrutura terciária da proteína.

1.4. Hemogloblna (Hb)

E constituída por quatro grupos hemes e quatro cadeias

polipeptídicas. sendo duas de 141 resíduos (cadeias a) e duas com

146 (cadeias p ). num total de 574 aminoácidos (Peso molecular­

64.500 dáltons - Hb humana).
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,
E uma molécula aproximadamente esférica, com uma

cavidade central, e dimensões 64 x 50 x 50 A (oli Hb de cavalo). Os

grupos heme de cadeias a2 e P I são particularmente próximos, como

são aqueles de ai e P2 (Figura ~ ).

Fi,ara'. MoJécula de oxi-hemolJobma (Cantor & Sc:himmeJ. 1980,Vo1.1).

o empacotamento de cadeias na molécula de Hb é tal que

o contato entre cadeias laterais existe entre subunidades diferentes (o

e P), mas há pequeno contato entre as iguais. Segundo Perutz os

pontos de contato entre as cadeias diferentes sio hidrofóbicos.

enquanto entre as cadeias semelhantes sio polares.

Os contatos a e p são de dois tipos. Os o. P. ou 02 P2

são chamados contatos de empacotamento por representarem o

empacotamento das subunidades que nio mudam quando a molécula
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Hb vai da configuração desoli para oli. Os contatos a IP2 e a2 PI
sâo chamados contatos de deslisamento, uma vez que sofrem as

principais mudanças quando há alteração no estado de ligação do ferro

do heme. LigacÕes de hidrogênio e pontes salinas também são

importantes para manter as subunidades juntas (Dickerson & Geis, 1983).

A distância entre os dois íons de ferro mais próximo é

25 A. Cada um deles se acha parcialmente envolto em uma "bolsa" de

resíduos apoiares. Eliste uma cavidade central dentro da molécula de

Hb, forrada por resíduos polares. 2-3-difosfoglicerato (DPG), um

produto do metabolismo da glicose. ocupa essa cavidade central quando

a molécula está no estado desoIigenado. estabilizando essa forma

(Figura 6 ).

Fisura 6. Molécula de deson-hemoglobina (Cantor & Schimmel, 1980,VoU ).
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1.5. Meta Hb (ou Mb ) e Hidroxl Hb (ou Mb )

Como mostrado na Tabela I outros ligantes que o 02

podem coordenar-se ao terro do heme alterando. eventualmente. a

valência e o estado de spin do ferro. No caso do ligante ser uma

molécula de água o derivado é chamado meta Hb· (ou meta Mb) e a

valência do ferro é alterada para 3+ e o estado de spin para 5/2. A

molécula de água ocupando a 61 coordenação do ferro. forma ponte de

JUdrogênlo com a hlstldIna dIsta1 n, da g10bIna (PIgura 2 ).

Dependendo do pH da solução ocorre a coordenação do íon

OH-, em vez de H20. Nesse caso há uma transição de alto spin (5/2)

para baixo spin ( 1/2). Essa mudança é acompanhada de variações

espectrais, tanto de RPB como de absorçio eletrônica. Costuma-se

referir a esse derivado comohidroxi Hb (ou Mb).

1.6. Hemicromo

Um dos mecanismos que levam à rápida destruição das

células vermelhas do sangue é a conversão da molécula de

hemoglobina solúvel para formas não solúvel, que quando precipitadas

são conhecidas como "corpos de Heinz" (Heinz, R., 1890). Não é

surpresa que "corpos de Heinz" sejam formados seguindo uma rápida

conversão de uma molécula de Hb defeituosa para o estado férrico

devido a uma anormalidade na estrutura primária ou na talassemia

(ausência de cadeias a ou P). Contudo. é mais fácil explicar a

desnaturação de Hb em eritrócitos normais seguindo apenas interaç6es

de óxido-redução. Isso se torna possível se for assumido que além da
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oxidação do ferro do heme, maiores alterações também ocorram na

estrutura do tetrâmero Q2 P2' da Hb.

Tem sido mostrado que oxidação "in vitro" de subunidades

isoladas a, ~ ou y de Hb e de Hb anormais e instáveis resultam na

formação de hemicromos (ferrihemocromos) como um produto

intermediário da desnaturação (Rachmilewitz et aI., 1971 ). A formação

de hemicromos está associada com um aumento na tendência para

precipitação de subunidades de Hb ou de variantes de Hb instáveis.

A formação de corpo de Heinz é propo$to ocorrer

subsequente mente a uma mudança na estrutura terciária das

subunidades da Hb onde há a formação de hemicromos, onde ambas

SI e 61 posição de coordenação do ferro do heme do ligados a

ligantes endógenos da molécula de Hb (Blumberg, W. B. & Peisach, J.

( 1971 )].

A partir de estudos de compostos conhecidos de Hb férrica

(Blumberg et al.• 1972) e de vários compostos modelos (Peisach et

alo • 1973) foram desaitos alguns hemicromos reversíveis e

irreversiveis conforme mostrado na Figura 7.

o hemicromo bi-histidina H ( g - 2.81 , 2!27 • 1.67) é um

composto considerado reversível e deriva dos anéis imidazólico (F8 )

e distal (E7) e difere do hemicromo bi-histidina irreversivel

B ( g = 2.99; 2,28 e 1.45) pois este é protonado na posição Nl do

anel imidazólico. O outro hemicromo irreversível P ( g •. 2,45, 2.28 e

1,94) é semelhante a vários compostos baixo spin nos quais um

tigante é um mercapeptideo, possivelmente de uma cisteína, e outro

uma base nitrogenada e é idêntico ao hemicromo encontrado no

citocromo P-450 (g - 2.41. 2.25. 1.93).
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Filara 7. Um esquema de hemicromos reversivel e irreversivel: em dois dos

três hemicromos, a 5' posiçlo de coordenaçlo do ferro do heme

está ligado a histidina pronmal (F8) e na sem coordenaçlo a
hlstidina dista( (F:l). Os hemicromos irreversiveis (B e P) tem

respectivamente, as histidinas protonadas ou um mercapepUdeo e

uma base nitrogenada. comoligante 80 ferro (Rachmi1ewitz, 1974).

Nas ~deias P da Hb. uma cisterna ocupa a posição 93 t

vizinha a histidina "proximal" (posição 92. que se ooordena ao ferro).

Portanto, uma possibilidade para explicar a origem do hemicromo P é

a ligação do átomo de enxofre dessa cisteina (P93) ao ferro com a

histidina "proximal" que ocupa a 51 coordenação do ferro sendo

destocada e na 61 coordenação entra uma base nitrogenada

( Rachmilewitz, 1974).
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Para isso ocorrer a hélice F teria que girar sobre seu

eixo para ligar o átomo de enxofre ao ferro. Tal rotação faria com

que alguns grupos hidrofóbicos, originalmente dentro da molécula,

ficassem elpostos ao solvente enquanto os srupos hidrofilicos se

voltariam para dentro (Peisach et aI., 1972 ).

No caso de hemicromos reversíveis a mudança estrutural

Contudo, para os hemicromos irreversíveis há necessidade da quebra

de muitas ligações de hidrogênio. Segundo Rachmilewitz et aI., 1971, a

formação de hemicromo irreversível a partir de hemicromo reversível

é uma reação dependente do tempo, como observou seguindo a

desnaturação da Hb normal com salicitato ou em desnaturação

espontânea de cadeias isoladas oxidadas a e p.

1.7. NltrosIl-Mb (ou Hb )

Os estudos de RPB em hemoprotefnas slo feitos.

geralmente. utiliZando o íon ferro na forma 3+. As formas axi e

desoxi da Hb (ou Mb). onde o ferro está na forma 2+. nlo exibem

sinal de RPE.

Uma alternativa que tem sido muito usada é a utillzaçto

dos derivados nitrosil. Nesse caso o sinal de RPB observado é do

próprio grupo NO ligado ao Fe2+, mimetizando a molécula de 02'

teilin & Hartree. 1937. realizando experimentos ópticos

com oxi e meta Hb, mostraram que o óxido nítrico (NO) combina-se

com as duas formas da Hb. Com a oxi Hb. o composto formado é
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egt!ivel. gendo difícil obter nOVQmente Q Hb livre de NO. Com a meta

Hb. entretanto. o composto formado não ê estável. sendo que o Fe3+ ê

reduzido a Fe2+ e o composto resultante ê idêntico ao obtido com a

oxi Hb (Chien. 1969).

o mecanismo proposto para a reação da meta-Hb (ou

meta Mb) com NO é o seguinte (Ehrenberg & Szczepkowsky, 1960 ;

Chien , 1969a ):

(heme PeA+ ) + NO == l heme Pe NO )A+ (a)

(heme Fe NO)3+== (heme Fe2+) + NO+ (b)

(heme Fe2+ ) + NO++ 2 OH-=:: (heme Fe N02)+ + H2O (c)

(heme Fe N02)+ + NO == (heme Fe NO)2+ + N02- (d)
.u.

paramagnético - sinal RPE

Observa-se que, no mecanismo proposto, para cada heme

( Fe3+) são necessárias duas moléculas de NO para que a reaçio

ocorra totalmente, isto é, para que ocorra a reduçio do ferro e a

formação do nitrosil-ferroso-heme. Há também dependência do pH pois

o passo c da reação requer a presença de OH-.

A possibilidade de observação de espectros de RPB a

temperatura ambiente, também mostra que ambos produtos finais da

reação (NO com Fe3+ e Fe2+) são nitrosil-ferroso-Hb de spin baixo

( S = 1/2 ). Se o estado de spin fosse alto (S = 3/2) o tempo de

relaxação deveria ser curto, sendo dificil a observação de sinal de

RPE, exceto a temperaturas muito baixas.
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Capítulo II

Hidrlllaçlo de Prole/D8s CIIJIJulares

2.1. Inleraç3es especificas Agua-prolelna

Na Figura 8 é mostrado uma vista esquemática de um

modelo Que de!creve a organi!acAo egtrutural da água em torno de

uma proteina globular. Existem três tipos de moléculas de água

organizadas localmente em adiçAo as moléculas de água "livre". Esses

tipos de água são distinguiveis através de dados termo<linâmicos e ou

cinéticos e ou espectroscópicos (Hopfinger, 1977).

Existem poucas moléculas de água presas fortemente em

locais específicos, tais como sitios ativos, ligadas a íons metálicos, ou

no interior das proteínas. Estudos de raios- X e nêutrons de alta

resoluçAo têm identificado a localizaçAo de algumas dessas moléculas

de água. Na qUimiotripisina dezesseis moléculas de água foram

identificadas no interior da proteína (Birktoft & Blow •. 1972 ) e na

anidrase carb6nica C nove moléculas de água foram encontradas na

cavidade do sítio ativo (Ujas et al., 1972).

Nenhuma . molécula de água fixada internamente é

encontrada na Mb ou nas subunidades da Hb. No entanto na Hb, água

ligada internamente é encontrada entre as suas subunidades e formam

uma parte essencial do conjunto de ligações de hidrogênio que ajudam

a manter o tetrâmero junto (Perutz, 1978).

A segunda classe de água pode ser chamada de água

"ligada". Esta pode ser distinguida da água "fortemente ligada" porque:
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1) existe muito mais água "ligada" que "fortemente ligadia" e Zl água

"ligada" não é tão altamente organizada em relação a proteína. como a

"fortemente ligada",

f

Filara a. Vista esquemitica da organizaçlo estrutural da água em

tomo de uma protela a gJobular.

Experimentos ca1orimétricos (Bull & Breese, 1968 a, b;

Mrevlishvlli & Privalov, 1969) caracterizaram a água "ligada" como

água nio congelável. Isto é, existe uma quantidade moderada de água

(Tabela 11) em soluções de proteína que tem um calor de fusão

muito baixo e um correspondente baixo ponto de congelamento.

Soluções contendo esse tipo de água possui uma capacidade de calor

configuracional aumentada que pode ser explicada pela interação água ­

proteína.
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Os resultados de dispersão dielétrica, em alta frequência de

soluções de proteínas indicam duas regiões de dispersão, 108 e 1010HZ;

a primeira em 108 Hz é de pequena amplitude. BIiste concordância

que a dispersão na frequência mais elevada é devido a rotação

molecular da água "livre", enquanto a dispersão de pequena amplitude

surge de contribuições rotacionais de água "ligada" mais possíveis

efeitos de movimentos das cadeias laterais dos aminoácidos (Grant et

al., 1968: Takashima, 1969).

BIperimentos de Ressonância Magnética Nuclear (RMN ou

NMR do inglês Nuclear Magnetic Resonance) sugerem que as moléculas

de água ligada formam, aproximadamente, uma monocamada sobre a

proteína e possui tempos de rotaçio perto de 10-9 segundos a

temperatura ambiente (Koenig & Schillinger, 1969: Walter & Hape,

1971; Cooke & f(untz, 1973).

A quantidade de água ligada pode ser determinada da

integração do sinal de absorção de NMR. Os resultados de tais

integraçóes são dados na Tabela 11. Da razoável concordância entre os

dados de água não congelável obtido de medidas ca10rimétricas e de

água ligada encontrado por NMR, é possível que ambas técnicas

meçam a mesma entidade de água (Hopfinger, 1977).

De 0,25 a 0,40 g H20/g proteína as partes não cobertas da

proteína, tornam-se hidratadas. Essa é uma camada de transição entre

a água "livre" e a água "ligada" da proteína.
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Tabela 11.Quantidade de água "ligada" em soluções aquosas de proteína

Proteina
Quantidadede 'lua alo coa-

A,ua -U,ada- ea

Aol'1'oloal J;O/I protolaa
IH2O/l,rotelaa

Calorimetria
RIII

Hemoglobina Nativa

0.32'O,42h

Desnaturada

O,34a-
Mlogloblna{nativa}

-
O,~4 b

Lisozima (nativa)

0,3 c0.34 b

BSA(nativa)

0,34 b0,40 b

Ovalbumina (nativa)

-0,33 b

a- Mrev1ishvili & Priva1ov. 1969

b - luntz, 1971 a. bc - Bull & Breese, 1968 a, b

2.2. Estáglos no Processo de Hldrataçlo

A hidratação consiste de três estágios bem definidos que

refletem as várias propriedades do sistema.

Entre O e 0,07 g H20/g proteína o processo de hidratação é

dominado pela interação da água com os grupos ionitáveis. Na Figura

9 mostra-se que para a lisozima em 0.07 g/g existe uma transição no

espectro de infravermelho (Carreri et ai. 1979). e capacidade de calor

(Yang & Rupley. 1979) refletindo uma mudança no arranjo da água

na superfície da proteína. Essevalor é muito próximo do valor 0,06 g/g,
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obtido para a hemoglobina a partir de isotermas de adsorção (Cardew

& Eley. 1958; Brausse et a1.. 1968 l. associado a 11 monocamada de

BBT (Brunauer & Emmet & Teller. 1938).

0.8OA

I

I
I

I II
I I
I I
I I
I I

0.1 Q,2 0.1
8 "aO I 8 protelna

o

Fil.ra 9. Propriedade do sistema lisozima - água como uma funçlo do conteOdo de
água. O valor da barra vertical na figura 6 dado separadamente para cada
curva. na respectiva unidade. de medida. Curvas: a) Absorbtncia no máximo da
banda do carbolilato (t:i80 cm-I) medido a 38OC;unidade 0.35 A; b) Variaçlo
na banda Amida 1'. medido em 380C como a diferença entre os extremos
negativo ( 1690 cm-I ) e positivo (164' cm-I ) em torno do ponto isobéstico do
espectro diferencia!; unidade 0.17 A; ç) Capacidade de calor aparente da
Usozima. em 25OC;unidade 0,2 j/I.g. Esta funçlo , uma medida do excesso da
capacidade de calor do sistema por g da protelna; d) Atividade enzim4tica.
medido em 25OC;unidade 5 x 10-6,-1; e) susceptibilidade diamagnética. medido
em 250Ce expresso como susceptibilidade diferencia! por g de água adsorvida;
unidade 0.55x 10-6 e.m.u/g. O limite para alta. hidralaçlo é igual ao valor da
água liquida (0.721 x 10-6 e.m.u./g ) (Carreri el al, 1980).
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Na faixa de 0,07 a 0,25 g/g os grupos de moléculas de

, t b I I' I 1agua se armam, so re os grupos 10JUZavelSe po ares, e crescem

cobrindo a maior parte da proteína.

De 0,25 a 0,40 g/g as partes nio cobertas tornam-se

hidratadas. Aparentemente a água condensa-se sobre elementos da

superfície com uma interação menos intensa, possivelmente sobre

átomos apoiares não adjacentes a grupos ionizáveis ou polares. Essa é

uma camada de rudratação que atua como um estado de transição

entre água "livre" e a água "ligada".

Para a lisozima várias propriedades tem comportamentos

distintos em uma hidratação de 0.20 g H20/g proteína como: atividade

enzimática, capacidade de calor. susceptibilidade diamagnética e

variação na banda amida ( 1660 em-I) conforme mostrado na Figura 9.

Para várias outras proteínas uma dependência caracterfstica

do aumento da "constante" dielétrica com o grau de hidratação Coi

observado. Enquanto Rosen, 1963 encontrou para a albumina do soro

bovino e mioglobina de baleia valores de 0,246 g/g e 0.235 g/g,

respectivamente, para o aumento ocorrer. Brausse et aL, 1968

encontrou 0,165 g/g para hemoglobina de cavalo. Por sua vez Maricic

et al.• 1964 observaram a hidrataçlo critica de 0,18 g/g para observar

condutividade protôniéa na Hb. Assim. observa-se que várias

propriedades relacionadas com o sistema água - proteína exibem

descontinuidade em torno da hidratação de 201, indicando ser um

ponto importante no processo de hidratação.

Ainda para a lisozima observa-se que a atividade

enzimática sofre nova mudança em 0,38 g/g. Isso indica que embora

as multi-camadas de água não são importantes para comportamentos

25



mediados no tempo, são para algumas propriedades dinâmicas (Rupley

et a1., 1980).

2.3. O papel da égua DS estrutura di Mb e Hb

2.3.1. Aspectos estiticos

A mioglobina e a hemoglobina como proteínas globulares

dependem das interaçáes especificas com a água para estabilização

dessa forma.

Do ponto de vista da estrutura secundária Bohm &

Abaturov, 1977 interpretaram resultados de dicroísmo circular da meta

Hb, amostra em filmes. em hidratação inferior a 701 de umidade

relativa (- 0.20 g/g) com a diminuição de 25 a 301 no conteúdo de

hélice-a. Nesse mesmo trabalho citam resultados preliminares para a

meta Mb no qual o decréscimo no conteúdo de hélice-a ocorre somente

em hidratação abaixo de 401 de umidade relativa (- 0,10 g/g) ou seja,

em um valor significantemente menor que para a meta Hb.

Jacobson & Irueger, 1975 também sugerem redução no

conteúdo de hélice-a para a Mb liofilizada, a partir de medidas de

espectroscopia infravercnelho.

Grande parte dos trabalhos existentes tem acompanhado as

propriedades da água ou do agregado molecular como um todo no

processo de hidratação das hemoproteínas (infravermelho, isotermas de

adsorção, dispersão dielétrica, NMR, dicroísmo circular e outras ).

Contudo uma alternativa de muito interesse é o acompanhamento de

alterações no centro ativo (heme) em função do grau de hidratação.
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Isso porque o ferro do heme apresenta possibilidade de medidas de

absorção óptica, susceptibilidade magnética, espectroscopia Mossbauer,

RPE, ete. que podem refletir alterações com a hidratação.

Dentro desse enfoque Zeynek, 1926 e Haurowitz, 1951

reportaram que a desidratação de ferrohemoglobina era acompanhado

por mudanças reversíveis no espectro de absorção de luz visível com

a formação de hemocromos (a 61 posição de coordenação de ferro (lI)

ocupada por um átomo de nitrogênio da própria proteína). Em seguida

Keilin & Hartree, 1952 fizeram observação semelhante para a

ferrihemoglobina, neste caso obtiveram hemicromos. Essas mudanças

ópticas não foram aparentemente observadas na desidratação de

oxiferrohemoglobina e ferrihemoglobina - flúor ( P- ), - azida (N3-) e

cianeto (CN- ). Esses trabalhos foram feitos a partir de amostras na

forma de filme.

Haberditzl et al., 1961 demonstraram que a susceptibilidade

magnética da ferrihemoglobina decresce consideravelmente na desidratação ..

Do paramagnetismo residual do grupo heme estimaram que o momento

magnético efetivo do íon Fe (lU) era 2,91 magnétons de Bobr. A

partir de medidas espectroscópicas Mossbauer em ferrimioglobina

Caughey et aI., 1966 propuseram que a ferri-Mb na forma liofilizada é

um composto baixo sPin.

Yonetani &SchIeyer. 1967 considerando que parâmetros de

RPB dão informações menos ambíguas a respeito do estado eletrônico

do ferro que susceptibiliade magnética e espectro de absorção õptica.

estudaram a influência do estado físico de hemoproteínas sobre as

propriedades eletromagnéticas do seu grupo prostético. Dentre as

principais observações desse trabalho estão que:
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• a largura de linha das absorções de RPE para

ferrimioglobina decresce na seguinte ordem: solução

concentrada < suspensão policristalina úmida < amostra

liofilizada < policristal seco. Esse alargamento causado

pela desidratação pode ser revertido pela re-hidratação e

dissolução da amostra seca. A razão deste alargamento

foi proposta ser devido ao aumento de interações

magnéticas entre grupos heme vizinhos como resultado

de empacotamento mais próximo da moléculas na

desidratação.

• a intensidade da absorção de RPB da linha devido a

S ..•512 na ferrimioglobina decresce por um fator 10 a

20 na desidratação.

• a intensidade integrada da absorção de RPB da amostra

policristalina seca de Mb. incluindo as absorções de

baixo spin ( 1/2). era somente de 10 a 151 da Mb

hidratada.

A partir dos resultados obtidos concluiu que a meta Mb

desidratada é uma mistura de compostos alto e baixo spin (a molécula

da H:zO da 61 coordenação é trocada nesse composto por um grupo

nitrogenado da proteíná) e não puramente baixo spin como assumido

por Caughey a partir de dados espectrosoopicos Mossbauer. Ainda mais

que a redução acentuada da absorção de RPB. conforme mostrado na

Figura 10. sugere que a transição de spin induzida pela desidratação

não deve ser uma transformação de um passo somente ou seja de

alto spin para baixo spin. mas pode envolver passos intermediários. As

propriedades desses passos intermediários. segundo Yonetani &
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Sch1eyert não estavam definidos mas pareciam ser altamente

dependentes do grau de hidratação.

Temperatura :-196°

IAt

Mb,liofilizada

2.95

\{
-

Ganho

X250

X25

6
X25

o LOOO 2.000 3.000 4.000 aooo

C..,o MclgMtIco(Gaua)

Filura IO.Espectros de RPE da metaMb. de uma mesma amostra. nas

seguintes condiçOes:

a) liocm71da

b) parcialmente hidratada

Mais recentemente Alter, 1983 utilizando espectroscopia

fotoacústica observou as perturbações espectrais associadas com

mudança de estado físico da Hb. Estudou os derivados ( H20), flúor ( P- ),

azida ( N3-) e cianeto (CN-) quanto aos efeitos da liofilização,

cristalização e precipitação com sulfato de amônio. A principal
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observação feita foi os diferentes níveis de formação do hemicromo H

( bi-histidina) entre os diferentes derivados e processos de preparação.

A Tabela lU mostra tal resultado, indicando uma maior

formação para o derivado meta no processo de liofilização e o menor

para o cianeto. O valor maior observado no processo de liofilização que

na precipitação reflete uma maior eficiência na remoção de água da

proteína. A maior estabilidade para o derivado cianeto é esperado pela

sua ligação ser a mais forte, dentre os ligantes utilizados com o ferro.

Tabela 111. Porcentagem de conversão de derivados. da meta Hb

bovina para hemiaomo H (bi-bistidina) em diferentes

preparações (Alter, 1983).

Preparaçio
Derivado Bb bovina Liofilizada

PrecipitadaCristalizada

H20 ( meta)

82 t 329 t 7-
p-

69 t26t4-
N-

52 t 2<2<23
CN

-
< 2< 2< 2

2.3.2. Aspectos Dinãmicos

As funções fisiológicas de proteinas não podem ser

entendidas somente de sua estrutura estática uma vez que aspectos

dinâmicos são de grande importância (Singh et al., 1981 ).
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Estudos de raio-X (Frauenfelder et aI., 1979) e Mossbauer

(Keller & Debrunner, 1980; Parak et aI., 1981) com cristais e

soluções congeladas de mioglobina revelaram que os átomos na

proteína sofrem deslocamentos acentuados. Por exemplo, o deslocamento

médio do átomo de ferro na mioglobina é tão grande como 0.24 A. a

temperatura ambiente. Tais valores anômalos podem ser descritos a

flutuações entre subestados conformacionais da molécula da proteína

(Frauenfelder et al.• 1979).

Esses subestados surgem de um grande número de

configurações estruturais ligeiramente diferentes que a proteina pode

adotar. Em experimentos Mõssbauer obteve-se que o tempo

característico desses movimentos de larga amplitude é da ordem de

10-7 s a temperatura ambiente (Parak et al., 1981 ). No congelamento,

contudo, essas flutuações caem e abaixo de 200 IC, são muito lentas

para serem vistas por Mõssbauer.

EIperimentos Mõssbauer em proteínas (Parak & Formenck,

1971 e Prolov et al" 1975) e espalhamento Rayleigh com mioglobina

policristalina (lCrupjanski et al, 1980) com conteúdo de água

controlada mostraram que os grandes deslocamentos do átomo de ferro

desaparecem se a quantidade de água adsorvida da proteina é

reduzida. A dependência da temperatura de medidas de reluaçio

dielétrica de água adsorvida em cristais de metamioglobina (Singh et

a1., 1981) estão fortemente correlacionadas com a dependência da

temperatura do deslocamento do átomo de ferro medido por

Mõssbauer. Na Figura 11 mostra-se esses resultados.

Para explicar esse fenômeno Singh et al., 1981 propuseram

dois mecanismos: 1) o movimento da proteina sofre um amortecimento
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mecânico pela água adsorvida; 2) existe um acoplamento dinâmico

elétrico entre os dipolos elétricos flutuantes da água adsorvida e os

grupos polares da proteína.

-
T
'"•

5 "Cl

2

14

12 [ • da •••••••• rvld •

na m.ta Mb
10

o ullael~a~1UIPautela- ari' do F.rro'" ••• 62

-I" 4

2

o
I ••• I ••
120. "180 240

T•• p.ratvra( K J

Filara 11.Dependênciacom a temperatura da velocidade de re1uaç1o

dielétric:a da qua na metamioglobi.na (clrculos cheios,

esc:alada esquerda) e da velocidade de transiçlo
conCormaciona1dos átomos de Cerro (clrculos vazios,

esc:a1a.da direita) (Si.ngh et a1.. 1981).

A temperatura ambiente as moléculas de água podem se

reorientar com uma velocidade rápida. Dessa forma. dificilmente

eIercem qualquer força de atrito no movimento da proteína. que

consequentemente pode flutuar entre os subestados conformacionais

com uma velocidade também muito rápida. Com o decréscimo da

temperatura a velocidade de reorientaçAo das moléculas de água

decresce levando a um forte amortecimento no movimento da proteina
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resultando em uma diminuição da velocidade de flutuação entre os

subestados.

Por outro lado como investigado por Friend & Gurd, 1979

as interações eletrostáticas entre os aminoácidos carregados na

I" J t' t 'b ,. , ,super lC1eaa pro ema em uma contn UlçaOlmportante para a energla

de estabilização da estrutura terciária da miogJobina. Consequentemente

qualquer distúrbio das cargas ou propriedades dielétricas do meio

molecular é provável ter uma forte influência na estrutura e dinâmica

da proteína.

Geralmente a barreira de potencial entre subestados

conformacionais da proteína é alto em comparação com a energia

térmica, e consequentemente as transições entre subestados sio raras.

A reorientação dos momentos de dipolo elétrico das moléculas de água

levam a flutuaçães locais do campo elétrico, o qual interage com os

grupos carregados da superficie da proteina movimentando-os. Assim a

barreira de potencial entre os subestados conformacionais da proteina

é modulado pelas flutuaçães dos momentos de dipolo da água

adsorvida.

A amplitude média dessas modulações de potenciais é

pequena e ocorrem em uma tua média dada pela velocidade de

relu ação dielétrica. ÓC8sionalmente, contudo, devido a correlação

estatística entre os dipolos flutuantes, essa modulação de potencial

pode alcançar grande amplitude.

A probabilidade requerida para tais flutuaçôes serem

suficientemente grandes para explicar a velocidade relativamente lenta

de flutuação da proteína, em comparação com a velocidade de

relaxação rápida na água adsorvida, é em torno de uma parte em mil.

33



Uma vez que a velocidade de flutuação do dipolo da água adsorvida

creSfl! com o aumento de temperatura, a velocidade d@ transiCio

oonformacional nas proteínas é esperada aumentar propoccionalmente,

como se observa experimentalmente.

o efeito acoplamento elétrico pode também ser visto como

uma blindagem ao movimento dos grupos carregados na superfície da

proteína pela alta constante dielétrica da água adsorvida. Esta

~ÜD~A8~1D* ~f~tivA WID~nt~ PRrA Aqu~I", nutu"çõ~' conformacionals

da proteína que são mais lentas que a velocidade de reluaçio

dielétrica da água adsorvida. Consequentemente a velocidade de

flutuação conCormacional diminui com o decréscimo da velocidade de

relaxação dielétrica da água adsorvida. no abaixamento da temperatura

(Singh et al.• 1981 ).

Doster et al., 1986 a partir de medidas de ca10rimetria e

espectroscopia infravermelbo estudaram a água de hidrataçio em

soluções e aistais de mioglobina em temperaturas abaixo de Ooc. As

principais observações e conclusões foram:

• a água de hidratação permanece amorra em baixas

temperaturas,

• há uma transição tipo "vidro alargada" entre 180 e 270 [{

que depende do grau de hidratação da proteína (Figura 12);

• O espectro infravermelho e o calor específico da água

em cristais de Mb foram determinados pela primeira vez entre 180 e

290 K.
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• As dependências semelhantes com a temperatura

sugerem correlação entre flutuações estruturais e movimento térmico

da água do cristal (Figura II );

• Um modelo de rede de ligações de hidrogênio é proposto

para explicar ~~~ç~l§pecto3. Segundo o modelo a cinética dA QUêhfA é

formação de ligações de hidrogênio intramolecular e aquelas resultantes

das inter~ç9~1 IOlv;nle - protejna lio rontrib UicÕ91 ê§Aêft~41A para a

dinâmica das proteínas. O sistema água - proteína é uma rede de

liRICÔêl de hidrog~n1o e ta! rede não tem simetria translacional. Ela

pode ser separada em grupos com acoplamento interno diferentes. A

dinâmica desses grupos envolve a formação e quebra de ligações de

hidrogênio. que é um fenômeno predominantemente cooperativo.

providenciando um mecanismo entre fJutuaÇÔes da água e movimento

conCormaciona! da proteína. O tamanho desses grupos diminui com o

deaéscimo da hidratação. influenciando na sua estabilidade. que é

diminuída .

• A mioglobina desidratada pode ser aquedda até 800C

sem desnaturação. Isso. segundo Doster et al.• sugere que a ligação de

hdirogênio pode ser quebrada somente às custas da formação de uma

nova ligação. O processo é pouco efetivo se somente poucos doadores e

aceptores estão presentes .

• Trabalhos de cinética de ligação de ligantes em

hemeproteínas (Austin et ai., 1975. Doster et ai., 1982) mostraram

um comportamento não exponencial que foi explicado como devido a

existência de uma distribuição de subestados conformacionais.

Concluiram desses experimentos que cada protema é congelada em

subestado particular abaixo de 200 K. Essa distribuição pode refletir a
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multiplicidade de estados da água na superficie da proteína. A

mudanca ~ara O vermelho da banda do gelo "amorro" (~gua ligada)

por 1~ a 20 em-I J relativo ao gelo de "volume" (água livre) implica

um aumento da energia de ligação média de 3.6 kJ/mo1. Essa mudança

ÇQrr~'PQn~~R vm ~nçvrtRm~ntQ~~ ~i't~nçiR Q li! Q ~~ 0IQ, A (Joestenl

1974). A distribuição de ligações de hidrogênio, pode assim, ser

jjlaCê~~ivél a cri~talografia de r aio-1.

, 1,0
:11o6 0.8

180 200 220 240 260 280
T/K

Fi,ura 12. Calor especificoda 'cua em cristais de mioglobina (-6-)

como uma funçlo da temperatura. Os dados Coram
calculados da diferença 6 dH/dT entre duas medidas. O

primeiro experimento Coi com cristais intactos. e o

segundo depois de secar o mesmo cristal a 800Csob fluxo

de nitrogênio. O calor especifico do gelo ( -) também é
dado(Doster et al.. 1986).

Bogatyrenko & Likhtenshtein, 1985 observaram o efeito da

hidratação nas propriedades dinãmico-molecular da albumina de soro

humano, a partir de parâmetros de espectro de fosforescência e de

RPE de "spin label" covalentemente ligado. Concluiram que na região

de baixa temperatura (90-260 K) a hidratação de albumina de soro
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humano leva a intensificação apreciável dos movimentos molecular de

baixa frequência (y < 103 seg-1 ) e influencia fracamente os movimentos

de alta frequência das regiões hidrofóbicas e acessíveis ao solvente.
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Capítulo III

Teoril de lerronlnci, Plrlmlloéticl

Eletrinica (JiPE)

3.1. Introdução

A Ressonância Paramagnética Eletrônica (RPB) é o

fenômeno de absorção de energia dos elétrons não emparelhados de

um átomo, molécula ou íon quando estes se encontram sujeitos a

aplicação de um campo magnético (Poole, C.P. , 1983; Palce, G. E. &

EstIe,T. L. , 1973). Assim a condição necessária para a utilização de

RPB é a existência de elétrons desemparelhados no sistema em estudo.

Nesse aspecto alguns dos íons dos metais de transição ( Fe3+, Cu2+,

Mn2+,M03+ e outros), e radicais livres são adequados.

Em certos casos, como por exemplo para algumas

maaomoléculas (proteinas, fosfolipidios, etc), que nto apresentam

absorção intrinsica de RPE, é possível a introdução de moléculas

chamadas "spin-labeJ", que são radicais livres estáveis. O "spin-labeJ"

ligado a maaomolécula pode refletir no seu espectro de RPB alterações

relacionadas com o sistema de interesse. O mais utilizado dos spin­

label são derivados do radical nitrólido (N-O) (Knowles et aI.. 1976 ).
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3.2. Hamlllonlano de Spin

...

o momento magnético p. de um elétron desemparelhado
..

pode ser expresso em termos de seu spin (s) como:

••• 1

p.--gps

onde p é o magnéton de Bobr e g é o fator giromagnético para o

elétron .

...

Na presença de um campo magnético H a interacão desse

elétron com o campo magnético será dado pelo hamiltoniano:

..•..•
H- -p..H

.....
H-gps.H

ou (2)

(3)

Este hamiltoniano descreve o efeito Zeeman e sua soluçio

fornece as possíveis energias para o sistema.

Para o caso de um campo magnético Ho aplicado na

direção Z tem-se:

H - g P Ho. Sz

E ( ms) - g p Ho. ms (5)

onde ms são as possíveis projeções do spin ao longo do eilo de

quantização Z. No caso de um elétron as projeções possíveis são

MI - t 1/2 e as energias serão:
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E (+ ;) · + ; g p Ho
(6)

1

- "2 g P Ho (7)

A transição entre os dois níveis se dará quando uma

energia AR - g P Ho for fornecida ao sistema. Essa energia faz com

QUê O MOMéftto magt1ético transicione de uma posição paralela ao

campo magnético Ho para uma posição antipararela a este. A enerlia

AB normalmente é fornecida ao sistema através da exposição a um

campo de microondas de frequêricia fixa perpendicular ao campo Ho

que é adiabaticamente variado até que ocorra a transição. Quando

ocorre a transição o sistema absorve energia do campo de microonda

e essa absorção ou geralmente a sua derivada pode ser detectada por

um sistema eletrônico apropriado que faz parte dos espectrômetros de

RPE. A Figura 13 ilustra essas informações.

As considerações feitas, até agora. slo válidas no caso do

elétron livre para o qual o fator g vale 2,0023. No entanto, estuda-se

casos mais complexos. onde os elétrons desemparelhados nlo se

encontram livres, mas sujeito a interações no átomo ou íon e com os

ligantes. Algumas dessas interaeóes são: interação spin-órbita, interação

fina e interação hiperfina.

Na verdade essas interações "enriquecem" o espectro de

RPE fornecendo informações importantes sobre o sistema contendo o

elétron desemparelhado.
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A ~eguir 5erão descrito~ o~ ~i~temil~ e~t\ldadQ~ nesse

trabalho mostrando os correspondentes hamiltoniano de spin e a origem

do espectro de RPE,

(a)

Ma=+1/2

I "'Msll-1I2
I

IJiI.iUlUIIl .~
O

A
I I

(b)

I
A bsorçDo de RPEI

I
I

II I
~g

Prilnelra derivada(c) I da Ab.orçDo de
I

RPE

I
I

I

I

filura 13. a) Desdobramento dos nlveis de energia do spin eletrônico

na presença de um campo m&lnético

b) A forma de linha da absorçlo de energia da microonda

c) Derivada da linha de absorçlo ..

3.3. Ion Ferro em Hemoprolefnas

3.3.1. Introdução

Um átomo de ferro tem 26 elétrons, sendo que 18 estão

em camadas fechadas e 8 na configuração orbital 3d6 4s2, Nas

hemoproteínas, pode aparecer no estado trivalente (Fe3+, férrico) ou

divalente (Fe2+, ferroso). No primeiro caso a configuração orbital é

3d5 e no último 3d6,
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A camada 3d consiste de 5 orbitaia que POdêM âMModar

no máximo 10 elétrons levando-se em conta seus spins paralelos e

antiparalelos, como é requerido pelo princípio de Exclusão de Pauli.

Quando há menos de 10 elétrons, vários arranjos são possíveis, como

mostrado na Figura 14a. A regra de Hund favorece o estado de spin

mais alto como o de menor energIa, de forma que os estados

fundamentais para 3d5 e 3d6 são respectivamente 6S e 5D.

FERRICO (Fe3+).(3d5)

[]]]]]]I[ü 5-t - (Alto 5pin)

lillITIIIIJ 5- ~

[][[III] 5·t - (Baixo Spin)
FERROSO (Fe2+) (3d6)

[[I[[[[[!) S-2 - (Alto Spin) .

[ill]]]I[]" S - I

l!.iIliI!1ITI S- O - (Baixo Spin)

(a)

-m-'g
--{[[[]IJ- t2g

Alto Spin-
(5-5/2)

(b)

Fi,ura 14.(a) OCUpaçloposslveis dos orbitais d pelos elétrons do lon Fe2+ e Fe3+.

(,) Efeito do campo cristalino 6 no estado de spin Par&:o lon Fe3+ •
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A dependência angular das cinco funções de onda

( orbitais) 3d ortogonais são mostrados na Figura 15.

Os orbitais dxy, dxz, dyz são denominados t2g e os dz2

e dX2_y2 são chamados eg. No íon livre a energia dos cinco orbitais

é a mesma, ou seja. o estado fundamentaJ é pentadegenerado·. No

campo aistaJino (Feher, 1969) o efeito da circunvizinhança não é o

mesmo sobre todos os orbitais d e. sendo assim, a degenerescência é

levantada, de modo que o desdobramento dos níveis de energia

degenerados deverá ser sensível à simetria da vizinhança.

dXZdyZ

fi,ara 1~.Dependência angular elas funç6es de onda 3d.

* Na aproSÚllaçlo da teoria de campo cristalino os Ugantes do substitu1dos por

cargas puntuais negativas. que vlO dar origem a um c:ampo elétrico que atua

sobre o 10n paramagnétic:o.
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Numa primeira aproximação ao estudo do grupo heme das

hemoproteínas o íon ferro está octaedricamente coordenado a 6

ligantes carregados negativamente. Os orbitais d. no centro desse

octaedro. serão desdobrados. Os três orbitais t2g (dxy. du. dyz)

evitam os vértices negativos do octaedro. enquanto os orbitais eg

( d]t2_y2 e dz2) apontam diretamente para as cargas negativas (Figura

16 ). Nesse caso. a energia de repulsão Coulombiana é grande e esses

orbitais (eg) estarão com uma energia maior. A diferença de energia

entre os orbitais t2g e eg é chamada de parâmetro de campo

cristalino A. Esse valor depende do composto; em grupos heme é da

ordem de 104 cm-1 ( Feher. G.• 1970 ).

Dependendo da intensidade do desdobramento do campo

cristalino A. que levanta a degenerescência dos orbitais, pode-se ter

.uma configuração babo spin ou alto spin. Assim ligantes fortes A

intenso, como o cianeto (CN- ) fornece uma configuraçto de babo spin

( S - 1/2 para o Fe3+) e ligantes fracos como a água e o flúor,

fornecem uma configuraçto de alto spin (S - 512 ). Na Figura 14a-b

mostra-se as ocupações possíveis dos orbitais d pelos elétrons dos íons

ferro ( 11) e ferro ( lU) e o efeito do campo cristalino A no estado

de spinpara o ferro ( 111).
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(al

d
xy

r

( bl

.•.--

1 Olstorçllo

Tetragonal

(el

DlaforgQg
RGmblea-~-

2 x dz~dxll ,2

d12. ,1

.--eg
" --dzl

5x

// --
<

4
•••••

da, • dyz _ ---" -- <
ta.

-- ---
3x

cIu. dyz. dI,---dI,

Filara 16.Efeito do campo cristalino nos niveis de energia ciosorbitais d:
a) ton livre (simetria esférica)

.) vizinhança octaédrica

c) octaedro com distorçlo tetragonal.

3.3.2. Hamiltoniano de Spin e Niveis de Energia para o lon

Perro (lU)

3.3.2.1. Pe3• - S - 5/2

Para o íon ferro (111), estado de spin S li: 5/2, em

hemoproteínas o hamiltoniano é dado por:
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(8)

o primeiro termo é o devido ao efeito Zeeman e os termos contendo

D e E são devido a interação fina ou de campo magnético zero e

estão associadas ao campo e1etrostático ao redor do íon. D e fi são

associados a desdobramentos alia1 e rômbico respectivamente (Feher.

1970 l.

o hamiltoniano de spin (8) pode ser escrito, de outra

maneira, em termos de um fato g efetivo (gef), onde está contido as

contribuições de D e E também, com a seguinte forma:

.. -
H - gef P s. H (9)

Os valores de gef serão aqueles medidos diretamente no

espectro de RPE.

o íon ferro ( 111) livre apresenta como termo fundamental

655/2 e quando submetido a um campo magnético desdobra os três

.\ dubletos de Kramers (:t 512 , :t 3/2 t:t 1/2) como apresentado na
Figura 17a. No heme quando está sujeito a um campo cristalino uia!

( B- O ) fraco, criado pelos ligantes, os três dubletos desdobram-se em

três níveis com diferentes energias em campo magnético zero. As

Figuras 17b e 17c mostram os casos de aplicação de um campo

magnético paralelo e perpendicular, respectivamente ao eixo Z do

sistema. Os diferentes desdobramentos podem ser entendidos

considerando que o eixo de quantização (Z) para o sistema não
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depende do campo magnético externo mas sim do campo cristalino

criado pelos ligantes, ou seja D» g P H (Feher. 1970).

Us-+I)~ 40

••.Ho

t
éM!lD ~ ~/Z-Ms·-1I2 20Ms·-3/2

Ms·-S/2
I•....

...o HooHo
(a)

(b)(C)

E

F'igura 17. Níveis de energia de um íon com S = :V2

aJ íon livre em um campo magnético externo

b) íon em um campo cristalino alia! com Boi I Z

c) íon em um campo cristalino alia! com Ho..L Z .

. O espectro típico de RPE para o íon ferro ( lU ), em uma

solução congelada de meta Mb, sujeito a um campo cristalino alia!

fraco (S - 5/2 ), é mostrado na Figura 18b, onde observa-se duas

absorcÕes, uma em campo baixo, g - 6, e outra em campo alto g - 2.

Na Figura 18a mostra-se o espectro de absorção correspondente.

O espectro é interpretado considerando que a transição

está ocorrendo entre o dubleto de Kramers de menor energia
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( ms • :!: 1/2 ). Como mostra a Figura 19 o ângulo formado entre as

direções de ms·± 1/2 e o eixo Z é o mesmo para H IIZ e Hl Z. A

projeção de S na direção perpendicular a Z é muito maior que ao

longo de Ze isso leva a uma energia de Zeeman maior para a direção

perpendicular .

(a'

II
I,
,,
I,

I
II

'"

(bl

H mef'x. H .(n.

Fi,ura 18. Espectro de RPE tipico da meta Mb (amostra poli cristalina

ou solução congelada):

a) linha continua é a curva teórica e a pontilhada é o

sinal observado experimentalmente mostrando o

alargamento de linha;

b) a derivada da linha de absorção.
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Esta energia maior é formalmente explicitado através do

valor de 8,1 maior que para 8//. Essa também é uma das razões

pela intensidade muito maior para o sinal com 8 l' A outra é

simplesmente o fato que as direções I e y são equivalentes e suas·

contribuições se somam no espectro.

z

Fi.ara 19. Representaçlo vetorial da orientaçlo do eixo de

quantizaçlo do heme (Feher. 1970).

Na Tabela IV mostra-se os valores de D para algumas

hemoproteínas. Com esses valores e considerando a faixa de

frequência de operação dos espectrômetros convencionais de RPE

(Banda X - 0,33 em-I) a única transição possível é realmente para o

dubleto de Kramers de menor energia Ms-:t 1/2 (Am. -:t 1 ).

Nas considerações feitas até agora, E da equação 8 foi

desprezado. Esse termo origina-se devido a uma distorção rômbica do

campo cristalino que circunda o íon. Isso leva a uma quebra de
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simetria no plano do heme fazendo com que as direções I e y não

sejam mais magneticamente equivalentes.

Tabela IV. Valores da Separação de Campo Zero (D) para alguns

derivados da Mb e Hb (Yonetani et a1.. 1970).

Proteína D ( cm-1 )Método

Meta Mb

10.0RPB. Mõssbauer

Ferrimioglobina - Flúor

6.5Susceptometria

Ferrimioglobina - Flúor

6.3Mõssbauer

Ferri Hemoglobina - Flúor

5.0RPB

Ferri Hemoglobina - Flúor

7.0Mõssbauer

Mioglobina - Mn 2+

0.55RPB

Convenientemente. define-se o parimetro À - B1D e a

variação dos valores fisicamente distintos é restrito a À < 1/3. Na

Figura 20 é mostrado a variação do fator 8 efetivo em função do

parimetro À para os três dubletos de Kramers. proposto por Wickman

et alI 1965.

Observa-se na Figura 20 que

a) para E - O • Â - O. a simetria é axial e para o dubleto

de menor energia tem-se as transições em ger -2 (gz - 8 )

e ger - 6 (8x e 8y - g ). como mostrado na Figura 15;

b) para E grande ou seja. Â - 1/3 tem-se para o dubleto

do meio (t 3/2) uma única transição em 8er - 4.3 ( 81 •
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gy e gz) (valores maiores de À há somente inversão

no valor de D):

c) para valores intermediários de Â ( O - 1/3) uma série

de transições pode ser observada.
10

o

10

Ms = ± 1/2

o 0.5 ID
__, ~a ElO

Filara 20. Valores de 8 efetivo em funçlo de 1. E1D(Wictman et
al .• 1965).

Os fatores 8x e 8y são dados pelas seguintes relações

( Watari. 1967 ):

81 - 6 - 24 E
D

8y - 6 + 24 ED

(10)

(11)

Dos fatores g no plano (I •y) (plano do heme). a relação

E/D pode ser calculada dando:

E- -
D
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Assim como E/D < 0.33 f o grau de distorção rômbica, ou

rombicidade, do sistema pode ser definido como (Peisach et a1., 1971 ):

1 Rombicidade - 181 - 81 I , 1001
16

(13)

3.2.2.1.1. Efeito da temperatura no espedl'o de lPE

A fração populacional de spins em cada dubleto de

Kramers em campo magnético zero são mostrados na Figura 21 como

uma função da temperatura para o derivado ferrimiogtobina-flúor.

assumindo simetria tetragonal (axial) (Peisach et aI.. 1971 ). Somente

em temperaturas muito baixa (perto de 1 K) a população de spin

está totalmente no dubleto de Kramers de menor ~nergia. Em

temperaturas muito altas (acima de 150 K ) cada população

assintoticamente aproxima-se de 1/3.

Uma vez que as propriedades magnéticas dos dois dubletos

de Kramers superiores do ferro ( lU ) com alto spin não influenciam a

absorção de RPE. quando estudado em Banda X ( 9 GHz ). pode-se

considerar o estado de menor energia como um sistema de spin

efetivo 1/2. Deve-se contudo haver cuidados pois em temperaturas

comparáveis a separação do campo ligante entre os dubletos de

Kramers. existirá uma dependência da distribuição da população.

baseada na distribuição de Boltzmann. Portanto nem todas moléculas

com alto spin darão origem a absorção de RPE.

Um conhecimento do valor de D permite determinar com

precisão a fração da população no dubleto de Kramer de menor

energia. Em ferrihemoproteínas nas quais D não é conhecido a
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interpretação quantitativa absoluta por RPE só é possível em

temperaturas muito baila.

•
•••
E!
~

•"
•o~•
~
::to
o
'O

o.,o.o••
11.

o 150 100 ISO

Temperatura (GrauI Kelvln)

Fi.ara 21. Distribuiçlo da populaçlo de 19m nos três dubletos de
Iramers para ferrimioglobma-flúor (Peisach et al.• 1971 ).

A população do menor dubleto de Kramer em qualquer

temperatura é dependente da magnitude de separaçio de campo zero.

conforme mostrado para alguns casos na Figura 22.
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100
N2

Temperatura (Grau. Kelvfn)

150

Filura 22.Popu1açlo (racional do menor dubleto de Kramers para

três protelnas com S· 5/2. com os valores de D=10cm-1(Ferri Mb);

5.05cm-1 (Ferri Mb- flíaor) e 0.55 cm-1 (Mn2+ - Mioglobina)

(Peisach et al .• 1971).

3.3.2.2. 'e5+ - S - 1/2

Uma situaçio diferente ocorre para o íon ferro (lU) f

quando ele se encontra sujeito a um campo cristalino intenso porqu~f

nesse caso. o estado de spin é 1/2. Não há separação de campo

magnético zero e o hamiltoniano de spin é dado por

•• - -+

H- ps.g.H

o valor médio de g novamente é próximo do 2.

(14)

Na Figura 23 mostra-se o espectro de RPB típico de

ferrihemoproteinas de spin baao.
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Os desvios acentuados dos fatores g do valor 2,0023, do

elétron livre, são devido a contribuição relevante do momento angular

orbital (Pake & EstIe, 1973) para o momento magnético total

Observa-se também que a simetria em torno do íon Fe ( III) é

rômbica (três valores distintos de g).

tI._
H.Ccnnpo

I I I I I.
5000 7000

Filura 23. o espectro de RPEUpico de ferrihemeprotelnas com spiD bailo ( 1/2):

(a) 11 derivada do espectro de absorçlo

(.) espectro de absorçlo. Alinha pontilhada (, o espeúro te6rico.

supondo componente de largura de linha zero (PooJe. 1983).

Uma boa aproximação para explicar o espectro é dada por

Weissbluth ( 1967). O modelo assume que os três orbitais t2g ( dzy ,

dIZ. dyz ) estão isolados dos orbitais eg ( dz2• dx2_y2) e que os cinco

elétrons de valência estão localizados nesses orbitais t2g. de forma que

a configuração eletrônica a um elétron é (dxy)2 ( dIZ )2 ( dyz ). que
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pode ser, alternativamente, representada como (dyz) ou seja, um

"buraco" positivo em dyZ' Além disso é postulado que esses orbitais

estão sujeitos a campos ligantes assimétricos; em simetria Dzh

( rômbica) a parte não esférica dos campos ligantes pode ser

decomposta numa componente axial 6 (proporcional ao campo ligante

forte ao longo do eÍIo z) e uma componente rômbica, menor I V

(proporcional à diferença no campo ligante forte, ao longo de I e y).

O efeito de ~, geralmente interpretado como um alongamento ou

uma compressão no eilO Z (perpendicular ao plano· do grupo heme),

é separar dI}' de dIZ e dyz; com 6 positivo, dI}' é estabilizado em

relação aos outros orbitais (Figura 24).

Campo oet_drlco + Oiatorçlo + Ola~'o RDlIlblca

Aaial ( ) MeIaI•• ( y· t )

} UdZ : 1:J...,q a,--

Fi,ura 24. Orbitais 3d5 em diferentes condições de campo cristalino.

A componente V é uma distorção no plano. resultante da

não equivalência de dIZ e dyz• e nunca é maior que 2/3 ~ pois.

quando a separação entre os orbitais é igual. um tem rombicidade
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máxima. Além disso, qualquer aumento de V, leva a uma mudança

qualitativa no padrão gráfico, e os eÍlos IY podem ser te-definidos

para manter o eÍIo Z como aquele que está associado rom a maior

distorção, com

V 2---
3 3

o sistema é dito 1001 rômbico.

(1~)

Se o elétron estiver confinado unicamente a dyz. poderia

não haver contribuição orbital ao momento magnético e somente um

valor-g seria observado. Entretanto. há três valores de S distintos. o

que estabelece que o orbital que contém o spin desempareJhado não

está exclusivamente em dyz• como está explícito na Figura 23. mas

numa combinação linear de dyz com dIZ e dyz. Essa mistura de orbitais

é introduzida pela interação spin-órbita. pois os três orbitais estão

relacionados uns com os outros. por rotações das coordenadas I.y e z.

o próximo passo é expressar as funções de onda como

uma combinaçio linear dos três estados disponíveis:

I r> - a I t+ > + ib I1r > + C I t+ >

(16)

em que dyz• dxy e dIZ são representados por ~. 1) e t; Jl • b ~ c são

reais. os sinais + e - representam o spin eletrônico. A formulação da

combinação exata do orbital na equação 16 não é óbvia; é ditada pelo

fato de que os estados são misturados por interaçães spjn-órbita e é

obtida a partir de considerações de simetria, como desaito por

Weissbluth, 1967. Adicionalmente, as relações entre os coefjcientes nas
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duas equações (acima) são governadas pela regra de Kramer

1,-> - i 1,+>.

Taylor ( 1977) propôs uma representação alternativa para

o estado fundamental, levando a uma simplificação ms fórmulas

subsequentes.

(17)

Na presença do campo magnético o termo do operador

Hamiltoniano do qual g é calculado é p ii (Lj + 2 Sj). j -% • Y ou l-
e a separação de energia ao longo do eixo j é àEj - 8j P H. As

expressões resultantes para os valores de g principal em termos dos

coeficientes da função de onda são:

(11)

Essas equações são uma consequência nos sinais de a. b e

c usados na equação 17 e. mais particularmente da escolha que o

produto 81 8y 8z seja positivo quando a-I.
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As relações 18 levam à obtenção das expressões para as

quantidades a, b , c, V e ~.

a •

(19)

e

c •

v--
A

gI

Rz + Ry

+ !l
Rz - gI

(20)

3- -
Â

RI

gz + gy
+ iz

gy - gl

t V---
2 Â

V e 3 são dados em unidades da constante de acoplamento spin­

órbita Â. Assim. tem-se que:

2

Rz + Ry - RI - 2 (a + b + c) (21 )

Utilizando a condição de normalização a2 + b2 + c2 -1,

obtém-se:
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Essa expressão permite calcular qualquer valor de g

conhecendo-se os outros dois, o que é de particular interesse para os

gupos heme porque o menor valor de g (em campo mais alto) é

muitas vezes alargado e somente detectável em temperaturas muito

baila (perto de He líquido) elou em soluções muito concentradas.

3.3. Efeito ·g-stratn·

Os espectros RPB de metaloproteínas são geratmente obtidos

de soluções congeladas. Eles são caracterizados por um grande

alargamento não homogêneo que é sobreposto ao efeito da amostra

policristalína. Este alargamento é atribuido a uma distribuição

randômica de conformações da proteína resultando em um.• distribuiçio,
dos parimetros do hamiltoniano de spin. E amplamente aceito que as

flutuações de conformação são relacionadas a distribuição de estresses

exercidos pela circunvizinhança sobre o sitio ativo e a distribuiçio de

valores de g resultantes tem sido chamado alargamento "g-strain"

(Hearshen et al.• 1982 ).

A magnitUde deste alargamento pode depender do

solvente. No entanto. esse fenômeno é tipico do meio proteico. Quando

um modelo teórico para descrever as propriedades magnéticas do

centro ativo é disponível. uma simulação numérica significativa do

espectro de RPB. baseado nesse modelo deve incluir o efeito de

alargamento de "g-strain". Por outro lado, a quantização desse efeito é

por si mesmo de interesse. porque está relacionado à flexibilidade da
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circunvizinhança do sítio ativo, uma propriedade que pode ser de

significado funcional (More et al., 1987).

3.4. Nitrosil hemoprotelnas

o óxido nitrico (NO), como a molécula de oxigênio (02),

liga-se ao ferro do heme ocupando a 61 posição de coordenação,

ficando o ferro octaedricamente coordenado. Os compostos heme

rerrosos (Pe2• ) com NO são para magnéticos e, ao contrário do caso

em que os ligantes são 02 ou C02I é possivel realizar estudos através

de RPB acompanhando o sinal do próprio NO.

o hamiltoniano de spio para compostos NO- Fe2+ é dado

por:

... - .
H-PSgH+S.A I (23)

além do termo Zeeman ele contém o termo de interaçio hiperfina, que

surge da interaçio entre o spin eletrônico desemparelhado e o spin

nuclear (I ) do átomo de nitrogênio (I - 1 ) do NO. O parimetro A

reflete a extensão dessa interaçio e muitas vezes é expresso em

unidades de campo magnético (Gauss, por exemplo). Isso porque pode

ser obtido diretamente do espectro de RPB, como mostrado na Figura

25.

A absorção de RPB de derivados NO de Fe2+ hemoprotefnas

mostra variações de acordo com o tipo de proteina ([on, 1968 e

1969 ) e de possiveis perturbações na sua estrutura nativa ( [on, 1968 ).

Assim NO, visto com uma molécula "label", tem sido usado como um

"probe" para acompanhar eventos na regilo do heme, com o ferro na

forma 2+ ou seja. na forma da proteína nativa.
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I I
I I

I I

filura 2'. Espectro de RPE t1pico do grupo NO ligado ao ferro

( pentacoordenado ) em hemoproteinas.

Morse & Chan, 1980 estudaram a dependência com a

temperatura do espectro de RPB da nitrosil-miogJobina (Mb NO) em

solução congelada. Duas espécies foram observadas. uma c::omtensor g

rômbic::o(2,080. 1,988, 1.979) chamadas tipo I e uma com tensor I

uial (2,0-fl. 1.983) chamado tipo 11. Os mesmos estudos usando

cristais foram feitos por Bari et al.• 1981 • que observaram em bma

temperatura, um tensor B r~mbico (2,076. 2,002. 1.979) e o tensor

hiperfino A ( I-fN) ( 15 • 17 • 19 Gauss) para o tipo I. O tipo 11 nio

pode ser totalmente descrito.

Para clarificar os parâmetros de RPB e simetria dos

diferentes espectros. modelos teóricos tem sido propostos. e comparaçlo

com modelos de beme tem sido feitos (Trittlevitz et aI., 1975 ;

Doetscbman et aI., 1980; Mun et aI.. 1979 ). Esses esforços permitiram

elplicar por elemplo. a origem do sinal tripleto apresentado pelo
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derivado N-Q na forma desoxi como um estado de pentacoordenação

para a simetria do ferro (Mun et al.• 1979 ). Esse fato foi usado para

seguir a variação conformacional na transição R- T (oli. desoli )

(Louro et aI.. 1979 ).

Com relação à estrutura eletrônica. geralmente os estudos

de RPE estabelecem que os elétrons desemparelhados estão fortemente

ligados ao átomo metálico. com uma deslocalização relativamente menor

com relação à porfirina e à histidina. Entretanto. para os derivados NO

e O2 existem várias estruturas alternativas. algumas das quais

consideram uma ampla deslocalização em direção aos ligantes.

Existem vários modelos propostos [Modelo Jt- ( NO ) ­

Trittelvitz et aI.. 1975; Modelo Jt- ( dyz ) - Dickinson & Symons. 1983 ;

modelo de Doetschman - Doetschman et ai.• 1980 J. contudo há certos

aspectos dos resultados que fortalecem a proposição de que o modelo

0* (Mun et ai.• 1979) seja o mais correto. A razão para esta

proliferação de modelos é o rato que os resultados de RPE são

complelos. especialmente quando as direções dos vários componentes

tensoriais sio levados em conta.

No modelo 0-. Mun e colaboradores estudaram as

distribuições eletrônicas em oito diferentes formas estruturais com o

intuito de explicar as mudanças na interação hiperfina do lotN•

observadas com a transição da estrutura R à T da nitrosilhemoglobina.

Essa transição é provocada pelo inositolhexafosfato (IHP) ou pela

variação do pH.

Quatro das oito formas estudadas (Tabela V) consideram

o N prox. do imidazol proximal. protonado e desprotonado. com as

estruturas do grupo Fe-N-O. linear e em dobra (Figura 26). Duas
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outras formas possuem a estrutura Fe-N-Q linear e a distância Fe­

Imidazol aumentada em 0.5 e 1.0 A.

Osoutros dois sistemas são pentacoordenados. com a ligação

Fe-N-O em dobra e linear.

Tabela V. Os três sistemas propostos para estudar as diferentes

formas estruturais de nitrosiJhemoproteínas.

Pe - N - O Diferença

linear

N prOI : protonado

dobra

desprotonado
10 sistema

linear desprotonado

dobra

protonado

linear

Fe - 1m+ 0.5 A20 sistemalinear
Pe - 1m+ 1,0 A

linear

pentacoordenado30 sistemadobra
pentacoordenado

Os estudos mostraram que os arranjos dos níveis de

energia nio diferem significativamente de uma estrutura para outra e

que o elétron desempareJhado sempre ocupa um orbital anti-ligante

dz2 I com pequena desJocalizaçio para o orbital N ( a) do Nt e uma

grande deslocalizaçio para o orbital NO( a , Jt) (Figura 27).
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Fi,ara 26.Modelo usado para calcular a funçlo de onda eletrônica

do sistema nitrosil hemoprotelna.

z
I o1/

N

---
-

----I------y-- --

Figura 27. Estrutura eletrônica mais satisratória em termos dos partmetros de RPE.
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o primeiro sistema, da Tabela V, poderia explicar a

existência de um padrão hiperfino com nove linhas deCll'rentes da

interação hiperfina do t 4N do grupo NO e o átomo Nt tio imidazol

prolima1.

Para o segundo sistema, um aumento do comprimento da

ligação Pe-Imidazol produz uma sensível diminuição na interação

hiperfina do 14Nt, indicando que um aumento maior que 1,0 A

poderia gerar um padrão hiperfino com três linhas. semelhante ao

encontrado para o sistema pentacoordenado, ou seja, o teradro sistema

(Tabela V ).

3.3.5. Efeitos da Probabilidade de Transiçio e Temperatura

nas Absorções de RPE

A comparação das áreas das curvas de abson;6es de RPB

entre sistemas diferentes só é possível quando se conhece a

.probabilidade de transiçto de cada um deles.

De acordo com Aasa & Vanngard. 1975 a probabilidade de

transição é obtida da relação:

[( 2 2 2)]X
B~ _.! Bx + gy + gz . + J..3 3 3

Assim, tem-se:
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IV

gx
gy8z8p

meta Mb (ou Hb )

5.915,912,04,84

hemicromo H

1,642,272,852,28

hemicromo P

1,912.272,452,22

Anda - Mb

1,732.212.792.27

Nitrosll - Mb

2,012,12,092,04

Portanto a área da absorção da meta Mb (ou Hb) deve
••

ser dividida por 8p - 4.84. a do hemicromo H por 2.28 e assim por

diante. para se obter o número de spins da amostra.

Contudo. no caso da meta Mb (ou Hb) a temperatura da

amostra influencia na distribuição da população dos três dubletos de

Kramers alterando a intensidade do sinal. que se origina (nesse caso)

somente do dubleto de menor energia (Ms - t 1/2) (ver 3.2.1.2). Na

Figura 22 mostra-se tal dependência e obtém-se que para a

temperatura de 113 [ (-160OC) (temperatura das medidas de RPE

desse trabalho) somente 451 da população de spin está no dubleto de

menor energia. Dessa forma a área da curva de absorção da meta Mb

(ou Hb). deve ser multiplicada por um fator 2.2 ( 100/45 ).

Portanto o fator final a ser levado em oonta no cálculo da

área da meta Mb (ou Hb) é:

Area final - Area exp. [ 1-.2.2] _ Area exp. [ 2.2 ] _ Area exp.g: 4~4 22

ou seja. o valor numérioo obtido da integração da curva experimental

de RPE deverá ser dividido por 2.2.
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Ao finaJ das considerações feitas, conclui-se que nas

condições das medidas de RPB (T - -160OC) pode-se comparar

diretamente os valores das áreas obtidas dos diferentes sistemas

estudados.
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Capítulo Ir

M.teri6.is e Métodos

4.1. Preparação de Meta Hb

Um volu'me de 20 ml de sangue humano foi inicialmente

centrifugado a 3500 rpm por dez minutos à T - 4OC.Bssa operaçio

separa as hemácias, que se sedimentam, do plasma e estroma.

As hemácias sedimentadas foram lavadas três vezes com

uma solução de cloreto de sódio (0,91), tamponada pH - 7,4 ,

eliminando os glóbulos brancos e gorduras.

Em seguida as hemácias foram redissolvidas em uma

soluçlo salina a um hematócrito de 50S, isto é volume/volume. Essa

suspensio Coi centrifugada a 15000 rpm por trinta minutos, obtendo-se

a Hb como sobrenadante e as membranas precipitadas.

As operações descritas Coram Ceitas utiliZando a

centrifugadora Sorval RC-5B.

A concentracio da amostra (2.5 mM ) Coi obtida a partir

de medida de absorção eletrônica, que de acordo com a lei de Beer­

Lambert (Cantor & Schimmel, 1980, VI.11):

A- C.~.l

onde

A - absorbincia (nesse caso em 540 nm )

C - concentração ( a ser determinada)

t - coeficiente de extinção
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1 - caminho óptico

o valor do coeficiente de extinção a 540 nm é

55.2 t Imotcm e foi obtido da literatura (Antonini & Brunori. 1971 ).

O caminho óptico de 1 cm corresponde a espessura da cubeta contendo

a solução.

A oxidação de oxiHb para meta Hb foi obtida adicionando­

se ferricianeto de potássio (1{3 Fe (CN), I em quantidade molar

superior (sete vezes) a solução de oxi Hb. Imediatamente após a

adição houve uma mudança de coloração da solução, de vermelho

( oxi Hb) para marrom (meta Hb). Em seguida, a solução de meta Hb

foi passada em coluna de sephadex para retirar o excesso de

ferricianeto.

A Jiofilizaçlo da amostra foi feito em um liofllizador

construido no laboratório de Biofisica. O tempo de liofilizaclo para cada

10 ml de soluçto foi de aproximadamente seis horas.

Utilizando o procedimento descrito preparou-se também

meta Hb bovina. para medidas comparativas.

4.2. Variaçlo da hidrataçlo das amostras lioflllzadas

Utilizou-se metamioglobinas equina e de baleia e meta Hb

bovina liofilizadas obtidas da Sigma Co., além da meta Hb humana

preparada conforme descrito no item anterior.

Amostras com 15 a 20 mg das proteínas eram depositadas

em recipientes de papel alumínio. Em seguida, eram colocadas em um

dessecador, contendo pentóxido de fósforo (P2 05), no qual era feito
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vácuo. Com este procedimento retirava-se. em média. 101 de água em

peso das amostras liofilizadas.

Os diferentes graus de hidratação foram obtidos expondo

as proteínas a conhecidas pressão de vapor obtidas de diferentes

soluções salinas saturadas (Schneider & Schneider, 1972). Otempo de

quatro dias mostrou-se adequado para obtenção do estado de equilíbrio.

Ao final dos quatro dias determinava-se por método

gravimétriro (Balança Kerr, sensibilidade de décimo de miligrama) a

massa de água absorvida pela proteína.

Depois as amostras eram introduzidas em tubos de quartzo

para serem submetidas as medidas de RPB.

A eficiência da secagem do procedimento desaito

anteriormente Coi comparado com o método tradicional (Brausse et at.

1968) de secar em estufa a T - 10SOCpor 24 horas. Os resultados

obtiveram ótima concordância.

o procedimento tradicional não poderia ser utilizado pois a

temperatura de 10SOCocorre a desnaturaçio da proteina. tornando-se

insolúvel em água. conforme verificado.

4.3.. Preparação de Rltrosll-Mb

A preparação do gás NO foi feito através da reação do

ácido nítrico 301 com cobre metálico. O gás é borbulhado em uma

solução de água para eliminar o gás N<>2. geralmente formado também.

e então armazenado em um recipiente de vidro.
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o NO foi introduzido diretamente nos tubos de quartzo

contendo as amostras de meta Mb liofili!ada com o grau de hidratacão

desejado. Antes da adição do gá NO retirou-se o ar existente no tubo

de quart!o. O tempo de reaeão e~perado foi de quatro h&ra9.

4.4. Adição de ·spin-trap· a metamiogtobina

Utilizou-se o "spin-trap" N-terc-butil alfa f~nil nitrona,

obtido da Aldrich Chemical Co. Esse composto tem peso molecular

177.25 g e a seguinte fórmula estrutural:

H /CHaI .•.
C=N-C-CHa

b- "CHa

Quando o "spin-trap" capta um radical livre ele se torna

um radical livre estável (Janzen. 1980). O elétron desemparelhado fica

sobre o grupo NO e pode ser detectado por RPB. A estrutura torna-se:

H /CHaI •
C-N-C •....CH
I I " a
R O CHs

onde R é o radical capturado e • representa o elétron desemparelhado.

A adi~o de spin-trap foi feita a uma solução de meta Mb

equina 1.35 mM e dissolveu-se muito lentamente sendo que ao final
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de doze horas toda reação havia se completado. Em seguida a amostra

foi liofilizada.

4.5. Medidas de RPE

As medidas foram realizadas utilizando um espectrômetro

Varian B-I09, "Century Line", equipado com uma cavidade Varian

"multi-purpose". Osistema opera em Banda X ( 9 GHz) com 100 kHz de

frequência de modulação. Para as medidas a temperatura de -160OC

utilizou-se o controlador de temperatura B-257 da Varian.

A potência de microonda utilizada geralmente Coi de 10

mW. A amplitude de modulaÇio Coi 8 Gauss para medir o sinal do íon

Pe3+, 2 gauss para um radical livre presente nas hemoproteínas

lioCilizadase 2,5 Gauss para o sinal do NO.

Fietuou-se medidas a temperatura abab:o de N2 líquido

(até 8 K) utilizando o equipamento Varian B-9 com sistema Helitran

da Air Products do Centro Brasileiro de Pesquisas Físicas (CBPP), Rio

de Janeiro.

4.6. Medidas de Absorção Eletrônica

Utilizou-se os espectroCotômetros Shimadzu UV-180 e

Beckman DK-2 para as medidas de absorção eletrônica das proteinas.

Essas medidas Coram feitas. geralmente, para obtenção da concentração

das amostras, conforme descrito no item 1 desse capitulo.
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4.7. Medidas de Temperatura

A temperatura Coi medida com um termopar eobre­

'°03\10\101 "OlQQI~Oprólimo 1 ImOI\r11 ; QU; ;I~ ,gn"tI~o a VII

termômetro digital Fluke 2100 A.

I
4.8. Cálculo da Area das Unhas de RPE

Uma vez que o espectro de RPB normalmente é a primeira

derivada da curva de absorção há necessidade de ser feita uma

integral dupla deste para se obter a área da curva de absorçio. Essa

área será proporcional ao número de spins da amostra.

Os espectros de RPE primeiramente são digita1izados

utili7-ando um equipamento automático acoplado ao computador PDP lI,

que é composto de sensor/emissor de luz infravermelho que detecta a

linha das curvas de RPE. Isso possibilita a construção de uma tabela

x/y dos pontos digitalizados. As leituras são feitas a cada 0,9 mm

aproximadamente e para os 400 mm de comprimento do espectro

obtém -se em torno de 440 pontos.

A partir da elaboração de um programa pars computador

em linguagem FORTRAN(apêndice I) o valor numérico da integral

dupla do espectro de RPE pode ser obtida. Foiincluído nesse programa

a possibilidade da correção da linha de base do espectro, quando

necessário.
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o programa foi elaborado para calcular a área utilizando a

fórmula trapezoidal. Na Figura 28 mostra-se uma curva típica de RPB

com os trapélio5 de largura unitária indicados.

-
'i.Ic

Ca""o
MGgnltlco

Filara 21. Espectro Upico de RPEmostrando os trapézios de largura unit4ria.

Na fase final das medidas, com os derivados nitrosil-Mb.

azida - Mb e em alguns testes para meta Mb utilizou-se o sistema de

aquisição, digitalizaçio e análise de dados desenvolvido por Thomaz.

1987 e que foi acoplado diretamente ao espectrômetro de RPE

possibilitando, dentre outras tarefas, os cálculos da integral dupla do

espectro de RPE.
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Capítulo Y

lelu/lldol

5.1. Metamiogloblna

Efetuou-se medidas utilizando meta Mb equina e de baleia,

obtidas da Sigma Co.

~.1.1. Medidas a T. -1601(

Os espectros de RPE de algumas das amostras. medidos a

T - -160OC, em diferentes graus de hidrataçáo são mostradas nas

Figuras 29 e 30.

A origem das linhas são. em campo bailo: - ( R - 6 ).

devido ao íon ferro (III). estado de spin 512 em um sítio com

simetria uial. componente perpendicular ( Bennet, et al.,1955); - ( g - 4,3).

devido ao ion ferro (lU), estado de spin 512, porém em um sitio

com simetria rõmbica, razão BID - 0,33 «((otani & Morimoto., 1967). Em

campo alto: - ( R - 2 ) ( RI - 2.8; R2 - 2.3; R3 - 1,6 - nlo resolvido) )

devido ao íon ferro (I I1), estado de spin 1/2, em um sitio com

simetria rõmbica (este complexo é chamado hemicromo H (lachmilewitz.

1974 ) onde o sexto ligante é atribuído ser o átomo de JÚtrogênio da

histidina distal B7 J; - ( g - 2.01 ) (linha fina do espedro - AlI - 10

Gauss) devido a um radical livre criado no processo de desidratação.

As principais observações foram:

a) a largura de linha em g - 6 decresceu monotonicamente

com o aumento do grau de hidrataçlo até um valor de 0,20 g H201 g Mb
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(20~ em peso) (MIseca = 170 Gauss (equina), 1SO Gauss (baleia):

AH20% - 90 Gauss (ambas) e praticamente não mostra variação para

valores de hidratacão superiores [tJIsoJuçlo" 85 - 90 Gauss J. Na Figura

31 são mostrados os espectros na região em g - 6 para diferentes

graus de hidratação. Nos gráficos das Figuras 32 e 33 mostram-se as

variações de õH observadas:

b) A área da linha com g - 6 (proporcional ao número de

spins), obtida a partir da integral dupla do espectro de RPE, é

mostrada na Figura 34. Essa mostrou-se praticamente constante em

valores de hidratação inferiores a 201 em peso, e aumenta

consideravelmente em valores superiores a tal hidratação. O resultado

para meta Mb equina é semelhante;

c) As linhas com g - 2, devido ao hemicromo H foram

observadas nas amostras com hidratação entre O e 501. Na Figura 3S

é apresentado o cálculo para a meta Mb de baleia. Apesar da

flutuação razoável a curva indica o decréscimo da área com o aumento

do grau de hidratação. Na Figura 36 mostra-se o espectro de absorção

(obtido da tela do osciloscópio do espectrõmetro de RPE e gerado pelo

sistema desenvolvido por Thomaz, 1987) para duas amostras em

diferentes graus de hidratação. E evidente uma quantidade maior de

hemicromo na amostra mais desidratada;

d) A área total das linhas de absorções ( g - 6 e hemicromo)

mostraram o comportamento ditado pela linha com g - 6 (as flutuações

em baÍIa hidratação são devido ao hemicromo). Essa curva mostrada

na Figura 37 para meta Mb de baleia, e indica um aumento real

considerável do número de centros para magnéticos detectados por RPE

acima de 201 de hidratação;
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I Ho=2,1 J(G I\) =9,13eGHz IAmpl. Mod=8G
àH=4,OKG r=-160·C P=IOmW

~
200 Gauee

Ma = e,7mgr

G= 1,6x 101

GrHeO

grMb

18,0
(SoluçDo)

Me·6,Omgr

G= 3,2x 101

Me = 13,2 mgr

G= 1,2exlOl

Ma=14,7mgr

G= 2x 101

Ma=11,3mgr

G= 2Jt 103
g= 2,3I g= 2,01I

0,47

0,23

0,10

0,05

Figura 29. Espectros de RPE (T = -160OC) , da meta Mb de baleia em

diferentes graus de hidratação.
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Ho= 2,1 KG

•• : 9,136 GHz

200 G
~

3
Ganho: 1,6x 10

M. :6,1 mgr

Ganho- 2 x 103

M.: 6,3 mgr

GanFlo- 2,5 x 10'

M.- 6,1 mgr

Ganho: 6,3 x 10'

MI= 6,0 mgr

Ganho - 8,0 x 103

M.-6,rmgr

grH20

grMb

18,0
Soluçao

0.28

0.22

0.14

0,03

Figura 30. Espectros de RPE (T· -160OC),da meta Mb equina em

diferentes graus de hidrataçio.
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Ficura 31. Espectros de RPE (T '"-160OC>. da meta Mb em diferentes

graus de hidratação, na região de campo baixo.
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160

Meta Mb baleia

130l
••• •

- ~~;:)
I

•c (!)
•- •

~ I
•••

<J

•••100;
••• ••••

70

•
• ••••

•
Soluç«to

0,09 0,18 0,27 0,36 0,45 grH20

grMb

figura 32. Gráfico da variação de AH. em função do grau de

hidratação, para a meta Mb de baleia.
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•:I:
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160-1 •
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•
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Meta Mb equina
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70
O 0,09

•

0,18

• • •••••

0.27

• •

0,36 0,45

•
Soluçllo

grHeO

grMb

Figura 33. Gráfico da variação de 6HJ em função do grau de

hidratação, para a meta Mb equina.
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I Meto Mb boioio

••
•- I

•
«

•
::>

50- I ••<D ~Ol•...•

o
CD,~« I •

•
• 25"

•••
• •

o
0.09 0.18 0.21 0.36

Filura 34. Gráfico da área de sinal com g - 6 em função do grau de

hidratação. para a meta Mb de baleia.
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Mito Mb bollio

•
•

-

c
Q)
L.

'c:t 10

•
• .. ~

•• •
• •

•

Ficara 3~.Gráfico da área dos sinais com 1- 2 em função da

hidratação, para a meta Mb de baleia.

o
0.09 0.18 0.27 0.36

Figura 36. Espectros de absorção de
RPE da meta Mb de baleia:

a) 0,031 H20/1 Mb

b) 0,24g H20/g Mb.
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Meta Mb baleia

•• • •. I
<t

fiO
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I
•

-
o
-ot-
o

CD~ T • ••
'c{ ••

I 30

O
0,09 0,18 0,27 0,36 0.45

grHeO

grMb

Figura 37. Gráfico da área total das absorções de RPE em função do

grau de hidratação para a meta Mb de baleia.

85



e) A área da linha de absorção com g ...4.3 (obtida a

partir da aproximação I. AH~- Poole & Parach, 1972) é pequena (em

torno de 11 do totill observildo por RPH). Nil figufil 38 moslril-se il

curva rorrespondente, para a meta Mb de baleia, onde é evidente que

em hidratação superior a 0,20 g H20/g Mb a área assume valores mais

reduzidos. Na Figura 39 mostra-se o espectro de uma amostra de

Mêta Mb !(tulha seca na estufa (T ... I05OC, t ...24 horas) onde o sinal

de g ...4,3 tornou-se mais intenso;

t) Na Figura 40 mostra-se como a intensidade da linha de

absorção

doradica!livre (g ...2,01 ) diminuiu com o aumento do

grau

dehidratação para a meta Mb baleia. Nota-se que acima de

0,45 g H20/g Mb o sinal não foi mais observado. O mesmo

comportamento foi mostrado pela meta Mb equina;

g) Amostras liofilizadas de meta Mb equina foram

redissolvidas em água e para uma das alíquotas alterou-se o pH para

9.8, mantendo outra aliquota em pH -7,3. Bm seguida foram passadas

em colunas de sephadex e novamente liofilizadas. Os espectros

correspondentes são mostrados na Figura 41. As linhas com g - 2,56,

g ...2,18 e g .• 1.84, na amostra obtida da solução com pH ""9,8, são

devido ao derivado hidroxi-Mb (Rachmilewitz, 1974). Observa-se

também nas duas amostras a presença do radical livre g - 2,01.
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"N I Meta Mb de baleia
% tJN

o
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'" u.aEj(o••A. Ic( •
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••

ci.
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O
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Figura 38. Variação do sinal com g = -f,3 em função do grau de

hidratação para a meta Mb de baleia obtida pela aproximaçlo I .4H2.
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(a)

(b)

/ g- 4.3

/, ••• 3

1_400 G~

Ganho

1.25 x 10'

/gIl2.01
2.5 x 10'

Figura 39. Espectros de RPE( T = -160OC) de amostras secas em uma

estufa a T = 1050C por 24 horas:

a) meta Mb equina
b) meta Hb bovina
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•
•
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•<i.
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•
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•

0,18

•
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Filvra 40. Gráfico da Intensidade do sina! do radica! (g = 2,01) em

função da hidrataçlo, na metaMb de baleia.
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Meta Mb.qulna lIoflllzada

pH1:9.8

gl: 1.84
g •••6

Fi,ura .f •. Espectros de RPE( T = -160OC) da meta Mb equina Jiofilizada

obtida a partir de soluçõescom os seguintes pHs:
a) pH=9,8

b) pH =7,3
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As linhas de absorções de RPE do derivado meta Mb (ou

IIb), devido ao lon terro {I I I}, estado de spin 5/2, se estende da

re~ião de campo ma~nético de 1100 Gauss (g - 6 ) a 3200 Gauss

(g '"2 ) ( em Banda X) e vai se sobrepor as linhas do hemicromo

( g - 2 ). A contribuição para a área total da linha com S - 512 é

muito maior na região de g - 6, devido ao fato de representar 2/3

da ~o~ulaeão detectável (direcÕeg I e y) e Hlmbém pe19 probabilid9de

de transição ser maior (proporcional a g2). que g - 2. O valor

esperado é dezoito vezes maior ((6/2)2 x 2] (Feher. 1970). Com

base nesses dados um cálculo da área total devido a S - 5/2

envolvendo somente a região em torno do sinal com g - 6 é uma boa

aproximação.

Assim. utilizou-se uma "varredura" de campo magnético de

1 (( Gauss (de 700 a 1700 Gauss) para o cálculo da área para S - 512.

Para o cálculo do hemicromo observou-se a absorção de 1700 Gauss a

3700 Gauss.

Para comprovar experimentalmente esse resultado tomou-se

uma solução de meta Mb de baleia e mediu-se a área total de

absorção. devido ao estado de spin 512 (puro nesse caso). utilizando

varreduras crescentes de campo magnético. Em seguida adicionou-se

azida sódica (Na N3) a essa solução de meta Mb coordenando a azida

( N3-) ao ferro (IlI). Isso gera um complexo baixo spin para o ferro

(Figura 42 ).

As áreas das curvas de RPE foram obtidas com o sistema

desenvolvido por Thomaz. 1987. Da comparação das áreas obteve-se:

Area (Azida - Mb - S = 1/2 ) = Area [ meta Mb - S = 5/2 / varredura 100 - -fl00 Gauss )
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Area (meia Mb - S •.5/21 varredutâ 100 - ~IOOG4UM ) ••

•. 3. Area ( meta Mb - S •.5/2 1 varredura - 700- 1700Gauss )

Ganho

(a)

(b)

1.6x 10'

IIz li 2.79/
2.5 x 10'

Filura 42. Espectros de RPE:

a) so1uçlo de meta Mb (T ••-160OC)

b) mesma so1uçlo de a) depois da adiçlo de azida sódica.

A explicação para esse fator elevado (3) é devido

principalmente ao procedimento com a correção de linha de base no

cálculo efetuado e de possíveis sinais "back-ground" da cavidade

ressonante na região, com g - 2. Na Figura 43 observa-se o espectro

de absorção do sinal, g - 6 utilizando a varredura 700 - 1700 G (obtido
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da tela do osciloscópio do espectrômetro de RPE e que foj gerado pelo

RiRtemadesenvolvido por Thomaz, 1987) int@s e depois da correção da

linha de base. Observa-se que parte da própria área de absorção é

subtraída na correção de linha de base.

5.1.2. Medidas com ·spin-trap·

Na tentativa de identificação do radical livre formado no

processo de desidratação das proteína~ utilizou-3e o método de "Bpin­

trap", conforme descrito em 4.4.

Na Figura 44 mostra-se o espectro de meta Mb equina

com spin-trap: amostra liofilizada e depois de liofilizada e dissolvida

em água. Em ambas observa-se o sinal típico do radical NO nas

diferentes condições (amostra policristalina e solução).

5.1.3. Medidas a temperaturas abailo de N2 liquido

Na Figura 45 mostra-se o espectro de uma amostra de

meta Mb de baleia com 6,41 H20, obtido a T - 81(. No gráfico da

Figura 46 é apresentado a variação da largura de linha com g - 6

( AliI ) em função da temperatura da medida, para amostras em

diferentes graus de hidratação.
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a

b

'lIUB .(!. ~ped.ros de
absorçlo de RPE da meta Mb
de baleia, obtido da teia do
osciloscópio do espectrõmetro:
a) antes correçlo linha base
L) depoIs correçlo Hnha base.

a

b

106t-----l

6- 2 x 104

Figura 44. Espectros de RPE da meta Mb equina com "spin-trap" mostrando:

a) espectro do "spin-trap" na meta Mb equina liofilizada. medido a T = -160OC

b) espectro da mesma amostra que a) dissolvido em água e medido a T = 25OC.
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lOO (j
J-----i

x 10

/G:2,() -

Fisura 45. Espectro de RPE da meta Mb de baleia com 0,06 g H20/g Mb

medido a T =81'-

5.2. Meta Hemogtobina

Efetuou-se medidas utilizando meta Hb bovina obtida da

Sigma e meta Hb humana. preparada conforme descrito nÓ Capitulo IV.

item 1. Os espectros foram obtidos a T - -160OC. e nas figuras 47 e

48 são mostrados alguns deles em diferentes graus de hidratação.
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Meta Mb baleia
I~O

•
6IOO~ •

O• I 6+::11 ::11., O
C!) I •

+
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• 6.4% HIO
50~

6 â 8.15% HIO
~. O 2O.8Y. HIO

~

+ 28.5 % H10

o· , I I I ••.
30 60 90 120 T (K)

Figura 46. Gráfico da largura de linha (AHJ ) para amostras em

diferentes graus de hidratação em função da temperatura da medida,

para a meta Mb de baleia.
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M,= 11.1mor
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18.0
(So'uçao)

0.46

0.40

0.20

•

0.09

Filura 47. Espectros de RPE (T· -160OC) .da meta Hb humana em

diferentes graus de hidrat&çlo.
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IHo= 2100G I v =9,138GHz I Ampl. Mod.=8G

âH=4KG T=-160°C P=IOmW

Fi,ura 48. Espectros de RPE (T· -160OC) •da meta Hb bovina em

diferentes graus de hidrataçlo.
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g. 2,3

0,05

g= 2,01
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As linhas de absorções com g - 6, g - 4,3 , g - 2 (gJ" 2,8 e

82 ••2.3 ) e 8" 2.01 (linha bem fina) observadas na meta Hb bovina

têm as mesmas origens que as observadas nas meta Mb. e descritas

anteriormente. As linhas com 8" 2.54 . g ••2.18 e g •• 1.85 observadas

em bidratação acima de 101 e em solução ~ão devidl1i, ao derivado

hidroxi Hb ( Rachmilewitz• 1974 ).

Para a meta Hb humana observou-se as linhas com ç - 6 ;

K= 1.3 e K= ~Iae adi,ionilmen'e um ,onjun,o de linhal '011I valorol

de g ••2.45; g ••2.27 e g •• 1.91. Esse conjunto adicional de linhas é

proposto na literatura (Rachmilewitz. 1974) como sendo Q hemicromo

P e surge devido a coordenação de um átomo de en%ofre na SI

coordenação do ferro e de uma base nitrogenada na ~a coordenação.

conforme descrito no Capítulo I item 1.6.

o átomo enxofre que se coordena na SI coordenação do

ferro poderia ser da cisteína da posição 93 das cadeias' da Hb (na

posição 92 está a histidina proximal que se coordena. oormalmente. ao

ferro e que nesse caso seria deslacada). A base nitrogenada da 6.
coordenação deve ser a histidina distal E7.

Para verificar essa possibilidade os átomos de enxofre das

cadeias p, posição 93 (P93) foram bloqueados com o marcador N - etil

maleimida (NEM) (Perussi. 1987) em uma solução de meta Hb

humana obtida a partir de uma amostra liofilizada dissolvida em água.

Na Figura 49 mostra-se o espectro correspondente da amostra liofilizada

a partir dessa solução de meta Hb com NEM, onde não se observa

mais o hemicromo P.
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(a)

m. I: 6.8 mgr

Ganho

(b)
m.= IOmgr

Ig. 2.82

Figura .9. Espectros de RPE (T· -160OC) da meta Hb humana

a) amostra liofilizada ( normal )

b) amostra liofilizada a partir de uma soluçlo na qual
adicionou-se N-etil-maleimida (NEM)
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Testes utilizando meta Hb humana e meta Hb equina

obtidas pela Sigma Co. mostraram a presença do hemicromo p. como

pode ser visto nos espectros da Figura 50. Preparou-se também

meta Hb bovina segundo procedimento descrito em 4.1 e observou-se

as linhas do hemicromo P ( Figura 50 ).

As observações dos parâmetros de RPB em runçio da

hidrataçio indicaram:

a) a largura de linha de g - 6 não mostrou um. correlação

monotônica com o grau de hidratação como no caso das mioglobinas.

Contudo observou-se que para a amostra seca (AI{ - 2~0 Gauss) a

largura de linha é maior que em soluçio (AI{ - 150 Gauss). Na Figura

51 mostra-se as medidas para a meta Hb humana. O resultado para a

meta Hb bovina é semelhante.

b) A área da linha de g - 6 para a meta Hb humana é

mostrada na Figura 52. Observa-se que em hidrataçie superior a

0.40 g 82<)/g Hb há um aumento significativo dessa área. Para a meta

Hb bovina obteve-se o mesmo comportamento conforme mostrado na

Figura 53. No caso da Hb bovina o cálculo da área foi obtido

utilizando a aproximação I. Al{2 (Poole & Parach. 1972).

c) A área das linhas com g - 2. devido aos hemicromos P

e H. são mostradas na Figura 54 para a meta Hb humana. Observa-se

o decréscimo da área com o aumento da hidratàçio. Em solução a

absorçio com g - 2 é devido ao derivado bidroxi. conforme mostrado

na Figura 41.
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(11 )

Ganho

(b)-
4x 10'

(c) gs 2.27I
g= 1.91

10·

Fiaura '0. Espectros de RPE(T •.-160OC):
a) meta.Hb human.a liofilizada (Sigma)
b) meta.Hb equina (Sigma)
c) meta.Hb bovina ( preparada no Laboratório de Bioflsica).
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Meta Hb humana

grHeO

grHb

0,450,360.270,180,09
1001 I I I I J ••

O

figura '1. Gráfico da variaçlo de AHJ em funçao do grau de

hidrataçlo para a meta Hb humana.
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Meta Hb humana •
Soluçao

•

4
::)

20-
fD
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•,"4
10

I • ••
•

•
•

I I
O 0,090,18

•

0,21 0,36

•

0,45 grHtO
grHb

Filara ~2. Variação da área do sina! com g - 6 em função do grau

de hidrataçlo para a meta Hb humana.
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Figura '3. Variação da área dosinal com g - 6 em função da

hidra.taçlo para a meta Hb bovina. Obtida pela aproximaçlo I. 6H2.
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Meta Hb humana

30

I •
• ••

•
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•
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~ao I •• •.•..C

•
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••
I

SolupBo
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0,09 0,18 0,27 0,36 0,45 grHzO

grHb

Figura '4. Variaçlo da área das linhas com g-Z(hemicromos H e P)

em funçiO da hidrataçlo para a meta Hb humana. Em soluçlo a área
com g -Z é devido ao derivado hidroxi-Hb.
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d) A soma das áreas de g - 6 e hemicromos, mostrada

na Figura 55, indica que há um aumento real no número de centros

para magnéticos em hidratação superior a 0,40 g H20/g Iib.

e) A variação da área da linha de absorção com g - 4,3

para meta Hb humana mostrada na Figura 56, foi obtida pela

l~rôliMleiô I. AH1, ê iftdiel UM MÁliMô êM tôrftô dê 0.1~ R H20/R Hb.

O valor dessa área é uma fração muito pequena dentro da área total

observada por RPE (em torno de 11 do total). O valor máximo

observado na Hb é superior ao encontrado para .as mioglobinas.

Quando a amostra de meta Hb bovina (Sigma) foi seca na estufa,

obteve-se o resultado mostrado na Figura 39.

n A variação da intensidade do sinal do radü:al livre, com

g - 2,0I, criado no processo de desidratação da meta Hb bovina (Figura

57), tem um comportamento semelhante na meta Hb bovina Sigma em

comparação aquele visto nas mioglobinas. Na meta Hb humana o

radical só foi detectado em hidratação inferior a 101 de água (Figura

47 ).
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Mlta Hb humana

•

4: 40
::)
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30J
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•
201 •• I • I a.-

O 0.09 0,18 0.27 0,36 0.45 grHeO
g;:m;-

Figura ~~. Variaçlo da área total (g - 6 + hemicromos) em funçlo

do grau de hidrataçlo para a meta Hb humana.
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r,i,tq Hb humana
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%<Itil
o
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Figura 56. Variação da área do sinal com g = <f,3 em fun-çlo da

hidrataçio para a meta Hb humana. Obtida peja aproximação IAH2.
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Meta Hb bovrna
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Figura 57. Variação da intensidade do sinaJ do radicaJ livre (g = 2,01)

em função da hidratação para a meta Hb bovina.
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5.3. CálcUlos a, b, c, V IA I 6/A, V 16 para os hemlcromos

Os diferentes valores de g obtidos para os hemicromos nas

diferentes proteínas e condições foram:

Proteína
8%SyII

solução meta Mb equina pH •. 9,8

2,572.18Lâ4

lIlylR M~ ~~tyj~ (tiofllizada - ~I H10 }

~,61~,~7nlo ident.

meta Hb bovina (liofilizada - 501 H20 )

2,562,111,82

meta Hb humana (liofilizada - <401 H20 )

2.452,271,91

A partir da expressão 22 do Capítulo 111 obtev~-se o valor

de gx - 1,64 para o hemicromo H da meta Mb de baleia, equina e

meta Hb bovina (Sigma).

Os valores obtidos para os coeficientes (a, b , c) das

funções de onda da expressão 17 , Capitulo 111. para separação tetragonal

(1JIA ). rõmbica ( VIA) e grau de rombicidade (V 11J) (definidos no

Capítulo 111, item 3.3.2.2.) para os diferentes hemicromos são dados a

seguir.
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N

Be-micromo ProtefaaabcV/A6.11.VI6

'bidroxi" *

meta Mb equina (soluç!o pH • 9..8 )0..9850..0810..0693..41602().•5'7.•

H (bi-histidina)
meta Mb baleia .. equina e meta Hb bovina0..9660..2230..1202..263..6 5()..6~

( 1iotillzada - ~O:l HaO)
'bidroxi" *

meta Hb boVina (1iotilizada - >50:1H fJ )0..9780..0940..()623..247..4 8<-..43

P

meta Hb b,nmana (1iotilizada -( 50:1 H aO)0..9960..1140..()764..594..&7()..94

*
e. riaor esse complexo nlo é um.hemicrom.o. pois o 62 Uaan- (OR ) 6 -exéceno a protei.na.



5.4. Nltrosll - Mb

Na Figura 58 mostra-se espectros de meta Mb de baleia,

em diferentes graus de hidratação, antes e depois da adição do gás

NO. No qUldrol 10 11101G mOB\rl~O 60m;o\; g ç§VyÇlr9 ~9 liQ Ü8~~9 ~

proteína com os parâmetros de RPE medidos.

Verifi'I-§e di figurl ~6 q\lo om b~il~ hidrf\t~ç~Q h~ \JP1

sinal considerável do complexo Fe2+ - NO. Quando a hidratação aumenta

o sinal do NO decresce sendo muito baixo em uma hidratação de 251.

Importante observar que amostras com hidratação acima

de 251 e com NO ligado praticamente não exibiram sinal de RPE (do

NO ou Fe3+). Observou-se ainda uma mudança de coloração da

amostra de marrom (sem NO) para verde (com NO).

Quando essa amostra de cor verde é dissolvida em água

essa coloração permaneceu, indicando um complexo estável. Se gás NO

é adicionado a essa solução, a coloração é mudada, muito lentamente,

para marrom -avermelhada. Na Figura 59 mostra-se os espectros das

soluções verde (sem sinal RPE) e marrom-avermelhada com sinais do

Fe2+ - NO e do íon Fe3+.

Outra observação de interesse foi a diminuição do valor da

largura de linha (âHt ) do sinal residual do íon ferro (111). com g - 6.

depois da adição do gás NO nas amostras de meta Mb com baixas

hidratação. Na Figura 60 mostra-se os espectros para duas hidratações

diferentes e no gráfico da Figura 61 evidencia-se a dependência bem

definida desse estreitamento com a hidratação.
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Ganho

b 1,6& 10S

a 1,6110S

b~
}I~'A mg M~
24,0". Hr>

..I.

a

b 1,0 & 10S

b )10.6 mg Mb

9,4% ~O

2050 G

1000 6 t I: 9,134 6Hz

Figura 58. Espectros de RPE (T ••-160OC , Ampl. Mod.•. 8G ) da meta Mb
de baleia em diferentes graus de hidratação:
a) sem adição de gás NO.

b) depois da adiçlo de NO

O quadro do alto mostra o espectro da espécie Fe2+ - NO na
amostra com 9,4% H20. CondiçOes exp.: T •• -160OC, potência
microonda •. 10 mW e amplitude de modulação •.2.5 Gauss.
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a

200 G
t--i

/' g=2.,O

Filura '9. Espectros de RPE:
a) amostra de meta Mb com 0.30 8 H20/& Mb na qual

adicionou-se NO e depois foi dissolvida em água

(coloraçlo verde). medido a T .• -160OC. P .• 10 mW.

Ampl. Modulaçlo" 8 Gauss.

b) mesma amostra de a) após adição de nova quantidade

de NOna amostra em soluçlo.

llS

-:;:'~-;"f:>:";C ': ' : , .. ,.· .•r.u·~•.I';; \,r~;;"~;;';";;;'~';~~]
JVIt.'\J'Ia L ..••., '" ..•. ~. ,-', \,..\»óJun'\.n v •••• IV.} '\.r\SI.A~ 11*'"

fl;i; :,,\
_".-..,, ~......-.n.;:;~S'.t'~ ••.•.



506
r--1

(e)

Filura 60. Espectros de RPE(T· -160OC) mostrando o sinal com I - 6.

antes (a e c) e depois (b e d ) da adiçlo de lás NO na

meta Mb de baleia em dois graus de hidrataçlo
diferentes:

a) e b) seca

c) e d) 0.30 I H20/g Mb.

Foi realizada também uma elperiência para verificar o

fator de proporcionalidade entre a área do sinal de Fe3+ (com a

varredura 700 - 1700 Gauss) e do sinal Fe2+ - NO. Utilizou-se uma

concentração conhecida de proteina para depois correlacionar esse sinal

Fe2+ - NO quantitado com o formado nas amostras liofilizadas. Meta Mb

de baleia liofilizadafoi dissolvida em água (e••1 mM) e obtido o espectro

de RPE (Figura 62). Calculou-se a área utilizando o sistema
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desenvolvido por Thomat, 19R7. Hm seguida, adicionou-se gás NO, em

excesso. a essa solução e obteve-se a área do sinal Fe2+ - NO.

certificando que o Fe3+ havia desaparecido completamente ~FiGura 62 ,.

Da comparação das áreas obteve-se também um fator 3.0. ou seja:

Area ( Fe2+ - NO) : 3.0 x Area ( Fe3+ - H20 ( varredura 700 - 1700 Gauss) ]

Mediu-se uma amostra de meta Mb de baleia liofililada. de

massa conhecida. na qual foi adicionada diretamente NO (em excesso).

A partir do valor da área do sinal NO obtido nesse caso e comparando

com o sinal do NO da amostra em solução. com concentração

oonhecida, obteve-se que 261 dos grupos heme deram origem ao sinal

Fe2+ - NO.

1"6H- 6HI(eem adiçilo NO) - 6Hddepoil adlçilof,lO)

grHeO

grMb

0.480.360.270.180.09
O

20

1
::J

"CD-+:z:<I

10 I ••

Figura 61. Gráfico da variação da diferença da largura de linha do

sinal com g - 6 antes e depois da adição de gás NOna meta Mb de

baleia em função do grau de hidratação.
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b

Filura 62. Espectro de RPE (T = -160OC ) :

a) soluçlo de meta Mb de baleia - C= 1mM

b) mesma amostra de a após adiçlo de gás NOem excesso.
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5. 5. Testes Nltrosll - Hb

Á adIcao do g~s Nô nas amostras de meta Hb bovina ,

meta Hb humana e meta Hb humana com NEM liofilizadas também

mostraram o sinal de RPE do complexo Fe2+ - NO. conforme mostra a

Fieura 63.
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o

c

b

Ho= 2,1 KG

li = 9,134 GHz

Fisura 63. Espectros de RPE medidos a T = -160OC,P = 10 mW, Ampl.
Mod. -8G:

a) meta Hb bovina liofilizada (Sigma) + NO

b) meta Hb humana liofilizada + NO

c) (meta Hb humana + NEM) liofilizada + NO
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C6/11111/(/ ri

Discussão

A desidratação de metamioglobinas e metahemoglobinas

levaram a várias alteracões no espectro de RPE em comparaC30 com a

amostra em soluc10. Essas mudancas foram basicamente de dois tipos:

.) mudança na Cor ma e intensidade das tinhas que

existiam em solução;

b) surgimento de novas linhas de absorções.

6.1. Metamlogloblna

Uma das primeiras observações feitas na desidratação das

meta Mb foi o alargamento da linha com valor de g - 6 (Figura 31 ).

Essa linha é identificada como devido a absorção do íon ferro (lI!) em

um estado de spin 5/2, componente perpendicular da simetria uial

(Bennet et al., 1955).

A largura de linha (6H J ) (Figura 31 ) decresceu com o

aumento do grau de hidratação até um conteúdo de água de 0,20 g

H20/g Mb. Acima dessa hidratação passou a ter praticamente o mesmo

valor da amostra em solução. Esse comportamento foi mostrado nas

Figuras 32 e 33 para a meta Mb baleia e equina, respectivamente. A

largura de linha máxima (amostra seca) da meta Mb equina é

ligeiramente maior (- 20 Gauss) que a da meta Mb baleia.
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A largura de linha de um sinal de RPE pode ser

modulada por vários fatores: tempo de relaxação, simetria, interação

entre centros paramagnétícos e outros.

Supondo uma situação em que atua somente o tempo de

relaxação tem-se que uma linha de absorção é mais estreita quanto

maior o tempo de relalação.

Em altas hidratações é esperado que uma proteína tenha

maIor mobUldade. Rssa mobUldade possIbUItarIa uma relaxação maIs

eficiente e rápida, que na amostra desidratada, o que levaria a um

alargamento da tinha de absorção. Esse efeito é contrário ao observado

na desidratação das meta Mb. No entanto como as medidas foram

feitas a baixa temperatura ( 113 K) a mobilidade adicional proposta

para amostras mais hidratadas é inibida (pelo congelamento) e os

tempos de relaxação não devem ser diferentes. Resultados recentes de

medidas Mõssbauer (Parak et ai., 1981 l, relaxação dielétrica (Singh

et ai., 1981) e infravermelho (Doster et ai.. 1986) mostraram que

somente acima de 180-190 IC. começa-se a observar mudanças dos

parâmetros medidos e que são associados ao descongelamento da água

de hidratação.

No caso de hemoproteínas o alargamento de linha pode

estar associado a desvios da simetria axial (Peisach et al., 1971; Calvo

& Bemski. 1976). Assim uma explicação possível é que quanto mais

desidratada está a amostra maior o desvio da simetria axia!. Esse

desvio seria diminuído com o aumento da hidratação até que em 20~

de H20 ter-se-ia uma situação muito próxima a da solução, pelo menos

do ponto de vista de simetria em torno do íon ferro (I 11). Esse valor

de 0.20 g H20/g Mb é concordante com 0,24 g H20/g Mb obtido por
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Kuntz, 1971 a, a partir de medidas de NMR, valor este onde é

admitido que a camada de água ligada se completa. Rosen, 1963 por

b 1 d 11 11 di 1't 'sua vez o teve que o aumento no va or a constante le e rica ocorre

em uma hidrata~ão de 0,235 S H~O/S Mb.

lJ IUI V~~Q u~ 1 di!~r~nçl d~ llrGurl d~ linlll ( 1T•. -1600(; )

entre a amostra em solução e a mais seca está em torno de 70 Gauss

poder-se-ia esperar que este alargamento fosse produzido por um

desdobramento das componentes gx e gy, da linha com g - 6.

Mêd'idu êftl têftl~êrlturl! hAilA! dêVêriAftl rêVêlAr ê§tê dê§dobrAftlêlitô

porque o tempo de relaxação é maior em temperaturas menores, e

leva a um estreitamento das linhas. No entanto, conforme mostrado na

Figura 45 o espectro de meta Mb com 61 de água, a T 6: 8 K, não

mostrou tal desdobramento, mas somente um acentuado estreitamento

da linha de g - 6 como um todo.

As medidas em temperaturas menores mostraram que o

valor da largura de linha mantém a mesma dependência com a

hidratação (maior nas amostras mais secas - Figura 46). Ressalte-se

ainda que o decréscimo percentual da largura de linha com a

temperatura é praticamente o mesmo nas amostras com diferentes

hidratações.

Assim a origem do alargamento da linha poderia ser

mesmo devido a pequenos desvios da simetria axial da meta Mb. Esses

desvios estariam se manifestando por um mecanismo tipo alargamento

"g-strain". Esse alargamento é atribuído a uma distribuição de

conformações da proteína que resultam em estresses ligeiramente

diferentes no centro ativo de cada molécula (More et al., 1987). Os

estresses diferentes levam a uma flutuação nos valores de g de cada
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5ítio gerando o alargamento de linha re5uJtilnte. A filZio Pilfil O~

estresses serem diferentes seria explicado por uma distribuição de

conformações distintas nas proteínas desidratadas em relação as

hidratadas.

A amostra totalmente sem água é a mais afetada, dando

origem a conformações mais afastada da nativa (em solução) e assim

t@m·~e O mlÍor lluRamento. A medida em QU@ I hidrallcio aumenta

a distribuição de conformações se aproximam da amostra em solução e

o alargamento vai se reduzindo.

Portanto o mecanismo de alargamento tipo "g-strain" pode

explicar as observações feitas. Contudo um outro dado experimental

obtido a partir das medidas com o derivado nitrosil-Mb poderia dar

uma explicação alternativa para o alargamento de linha dependente da

hidratação.

Na Figura 60 mostra-se que após a adição do gás NO na

meta Mb além da diminuição da intensidade da linha do ferro com g-

6 houve também redução da largura de linha do sinal remanescente.

Esse estreitamento da linha é dependente do grau de hidratação sendo

mais efetivo em baixa hidratação (Figura 61 ).

Esse resultado pode ser entendido se o NO coordena-se

preferencialmente em moléculas de Mb com uma maior distorção

conformacional, que de alguma maneira facilita o acesso do NO ao

heme. Com a coordenação do NO o íon ferro (111) é reduzido para

ferro (11) e deixa de apresentar absorção de RPE. Uma vez que as

moléculas que tem maior distorção conformacional não estão mais

contribuindo para o sinal de RPE em g - 6, somente o sinal residual
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das conformações mais simétricas são observadas e a larsura de linha

correspondente é menor.

o fato do NO se ligar preferencialmente em determinadas

moléculas indica que a distorção conformacional deve ser bem definida.

Assim é possível esperar um número discreto de estados

comormacionais com distorção na desidratação e não contínuo como

'\l8~ri~Q p~IQm~r8~ID~nlQ"8-~tr~ilf,

O ~)fi~ito dc caladoa dias;rcloa dc wnformawc& vai dc

encontro com a proposição de Austin et al., 1975 da existência de

subestados conformacionais.

De acordo com Frauenfelder et al., 1979 uma proteína em

uma configuração de equilíbrio pode existir em vários subestados

conformacionais. As proteinas em diferentes subestados tem a mesma

estrutura global mas diferem em configurações locais. Rotações em

torno de ligações simples ou mudancas de ligações de hidrogênio

podem ocorrer. Subestados conformacionais tem a mesma função

biológica, mas possivelmente com velocidades diferentes (Austin et al.,

1975 ).

A transição de um subestado para outro geralmente é

feito vencendo uma barreira de energia potencial, e o comportamento

dinâmico depende da temperatura. Em temperaturas suficientemente

altas, a proteína move-se rapidamente interconvertendo-se de um

subestado para outro, mudando a estrutura conformacional continuamente.

Em baixa temperatura a maior parte da relaxação conformacional é

perdida e cada molécula pode permanecer em um subest~do particular

(Frauenfelder et aI., 1979).
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A hidratação deve desempenhar papel análogo a

temperatura. ou seja. com sua diminuição há a redução de

possibilidades de transição entre os subestados. A medida que a

hidratação aumenta vai sendo restabelecida a possibilidade de

interconversão entre os subestados até atingir a situação em solução

( análoga a altas temperaturas).

A distribuição de subestados que surgem na desidratação

podem ser modulados pela hidratação local de cada molécula. Numa

hipótese simples em que somente a hidratação determinaria a

conformação da proteína. poder-se-ia propor que com uma hidratação

de ° a 101 há somente moléculas com grande distorção

conformacional (subestado S. por exemplo). Entre 10 e 201 de H20

existiria um outro subestado (M) com uma distorção conformacional

menos acentuada que S e com uma largura de linha menor. Acima de

201 de H20 já estaria restabelecida a conformação que existe em

solução (subestado H ).

Na amostra seca existe predominantemente ~ subestado S

e a largura de linha é a maior. Com uma hidratação de 91 devem

existir também moléculas com hidratação local maior que 101 e que

estariam no subestado M. A largura de linha resultante portanto vai

depender da distribuição das populações nos subestados (S eM). Na

situação real o nú mero de subestados pode ser mais de três criando

uma maior mistura de subestados conformacionais. em uma

determinada hidratação.

Uma outra mudança observada na desidratação foi a

redução de 651 da área da linha com g - 6. Isso ocorre porque parte

das moléculas de meta Mb perdem a água que ocupa a sexta
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coordenação do ferro. O gráfico da Figura 34 mostra que para uma

hidratação em torno de 201 há um aumento significativo de moléculas

que voltam a ter a H20 na 61 coordenacão do ferro (111).

Parte das moléculas de Mb que perderam a água da 61

coordenação, na desidratação, vão dar origem ao hemicromo H com a

coordenação do nitrogênio da histidina E7 na 61 coordenação. Para isso

ocorrer deve haver uma mudança conformacional aproximando a hélice

E do heme.

Na Figura 35 é mostrado o comportamento da área do

sinal de RPE do hemicromo H em função da hidratação. Em baixa

hidratação há uma flutuação razoável dos valores obtidos, mas a

quantidade obtida em alta hidratação tem valores menores e em

solução não se detecta a existência desse hemicromo.

Esse tipo de resultado foi reportado para a meta Hb por

Keilin & Hartree, 1952 a partir de medidas de absorção óptica e mais

recentemente por Alter, 1983, a partir de medidas de espectroscopia

fotoacústica.

Somente através da formação do hemicromo H não é

possível explicar toda redução do sinal da meta Mb. Na Figura 37 está

mostrado que a área total detectada por RPE ( meta Mb + hemicromo H )

sofre uma redução de cerca de 401 para hidratações menores que 201.

Essa redução da área detectável por RPE na desidratação

de meta Mb já havia sido observada por Yonetani & Schleyer, 1967.

conforme mostrado na Figura 10. Esses autores não deram explicação

sobre a razão desta redução. Propuseram. contudo. que na desidratação

da meta Mb não há uma reação de um único passo ou seja. somente a
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conv@rgia meta Mb 4 h@micromo n, mas também envolve outro!

estágios que, segundo eles, precisavam ser identificados.

L~my ~t aI.. J 976. observaram que em uma solução de

m~ta M~ Q1)ti~a d~ amQstra liofilizada. da Sigma. existe uma fração de

ferro dos grupos heme que estavam na forma 2+ (oxi - Mb ).

Recentemente Caracelli, 1987 associou o espectro de RPE constituído de

um triplçto. formRdo DI' Rdiçlo dç NO R m~ta Mb. ÇQmQWDdQ ~ua

origem na pequena fração ( 13') de oxi Mb existente na solução de

meta Mb (amostra liofilizada Sigma).

Em extensão aos resultados de Lamy et aI., 1976 e

Caracelli, 1987 propõe-se que a redução do paramagnetismo observada

em hidratações inferiores a 201 para a meta Mb liofilizada é devido a

formação de cerca de 401 de grupos heme com ferro na forma 2+. O

ferro na forma 2+ seria a oxi-Mb e ou algum hemocromo formado.

Essa proposição para a redução da área do sinal de RPE será

novamente discutida na interpretação dos resultados da nitrosil-Mb.

Observou-se também o surgimento de uma linha com

g - 4,3 na desidratação da meta Mb. Essa linha é atribuída ao íon

ferro (111), S - 512, em um estado de máxima rombicidade

( E/D - 0,33 ) (Kotani & Morimoto, 1967) e está associada a proteína

desnaturada. A amostra seca na estufa (T = 1050C por 24 horas)

(Figura 39) mostrou um aumento acentuado dessa linha e o

desaparecimento das demais relacionado ao ferro (111). Na Figura 38

mostra-se que o complelo formado. que origina o sinal com g = 4.3 • é

reversível na re-hidrataçâo da amostra. Novamente em uma hidrataçio

de 201 observou-se que o sinal decresceu consideravelmente. A
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população responsável por essa absorção, contudo, é multo pequena, da

ordem de I' do total.

Finllmente nl degidrltlC10 dlg metl Mb obgervou·ge I
formação de um radical livre. Na Figura 40 mostra-se que a

intensidade do sinal decresce com o aumento do grau de hidratação.

Acima de 0,45 g H20/g Mb não foi mais observado. Na meta Hb bovina

esse radical livre mostrou comportamento idêntico (FigUf2 ~7 l, a men09

da intensidade que foi ligeiramente maior. Na meta Hb humana é bem

observado em hidratações inferiores alO', e está sobreposto aos

sinais do hemicromo P, formado nessa proteína.

Este radical livre não está associado diretamente ao íon

ferro pois pode ser observado a temperatura ambielÚe, o que não

ocorre com o sinal do ferro em hemoproteínas. Na tentativa de

identificação do radical utilizou-se o método de "spín-trap" que

detectou sua formação no processo de liofilízação. Contudo com as

características espectrais do aduto formado não foi possível identificá-Io

(Figura 44). Interessante notar que a hídratação na qual o radical

não é mais detectado 0.45 g H20/g proteína, é muito próximo do valor

bem aceito para o qual a camada de hidratação de proteínas está

completa, 0,40 g H20/g proteína (Kuntz & Kauzmann, 1974).

Assim pela dependência bem definida com a hidratação

esse radical poderia se constituir em um padrão interno para

determinação do grau de hidratação dessas hemoproteínas. Para

confirmar essa proposição é de fundamental importância explicar o

mecanismo de sua formação.
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6.2. MetahemoatobiftO

A largura de linha (AlI I) para a absorção com g - 6 nas

meta Hb não mostrou uma dependência bem definida com o grau de

hidratação, como foi observado nas meta Mb. Observou-se contudo que

aa amostras desidnltadas tem uma lilrgura de linha maior que a

amostra em solução indicando possível dependência da hidratação

(Figura 51 ).

O comportamento da largura de linha (AlI) ) em baixa

hidratação pode estar relacionado a necessidade de uma quantidade

de água mais elevada para promoção de mudanças conformacionais na

Hb. Além disso, as interações entre as subunidades da Hb

desempenham papel importante na estabilização da conformação da

proteína (Dickerson & Geis, 1983) e um situação muito distinta da

Mb deve existir.

Outra observação distinta da Mb é a formação do

hemicromo P, na meta Hb humana. Nesse hemicromo há a coordenação

de um átomo de enxofre da cisteína p93 (cadeia P. posição 93) na 51

coordenação do íon ferro e implica no deslocamento da histidina

proxima! F8 (P92 - cadeia p, posição 92) que originalmente ocupa essa

posição (Rachmilewitz, 1974). Na 61 coordenação do ferro deve sair

a molécula de água e entrar o nitrogênio da histidina dista! E7.
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Esse tipo de hemicromo só pode ser formado nas cadeias

p uma vez que nas cadeias a nas posições vizinhas a histidina F8

não há nenhu m aminoácido contendo enlofre· (Dickerson & Geis.

1983 ). Nos espectros da figura 47. da meta Hb humana. nota-se que o

hemicromo H (bi-histidina) também é formado e deve originar das

di I I Jca elas a. pnnClpa mente.

Á proposlçAopara a tormaç!o do hemlcromo P '01 baseado

nilB GilfilGtGríBtiGilB GBpGGtraiB dG RPB B()r idóntiGil nOB do GitOGl'omo

P·4~O. um sistema onde um dos lig:tntes :tIial do ferro é um átomo

de enxofre (HilI et aI.. 1970). E semelhante também a vários

compostos baixo spin obtido de heme (Fe3+) onde um ligante é um

mercapeptídeo e outro uma base nitrogenada (Blumberg et al., 1972).

Observou-se ainda que ele só pode ser formado a partir da interação

de salicilato com Hb A ( normal) ou Hb H (talassemia a - ausência de

cadeias a) e cadeias P isoladas (Rachmilewitz. 1974). Quando o

enxofre da cisteína p93 foi bloqueado com para mercúrio benzoato

( PMB), nas cadeias P isoladas ou nas Hb A ou Hb H, não foi mais

obtido o hemicromo P (Rachmilewitz, 1974).

Rein et aI., 1975 observaram em meta Hb a pH - 10,5 a

formação de um complexo baixo spin com as mesmas características

espectrais do citocromo P-450. o qual foi associado a coordenação de

um átomo de enxofre de uma cisteína. O valor da rombicidade V/tJ

Essa situação ocorre também nas mioglobinas.
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(Capítulo V - item 3) obtido para o hemicromo P foi 0,94 enquanto

para a meta Hb pH •. 10,5 obteve-se 1,03 e para o citocromo P-450,

0,87 (Rein et al, 1975) indicando tratar-se de complexos semelhantes.

Ao adicionar-se N-etil maleimida (NEM), um reagente

específico para enxofre, em uma solução de meta Hb, não houve mais

I fôrMleiô dô ftêmicromo P 9~Ó9 Q liofiliz9C~O, como ocorre nli

amostras sem adIçlo de NEM (Pigura 49 ).

Para a cisteína p~!ligar ao heme, a hélice P teria que

girar sobre seu eixo para posicionar o átomo de enxofre em direção ao

átomo de ferro. Tal rotação deixaria expostos os grupos hidrofóbicos,

originalmente dentro da molécula, ao solvente enquanto os grupos

hidrofilicos se voltariam para dentro (Peisach et al., 1972) ( Figura 64 ).

A hélice F deve girar cerca de 1/4 de volta para formar

o hemicromo P. Esse giro ocorre devido as distorções conformacionais

geradas pela desidratação. No entanto, a partir de um determinado

nível de hidratação a proteína deve minimizar a energia de interação

e expõe os resíduos hidrofílicos ao solvente e a hélice F retorna a

sua posição original. No retorno da hélice F a coordenação do enxofre

ao ferro é quebrada e a do nitrogênio (histidina proximal) refeita.

Com um mecanismo desse tipo é possível, pelo menos do

ponto de vista qualitativo, entender a formação do hemicromo P e sua

dependência com a bidratação.

Observa-se que o decréscimo da quantidade de hemicromo

P ocorre a uma hidrataçáo ligeiramente acima de 0,40 g H20/g Hb,

concomitante com o aumento da absorção da forma meta ( Figura 47 ). E
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perfeitamente pJiusível. portanto, a interronver3ão hemicromo P""1 meta

MM. â hldratâcào.

9

146

Fisura 64. Região próximo ao heme na cadeia p da oxi Hb mostrando

a hélice F. com o reslduo histidina proximal (posição 92) coordenado

ao ferro. O aminoácido da posição 93 é a cistelna (,93).

Os espectros obtidos para meta Hb bovina (Sigma) não

mostraram a formação do hemicromo P, mas somente do hemicromo H

( bi-histidina). O valor de hidratação no qual ocorre o aumento

significativo da absorção da forma meta também é em torno de

0,40 g H20/g Hb.

Acima do valor de 0.40 g H20/g Hb, além do aumento da

quantidade da forma meta, há a redução do sinal do hemicromo H e

o aparecimento das linhas do derivado hidroxi-Hb (Figura 48). Esse

resultado pode ser entendido se o arranjo estereoquimico da histidina
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distaJ E7 muda a ponte de hidrogênio existente entre a água e o Nc

da histidina distaJ, que é fortemente básico. Como consequência desse

processo um complexo baixo spin é formado com estrutura semelhante

ao hidróxido (Rein et aJ., 1975). No esquema abaixo mostra-se taJ

efeito:

I./ ,-.+ H
HIICFe)-F. - o -H ..····N, HIICE71.......II H

I
I

HIICFe)-F.-O H-N, HilCE7)I II H

A formação desse composto baixo spin (hidroxi) está

conectado portanto com o rearranjo da região do heme, principaJmente

com a histidina distal, induzido pela hidratação.

Nota-se que nas soluções das meta Hb (bovina e humana )

há uma fração de derivado hidroxi formado (Figuras 47 e 48).

Os resultados obtidos com as proteínas meta Hb humana e

meta Hb bovina (Sigma) são concordantes no que se refere a nível de

hidratação necessário para a recuperação da forma meta. em torno de

0.40 g H20/g Hb. Nessa hidratação na meta Hb humana houve também o

decréscimo da quantidade de hemicromo P enquanto na meta Hb bovina
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houve o deaéscimo do hemicromo H e o aparecimento do derivado

hidroxi. A forma hidroxi deve ser formada também na meta Hb

humana, nessa hidratação, pois as linhas de gz ( 2,45 ) e gx ( 1,91 ) do

hemicromo P estão ligeiramente alargadas (Figura 47) indicando

superposição do sinal hidroli ( gz D 2,56 e gx D 1,83 ).

o valor de hidratação de 0,40 g H20/g Hb é proposto a

partir de resultados de NMR (Kuntz, 1971 a, b) como aquele no qual

a camada de água ligada se completa na Hb. Essa concordância entre

o valor de hidratação proposto para a camada de água ligada se

completar e a detecção de grandes alterações nos parâmetros de RPE,

relacionados a interconversão de complelos formados, mostram que

somente após a formação da camada de água ligada é possível ocorrer

mudanças conformacionais em direção a estrutura nativa (elistente em

solução ).

Na meta Hb bovina (Sigma) não foi observada a formação

do hemicromo P. Para verificar se essa diferença, em relação a meta

Hb humana. era devido a problemas no método de preparação e

liofillzação das amostras executado no Laboratório de Biofísica mediu-se

outras hemoalobinas (obtidas da Sigma). Na Figura 50 mostram -se os

espectros da meta Hb equina e humana e também de uma meta Hb

bovina (preparada no Laboratório de Biofísica). Observou-se a

formação do hemicromo P nas três amostras, em quantidades

diferentes (a maior é na preparada no Laboratór!o de Biofísica).

Uma vez que as quantidades de hemicromo P formado nas

amostras Sigma são diferentes entre si e também quando comparadas

com as obtidas no Laboratório de Biofísica acredita-se que esse fato

está relacionado com a velocidade da retirada de água na liofilização.
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Quando as hemoglobinas equina e humana (~lgma) toram

dissolvidas em água e novamente liofilizadas ob5ervou-se um aumento

considerável na quantidade de hemicromo P formado nessas amostras.

Esse resultado é concordante com a proposição da dependência da

velocidade da retirada de ãgua da protelna para a tormaçlo do

hemicromo P.

Contudo para a meta Hb bovina (Sigma) mesmo depois de

dissolvida em ásua e liofilizada novamente não houve o aparecimento

do hemicromo P. Medidas de titulacão do grupo SH ( P93) com para ­

cloro mercuri-PCMB (método de Boyer, 1954) (Figura 65) e reação

com "spin-label", derivado da maleimida (Figura 66), mostraram que

o grupo 5H (P93) está bloqueado na meta Hb bovina (5igma)

utilizada. Para a meta Hb humana (preparada no Laboratório de

Biofísica) a titulação com PCMB mostrou que praticamente todo 5H

está livre (números 5H tituláveis por proteína - 1,82). Esse resultado

também indica a reversibilidade, com a rudratação, do hemicromo P

detectado na amostra de meta Hb humana desidratada. No espectro de

RPE do "spin-Iabel" adicionado a uma solução de meta Hb bovina

( 5igma) observa-se somente o sinal tipico do marcador em solução

enquanto para a meta Hb humana ( Biof.) além do sinal do marcador

em solução aparecem as linhas típicas do "spin-Iabel" ligado ao grupo

5H( P93) (Perussi, 1987).

A área total da absorção de RPE da meta Hb humana

mostrou um decréscimo de cerca de 40~ em hidratações menores que

0,40 g H20/g Hb, em relação a amostra em solução, semelhante ao

ocorrido na meta Mb.
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TITULACÃO PCMB

Meta Hb bovina «Slgma)

1'1 PCMB

Corr. I: 0.999

ali 6.73 x 10-1
b I: 0,573

Corro 11 0,996
ali 6,57 x 10-3
b- 0.606

100

N!! !!:! titulo = 1.82

Corro • 0,998
ali 1.45 x 10~
b= 0.560

50

Meta Hb humana «blof.)

o

0.60

0,65

E
c:

~
N

0,65

0,60

•....
E
c:
O
lfl
N-
CC

50 100 111 PCMB

Figura 6'. Titulaçllo com PCMB(método de Boyer, 1~4) para a meta

Hb bovina (Sigma ) e meta Hb humana (biof. )
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I 10 G I

lHo. 3370 GAH· 100 G

" • 9,452 G

T = amb.

p= 5 mW

A. Mod. =0,56

G = 6,3 x 10

G=8,Ox 103
Mod.= 16

G= 8,0 x 10

Filura 66.Espectros de RPE (medidos a temperatura ambiente) de

solução de meta Hb ( I mM) à qual adicionou-se spin-IabeJ

( 5 mM ) , derivado da maleimida:

a) meta Hb bovina (Sigma)

b) metaHb humana (biofisica). As linhas que aparecem (com

ganho = 8 x 103) em campo magnético superior e inferior ao

tripleto central são do "spin-Iabel" ligado ao grupo SH(,93 ).
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Haberditzl et aI., 1961 demonstraram que a susceptibilidade magnética

da meta Mb decresce consideravelmente na desidratação. Estimaram um

valor de 2,91 magnétons de Bohr para o momento magnético efetivo

Utilizando os valores do momento magnétito em números

de magnétons de Dohr (n) dados por Hzuka Se Vonet~nt 19'0 e as

frAW~f V9vvIAçiQDAif 9~li~Af V9r RP§ ~9' derivados existentes em

baixa hidratação e com o valor do momento magnético efetivo

l n - 2,91 ~ proposto por HaberditzI et al. pode-se estimar a quantidade

de moléculas com Fe2+ que deve existir em baixa bidratação. Para o

caso de S - 2 para o ion Fe2+ n vale 4,9 e obtém-se

2,91 z: 5,92 x 0,05 + 1,73 x 0.55 + 4,9 x XFe2+

XFe2+ - 0,34

Ou seja, 341 das moléculas na meta Hb desidratada devem

estar com o ferro na forma 2+. A partir dos cálculos de RPB obteve­

se que em torno de 401 das moléculas deveriam estar com o ferro

reduzido.

Os resultados mostram boa concordância e indicam que o

estado de spin das moléculas com Fe2+ deve ser 2+ como no caso da

desoxi Hb (Iizuka & Yonetani, 1970).

Na meta Hb humana 951 das moléculas perderam a água

da 61 coordenação e deram origem aos hemicromos (551) e as

moléculas com Fe2+ ( 401 ). Na meta Mb 651 das moléculas perderam a

água da 61 coordenação originando hemicromos (251) e moléculas

com Fe2+ ( 401). A maior formação de hemicromos na meta Hb deve
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ferro das cadeias p deve impedir sua redução.

Da mesma forma que nas meta Mb a área do sinal com

g - 4.3 mostrou uma dependência com o grau de hidratação. Contudo o

gráfico da variação dessa área com o grau de hidratação (Figura 56),

mostrou um máximo mais definido em torno de 0.15 g H20/g Hb.

Apesar do número de moléculas responsável por esse sinal ser uma

fração muito pequena do total detectado na meta Hb (e meta Mb )

trata-se de um complexo muito estável (associado a proteína

desnaturada). A possibilidade da hidratação "renaturar" essas moléculas

dá mais uma indicação da capacidade da água gerar mudanças

confor macionais significativas.

6.3. Nitrosn Mb

Conforme mostrado na literatura é possivel correlacionar

alterações no espectro de RPE do NO com mudança~ conformacionais

em hemoprotemas «((on, 1975; Louro et al., 1979). Dessa forma,

poder-se-ia através de um novo "label" acompanhar as possíveis

alterações provocadas pela hidratação da mioglobina.

Partiu-se do derivado meta Mb pois assim seria possível

acompanhar a redução e as possíveis mudanças no espectro de RPE do

ferro (111). Sabe-se também que é muito difícil obter uma amostra

liofilizada de Mb com o ferro exclusivamente na forma 2+.

Na Figura 58 são mostrados espectros de amostras em

diferentes graus de hidratação antes e depois da adição do NO.

Observou-se que:
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• çm baixa lligri\ação apóB il ildicão do NO ocorre uma

formação considerável do complexo Fe2+ - NO e também

a redução do sinal do ferro (11);

• em hidratações superiores a 251 após a adição do NO

houve o decréscimo do sinal do íon ferro (I II) mas o

sinal de NO observado é muito reduzido. Essas amostras

tivorgm Umg mudgncg do cnlnpftedo dê mlPp~M (§~M NO)

para verde (cl NO).

Os resultados obtidos puderam ser entendidos com base no

mecanismo de reação do NO com meta Mb (ou Hb) proposto por

Ehrenberg & Sczepkowsky, 1960 e Chien 1969 b, a partir de estudos

em solução:

(heme Fe3+) + NOq ~ (heme Fe NO)3+ (a)

(heme Fe N03+)<I ~(heme Fe2+) + NO+ (b)

(heme Fe2+) + NO+ + 2 OH- <J t> ( heme Fe N02)+ + H20 (c)

(heme Fe N02)+ + NO ~(heme Fe NO)2+ + N02- (d)

~ Á'paramagnç:t1co

No mecanismo proposto para cada heme (Fe3+) são

necessárias duas moléculas de NO para a reação ocorrer totalmente,

isto é, para que o ferro seja reduzido (para Fe2+) e ocorrer a

formação do nitrosil-ferroso-heme. Há ainda dependência da presença

de grupos OH-, e consequentemente do pH, para que a reação ocorra

completamente.

As medidas foram feitas com amostras com hidratações

menores que 0,50 g H20/g Mb (praticamente toda água ligada da
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proteína) e portanto não há grupos OH- disponíveis, o que impede a

realização do passo c da reação, proposta anteriormente. Dessa forma,

a reação para no passo b com a formação do complexo diamagnético

( Fe2+ - NO+).

Nas amostras com rudratações entre 25 e 501

praticamente todo sinal de RPB desaparece e assim o composto verde

formado deve ser o complexo diamagnético Fe2+ - NO+.

A formação de complexo Fe2+ - NO (paramagnético) em

baixas rudratações só pode ser entendida se o NO combinar

diretamente com íons Pe2+. Essa possibilidade existe e foi a explicação

dada para a redução da área detectável por RPB nas amostras com

rudratações abaixo de 201 da meta Mb (obtido da medida da área

total integrada - Figura 37).

O valor da redução, de acordo com os cálculos de área da

meta Mb é cerca de 401. Obteve-se para uma amostra de meta Mb

liofilizada (- 0,12 g H:z{>/g Mb) que 261 dos grupos heme presentes na

amostra deram origem ao complexo Fe2+ - NO. Nota-se assim boa

concordância entre a hidrataçlo onde é possivel obter sinal razoável

de Fe2+ - NO (abaixo de 251) e onde ocorre a redução do

paramagnetismo na meta Mb (- 201 ). Também a quantidade formada

de complexo de Fe2+ - NO (261) e de redução do paramagnetismo

( - 401 ) é de razoável concordância.

Ao dissolver em água a nitrosil-Mb (Fe2+ - No+) de

coloração esverdeada (formada em altas hidratações l, e adicionar nova

quantidade de NO nessa amostra obteve-se o sinal do complexo

Fe2+ - NO, de acordo com os passos c e d da reação proposta por

Ehrenberg & Sczepkowsky e Chien.
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Na sequência de experimentos realizados foi possível

acompanhar todos os passos da reação da meta Mb com NO e inclusive

identificar pela primeira vez. o intermediário Fe2+ - NO+.

Foi feito a tentativa de quantificar o sinal Fe2+ - NO, nas

diferentes hidrataç6es porém há uma flutuaçáo considerável nos

resultados (abailo de 251 de H20). Observou-se também razoável

dispersão para o comportamento da formação do ~micromo na

desidratação da meta Mb (Figura 35) enquanto o cálculo da forma

meta mostra um comportamento com pouca flutuação (Figura 34).

Uma possivel elplicação seria que na desidratação da meta Mb há

sempre um número constante de moléculas que mantém a água da 6­

coordenação (forma meta) contudo as moléculas que perdem essa

água têm duas possibilidades: dar origem a um composto onde o ferro

está redutido (Fe2+ ) ou formar hemicromos.

o espectro do NO obtido em baila hidratação, na Mb, é

caracterizado por um tripleto de linhas (Figura 58). Esse tipo de

espectro está associado a um complelo onde o ferro (lI) está

pentacoordenado (lCon. 1975). Isso indica que a histidina prolimal F8

afastou-se do ferro do heme. Essa observação mostra que a quebra da

ligação ferro-nitrogênio (histidina prolimal F8) provocada pela

desidratação pode ocorrer. tornando possível a entrada de um novo

grupo em seu lugar.

Nas cadeias P da Hb pode entrar o átomo de enxofre da

cisteína (P93), no lugar da histidina F8, formando o hemicromo P. Nas

cadeias a da Hb e nas Mb não há aminoácidos com grupos reativos

(como o enxofre) prólimos ao heme e a possibilidade do ferro ficar

sem o 52 ligante deve ser maior. Contudo não se descarta a
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possibilidade do ferro nas cadeias ~ de alKumas moléculas de Hb ficar

!êM o 50 lieafttê. A êfttrada do êft!ofre da ci9teína ~93 requer um giro

"~ntu"dQ da hélice P e situa~es intermediárias podem ocorrer, por

exemplo, num giro pequeno da hélice F a histidina F8 sairia mas o

enxofre permaneceria distante para se coordenar ao ferro.

6.4. Testes Nitrosll-Hb

Conforme mostrado na Figura 63 as meta Hb humana, meta

Hb humana com adição do NEMe meta Hb bovina (Sigma) mostraram

após adição de NO na amostra liofilizada, o sinal tripleto do complexo

Fe2+ - NO. A formação desse complexo indica a presença de íons Fe2+

nas meta Hb liofilizadas e que o composto é pentacoordenado.
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CílpílUlo rll
CODclus6es

7.1. Meta Miogtobina

.) A explicação para o aumento da largura de linha do

sinal com 8 - 6 {AIlI } em rupyãQ ~9 ~~Çf~~cim9~~ hi~r~l~y~9 {~~~il9

de 0,20 g H20/g Hb ) é devido ao surgimento de conformacÕes distintas

para Mb desIdratada, em comparação com a protelna sufIcientemente

hidratada, gerando desvios da simetria axial em torno do íon ferro

(111);

b) A redução de 65' da área do sinal com g - 6, com

hidratações menores que 201, indicam que grande parte das moléculas

de Mb perdem a água da 61 coordenação. dando origem a outros

complexos, um deles o hemicromo H (bi-histidina);

c) A formação do hemicromo H na desidratação é

explicado admitindo que a hélice E da cadeia proteica da Mb se

desloca em direção ao heme e o nitrogênio da histidina dista! E7 se

coordena ao ferro (lU) na 61 posição. Esse composto mostra um

caráter reversível com o aumento da hidratação desaparecendo

completamente em solução;

d) A área total de absorção de RPE (meta Mb +

hemicromo) mostra um decréscimo em torno de 401 para níveis de

hidratação abaixo de 0,20 g H20/g Mb. Essa redução foi associada a

redução do Fe3+ para Fe2+ em parte das moléculas de Mb desidratada.

Essa proposição ficou evidenciada nos resultados do derivado nitrosil-
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Mb onde somente para hidrata<;ões menores que 25~ há a formação

do complexo Pe2+ - NO. Acima desse valor de hidratação formou-se

somente o complexo Pe2+ - NO+(diamagnético), a partir dos íons Pe3+

que são reduzidos na reação;

e) A área do sinal com g - 4,3 (associado a proteína

desnaturada), corresponde a aproximadamente 1~ do total dos íons

ferro (111) detectado por RPB,e mostrou um decréscimo para níveis de

hidratação acima de 0,20 g H20/g Mb. O caráter reversível desse sinal

com a hidratação revelou a capacidade da água em "recuperar"

moléculas com acentuadas distor<;ões conformacionais. Resultado

semelhante foi observado nas meta Hb;

f) Observou-se a formação de um radical livre no processo

de desidratação das meta Mb e meta Hb. A intensidade desse sinal

mostrou dependência bem definida com a hidratação e pode vir a se

tornar um padrão interno do nível de hidratação dessas proteínas. Não

foi possível determinar o mecanismo de formação desse radical;

8) O valor observado de 0,20 g H20/g Mb como a

hidratação critica de mudanças nos parãmetros de RPB é compatível

com a quantidade de H20 necessária para a completa formação da

camada de hidratação (Kuntz, 1971a ). Este valor de hidratação

representa papel fundamental na estabilização da conformação "nativa"

e é bem sentida pelo centro ativo da Mb.

7.2. Meta Hemogloblna

a) As amostras de meta Hb desidratada mostraram uma

largura de linha do sinal com g - 6 (Mil ) maior que a amostra em
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solução. Contudo a dependência bem definida de AH. com o grau de

hidratação não foi observado (como na meta Mb). Essa diferença de

comportamento foi atribuído aos aspectos estruturais distintos entre as

duas proteínas. Na Hb as interaÇÓes entre subunidades devem

desempenhar papel fundamental na estabilização da proteína:

b) A redução da área do sinal com g - 6 para meta Hb

desidratada é em torno de 951. Esse resultado mostra ~ue na meta Hb

quase toda água da 61 coordenação é perdida na desidratação. Para

valores de hidratação superiores a 0,40 g H20/g Hb houve um aumento

significativo dessa área indicando mudanças conformacionais em direção

a forma "nativa";

c) Na meta Hb humana houve a formação de dois dipos

de hemicromos: H (bi-histidina) e P (um dos ligantes é um enxofre

da cisteína P93). O hemicromo P pode ser formado somente nas

cadeias P. onde há uma cisteína na posição 93 (viZinha a histidina

proximal 92). Nas cadeias a (e na Mb) não há residuos de

aminoácidos contendo enxofre próximo ao heme e o hemicromo P não

é observado. Para a formação desse hemicromo há a necessidade da

hélice F girar cerca de 1/4 de volta em torno de seu eixo para

colocar o grupo SH na posição do anel imidazólico da histidina P8 e

consequente coordenação com o Fe3+. Observou-se que a fração

percentual de hemicromos na meta Hb humana, em baixa hidratação

( < 401 H2<» é aproximadamente 551. Na m~ta Mb baleia foi em

torno de 301. A maior formação de hemicromos na Hb deve estar

associado a formação do hemicromo P, que não deve permitir. nesse

caso, a redução do ferro. Como nas cadeias a da Hb e nas mioglobinas

não existe um grupo que substitua a histidina na ligação com o ferro

o resultado da saída dessa histidina é a formação de um hemocromo
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com a redução do ferro (111). Adma de 0.40 g H20Jg Mb hi UMA

reduçlo slgnificante do sinal do héMi~r6M6 P. ê êM !oluCAo

pratIcamente desaparece;

d) Obsevou-se uma redução de cerca de 40' da área

detectável por RPE nas amostras com baÍIa hidratação (0.40 g H20/g Hb).

Na reação do NO com amostras em baixa hidrataçâo também houve a

formação do complexo Fe2+ - NO, como na Mb. evidenciando a presença

de moléculas com Fe2+ disponíveis;

e) Da mesma forma que nas meta Mb houve ótima

concordância entre os valores de hidratação (- 0,40 g H20/g Hb ) onde

ocorrem as alterações acentuadas na região do centro ativo (detectadas

por RPE) e o valor no qual a camada de hidratação se completa

([untz, 1971 ). A Hb, contudo. necessita de uma quantidade maior de

água que a Mb para promover mudanças conformacionais em direção

a estrutura nativa.

7.3. Nitrosil-Mb

a) Observou-se a formação significante de complexos Fe2+ - NO

somente nas amostras com graus de hidratação menores que

0,25 g H20/g Mb. Esse resultado indica a disponibilidade de íons Fe2+

somente em baixa hidratação, concordante com a redução do sinal

detectável por RPE observado na meta Mb nessa mesma região de

hidratação.

b) Acima de 0,25 g H20/g Mb após a adição do NO a

amostra tornou-se praticamente diamagnética (com uma coloração

esverdeada) e o complexo formado é o Fe2+ - NO+. O mecanismo de
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r@Qcfio propogto por EhrQnbQrg & SchzQpkow~ky. 1960 @ Chi@n. 1969 b

PQrQ Q reQcQo dg metQ Mb (ou Hb) com NO. indicl I n@c@ssidld@ de

IrU~ô! OH- ~Arl !ê formAr o cl)m~lalo FaZ. - NO. Em bQilR hidrQtQcQo

não há OH- disponíveis e a reação não se completa parando no

intermediário diamagnético (Fe2+ - No+). identificado pela primeira vez.

Em hidrllleÕê! mêftOrê! devido a dig~onibilidade de íong FeZt o NO

reage diretamente com @gt@gíong @ hí a formacão do compl@Io F@3t • NO:

c) Ao dissolver em água o composto diamagnético ( Fe2+ - NO

- de cotoraçlo verde ) com a adlçlo de nova quanlidade de NO houve

a Cormação de complexo Fe2+ - NO. com a mudança de coloração da

amostra para marrom-avermelhado. em plena concordância com a

reação proposta por Ehrenberg e Chien;

d) O tripleto de linhas apresentado pelo NO indica que o

omplexo formado pelo Fe2+ é pentacoordenado e que a histidina

proIÍmal P8 está afastada do heme.

7.4. Sugestões para continuidade dos estudos

Em continuidade ao estudo apresentado é de muito

interesse enfocar os seguintes aspectos:

• Identificar os mecanismos de redução do Fe3+ e da

formação do radical livre na desidratação da meta Mb e

meta Hb;

• Separar cadeias a e p da Hb e verificar se. na

desidratação. a formação de Fe2+ ocorre preferencialmente

nas cadeias a.
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• Estudar os complexos nitrosil-Mb em função do grau de

hidratação utilizando pulsos de luz e medindo

recombinação via RPE e absorção ótica para caracterizar

os possíveis subestados SeM assumidos nesse trabalho .

• Estudar o derivado Fe2+ - NO+identificado nesse trabalho

com a utilização de outras técnicas, como absorção

óptica, infravermelho, etc.
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Apêndice I

Programa elaborado para o cálculo da segunda integral do

espectro de RPE.Está incluída a possibilidade de correçlo de linha de

base do espectro. quando necessário.

t~i~tlT~~ ~!Lf*2~
Ir TlGtio: *2 J2
O 1 ,...i: ;>i S 1 li r" X (5." tI:) , Y (s Çi li' , F (5'" 0) , F S ( ~"0) , F 5 M ( 500 )
TyPE '(6)~, .~ NnME 00 ARQUIVO C ,
ACCtPT ~(W,~0A)', JF,(Fl~E(1:1),I=1,JF)
CALL ~SS!~NC2,FILE,Jr)
TYPf. '(~)', ~.: fOP,;NE.CA Y0 = ,

AtClYT *,yv.
DllX r: it.B~"
Rt:.Al) (2)
Rt.AvCc?)I I: t1l

1 1 = J .•. 1
Rl~D (2,END = 1~~0) Jc,XCl),V(l)
Y(1) : Y(J) ••y~
TyPE *,X(l),Y(I.)
GOTO 1

1000 N = 1 - t
O y[t) = vr3)
O Y(2) = Y(4)

F(l) = Y(l).(DE~XI?)
00 I I: ?,N

DO J , ?,J
'"(I) = f(l) + n(J-1)+Y(J»

HW 00
F(l) = fo(1)*(!)ELX/2 ••)

fNf) DO
CALl PLOT (l,l,N,X,F,~,l)
A = F(''.i)/XrN)
00 I : 1,N

F~(l) = rrl)-(~*X(l»
t: riD Ül)
C I>·l ~ r l..c T (1, 1 , " , Y , F 5 , , , 1 )
~ Ut· t = ('. Ífi

F~:,'U) : f~(l)
SO~1 = 50M'+FS~(')
Du J I; 2,t'

fSM()1 : (FS(Y-1)+rS{J»)
SOhA = SOI"'~ .•.Fs·,rl)

I: Nr C'O

fi (1;' A ~ ~ n ~i ~ fi' r!!ti..\.I? • )
l~Pr_ •. ,'ARtA =',S!il"iA
Sl("lF'

l:: f,j (1
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