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Resumo

Neste trabalho foi estudado a influéncia da dgua na
estabilizacio da estrutura e conformacio da mioglobina ( Mb ) e
hemoglobina { Hb ) através de mudancas no centro ativo ( grupo heme ),

detectadas por Ressonancia Paramagnética Eletrénica ( 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 hidratagio (0 a 0,50 g H,0/g proteina ) foram
submetidas as medidas de RPE, a T =-160°C, acompanhando o sinal do
ion ferro (III) nas metaMb(eHb ) e do grupo NO na nitrosil-Mb. A
fracio populacional dos complexos formados foram obtidos a partir da

integral dupla do espectro de RPE.

Na desidratacio da meta Mb 65% das moléculas perderam
a agua da sexta coordenacio do ferro (III) dando origem a outros
complexos. Um desses complexos foi o hemicromo H ( bi-histidina )
onde um atomo de nitrogénio da histidina distal E7 se coordena ao
ferro, com a hélice E se movimentando em direcio ao heme.
Adicionalmente a formacio do hemicromo observou-se uma diminuiciao
de 40% de moléculas detectiaveis por RPE, na desidratacdo, e sugeriu-
se a formacao de moléculas com ferro reduzido [Fe (ll)] como
explicacio para essa reducdo. Foi observado iambém um alargamento
da linha com g~ 6 para as amostras com graus de hidratacio menores
que 0,20 g HoO/g Mb devido a desvios da simetria axial em torno do
ion ferro (III). Esses desvios de simetria foi proposto originar-se de
distor¢bes conformacionais nas amostras com baixa hidratacio. Em

niveis de hidratacio acima de 0,20 g H,0/g Mb observou-se um



aumento consideravel de centros detectaveis por RPE com a

recuperacio de moléculas com a forma meta.

Na meta Hb somente 5% das moléculas permaneceram com
aagua da sexta coordenacao do ferro apos a desidratacao. As outras
95% das moléculas deram origem a dois tipos de hemicromos ( 55% )

e moléculas com Fe?* ( 40% ). Foram formados o hemicromo H e

principalmente o hemicromo P ( o 52 ligante do ferro deve ser o
atomo de enxofre da cisteina da cadeia P posicao 93 (p93), vizinho da
histidina proximal B92 que é deslocada, e o 62 ligante é proposto ser
o nitrogénio da histidina distal E7 ). Em um nivel de hidratacio em
torno de 0,40 g H,0/g Hb ha um aumento considerivel de moléculas
que voltam a ter a 4agua na 62 coordenacio do ferro com o
concomitante decréscimo da quantidade de hemicromos e de moléculas

com ferro (II).

Na adicio do gis NO nas amostras de meta Mb de baleia
com diferentes graus de hidratacio houve a formacdo significante do
complexo Fe?* - NO somente abaixo de 0,25 g H,0/g Mb. Em valores
superiores de hidratacio ( até 0,50 g Hy0/g Mb ) as amostras tornaram-
se praticamente diamagnética, apés a adicio do NO, com a formacido
do complexo Fe2* - NO*. Os resultados foram interpretados supondo que
o NO reage diretamente com ions Fe2+ disponiveis abaixo de 0,25 g
H;0/g Hb formando o complexo Fe2* - NO - paramagnético. Em
hidratacdes superiores como praticamente niao ha mais ifons Fe2+
disponiveis o NO reduz o Fed* parando no intermediirio Fe2* - NO* -

diamagnético.

O espectro tripleto observado para o NO em baixa

hidratacio na Mb é associado a um complexo onde o ferro (II) esta
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pentacoordenado. Isso indica que a histidina proximal F8 se afastou do

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

Xii



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 (0 to 0,50 g H,0/g protein ) were measured by EPR, T = -160°C,
analysing the iron (I11I) 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 lost the
water molecule coordinated to the iron (II) 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 (III). For this to occur the E helix must be close to the heme
group. A percentual of 40% of the molecules were not detected by
EPR in the dehydration and we suggest the reduction of iron (III) to
iron (II) 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 H0/g Mb, due to changes in the axial symmetry around at iron
(II1) 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 Ho0/g Mb a considerable increase was
observed in the groups detectable EPR with recuperation of molecules

in the met form.
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In met Hb only 5% of molecules remained with the water
molecule coordinated to the iron after dehydration. The other 95% of

molecules gave origin to two types of hemicromes ( 55% ) and
molecules with iron (I1) ( 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 H,0/g Hb there is a considerable increase of
molecules that return to met form. There is for the same hydration

level a decrease of quantities of hemichromes and molecules with iron

(11).

In the NO gas addition to whale met Mb sample with
differents hydration degrees we observed significant formation of Fe
(II) - NO complex only below 0,25 g H20/g Mb. For higher hydration
levels ( until 0,50 g H,0/g Mb ) after the NO addition, the samples were
pratically diamagnetic, with the formation of Fe (II) - NO* complex.
The results were interpreted supposing that NO binds directly to Fe
(II) ion that is present below 0,25 g Ho0/g Hb with the formation of a
paramagnetic complex Fe (II) - NO. For higher hydrations there is no
iron (I1I) available and the NO reduces the iron (III) with the

formation of intermediate diamagnetic complex Fe (II) - NO*.

The triplet spectrum displayed by NO at low hydration in
Mb is associated with a complex where the iron (II) is
pentacoordinated. This result indicates that F8 proximal histidin moves
away from the heme group possibilitating the coordination of a new

group in this place.
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Introducdo

A igua é o componente mais abundante da superficie da
Terra e também o principal constituinte dos organismos vivos. Somente
05 0ceanos contém 1,5 x 1024 gramas enquanto outras 0,8 x 1024 gramas
estdao presas na crosta terrestre, na forma de agua de hidratacao

( Eisenberg & Kauzmann, 1969 ).

A quantidade de agua nos seres vivos pode variar desde

97% em alguns invertebrados marinhos a S0% em algumas bactérias.

O ser humano adulto contém de 65 a 70% de agua. Os
tecidos nervosos s3o constituidos por 84% de dgua, enquanto os
adiposos tem somente 30%. Um adulto consome, entre 4agua liquida e
a retirada dos alimentos, mais de 900 litros por ano. O ciclo de agua
nas plantas verdes e organismos marinhos que fazem fotossintese €
6.5 x 1011 toneladas/ano ( Pethig, 1979 ).

Como mostram esses dados hd um conhecimento detalhado
da distribuicio e velocidade do consumo da dgua em sistemas
biolégicos. Contudo o conhecimento do papel da agua no processo da

vida, a nivel molecular, € muito reduzido.

Uma das razoes para esse pequeno conhecimento € que a
maior parte dos biologistas tinham, até recentemente, a igua somente
como um meio de suspensio para as moléculas ativas ou um mero

preenchimento de espaco nos organismos Vivos.

As outras dreas da ciéncia também ignoraram a agua e o
interesse ativo e significante sobre seu estudo com uma molécula

"especial” comegou somente no inicio dos anos 60 ( Pethig, 1979 ).
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Atualmente sabe-se que a nivel molecular a dgua interege

entre si, formando dgua liquida ou vdrios tipos de gelos, £ com outras

moléculas. Estas podem ser desde pequenos ions ( Na*,K*, Tt e outros )

até macromoléculas.

As macromoléculas que sio essencialmente de quatro tipos,
ou seja, proteinas, polinucleotideos, lipideos e polissacarideos interagem

com a agua basicamente de dois modos:

a) interacido hidrofilica - através de pontes de hidrogénio

ou solvatacio das cargas das moléculas;

b) interacio hidrofébica - a digua, sendo repelida pelos
residuos apolares da molécula, é obrigada a se auto-
organizar formando por exemplo dodecaedros
pentagonais e estruturas altamente organizadas tipo

clatratos.

O aspecto globular de proteinas pode ser explicado como
devido a interacio com a agua. Para que a proteina seja soluvel, os
aminodcidos hidrofilicos devem ficar na parte externa para solvatagio

e os hidrofébicos se voltam para o interior da molécula.

Na tentativa de acompanhar as propriedades da dgua no
processo de hidratacio de proteinas, inomeros estudos tem sido feitos.
Alguns deles sio medidas de calor especifico, NMR, relaxacdo dielétrica,

isotermas de adsorcdo, infravermelho e raio-X de alta resolucio.

A partir desses estudos foi possivel estabelecer a
existéncia de uma camada de dgua de hidratacdo para -as proteinas.
Essa camada esta associada as moléculas de dgua que tem uma

interacao “direta” com a proteina e que por isso tem algumas de suas



propriedades alteradas, em comparacio com a agua “livre”, sendo assim
possivel identifici-las. A dgua de hidratacio é proposta ser de

fundamental importancia para o estabelecimento da conformacdo nativa

e estado funcional das proteinas.

No caso das hemoproteinas (Hb e Mb ) um outro enfoque
no estudo da hidratacio pode ser dado: acompanhar possiveis

mudan¢as na regido do centro ativo da proteina moduladas pela

variacdo do grau de hidratagido. Isso porque essas proteinas tem cor,

absorvem no visivel e ultra violeta, ¢ possuem um dtomo de ferro, no

centro ativo, podendo também ser acompanhado por medidas de
susceptibilidade magnética e por RPE, quando o ferro é colocado num
estado paramagnético. Ha ainda a possibilidade de medidas Mossbauer ,

que depende do “enriquecimento” da proteina com 537Fe ( no lugar do
56Fe ).

Dentro desse enfoque Zeynek, 1926 e Haurowitz, 1951
reportaram que na desidratacio de ferrohemoglobina havia a formacido
de hemocromos (na 68 posicio de coordenagio do ferro, normalmente
ocupada pelo oxigénio, entrava um atomo de nitrogénio da propria
proteina ). Keilin & Hartree, 1952 fizeram observacio semelhante na
metahemoglobina ( observando a formacio de hemicromos, com a saida
da agua na 62 coordenacio e e entrada de um nitrogéhio da propria

proteina, e o ferro (I1I) passando a ter S=1/2).

Haberditzl et al, 1961 demonstraram que a susceptibilidade
magnética da metahemoglqbina ( meta Hb ) decresce consideravelmente
na desidratacio. Por sua vez Caughey et al, 1966, a partir de
medidas Mossbaver propuseram que metamioglobina ( meta Mb )

liofilizada era um composto de baixo spin ( 1/2).



Yonetani & Schleyer, 1967 considerando que a técnica de
RPE di informacio mais precisa sobre o estado eletrinico ( valénciae
spin ) do ferro que susceptibilidade magnética e especiro de absorcio
eletronica, estudaram a influéncia do estado fisico nas propriedades
eletromagnéticas do centro ativo de meta Mb. As principais observacbes
na proteina liofilizada foram a coexisténcia de moléculas com alto e
baixo spin (e ndo puramente baixo spin como proposto po Caughey )
e a reducio acentuada do paramagnetismo da amosira .em comparacio
com a proteina em solugdo. Contudo, nio fizeram medidas com controle

de hidratacio e ndo explicaram satisfatoriamente os resuitados obtidos.

O presente trabalho foi proposto para ser uma investiga¢io
criteriosa do processo de hidratacio da Hb e Mb, explorando as
informacoes obtidas pela técnica de RPE. 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 hidratacao.

As caracteristicas da Hb e Mb, seus papéis fisiologicos, e
os diferentes derivados observados s3o apresentados no Capitulo I. No
Capitulo Il mostra-se uma breve revisio de estudos de hidratacio em
proteinas globulares. A teoria de RPE mostrando o hamiftoniano de
spin dos sistemas estudados e a origem dos espectros estio no
Capitulo III. No Capitulo IV descreve-se os materiais € métodos
utilizados e o Capitulo V apresenta os resultados obtidos. A Discussio
e as Conclusbes sio apresentadas no Capitulo VI e VI],

respectivamente.



Capitulo 1

Hemoglobina e Mioglobina

1.1. Introdugéo

Dentre as mais abundantes proteinas de vertebrados, estdo
a hemoglobina (Hb ) e a mioglobina ( Mb ). Na corrente sangiinea

existe em torno de cinco bilhdes de células vermelhas ( eritrdcitos )
por mililittro (mi ), e cada uma é empacotada com 280 milhoes de
moléculas de hemoglobina, de peso molecular 64.500 diitons ( hemoglobina
humana) e com quatro grupos heme por molécula ( Dickerson, RE. &
Geis, I, 1983 ).

A mioglobina ( Mb ), proteina do musculo, é semelhante i
Hb mas tem somente um grupo heme e uma cadeia polipeptidica
semelhante as da Hb. Seu peso molecular é 17.815 daltons ( mioglobina
de cachalote ).

0 centro ativo dessas moléculas € o grupo heme : um

itomo de ferro circundado por um anel porfirinico® ( Figura 1 ). Esse

anel é insaturado em relacio ao benzeno e tem muitos elétrons =

deslocalizados. Somente uma das possiveis estruturas ressonantes ¢

* 0 anel porfirinico tem a habilidade para ligar um ion metilico em seu centro.
No caso das hemoproteinas ( Hb, Mb, citocromos, etc) é o ferro, na clorofila é o
magnésio e na vitamina Bjy é o cobalto, sendo portanto capaz de realizar
funcbes bioloégicas diversas, a qual depende em grande parte do ion central
( metal ).



mostrado na Figura 1 e o "esqueleto” tem exatamente uma simetria de

ordem 4, com as ligacgbes a e a', b e b’, ce ¢, d e d' equivalentes.

0 grupo heme se coordena a Hb ¢ Mb através de ligacoes
ionicas com os grupos carboxilatos nas posigdes 6 e 7 (Figura 1) e
por um nitrogénio do grupo imidazol do residuo histidina F8, na 58
coordenacdo do ferro (Figura 2 ). O sitio da 68 coordenacio é ocupado
por uma molécula de oxigénio ( 0, ), no caso fisiologico normal.
Incidentalmente a alta toxicidade do mondxido de carbono (CO) e

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

sitio da 68 coordenacdo. Na Tabela | sio apresentados alguns ligantes
que podem ocupar esse sitio e os efeitos sobre o estado de spin e

valéncia do ifon ferro.

Tabela 1. Alguns ligantes que podem ocupar a 63 coordenacio
do ferro no heme e o efeito sobre a valéncia e estado
de spin do ion ferro ( Antonini, B. & Brunori, M., 1971)

Ligante Valéncia Spin (s)
0, 2* 0
nenhum (desoxi) 2* 2
NO 2t 0
CO r 0
H,0 3 5/2
(OH)" 3* 172
F 3* 5/2
(CN)” 3* 172
Ng 3* 1/2
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Figura 1. Grupo heme ( Dickerson & Geis, 1983 ). Através dos grupos
carboxilatos, das posicdes 6 € 7, o grupo heme se liga a porcido
proteica da Hb e Mb.



Figura 2. Estrutura do grupo heme, mostrando também as histidinas
proximal F8 e distal E7; a esfera hachurada representa a posicio do
62 ligante.

1.2. Propriedades Fisioldgicas

O papel da Hb é ligar o oxigénio (0, ), no ferro da heme,
nos pulmodes e entregi-lo nos tecidos para a acio metabolica. Nos

tecidos musculares, que contém mioglobina, o oxigénio & armazenado



no seu grupo heme até ser requerido para a oxidagio metabolica. Uma
segunda tarefa da hemoglobina é ligar o diéxido de carbono ( CO, ),
produto da oxidacdo, e trazé-lo de volta aos puilmoes a fim de ser
liberado e prevenir a formacio de 4dcidos nos musculos. Vale a pena
citar que (O, n3o é transportado ligado ao ferro dos grupos heme
mas sim ao nitrogénio das aminas terminais e principalmente como ion
bicarbonato (H COy-) em solucdo ( Dickerson,R. & Geis, 1., 1983 ).

Estas propriedades siao garantidas, em parte, pelo imenso

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

ele néo consegue ligar reversivelmente o 0,, como ocorre na proteina.

Na Figura 3 sio mostradas curvas de oxigenacio da Hb e
Mb.

Musculo Pulmdes

1 ] o
20 40 60 80 100
Pressdo Parcial de 02, mmHg

Figura 3. Curvas de oxigenagio para a Mb e Hb em pH=-76, 74 ¢
7.2 (Dickerson, RE. & Geis, I., 1983 ).



A saturacio Y ¢ definida pela fracio de ocupacio dos

sitios de ligacio do 0,. Os valores variam de 0-100 (todos os sitios

vazios até todos os sitios cheios ). A forma da curva de oxigenacio da
Hb é sigmoidal, mostrando que a ligacio é cooperativa. Para a Mb a

curva é hiperbélica.

A perda de afinidade pelo oxigénio a medida que o pH
diminuvi ( efeito Bohr ) influencia a transferéncia do oxigénio nos

tecidos.

0 ferro na atividade fisiologica de hemoproteinas, como
Fe2*, pode fazer pequenos movimentos saindo ou entrando no plano da
porfirina, durante o processo de oxigenacio-desoxigenacio. Esse
movimento é transladado para a cadeia proteica, possivelmente com
grande amplificacio, através da histidina rigidamente ligada e isso é
acompanhado por mudancas conformacionais na estrutura tercidria da
proteina. Na Hb ( tetrimero ) hi também mudancas na estrutura
quaterniria que sio essenciais para a cooperatividade no processo de
oxigenacido ( Dickerson, R.E. & Geis, I., 1983 ).

1.3. Mioglobina

A mioglobina ( Mb ) é constituida de um grupo heme e de
uma cadeia polipeptidica de 153 aminoicidos ( Peso molecular 17.815

daltons - mioglobina de cachalote ), arranjados em oito extensdes de

hélices @ que formam uma fenda para o grupo heme ( Figura 4 ).
Todas as hélices sio dextrogiras e variam em comprimento de 7 a 26
residuos. Ao todo, 121 dos 153 residuos estio em regido helicoidal. A

molécula € um esferdide achado nos polos, aproxidamente 44 x 44 x 25 A
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( Mb cachalote ) . E extremamente compacta sendo que existe pouco
espaco vazio em seu interior. A Mb & semelhante em constituicio e

estrutura 4 subunidade § da Hb.

As fontes mais ricas de mioglobina sio os musculos de
mamiferos aquaticos tais como focas, baleias e porcos marinhos que
devem estocar 0, por periodos relativamente longos. Foi do cachalote

que John Kendrew, em 1962 obteve a Mb para a delerminagio da

primeira estrutura de raios-X de proteina ( Dickerson, RE. & Geis, I.,

1983 ).

o o FG2 !
o’ cD2 i
H24| & C Fo :

W

Figura 4. Molécula de mioglobina, mostrando os carbonos & e as
oito extensbes de hélices ¢ (A a H) ( Lehninger, 1975).



As cadeias laterais dos vinte aminodcidos tem uma grande
variedade de propriedades. Alguns sio muito polares e outros sio

hidrofobicos, influenciando assim as regides da cadeia em que ocorrem

para formar dobras assumindo aspecto de uma proteina globular. Os

prupos laterais ndo polares dispoem-s& no interior da molécula. Os

residuos que possuem tanto uma parte apolar quanto outro polar sdo

orientados de modo que suas porcées ndo polares dirijam-se para
dentro. Os Gnicos residuos polares dentro da Mb (e da Hb ) sio duas

histidinas ( oito na Hb ), que tém funcdes importantes no centro ativo.

0 exlerior da molecula contém tanto residuos polares quanio ndo
polares. Essa disposicio deve, certamente, ter uma forte influéncia na
solubilidade da Mb (e Hb ). O grupo heme esti localizado em uma
fenda da molécula, um local apolar, que protege o estado ferroso do

heme, da oxidacio.

A estrutura tridimensional da mioglobina é a mesma para
as diferentes espécies estudadas até o presente. Isso sugere que apesar
da microheterogeneidade na composi¢io dos aminoicidos alguns devem
ter suas posiches conservadas na estrutura primdria ( seqiéncia ) de

modo a determinar a estrutura terciaria da proteina.

1.4. Hemoglobina ( Hb )

E constituida por quatro grupos hemes e gquatro cadeias
polipeptidicas, sendo duas de 141 residuos ( cadeias o ) € duas com

146 ( cadeias P ), num total de 574 aminoicidos ( Peso molecular -

64.500 daltons - Hb humana ).
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E uma molécula aproximadamente esférica, com uma
cavidade central, e dimensdes 64 x 50 x 50 A (oxi Hb de cavalo ). Os
grupos heme de cadeias a; e B; sdo particularmente préximos, como

s30 aqueles de @ e P, (Figura 5).

Figura 5. Molécula de oxi-hemoglobina ( Cantor & Schimmel, 1980, Vol.1).

O empacotamento de cadeias na molécula de Hb é tal que
o contato entre cadeias laterais existe entre subunidades diferentes («
e B ). mas hi pequeno contato entre as iguais. Segundo Perutz os
pontos de contato entre as cadeias diferentes sio hidrofébicos,

enquanto entre as cadeias semelhantes sio polares.

Os contatos @ e P sdo de dois tipos. Os a; B; ou a5y P,
sio chamados contatos de empacotamento por representarem o

empacotamento das subunidades que nio mudam quando a molécula

13



Hb vai da configuracdo desoxi para oxi. Os contatos a;f, e @By
sio chamados contatos de deslisamento, uma vez que sofrem as
principais mudancas quando hi alteracdo no estado de ligacio do ferro

do heme. Ligacoes de hidrogénio e pontes salinas também si0

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

A distancia entre os dois ions de ferro mais proximo €

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

residuos apolares. Existe uma cavidade central dentro da molécula de

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

- produto do metabolismo da glicose, ocupa essa cavidade central quando
a molécula esta no estado desoxigenado, estabilizando essa forma
( Figura 6 ).

Figura 6.Molécula de desoxi-hemoglobina ( Cantor & Schimmel, 1980, Vol.I ).
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1.5. Meta Hb (ou Mb ) e Hidroxi Hb (ou Mb)

Como mostrado na Tabela I outros ligantes que 0 0y

podem coordenar-se ao ferro do heme alterando, eventualmente, a

valéncia € o estado de spin do ferro. No caso do ligante ser uma
molécula de 4gua o derivado é chamado meta Hb (ou meta Mb) e a

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

molécula de 4gua ocupando a 68 coordenacio do ferro, forma ponte de
hidrogénio com a histidina distal B, da globina ( Pigura 2).

Dependendo do pH da solucio ocorre a coordenacdo do ion
OH-, em vez de H,0. Nesse caso hi uma transicio de alto spin ( 5/2)
para baixo spin ( 1/2 ). Essa mudanca & acompanhada de variagdes
espectrais, tanto de RPE como de absorcio eletronica. Costuma-se

referir a esse derivado como hidroxi Hb (ou Mb ).

1.6. Hemicromo

Um dos mecanismos que levam a rapida destruicio das
células vermelhas do sangue € a conversio da molécula de
hemoglobina solavel para formas nio solivel, que quando precipitadas
sio conhecidas como “corpos de Heinz" ( Heinz, R, 1890 ). Nio ¢é
surpresa que “corpos de Heinz" sejam formados seguindo uma riapida
conversio de uma molécula de Hb defeituosa para o estado férrico

devido a uma anormalidade na estrutura primaria ou na talassemia

( auséncia de cadeias @ ou P ). Contudo, é mais facil explicar a
desnatura¢io de Hb em eritrécitos normais seguindo apenas interacdes

de oxido-reducdo. Isso se torna possivel se for assumido que além da
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oxidacio do ferro do heme, maiores alteracoes também ocorram na

estrutura do tetrimero «yB,, da Hb.

Tem sido mostrado que oxidacido “in vitro” de subunidades

isoladas o,p ou y de Hb e de Hb anormais e instdveis resultam na

formacio de hemicromos ( ferrihemocromos ) como um produto

intermedidrio da desnaturacio ( Rachmilewitz et al, 1971 ). A formacio
de hemicromos esti associada com um aumento na tendéncia para

precipitacio de subunidades de Hb ou de variantes de Hb instaveis.

A formacdo de corpo de Heinz ¢é proposto ocorrer
subsequentemente a uma mudanca na estrutura tercidria das
subunidades da Hb onde hi a formagio de hemicromos, onde ambas
52 e 63 posicio de coordenacio do ferro do heme sdo ligados a
ligantes enddogenos da molécula de Hb [Blumberg, W.E & Peisach, J.
(1971)}

A partir de estudos de compostos conhecidos de Hb férrica
( Blumberg et al., 1972) e de virios compostos modelos ( Peisach et

al. , 1973 ) foram descritos alguns hemicromos reversiveis e

irreversiveis conforme mostrado na Figura 7.

O hemicromo bi-histidina H (g - 281,227,167 ) é um
composto considerado reversivel e deriva dos anéis imidazolico ( F8 )
e distal (E7) e difere do hemicromo bi-histidina irreversivel
B(g=299; 228 e 145) pois este é protonado na posicio NI do
anel imidazolico. O outro hemicromo irreversivel P (g =245, 228 e
194 ) é semelhante a virios compostos baixo spin nos quais um
ligante é um mercapeptideo, possivelmente de uma cisteina, e outro
uma base nitrogenada e € idéntico ao hemicromo encontrado no
citocromo P-450 (g =241, 2,25, 1,93).
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Figuras 7. Um esquema de hemicromos reversivel e irreversivel : em dois dos
trés hemicromos, a 5* posicio de coordenaclic do ferro do heme
estd ligado a histidina proximal (F8 ) e na sexta coordenaglio a
histidina distal ( E7 ) .0s hemicromos irreversiveis (B e P) tem
respectivamente, as histidinas protonadas ou um mercapeptideo e
uma base nitrogenada como ligante ao ferro ( Rachmilewitz, 1974 ).

Nas cadeias B da Hb, uma cisteina ocupa a posicio 93,
vizinha a histidina “proximal” ( posicio 92, que se coordena ao ferro ).

Portanto, uma possibilidade para explicar a origem do hemicromo P é
a ligacio do itomo de enxofre dessa cisteina ( f93 ) ao ferro com a
histidina “proximal” que ocupa a 5% coordenagio do ferro sendo
deslocada e na 62 ocoordenacio 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 atomo de enxofre ao ferro. Tal rotacdo faria com

que alguns grupos hidrofébicos, originalmente dentro da molécula,
ficassem expostos ao solvente enquanto os grupos hidrofilicos se

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

No caso de hemicromos reversiveis a mudanc¢a estrutural

¢ sucedida someni por pousas quebras de¢ pontes d¢ hidrogénio.

Contudo, para os hemicromos irreversiveis ha necessidade da quebra

de muitas ligacoes de hidrogénio. Segundo Rachmilewitz et al., 1971, a
formacdo de hemicromo irreversivel a partic de hemicromo reversivel
é uma reacio dependente do tempo, como observou seguindo a

desnaturacio da Hb normal com salicilato ou em desnaturacio

espontianea de cadeias isoladas oxidadas a e P.

1.7. Nitrosil-Mb (ou Hb )

Os estudos de RPE em hemoproteinas sio [feitos,
geralmente, utilizando o fon ferro na forma 3*. As formas oxi e
desoxi da Hb (ou Mb ), onde o ferro esti na forma 2*, nio exibem
sinal de RPE.

Uma alternativa que tem sido muito usada é a utilizaclo
dos derivados nitrosil. Nesse caso o sinal de RPE observado é do

préprio grupo NO ligado ao Fe?*, mimetizando a molécula de O,.

Keilin & Hartree , 1937 . realizando experimentos Opticos
com oxi € meta Hb, mostraram que o 6xido nitrico ( NO) combina-se

com as duas formas da Hb. Com a oxi Hb, o composto formado é




estdvel, sendo dificil obter novamente a Hb livre de NO. Com a meta
Hb, entretanto, 0 composto formado nio é estivel, sendo que o Fed+ ¢

reduzido a Fe2* e o composto resultante é idéntico ao obtido com a

oxi Hb ( Chien, 1969 ).

O mecanismo proposto para a reacio da meta-Hb ( ou
meta Mb) com NO é o seguinte ( Ehrenberg & Szczepkowsky , 1960 ;
Chien, 1969a ):

( heme Fed* ) + NO =— ( heme Fe NO J3+ (a)
( heme Fe NO)3* == ( heme Fe2*) + NO* (b)
(heme Fe2*) + NO* + 20H- —= ( heme Fe NO,)* + H,0 (c)

( heme Fe NO, )+ + NO —— (heme Fe ﬁ)lz’ + NO2- (d)

paramagnético - sinal RPE

Observa-se que, no mecanismo proposto, para cada heme
( Fe3* ) sio necessirias duas moléculas de NO para que a reacio
ocorra totalmente, isto é para que ocorra a reducio do ferro e a
formagdo do nitrosil-ferroso-heme. H4 também dependéncia do pH pois

o passo ¢ da reacio requer a presenca de OH-.

A possibilidade de observacio de espectros de RPE a
temperatura ambiente, também mostra que ambos produtos fihais da
reacdo (NO com Fe3* e Fe2*) sdo nitrosil-ferroso-Hb de spin baixo
(S=1/2). Se o estado de spin fosse alto (S =3/2) o tempo de
relaxacio deveria ser curto, sendo dificil a observacio de sinal de

RPE, exceto a temperaturas muito baixas.
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Capitulo I

Hidratacdo de Protelnas Globulares

2.1. Interagbes especificas agua-proleina

Na Figura 8 é mostrado uma vista esquematica de um

modelo que descreve a organizacio estrutural da dgua em torno de
uma proteina globular. Existem trés tipos de moléculas de dgua

organizadas localmente em adicdo as moléculas de agua “livre”. Esses
tipos de agua sdo distinguiveis através de dados termodinimicos e ou

cinéticos e ou espectroscopicos ( Hopfinger, 1977 ).

Existem poucas moléculas de dgua presas fortemente em -
locais especificos, tais como sitios ativos, ligadas a ions metdlicos, ou
no interior das proteinas. Estudos de raios-X e néutrons de alta
resolucio tém identificado a localizacio de algumas dessas moléculas
de 4gua. Na quimiotripisina dezesseis moléculas de 4gua foram
identificadas no interior da proteina ( Birktoft & Blow , 1972 ) e na
anidrase carbbénica C nove moléculas de dgua foram encontradas na
cavidade do sitio ativo ( Lijas et al, 1972).

Nenhuma ' molécula de d4gua fixada internamente ¢é
encontrada na Mb ou nas subunidades da Hb. No entanto na Hb, idgua
ligada internamente € encontrada entre as suas subunidades e formam
uma parte essencial do conjunto de liga¢des de hidrogénio que ajudam

a manter o tetramero junto ( Perutz, 1978 ).

A segunda classe de d4gua pode ser chamada de dgua

"ligada”. Esta pode ser distinguida da igua “fortemente ligada" porque:
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1) existe muito mais agua "ligada” que “fortemente ligada” ¢ 2) agua

"ligada" ndo é tio altamente organizada em relacio a proteina, como a

“‘fortemente ligada”,

L
¢ Cadeios Laterais Carregadas.
¢ Moléculas Ligadas Rigidamente.
i Agua Ligada
M Agua de Transi¢do

Figura 8. Vista esquemdtica da organizaclo estrutural da 4gua em
torno de uma proteina globular.

Experimentos calorimétricos ( Bull & Breese, 1968 a, b;
Mrevlishvili & Privalov, 1969 ) caracterizaram a &gua “ligada" como
agua nido congelavel. Ist(; é, existe uma quantidade moderada de dgua
( Tabela II ) em solucdes de proteina que tem um calor de fusio
muito baixo e um correspondente baixo ponto de congelamento.
Solucdes contendo esse tipo de agua possui uma capacidade de calor
configuracional aumentada que pode ser explicada pela interacio agua -

proteina.
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Os resultados de dispersio dielétrica, em alta frequéncia de

solucdes de proteinas indicam duas regides de dispersio, 108 e 1010 Hz;

a primeira em 10%Hz ¢ de pequena amplitude. Existe concordancia
que a dispersio na frequéncia mais elevada é devido a rotacao
molecular da dgua “livre”, enquanto a dispersio de pequena amplitude
surge de contribuicbes rotacionais de dgua ‘“ligada” mais possiveis

efeitos de movimentos das cadeias laterais dos aminoidcidos ( Grant et

al, 1968; Takashima, 1969 ).

Experimentos de Ressonincia Magnética Nuclear ( RMN ou

NMR do inglés Nuclear Magnetic Resonance ) sugerem que as moléculas
de agua ligada formam, aproximadamente, uma monocamada sobre a
proteina e possui tempos de rotacio perto de 10-9 segundos a
temperatura ambiente ( Koenig & Schillinger, 1969; Walter & Hope,
1971; Cooke & Kuntz, 1973).

A quantidade de agua ligada pode ser determinada da
integracdo do sinal de absorcio de NMR. Os resultados de tais
integracoes sio dados na Tabela II. Da razoivel concordincia entre os
dados de agua nio congelavel obtido de medidas calorimétricas e de
agua ligada encontrado por NMR, é possivel que ambas técnicas

mecam a mesma entidade de igua ( Hopfinger, 1977 ).

De 0,25 a 0,40 g Ho0/g proteina as partes ndo cobertas da
proteina, tornam-se hidratadas. Essa € uma camada de transicio entre

a agua "livre” e a agua "ligada” da proteina.
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Tabela II. Quantidade de dgua "ligada” em solugdes aquosas de proteina

Proteina Quantidade de 4gua nfo con- |Agua “ligada” em
roteln gelével em g H,0/g proteins | g H,0/g proteina
Calorimetria NMR
Hemoglobina
Nativa 0,32% 0.42"
Desnaturada 0,342 —
Mioglobina (nativa) - 024"
Lisozima (nativa) 03° 034b
BSA (nativa) 034" 040 b
Ovalbumina (nativa) — 033"
a- Mrevlishvili & Privalov, 1969
b- Kuntz, 1971 a,b
¢ - Bull & Breese, 1968 a,b

2.2. Estdgios no Processo de Hidratacéo

A hidratacdo consiste de trés estigios bem definidos que

refletem as virias propriedades do sistema.

Entre 0 e 0,07 g Ho0/g proteina o processo de hidratacio é
dominado pela interacio da agua com os grupos ioniziveis. Na Figura
9 mostra-se que para a lisozima em 0,07 g/g existe uma transicio no
espectro de infravermetho ( Carreri et al, 1979 ). e capacidade de calor
(Yang & Rupley, 1979 ) refletindo uma mudanca no arranjo da agua

na superficie da proteina. Esse valor € muito proximo do valor 0,06 g/g,
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obtido para a hemoglobina a partir de isotermas de adsorcio ( Cardew

& Eley, 1958; Brausse et al, 1968 ), associado a 12 monocamada de
BET (Brunauer & Emmet & Teller, 1938 ).

o 0.1 a2 03 0.4 08 !
9Hg0 / goproteina

Figura 9. Propriedade do sistema lisozima - 4gua como uma funcio do conteGdo de
dgua. 0 valor da barra vertical na figura é dado separadamente para cada
curva, na respectiva unidade de medida. Curvas:a) Absorbincia no méximo da

banda do carboxilato ( 1580 cm-! ) medido a 38°C; unidade 0,35 A; b) Variac#o
na banda Amida I'\ medido em 38°C como a diferenca entre os extremos

negativo (1690 cm-! ) e positivo (1645 cm-!) em torno do ponto isobéstico do
espectro diferencial; unidade 0,17 A; c¢) Capacidade de calor aparente da

lisozima, em 259C; unidade 0,2 J/K.g. Esta funcio ¢ uma medida do excesso da
capacidade de calor do sistema por g da proteina; d) Atividade enzimdtica,

medido em 25°C; unidade 5 x 10-6 s-1; e) susceptibilidade diamagnética, medido
em 25°C e expresso como susceptibilidade diferencial por g de 4dgua adsorvida;
unidade 055 x10-6 e.m.u/g. O limite para alta hidratagio & igual ao valor da
dgua liquida (0,721 x 10-6 e.m.u./g ) ( Carreri et al, 1980 ).
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Na faixa de 0,07 a 0,25 g/g os grupos de moléculas de

dgua se formam, sobre os grupos ioniziveis e polares, e crescem

cobrindo a maior parte da proteina.

De 025 a 0,40 g/g as partes ndo cobertas tornam-se
hidratadas. Aparentemente a dgua condensa-se sobre elementos da
superficie com uma interacio menos intensa, possivelmente sobre

atomos apolares nio adjacentes a grupos ionizdveis ou polares. Essa &
uma camada de hidratacio que atua como um estado de transicdo

entre dgua "livre” e a 4gua “ligada”.

Para a lisozima virias propriedades tem comportamentos
distintos em uma hidratacio de 0,20 g H,0/g proteina como: atividade
enzimatica, capacidade de calor, susceptibilidade diamagnética e

variacio na banda amida ( 1660 cm-!1 ) conforme mostrado na Figura 9.

Para virias outras proteinas uma dependéncia caracteristica
do aumento da “constante” dielétrica com o grau de hidratacdo foi
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 hidratacdo critica de 0,18 g/g para observar

condutividade protonica na Hb. Assim, observa-se que virias

propriedades relacionadas com o sistema d4gua - proteina exibem -

descontinuidade em torno da hidratacio de 20%, indicando ser um

ponto importante no prooeséo de t;idratacio.

Ainda para a lisozima observa-se que a atividade
enzimatica sofre nova mudanca em 0,38 g/g. Isso indica que embora

as multi-camadas de agua nio sido importantes para comportamentos
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mediados no tempo, sio para algumas propriedades dinimicas ( Rupley

et al, 1980 ).

2.3. 0 papel da égua na estrutura da Mb e Hb

2.3.1. Aspectos estiticos

A mioglobina e a hemoglobina como proteinas globulares
dependem das interacdes especificas com a dgua para estabilizacio

dessa forma.

Do ponto de vista da estrutura secundiria Bohm &
Abaturov, 1977 interpretaram resultados de dicroismo circular da meta
Hb, amostra em filmes, em hidratacio inferior a 70% de umidade
relativa (-~ 0,20g/g ) com a diminuicio de 25 a 30% no conteudo de
hélice-a. Nesse mesmo trabalho citam resultados preliminares para a
meta Mb no qual o decréscimo no conteido de hélice-o ocorre somente
em hidratacio abaixo de 40% de umidade relativa ( ~ 0,10 g/g ) ou seja,

em um valor significantemente menor que para a meta Hb.

Jacobson & Krueger, 1975 também sugerem reducio no
conteido de hélice-a para a Mb liofilizada, a partir de medidas de

espectroscopia infravermelho.

Grande parte dos trabalhos existentes tem acompanhado as
propriedades da agua ou do agregado molecular como um todo no
processo de hidratacio das hemopg'oteinas ( infravermelho, isotermas de
adsorciao, dispersio dielétrica, NMR, dicroismo circular e outras ).
Contudo uma alternativa de muito interesse é o acompanhamento de

alteracbes no centro ativo ( heme ) em funcio do grau de hidratagio.
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Isso porque o ferro do heme apresenta possibilidade de medidas de
absorqdo Optica, susceptibilidade magnética, espectroscopia Mossbauer,

RPE, etc. que podem refletir alteragbes com a hidratagio.

Dentro desse enfoque Zeynek, 1926 e Haurowitz, 1951
reportaram que a desidratagio de ferrohemoglobina era acompanhado
por mudancas reversiveis no espectro de absor¢io de luz visivel com

a formacio de hemocromos ( a 63 posicio de coordenacio de ferro (II)
ocupada por um itomo de nitrogénio da propria proteina ). Em seguida

Keilin & Hartree, 1952 fizeram observa¢io semelhante para a

ferrihemoglobina, neste caso obtiveram hemicromos. Essas mudangas
opticas ndo foram aparentemente observadas na desidratacio de
oxiferrohemoglobina e ferrihemoglobina - fldor ( F- ), - 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 desidratacdo.
Do paramagnetismo residual do grupo heme estimaram que o momento
magnético efetivo do jfon Fe (III) era 291 magnétons de Bohr. A
partir de medidas espectroscopicas Mossbauer em ferrimioglobina
Caughey et al., 1966 propuseram que a ferri-Mb na forma liofilizada é

um composto baixo spin.

Yonetani & Schleyer, 1967 considerando que parimetros de
RPE diao informacdes menos ambiguas a respeito do estado eletronico
do ferro que susceptibiliade magnf:tica e espectro de absorcido oOptica,
estudaram a influéncia do estado fisico de hemoproteinas sobre as
propriedades eletromagnéticas do seu grupo prostético. Dentre as

principais observacdes desse trabalho estio que:
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e a largura de linha das absorcoes de RPE para
ferrimioglobina decresce na seguinte ordem: solugio
concentrada < suspensdo policristalina Omida < amostra
liofilizada < policristal seco. Bsse alargamento causado
pela desidratacio pode ser revertido pela re-hidratacio e
dissolucio da amostra seca. A razido deste alargamento
foi proposta ser devido ao aumento de interagbes
magnéticas entre grupos heme vizinhos como resultado
de empacotamento mais préoximo da moléculas na

desidratacio.

e a intensidade da absor¢cio de RPE da linha devido a
S =5/2 na ferrimioglobina decresce por um fator 10 a

20 na desidratacio.

o a intensidade integrada da absor¢cio de RPE da amostra
policristalina seca de Mb, incluindo as absorcoes de
baixo spin ( 1/2 ), era somente de 10 a 15% 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 H0 da 68 coordenacio é trocada nesse composto por um grupo
nitrogenado da proteina ) e nio puramente baixo spin como assumido
por Caughey a partir de dados espectroscopicos Mossbauer. Ainda mais
que a reducdo acentuada da absor¢io de RPE, conforme mostrado na
Figura 10, sugere que a transicio de spin induzida pela 'desidratacio
nio deve ser uma transforma¢io de um passo somente ou seja de
alto spin para baixo spin, mas pode envolver passos intermediirios. As

propriedades desses passos intermediarios, segundo Yonetani &
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Schleyer, nio estavam definidos mas pareciam ser altamente

dependentes do grau de hidratagdo.

Temperatura =-196°

(A} | 228
Mb, liofilizada |

4 X25

1 1 i

i
0 LOOO 2.000 3000 4.000 5000
Campo Magnetico (Gauss)

Figura 10.Espectros de RPE da meta Mb, de uma mesma amostra, nas
seguintes condices:
a) liofilizada
b) parcialmente hidratada

Mais recentemente Alter, 1983 utilizando espectroscopia
fotoacistica observou as perturbacbes espectrais associadas~ com
mudanca de estado fisico da Hb. Estudou os derivados { H20 ), fluor ( F- ),
azida ( N3~ ) e cianeto ( CN- ) quanto aos efeitos da liofilizagdo,

cristalizacio e precipitacdo com sulfato de amoénio. A principal
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observacio feita foi os diferentes niveis de formacio do hemicromo H

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

A Tabela III mostra tal resultado, indicando uma maior
formacio para o derivado meta no processo de liofilizacio e o menor
para o cianeto. O valor maior observado no processo de liofilizacdo que
na precipitagio reflete uma maior eficiéncia na remogio de éagua da
proteina. A maior estabilidade para o derivado cianeto é esperado pela

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

Tabela III. Porcentagem de conversio de derivados, da meta Hb
bovina para hemicromo H ( bi-histidina ) em diferentes

preparagdes ( Alter, 1983 ).

Preparacio

Derivado Hb bovina :
Liofilizada | Precipitada |Cristalizada
H,0 ( meta) 8213 297 N
F~ 69 £2 614 —
N.; 52+2 2 <2
CN™ <2 {2 {2

2.3.2. Aspectos Dinimicos

As funcbes fisiolégicas de proteinas nl3o podem  ser
entendidas somente de sua estrutura estitica uma vez que aspectos

dinimicos sio de grande importincia ( Singh et al, 1981 ).
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Estudos de raio-X ( Frauenfelder et al, 1979 ) e Mossbauer
( Keller & Debrunner , 1980; Parak et al, 1981 ) com cristais e

solucoes congeladas de mioglobina revelaram que os dtomos na
proteina sofrem deslocamentos acentuados. Por exemplo, o deslocamento
médio do itomo de ferro na mioglobina é tio grande como 0,24 A, a
temperatura ambiente. Tais valores anomalos podem ser descritos a

flutuacoes entre subestados conformacionais da molécula da proteina
( Frauenfelder et al, 1979).

Esses subestados surgem de um grande nUmero de
configuracoes estruturais ligeiramente diferentes que a proteina pode
adotar. Em experimentos Mossbauer obteve-se que o tempo
caracteristico desses movimentos de larga amplitude é da ordem de
10-7s a temperatura ambiente ( Parak et al., 1981 ). No congelamento,
contudo, essas flutuagcdes caem e abaixo de 200 K, sio muito lentas

para serem vistas por Mossbauer.

Experimentos Mossbauer em proteinas ( Parak & Formenck,
1971 e Frolov et al, 1975 ) e espalhamento Rayleigh com mioglobina
policristalina (Kruhianski et al, 1980 ) com conteido de dgua
controlada mostraram que os grandes deslocamentos do atomo de ferro
desaparecem se a quantidade de 4gua adsorvida da proteina é
reduzida. A dependéncia da temperatura de medidas de relaxacio
dielétrica de agua adsorvida em cristais de metamioglobina ( Singh et
al, 1981 ) estio fortemente correlacionadas com a dependéncia da
temperatura do deslocamento do atomo de ferro medido por

Mossbauer. Na Figura 11 mostra-se esses resultados.

Para explicar esse fenomeno Singh et al., 1981 propuseram

dois mecanismos: 1) o0 movimento da proteina sofre um amortecimento
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mecanico pela dgua adsorvida;, 2) existe um acoplamento dinamico
elétrico entre os dipolos elétricos flutuantes da dgua adsorvida e os

grupos polares da proteina.

L
4 F " T T T T T T T ‘°
I 3
12k dguo adsorvida 18 'g
| no meta Mb s
10+ 14 9
| o alsidads do transiels g
- -
.? gl  do Ferro ls §
: . : -
Q 8l O %
- 5 12 s
~l= 4} 2
413
2r .
s >

o h..’—.‘. 1 L A . 1 1 1°

120 180 240 300

Temperatura (K)

Figura 11.Dependéncia com a temperatura da velocidade de relaxacfio
dielétrica da dgua na metamioglobina ( circulos cheios,
escala da esquerda ) e da velocidade de transicio
conformacional dos 4tomos de ferro ( circulos vazios,
escala da direita ) (Singh et al., 1981).

A temperatura ambiente as moléculas de agua podem se
reorientar com uma velocidade rapida. Dessa forma, dificilmente
exercem qualquer forca de atrito no movimento da proteina, que
consequentemente pode flutuar entre os subestados conformacionais
com uma velocidade também muito ripida. Com o decréscimo da
temperatura a velocidade de reorientacio das moléculas de agua

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

subestados.

Por outro lado como investigado por Friend & Gurd, 1979
as interacbes eletrostiticas entre os aminoacidos carregados na

superficie da proleina tem uma contribuicio importante para a energia

de estabilizacio da estrutura tercidria da mioglobina. Consequentemente

qualquer distdrbio das cargas ou propriedades dielétricas do meio

molecular é provavel ter uma forte influéncia na estrutura e dinimica

da proteina.

Geralmente a barreira de potencial entre subestados
conformacionais da proteina é alto em comparacio com a energia
térmica, e consequentemente as transigdes entre subestados sdo raras.
A reorientacio dos momentos de dipolo elétrico das moléculas de agua
levam a flutuacbes locais do campo elétrico, 0 qual interage com os
grupos carregados da superficie da proteina movimentando-os. Assim a
barreira de potencial entre os subestados conformacionais da proteina
€ modulado pelas flutuacoes dos momentos de dipolo da agua
adsorvida.

A amplitude média dessas modulacdes de potenciais é
pequena e ocorrem em uma taxa média dada pela velocidade de
relaxacio dielétrica. Ocasionalmente, contudo, devido a correlagio
estatistica entre os dipolos flutuantes, essa modulacio de potencial

pode alcancar grande amplitude.

A probabilidade requerida para tais flutuagbes serem
suficientemente grandes para explicar a velocidade relativamente lenta
de flutuacio da proteina, em comparacio com a velocidade de .

relaxacdo riapida na agua adsorvida, é em torno de uma parte em mil
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Uma vez que a velocidade de flutuagio do dipolo da dgua adsorvida

cresce com O aumento de temperatura, a velocidade de transicio
conformacional nas proteinas é esperada aumentar proporcionalmente,

como se observa experimentalmente.

O efeito acoplamento elétrico pode também ser visto como

uma blindagem ao movimento dos grupos carregados na superficie da

proteina pela alta constante dielétrica da dgua adsorvida. Esta

blindagem ¢ efetiva somenie para aquelas flutvagdes conformacionais
da proteina que sio mais lentas que a velocidade de relaxacio

dielétrica da agua adsorvida. Consequentemente a velocidade de
flutuacdo conformacional diminui com o decréscimo da velocidade de
relaxacdo dielétrica da agua adsorvida, no abaixamento da temperatura
(Singh et al, 1981 ).

Doster et al, 1986 a partir de medidas de calorimetria e
espectroscopia infravermelho estudaram a dgua de hidratacio em
solugdes e cristais de mioglobina em temperaturas abaixo de 0°C. As

principais observacdes e conclusdes foram:

e a igua de hidratacio permanece amorfa em baixas

temperaturas,

¢ hi uma transi¢cio tipo "vidro alargada” entre 180 e 270K

que depende do grau de hidratacio da proteina ( Figura 12 );

e O espectro infravermelho e o calor especifico da agua
em cristais de Mb foram determinados pela primeira vez entre 180 e
290 K.
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e As dependéncias semelhantes com a temperatura
sugerem correlacdo entre flutuacoes estruturais e movimento térmico

da dgua do cristal ( Figura 11);

¢ Um modelo de rede de ligagies de hidrogénio € proposto

para explicar ¢55¢5 aspeclos. Segundo o modelo 2 cinética da quabra e

formacdo de ligagdes de hidrogénio intramolecular e aquelas resultantes

das interaqies solventic - proteina sio contribuicdes essamsisis para a

dinamica das proteinas. O sistema aigua - proteina € uma rede de

ligagdes de hidrogénio e tal rede nio tem simetria translacional. Ela
pode ser separada em grupos com acoplamento interno diferentes. A
dinamica desses grupos envolve a formacio e quebra de ligacdes de
hidrogénio, que ¢é um fenomeno predominantemente cooperativo,
providenciando um mecanismo entre flutuagdes da agua e movimento
conformacional da proteina. 0 tamanho desses grupos diminui com o
decréscimo da hidrata¢do, influenciando na sua estabilidade, que é

diminuida.

e A mioglobina desidratada pode ser aquecida até 80°C
sem desnaturagdo. Isso, segundo Doster et al., sugere que a ligacio de
hdirogénio pode ser quebrada somente as custas da formacio de uma
nova ligacdo. O processo é pouco efetivo se somente poucos doadores e

aceptores estio preserites.

e Trabalhos de cinética de ligacido de ligantes em
hemeproteinas ( Austin et al, 1975, Doster et al, 1982 ) mostraram
um comportamento nio exponencial que foi explicado como devido a
existéncia de uma distribuicio de subestados conformacionais.
Concluiram desses experimentos que cada proteina é congelada em

subestado particular abaixo de 200 K. Essa distribuicio pode refletir a
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multiplicidade de estados da 4agua na superficie da proteina. A
mudanca para o vermelho da banda do gelo "amorfo” ( dgua ligada )
por 15 a 20 cm!, relativo ao gelo de “volume” (dgua livre ) implica
um aumento da energia de ligacio média de 3,6 kJ/mol. Essa mudanca

COITesponds & WM SASUraento 9 distancia 0., 0 de 005 A ( Joesten,
1974 ). A distribuicio de ligacoes de hidrogénio, pode assim, ser

inacessivel a cristalografia de raio-X.

ol
osl
as|
o.4/

0,2}

Ac’lccl g-! grau-!

Figura 12.Calor especifico da d4gua em cristais de mioglobina (-4-)
como uma funcio da temperatura. Os dados foram
calculados da diferenca A dH/dT entre duas medidas. O
primeiro experimento foi com cristais intactos, e o
segundo depois de secar o mesmo cristal a 80°C sob fluxo

de nitrogénio. O calor especifico do gelo ( — ) também ¢
dado ( Doster et al., 1986 ).

Bogatyrenko & Likhtenshtein, 1985 observaram o efeito da
hidratacio nas propriedades dinimico-molecular da albumina de soro
humano, a partir de parametros de espectro de fosforescéncia e de
RPE de “spin label® covalentemente ligado. Concluiram que na regido

de baixa temperatura ( 90-260 K ) a hidratacio de albumina de soro
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humano leva a intensificacio aprecidivel dos movimentos molecular de

baixa frequéncia (y«< 103seg-!) e influencia fracamente os movimentos

de alta frequéncia das regibes hidrofobicas e acessiveis ao solvente.
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Capitulo 111

Teoria de Kessondncia Faramagnética
Eletrénica ( RPE)

3.1. Introdugéo

A Ressonincia Paramagnética Eletronica (RPE ) é o

fendémeno de absor¢io de energia dos elétrons ndo emparelhados de
um dtomo, molécula ou ijon quando estes se encontram sujeitos a
aplicacdo de um campo magnético ( Poole, C. P., 1983; Pake, G.E. &
Estle, T. L., 1973 ). Assim a condicio necessiria para a utilizacio de
RPE é a existéncia de elétrons desemparelhados no sistema em estudo.
Nesse aspecto alguns dos fons dos metais de transicio { Fe3*, Cu2+,

Mn2*, Mo3* e outros ), e radicais livres sio adequados.

Bm certos casos, como por exemplo para algumas
macromoléculas ( proteinas, fosfolipidios, etc), que nao apresentam
absorcdo intrinsica de RPE, é possivel a introducido de moléculas
chamadas “spin-label”, que si3o radicais livres estiveis. O “spin-label”
ligado a macromolécufa pode refletir no seu espectro de RPE alteracoes
relacionadas com o sistema de interesse. O mais utilizado dos spin -

label sio derivados do radical nitroxido ( N-O) ( Knowles et al, 1976 ).
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32 Hamiitoniano de Spin

0 momento magnético g de um elétron desemparelhado

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

-- -

p=-gPBs (1)

onde p € o magnéton de Bohr e g é o fator giromagnético para o

elétron.

Na presenca de um campo magnético H a interacio desse

elétron com o campo magnético serd dado pelo hamiltoniano:

H = -;ﬁ ou (2)

H=-8

W

s.H ' (3)

Este hamiltoniano descreve o efeito Zeeman e sua solucio

fornece as possiveis energias para o sistema.

Para o caso de um campo magnético Ho aplicado na
direcio Z tem-se:

H -8 B HO.SZ (4)
E(mg)~- g B Ho. mg (5)
onde mg sdo as possiveis projecdes do spin ao longo do eixo de

quantizacio Z. No caso de um elétron as projecoes possiveis siao

M;=21/2 e as energias serao:
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l 1
B(+.2_)=+-2-gﬁH0 (6)

[ 1
B(-;)--;eﬂﬂo (7)

A transicio entre os dois niveis se dard quando uma

energia AE - g p Ho for fornecida ao sistema. Essa energia faz com

qua o momento magnetico transicione de uma posicado paralela ao
campo magnético Ho para uma posicdo antipararela a este. A energia

AE normalmente é fornecida ao sistema através da exposicio a um
campo de microondas de frequéncia fixa perpendicular ao campo Ho
que ¢ adiabaticamente variado até que ocorra a transicio. Quando
ocorre a transicio o sistema absorve energia do campo de microonda
e essa absorcio ou geralmente a sua derivada pode ser detectada por
um sistema eletronico apropriado que faz parte dos espectrometros de

RPE. A Figura 13 ilustra essas informacoes.

As consideracdes feitas, até agora, sdo vilidas no caso do
elétron livre parao qual o fator g vale 2,0023. No entanto, estuda-se
casos mais complexos, onde os elétrons desemparelhados n3o se
encontram livres, mas sujeito a interacbes no itomo ou ion e com oOs
ligantes. Algumas dessas interacbes sao: interacdo spin-Orbita, interacdo

fina e interacio hiperfina.

Na verdade essas intera¢des “enriquecem” o espectro de
RPE fornecendo informacoes importantes sobre o sistema contendo o

elétron desemparelhado.

40



A seguir serdo descritos o5 sistemas estudados nesse
trabalho mostrando os correspondentes hamiltoniano de spin e a origem

do espectro de RPE,

/Msu-l/?.

(a)
hv =9PH

l\ MSB-IIZ

=MH

A |
l Absorgdo de RPE

g
/ Primeira derivada
: da Absorclo de
RPE

(b)

(c)

—_——————— - — =0~

Figura 13.a) Desdobramento dos niveis de energia do spin eletrénico
na presenca de um campo magnético
b) A forma de linha da absor¢lo de energia da microonda
c) Derivada da linha de absorgdo..

3.3. Ion Ferro em Hemoproteinas

3.3.1. Iatroducio

Um itomo de ferro tem 26 elétrons, sendo que 18 estdo
em camadas fechadas e 8 na configuragio orbital 3d®é 4s2, Nas
hemoproteinas, pode aparecer no estado trivalente ( Fe3*, férrico ) ou
divalente ( Fe2* ,ferroso ). No primeiro caso a configuracio orbital ¢é
3d3 e no ultimo 3dS.
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A camada Jd consiste de § orbitais que podem acomodar

no maximo 10 elétrons levando-se em conta seus spins paralefos e
antiparalelos, como é requerido pelo principio de Exclusio de Pauli

Quando ha menos de 10 elétrons, varios arranjos sio possiveis, como

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

mais allo como o de menor energia, de forma que os estados

fundamentais para 3d> e 3d® sio respectivamente 65 e SD.

FERRICO (Fe34.(3d5) |
tHit[t[t] ¥ s=3 — (Alto Spin)

W[ H]H] ] sa3

Befedi 4] 1 ] S=% - (Baixo Spin) 4

FERROSO (Fe2t) (3d6)
M ATt ] s=2 - (Alto Spin)* —1LIT }—©0

LT ] -1 Ot [
Alto Spin’ 8
[H4[t4/t4] | | s=0 - (Baixo Spin) .s".sfz'; (‘g’.‘?,:',""
(a) (b)

Figura 14.(a)Ocupagiio possiveis dos orbitais d pelos elétrons do ion Fe2* e Fe3*.
(b) Efeito do campo cristalino & no estado de spin para o ion Fe3* .
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A dependéncia angular das cinco funcbes de onda

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

Os orbitais dyy. dyz, dy; sio denominados t2g € os dz2
e dxz_yz sdo chamados eg. No jon livre a energia dos cinco orbitais
é a mesma, ou seja, o estado fundamental é pentadegenerado ' . No
campo cristalino ( Feher, 1969 ) o efeito da circunvizinhanca nio é o
mesmo sobre todos os orbitais d e, sendo assim, a degenerescéncia é
levantada, de modo que o desdobramento dos niveis de energia

degenerados deverid ser sensivel 2 simetria da vizinhanca.

ox Y 2

(\ \.\\
N '2g } © ©
./ Y Y 4 p¢
e
dxy dyz dxz

Figura 15. Dependéncia angular das func¢bes de onda 3d.

* Na aproximacio da teoria de campo cristalino os ligantes sfo substituidos por
cargas puntuais negativas, que vao dar origem a um campo elétrico que atua
sobre o fon paramagnético.
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Numa primeira aproximacido ao estudo do grupo heme das
hemoproteinas o ion ferro esti octaedricamente coordenado a 6
ligantes carregados negativamente. Os orbitais d, no centro desse
octaedro, serdo desdobrados. Os trés orbitais t2g ( dgy, dg ., dyz)
evitam os vértices negativos do octaedro, enquanto os orbitais eg
(dy242 e d,2) apontam diretamente para as cargas negativas ( Figura
16 ). Nesse caso, a2 energia de repulsio Coulombiana & grande e esses
orbitais (eg ) estario com uma energia major. A diferenca de energia
entre os orbitais tog ¢ eg € chamada de parametro de campo
cristalino A. Esse valor depende do composto; em grupos heme ¢é da
ordem de 109 cm-1 ( Feher, G., 1970 ).

Dependendo da intensidade do desdobramento do campo
cristalino A, que levanta a degenerescéncia dos orbitais, pode-se ter
uma configuracio baixo spin ou alto spin. Assim ligantes fortes A
intenso. como o cianeto ( CN- ) fornece uma configuracio de baixo spin
(S=1/2 para o Fed* ) e ligantes fracos como a agua e o fluor,
fornecem uma configuracdo de alto spin (S =5/2 ). Na Figura 14a-b
mostra-se as ocupacbes possiveis dos orbitais d pelos elétrons dos jons

ferro (I1) e ferro (I11) e o efeito do campo cristalino A no estado

de spin para o ferro (1I1).
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Distorgdo
z Tetragonal

Distorgde
R8mbica
-

//

ta) (b) (e)

_dnlyt
o St ——
2x dz2dx2y2 -
og - <
// \\\ dzz
5x -~ R
:\\ dxy,dyz _—"
f!' ™~ <= \\\

Figura 16.Efeito do campo cristalino nos niveis de energia dos orbitais d:
a) ion livre ( simetria esférica)
b) vizinhanca octaédrica
c) octaedro com distor¢iio tetragonal.

3.3.2. Hamiltoniano de Spin e Niveis de Energia para o ion
Ferro (III) |

3.32.1. Fe3+-S=5/2

Para o ion ferro ( III ), estado de spin S = 5/2, em

hemoproteinas o hamiltoniano é dado por:
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H-p (SxSxHx" gySyHy + SzSsz) ¥
(8)

2 2 2
+D[sz-%s(s+1)]+n(s,-sy)

o primeiro termo € o devido ao efeito Zeeman e os termos contendo
D e E sio devido a interagdo fina ou de campo magnético zero e
estio associadas ao campo eletrostitico ao redor do ion. D ¢ E sdo

associados a desdobramentos axial e rombico respectivamente ( Feher,

1970 ).

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

maneira, em termos de um fato g efetivo (ger), onde estdi contido as

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

H=8er B ;ﬁ (9)

Os valores de gor serdo aqueles medidos diretamente no

espectro de RPE.

O ion ferro (III) livre apreseﬁta como termo fundamental
6S5/2 € quando submetido a um campo magnético desdobra os trés
dubletos de Kramers (%5/2,%3/2,%1/2) como apresentado na
Figura 17a. No heme quando esta sujeito a um campo cristalino axial
(E=0) fraco, criado pelos ligantes, os trés dubletos desdobram-se em
trés niveis com diferentes energias em campo magnético zero. As
Figuras 17b e 17¢ mostram os casos de aplicacio de um campo
magnético paralelo e perpendicular, respectivamente ao eixo Z do
sistema. Os diferentes desdobramentos podem ser entendidos

considerando que o eixo de quantizacio (Z ) para o sistema ndo
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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).

Mg=+5/2
$ — Mg-+8/2 —
Mg=+3/2
Mg+')2 4D
$H° — Ms=t3/2 ——
Ms"l/Z
' 2D
Ms--3/2 __‘___<
Ms 't'/Z
Mg=-5/2 <

, 0
(a) (b) (C)

Figura 17. Niveis de energia de um fon com §=5/2

g) jon livre em um campo magnético externo
b) ion em um campo cristalino axial com Ho//Z
c) ion em um campo cristalino axial com Ho l.Z.

O espectro tipico de RPE para o ion ferro (III ), em uma
solucio congelada de meta Mb, sujeito a um campo cristalino axial

" fraco (S =5/2), é mostrado na Figura 18b, onde observa-se duas
absor¢des, uma em campo baixo, g ~6, e outra em campo alto g ~ 2.

Na Figura 18a mostra-se o espectro de absor¢do correspondente.

0 espectro € interpretado considerando que a transiciao

esta ocorrendo entre o dubleto de Kramers de menor energia
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(mg=1%1/2). Como mostra a Figura 19 o angulo formado entre as
diregoes de mg=%1/2 e 0 eixo Z & o mesmo para H//Z e Hil. A

projecio de S na direcio perpendicular a Z € muito maior que ao

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

perpendicular.
(a) / N
—/ \\_
H mdx. H mfn.
/ Vv
0 9y
(b}

Figura 18. Espectro de RPE tipico da meta Mb ( amostra policristalina
ou solucio congelada ):
a) linha continua é a curva teérica e a pontilhada é o
sinal observado experimentalmente mostrando o
alargamento de linha;
b) a derivada da linha de absorgao.
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Esta energia maior é formalmente explicitado através do
valor de g1  maior que para gy . Essa também é uma das razdes
pela intensidade muito maior para o sinal com g, . A outra é
simplesmente o fato que as direcbes x e y Sdo equivalentes e suas-

contribuicdes se somam no espectro.

Ho ¢ 4+ 2 | z
] Ho /2 Ho 1Z
Mg=+/2 Mg=+l72
1 Ho
Mg=-Ir2 Mg=—'/5

Figura 19. Representacfo vetorial da orientaclio do eixo de
quantizacfio do heme ( Feher, 1970 ).

Na Tabela IV mostra-se os valores de D para algumas
hemoproteinas. Com esses valores e considerando a faixa de
frequéncia de operacdo dos espectrometros convencionais de RPE
( Banda X - 0,33 cm-! ) a Unica transicio possivel é realmente para o

dubleto de Kramers de menor energia Mg=21/2 (Amj=21).

Nas consideracdes feitas até agora, E da equacio 8 [foi
desprezado. Esse termo origina-se devido a uma distor¢io rombica do

campo cristalino que circunda o jon. Isso leva a uma quebra de
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simetria no plano do heme fazendo com que as direcoes X e y ndo

sejam mais magneticamente equivalentes.

Tabela IV. Valores da Separacio de Campo Zero (D) para alguns
derivados da Mb e Hb ( Yonetani et al., 1970 ).

Proteina D(cm!) Método
Meta Mb 10,0 RPE, Méssbauver
Ferrimioglobina - Fluor 6,5 Susceptometria
Ferrimioglobina - Fldor 6.3 Mossbauer
Ferri Hemoglobina - Fldor | 5.0 RPE
Ferri Hemoglobina - Fldor 7.0 Mossbauer
Mioglobina - Mn2* 0,55 RPE

Convenientemente, define-se o parimetro A = E/D e a
variacio dos valores fisicamente distintos é restrito a A < 1/3. Na

Figura 20 é mostrado a variacio do fator g efetivo em funcio do
parametro A para os trés dubletos de Kramers, proposto por Wickman

et al., 1965.

Observa-se na Figura 20 que

a) para E=0, A =0, a simetria é axial e para o dubleto
de menor energia tem-se as transicoes em ggr=2(gz =8 )

e 8er=6(8y e 8y =g ), como mostrado na Figura 15;

b) para E grande ou seja, A = 1/3 tem-se para o dubleto

do meio (2 3/2) uma Gnica transicio em gef = 4.3 (85,
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gy € 8;) (valores majores de A hia somente inversio

no valor de D);

c) para valores intermedidrios de A(0 - 1/3) uma série

de transicoes pode ser observada.

10
st Mg= % 5/2
Y
0 T
g
M . Mg= & 3/2
5 o
& o
Mg= £ /2

o [+ X.] 1o
A2E/D

Figura 20. Valores de g efetivo em funcio de & =E/D ( Wickman et
al., 1965).

Os fatores 8y € gy sdo dados pelas seguintes relacoes
( Watari, 1967 ). '

E

sx-6-243 (10)
E

8y = 6 + 24 —

y D (11)

Dos fatores g noplano(x,y) ( plano do heme ), a relagio

E/D pode ser calculada dando:

E _ l8x -8yl .
D T (12)

51



Assim como E/D< 033, o grau de distor¢io rombica, ou

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

% Rombicidade - =870 100x (13)

16

3.2.2.1.1. Efeito da temperatura no especiro de RPE

A fracio populacional de spins em cada dubleto de

Kramers em campo magnético zero sio mostrados na Figura 21 como
uma funcio da temperatura para o derivado ferrimioglobina-fllor,
assumindo simetria tetragonal ( axial ) ( Peisach et al, 1971 ). Somente
em temperaturas muito baixa ( perto de 1K) a populacio de spin
esta totalmente no dubleto de Kramers de menor energia. Em
temperaturas muito altas ( acima de 150 K ) cada populacio

assintoticamente aproxima-se de 1/3.

Uma vez que as propriedades magnéticas dos dois dubletos
de Kramers superiores do ferro ( II1) com alto spin nio influenciam a
absorcio 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
comparaveis a separa¢io do campo ligante etitre os dubletos de
Kramers, existiri uma dependéncia da distribuicio da populacido,
baseada na distribuicao de Boltzmann. Portanto nem todas moléculas

com alto spin darao origem a absor¢io de RPE.

Um conhecimento do valor de D permite determinar com
precisio a fracio da populacio no dubleto de Kramer de menor

energia. Em ferrihemoproteinas nas quais D nido €& conhecido a
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interpretacio quantitativa absoluta por RPE s6 ¢é possivel em

temperaturas muito baixa.

Fra¢80 Populacional do Dubletos de Kramers

' Temperatura (Graus Kelvin)

Figura 21. Distribuicio da populacdio de spin nos trés dubletos de
Kramers para ferrimioglobina-flGor ( Peisach et al., 1971).

A populacio do menor dubleto de Kramer em qualquer

temperatura é dependente da magnitude de separacio de campo zero,

conforme mostrado para alguns casos na Figura 22.
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Figura 22.Populagio fracional do menor dubleto de Kramers para
trés proteinas com S =5/2, com os valores de D=10cm-!( Ferri Mb);
505 cm-! (Ferri Mb- flGor) e 055 cm~! (Mn2* - Mioglobina )
( Peisach et al.,, 1971).

3.3.2.2. Fe3+-8=-1/2

Uma situacdo diferente ocorre para o jon ferro ( III ),
quando ele se encontra sujeito a um campo cristalino intenso porque,
nesse caso, o estado de spin &€ 1/2. Nio ha separacio de campo

magnético zero ¢ o hamiltoniano de spin é dado por
H-ps.g.H (14)

0 valor médio de g novamente é proximo do 2.

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

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

elétron livre, sio devido a contribuicio relevante do momento angular
orbital ( Pake & Estle, 1973) para o momento magnético total.
Observa-se também que a simetria em torno do jon Fe (III ) ¢

rombica (trés valores distintos de g ).

x20
8000 7000
v
1 1 1 1 1 1
2000 4000 8000
Campo Magnsdtico (Gauss) He

{a) (b)

Figura 23. 0 espectro de RPE tipico de ferrihemeproteinas com spin baixo ( 1/2 ):
(a) I* derivada do espectro de absorcHio
(b) espectro de absorgfio. A linha pontithada é o espectro tebrico,
supondo componente de largura de linha zero ( Poole, 1983 ).

Uma boa aproximacido para explicar o espectro € dada por
Weissbluth ( 1967 ). O modelo assume que os trés orbitais tyg ( dyy,
dyz. dy; ) estéo isolados dos orbitais eg(d;2,ds2_y2) e gue os cinco
elétrons de valéncia estao localizados nesses orbitais tpg, de forma que

a configuragio eletronica a um elétron & (dgy )2 (dy; 2 (dy; ), que
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pode ser, alternativamente, representada como (dyz) ou seja, um
"buraco” positivo em dy, Além disso € postulado que esses orbitais
estdio sujeitos a campos ligantes assimétricos; em simetria Dpp
(rombica) a parte ndo esférica dos campos ligantes pode ser
decomposta numa componente axial & ( proporcional ao campo ligante
forte ao longo do eixo z) e uma componente rombica, menor, V
( proporcional a diferenca no campo ligante forte, ao longo de x e y).
0 efeito de &, geralmente interpretado como um alongamento ou
uma compressio no eixo z( perpendicular ao plano do grupo heme ),

€ separar dyy de dy, € dyy; com § posilivo, dry € estabilizado em

relacio aos outros orbitais ( Figura 24 ).

Campo Octoddrico 4+ Distor¢3o <+ Distorgdo R3mbica
Axial { ) Mdxima (ve §- )

yz

A 4 xz,yz s &8
j ] v l
XZ,YZ XY SN 202 A 5
$
xy xy ——

Figura 24. Orbitais 3d5 em diferentes condicdes de campo cristalino.

A componente V é uma distorcao no plano, resultante da

nao equivaléncia de dg e dy; , € nunca é maior que 2/3 & pois,

quando a separacdo entre os orbitais € igual, um tem rombicidade
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mixima. Além disso, qualquer aumento de V, leva a uma mudanca
qualitativa no padrio grifico, e os eixos 1y podem ser re-definidos
para manter o eixo z como aquele que esti associado com a maior
distor¢io, com

.

2
s 3 (15)

o sistema € dito 100% rombico.

Se o elétron estiver confinado unicamente a dy, poderia

nio haver contribuicio orbital a0 momento magnético e somente um
valor-g seria observado. Entretanto, hi trés valores de g distintos, o
que estabelece que o0 orbital que contém o spin desemgpareihado nio
esti exclusivamente em dy,, como estd explicito na Figura 23, mas
numa combinacdo linear de dy, com dy; e dy, Essa mistura de orbitais
é introduzida pela interacio spin-orbita, pois os trés orbitais estdo

relacionados uns com 0s outros, por rotacoes das coordenadas 1,y e Z

O proximo passo é expressar as funcdes de onda como

uma combinacio linear dos trés estados disponiveis:

lyt> =alg*d>+ibig >+ c il

(16)
ly> =algy >+ ibin*>+ ¢l

em que dy;, dyy € dy; sdo representadds por £.nel;a,b e c sio
reais, os sinais + e - representam o spin eletronico. A formulacio da
combinacdo exata do orbital na equacio 16 ndo é oObvia; € ditada pelo
fato de que os estados sao misturados por interacbes spin-orbita e é
obtida a partir de consideracoes de simetria, como descrito por

Weissbluth, 1967. Adicionalmente, as relagdes entre os coeficientes nas
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duas equacbes (acima) sdo governadas pela regra de Kramer
ly > =ilyt).

Taylor ( 1977 ) propés uma representacdo afternativa para

o estado fundamental, levando a uma simplificacio mas foérmulas

subsequentes.

lv*> =alt > -ibIn>-clt>

(17)
ly> =-alty > -ibig*>-clt >

Na presenca do campo magnético o termo do operador
Hamiltoniano do qual g é calculado & Bﬁ (Ity 2§}). j=x,y ou
e a separacao de energia ao longo do eixo j &€ AE; - g; P ﬁ As
expressdes resultantes para os valores de g principal em termos dos

coeficientes da funcio de onda sio:

8z - 2[(a+b)2 -cz]

&y - 2| (a+ 9" -b?] (s

- Z[a2 -(b+c)2]

Essas equacbes s30 uma consequéncia nos sinais de a, b e
¢ usados na equacio 17 e, mais particularmente da escolha que o

produto gy 8y B8; seja positivo quando a = 1.
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As relacoes 18 levam a obtencdo das expressoes para as

quantidades a,b,c,V e 8.

(gz * 8y)

SNUEL) (19)

(20)
8x 8z

+ -

1
82+8y 8y-8 2

-8-- —!
A A

V e & sio dados em unidades da constante de acoplamento spin-

orbita A. Assim, tem-se que:

2
8+ 8y - 8x =2 (a+bec) (21)

Utilizando a condicio de normalizacio a2 + b2 + ¢2 =],

obtém-se:
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2 2 2
8x* 8y - Bz - Bx 8z "8x 8y * 8y 8z +48x-48y-48:=0 (22)

Bssa expressio 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 detectivel em temperaturas muito

baixa ( perto de He liquido) e/ou em solucbes muito concentradas.

3.3. Efeito "g-strain’

Os espectros RPE de metaloproteinas sio geraimente obtidos
de solucdes congeladas. Eles sdo caracterizados por um grande
alargamento nio homogéneo que € sobreposto ao efeito da amostra
policristalina. Este alargamento ¢é atribuido a uma distribuicio
randémica de conformacdoes da proteina resultando em uma distribuicio
dos parimetros do hamiltoniano de spin. B amplamente aceito que as
flutuacoes de conformacio sio relacionadas a distribuicao de estresses
exercidos pela circunvizinhanca sobre o sitio ativo e a distribuicio 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 fenomeno é tipico do meio proteico. Quando
um modelo teérico para descrever as propriedades magnéticas do
centro ativo é disponivel , uma simulacio numérica significativa do
espectro de RPE, baseado nesse modelo deve incluir o efeito de
alargamento de "g-strain”. Por outro lado, a quantizacio desse efeito é

por si mesmo de interesse, porque esta relacionado a flexibilidade da
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circunvizinhanca do sitio ativo, uma propriedade que pode ser de
significado funcional ( More et al, 1987 ).

3.4. Nitrosil hemoproteinas

0 éxido nitrico (NO ), como a molécula de oxigénio (0, ),
liga-se ao ferro do heme ocupando a 68 posicio de coordenacio,
ficando o ferro octaedricamente coordenado. Os compostos heme
ferrosos ( Pe2* ) com NO sio paramagnéticos e, ao contririo do caso
em que os ligantes sdo O ou COp, é possivel realizar estudos através

de RPE acompanhando o sinal do proprio NO.

O hamiltoniano de spin para compostos NO - Fe2*+ é dado

por:
H-pSgH+S.AI (23)

além do termo Zeeman ele contém o termo de interacio hiperfina, que
surge da interacdo entre o spin eletrénico desemparelhado e o0 spin
nuclear (1) do dtomo de nitrogénio (I =1) do NO. O parimetro A
reflete a extensio dessa interacio e muitas vezes € expresso em
unidades de campo magnético ( Gauss, por exemplo ). Isso porque pode
ser obtido diretamente do espectro de RPE, como mostrado na Figura
25.

A absorcio de RPE de derivados NO de Fe2* hemoproteinas
mostra variagdes de acordo com o tipo de proteina [ Kon, 1968 e
1969 ) e de possiveis perturbacdes na sua estrutura nativa ( Kon, 1968 ).
Assim NO, visto com uma molécula “label”, tem sido usado como um
“probe” para acompanhar eventos na regido do heme, com o ferro na

forma 2* ou seja, na forma da proteina nativa.
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Figura 25. Espectro de RPE tipico do grupo NO ligado ao ferro
( pentacoordenado ) em hemoproteinas.

Morse & Chan, 1980 estudaram a dependéncia com a
temperatura do espectro de RPE da nitrosil-mioglobina ( Mb NO ) em
solucio congelada. Duas espécies foram observadas, uma com tensor g
rombico (2,080, 1,988, 1,979 ) chamadas tipo ] e uma com tensor g
axial ( 2,041, 1983 ) chamado tipo II. Os mesmos estudos usando
cristais foram feitos por Hori et al., 1981, que observaram em baixa
temperatura, um tensor g rémbico (2,076, 2,002, '1,979) e o tensor
hiperfino A(14N) (15,17, 19 Gauss ) para o tipo I. O tipo II ndo

pode ser totalmente descrito.

Para clarificar os parametros de RPE e simetria dos
diferentes espectros, modelos tedricos tem sido propostos, e comparacio
com modelos de heme tem sido [feitos ( Trittlevitz et al , 1975 ;
Doetschman et al., 1980 ; Mun et al, 1979 ). Esses esforcos permitiram

explicar por exemplo, a origem do sinal tripleto apresentado pelo
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derivado N-0 na forma desoxi como um estado de pentacoordenacao

para a simetria do ferro( Mun et al, 1979 ). Bsse fato foi usado para
seguir a variacio conformacional na tramsicio R-T (oxi, desori)
{ Louro et al, 1979 ).

Com relacio a estrutura eletronica, geralmente os estudos
de RPE estabelecem que os elétrons desemparelhados estio fortemente
ligados ao dtomo metilico, com uma deslocalizacido relativamente menor
com relacdo i porfirina e a histidina. Entretanto, para os derivados NO
e 0, existem virias estruturas alternativas , algumas das quais

consideram uma ampla deslocalizacio em direcdo aos ligantes.

Existem virios modelos propostos [ Modelo x* ( NO ) -
Trittetvitz et al, 1975 ; Modelo n* ( dy; ) - Dickinson & Symons, 1983 ;
modelo de Doetschman - Doetschman et al, 1980 ], contudo hi certos
aspectos dos resultados que fortalecem a proposicio de que o modelo
¢* (Mun et al, 1979 ) seja o mais correto. A razio para esla
proliferacio de modelos € o fato que os resultados de RPE sio
complexos, especialmente quando as direcdbes dos virios componentes

tensoriais sdo levados em conta.

No modelo o*, Mun e colaboradores estudaram as
distribuicoes eletrénicas em oito diferentes formas estruturais com o
intuito de explicar as mudancas na interacdo hiperfina do I4N ,
observadas com a transicio da estrutura R 2 T da nitrosilhemoglobina.
Essa transicio é provocada pelo inositolhexafosfato ( IHP ) ou pela

variacio 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-O linear e a distincia Fe -

Imidazol aumentada em 05 e 1,0 A.

Os outros dois sistemas sio pentacoordenados, com a ligacao

Fe-N-O em dobra e linear.

Tabela V. Os trés sistemas propostos para estudar as diferentes

formas estruturais de nitrosilhemoproteinas.

Fe-N-0 Diferenca
linear N prox : protonado
dobra desprotonado
. 12 sistema
linear desprotonado
dobra protonado
finear Fe-Im+05 A 20 sistema
linear Fe-Im+10A
linear
pentacoordenado 30 sistema
dobra pentacoordenado

Os estudos mostraram que os arranjos dos niveis de
energia ndo diferem significativamente de uma estrutura para outra e

que o elétron desemparelhado sempre ocupa um orbital anti-ligante
d;2, com pequena deslocalizagio para o orbital N(o) do Ng e uma

grande deslocalizacio para o orbital NO(o,n) ( Figura 27 ).
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Figura 26. Modelo usado para calcular a funcfio de onda eletrfnica
do sistema nitrosil hemoproteina.

Figura 27.Estrutura eletronica mais satisfatoria em termosdos pardmetros de RPE.
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O primeiro sistema, da Tabela V, poderia explicar a

existéncia de um padrio hiperfino com nove linhas decerrentes da

interacio hiperfina do 14N do grupo NO e o adtomo N¢ do imidazol

proximal.

Para o segundo sistema, um aumento do comprimento da

ligagio Pe-Imidazol produz uma sensivel diminuicdo na interacio
hiperfina do 14Ng, indicando que um aumento maior que 1,0 A

poderia gerar um padriao hiperfino com trés linhas, semelhante ao

enconirado para o sistema pentacoordenado, ou seja, o terceiro sistema
( Tabela V).

3.3.5. Efeitos da Probabilidade de Transicio e Temperatura
nas Absorcoes de RPE

A comparacdo das dreas das curvas de absorgbes de RPE
entre sistemas diferentes s60 é possivel quando se conhece a
‘probabilidade de transicio de cada um deles.

De acordo com Aasa & Vanngard, 1975 a probabilidade de
transicio é obtida da relacdo:

Assim, tem-se:;
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av

g 8y | 8, Bp

meta Mb (ou Hb)| 591 | 591| 20 | 484
hemicromo H | 1,64] 227|285} 2.28
hemicromo P 1911 227|245 2,22
Azida - Mb 1731 221|279 | 2.27
Nitrosil - Mb | 2,01 2,1 | 209 2,04

Portanto a drea da absorcio da meta Mb (ou Hb ) deve

ser dividida por g:' = 484 a do hemicromo H por 2,28 e assim por

diante, para se obter o nimero de spins da amostra.

Contudo, no caso da meta Mb (ou Hb ) a temperatura da
amostra influencia na distribuicio da populacio dos trés dubletos de
Kramers alterando a intensidade do sinal, que se origina ( nesse caso )
somente do dubleto de menor energia (Ms=%1/2) (ver 3.2.1.2). Na
Figura 22 mostra-se tal dependéncia e obtém-se que para a
temperatura de 113K (-160°C) ( temperatura das medidas de RPE
desse trabalho ) somente 45% da populacio de spin esti no dubleto de
menor energia. Dessa forma a drea da curva de absorcio da meta Mb

(ou Hb ), deve ser multiplicada por um fator 2,2 ( 100/45 ).

Portanto o fator final a ser levado em conta no cilculo da
drea da metaMb (ou Hb) é:

. 1 2.2 Area exp.
A f - A . SR . 202 - A . =
rea final - Area exp [gav ] rea e [ 4,84 :l 2,2
P

ou seja, o valor numérico obtido da integracio da curva experimental

de RPE deveri ser dividido por 2,2.
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Ao final das consideracies feitas, conclui-se que nas
condicbes das medidas de RPE (T - -1600C ) pode-se comparar
diretamente os valores das dreas obtidas dos diferentes sistemas

estudados.
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Capitulo IV

Materiais e Métodos

4.1. Prepara¢do de Meta Hb

Um volume de 20 ml de sangue humano foi iniciaimente
centrifugado a 3500 rpm por dez minutos a T = 4°C. Essa operacio

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

As hemicias sedimentadas foram lavadas trés vezes com
uma solucio de cloreto de sodio ( 09% ). tamponada pH - 74 ,

eliminando os glébulos brancos e gorduras.

Em seguida as hemaicias foram redissolvidas em uma
solucio salina a um hematécrito de 50%, isto é volume/volume. Essa
suspensio foi centrifugada a 15000 rpm por trinta minutos, obtendo-se

a Hb como sobrenadante e as membranas precipitadas.

As operacdes descritas foram feitas utilizando a
centrifugadora Sorval RC-5B.

A concentracio da amostra ( 2,5 mM ) foi obtida a partir
de medida de absorcdo eletrdnica, que de acordo com a lei de Beer-
Lambert ( Cantor & Schimmef, 1980, VL II )

A-C.t.1
onde
A - absorbincia ( nesse caso em 540 nm )

C - concentracido ( a ser determinada )

t - coeficiente de extincdo
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1 - caminho oOptico

0 wvalor do cocficiente de extingio a 540 nm ¢é
55,2 1/molcm e foi obtido da literatura ( Antonini & Berunori, 1971 ).
0 caminho éptico de 1 cm corresponde a espessura da cubeta contendo

a solucio.

A oxidacdo de oxi Hb para meta Hb foi obtida adicionando-
se ferricianeto de potassio [l(3 Fe (CN)(,] em quantidade molar
superior ( sete vezes ) a solugio de oxi Hb . Imediatamente apdés a
adicio houve uma mudanca de coloracio da solucdo, de vermelho
(oxiHb ) para marrom ( metaHb ). Em seguida, a solucio de meta Hb

foi passada em coluna de sephadex para retirar o0 excesso de

ferricianeto.

A liofilizacdo da amostra foi feito em um liofilizador
construido no laboratério de Biofisica. O tempo de fiofilizacio para cada
10 ml de solucdo foi de aproximadamente seis horas.

Utilizando o procedimento descrito preparou-se também

meta Hb bovina, para medidas comparativas.

4.2. Variacdo da hidratacdo das amostras liofilizadas

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 proteinas eram depositadas
em recipientes de papel aluminio. Em seguida, eram colocadas em um

dessecador, contendo pentoxido de fésforo ( P2 Os ), no qual era feito
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vacuo, Com este procedimento retirava-se, em média, 10% de dgua em

peso das amostras liofilizadas.

Os diferentes graus de hidratacio foram obtidos expondo
as proteinas a conhecidas pressio de vapor obtidas de diferentes
solucbes salinas saturadas ( Schneider & Schneider, 1972 ). O tempo de

quatro dias mostrou-se adequado para obtencdo do estado de equilibrio.

Ao final dos quatro dias determinava-se por metodo

gravimétrico ( Balanca Kerr, sensibilidade de décimo de miligrama ) a

massa de agua absorvida pela proteina.

Depois as amostras eram introduzidas em tubos de quartzo

para serem submetidas as medidas de RPE.

A eficiéncia da secagem do procedimento descrito
anteriormente foi comparado com o método tradicional ( Brausse et al,
1968 ) de secar em estufa a T = 1059C por 24 horas. Os resultados

obtiveram d4tima concordancia.

0 procedimento tradicional nio poderia ser utilizado pois a
temperatura de 105°C ocorre a desnaturacio da proteina, tornando-se

insolivel em agua, conforme verificado.

4.3. Prepara¢ao de Nitrosil-Mb

A preparacio do gas NO foi feito através da reacio do
icido nitrico 30% com cobre metalico. O gas € borbulhado em uma
solucio de dgua para eliminar o gis NO;, geralmente formado também,

e entio armazenado em um recipiente de vidro.
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0 NO foi introduzido diretamente nos tubos de quartzo
contendo as amostras de meta Mb liofilizada com o grau de hidratacdo

desejado. Antes da adicio do gd NO retirou-se o ar existente no tubo

de quartzo. O tempo de reacio esperado foi de quatro heras.

4.4. Adicdo de "spin-trap" a metamioglobina

Utilizou-se o “spin-trap” N-terc-butil alfa fenil nitrona,
obtido da Aldrich Chemical Co. Esse composto tem peso molecular

177,25 g e a seguinte formula estrutural:

H
0 CH,

Quando o “"spin-trap” capta um radical livre ele se torna
um radical livre estivel ( Janzen, 1980 ). O elétron desemparethado fica
sobre o grupo NO e pode ser detectado por RPE. A estrutura torna-se:

Ho. O
C—N—C—CH
PN
R O CH

onde R é o radical capturadoe e representa o elétron desemparelhado.

A adicdo de spin-trap foi feita a uma solucio de meta Mb

equina 1,35 mM e dissolveu-se muito lentamente sendo que ao final
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de doze horas toda reacio havia se completado. Em seguida a amostra

foi liofilizada.

4.5. Medidas de RPE

As medidas foram realizadas utilizando um espectrometro
Varian B-109 , "Century Line", equipado com uma cavidade Varian
"multi-purpose”. O sistema opera em Banda X (9 GHz) com 100 kHz de
frequéncia de modulacio. Para as medidas a temperatura de -160°C

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

A poténcia de microonda utilizada geralmente foi de 10
mW. A amplitude de modulacio foi 8 Gauss para medir o sinal do ion
Fe3+, 2 gauss para um radical livre presente nas hemoproteinas
liofilizadas e 2,5 Gauss para o sinal do NO.

Efetuou-se medidas a temperatura abaixo de Ny liquido
(até 8K ) utilizando o equipamento Varian B-9 com sistema Helitran
da Air Products do Centro Brasileiro de Pesquisas Fisicas ( CBPF ), Rio

de Janeiro.

4.6. Medidas de Absor¢iio Eletrdnica

Utilizou-se os espectrofotometros Shimadzu UV-180 e
Beckman DK-2 para as medidas de absor¢io eletrénica das proteinas.
Essas medidas foram feitas, geralmente, para obtencio da concentracio

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

A temperatura foi medida com um termopar cobre-

constantan, colosado proximo a amosira, ¢ que estd coneclade 4 um
termdémetro digital Fluke 2100 A.

4.8. Cilculo da Area das Linhas de RPE

Uma vez que o espectro de RPE normalmente € a primeira
derivada da curva de absor¢io hi necessidade de ser feita uma
integral dupla deste para se obter a irea da curva de absorcdo. Essa

area sera proporcional ao numero de spins da amostra.

Os espectros de RPE primeiramente sdo digitalizados
utilizando um equipamento automaitico acopiado ao computador PDP 1],
que é composto de sensor/emissor de [uz infravermelho que detecta a
linha das curvas de RPE. Isso possibilita a construcio de uma tabela
x/y dos pontos digitalizadés. As leituras sio feitas a cada 09 mm
aproximadamente e para os 400 mm de comprimento do espectro

obtém-se em torno de 440 pontos.

A partir da elaboracio de um programa para computador
em linguagem FORTRAN ( apéndice I ) o valor numérico da integral
dupla do espectro de RPE pode ser obtida. Foi incluido nesse programa
a possibilidade da correcio da linha de base do espectro, guando

necessario.
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O programa foi elaborado para calcular a area utilizando a

formula trapezoidal. Na Figura 28 mostra-se uma curva tipica de RPE

com 0§ trapézios de largura unitdria indicados.

Amplit-ude

Campo
Magndtico

Figuras 28. Espectro tipico de RPE mostrando os trapézios de largura unitdria.

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

azida - Mb e em alguns testes para meta Mb utilizou-se o sistema de
aquisicdo, digitalizacio e andlise de dados desenvolvido por Thomaz,
1987 e que foi acoplado diretamente ao espectromeiro de RPE
possibilitando , dentre outras tarefas, os cdlculos da integral dupla do

espectro de RPE.
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Capitulo V

Rosultados

5.1. Metamioglobina

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

obtidas da Sigma Co.

5.1.1. Medidas 2 T = -1609C

Os espectros de RPE de algumas das amostras, medidos a
T = -160°C, em diferentes graus de hidratacio si3o mostradas nas
Figuras 29 e 30. '

A or_igem das linhas s3o, em campo baixo: - (g ~ 6 ),
devido ao ion ferro (III), estado de spin 5S/2 em um sitio com
simetria axial, componente perpendicular ( Bennet, et al.,1955); - ( g = 4.3),
devido ao ion ferro (III), estado de spin S/2, porém em um sitio
com simetria rombica, razio E/D = 0,33 (Kotani & Morimoto, 1967). Em
campo alto: - (g-2)[g1=28; g2=23; g3~ 1,6 - ndo resotvido) ]
devido ao ion ferro (III), estado de spin 1/2, em um sitio com
simetria rombica [ este complexo é chamado hemicromo H ( Rachmilewitz,
1974 ) onde o sexto ligante é atribuido ser o atomo de mitrogénio da
histidina distal E7]: - (g=-201) (linha fina do espectro - AH = 10

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

As principais observacdes foram:

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

com o aumento do grau de hidratacio até um valor de 0,20 g H,0/ g Mb
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(20% em peso ) [ AHgeca = 170 Gauss ( equina ), 150 Gauss ( baleia ) ;
AHogs = 90 Gauss ( ambas ) e praticamente nio mosira variacio para

valores de hidratacio superiores [ AHsofucso = 85 - 90 Gauss | Na Figura
31 sio mostrados os espectros na regido em g ~ 6 para diferentes

graus de hidratacao. Nos graficos das Figuras 32 e 33 mostram-se as

variacoes de AH observadas:

b) A irea da linha com g~ 6 ( proporcional a0 numero de
spins ), obtida a partir da integral dupla do espectro de RPE, ¢
mostrada na Figura 34. Essa mostrou-se praticamente constante em
valores de hidratacao inferiores a 20% em peso, e aumenta
consideravelmente em valores superiores a tal hidratacio. O resultado

para meta Mb equina é semelhante;

c) As linhas com g ~ 2, devido ao hemicromo H foram
observadas nas amostras com hidratacio entre 0 e 50%. Na Figura 35
¢ apresentado o calculo para a meta Mb de baleia. Apesar da
flutuagido razodvel a curva indica o decréscimo da iarea com o aumento
do grau de hidratacio. Na Figura 36 mostra-se o espectro de absor¢ao
( obtido da tela do osciloscopio do espectrometro de RPE e gerado pelo
sistema desenvolvido por Thomaz , 1987 ) para duas amostras em
diferentes graus de hidratacdo. E evidente uma quantidade maior de

hemicromo na amostra mais desidratada;

d) A ireatotal das linhas de absorcoes (g~ 6 e hemicromo)
mostraram o comportamento ditado pela linha com g~ 6 (as flutuagoes
em baixa hidratacio sao devido ao hemicromo ). Essa curva mostrada
na Figura 37 para meta Mb de baleia, e indica um aumento real
consideravel do nimero de centros paramagnéticos detectados por RPE

acima de 20% de hidratacao;
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Mg 25,7 mgr
G=1,6x103

Mg= 6,0mgr
6=3,2x10%

Mg = 13,2 mgr
6=1,25x10%

Mg=14,7mgr
6=2x103

Mg = 1L,3mgr
6=2x10°

Figura 29.

Ho=2,1 K6 |V =9,I135GHz | Ampl. Mod=86
l AH=4,0KG | T = -160°C P=lOmW
—t
200 Gauss
grHgO
gr Mb
6= 1,6 x104

18,0

( Solucdo)
0,47
0,23

S TT—
0,10
g=2,3

/9‘2.8

W: 2,0l 0,05

Espectros de RPE (T =-160°C ), da meta Mb de baleia em
diferentes graus de hidratac#o.
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Ho= 2,1 KG
b =9,136GHz
200 6 grH0
s — grMb
Ganho= 1,6 x10 18,0
Mg =6,! mgr Solugdo

Ganho= 2 x 103

Mgz 6,3 mgr
0,28

/ ’ T~ —————

Ganho=2,5x103
Mg= 6,1 mgr

0,22

Ganho = 6,3x 103
Mg= 6,0 mgr

Ganho = 8,0 x 103
Mg =6,imgr

Figura 30. Espectros de RPE (T =-160°C ), da meta Mb equina em
diferentes graus de hidratacdo.
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Figura 31.Espectros de RPE (T =-160°C ), da meta Mb em diferentes
graus de hidratagdo, na regifio de campo baixo.
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Figura 32. Grafico da variagdo de AH; em func3o do grau de
hidratacio, para a meta Mb de baleia.
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hidratacdo, para a meta Mb equina.
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Figura 34. Grifico da drea de sinal com g~ 6 em funcdo do grau de
hidratagdo, para a meta Mb de baleia.
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Figura 35. Grafico da 4rea dos sinais com g~2 em funcéio da
hidratacfio, para a meta Mb de baleia.

Figura 36. Espectros de absorcfio de
RPE da meta Mb de baleia:
a) 0,03 g Ho0/g Mb
b b) 0,24 g H20/g Mb.
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Figura 37. Grafico da é&rea total das absor¢ées de RPE em funcdo do
grau de hidratacio para a meta Mb de baleia.
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e) A area da linha de absor¢io com g =43 ( obtida a

partir da aproximacio 1.AH? - Poole & Farach, 1972 ) é pequena (em

tornode I% do total observado por RPE ). Na Figura 38 mostra-s¢ a
curva correspondente, para a meta Mb de baleia, onde é evidente que

em hidratacao superior a 0,20 g Ho0/g Mb a drea assume valores mais

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

meta Mb equina seca na estufa (T =1050C, t = 24 horas ) onde o sinal

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

£} Na Figura 40 mostra-se como a intensidade da linha de
absor¢io do radical livre (g =2,01) diminuiu com o aumento do
grau de hidratacio para a meta Mb baleia. Nota-se que acima de
045 g H)O/g Mb o sinal ndo foi mais observado. 0O mesmo

- comportamento foi mostrado pela meta Mb equina;

g) Amostras liofilizadas de meta Mb equina foram
redissolvidas em agua e para uma das aliquotas alterou-se o pH para
9.8, mantendo outra aliquota em pH=73. Em seguida foram passadas
em colunas de sephadex e novamente liofilizadas. Os espectros
correspondentes sido mostrados na Figura 41. As linhas com g = 2,56,
g=218 e g=184, na amostra obtida da solucio com pH = 9.8, sdo
devido ao derivado hidroxi-Mb ( Rachmilewitz, 1974). Observa-se

também nas duas amostras a presenca do radical livre g=2,01.

86



Area (x10°%) g= 4,3 (U.A.) Aproximaglo IzAH:

Meta Mb de baleia

o o
®
. “
: ®
5{ @ °e
®
® ® °®
® o
0 ' T Al o
0.15 0,30 0,45 grHz0

grmbd

Figura 38. Variagfo do sinal com g-4,3 em funcdo do grau de
hidrataco para a meta Mb de baleia obtida pela aproximagdo I .AH2,
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| 400 6 |
g 4,3
{a) Ganho
1,25 x 103
v Y
I
g=4,3
{b) ¢g=2,01
/ 2,5 x10%

Figura 39. Espectros de RPE(T=-160°C) de amostras secas em uma
estufa a T=105°C por 24 horas:
a) metaMb equina
b) meta Hb bovina
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Figura 40.Grifico da Intensidade do sinal do radical (g=2,01) em
funcfio da hidratagfo, na meta Mb de baleia.
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Meta Mb equina liofilizada

G=104

g=1,84

gn 6

/ gc4,3

6=3,2x10°
pH=7,3

Figura 41. Espectros de RPE ( T =-160°C ) da meta Mb equina liofilizada
obtida a partir de solugbes com os seguintes pHs:
a) pH=98
b) pH=73
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As linhas de absorcoes de RPE do derivado meta Mb ( ou
Hb ) devido ao fon ferro (“U. estado de spin §/2, se estende da

regido de campo magnético de 1100 Gauss (g ~6) a 3200 Gauss
(g ~2)(emBanda X) e vai se sobrepor as linhas do hemicromo
(g~-2) A contribuicio para a area total da linha com S -5/2 ¢é
muito maior na regido de g ~ 6, devido ao fato de representar 2/3

da populacdo detectdvel ( direcies ¥ ey ) e também pela probabilidade

de transicio 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 calculo da drea total devido a S = 5/2
envolvendo somente a regiio em torno do sinal com g 6 é uma boa

aproximacao.

Assim, utilizou-se uma “varredura” de campo magnético de
1 KGauss (de 700 a 1700 Gauss ) para o cilculo da irea para S = 5/2.
Para o cilculo do hemicromo observou-se a absor¢io de 1700 Gauss a
3700 Gauss.

Para comprovar experimentalmente esse resultado tomou-se
uma solucio de meta Mb de baleia ¢ mediu-se a drea total de
absorcio, devido ao estado de spin 5/2 ( puro nesse caso ), utilizando
varreduras crescentes de campo magnético. Em seguida adicionou-se
azida sodica (NaN3) a essa solucio de meta Mb coordenando a azida
(N3~ ) ao ferro (IIl). Isso gera um complexo baixo spin para o ferro
( Figura 42).

As dreas das curvas de RPE foram obtidas com o sistema

desenvolvido por Thomaz, 1987. Da comparacio das ireas obteve-se:

Area ( Azida- Mb-S=1/2)=Area| meta Mb-S =5/2 / varredura 100 - 4100 Gauss ]
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Area ( meta Mb - § <5/2/ varredura 100 - 4100 Causs ) -

= 3. Area ( meta Mb - $ =5/2 / varredura - 700 - 1700 Gauss )

Ganho

g6
(a) / 1,6 x103
.

gz & 2.79

(b)

Figura 42. Especiros de RPE:
a) solugiio de metaMb (T =-160°C)
b) mesma soluglio de a) depois da adicio de azida sodica.

A explicacio para esse fator elevado (3) é devido
principalmente ao procedimento com a correcio de linha de base no

calculo efetuado e de possiveis sinais “"back-ground” da cavidade

ressonante na regiio, com g ~ 2. Na Figura 43 observa-se o espectro

de absor¢io do sinal, g ~ 6 utilizando a varredura 700 - 1700 G ( obtido
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da tela do osciloscopio do espectrometro de RPE e que foi gerado pelo
sistema desenvolvido por Thomaz, 1987 ) antes e depois da correcio da

linha de base. Observa-se que parte da propria irea de absorcio €

subtraida na correcio de linha de base.

5.1.2. Medidas com “spin-trap”

Na tentativa de identificacao do radical livre formado no

processo de desidratacao das proteinas utilizou-s¢ 0 método de “spin-

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 agua. Em ambas observa-se o sinal tipico do radical NO nas

diferentes condigdes ( amostra policristalina e solugio ).

5.1.3. Medidas a temperaturas abaixo de N» liquido

Na Figura 45 mostra-se o espectro de uma amostra de
meta Mb de baleia com 6,4% H;0, obtido a T = 8. No griafico da

Figura 46 ¢é apresentado a variacio da largura de linha com g~ 6
( AHy ) em funcio da temperatura da medida, para amostras em

diferentes graus de hidratacio.
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_— QN6

0 Figura 43, Especlros de
absorcdo de RPE da meta Mb
b de baleia, obtido da tela do

osciloscopio do espectrémetro:
a) antes correcdo linha base

b) depois correco linha base.

6=2x104

/|

Igotz’ 08
I
16 6

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 = -160°C
b) espectro da mesma amostra que a) dissolvido em dgua e medido a T =25°C.
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200 6

X g

g6

Jr -

Figura 45. Espectro de RPE da meta Mb de baleia com 0,06 g H20/g Mb
medido a T=8K.

5.2. Meta Hemoglobina

Efetuou-se medidas utilizando meta Hb bovina obtida da
Sigma e meta Hb humana, preparada conforme descrito no Capitulo IV,
item 1. Os espectros foram obtidos a T = -160°C, e nas figuras 47 e

48 sio mostrados alguns deles em diferentes graus de hidratacio.
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AH, (Gauus)

Meta Mb baleia
150 -
®
A
1004
®
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A
® .
g ® 6,4% Hy0
50 - A
A 835% Hp0
§ + 28,5% Hg0
0 T T T T
30 60 90 120 T (K)

Figura 46. Grafico da largura de linha (AH| ) para amostras em
diferentes graus de hidratacfio em funcio da temperatura da medida,
para a meta Mb de baleia.
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P=iOmw
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18,0
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———

0,46

My ——
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Figura 47. Espectros de RPE ( T=-160°C) da meta Hb humana em

diferentes graus de hidratacao.
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Ho= 21006
BH = 4K6

v =9,138GHz | Ampl. Mod.=8G

T=-160°C P=lOmW
—
200 Gauss g= 2,54
Mg=5,7mgr “ gr HgO
6=10* oAb
g=2.18
18,0
(Solugdo)

Mg=4,7mgr
6=8x103

0,650

Mgz 13,4 mgr
6=2x10*

Mgc 6,8mgr
eé=2xi0*

Mg =7, 8 mgr
6= 1,6x10°

Figura 48. Espectros de RPE (T =-160°C),da meta Hb bovina em
diferentes graus de hidratacdo.

g=2,0l
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As linhas de absorcoes com g~ 6, g-43,8-2 (g;-28 e
g2=23) e g=201 (linha bem fina) observadas na meta Hb bovina
tém as mesmas origens que as observadas nas meta Mb, e descritas

anteriormente. As linhas com g=254,8=2,18 ¢ g =185 observadas

em hidratacio acima de 40% ¢ em solucdo sdo devidas ao derivado
hidroxi Hb ( Rachmilewitz , 1974 ).

Para a meta Hb humana observou-se as linhas com g~ 6 ;

g=43 ¢ g-48 ¢ adicionalmente um conjunto d¢ linhas com valores
de g=245; g=227 ¢ g=191. Esse conjunto adicional de linhas é
proposto na literatura { Rachmilewitz, 1974 ) como sendo o hemicromo
P e surge devido a coordenacio de um itomo de enxofre na 58
coordenacio do ferro e de uma base nitrogenada na 62 coordenacio,

conforme descrito no Capitulo I item 1.6.

0 atomo enxofre que se coordena na 5% coordenacio do
ferro poderia ser da cisteina da posicio 93 das cadeias § da Hb ( na
posicio 92 estd a histidina proximal que se coordena, normalmente, ao
ferro e que nesse caso seria deslocada ). A base nitrogenada da 63

coordenacio deve ser a histidina distal E7.

Para verificar essa possibilidade os atomos de enxofre das
cadeias B, posicio 93 (p93) foram bloqueados com o marcador N - etil
maleimida ( NEM ) ( Perussi, 1987 ) em uma solucio de meta Hb
humana obtida a partir de uma amostra liofilizada dissolvida em agua.
Na Figura 49 mostra-se o espectro correspondente da amostra liofilizada
a partir dessa solucio de meta Hb com NEM, onde nio se observa

mais o hemicromo P.
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g=2,42

(a)

/,ﬂ'ihaﬁ

Ganho

zuo‘

g=1,90

g= 2,82
g~6

mg 2 10 mgr
(b)

g= 2,01
1,25 x 104

Figura 49. Espectros de RPE (T =-160°C ) da meta Hb humana
a) amostra liofilizada ( normal )
b) amostra liofilizada a partir de uma solugio 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 presenca 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 S0 ).

As observacoes dos parimetros de RPE em funcio da

hidratacio indicaram:

a) a largura de linhade g ~ 6 nio mostrou uma correlacio
monoténica com o0 grau de hidratacio como no caso das mioglobinas.
Contudo observou-se que para a amostra seca ( AH - 200 Gauss ) a
largura de linha é maior que em solucio ( AH = 150 Gauss ). Na Figura
S5S1 mostra-se as medidas para a meta Hb humana. O resultado para a

meta Hb bovina é semelhante.

b) A éirea da linha de g ~ 6 para a meta Hb humana é
mostrada na Figura 52. Observa-se que em hidratacie superior a
0,40 g Ho0/g Hb hdi um aumento significativo dessa irea. Para a meta
Hb bovina obteve-se o0 mesmo comportamento conforme mqstra‘do na

Figura S3. No caso da Hb bovina o cilculo da darea foi obtido
utilizando a aproximacio 1.AH2 ( Poole & Farach, 1972).

c) A drea das linhas com g -2, devido aos hemicromos P

e H, sio mostradas na Figura 54 para a meta Hb humana. Observa-se
o decréscimo da direa com o aumento da hidratacio. Em solucio a

absor¢io com g~ 2 € devido ao derivado hidroxi, conforme mostrado

na Figura 41.
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(a)

Ganho

(b)

{c)

Figura 50. Espectros de RPE (T =-160°C ):
a) meta Hb humana liofilizada ( Sigma )
b) meta Hb equina (Sigma )
c) meta Hb bovina ( preparada no Laboratério de Biofisica ).
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Figura 51. Grifico da variacdo de AH; em fungdo do grau de
hidratacdo para a meta Hb humana.
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Figura 52. Variaco da drea do sinal com g~6 em funciio do grau
de hidrataco para a meta Hb humana.
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Figura 33. Variaclo da drea dosinal com g~6 em funcio da
hidratagio para a meta Hb bovina. Obtida pela aproximagio I.AH2.
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Figura 54. Variacdo da drea das linhas com g-2 (hemicromos H e P)

em fungio da hidratacdo para a meta Hb humana. Em solugdio a 4rea
com g “2 é devido ao derivado hidroxi-Hb.
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d) A soma das areas de g ~ 6 e hemicromos, mosirada
na Figura 55, indica que hd um aumento real no nimero de centros

paramagnéticos em hidratacdo superior a 0,40 g H,0/g Hb.

e) A variacio da drea da linha de absorgio com g = 4,3

para meta Hb humana mostrada na Figura 56, foi obtida pela

aprovimacds 1.AHL, a indiea um mivime am torns da 0,15 2 H,0/8 Hb.

O valor dessa drea é uma fracio muito pequena dentro da drea total
observada por RPE (em torno de 1% do total ) O valor maiximo

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.

f) A variagio da intensidade do sinal do radical livre, com
g = 2,01, criado no processo de desidratacio da meta Hb bovina ( Figura
57 ), tem um comportamento semelhante na meta Hb bovina Sigma em
comparacio aquele visto nas mioglobinas. Na meta ib humana o
radical s6 foi detectado em hidratacio inferior a 10% de dgua ( Figura
47 ).
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Figura 533. Variacdo da area total (g~6 + hemicromos) em funcio

do grav de hidratacio para a meta Hb humana.
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Figura 56. Variacdo da drea do sinal com g =43 em fungio da
hidratagio para a meta Hb humana. Obtida pela aproximacdo IaH2
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Figura 57. Variacdo da intensidade do sinal do radical livre (g =2,01)
em funciio da hidratacic para a meta Hb bovina.
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5.3. Céiculos a,b,c, V/A, 8/A, V/8 para os hemicromos

Os diferentes valores de g obtidos para os hemicromos nas

diferentes proteinas e condicoes foram:

Proteina 8 Bv g

solugio meta Mb equina pH - 9,8 257 | 218 | 184
msta Mb baleia (liofilizada - 3% H,0) 281 | 227 |nwoident.

meta Hb bovina ( liofilizada - 50% H,0) 256 | 211 | 1.82
meta Hb humana ( liofilizada - ¢40% HZO) 2.45 227 | 191

A partir da expressio 22 do Capitulo III obteve-se o valor
de gx =164 para o hemicromo H da meta Mb de baleia, equina e

meta Hb bovina ( Sigma ).

Os valores bbtidos para os coeficientes (a,b,c) das
funcdes de onda da expressdo 17, Capitulo 111, para separacio tetragonal
(8/2 ), rombica ( V/A ) e grau de rombicidade ( V/8) ( definidos no

Capitulo I1I, item 3.3.2.2.) para os diferentes hemicromos sio dados a

seguir.
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Z1l

Hemicromo Proteina a b c VA S | V/S
“hidroxi” * meta Mb equina ( solugio pH=9,8) 0,985| 0,081f 0,069| 3,41 6,02 | 057
H (bi-histidina) | meta Mb baleia, equina e meta Hb bovina| 0,966| 0,223] 0,120| 2,26 | 3,65 | 062
( tiofilizada - S0% H 20 )
“hidroxi” * meta Hb bovina ( liofilizada - Y S0 H 30 ), 0,978| 0,094] 0,062| 3,24 7,48 | 0,43
P meta Hb humana (lofilizada -¢ S08H 0) 10,996 0,114] 0,076 4,59 487 | 0,94

b
a rigor esse complexo n&o é um hemicromo, pois o 62 ligan<e (0B ) é exégeno a proteina




5.4. Nitrosil - Mb

Na Figura 58 mostra-se espectros de meta Mb de baleia,

em diferentes graus de hidratacio, antes e depois da adicio do gas

NO. No quadro, a0 alio, ¢ mosirado somenis o ¢specire do NQ ligade 4

proteina com os parametros de RPE medidos.

Yerifica-s¢ da Figura 58 que em haiza hidratacde hd um

sinal considerivel do complexo Fe2+ - NO. Quando a hidratacio aumenta

o sinal do NO decresce sendo muito baixo em uma hidratacio de 25%.

Importante observar que amostras com hidratacio acima
de 25% e com NO ligado praticamente nio exibiram sinal de RPE ( do
NO ou Fe3* ). Observou-se ainda uma mudanca de coloracio da

amostra de marrom (sem NO) para verde ( com NO ).

Quando essa amostra de cor verde é dissolvida em dgua
essa coloracio permaneceu, indicando um complexo estivel. Se gis NO
é adicionado a essa solugio, a coloragio € mudada, muito lentamente,
para marrom-avermelhada. Na Figura 59 mostra-se os espectros das
solucbes verde ( sem sinal RPE ) e marrom-avermelhada com sinais do
Fe2* - NO e do jon Fe3+,

Outra observagio de interesse foi a diminui¢io do valor da
largura de linha (AH; ) do sinal residual do ion ferro (III), com g - 6,
depois da adicio do gis NO nas amostras de meta Mb com baixas
hidratacdo. Na Figura 60 mostra-se os espectros para duas hidratacoes
diferentes e no grafico da Figura 61 evidencia-se a dependéncia bem

definida desse estreitamento com a hidratacio.
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————112,3mg Mb
26,3 % H,0

a
12,8 mg Mb
b L6x 103 24,0% Hg0

13,2 mg Mb
p k0 x103 /\ 21,0 % Hy0

3,2x103
a m—

10,6 mg Mb
r- 9.4 % H,0
o8x10> . | 4% He

(o

2050 6
, 10006, } 9,34 6H:

Figura 38. Espectros de RPE (T =-160°C, Ampl. Mod. =8G ) da meta Mb
de baleia em diferentes graus de hidratacZo:
a) sem adicfio de gis NO.
b) depois da adiciio de NO

0 quadro do alto mostra o espectro da espécie Fe2* - NO na
amostra com 9,4% H20. Condigées exp.. T = -1609C, poténcia
microonda = 10 mW e amplitude de modulagido =2,5 Gauss.
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200 6

Ganho

28« 101

=2
9720
1L.exio*
Figura 59. Espectros de RPE:
a) amostra de meta Mb com 0,30 g Ho0/g Mb na qual
adicionou-se NO e depois foi dissolvida em 4gua
( coloracio verde ), medido a T =-160°C, P = 10 mW,
Ampl. Modulagdo = 8 Gauss.
b) mesma amostra de a) apdés adicio de nova quantidade
de NO na amostra em solugiio.
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(a)

(b)

{c)

(d)

Figuras 60. Espectros de RPE (T =-160°C ) mostrando o sinal com g ~ 6,

antes (a e c) e depois (b e d ) da adiclio de gids NO na
meta Mb de baleia em dois graus de hidratagio
diferentes:

a) e b) seca

c) e d) 0,30 g Hy0/g Mb.

Foi realizada também uma experiéncia para verificar o
fator de proporcionalidade entre a drea do sinal de Fe3+ (com a
varredura 700 - 1700 Gauss ) e do sinal Fe2* - NO. Utilizou-se uma
concentracio conhecida de proteina para depois correlacionar esse sinal
Fe2+ - NO quantitado com o formado nas amostras liofilizadas. Meta Mb
de baleia liofilizada foi dissolvida em agua (C-1 mM) e obtido o espectro

de RPE ( Figura 62 ). Calculou-se a drea utilizando o sistema
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desenvolvido por Thomaz, 1087. Em seguida, adicionou-se gas N0, em

excesso, a essa solucio e obteve-se a drea do sinal Fe2+ - NO,

certificando que o Fe3* havia desaparecido completamente ( Figura 62 ).

Da comparagio das dreas obteve-se também um fator 3,0, ou seja:

Area (Fe2* -NO)=30 x Area [ Fe3+ - Hy0 ( varredura 700 - 1700 Gauss) ]

Mediu-se uma amostra de meta Mb de baleia liofilizada, de
massa conhecida, na qual foi adicionada diretamente NO (em excesso ).
A partir do valor da irea do sinal NO obtido nesse caso e comparando

com o0 sinal do NO da amosira em solucio, com concentracio

conhecida, obteve-se que 26% dos grupos heme deram origem ao sinal

Fe2+ - NO.

+ AH = AH({ sem adic3o NO) - AH({depois adiglo NO)

A H* (Gauss)

T T T A 1 ‘ K
0,09 o.i8 0,27 0,36 045 gr Hg0
grMb

Figura 61. Gréifico da variacfio da diferenca da largura de linha do
sinal com g ~6 antes e depois da adic3o de gds NO na meta Mb de

baleia em func¢io do grau de hidratagio.
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g= 2,0

Figura 62. Espectro de RPE (T =-160°C ) :
2) solucio de meta Mb de baleia- C-1 mM
b) mesma amostra de a apbs adi¢io de gas NO em excesso.
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9.5. Testes Nitrosil - Hb

A adicio do gis NO 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

Figura 63.

119



Ho= 2, KG
P =9,134 GHz

Figura 63. Espectros de RPE medidos a T =-160°C, 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

120



Capltule VI

Discusséo

A desidratacio de metamioglobinas e metahemoglobinas
levaram a virias alteracoes no espectro de RPE em comparacio com 2
amostra em solucio. Essas mudancas foram basicamente de dois tipos:

a) mudanca na forma e intensidade das linhas que

existiam em solucio;

b) surgimento de novas linhas de absorcoes.

6.1. Metamioglobina

Uma das primeiras observacoes feitas na desidratacio das
meta Mb foi o alargamento da linha com valor de g ~ 6 ( Figura 31 ).
Essa linha é identificada como devido a absorcio do ion ferro (III) em
um estado de spin 5/2, componente perpendicular da simetria axial
( Bennet et al, 1955 ).

A largura de linha ( AH;) ( Figura 31 ) decresceu com o
aumento do grau de hidratacio até um conteddo de agua de 0,20 g
H,0/g Mb. Acima dessa hidratacdo passou a ter praticamente o mesmo
valor da amostra em solucdo. Esse comportamento foi mostrado nas
Figuras 32 e 33 para a meta Mb baleia e equina, respectivamente. A
largura de linha maxima ( 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 varios fatores: tempo de relaxacdo, simetria, interacio

entre centros paramagnéticos e outros.

Supondo uma situacio em que atua somente o tempo de
relaxacio tem-se que uma linha de absorcio é mais estreita quanto

maior o tempo de relaxacio.

Em altas hidratacoes & esperado que uma proteina tenha

maior mobilidade. Bssa mobilidade possibilitaria uma relaxacio mais
eficiente e rapida, que na amostra desidratada, o que levaria a um
alargamento da linha de absor¢do. Esse efeito & contririo ao observado
na desidratacio 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 relaxacio nido devem ser diferentes. Resultados recentes de
medidas Mossbauer ( Parak et al, 1981 ), relaxacio dielétrica ( Singh
et al, 1981) e infravermelho (Doster et al, 1986 ) mostraram que
somente acima de 180-190 K comeca-se a observar mudancas dos
parametros medidos e que sio associados ao descongelamento da dgua

de hidratacio.

No caso de hemoproteinas o alargamento de linha pode
estar associado a desvios da simetria axial ( Peisach et al, 1971; Calvo
& Bemski, 1976 ). Assim uma explicacio possivel é que quanto mais
desidratada estd a amostra maior o desvio da simetria axial. Esse
desvio seria diminuido com o aumento da hidratacio até que em 20%
de H70 ter-se-ia uma situa¢io muito préxima a da solucido, pelo menos
do ponto de vista de simetria em torno do ion ferro (I1I). Esse valor
de 0,20 g HoO/g Mb € concordante com 0,24 g H0/g Mb obtido por

122

AT
]



Kuntz, 1971 a, a partir de medidas de NMR, valor este onde é

admitido que a camada de agua ligada se completa. Rosen, 1963 por

sua vez obteve que o aumento novalor da "constante" dielétrica ocorre

em uma hidrataqio de 0,235gH30/g Mb.

Uma vez que a diferenca de largura d¢ linha(a T= -160°C )

entre a amostra em solugido e a mais seca esti em torno de 70 Gauss
poder-se-ia esperar que este alargamento fosse produzido por um

desdobramento das componentes ggx € gy, da linha com g - 6.

Medidas em temperaturas baizas deveriam revelar aste desdobraments
porque o tempo de relaxacio € maior em temperaturas menores, e
leva a um estreitamento das linhas. No entanto, conforme mostrado na
Figura 45 o espectro de meta Mb com 6% de agua, a T =8 K, ndo

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 dependéncia com a
hidratacio ( maior nas amostras mais secas - Figura 46 ). Ressalte-se
ainda que o decréscimo percentual da largura de linha com a
temperatura € praticamente o mesmo nas amostras com diferentes

hidratacoes.

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 atribuido a uma distribuicio de
conformacoes da proteina que resultam em estresses ligeiramente
diferentes no centro ativo de cada molécula ( More et al, 1987 ). Os

estresses diferentes levam a uma flutuagio nos valores de g de cada
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sitio gerando o alargamento de linha resultante, A razdo para o5

estresses serem diferentes seria explicado por uma distribuicdo de
conformacoes distintas nas proteinas desidratadas em relacio as

hidratadas.

A amostra totalmente sem agua € a mais afetada, dando

origem a conformacdes mais afastada da nativa (em solucio ) e assim

lemsse 0 maior alargamento. A medida em que a hidratacio aumenta

a distribuicio de conformagdes se aproximam da amosira em solucio e

o alargamento vai se reduzindo.

Portanto o mecanismo de alargamento tipo "g-strain” pode
explicar as observacoes feitas. Contudo um outro dado experimental
obtido a partir das medidas com o derivado nitrosil-Mb poderia dar
uma explicacao alternativa para o alargamento de linha dependente da

hidratacao.

Na Figura 60 mostra-se que apés a adicdo do gas NO na
meta Mb além da diminuicio da intensidade da linha do ferro com g -~
6 houve também reducio da largura de linha do sinal remanescente.
Esse estreitamento da linha é dependente do grau de hidratacio sendo

mais efetivo em baixa hidratacido ( Figura 61 ).

Esse resultado pode ser entendido se o NO coordena-se
preferencialmente_ em moléculas de Mb com uma maior distorcio
conformacional, que de alguma maneira facilita o acesso do NO ao
heme. Com a coordenacio do NO o ion ferro (III) é reduzido para
ferro (II) e deixa de apresentar absorcio de RPE. Uma vez que as
moléculas que tem maior distor¢io conformacional ndo estio mais

contribuindo para o sinal de RPE em g ~ 6, somente o sinal residual
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das conformagbes mais simétricas sio observadas e a largura de linha

correspondente é menor.

0 fato do NO se ligar preferencialmente em determinadas
moléculas indica que a distor¢io conformacional deve ser bem definida.
Assim é possivel esperar um nimero discreto de estados
conformacionais com distor¢io na desidratacio e nio continuo como

sugerido pelo alargamente "g-strain”,

0 conceito de estados discretos de conformagies vai de
encontro com a proposicio de Austin et al, 1975 da existéncia de

subestados conformacionais.

De acordo com Frauenfelder et al., 1979 uma proteina em
uma configuracio de equilibrio pode existir em virios subestados
conformacionais. As proteinas em diferentes subestados tem a mesma
estrutura global mas diferem em configuracbes locais. Rotacées em
torno de ligacoes simples ou mudancas de ligacoes de hidrogénio
podem ocorrer. Subestados conformacionais tem a mesma funcido
biologica, mas possivelmente com velocidades diferentes ( Austin et al.,
1975 ).

A transicio de um subestado para outro geralmente é
feito vencendo uma barreira de energia potencial, e 0 comportamento
dinamico depende da temperatura. Em temperaturas suficientemente
altas, a proteina move-se rapidamente interconvertendo-se de um
subestado para outro, mudando a estrutura conformacional continuamente.
Em baixa temperatura a maior parte da relaxacio conformacional é
perdida e cada molécula pode permanecer em um subestado particular
( Frauenfelder et al, 1979 ).
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A hidratacio deve desempenhar papel andlogo a
temperatura, ou seja, com sua diminuicio ha a redugio de
possibilidades de transicio entre os subestados. A medida que a
hidratacio aumenta vai sendo restabelecida a possibilidade de
interconversdo entre os subestados até atingir a situacio em solucio

( andloga a altas temperaturas ).

A distribuicdo de subestados que surgem na desidratacio
podem ser modulados pela hidratacio local de cada molécula. Numa
hipétese simples em que somente a hidratacio determinaria a
conformacdo da proteina, poder-se-ia propor que com uma hidratacio
de 0 a 10% ha somente moléculas com grande distor¢io
conformacional ( subestado S, por exemplo ). Entre 10 e 20% de Hy0
existiria um outro subestado ( M) com uma distorcio conformacional
menos acentuada que S e com uma largura de linha menor. Acima de
20% de H0 ja estaria restabelecida a conformacdo que existe em
solucio ( subestado H ).

Na amostra seca existe predominantemente o subestado S
e a largura de linha é a maior. Com uma hidratacio de 9% devem
existir também moléculas com hidratacio local maior que 10% e que
estariam no subestado M. A largura de linha resultante portanto vai
depender da distribuicio das populacbes nos subestados (S e M ). Na
situagao real o nimero de subestados pode ser mais de trés criando
uma major mistura de subestados conformacionais, em uma

determinada hidratacao.

Uma outra mudanca observada na desidratacio foi a
reducio de 65% da area da linha com g~ 6. Isso ocorre porque parte

das moléculas de meta Mb perdem a dgua que ocupa a sexta
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coordenacio do ferro. O grafico da Figura 34 mostra que para uma
hidratagio em torno de 20% hd um aumento significativo de moléculas

que voltam a ter a Hy0 na 62 coordenacio do ferro (I11).

Parte das moléculas de Mb que perderam a agua da 62
coordenacio, na desidratacio, vio dar origem ao hemicromo H com a
coordenacio do nitrogénio da histidina E7 na 62 coordenacgio. Para isso
ocorrer deve haver uma mudanca conformacional aproximando a hélice

E do heme.

Na Figura 35 é mostrado o comportamento da drea do
sinal de RPE do hemicromo H em func¢io da hidratacio. Em baixa
hidratacio hd uma flutuacdo razoivel dos valores obtidos, mas a
quantidade obtida em alta hidratacio tem valores menores e em

solucio nio se detecta a existéncia desse hemicromo.

Esse tipo de resultado foi reportado para a meta Hb por
Keilin & Hartree, 1952 a partir de medidas de absorcio Optica e mais
recentemente por Alter, 1983, a partir de medidas de espectroscopia

fotoacustica.

Somente através da formacdo do hemicromo H ndo é
possivel explicar toda reducdo do sinal da meta Mb. Na Figura 37 esta
mostrado que a irea total detectada por RPE ( meta Mb + hemicromo H)

sofre uma reducdo de cerca de 40% para hidratacoes menores que 20%.

Essa reducio da area detectivel por RPE na desidratagio
de meta Mb ja havia sido observada por Yonetani & Schleyer, 1967,
conforme mostrado na Figura 10. Esses autores nio deram explicacao
sobre a razao desta reducdo. Propuseram, contudo, que na desidratacio

da meta Mb nio ha uma reacio de um 0Onico passo ou seja, somente a
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conversio meta Mb - hemicromo H, mas também envolve outros

estigios que, segundo eles, precisavam ser identificados.

Lamy et al, 1976, observaram que em uma solugio de
meta Mb obtida de¢ amostra liofilizada, da Sigma, existe uma fragio de
ferro dos grupos heme que estavam na forma 2+ ( oxi - Mb ).
Recentemente Caracelli, 1987 associou o espectro de RPE constituido de

v tripleto, formado na adicio de NO a meta Mb, como tendo sua

origem na pequena fracio ( 13% ) de oxi Mb existente na solucio de

meta Mb ( amostra liofilizada Sigma ).

Em extensio aos resultados de Lamy et al, 1976 e
Caracelli, 1987 propde-se que a reducio do paramagnetismo qbservada
em hidratacbes inferiores a 20% para a meta Mb liofilizada & devido a
formacio de cerca de 40% de grupos heme com ferro na forma 2+ O
ferro na forma 2+ seria a oxi-Mb e ou algum hemocromo formado.
Essa proposicio para a reducio da area do sinal de RPE seri

novamente discutida na interpretacio dos resultados da nitrosil-Mb.

Observou-se também o surgimento de uma linha com
g =43 na desidratacio da meta Mb. Essa linha é atribuida ao ion
ferro (III), S=5/2, em um estado de maxima rombicidade
(E/D=0,33) (Kotani & Morimoto, 1967 ) e esti associada a proteina
desnaturada. A amostra seca na estufa (T =105C por 24 horas)
( Figura 39 ) mostrou um aumento acentuado dessa linha e o
desaparecimento das demais relacionado ao ferro (III). Na Figura 38
mostra-se que o complexo formado, que origina o sinalcom g =43 ,é
reversivel na re-hidratacio da amostra. Novamente em uma hidratacdo

de 20% observou-se que o sinal decresceu consideravelmente. A
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populacio responsivel por essa absorcio, contudo, é muito pequena, da

ordem de 1% do total.

Finalmente na desidratacio das meta Mb observousse 2
formacio de um radical livre. Na Figura 40 mostra-se que 2

intensidade do sinal decresce com o aumento do grav de hidratacio.
Acima de 0,45 g Hy0/g Mb nido foi mais observado. Na meta Hb bovina
esse radical livre mostrou comportamento jdéntico ( Figura 57 ), a menos

da intensidade que foi ligeiramente maior. Na meta Hb humana é bem
observado em hidratacoes inferiores a 10%, e esti sobreposto aos

sinais do hemicromo P, formado nessa proteina.

Este radical livre ni3o esta associado diretamente ao ion
ferro pois pode ser observado a temperatura ambiente, 0 que nio
ocorre com o sinal do ferro em hemoproteinas. Na tentativa de
identificacido do radical utilizou-se o método de “spin-trap” que
detectou sua formacdo no processo de liofilizacdo. Contudo com as
caracteristicas espectrais do aduto formado nido foi possivel identifica-lo
( Figura 44 ). Interessante notar que a hidratacio na qual o radical
nio &€ mais detectado 0,45 g H,0/g proteina, é muito préximo do valor
bem aceito para o qual a camada de hidratacio de proteinas estd

completa, 0,40 g H,0/g proteina ( Kuntz & Kauzmann, 1974 ).

Assim pela dependéncia bem definida com a hidratacgio
esse radical poderia se constituir em um padrio interno para
determinagdo do grau de hidratacio dessas hemoproteinas. Para
confirmar essa proposicaio é de fundamental importincia explicar o

mecanismo de sua formacao.
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6.2. Metahemoglobina

A largura de linha (AH;) para a absorcio com g ~ 6 nas

meta Hb nio mostrou uma dependéncia bem definida com o grau de
hidratacio, como foi observado nas meta Mb. Observou-se contudo que

as amostras desidratadas tem uma largura de linha maior que a

amostra em solucdo indicando possivel dependéncia da hidratacio

( Figura S1).

0 comportamento da largura de linha ( AH; ) em baixa

hidrata¢io pode estar relacionado a necessidade de uma quantidade
de agua mais elevada para promo¢ido de mudancas conformacionais na
Hb. Além disso, as interacdes entre as subunidades da Hb
desempenham papel importante na estabilizacio da conformac¢io da
proteina ( Dickerson & Geis, 1983 ) ¢ um situacio muito distinta da

Mb deve existir.

Qutra observacdo distinta da Mb é a formacio do

hemicromo P, na meta Hb humana. Nesse hemicromo hia a coordena¢io
de um itomo de enxofre da cisteina P93 ( cadeia B, posicio 93 ) na 52

coordenacio do ion ferro e implica no deslocamento da histidina

proximal F8 (P92 - cadeia B, posicio 92 ) que originalmente ocupa essa

posicio ( Rachmilewitz, 1974 ). Na 62 coordenacio do ferro deve sair

a molécula de agua e entrar o nitrogénio da histidina distal E7.
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Esse tipo de hemicromo s6 pode ser formado nas cadeias

P uma vezr que nas cadeias @ nas posighes vizinhas a histidina F8
nio hi nenhum aminoicido contendo enxofre * ( 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

) 1 [}
cadeias @, principalmente.

A proposicio para a formacio do hemicromo P foi baseado
nas caracteristicas ecspectrais de RPE ser idéntica aos do cilogromo
P=40, um sistema onde um dos ligantes axial do ferro @ um jtomo

de enxofre ( Hill et al, 1970 ). E semelhante também a virios
compostos baixo spin obtido de heme ( Fe3* ) onde um ligante é um
mercapeptideo e outro uma base nitrogenada ( Blumberg et al, 1972).
Observou-se ainda que ele s6 pode ser formado a partir da interacgio
de salicilato com Hb A ( normal) ou Hb H ( talassemia « - auséncia de
cadeias @ ) e cadeias P isoladas ( Rachmilewitz, 1974 ). Quando o
enxofre da cisteina P93 foi bloqueado com paramercirio benzoato
( PMB ), nas cadeias B isoladas ou nas Hb A ou Hb H, ndo foi mais

obtido o hemicromo P ( Rachmilewitz, 1974 ).

Rein et al, 1975 observaram em meta Hb a pH - 105 a
formacio de um complexo baixo spin com as mesmas caracteristicas

espectrais do citocromo P-450, o qual foi associado a coordenagio de

um atomo de enxofre de uma cisteina. O valor da rombicidade V/§

Essa situagdio ocorre também nas mioglobinas.
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( Capitulo 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

especifico para enxofre, em uma solucio de meta Hb, ndo houve mais
a formacds do hemicromo P apos 4 liofilizacio, como ocorre nas
amostras sem adicio de NEM (PFigura 49 ).

Para a cisteina P93 ligar ao heme, a hélice F terla que
girar sobre seu eixo para posicionar o itomo de enxofre em direcio ao

atomo de ferro. Tal rotacdo deixaria expostos os grupos hidrofobicos,
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 distor¢oes conformacionais
geradas pela desidratacdo. No entanto, a partir de um determinado
nivel de hidratacio a proteina deve minimizar a energia de interacgido
e expboe os residuos hidrofilicos ao solvente e a hélice F retorna a
sua posi¢cdo original. No retorno da hélice F a coordenagio do enxofre

ao ferro € quebrada e a do nitrogénio ( histidina proximal ) refeita.

Com um mecanismo desse tipo é possivel, pelo menos do
ponto de vista qualitativo, entender a formacio do hemicromo P e sua

dependéncia com a hidratacéo.

Observa-se que o decréscimo da quantidade de hemicromo
P ocorre a uma hidratacdo ligeiramente acima de 0,40 g H,0/g Hb,

concomitante com o aumento da absor¢io da forma meta ( Figura 47 ). E
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perfeitamente plausivel, portanto, a interconversao hemicromo P - méla
com 4 hidratacao.

146

64

Figura 64. Regido proximo ao heme na cadeia § da oxi Hb mostrando
a hélice F, com o residuo histidina proximal ( posicZo 92 ) coordenado
ao ferro. 0 aminodcido da posicio 93 é a cisteina ($93).

Os espectros obtidos para meta Hb bovina ( Sigma ) ndo
mostraram a formacido do hemicromo P, mas somente do hemicromo H
( bi-histidina ). O valor de hidratacio no qual ocorre o aumento

significativo da absor¢do da forma meta também ¢é em torno de

0,40 g Hy0/g Hb.

Acima do valor de 0,40 g H0/g Hb, além do aumento da
quantidade da forma meta, hi a réducio 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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distal E7 muda a ponte de hidrogénio existente entre a dgua e 0 Ng
da histidina distal, que é fortemente baisico. Como consequéncia desse
processo um complexo baixo spin é formado com estrutura semelhante
ao hidroxido ( Rein et al, 1975 ). No esquema abaixo mostra-se tal

efeito:

7 §- & (9
Hic(FS)——Fo\—O—H----"Ng His(E7)
| =

|
His(F8) — Fe —— O .-..--H—N; His(E?)

I I
| H

A formacio desse composto baixo spin ( hidroxi ) esti
conectado portanto com o rearranjo da regiio do heme, principalmente

com a histidina distal, induzido pela hidratacio.

Nota-se que nas solucdoes das meta Hb ( bovina e humana )

hia uma fracdo de derivado hidroxi formado ( Figuras 47 e 48 ).

Os resultados obtidos com as proteina$ meta Hb humana e
meta Hb bovina ( Sigma ) sio concordantes no que se refere a nivel de
hidratacio necessirio para a recuperacio da forma meta, em torno de
0,40 g HoO/g Hb. Nessa hidratagio na meta Hb humana houve também o

decréscimo da quantidade de hemicromo P enquanto na meta Hb bovina
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houve o decréscimo do hemicromo H e o aparecimento do derivado
hidroxi. A forma hidroxi deve ser formada também na meta Hb
humana, nessa hidratacio, pois as linhas de g;(245) e gx(191) do
hemicromo P estio ligeiramente alargadas ( Figura 47 ) indicando

superposicio do sinal hidroxi ( gz =256 e gx=1,83).

O valor de hidratagio de 0,40 g H,O/g Hb é proposto a
partir de resultados de NMR (Kuntz, 1971 a,b ) como aquele no qual
a camada de agua ligada se completa na Hb. Essa concordincia entre
o valor de hidratacio proposto para a camada de agua ligada se
completar e a deteccio de grandes alteracdes nos parametros de RPE,
relacionados a interconversio de complexos formados, mostram que
somente apos a formac¢do da camada de agua ligada é possivel ocorrer
mudancas conformacionais em direcio a estrutura nativa ( existente em
solucio ).

Na meta Hb bovina (Sigma ) ndo foi observada a formacio
do hemicromo P. Para verificar se essa diferenca, em relacio a meta
Hb humana, era devido a problemas no método de preparacio e
liofilizacdo das amostras executado no Laboratério de Biofisica mediu-se
outras hemoglobinas ( obtidas da Sigma ). Na Figura SO mostram-se os
espectros da meta Hb equina e humana e também de uma meta Hb
bovina ( preparada no Laboratério de Biofisica ). Observou-se a
formacio do hemicromo P nas trés amostras, em quantidades

diferentes (a maior é na preparada no Laboratério de Biofisica ).

Uma vez que as quantidades de hemicromo P formado nas
amostras Sigma s3o diferentes entre si e também quando comparadas
com as obtidas no Laboratério de Biofisica acredita-se que esse fato

esta relacionado com a velocidade da retirada de dgua na liofilizacdo.
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Quando as hemoglobinas equina e humana ( $igma ) foram

dissolvidas em agua ¢ novamente liofilizadas observou-s¢ um aumento

consideravel na quantidade de hemicromo P formado nessas amostras.

Esse resultado & concordante com a proposicio da dependéncia da
velocidade da retirada de 2gua da proteina para a formacio do

hemicromo P.

Contudo para a meta Hb bovina ( Sigma ) mesmo depois de

dissofvida em éﬁua e liofilizada novamente nio houve o aparecimento
do hemicromo P. Medidas de titulacio do grupo SH ( p93 ) com para -

cloro mercuri-PCMB ( método de Boyer, 1954 ) ( Figura 65 ) e reacio
com “spin-label”, derivado da maleimida ( Figura 66 ), mostraram que
o grupo SH (P9 ) esta bloqueado na meta Hb bovina ( Sigma )
utilizada. Para a meta Hb humana ( preparada no Laboratério de
Biofisica ) a titulagio com PCMB mostrou que praticamente todo SH
esta livre (nomeros SH tituliveis por proteina = 1,82 ). Esse resultado
também indica a reversibilidade, com a hidratacio, do hemicromo P
detectado na amostra de meta Hb humaha desidratada. No espectro de
RPE do "spin-label” adicionado a uma solucio de meta Hb bovina
( Sigma ) observa-se somente o sinal tipico do marcador em solucio
eﬁquanto para a meta Hb humana ( Biof. ) além do sinal do marcador

em solucio aparecem as linhas tipicas do “spin-label” ligado ao grupo
SH (93 ) (Perussi, 1987 ).

A drea total da absor¢io de RPE da meta Hb humana
mostrou um decréscimo de cerca de 40% em hidratacoes menores que
0,40 g H,0/g Hb, em relacido a amostra em solucdo, semelhante ao

ocorrido na meta Mb.
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TITULACAQ PCMB

Meta Hb bovina (Sigma)
0965 N
€
[ 4
o Corr. = 0,999
9 3
N oz 6,73 x 10
T b= 0,573
0,60 4
o T L e
50 100 pl PCNB
|
Meta Hb humana (biof ) Corr. = 0,996
a= 6,57x10°
0,651 b= 0,606
E
S Ne® SH titul. = 1,82
]
N
<
0,60 Corr. = 0.993
az 1,45 x 10
b= 0,560
(o]
L] ] -
50 100 ul PCMB

Figura 635. Titulagio com PCMB ( método de Boyer, 1954 ) para a meta

Hb bovina (Sigma ) e meta Hb humana ( biof.)
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P=5mW
"A.Mod.=0.56

V=9,4526
T = amb.

Ho® 3370 6
AH= 100 6

10 6

g

6=6,3x10

G:=8,0x10°
Mod.= |6

b

cesoro |

6=8,0x10%
Mod. | 6

Figura 66. Espectros de RPE ( medidos a temperatura ambiente ) de
solugio de metaHb (ImM) & qual adicionou-se spin-fabel
(5mM ), derivado da maleimida:

a) meta Hb bovina ( Sigma )

b) meta Hb humana ( biofisica ). As linhas que aparecem ( com
ganho =8 x 103 ) em campo magnético superior e inferior ao
tripleto central so do "spin-label” ligado ao grupo SH(§93).
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Haberditzl et al, 1961 demonstraram que a susceptibilidade magnética
da meta Mb decresce consideravelmente na desidratacdo. Estimaram um
valor de 291 magnétons de Bohr para o momento magnético efetivo

da meia lib desidratada,

Utiizando os valores do momento magnetrco em numeros
de magnétons de Bohr (n) dados por lizuka & Yonetani, 1970 e as
fraghes popvlacionais obtidas por RPE dos derivados existentes em

baixa hidratacio e com o valor do momento magnético efetivo

(n =291 ) proposto por Haberditzl et al. pode-se estimar a quantidade
de moléculas com Fe?* que deve existir em baixa hidratacio. Para o

caso de S=2 para o fon Fe2* n vale 4,9 e obtém-se
291 =592x0,05+1,73x0,55 + 4,9 x Xpe2+
Xpe2+ = 0,34

Ou seja, 34% das moléculas na meta Hb desidratada devem
estar com o ferro na forma 2+. A partir dos cilculos de RPE obteve-
se que em torno de 40% das moléculas deveriam estar com o ferro

reduzido.

Os resultados mostram boa concordincia e indicam que o
estado de spin das moléculas com Fe2* deve ser 2* como no caso da
desoxi Hb ( lizuka & Yonetani, 1970 ).

Na meta Hb humana 95% das moléculas perderam a dgua
da 62 coordenacio e deram origem aos hemicromos ( 5S5% ) e as
moléculas com Fe2* ( 40% ). Na meta Mb 65% das moléculas perderam a
dgua da 62 coordenagdo originando hemicromos ( 25% ) e moléculas

com Fe2* (40% ). A maior formacio de hemicromos na meta Hb deve
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estat associada a0 hemieromo P, onde A coordenacdo do envefrs 20
ferro das cadeias p deve impedir sua reducao.

Da mesma forma que nas meta Mb a area do sinal com

g - 4,3 mostrou uma dependéncia com o grau de hidratacido. Contudo o
grafico da variacio dessa irea com o grau de hidratacio ( Figura 56 ),
mostrou um maximo mais definido em torno de 0,15 g H,0/g Hb.

Apesar do numero de moléculas responsivel por esse sinal ser uma

fracio muito pequena do total detectado na meta Hb ( e meta Mb )
trata-se de um oomplexo muito estivel ( associado a proteina

desnaturada ). A possibilidade da hidratacio "renaturar” essas moléculas
di mais uma indicacio da capacidade da dgua gerar mudancas

conformacionais significativas.

6.3. Nitrosil Mb

Conforme mostrado na literatura é possivel correlacionar
alteracdes no espectro de RPE do NO com mudancas conformacionais
em hemoproteinas ( Kon, 1975; Louro et al, 1979 ). Dessa forma,
poder-se-ia através de um novo “label” acompanhar as possiveis

alteracdes provocadas pela hidratacio da mioglobina.

Partiu-se do derivado meta Mb pois assim seria possivel
acompanhar a redu¢do e as possiveis mudancas no espectro de RPE do
ferro (III). Sabe-se também que é muito dificil obter uma amostra

liofilizada de Mb com o ferro exclusivamente na forma 2+.

Na Figura 58 sio mostrados espectros de amostras em
diferentes graus de hidratacdo antes e depois da adicio do NO.

Observou-se que:
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* em haifa hidratagdo apds a adicao do NO ocorre uma

formacgio consideravel do complexo Fe2+-NO e também

a reduciao do sinal do ferro (III);

e em hidratacoes superiores a 25% apdés a adicio do NO
houve o decréscimo do sinal do ion ferro (III) mas o

sinal de NO observado ¢ muito reduzido. Essas amostras

liveram uma mudanca de coloraedo g8 marsss (s NO)
para verde (c/ NO).

Os resultados obtidos puderam ser entendidos com base no
mecanismo de beacio do NO com meta Mb (ou Hb ) proposto por

Ehrenberg & Sczepkowsky, 1960 e Chien 1969 b, a partir de estudos

em solucio:
(heme Fe3*) + NO g—= (heme Fe NO)3 (a)
(heme Fe NO3+) g—F(heme Fe2*) + NO* (b)
(heme Fe2*) + NO* + 2 OH- a—=( heme Fe NO3 )* + H,0 (c)

(heme Fe NOz)* + NO == ( heme Fe NO )2+ + NO;~ (d)

paramagnético

No mecanismo proposto para cada heme ( Fe3* ) sio
necessarias duas moléculas de NO para a reacio ocorrer totalmente,
isto é, para que o ferro seja reduzido ( para Fe?* ) e ocorrer a
formacdao do nitrosil-ferroso-heme. Ha ainda dependéncia da presenga
de grupos OH-, e consequentemente do pH, para que a reagio ocorra

completamente.

As medidas foram feitas com amostras com hidratacoes

menores que 0,50 g Ho0/g Mb ( praticamente toda 4gua ligada da
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proteina ) e portanto nio hi grupos OH- disponiveis, 0 que impede a
realizacio do passo ¢ da reacdo, proposta anteriormente. Dessa forma,
a reacao para no passo b com a formacgio do complexo diamagnético
( Fe2+ - NO* ).

Nas amostras com  hidratacbes entre 25 e 50%
praticamente todo sinal de RPE desaparece e assim o composto verde

formado deve ser o complexo diamagnético Fe2+ - NO*.

A formacio de complexo Fe2* - NO ( paramagnético ) em
baixas hidratacdes s6 pode ser entendida se o NO combinar
diretamente com ions Pe2+. Essa possibilidade existe e foi a explicacio
dada para a reducdo da édrea detectivel por RPE nas amostras com
hidratacdes abaixo de 20% da meta Mb ( obtido da medida da area
total integrada - Figura 37 ).

O valor da redugido, de acordo com os cilculos de area da
meta Mb é cerca de 40%. Obteve-se para uma amostra de meta Mb
liofilizada ( ~ 0,12 g Hy0/g Mb ) que 26% dos grupos heme presentes na
amostra deram origem ao complexo Fe2* - NO. Nota-se assim boa
concordincia entre a hidratacio onde é possivel obter sinal razoavel
de Fe2* - NO ( abaixo de 25% ) e onde ocorre a reducio do
paramagnetismo na meta Mb ( - 20% ). Também a quantidade formada
de complexo de Fe2* -NO (26%) e de reducio do paramagnetismo

(~40% ) & de razoavel concordincia.

Ao dissolver em d4gua a nitrosil-Mb ( Fe2+ - NO* ) de
coloracao esverdeada ( formada em altas hidratacbes ), e adicionar nova
quantidade de NO nessa amostra obteve-se o sinal do complexo
Fe2* - NO, de acordo com os passos ¢ e d da reacio proposta por

Ehrenberg & Sczepkowsky e Chien.
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Na sequéncia de experimentos realizados foi possivel
acompanhar todos os passos da reacio da meta Mb com NO e inclusive

identificar pela primeira vez, o intermediirio Fe2+ - NO*.

Foi feito a tentativa de quantificar o sinal Fe2* - NO, nas
diferentes hidratacbes porém hi uma flutuacio considerivel nos
resultados ( abaixro de 25% de H0 ). Observou-se também razoivel
dispersio para o comportamento da formacio do hemicromo na
desidratagio da meta Mb ( Figura 35 ) enquanto o caiculo da forma
meta mostra um comportamento com pouca flutuagio ( Figura 34 ).
Uma possivel explicacio seria que na desidratacio da meta Mb ha
sempre um ndmero constante de moléculas que mantém a dgua da 6%
coordenacio ( forma meta ) contudo as moléculas que perdem essa
idgua tém duas possibilidades: dar origem a um composto onde o ferro

esta reduzido ( Fe2*) ou formar hemicromos.

O espectro do NO obtido em baixa hidratacio, na Mb, é
caracterizado por um tripleto de linhas ( Figura 58 ). Esse tipo de
espectro estad associado a um complexo onde o ferro (II) estd
pentacoordenado ( Kon, 1975 ). Isso indica que a histidina proximal F8
afastou-se do ferro do heme. Essa observacio mostra que a quebra da
ligacio ferro-nitrogénio ( histidina proximal F8 ) provocada pela
desidratacio pode ocorrer, tornando possivel a entrada de um novo

grupo em seu lugar.

Nas cadeias p da Hb pode entrar o atomo de enxofre da
cisteina (B93), no lugar da histidina F8, formando o hemicromo P. Nas
cadeias @ da Hb e nas Mb nio ha aminoidcidos com grupos reativos
( como o enxofre ) préximos ao heme e a possibilidade do ferro ficar

sem o 52 ligante deve ser maior. Contudo ndo se descarta a
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possibilidade do ferro nas cadeias p de algumas mol€culas de Hb ficar
sem 050 ligante. A entrada do envofre da cisteina B33 requer um giro
acentuado da helice F e situacoes intermedidrias 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 Nitrosil-Hb

Conforme mostrado na Figura 63 as meta Hb humana, meta

Hb humana com adicio do NEM e meta Hb bovina ( Sigma ) mostraram
apos adicio de NO na amostra liofilizada, o sinal tripleto do complexo
Fe2* - NO. A formacio desse complexo indica a presenca de ijons Fe2+

nas meta Hb liofilizadas e que o composto € pentacoordenado.
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Capitule VI

Conclusoes

7.1. Meta Mioglobina

a) A explicacio para o aumento da largura de linha do
sinal com g~ 6 (AH|) em fungao do decréscime da hidratacde ( abaixe
de 0,20 g Ho0/g Hb ) é devido ao surgimento de conformacoes distintas

para Mb desidratada, em comparacio com a proteina suficientemente
hidratada, gerando desvios da simetria axial em torno do ion ferro
(111);

b) A redugio de 65% da drea do sinal com g~ 6, com
hidratacdes menores que 20%, indicam que grande parte das moléculas

de Mb perdem a dgua da 62 coordenacdo, dando origem a outros

complexos, um deles o hemicromo H (bi-histidina);

c) A formacio do hemicromo H na desidratacio ¢
explicado admitindo que a hélice E da cadeia proteica da Mb se
desloca em direcio ao heme e o nitrogénio da histidina distal E7 se
coordena ao ferro (III) na 62 posicio. Esse composto mostra um
carater reversivel com o aumento da hidratacio desaparecendo

completamente em solucio;

d) A area total de absorcio de RPE ( meta Mb +
hemicromo) mostra um decréscimo em torno de 40% para niveis de
hidratacio abaixo de 0,20 g Ho0/g Mb. Essa reducdo foi associada a
reducdo do Fe3* para Fe2* em parte das moléculas de Mb desidratada.

Essa proposicdo ficou evidenciada nos resultados do derivado nitrosil-
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Mb onde somente para hidratacoes menores que 25% hd a formagio
do complexo Fe2* - NO. Acima desse valor de hidratacio formou-se
somente o complexo Fe?* - NO* ( diamagnético), a partir dos ions Fe3*

que sio reduzidos na reacio;

e) A irea do sinal com g = 4,3 ( associado a proteina
desnaturada ), corresponde a aproximadamente 1% do total dos ions
ferro (1II) detectado por RPE, e mostrou um decréscimo para niveis de
hidrata¢iao acima de 0,20 g Ho0/g Mb. O carater reversivel desse sinal
com a hidratagio revelou a capacidade da dgua em ‘“recuperar”
moléculas com acentuadas distor¢des conformacionais. Resultado

semelhante foi observado nas meta Hb;

f) Observou-se a formacio de um radical livre no processo
de desidratacio das meta Mb e meta Hb. A intensidade desse sinal
mostrou dependéncia bem definida com a hidrata¢io e pode vir a se
tornar um padrido interno do nivel de hidratacio dessas proteinas. Nio

foi possivel determinar o mecanismo de formac¢io desse radical;

g) O valor observado de 0,20 g Hy0/g Mb como a
hidratacio critica de mudancas nos parimetros de RPE é compativel
com a quantidade de H,0 necessiaria para a completa formacao da
camada de hidratacio ( Kuntz, 1971a ). Este valor de hidratacio
representa papel fundamental na estabilizagio da conformacao "nativa”

e é bem sentida pelo centro ativo da Mb.

7.2. Meta Hemoglobina

a) As amostras de meta Hb desidratada mostraram uma

largura de linha do sinal com g~ 6 (AH;) maior que a amostra em
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solucao. Contudo a dependéncia bem definida de AH; com o grau de
hidratacio nio foi observado ( como na meta Mb ). Essa diferenca de
comportamento foi atribuido aos aspectos estruturais distintos entre as
duas proteinas. Na Hb as interacdes entre subunidades devem

desempenhar papel fundamental na estabilizacio da proteina;

b) A reducio da area do sinal com g~ 6 para meta Hb
desidratada é em torno de 95%. Esse resultado mostra que na meta Hb
quase toda dgua da 6% coordenacio ¢ perdida na desidratacio. Para
valores de hidratacio superiores a 0,40 g H0/g Hb houve um aumento
significativo dessa area indicando mudanc¢as conformacionais em direcio

a forma "nativa™

c) Na meta Hb humana houve a formacio de dois dipos
de hemicromos: H ( bi-histidina) e P (um dos ligantes é um enxofre
da cisteina p9 ). O hemicromo P pode ser formado somente nas
cadeias B, onde ha uma cisteina na posicio 93 ( vizinha a histidina
proximal 92 ). Nas cadeias « (e na Mb ) nio hia residuos de
aminoicidos contendo enxofre préximo ao heme e o hemicromo P nio
é observado. Para a formacio desse hemicromo hia a necessidade da
hélice F girar cerca de 1/4 de volta em torno de seu eixo para
colocar o grupo SH na posicio do anel imidazolico da histidina F8 e
consequente coordenacio com o Fe3*. Observou-se que a fracio
percentual de hemicromos na meta Hb humana, em baixa hidratacio
( < 40% Hy0 ) é& aproximadamente 55% . Na meta Mb baleia foi em
torno de 30%. A maior formacio de hemicromos na Hb deve estar
associado a formacio do hemicromo P, que n3o deve permitir, nesse
caso, a reducido do ferro. Como nas cadeias @ da Hb e nas mioglobinas
nio existe um grupo que substitua a histidina na ligacio com o ferro

o resultado da saida dessa histidina é a formacio de um hemocromo
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com a reducio do ferro (III). Acima de 0,403H20/g Mb ha uma
reducio significante do sinal do hemictoms P, & em solucio

praticamente desaparece;

d) Obsevou-se uma reducio de cerca de 40% da area

detectivel por RPE nas amostras com baixa hidrata¢io (0,40 g H20/g Hb).
Na reacio do NO com amostras em baixa hidratacio também houve a
formacdo do complexo Fe2* - NO, como na Mb, evidenciando a presenca

de moléculas com Fe?* disponiveis;

e) Da mesma forma que nas meta Mb houve odtima
concordincia entre os valores de hidratacio ( - 0,40 g Ho0/g Hb ) onde
ocorrem as alteracdes acentuadas na regiido do centro ativo ( detectadas
por RPE) e o valor no qual a camada de hidratacio se completa
( Kuntz, 1971 ). A Hb, contudo, necessita de uma quantidade maior de
agua que a Mb para promover mudancas conformacionais em direciao

a estrutura nativa.

7.3. Nitrosil-Mb

a) Observou-se a formacio significante de complexos Fe2+ - NO
somente nas amostras com graus de hidratacio menores que
0,25 g H,0/g Mb. Esse resultado indica a disponibilidade de ions Fe2*
somente em baixa hidratacdo, concordante com a reducio do sinal
detectivel por RPE observado na meta Mb nessa mesma regiio de

hidratacao.

b) Acima de 0,25 g Hy0/g Mb apdés a adicio do NO a
amostra tornou-se praticamente diamagnética ( com uma coloracio

esverdeada ) e o complexo formado & o Fe2+ - NO*. O mecanismo de
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reacdo proposto por Ehrenberg & Schiepkowsky, 1960 e Chien, 1969 b
para 2 reacdo de meta Mb (ou Hb) com NO, indica 2 necessidade de
prupas OH- para se formar o complexo Felt - NO. Em baixa hidratacio

‘nao hi OH- disponiveis e a reacio nio se completa parando no
intermediario diamagnético ( Fe2* - NO* ), identificado pela primeira vez
Em hidratacoes menorss devido a disponibilidade de jons FeZt o NO
reage diretamente com estes jons e hi a formacio do complexo Feét « NO;

¢) Ao dissolver em igua o composto diamagnético ( Fe2+ - NO

-de coloracio verde] com a acﬁcio de nova quan{idade de NO houve
a formacio de complexo Fe?* - NO, com a mudanca de coloracio da
amostra para marrom-avermelhado, em plena concordancia com a

reacao 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

proximal F8 esta afastada do heme.

7.4. Sugestbes para continuidade dos estudos

Em continuidade ao estudo apresentado €& de muito

interesse enfocar os seguintes aspectos:

e Identificar os mecanismos de reducio do Fed* e da
formacao do radical livre na desidratacio da meta Mb e

meta Hb;

e Separar cadeias o e B da Hb e verificar se, na

desidratacdo, a formacio de Fe2* ocorre preferencialmente

nas cadeias a.
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¢ Estudar os complexos nitrosil-Mb em fun¢io do grau de
hidratacdo utilizando pulsos de luz e medindo
recombinagio via RPE e absorcio otica para caracterizar

os possiveis subestados S e M assumidos nesse trabalho.

o Estudar o derivado Fe2* - NO* identificado nesse trabalho

com a utilizacio de outras técnicas, como absorcio

dptica, infravermelho, etc.
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Apéndice [

Programa elaborado para o calculo da segunda integral do

espectro de RPE. Esti incluida a possibilidade de correcdo de linha de

base do espectro, quando necessario.

1000

Cravr2LTER FILEwZP
16 TEGERRe J2
Clre~NSTI0r X(Suer),Y(S0u),F(500),FS(562),FSM(50@)
TYPE *(&)*?, °*5 HOKE DO ARGUIVOD = ¢
ACCEFT *(Lse%2)%, JF,(FILECI®1),1=1,JF)
CaLL aSSIGH(R,FILE,JF)
TYPE *()*, "¢ FOHRNECA YOG = °*
ACCEFT »,yvw
DEL X = ¢,889
krav(e)
Retu(e)
I = 2
I =1 ¢« 4
READ (2,END = tape) Je,x(1),Y(])
Y(1) = Y(I)~-Y&
TYPE *p X (1) ,Y(1)
GOTO
N = I - 1
Y(1) Y(3)
Y(2) Y(5)
F(1) Y(LIr(DELX/?,)
Do 1 CaN

DG J = ?'I

FCT) = FI1) + (Y(J=1)+Y(J))

nyn

FLI) = P (I)e(DELX/2,)
ExD BO
CALL PLOT (3,8,08,X.Fpu,1)
A = F(HNY/XIN)
Lo I = 1,n
FS(1) = F(1)=(axX(]1))
Enec Guo .
CeLbt FLET (1,1,%,Y,F8,1,1)
SUrE = i s
For(l) = FS(1)
Sung B S5DR&+FSM(Y)
L 1 8 g,0
FSMEIY = (FS{I=1)¢FS5(1))
SOtib = SOMA+F S I])
N DG
S = shinax(nilLX/7.)
TyPE w,?AREA =°,SiMa
STOF
i
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