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RESUMO

Neste trabalho sao apresentados estudos em trés dife-
rentes sistemas utilizando-se as técnicas de Ressonancia Paramag-

nética EletroOnica (RPE) e absorcao eletronica.

No primeiro estudou-se a formacao dos nossiveis comple
xos entre o aminoacido aliina, extraido do alho, e o Ion cobre(II).

Os dados de RPE e absorcao eletronica no visivel (400-1100 nm) fo

ram utilizados para caracterizar os diferentes complexos obtidos.

No segundo utilizou-se o monocristal do complexo diclo
ro bis(benzil difenil fosfinoxido) Cobre(Il) e efetuaram-se medidas
de RPE variando-se a direcao de aplicacao do campo magnético no
monocristal. Os auto-valores encontrados para as componentes do
tensor 3 foram: 9, 2,0891; g,= 2,4554 e 95= 2,0767. Com base nos
dados de RPE e cristalograficos e usando teoria de campo cristali
no foi proposto dxy como estado fundamental para o ion cobre(II)
neste complexo.

Fez-se também um estudo preliminar observando-se as va
riacoes no centro ativo de hemoproteinas moduladas pelo grau de
hidratagao. Metahemoglobina bovina e metamioglobina equina liofi-
lizadas foram gsadas e o sinal de RPE do ion ferro(III) monitora-
do. Dos espectros de RPE das duas proteinas sao observadas pelo
menos duas simetrias para o ion ferro(III), uma axial caracteriza
da por um valor de g proximo de 6 e outra caracterizada por g= 4,3
correspondendo a simetria rombica. A intensidade dos sinais mos-
traram-se muito sensiveis ao grau de hidratacao. Metahemoglobina
e metamioglobina apresentaram comportamentos distintos dos sinais
de RPE e sugeriu-se serem eles devido as diferencas estruturais

entre as duas protelnas.
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ABSTRACT

In this work studies in three different systems using
Electron Paramagnetic Resonance (EPR) and eletronic absorption

tecniques are presented.

The formation of possible complexes between the amino
acid aliin, extracted of garlic, and the copper (II) ion was studied
in the first work. EPR and visible eletronic absortion (400-1100 nm)

data were utilized to characterize the different complexes obtained.
In the second work a crystal of the complex dichloro
bis (benzyl diphenyl vhosphinoxide) cgpper (II) was used and the EPR
measures were made for different directions of application of the
magnetic field in the crystal. The eigenvalues obtained for the 3
tensor components were: 9,= 2.0890; g,= 2.4554 and g§=2.0767.[Bing

EPR and crystallografic data and crystal field theory dXy was
proposed as the ground state of the copper(II) ion in this complex.

A preliminary study was also made observing changes at
the active center of the hemeproteins modulated by the hydration
degree. Lyophilized bovine methemoglobin and equine metmyoglobin
were used and the EPR signal of the iron(III) ion monitored.
For both proteins the EPR spectra corresponding to at least two
iron symmetries were observed, one axial characterized by a g
value near 6.0 and another characterized by g= 4.3 corresponding
to rhombic symmetry. The intensity of these signals were very
sensitive to the hydration degree. Metmyoglobin and methemoglobin

showed distint behaviours of the EPR signals and it was suggested

that they were due to structural differences between the two proteins.



INTRODUCAO

Metalo-enzimas e outras metalo-proteinas ocupam uma po
sicdo proeminente nas discussoes modernas sobre a evolugao de pro
telnas. A razao deste destaque nao &, naturalmente, que a evolu-
cao de metalo-proteinas exige qualquer principio especifico dife-
rente daqueles que governam o aparecimento de outras proteinas,
mas sim pelo fato que metalo-proteinas tem sido objeto atrativo
para investigacao de estrutura e funcao de proteina.

A explicacao mais simples para esse fato, & que um ter
co (1/3) de todas as enzimas tem Ions metalicos como grupos pros-
tético ou ativadores e que uma grande parte de proteinas nao cata
liticas também dependem dos ions metdlicos para realizar sua fun-
cao fisioldgica. O papel de metalo-proteinas €& essencial em mui-
tos processos bioldgicos e na tabela I apresenta-se alguns exem-

plos para dar uma idéia das diferentes funcgoes e Ions metalicos en

volvidos.

TABELA I - Alguns exemplos representativos de Metalo-Proteinas (1).
PROTEINA METAL FUNGCAO

concavalina A Mn ligagao sacarideo-proteina

hemoglobina Fe transporte de oxigenio

mioglobina Fe armazenamento de oxigenio

ferritina . Fe armazenamento de ferro

proteinas enxofre-ferro Fe transporte de eletrons

hemocianina Cu transporte de oxigenio

ceruloplasmina Cu transporte de cobre

proteinas azuis Cu transporte de eletrons

alcool dehidrogenase Zn catalisa a oxidacao de etanol

ou a redugao de acetaldeido

nitrogenase Mo e Fe catalisa a redugao de N2
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Outro aspecto importante que deve ser mencionado & a
de que alguns bioquimicos perceberam, ha varias decadas, que mui-
tos processos especificos de metalo-enzimas fazem-nas particular-
mente conveniente para a elucidacao do tipo de relacao entre es-
trutura quimica e atividade catalitica.

Quando o metal estd diretamente envolvido no mecanismo
catalitico ele mesmo pode ser usado como um reporter natural do
sitio ativo porque muitas vezes tem propriedades fisicas, tais co
mo cor ou paramagnetismo, permitindo um estudo direto de eventos

quimicos no sitio ativo. De fato, a interpretacao de propriedades
espectroscOpicas tem muitas vezes tornado possivel fazer hipOteses
de aspecto estruturais no mecanismo catalitico de metalo-enzimas
bem antes da determinacao de sua estrutura completa (2).

InvestigacOes em anos recentes tem tornado Obvio que
uma combinagao de dados espectroscOpicos e cinéticos detalhados pa
ra metalo-enzimas e metalo-proteinas com informacao estrutural ex
tensiva (tais como cristalograficas ou proveniente de microscopia
eletronica) podem dar conhecimentos profundos para o entendimento
das funcoes biologicas destas proteinas.

Estudos dessa natureza tornaram-se possiveis com o de-
senvolvimento de métodos analiticos e técnicas de separacdao que
permitiram o isolamento e caracterizacao de uma grande quantidade
de metalo-proteinas. Também o progresso da mecanica quantica no
periodo entre as duas guerras mundiais produziram, no inicio dos
anos 60, uma base tebrica geral para a interpretacao de proprieda
des espectroscOpicas e estruturais dos Ions metadlicos de transi-
cao em diferentes compostos. Contribuiccoes neste sentido foram da
das por Van Vleck e sua escola e posteriormente o advento das teo
rias de campo cristalino e de campo ligante permitiram um entendi
mento mais completo dos compostos de metais de transicao.

Sobre essas bases foram feitas uma quantidade imensa



de investigagoes sobre compostos de coordenacao, na década de 60.
Este fato permitiu, na década sequinte, uma extensao macica de re
sultados obtidos para complexos metalicos para a interpretacao do
comportamento de sitios ativos em metalo-proteinas, ja que podem
ser considerados, em uma primeira aproximagao, como um composto co
mum de coordenagao circundado por uma parte proteica. Sem duvida
esta super-simplificacao & Qtil gquando as propriedades espectros-
cOpicas sao investigadas, mas falha quando tenta-se examinar efei
tos cooperativos, mecanismos de reagao e, em geral, quando o acb—
plamento entre o sitio ativo e a parte proteica e o solvente é im
portante,

Pode parecer muito limitante concentrar todas as pro-
priedades espectroscdpicas de uma metalo-proteina no sitio ativo
contendo o metal, o qual & somente uma parte pequena da molécula
toda. Contudo, & justamente no sitio ativo que as reagoes princi-
pais ocorrem e, conseqiientemente, qualquer informacao concernente
ao ion metalico e seus vizinhos & da maior importancia para o en-
tendimento da estrutura eletrOnica e os mecanismos da reagao. Sem
divida esta @ a justificativa principal para efetuar-se estudos
utilizando complexos modelos, onde se utilizam aminoacidos e pe-
quenos peptidios como ligantes para ions metalicos, ja que consti
tuem um sistema muito mais simples que uma metalo-proteina mas que
podem reproduzir as propriedades espectroscdpicas do sitio ativo
dessa. Muitas vezes, no entanto,‘metalo—proteinas sao céracterizg
das por geometrias nao comuns, comportamento .espectroscépicos e
potencial de redugao, os quais sao encontrados com dificuldades em
compostos modelos sintetizados em laboratdrio.

Varias técnicas tém sido utilizadas nesses estudos, tais
como: titulagdo potenciométrica, "stopped-flow" e relaxagdo na
.obtengao de constantes de equilibrios quimicos, absorgdo eletroni

ca, Ressonadncia Paramagnética Eletrdnica (RPE), dicroismo circu-




lar magnético, espectroscopia M8ssbauer, susceptibilidade magnéti
ca e outras.

Dentre os estudos apresentados nesta dissertacao esta
o de formagao de éomplexos do ion cobre (II) com o aminoacido
aliina, extraido do alho, em fungéo do pH na faixa de 2,0 até
13,0.. O estudo foi feito utilizando as técnicas de absorgao ele-
trdonica no visivel (absorcao Optica),em diferentes pHs, e de RPE
das mesmas em temperatura aﬁbiente e nitrogénio liquido. A esco-
lha do aminoacido aliina como ligante para o ion Cu (II) deveu-se,
principalmente, ao fato deste apresentar um grupo sulfoxido em
sua constituicao e assim o enxofre (S) poderia ser um dos &atomos
ligantes do ion metalico simulando dessa forma o sitio ativo ati-
vo de proteinas azuis.

Um trabalho prévio feito por Silva, G.P.(3) mostrou -
que a aliina forma complexos com os ions de Cu(II), Ni(II) e Zn(II),
e de um dos complexos obtidos foi sugerido,a partir de dados de
espectroscopia no infravermelho e de RPE, a possivel coordenagao
do atomo de oxigénio, do grupo sulfdoxido ac aminodcido do ion -
Cu(II). No entanto os dados nao sao conclusivos e pretendeu-se n%i
te trabalho verificar esta hipotese bem como fazer um estudo sis-
tematico deste sistema em fungao do pH e tentar obter monocristais
para estudos criétalogréficos e de RPE.

E apresentado também um estudo de RPE utilizando um mo
nocristal do complexo dicloro bis (benzil difenil foéfinéxido) co
bre (II) | CuCKz(bdfpo)zl obtido por Mattioli, M:P.D.(4) do Institu
to de Quimica de Araraquara-UNESP. Mattioli, M.P.D. (4) efetuou es
tudos, utilizando espectroscopia no infravermelho e de absorcgao e
letranica, do complexo em solugao, em acetonitri{a, e no estado sd
lido (pd). A partir da comparagao do espectro eletr6ni¢o do complg'
X0 com aqueies de compostos de estruturas ou geometrias conhecidas

procurou, de maneira qualitativa, determinar a geometria existen-




te ao redor do Ion metalico.

Este procedimento comparativo nem sempre possibilita a
determinagao exata da simetria existente e normalmente recorre-se
a utilizagao de outras técnicas para resolver o problema. Devido
ao fato do complexo apresentar o Ion metdlico |Cu(II)| num estado
paramagnétido uma alternativa foi a utilizagao da técnica de RPE.
Por outro lado a obtencao de monocristais possibilitou também a
determinacao da estereoquimica do complexo pof metodos cristalo -
graficos que foi realizado pelo grupo de cristalografia no Depar-

tamento de Quimica e Fisica Molecular - USP - Sao Carlos.
Assunto de interesse fundamental também em biofisica €

o conhecimento do papel da agua na vida, a nivel molecular, onde

muito ainda estad por ser feito e entendido.

Sabe-se que a agua interage com macromoléculas biologi
cas basicamente de dois modos, atraves de interacoes hidrofilica
e hidrofdbica. A interagao da agua determina sua ligagao com molé
culas bioldogicas importantes. Ao se pensar nessas moléculas, a es
trutura seca nao é suficiente para explicar sua agao bioldgica; a
existéncia de moléculas de agua ligada deve ser levada em conta ,
isto porque a agua interage com os residuos hidrofilicos e pola-
res mudando sua conformacao que por sua vez & determinante na sua
funcgao.

Tem sido previamente mostrado usando condutividade pro
tonica (5), propriedades dielétricas (6,7,8), efeito Hall (9), téc
nicas de relaxagao NMR (10), etc., que propriedades fisicas e qui
micas de proteinas sao fortemente dependentes do nivel de hidrata
cao. A adsorgao de agua em varias proteinas liofilizadas tem sido

estudada, e foi admitido que a forma de isoterma de adsorcao pode

ser descrita para baixa hidratacao usando teoria de BET (11l) en-

quanto para alta hidratacao a teoria de Flory (12) é satisfatdria.

oy



Foi também claramente mostrado a existéncia de um valor de hidra-
tacao critica que é necessario para observar uma notavel variagao
no comportamento de diferentes parametros experimentais. Este fa-
to parece estar relacionado & uma quantidade minima de adsorgao -
de moléculas de agua necessaria para induzir uma variacao confor-
macional em direcao a estrutura nativa. Esta quantidade minima es
td relacionada a medida exata do conteido de agua, o tipo de téc
nica e parametro fisico utilizado, e também da composigao e ' con-
formacao especifica de diferentes proteinas consideradas (6).
Todas as técnias mencionadas medem diretamente ou indi
retamente as propriedades das mol€culas modificadas pela agua.

Nesta dissertacao apresenta-se, também, um estudo preliminar
onde tentou-se observar as variagoes no centro ativo de hemopro -
teinas moduladas pelo grau de hidratagao. Metahemoglobina bovina
e metamioglobina equina liofilizadas foram usadas e o sinal de

RPE do ion ferro (III) monitorado.



CAPTTULO I

PROTETNAS CONTENDO COBRE

1.1- Descricgao Geral

Juntamente com hemoproteinas as proteinas contendo co-

bre ("Cu-Proteinas") sao as mais amplamente espalhadas na nature-

za (1). Estao envolvidas em muitos processos bioldgicos tais como
transporte de cobre e oxigénio, transferéncia de elétrons, hidro-
xilagao e catalise oxidativa.

Os sitios contendo cobre sao geralmente classificados
em trés tipos, a saber: tipo 1 ou centro "azul", tipo 2 ou centro

nao azul e tipo 3.

O tipo 1 ou centro "azul" & caracterizado por uma com-

binacao de propriedades que nao tém sido ainda obtido em complexcs
modelos, isto &€ uma banda de absorgéo intensa em torno de 600 nm,
uma constante de acoplamento hiperfino do cobre (%V ou A,) peque-
na e um alto potencial redox positivo para a reacgao Cu(II):Cu(I).
Centros deste tipo estao situados em regioes hidrofobicas de pro-
teinas e nao sao acessiveis a agua de um modo geral. O tipo 2 ou
centro "nao azul" tem propriedades comparaveis a aqueles comple -
xos de baixo peso molecular. O tipo 3 consiste de um par de Cu(II)
acoplado antiferromagneticamente. Na tabela II esta apresentado al
guns exemplos dos tres tipos de sitios de Cu(II) em proteinas.
Assim "proteinas azuis" sao as que apresentam as pro -
priedades espectroscdpicas especiais citadas e algumas destas pro
teinas tém varios ions de cobre, por exemplo: a ceruloplasmina,ou
ferroxidase, tem Sete ou oito, a lacase, quatro, plastocianinatﬁm

dois e azurina, estelaciana e umecianina tem apenas um Ion de co-



bre. 0 peso molecular, por ion de cobre, varia entre 11.000 e

30.000 daltons.

TABELA II - Exemplos de algumas Cu-Proteinas (1).

Cu-PROTETNA FUNGAO TIPO DE CENTRO
DO COBRE
plastocianina transferencia de elétron 1
azurina transferencia de eletron 1
estelacianina transferencia de elétron 1

dopamina B hidroxilase hidroxilacao

o

galactose oxidase oxidagao de alcoois prima 2

rios para o correspondente

aldeido

tirosinase hidroxilacao de monofenois 3
e oxidagao de O-difendis
lacase oxidacao de p-difenois 1,2,3

ceruloplasmina atividade oxidase generi- 1,2,3
ca, mobilizagao do ferro

e transporte de cobre.

hemocianina transporte de oxigenio 3

A hemocianina, pigmento transportador de oxigénioemin
vertebrados marinhos, é azul também, mas nao € considerada uma
"proteina azul", porque a absortividade molar, por ion de cobre,é
baixa em comparacgao com as azuis e, além disto, a valéncia dos ions
metalicos nos cromdforos &€ discutida.

As verdadeiras proteinas azuis sao coloridas quando o
cobre & cuprico, e clara quando Cuproso.

O comportamento exverimental que mais & =alientadones
tas proteinas, & a intensidade relativamente alta das bandas de

absorgao, o forte dicroismo circular associado com estas bandas,

R——



e o baixo valor da interacao hiperfina de campo baixo do Ion de
cobre. A absortividade maxima da banda em 600 nm € duas ordens de
grandeza maior que aquela apresentada por pequenos complexos de
ion Cu(II) (sulfatos, aminoacidos, etc.), e uma ordem de grandeza
maior que na maioria das apresentadas por pequenos peptidios Em
pll neutro, o parametro de interagao hiverfina [AZI para estas pro

- L -1 -l -
teinas azuis, esta entre 30 x 10 qcm a 60x10 cm 1(menor que 100

gauss), enquanto que para os ions clpricos em proteinas nao azuis

) -4 =1
e em pequenos complexos, este valor varia entre 140 x 10 cm e

220 x 10 'em”! (maior que 140 gauss).

Como apresentado na tabela II algumas protéinas contém
mais de um tipo de centro de cobre ou seja alguns azuis e outros
nao. Por exemplo, existe uma lacase de fungo que tem um sitio de
Cu(II) com [A, | = 90x10" cm” ' e um segundo fon Cu(II) com IAZI =
= 194 x lO_qcm_l, e dois outros fons de cobre, que nao sdo detecta
veis por RPE. Na discussao de cobres detectaveis por RPE, é conve
niente classifica-los em dois grupos: tipo 1, com Mzi<]DO Xl()?“kcm“l
e, tipo 2 oom|Az|>l40x10'_qcm—-1 (13). O grafico da figura 1 mostra
claramente a razao desta classificacao.

os fatores que influem sobre os parametros magnéticos
e os de absorcao Otica (absortividade e comprimento de onda), es-
tao de algum modo relacionados (14,15 e 16). Tanto na estelacianina
como na umecianina, mudangas na atividade otica ocorrem concomi-
tante com mudangas em absorgao Otica e RPE. Os dados sugerem for-
temente que, alteracoes no espectro de RPE sao, necessariamente ,
acompanhados por alteracoes nas propriedades Oticas e que, ha uma
relacao Intima entre a estrutura que origina a absorcao nao usual
em 600 nm e o espectro do cobre tipo 1.

Recentemente estruturas cristalinas de plastocianina
(17) e azurina (18) foram obtidas e os dados cristalograficos con-

firmaram para o centro tipo 1 uma geometria pseudotetraédrica,a
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qual tém sido postulada como sendo a base das propriedades es -
pectroscOpicas e magnéticas (19).0s estudos cristalograficos des-
sas proteinas mostraram cromoforos CuN,S.,, surgidos de ligagcoes en-

tre o atomo de cobre e residuos de uma cisteina, uma metionina e
duas histidinas. O tetraedro & distorcido e assume uma estereoqui

mica intermediaria entre as formas tetraédrica e quadrada planar.

29
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FIGURA 1 - Grafico da constante hiperfina A// versus g, mostran

do os dols tipos de complexos biologicos com o 1on
Cu(II). A linha quebrada no tipo 2 liga os polipepti-
deos sinteticos. (Vanngard, 1972) (19).

-
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Uma vez que centros azuis funcionam como transportadores de elée-
trons no qual o Ion cobre oscila entre Cu(II) e Cu(I), a estrutu-
ra intermediaria acima requereria menos energia no processo de re-
dugao, porque a geometria tipica de coordenagao para o Cu(I) & te

traedrica, enquanto a mais favoravel para o Cu(II) & quadrada pla

nar.

A origem das bandas de absorcoes dos centros tipo 1,
em particular o pico intenso em 600 nm, had muito tempo era motivo
de discussoes sendo alternativamente atribuido & transicoes d-d

ou a transicoes por transferéncia de carga. Contudo, atravées de
medidas espectroscdpicas de absorgao, dicroismo circular e dicrois
mo circular magnetico feitas por Solomon e colaboradores (20, 21, 22)
mostrou-se que as transigoes d-d ocorrem na regiao do infraverme
lho proximo, abaixo de 12.000 cm ' (ou acima de 800 nm), enquanto
as outras bandas em maior energia sao devido a transferéncia de
carga do ligante para o cobre (enxofre da cisteina -+ Cu(II) para
a banda perto de 600 nm) (22, 23). Embora o espectro de absorcao
d-d- pode ser bem interpretado adotando campos ligantes pseudote-
traédrico (D2d ou melhor C3y (22)), um entendimento compreensivo
de ambas propriedades, espectrocdpica e magnética, nao foi . ain
da atingido. De fato, o simples tratamento de campcs ligantes nao
e muito satisfétério para explicar os valores de g, e A/” e as
discussoes ainda permanecem abertas sobre a regra de covaléncia,
hibridizacao d-p de orbitais do metal, acoplamentos vibrdnicos e

contribuicoes de acoplamento spin~drbita dos ligantes (24).

1.2- Complexos de Cobre com Aminoacidos e pequenos Peptidios

O estudo com complexos metdlicos formados com aminoaci
dos e peptidios .tém permitido muitos esclarecimentos sobre a com-

plexagao de metais de transicao com proteinas. O Jon Cu(II) tem
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sido alvo de atencao especial.

Um nimero muito grande de possibilidades de coordena-
cao & apresentado pelos aminoacidos e peptidios, dependendo dos re
siduos de aminoacidos participantes, do pH e da relacao estequiome

trica.

Os aminoacidos complexam com Cu(II), geralmente forman
do complexos Cu L2, onde os nitrogénios do qrupo amina e os oxigé
nios do grupo carboxila participam como atomos ligantes. A sime-

tria mais comum existentes nestes complexos & a gquadrada planar,

com pequenas distorcoes. Ceralmente, os complexos apresentam uma

banda de absorcdo Otica ao redor de 16 x10%cm ' (600 nm), com absor

1

tividade molar de 50M ‘cm ' e espectro de RPE com simetria axial

9y > 9; © [§/| da ordem de 160 gauss. Complexos de dipeptidio com
estequiometria 1:1 em pHs tais que os nitrogénios peptidicos te-
nham seus protons ionizados, sao coordenados pelos nitrogéniosemg
na e peptidico e pelo oxigénio carboxilato sendo o quarto ligante
uma agua. A absortividade maxima destes complexos & cerca de
80M ‘cm ', perto de 640 nm, com espectros de RPE semelhantes dque
les apresentados por aminoacido.

Ultimamente, um esforgco maior tem sido colocado em com
plexos de pequenos peptidios = com Ions de Cu(II), com objetivo de
reproduzir os dados espectroscOpicos apresentados pelas proteinas
azuis. Nesse sentido tem-se os trabalhos de Sugiura (25, 26, 27 e 28),
onde ele e seus colaboradores exploram a presenca do enxofre do
grupo tiol, como ligante do Ion de Cu(II). Espectros de RPE de al
guns complexos de Cu(II), foram caracterizados por valores de A

pequenos, como aqueles encontrados nas proteinas azuis.
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CAPTTULO 11

HEMOGLOBINA E MIOGLOBINA

Tanto a Hb como a Mb sao duas proteinas amplamente es-
tudadas e varios livros textos trazem informacoes que sao citadas

neste capitulo, como por exemplo: The structure and Action of Proteins
(29).
2.1- Caracteristicas Gerais

Dentre as mais abundantes proteinas de vertebrados es-
tao a hemoglobina e a mioglobina. Na corrente sanguinea existe al

go como 5 bilhoes de células vermelhas ou eritrdcitos por milili-
tro e cada um deles & empacotado com 280 milhoes de moléculas de
hemoglobina (Hb), de peso molecular 64.500 daltons e com 4 grupos
heme por molécula.

A mioglobina (Mb), proteina do musculo, & semelhante a
hemoglobina mas tem somente um grupo heme e uma cadeia polipepti-
dica semelhante &s da Hb, seu peso molecular @ 17.800 daltons.

O papel da Hb & ligar o oxigénio molecular (02), nos
ferro do heme, nos pulmoes e entrega-lo nos tecidos para a acgao
metabdlica. Nos tecidos musculares, que contém mioglobina, o oxi-
génio & armazenado no grupo heme até ser requerido para a oxidagao
metabdlica. Uma segunda tarefa da hemoglobina & ligar o dibxido
de carbono (COZ)’ produto da oxidagéo, e tragé—lo de volta aos pul
moes a fim de ser liberado e prevenir assim.a formacao de acidos
nos misculos. Aqui vale a pené citar que o CO, nao & transportado
ligado ao ferro dos grupo heme da Hb mas sim ao nitrogénio das ami
nas terminais e também como Ion bicarbonato em solucao.

O centro ativo dessas moléculas & o grupo heme: um ato

mo de ferro circundado por um anel porfirinico* (figura 2a) .

* 0 anel porfirinico tem a habilidade para ligar um Ion metalico em seu centra
No caso das hemoproteinas e o ferro mas na clorofila ele tem o magnesio e na
vitamina By o cobalto, sendo portanto capaz de realizar fungoes biologicas
diversas a qual depende em grande parte do atomo central (metal).
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0 anel porfirinico & insaturado em relacao ao benzeno e tem muito
eletrons 7 deslocalizados. Somente uma das possiveis estruturas
ressonantes & apresentada na figura 2a e o esqueleto tem exatamen
te uma simetria de ordem 4, com as ligacoes a e a', beb', ¢ e

c', d e d' sendo equivalentes.

0 grupo heme se coordena as protelnas (Hb e Mb) atra-
vés de ligacOes idnicas com os grupos carboxilatos nas posicoes 6

e 7 (figura 2a) e por um nitrogénio do grupo imidazol do residuo
histidina F8 na 5% coordenacao do ferro (fiqura 2b). 0 sitio da

62 coordenagao & ocupado por 02, no caso fisioldgico normal. Inci
dentalmente, a alta toxicidade do mondxido de carbono e cianeto &
devido ao fato que eles ligam irreversivelmente no sitio da 62
coordenacao. Na tabela III & apresentado alguns ligantes que podem

ocupar este sitio e seus efeitos sobre o estado de spin e valén-

clia do ferro.

TABELA III - Ligantes que podem ocupar a 62 coordenacao do ferro
no heme e o efeito sobre a valencia e estado de spin

do composto resultante (30).

LICANTE VALENCIA SPIN
O2 ‘ 2+ 0
nenhum (desoxi) 2+ 2
NO 2+ 2
CO 2+ 0
HZO 3+ 5/2
(0H) 3+ 1/2
F~ 3+ 5/2

CN 3+ 1/2

N3 3+ 1/2
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FIGURA 2a - Grupo heme (29).
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FIGURA 2b - Estrutura do grupo heme, mostrando as histidinas pro-
ximal F8 e distal E7; a esfera hachurada representa a

posicao do 69 ligante (31).

0 ion ferro no heme estad num campo cristalino de
simetria octaédrica. Dependendo da intensidade do desdobramento
do campo cristalino A, que levanta a degenerescéncia dos orbitais
d, pode-se ter uma configuracao baixo spin ou alto spin. Assim 1i
gantes fortes, A intenso, como o cianeto (CN), fornecem uma confi
guragao de baixo spin (S = 1/2) e ligantes fracos como o fluoreto
(I") fornecem uma configuracao de alto spin (S = 5/2). Na figura 3
mostra-se a ocupac¢ao dos orbitais d pelos elétrons dos Ions Fe(II)
e Fe(III) e o efeito do campo cristalino A no estado de spin para

o Fe(III).
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FIGURA 3 -

(a) Ocupacao dos orbitais d pelos eletrons do Fe(II) e Fe(III)(32).

(b) efeito do campo cristalino A no estado de spin para o Fe(III)(33).

2.2- Propriedades Fisiologicas

As propriedades que sao desejaveis em um sistema trans

portador de oxigénio podem ser resumidas em:

a) No transportador (hemoglobina), uma alta afinidade pelo oxi
génio na presenca de quantidade razoavel, e uma afinidade di

minuida em um meio "pobre" de oxigénio.

b) No armazenador (mioglobina), uma alta afinidade pelo oxige-
nio sob condicoes onde o transportador estd entregando o

oxigénio.

c) No transportador deve ter também habilidade para transpor-

tar de volta com ele para os pulmoes o didxido de carbono e



18

manter o pH dos tecidos

d) No transportador uma perda de afinidade pelo oxigénio em pH
baixo (efeito Bohr), influenciando a transfereéncia do oxigé

nio nos tecidos.

Estas propriedades sdao garantidas pelo imenso arranjo
atdmico (globina) que envolve o heme visto que o heme isoladamen-
-rte nao conseque ligar reversivelmente o‘02, cCOomo ocorre na protei
na.

A maior parte das propriedades citadas s3do mostradas

nas curvas de oxigenacao da Figura 4.

Musculo Puimdes

£
8 20
(o)

L 1 1 I
20 40 60 80 100
Pressdo Parcial de O2, mmHg -

Porcenta

FIGURA 4 - Curvas de oxigenagao para a Mb e para Hb em pH = 7,6;
pH= 7,4 e 7,2 (29)..
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A saturacao Y & definida pela fragao de ocupacao dos
sitios de ligagao do 0,. Os valores variam de 0-100 (todos os si-
tios vazios até todos os sitios cheios). A forma da curva de oxi-
genacao da Hb & sigmoidal, mostrando que a ligagao & cooperativa,
ou seja, a uniao de um 0, ao heme facilita a uniao do 0, aos ou-
tros hemes. Para a Mb a curva de oxigenacao & hiperbdlica.

O ferro na atividade fisioldgica de hemoproteinas, co-
mo Fe(II), pode se mover dentro e fora do plano da porfirina na
oxigenacao. Este movimento & transladado, possivelmente com alta
amplificacao pela histidina rigidamente ligada e isto & acompanha
do por mudancas conformacionais na estrutura terciaria da protei-
na. Na Hb, que & um tetramero, ha também mudangas na estrutura qua

ternaria que sao provavelmente providenciais para a cooperativida

de no processo de oxigenacgao (36).

2.3- Mioglobina

A mioglobina & constituida de um grupo heme e uma ca-
deia polipeptidica de 153 aminoacidos, arranjados em oito exten-
soes de hélices a que formam uma fenda para o grupo heme (figura
5). Todas as hélices sao dextrdgiras e variam em comprimento de 7
a 26 residuos; Ao todo, 121 dos 153 residuos estao em regiao heli
coidal. A molécula & um esferdide achatado nos polos, aproximada-
mente com 44 x44 x25 % (Mb de cachalote). E extremamente compacta
sendo que existe pouco espaco vazio em seu interior. A Mb & seme-
lhante em constituicao e estrutura 3 subunidade B da Hb.

As fontes mais ricas de mioglobina sao os miasculos de
mamiferos aquaticos tais como focas, baleias e porcos marinﬁoscpm
devem estocar 02 por periodos relativamente longos. Foi do cacha-
lote que John Kendrew, em 1962 obteve a Mb para a primeira estru-

tura de raios X de proteina (29).
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FIGURA 5 - Molecula de mioglobina (34).

A Mb cristaliza-se pela adicao de sulfato de amdénio
3Molar, pH= 7. Os cristais assim produzidos podem ter varios mili
metros de comprimento. Ha diversas evidéncias que as estruturas em
solucao e no estado cristalino sao muito semelhantes.

A cadeia lateral dos 29 aminoacidos tem uma grande va-
riedade de propfiedades. Alguns sao muito polares e outros sao hi
drofdbicos, influenciando assim as regioes da cadeia em que eles
ocorrem para formar dobras assumindo aspecto de uma proteina glo-
bular. Os grupos laterais nao polares dismoem-se no interior da
molécula. Os residuos que possuem tanto uma narte apolar gquanto
outra polar sao orientados de modo que suas porcoes nao polares di
rijam-se para dentro. Os lnicos residuos polares dentro da Mb sao
duas histidinas, que tém uma funcao muito importante no centro a-
tivo. O exterior da molécula contém tanto residuos polares quanto

nao polares. Esta disposicao deve, certamente, ter uma forte in-
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fluéncia na solubilidade da Mb. O grupo heme esta localizado em
uma fenda na molécula de Mb, um local apolar, que protege o esta-
do ferroso, do heme, da oxidacao.

A estrutura tridimensional da molécula de mioglobina é
a mesma para as diferentes espécies estudadas até o presente. Is-
to sugere que apesar da microheterogeneidade na composicao dos a-
minoadcidos alguns residuos devem ter suas composigoes conservadas
na estrutura primaria (seqiiéncia) de modo a determinar a estrutu-

ra terciaria da proteina.

2.4- Hemoglobina

A hemoglobina & constituida por 4 grupos hemes e 4 ca-
deias polipeptidicas, sendo duas de 141 residuos (cadeias a) e
duas com 146 (cadeias B), num total de 574 aminoacidos. Cada uma
dessas cadeias tem estrutura semelhante a da mioglobina. E uma mo
lécula aproximadamente esférica, com uma cavidade central, e di-
mensdes 64 x50 x50 R (oxi Hb de cavalo). Os grupos heme de cadeias
a, e B sao particularmente proximo, como sao aqueles de a; e B,
(figura 6).

O empacotamento de cadeias na molécula de Hb & tal que
o contato entré cadeias laterais existe entre subunidades diferen
tes, mas‘hé pequeno contato entre as de mesmo nome. Sequndo Perutz,
os pontos de contato entre as cadeias diferentes (o e B) sao hi-
drofébicos, enquanto entre as cadeias semelhaﬂtes sao polares.

Os contatos o B sao de dois tipos. Os ay Bl ou a282
sao chamados contatos de empacotamento por representarem o empaco
tamento das subunidades que nao mudam quando a molécula Hb vai da
configuracao desoxi para oxi. Os contatos oy 82 ou a, 81 sao cha-
mados contatos de deslisamento, uma vez que sofrem as principais

mudangas quando hd alteracdao no estado de ligacdo do ferro do he-
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me. Ligacoes de hidrogénio e pontes salinas também sdo importantes

na manutencao das subunidades juntas.

FIGURA 6 - Molecula de oxi-hemoglobina (35).

A distancia entre os dois Ions de ferro mais proximo
& 25 R. Ccada um deles se acha parcialmente envolto em uma bolsa
forrada por residuos laterais nao polares. Existe uma cavidade cen
tral dentro da molécula de Hb, forrada por residuos polares. 2,3-
-Difosfoglicerato (DPG), um produto do metabolismo da glicose, ocu

pa esta cavidade central quando a molécula esta no estado desoxi-

genado estabilizando esta forma (figura 7).
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FIGURA 7 - Molecula de desoxi-hemoglobina (35).

Como mostrado na tabela III outros ligantes que o O2
podem coordenar-se ao ferro do heme alterando eventualmente a va-
léncia e o estado de spin do ferro. No caso do ligante ser a agqua
o composto resultante & chamado Meta Hb (ou Meta Mb) e a valéncia
do ferro & alterada para +3 e o estado de spin para 5/2. A liga-
cao da agua, e conseqliiente oxidacao do ferro, pode ser induzida
adicionando a solucao proteica o composto ferrocianeto de potassio
(K3 Fe(CN)6) em quantidade molar superior a da solucao proteica,
o que garante a oxidacao de todos os "hemes". O excesso de ferro-
cianeto de potassio pode ser retirado, por exemplo, através de
didlise contra agua. A molécula de agua ocupando a 62 coordenacao
do ferro, forma ponte de hidrogénio com a histidina distal E7 da

globina (36).
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2.5- Hidratagcao de Hemoproteinas
2.5.1- Importancia da Agua

A quantidade de agua nos seres vivos pode variar desde
97% de agua em alguns invertebrados marinhos a 50% em algumas bac
térias.

O ser humano adulto contém de 65 a 70% de agqua. Os te-
cidos nervosos sao constituidos por 84% de agua enquanto os adipo
sos tem somente 30%. Um adulto consome cerca de 900 litros de agua
por ano. Apesar destes numeros, o conhecimento do papel da agua
na vida, a nivel molecular, & muito pequeno.

Até recentemente muitos bidlogos tinham a agua como um
meio de suspensao para as moléculas ativas ou um mero preenchimen
to de espag¢o nos organismos vivos.

No entanto, a nivel molecular, a agua interage entre
si, formando agua liquida ou varios tipos de gelos; & possivel tam
bém ocorrer sua interacao com outras moléculas. Estas podem sér

desde pequenos Ions (Na', k¥, ct”

, etc.) até macromoléculas.
As macromoléculas que sao essencialmente de 4 tipos-
ou seja, proteinas, polinucleotideos, lipidios e polissacarideos,

interagem com a agua basicamente de dois modos:

a) Interagao hidrofilica - através de pontes de hidrogénio ou

solvatacao das cargas da macromolécula.

b) ;nteragéo hidrofdobica - a agqgua, sendo repelida pela molécu-
la, & obrigada a se auto-organizar formando por exemplo do-
decaedros pentagonais e estruturas altamente organizadas ti

po clatratos.

No caso de proteinas globulares (conformacao esferoi-

dal), pode-se explicar tal forma como devido a interaqéo com a
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agua. Para que a proteina seja sollvel, os aminodcidos hidrofili-

cos devem ficar na parte externa para a solvatacao e os aminodci-

dos hidrofdbicos preferem o interior da molécula.

2.5.2- Kgua na Mb e Hb

A Mb e a Hb sao duas proteinas globulares tipicas e as
sim apresentam os aminoacidos polares no exterior e os apolares no
interior, excegao feita, conforme ja citado, as duas histidinas

(no caso da Mb ou oito para a Hb) que anarecem no interior das mo
léculas e tem funcao importante no centro ativo.

Nenhuma molécula de agua fixada internamente € encon-
trada na Mb ou nas subunidades da Hb. No entanto na Hb, aqua liaa
da internamente & encontrada entre as subunidades e formam uma nar
te essencial do conjunto de ligacoes de hidrocénio que ajudam a
manter o tetramero junto.

0 conteudo de agua em cristais de IIb pode variar den-
tro de largos limites. Nos cristais umidos normais de meta FBb de
cavalo, 52,4% do volume da célula unitaria & constituido por 13-
quido de cristalizacao (37). Na secagem, parecem existir dois ti-
pos de encolhimentos do cristal: a) uma série de estagios para
cristais "umidos" no qual as moléculas de proteina tem dimensoes
constante; e b) uma passagem do estado "umido" para o "seco" no
qual as dimensoes das moléculas sao reduzidas (38).

As dimensoes da rede de cristais Gmidos podem ser ex-
plicadas assumindo que as moléculas hidratadas empacotam como se
fossem de forma aproximadamente esferoidal com diametros
53 x53 x71 R, mas se o empacotamento & novamente considerado como
de esferdides no cristal seco, o maior esferdide que se ajustaria
nas dimensoes da célula unitaria ocuparia uma proporcao considera

velmente menor do volume total que €& observado (39).A forma da
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molécula no cristal seco deve, conseqlientemente, ser mais polie-
dral que na forma Umida.

Outras evidéncias para a diferenca entre as estruturas
de Hb anidro e hidratada vém de medidas de susceptibilidade magné

tica e de espectro de absorcao. Haurowitz (1951) (40) relatou que
anidro Hb da bandas de absorcao caracteristicas de hemocromogenos
e o trabalho de Keilin e Hartree (1952) (41) confirmou que o efei
to era também mostrado por meta Hb. Tratando as formas anidro com
agua o espectro retorna a ter aquelas caracteristicas de cristais
hidratados. Em contraste a este comportamento, o espectro derivado
de fluoreto, azoteto e cianeto nao mostram dependéncia do grau de

hidratacao. As observacoes espectrais podem ser entendidas se, na
desidratacao, a molécula de agua, a qual normalmente ocupa a posi
cao de 69 ligante do atomo de ferro €& trocado por um atomo de ni-
trogénio pertencente ao residuo da histidina diétal E7. Com a co-
ordenacao de um nitrogénio da globina na 62 ligacao (hemocromoge-
no) seria esperado uma reducao no paramagnetismo do atomo de fer-
ro. Este resultado foi verificado por Haberditzl, Havemann e Fel-
gentreu (1961) (42) que acharam que anidro meta Hb era diamagnéti
ca. Do paramagnetismo residual do grupo heme estimaram que o mo-
mento magnético efetivo do Fe (III) era 2,91 magnetons de Bohr.
Um nimero de propriedades de cristais de Hb exibem des
continuidades em conteldo de agua entre 10 e 20% (porcentagem de
peso de agua adsorvida por peso de proteina seca) sugerindo que hi
dratacao & completada neste intervalo. Por exemplo, existe um au-
mento agudo na tangente de perda dielétrica de cristais de meta Hb
acima de uma hidratacao de 14,4% (43) a qual & prdoxima & concen-
tracao critica de 18% no qual condutividade protdnica pode ser
observada (5). O desvio do grafico de B.E.T. para isotermas de
adsorcao em uma. hidratagao em torno de 12% tem também sido atri-

buido & condig¢oes idénticas a solucao obtidas acima deste nivel
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critico (6,44). De outra maneira, Chai e Vogelhut (1967) (9) acha
ram que o angulo de rotacao de Faraday de microondas em agua adsor
vida & Hb aumenta até 13% de hidratacao, e entao decresce acima
deste valor. Isto foi interpretado em termos de dipolos de agua
rodando inteiramente livre até o valor de 13%, com o subsequente
decréscimo devido a perda de rotagao com a formacao de camadas ti
po gelo, no entanto outra interpretacao € possivel. Esta conside-
ra a proteina como um semicondutor organico, o qual & do tipo N
como resultado da injecao de elétrons pela agua para dentro da pro
teina, até algum valor aproximando uma monocamada fisica comple-
ta, isto & quase 3 "monocamadas de B.E.T. de agqua", acima da qual

conjuntos de conducao protdnica com comportamento tipo P prevale-
ce e um decréscimo na rotagcao de Faraday tipo N & observada (5
45 e 46). Um resultado semelhante para rotacao de Faraday de albu

mina de plasma bovino foi observado por Eley e Pething (1971) (47).
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CAPITULO III
TEORTA DE RESSONANCIA PARAMAGNETICA ELETRONICA

No resumo de RPE apresentado neste capitulo foram uti-

lizados varios livros textos de ressonancia magnética (33,48,49,50).

3.1- Introducgao

A Ressonancia Paramagnética EletrOnica (RPE) & o fend-
meno de absorcao de energia dos elétrons nao emparelhados de um

atomo, molécula ou ion quando estes se encontram sujeitos a um cam

po magnético H. O momento magnético I de um elétron livre pode ser

expresso em termos de seu spin como:

ﬁ = - g 83 (1)

onde B @ o magnéton de Bohr e g & o fator giromagnético para o
elétron,
Na presencga de um campo magnético A a interacao deste

elétron com o campo magnético serad dada pela hamiltoniana:

Y
o

H=-1.H (2) ou = g8 (3)

Esta hamiltoniana descreve o efeito Zeeman e a sua so
lucao fornece as possiveis energias para o sistema.

Para o caso de um campo magnético Ho aplicado na dire-
cao z tem-se:

H= gBHo .S (4)

z
E(Mg) = g BHo . M (5)

onde M_ sao as possiveis projecdes do spin ao longo do eixo de
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quantizacdo z. No caso de um elétron as projecoes possiveis sao

MS = + 1/2 e as energias de cada um dos estados serao:

E(+ 1/2) = + % g B Ho

E(~ 1/2) = - 5 q ¢Ho

A transicao entre os dois niveis se dara quando uma
energia AE = g BHo for fornecida ao sistema. Esta energia faz com

que o momento magnético transicione de uma posicao paralela ao cam
po maghético Ho para uma posicao antiparalela a este. A energia
AE normalmente & fornecida ao sistema através da exposicao a um
campo de microondas de freqgliéncia fixa perpendicular ao campo Ho
que € adiabaticamente variado, até que ocorra a transigéo. Quando
ocorre a transicao o sistema absorve energia do campo de microon-
das e esta absorcao ou geralmente a sua derivada pode ser detecta
da por um sistema eletronico apropriado que faz parte dos espectrs

metros de RPE. A figura 8 ilustra estas informacoes (48).

Absorgio de RPE
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Mg t1/2
a)l /’IL-,\': 3
= |1y aB84
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| A
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c) J E/» Primeira derivada da
|
!
{
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FIGURA 8-a)Desdobramento dos niveis de energia do spin eletronico
na presenca de um campo magnetico;
b)A forma da linha de absorcao de energia do campo de mi
croondas: -
c)Derivada da linha de absorcao.
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As consideracoes feitas, até agora, sao validas para o
caso do elétron livre para o qual o fator g vale 2,0023, no entan
to estuda-se casos mais complexos, onde o elétron nao emparelhado

ndo se encontra livre, mas sujeito a interagoes no atomo ou ion.

3.2- Interacgoes
3.2.1- Interacao Spin-Orbita

Este efeito surge da interacao entre o momento magnéti

co orbital ﬁL e 0 momento magnetico de spin ﬁs do elétron e pode

ser descrito pela hamiltoniana:
H=21.3 (7)

Quando a hamiltoniana spin-Orbita atua no estado funda
mental 3dn* (com S e £ definidos) ﬁL e ﬁs sao acoplados para for-
mar um novo estado fundamental caracterizado pelo momento angular
total J= L + $. Este nivel serd (2J + 1) vézes degenerado, e se

ra desdobrado pela interacao Zeeman dada pela expressao:

H=28E+g, 8. H (8)

que difere da equacao (3) por levar em conta o momento magnético
orbital 8 T.

Os valores de energia correspondentes a (8) serao:

E= g BH M, (9)

-

* escolheu-se este estado pois e caracteristico dos Ions de tran-
sigao do grupo do ferro.
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com MJ = -J, -J+1, ..., HJ
_3J(J + 1) +8(s+1) - L(L +1) - ] -
onde 9p, = 5T (T + 1) e o fator de Lande.

3.2.2- Efeito do Campo Cristalino - Interacao Fina

Os eletrons em um atomo ou icn livre encontram-se su-
jeitos a um campo elétrico central, com interacoes descritas pela

hamiltoniana:

2
2m ¢ k tV (10)

onde V & o potencial elétrico éue includ a atracao entre os elé-
trons e o nlicleo e a repulsao entre elétrons.

Quando o Ion estd ligado, a presenca dos ligantes na
vizinhanca prdoxima ao Ion livre cria sobre os eletrons um poten-

cial eletrostatico adicional e V da equagao (10) tem duas contri-

buigoes:
V= Vion * VL
onde Vg € o potencial esférico
ion
v & o potencial dos ligantes
Para os casos em que o potencial dos ligantes (VL) e

maior que a interacao spin-orbita (por exemplo para os ions dos
metais de transicao do grupo do ferro) o campo elétrico gue atua
sobre os elétrons perde a simetria esférica do Ion livre; o nivel
fundamental a ser desdobrado por H nio & mais caracterizado por J

e o fator. giromagnético medido nao & o previsto pela equa-
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cio (8)*.

-+ - ~
Assim para VL >» AL ¢ o potencial sera uma perturbacao

ao nivel fundamental 3d". Pelo método de campo cristalino os li-
gantes sao substituldos por cargas pontuais negativas, e seu efei

s ~ n

to computado em cada um dos orbitais que compoem 3d . Para tanto
suponha os ligantes dispostos nos vertices de um octaedro como mos
tra a figura (9-a) e o Ion metdlico no centro deste octaedro. Os

orbitais t2g (dxy’ dyz e dxz) e eg(dXZ _y2 e dZZ) interagem com os

ligantes como mostrado na figura (9-b). Devido a simetria dos or-
bitais, os elétrons nos orbitais eg sofre maior repulsao, uma vez
que as cargas apontam diretamente para seus vértices, e sua ener-
gia & incrementada.

0 desdobramento de 33" & mostrado na figura (9-c) para
a simetria octaédrica, e octaédrica com distor¢des tetragonal e
rémbica. Nestes niveis os n elétrons do metal sao distribuidos.

Para os casos em que o spin eletrbnico resultante e

maior que 1/2 a contribuicao do potencial criado pelos ligantes

O

introduzida acrescentando um termo adicional na hamiltoniana das
interagSes. Este termo, chamado interagéo fina, estd relaciocnado
aos desdobramentos dos niveis em campo magnético zero. E expresso

por:

2

_ 2
He = D(s, -1/3 s(s+ 1)) + E(S -

2
sy) (11)

onde D e E sao os parametros de desdobramento de campo zero asso-

ciados ao campo eletrostatico ao redor do ion.

* A presenca do campo cristalino & responsavel tambem pelo
"quenching" do momento angular orbital que e de ocorrencia co-
mum entre ions do grupo de transicao do ferro, e devido a 1isso
os valores de g encontrados, para esses ions, sao normalmente
proximos de 2 ja que a contribuigao relevante vem somente do mo
mento angular de spin.
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a) Simetria octaedrica dos ligantes.
b) Dependéncia angular da parte real do orbital.

- - - - - .
c) Desdobramento dos niveis de energia a varias geometrias.
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3.2.3- Interacao Hiperfina

Por interacao hiperfina entende-se a interagao do elée-
tron paramagnético com o momento magnético de nicleos vizinhos.
Existem essencialmente dois tipos distintos de interagoes hiperfi

nas:

A) Interacao dipolar ou anisotropica

E uma interacao classica de dois dipolos ﬁs e KI sepa-

rados por uma distdncia T. E referida a estados quanticos nao s.
Esta interacao depende do angulo entre a linha que liga os dois
dipolos e o campo magnético externo, podendo ser escrita, em ge-
ral, por um tensor de segunda ordem.

Devido a sua natureza direcional, desempenha um papel
importante na determinagao de orientagoes de espécies paramagnéti
cas em sb6lido e em experimentos com "spin-label”. A hamiltoniana

gue representa esta interacao & descrita pela equagao (12).

- - - . . . -~ . >
onde g € 0 momento magnetico devido ao spin eletronico, Uy © mo-
-, . . > -
mento magnetico devido ao spin nuclear, e r € o vetor que une os

dois dipolos.

B) Interacao de contato ou de Fermi

E uma interacao nao classica e surge da probabilidade
finita de encontrar o elétron na posicao do nicleo, isto &, & pro
porcional ao quadrado da funcao de onda eletrdnica no nicleo. E uma

interagao isotrdpica e referida a estados quanticos s.



35

E expressa por:

onde Y & a funcao de onda do elétron no nicleo.

3.2.4- Interagao de Spins Eletronicos

Quando os centros paramagnéticos de uma amostra estao

muito proximos ha um aumento na probabilidade de interacoes entre
os spins eletronicos. Isto pode ocorrer em solucoOes muito concen-
tradas, e & justamente para evitar este tipo de interacao que uti
liza-se solugoes diluidas em experimentos de RPE, e eventualmente
em cristais quando as moléculas ficam muito prdximas. No espectro
de RPE esta interacao reflete-se, normalmente, alargando a linha
de absorcao.

Existem dois tipos de interacoes de spins eletrdOnicos
gue sao representados por dois novos termos na hamiltoniana das
interacgoes. A hamiltoniana de interacao dipolar eletrdnica ( H.)

D
e a hamiltoniana de intercambio eletrdnico ( H

g -

A) Interacao dipolar eletronica

A interacao entre dois dipolos magnéticos ﬁl e ﬁz pode

ser escrita como:

D~ T 3 5 (14)

> - . . - R
onde r e o vetor que une os dois dipolos magneticos.
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B) Interacdo de intercambio eletronico

Esta interacao resulta do intercdmbio entre dois esta-
dos de spins devido a sobreposicao das funcoes de onda dos elé-
trons desemparelhados.

Se a integral de intercambio Jij for definida em ter-
mos das fungées de onda wA e wB de dois elétrons A e B separados

pela distancia Ti5 tem-se:

2
J..= ” U U (=) Y,y U dr, dt. (15)
ij Alr,) B(rj) Lyy A(‘j) B(r,) ~i7]

E a expressao para a hamiltoniana de intercambio & da-

da por:

H_ = -2 J..8. .38. " (16)

3.2.5- Qutras Interacoes

Existem outros tipos de intera¢oes que podem ocorrer
num experimento de RPE tais como: interacao Zeeman nuclear, inte-
racao quadrupolar elétrica, etc., mas que ndao serao descritas aqui
porque suas contribuicoes nao sao relevantes nos sistemas estuda-

dos neste trabalho.

3.3- RPE do Ton Cu(II)
3.3.1- Caracteristicas do Ton Cu(II)

Para os Iions de transicao do grupo do ferro, do qual o

Cu(II) faz parte, a configuracao de minima energia é

(152 252 2p6 352 3p6)3dn. A configuracao entre colchetes, camada
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fechada, @ um estado diamagnético, de maneira que o paramagnetis-
mo serad determinado pelos n elétrons da subcamada 3d8". para o ion
de cobre(II) n & igual a 9.

A primeira fila dos metais de transigao sao caracteri-
zados por sua habilidade em formar uma ampla variacao de coordena
cao em complexos no qual a estereoquimica octaédrica, tetraédrica
e quadrado-planar predominam/ O ion cobre(II) & um ion de me
tal de transicao tipico com respeito a formacao de coordenacao de
complexos, mas menos tipico na tendéncia para apresentaf uma este
reoquimica regular octaédrica ou tetraédrica. A configuracao ele-
trdnica exterior 3d9 quebra a simetria cibica e portanto ’produz
formas distorcidas de estereoquimica basica. Os nimeros de coorde
nagoes 4, 5 e 6 predominam, mas variacoes de cada estrutura ocor-
re através de distorcdes do comprimento ou dngulo da ligacao.

A configuracao d9 @ um sistema simples, teoricamente,
podendo ser tratado de outro modo, como um buraco positivo na con
figuracao completa atl,

0 modo como O buraco positivo comporta-se em diferen-
tes estereoquimicas pode ser entendido qualitativamente ushndo
teoria de campo cristalino para.predizer a ordenacao dos nivehsoE
bitais de um elétron*., A magnitude de separacao dos niveis életré
nicos nos complexos de cobre(II) tendem a ser maior_quewpara ou-
tros metais de transicao da primeira linha devido a larga distor-
cao do comprimento da ligagéo presente, como no exemplo da figura

10. Assim as propriedades eletrdnicas dos.complexos de cobre(II)

sao relativamente sensiveis 3 estereoquimica.

* Calculos de campos cristalinos nao pode dar energias precisas ou
ordenar detalhadamente os niveis orbitais, mas pode especificar
quais dos orbitais tem a maior energia e que, contera o elétron
desemparelhado da configuracao dJ.
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NO
NO2 | 2

I
|2,65

Ny HoN NH
> 4 N
HN \NH3 ”3"'/ II\NHg,
|

NO; |
NO>
(a) , (b)

FIGURA 10 - Exemplos de estereoquimica de um complexo do Ion Ni-

quel(II) (a) e do Ion cobre(II) (b) (51).

3.3.2- Espectro de RPE
3.3.2.1- Hamiltoniana de Spin

As interagoes existentes num experimento de RPE sdo va
rias, e algumas foram descritas na secao 2, mas a relevancia das
diferentes contribuigoes nao sao as mesmas.

A hamiltoniana de spin contém as partes da hamiltoniana
total que sdao relevantes para a proposta de RPE, isto &, somente

vetores de spin. Para complexos de cobre(II) & dada por:

=g
¥
-~
~J

H=p8 8 gH+ 38

O primeirc termo descreve a interacao Zeeman eletroni-
ca, e o segundo a interacao entre o spin eletrdnico e o spin nu-
clear, interacao hiperfina, ja que o cobre tem spin nuclear (I)
igual a 3/2. .

As expressoes para as diferentes simetrias de campos



cristalinos que o ion pode estar sujeito sao dadas por:

- Campo cristalino com simetria cubica:

H = g8, .8 +n 3.1 : (18)

- Campo cristalino com simetria axial (z):

[
H= g, B, H, S, + qﬁfH S, +H, S) +hA,S I +

+ él}sx IX + Sy Iy) ' (19)

onde I = gy'—" g_J_ e g, = g//

- Campo cristalino tendo simetria rombica:

H= Bg (g, H, S, + Iy Hy sy +g, H, S) + A S H +

+ Ay Sy Hy + Az Sz Hz (20)

Resolvendo para a simetria cUbica (isotrdpica) e supon

do o campo magnético Ho aplicado na diregao z tem-se:

H = gBHo S, + Ao $§.1= ggHo S, + Bo (5. I+ s,'I, + S, I,)

[

(21)
Considerando s6 o termo diagonal (gRHo >> Ao em geral):

H

gBHo S, + RoS_ I, (22)
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A expressao para a energia sera:

E= gBHo M_ + Ao M, M, (23)

_ 1 _ 3 1

onde Ms‘_ t 5 € MI = % 5 + 5

Assim:
E(+1/2) = 1 BHo + 1 Ao M (24)
~ 249 2 T

1/2) = - g 8Ho -+ Ao M (25
E(-1/2)= - 59 BHo -5 Ao M, )
E(+1/2) - E(-1/2) = AE=hv= gB8Ho + Ao M (26)

A equacao (26) da a condicao de ressonancia no experi-

mento de RPE., Pode ser reescrita da seguinte forma:
HO = e~ = e M (27)

Para as diferentes projecoes de M. tem-se as sequintes

I
situacoes:
_ hv 3 Ao - 3
L=~ 23¢ p/ My = 3
- hv 12aoc = 1
Hy=38 " 2 3¢ p/ My = 5

o s
w
Il
3
fo>)
+
N =
e
™
T
~
=
H
]
1
NI
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H, =

LQ‘."J‘
™l <
+
o] w
\Q|>
™w| O
N Lo

p/MI: —

0 espectro, portanto, consistira de quatro linhas de

g AO -
absorcao separadas pelo valor -— em Gauss. .

af

Esquermatizando tem-se:

Ao/gf Ao/gR Ao/gR

3.3.2.2- Espectro de Solucgao

Se o complexo de cobre(II) esta diluido em um solvente
liquido os espectros a temperatura ambiente sao promediados em suas
dependéncias angulares devido ao movimento de rotacao dos comple-
xo0s observando-se, de um modo geral, as 4 linhas correspondentes a
interagao hiperfina do spin eletrdnico com o spin nuclear do pré—
prio nicleo do ion cobre(II).

A hamiltoniana que descreve o comportamento do espectro

da amostra em solucao & dada por:

H= g, BHS, + A S I, (28)

1 _ 1
onde g = §-(gx+ gy+ gz) e AO——-§(AX+-Ay+-AZ)

e SC e IC sao as projecoes de S e I, respectivamente, na direcao

do campo magnético aplicado.

0s” niveis de energia serao:
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1 1
E+(+ l/Z,MI) = —z—gOBH+-2-AO MI (29)
E (-1/2,M.) = -2 q BH-L2a M (30)
- My 2 9 2 Y01

De acordo com as regras de selegcao para as transicoes

de RPE (AMS = tl e M= 0) tem-se as 4 transigoes comumente

observadas, como mostra a figura 11.

FIGURA 11 - Espectro tipico de complexo de cobre de peso molecu-

lar baixo em solucao a temperatura ambiente.

Como pode ser observado do espectro mostrado nem sem-
pre, ou dificilmente, as linhas de absorc¢ao sao idénticas e isto
se deve a diversos efeitos que podem alterar diferentemente as 1i
nhas de RPE. Basicamente esses efeitos sao trés: mecanismos de re

laxacao, interagao dipolar e efeito de "movimento".

A) Mecanismos de relaxacao

Os elétrons nos niveis de energia excitados relaxam pa

ra o fundamental por dois caminhos; um entregando energia para a

-

"rede" com um tempo caracteristico T,; e o outro trocando energia

no sistema de spin com um tempo caracteristico T2. Tl e T2 estao
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relacionados ao tempo que o eletron permanece no estado excitado
e pelo Principio da Incerteza de Heisenberg, em uma primeira apro

ximagao, tem-se:

AE At = h
h.Av.1t®h

ou Av = l (31)
T

e dessa maneira quanto menor T (Tl e ou T2) mais larga sera a li-

nha de absorcao.

B) Interacao dipolar

Um spin circundado de dipolos magnéticos "sente" um cam
po criado por cada um deles. A interacao depende da distadncia e
da orientacgao relativa entre eles. O campo magnético que atua so-
bre o spin se caracteriza por uma distribuicao espectral em torno
de um dado valor. Esta distribuicao se soma & linha de ressonancia
alargando-a. A origem mais comum destes dipolos sao atomos de hi-
drogénio e nitrogénio vizinhos ao spin e complexos paramagnéticos
proximos, e assim podem ocasionar a dependéncia da largura de li-
nha dos espectros com a concentracdo das solucdes (ndo muito di —

luidas).

C) Efeito de "movimento"

Este efeito & tipico de complexos em solucao. Supondo-
-se um complexo com simetria axial de spin eletronico 3 interagin
do com um spin nuclear T. Esta interacao & descrita pela hamilto-

niana:
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Qi
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(32)

Em um dado instante a orientacao do campo magnético com

0os eixos principais dos tensores g e

dada pelo vetor:

sl 2
n

~ . - > ~ .
Nessa situac¢ao os spins S e I estarao quantizados

g

sen 6 cos ¢

sen ® sen® |. H

L. cos 6

longo do campo magnético H, sendo

wn

jasi)
I

6p]

H

joat)
1l

—

fas{fanly

jasety

A (supostos coincidentes) €

(34)

ao

(35)

(36)

Substituindo-se as equacgoes (35 e 36) na hamiltoniana

(32) tem-se:

X
I

-

=)
Qi
T
Ty
Tl

fas
)
Y
s
Y

(37)

Sera calculado somente H E H uma vez que o resultado de

H
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HAR
5 & semelhante.
H
T 5 - N
EI—%—E=(sen6 cos @, senf sen@, cos 6) 9 0 0 sen@cos[ﬂ
H
0 9 0 sen f senf
0 0 g cos 6
S /// — -
HgH 2 2 2 2 2
HQ“' = 9 sen 6 cos {Z+gl_sen 6 sen Q+g//cos 0
> = >
HgH_ 2 2 B
Hz_ g9, sen 6 + 7 cos” 0 (38)
Fazendo as substituigoes:
2. _ 2
cos“6 = 1/3 (3 cos™ 8 - 1) + 1/3
2 2
sen“6 = -1/3 (3 cos™ 6 - 1) + 2/3
A equacao (38) torna-se:
asn. 9 tg)
H g H_ L 7/ - 24 _
H2 - + 1/3 (%7 glz(B cos” 6 1) (39)
e o valor de Z AéH e:
H
> = > (2 A,+ A))
HAH_ 0t Yy _ 2
H2 - + 1/3 (5/ 512(3 cos 6 - 1) (40)
torna-se:

e a hamiltoniana (37)
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— 2 —
H = 9, BHS +as IC + 9 BRHS. (3cos™0 -1) +

4 4 4
+bS. I. (3cos’0 - 1) (41)
s
onde
:.1'. + — . :l( - )
aT 3% T 3% T3 Y T
1 2 =1 -
ar-= 3 A/ + 3 Pj. b 3 (6/ Al)

A expressao resultante para a energia vai conter ter-

mos independente da orientacao e termos dependente da orientacao

. . ~ 2 .
os quais variam com o dngulo (3 cos”“6 - 1), ou seja:

E= 9 B H M+ a M.S MI + (gb B H M_S + b MS MI) . (3cos29 - 1) (42)

No liquido o complexo paramagnético descreve um movi-
mento browniano com um tempo caracteristico de movimentacao T .
' Portanto os termos dependente da orientacao sao dependentes do tem

po. Se o complexo gira rapidamente esses termos sao mediados a ze

ro e a equagao para a energia torna-se:
E = 9, R H Ms + a MS MI (43)

e sera ela que definird os niveis de energia onde as transicoes
de RPE irao ocorrer.

O efeitb dos termos dependente da orientacao sobre o}
éspectro de RPE do complexo paramagnético em solucao & o de alar-
gar diferenciadamente as linhas de ressondncia correspondentes as
diferentes préjegGes de MI' Este alargamento & fortemente depen-

dente do tempo de reorientacao T, Que caracteriza o gquao rapido
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os termos sao mediados a zero.

3.3.2.3- Variacao Angular em um Cristal Simples

No sistema de eixos principais (x, y, z) do tensor, g
& diagonal.

O sistema de laboratorio (a, b, ¢) & geralmente defini
do por uma base cilbica onde o cristal & assentado. Muitas vezes es
tes eixos nao coincidem com os eixos principais do tensor, e o ten

sor do cristal com relacao a esta base & obtido com uma transfor-

magao unitadria no sistema principal, isto é:

— j "
Ixx 0 0 gaa gab qac\W
g= R, 0 gyy 0 . R= Iba b Ibe (44)
0 0 922 gca gcb gcc
— o . A

Onde R & a matriz dos cossenos diretores entre o siste

ma abc e o sistema dos eixos principais xyz.

o~

\-1
cos eax cos eay cos eaz
R = |cos ebx cos eby cos ebz (45)
cos 6 cos B cos B
cx cy cz
L P
R & a matriz R transposta, e tem-se 95 4 = 954 (matriz simétrica).

A determinacao experimental de g se faz rodando o cam-
po magnético em torno das diregoes éﬂ v, %2 do laboratério.

As componentes de ﬁ, em relacao ao sistema de eixos do
laboratdorio, aplicado na direcao mostrada no esquema abaixo, em

coordenadas esféricas sao:

-
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H= (cos @ senf, sen § senf, cos €) H
C
H
e

e | o -

A hamiltoniana de Zeeman & dada por:

x
Il
w0
Y
«Q
0"

Indicando a direcao do vetor H .g pelo versor N e o mo

dulo por H Iy pode-se escrever:

H.g= Hg_ N
-g gN

Dessa forma tem-se:

2 _
(gN) = (cos @ senf sen@ sen6 cos 0) 922 9 ap 9 ac cos ¥ senf

sen @ sen®

gbcg cos 6

o ~—

2
(gN) = (cos @ senb sen @ senf cos 6) | g cos @ senf +g2ab sen{ sen® +g2accose

aa

2 2 2
g a.bcos(Zsene +9 send senf +g bccose

2 2 2
9 4 cos @ senf +g be sen{ senb +g e COS B

L A
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2 2 2 2
(gN) = cos # senb (g sq COS f senb + g ab sen @ sen® +§;accmse)+
+ sen @ sen® (g2 cos ¢ senf + g2 sen ¢ senf + g2 cos 6 ) +
ab bb bc
+ cos 6 (g2 cos{ sen 6 + g2 senff sen § + o° cos 6) (47)
ac bc i ele

1) Fazendo 6 = 7/2 e variando § obtém-se a expressao que da a va-

riacao do fator g no plano ab

cosza + gzbb senzg + 2g2ab sen @ cos @ (48)

2) Fazendo @ = 0 e variando 8 obtém-se a expressao no plano ac

2 2 2 2 2
g (6)=g sen6+gcccose+2gacsen9 cos 8 (49)

aa

3) Fazendo @ = n/2 e variando 6 obtém-se a expressao no plano bc

2.2 2. 2 2. 2 |
g (8)=g pp Sen 0+ g o COS 0 + 2g be sen 6 cos 6 (50)

Os valores dos elementos diagonais do tensor gzaa’GEbb

e g2 sao o quadrado das medidas diretas do fator g nas direcoes
cc

"a", "b" e "c" respectivamente. Para determinar os elementos nao

diagonais gzab’ gzbc e g2 € necessario obter as medidas de "g"

ac
com variac¢ao angular nos planos e determinar o melhor ajuste do va
lor desses elementos nas equacgoOes 48, 49 e 50.

A figura 12 mostra a representacao geométrica do fator

g no plano ab ilustrando a funcao do elemento nao diagonal.
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FIGURA 12 - Representacao geometrica do fator g no plano "ab" (49).

Para definir o sinal dos elementos nao diagonais consi
derou-se o seqguinte sentido dos angulos positivos nos planos:
a>b+c > a.

O processo usual de determinacao do tensor 3 é compor
o tensor agbc (no sistema de laboratdrio) a partir das medidas ex
perimentais. E diagonalizando o tensor g be! S€ obtem: o quadrgdo
dos auto-valores na diagonal do tensor Jgp © oS auto-vetores sao
os vetores colunas da matriz de transformacao R.

As interagoOes hiperfinas muitas vezes nao sao "resolvi
das". Este fato se deve comumente i interacdes entre os centros
paramagnéticos, que nos monocristais geralmente estao muito préxi

mos (separagao menor que 10 ).

3.3.2.4- Espectro de Policristais

Em uma solucao congelada (ou em uma amostra policrista
lina a temperatura ambiente ou nao) a distribuicdo do complexo pa

ramagnético & aleatdria, todas as orientacoes dos tensores g e A



51

com relagao ao campo magnético externo sao possiveis, e tém o mes

mo peso estatistico. Para cada orientacao a posicao de ressonancia
é dada pelo fator g e desdobramento A compativeis com a orienta-
cao, e o espectro de po & a soma de todos os espectros observa-
dos.

Na figura 13 € mostrado um espectro tipico do 1ion

Cu(II) em uma solucao congelada. O método de medir os parametros
€ indicado na figura e tem-se que a distancia entre os picos de
absorgao em campo baixo correspondem d constante de desdobramento
hipgrfino (A/) com o campo maghético paralelo ao eixo de simetria

do complexo. O valor de q/ & encontrado medindo-se o centro de gra
vidade destas linhas. A medida de ql_também @ mostrado e A, cor-
responde a distancia entre os picos de absorcao em campo alto, mas

raramente & "resolvido" experimentalmente para os complexos de co

bre.

FIGURA 13 - Espectro tipico de RPE de complexo de cobre(II) em uma

solucao congelada (33).
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3.4- RPE em Hemoproteinas

0 espectro tipico do Ion Fe(III) em hemoproteinas quan
do examinada em baixa temperatura exibe duas linhas, uma muito intensa
em campo baixo (Ql.: 6) e outra de pequena intensidade em campo
alto (q/ = 2), caracteristico de uma simetria axial e de campo
cristalino fraco. Mudangcas nesse espectro podem ser utilizadas pa
ra descrever variacoes de simetria e de intensidade de campo cris

talino na regiao onde o ion de ferro estd inserido na proteina.

3.4.1- Hamiltoniana de Spin e Niveis de Energia

A hamiltoniana de spin para hemoproteinas difere da do
cobre em dois aspectos distintos: nao apresenta o termo de intera
cao hiperfina ja que o isOtopo mais abundante do ion Fe(III) nao
possui momento magnético nuclear, e por outro lado apresenta ter-
mos de 22 ordem de operadores de spin que surgem devido a contri-
bui¢oes relevantes do campo cristalino criado pelos ligantes so-
bre o Ion que caracterizam a chamada interacao fina. A hamilto-

niana de spin neste caso é:

_ 2 2 _2
H = B(gXSXHX4-gysyHy4—gstHz)4—D(Sz 1/3S(S+1))-+EKSX Sy) (51)

onde D e E sao parametros de desdobramento de campo magnético ze-
ro associados ao campo eletrostitico ao redor do ifon. D e E sao
associados a desdobramentos axial e rdmbico respectivamente.

A hamiltoniana de spin (51) pode ser escrita, de outra
maneira, em termos de um fator g efetivo (gef), onde esta contido

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

H= g.¢ 8 S . H (52)
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O ion Fe(III) livre apresenta como termo fundamental
685/2 e quando submetido a um campo magnético desdobra os seus
trés dubletos de Kramers (* 5/2; *3/2 e £1/2) como apresentado na
figura 1l4-a,

No heme quando o Ton Fe(III) estd sujeito a um campo
cristalino axial fraco, criado pelos ligantes, os trés dubletos de
Kramers desdobram-se em trés niveis com diferentes energias em cam
po magnético zero. As figuras 1l4-b e 14-c mostram os casos de
aplicacao de um campo magnético paralelo e perpendicular, respec-

tivamente, ao eixo Z do sistema. Os diferentes desdobramentos pa-

ra os dois casos podem ser entendidos considerando que o eixo de
quantizacao (Z) para o sistema nao depende do campo magnético ex-—
terno mas sim do campo cristalino criado pelos ligantes, ou seja

D >> g B H.

Mg=+5/2 — Mg 5/2
Mg=+3/2
Mg+ 1/2 4D
= Ho _ Mget32
Ms= -1/2
20
Mg=-3/2 ——*—<ﬂ,-tvz <
Mg=-5/2

FIGURA 14 - Niveis de energia de um ion com S = 5/2 (32)
a) Ton livre em um campo magnetico externo
b) Ton em um campo cristalino axial com HoffZ

¢) Ton em um campo cristalino axial com Ho 1.2



0 espectro de RPE para o Ion Fe(III) no heme, sujeito
a um campo cristalino axial fraco (S = 5/2), & mostrado na figura
(15), onde observa-se duas absorcoes, uma em campo baixo, gy, e outra

em campo alto, q/.

~

gl az

FIGURA 15 - Espectro de RPE do ion Fe(III) em campo cristalino

axial fraco(32).

O espectro & interpretado considerando que a transicao
esta ocorrendo entre o dubleto de Kramers de menor energia
(M_ = % 1/2), e como mostra-se na figura (16) o dngulo formado en-
tre as diregSes de MS = i'l/2 e o eixo 2 & o mesmo para HL Z . e
H/ Z mas a projecao de S na direcao perpendicular a Z & muito
maior que ao longo de Z e isto leva a uma energia de Zeeman maior
para a direcao perpendicular que & formalmente explicitada atra-
vés do valor de ql_maior que para g,.

Nas consideragoes feitas, até agora, E da equagao (51)
foi desprezado. Esse termo origina-se devido a uma distorcao rom-
bica do campo crisfalino gue circunda o ion e leva a uma quebra de
simetria no plano do heme fazendo com que as direcoes x e y nao

sejam mais magneticamente equivalentes,.



Fator g efetivo

55,,J%

Ho 4 } 2 Z
Ho /2 Ho 1Z
Mg=+l/o Mg=+72
!
-—————|1°
.- _|
Mg=-'/2 Mg=—'/5

FIGURA 16 - Representacao Vetorial da orientacao do eixo de quan-

tizacao do heme. (32).

e a va-

ol

Convenientemente, define-se o parametro A =
riacao dos valores fisicamente distintos & restrito a A < %'e so-
mente valores positivos necessitam ser considerados. Na figura (17)
& mostrado a variagao do fator g efetivo em fungao do parametro A
para os trés dubletos de Kramers, proposto por Wickman e colabora

dores (52).

10

5k

o FIGURA 17 - Valores de g efetivo em

10 . funcao de A= E/D para a aplicacao da
hamiltoniana (51) em J=5/2, 8, 2,00,

g .
5F z 4 segundo Wickman e colaboradores (52).
%,
)

N\=E/D
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Observa-se na figura 17 que:

a) para E= 0, X = 0, a simetria & axial e para o mais baixo du-

bleto tem-se as transicdes em g .= 2(g = g//) eg~6logeq =g,

Y
como mostrado na figura 15; b) para E grande ou seja, A= 1/3
(0,333) tém-se para o dubleto do meio uma Gnica transicao em
Iof = 4,3 (gx, gy e gz), (valores maiores de X ha somente inversao

no valor de D; c) para valores intermediarios de X (0 - 1/3) uma

série de transicoes pode ser observada.

Uma situacao adicional ocorre para o ion Fe(III) quan-
do ele encontra-se sujeito a um campo cristalino intenso e nessa
situagao o estado de spin(S) & 1/2. Nestes compostos, portanto,
nao ha a separacao de campo zero e a hamiltoniana de spin é dada

por:

=
I
0w
0y
Qi
Ty

(53)

Para este caso (S = 1/2) o valor médio de g & proximo

de 2.
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CAPTTULO TV

MATERIAIS E METODOS

4.1- Complexos Cu(II) - Aliina
4.1.1- Preparagao das Amostras

4,1.1.1- Obtengao do Aminoacido Aliina

O aminoacido aliina utilizado para a complexacao com o
ion Cu(II), foi obtido a partir de bulbos de alho seguindo um mée-
todo descrito por Stoll e Seebeck (53) e levemente modificado por
Silva, G.p. (3).

A aliina & um produto natural e quando pura torna-se ex
tremamente interessante, devido ds seguintes propriedades: (1) é
derivado da cisteina, um aminoacido de importdncia vital; (2) o
atomo de enxofre esta presente na aliina na forma quimicamente ati
va; (3) a aliina & um sulfoxido e, portanto, um agente oxidante;
(4) a decomposicao enzimatica da aliina resulta na formacgao de
dois produtos interessantes: o acido pirtvico, que & um composto
do metabolismo animal e a alicina, um agente bactericida (53).

A formula empirica deduzida para a aliina e
C6H1103N.S. 1/2H20 onde o meio mol de agua de cristalizacao somen
te & perdido em alta temperatura onde sua decomposicao ocorre si-
multaneamente. Contudo analises de derivados anidros invariavel-
mente levam a composicao C6HllO3NS para a aliina e portanto tem
peso molecular de 177 daltons (peso anidro). A fdrmula estrutural

proposta é&: .
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CH,= CH ~CH, =8 ~CH, - CH -CoO

ou

2 2

l
% NI,

CH,= CH - CH st —en. -cn -coo”

tapas:

b)

c)

d)

£)

2 2
] |

|
+
0 NH]

O processo de extracao da aliina consiste de varias e-

Separa-se os "dentes" do alho;
Congela-se os "dentes" com nitrogénio liquido;

Tritura-se o alho congelado com metanol anidro, até formar

uma pasta homogénea;
Filtra-se a mistura eliminando-se o s0lido;

Concentra-se a mistura em evaporador rotatdric até obter um

- [®] -
xarope amarelo escuro, a temperatura de 45 “C, sob vacuo;

Mistura-se o xarope obtido com éter etilico anidro para obter
um xarope amarelo mais refinado, eliminando-se impurezas re
manescentes. Repete-se o processo até que na Ultima opera-

cdao o éter colocado permaneca limpido;

Com o xarope refinado efetua-se uma extracao fracionada com
etanol anidro, eliminando principalmente carboidratos, pois
sabe-se que extratos aquosos de materiais bioldgicos contém

além de aminoacidos livres, proteinas, peptidios, carboidra
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tos, lipidios e polissacarideos. Até esta etapa o contetdo

proteico e polissacaridico foram eliminados pela precipita-

cao com metanol;

h) Para a remogao de lipidios trata-se o precipitado com cloro

formio, pois desta maneira a camada aquosa torna-se rica em

aminoacidos;

i) Separando o sobrenadante adiciona-se metanol provocando a
recristalizacao formando um precipitado sob a forma de um nG bran-

CcoO:;

j) Toma-se o precipitado e adiciona-se acetona para a recrista

lizacao final.

Observacoes:

1) Todo o material quimico utilizado deve ser anidro. A A&gua
existente no alho & suficiente para a extracao. Se o proces
so nao for bem executado na etapa do clorofdormio e acetona,
tem-se a formacao no fundo de um Sleo amarelo, a alicina
produto da ag¢ao enzimatica da aliinase sobre a aliina, pro-
duzindo o cheiro caracteristico do dente de alho esmagado.
Isto implica em ter uma quantidade suficiente de aliinase na

L}
etapa final capaz de decompor a aliina.

N
~—

Na etapa do clorofdrmio, nem sempre o aminoacido foi obtido
sobrenadante mas em algumas preparacoes precipitou. Isto de

ve estar relacionado com o conteido de agua no material.

. . < o .
Toda amostra obtida era mantida em acetona, a 4 “C, is

to para evitar a acao enzimidtica de possivel residuo de aliinase
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ainda presente, pois de acordo com Stoll e Seebeck (53) o contato
com o solvente organico ou a temperatura baixa inibem a acao enzi

matica.

4,1.1,2- Caracterizacao da aliina - Reacao com ninidrina

A aliina preparada deu teste positivo com ninidrina. E
uma reacao classica para aminoacidos onde a solucao aquosa de ami

noacidos a pH= 5,0 em presenca de ninidrina produz uma solucao de

cor lilas.

4.1.1.3- Preparacao de complexos

Varias solucoes de cloreto de cobre foram preparadas
com diferentes molaridades.

A aliina, geralmente, foi dissolvida em uma solugéo
aquosa de hidrdéxido de sddio 0,2 molar (ou 0,1 moiar) isto para
obter os complexos em pH elevado.

Ao adicionar o metal ao ligante formava-se imediatamen
te uma solucao de coloracao azul forte, caracterizando a complexa
cao do Ion cobre (II). O pH da solugao, geralmente, estava proxi-
mo de 13.

Utilizando-se de um pH-metro da Corning, modelo 130, o
pH da solucao foi variado, utilizando aliquotas de uma solucao de
acido cloridrico (HCE), obtendo-se amostras que foram utilizadas
para medidas de absorcao oOptica e RPE.

Preparacoes utilizando como sal o sulfato de cobre e
obtendo-se complexos com aliina foram feitos e resultados idénti-
cos foram obtidos para os espectros de RPE,

Algumas preparacoes dos complexos foram centrifugadas

e obteve-se precipitados que foram secos e efetuou-se medidas de
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RPE e cristalografica (diagrama de po).

Na tentativa de obter-se monocristais dos complexos co
bre(II) aliina varias preparacoes foram feitas e deixadas em re-
pouso em locais diferentes: dessecador, "meio ambiente", ou ainda
efetuando a preparacao em "banho maria" a temperatura de 70 ° e
deixando resfriar naturalmente com o "banho". Inicialmente prepa-

rou-se os complexos em solugao aquosa, e em preparacoes posteriores
tentou-se uma mistura agua-solvente apolar. Foram usados: metanol,
dioxano, dimetil sulféxido (DMSO), éter etilico, clorofdrmio, ace
tonitrila e acetona. As misturas agua-solvente apolar foram prepa

radas em diversas proporcoes.

4.1.2- Medidas de absorcao optica

Utilizou-se para as medidas de absor¢§o eletrbnica no
visivel osespectrofotdmetrc Beckman DK-2 e Cary 17 medindo as ban
das correspondentes ds transicoes d-d dos complexos cobre(II) ali
ina em funcao do pH. A faixa de comprimentos de onda varrida foi

de 400 nm a 1100 nm. Foi usado agua destilada como referéncia.

4.1.3- Medidas de RPE

Para as medidas de RPE utilizou-se um espectrometro Va
rian da linha Century E-109 que trabalha em banda X (9GHz) uti-
lizando uma cavidade retangular (multi-purpose cavity E-231) com
o sistema de controle de temperatura da Varian modelo E-257 para
as medidas a temperatura de -140 OC, e em ambas medidas utilizou-
-se uma célula plana de quartzo como porta amostra. A modulacao do
sinal foi feita em 100 KHz, e a poténcia de microondas utilizada

foi de 20 mW. Testes variando a amplitude de modulacao foram fei-
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tos na tentativa de evidenciar linhas super-hiperfinas devido a
nicleos de nitrogénios possivelmente coordenados ao ion cobre(II).

Também fez-se testes de saturacao variando-se a poténcia de mi-

croondas.

4,1.4- Medidas cristalograficas

O sistema de difratometria de raios X constituido, ba-
sicamente, da unidade geradora PW 1130/00 da Phillips, comprimen-

to de onda 1,54 angstrons (tubo de cobre), e do gonidmetro hori-

zontal PW 1580/08 foi utilizado para medidas de trés amostras po-

licristalinas.

4.2- Complexo dicloro bis(benzil difenil fosfinoxido) cobre(II)
4.2.1- Obtencao do monocristal

O monocristal 'dicloro bis(benzil difenil fosfinoxido)
cobre (II) foi premarado vor Mattioli, M.P.D. (4) do gruno de Qui-
mica Inorganica de Araraquara-UNESP. A morfologia externa do mono

cristal &€ mostrada abaixo:
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As formulas estrutural e espacial do complexo, obtidas
dos estudos cristalograficos efetuados por Gambardella, M.T.P.(54)

do grupo de Cristalografia deste Instituto, sao mostradas na figu

ra 18

4,2.2- Medidas de RPE

Inicialmente colocou-se o monocristal sobre um "parale
lepipedo" (cristal de cloreto de potassio), para uma melhor preci

sao na orientacao. O cristal de KCL com o monocristal foi coloca-

do em um "dedo" de cobre usado para introduzi-los na cavidade de
ressonancia, a fim de obter-se as medidas de variacao angular do
campo magnético nos trés planos perpendiculares determinados pe-
los eixos de referéncia (ou do laboratdrio).

Os espectros foram obtidos utilizando o espectrbmetro
Varian operando em banda X e utilizou-se a cavidade cilindrica Va
rian modelo E-233. A modulacdao do sinal foi feita em 100 KHz e a
poténcia de microondas utilizada foi de 50 mw.

Os espectros de variacao angular foram obtidos varian-
do a posigao do eletroima (ou a direcao do campo) de +100 © a
-100 © efetuando medidas a cada 5 o’ e assim registrou-se 41 es-
pectroérpara cada plano do monocristal.

Com a variacao angular dos espectros nos trés planos
(ab, ac, bc) foram construidos os graficos da posicao da linha de
ressonadncia versus angulo do campo magnético aplicado.

Para ajustar as curvas correspondentes ao tensor Eabc
foi utilizado o método dos minimos quadrados, utilizando-se o com
putador Vax-11/780. Este método operando com as equacgoes obtidas
da hamiltoniana de Zeeman da o melhor ajuste da curva sobre 0s

. . . =2
pontos experimentais e determina o tensor Jabe®

Uma vez conhecido o tensor Sibc este foi diagonalizado
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e obtido os autovalores e autovetores do tensor 32 diagonal.

A partir dos dados cristalograficos foi construido um
modelo tridimensional do sitio da ligacao do Ion cobre(II), utili
zando "barrinhas" de cobre representando as distancias das liga-

coes, para melhor visualizacao da simetria.

/
>
H2
0 CH,
|
I
cl

-

FIGURA 18-a) Formula estrutural do complexo [Cucﬁz(bdf_po) 2](54).
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FIGURA 18-b) Arranjo espacial do complexo [CuCZz(bdfpo)z—j(S&) .
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4,.3- Hidratacao de hemoproteinas
4.3.1- Preparacao das amostras

Utilizou-se meta-hemoglobina bovina e meta- mioglobina
equina liofilizadas da Sigma.

As amostras eram depositadas em pequenos "barquinhos"
de papel aluminio, pesadas e colocadas em dessecador sob vacuo na
presenca de pentdxido de fosforo, isto para obter-se as amostras
mais éecas possiveis. A quantidade média de agua retirada das amos
tras, na secagem sob pentdxido de fosforo, era de 10 a 12% em pé—
so. O tempo de secagem de trés dias mostrou-se conveniente.

Retiradas do dessecador as amostras eram colocadas em
recipientes sob diferentes'pressaes de vapor, obtidas de diferen-
tes solugoes salinas, para obter-se diferentes graus de hidrata-
cao. Depois de dois ou trés dias as amostras eram pesadas novamen
te, e assim poder-se-ia saber a quantidade de agqgua adsorvida. Em
seguida as amostras eram colocadas em tubos de quartzo e submeti-

das as medidas de RPE.

4.3.2- Medidas de RPE

- Utilizou-se o espectrOmetro Varian (caracteristicas ja
citadas) utilizando a cavidade retangular (multi-purpose ~cavity
E—23l) com o sistema de controle de temperatura da Varian modelo
E-257 pois as medidas foram efetuadas a temperatura de -156 °c ja
que 3 temperatura ambiente o tempo de relaxacao do ferro & curto
‘para ser detectado o sinal. A modulagdo do sinal foi feita em 100

KHz, e a poténcia de microondas utilizada foi de 10 mW.




v

67

4,3,3- Medidas de absorcao optica

Foram feitas algumas medidas de absorcao optica, das
amostras dissolvidas em agua, utilizando o Espectrofotémetro Beckman
DK-2 e a faixa de comprimento de onda varrida foi de 450 nm a 700

nm. Estas medidas foram feitas para controle das amostras.
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CAPITULO V

RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1- Complexos Cu(II) - Aliina

5.1.1- Resultados

5.1.1.1- Espectros de absorcao eletronica no visivel

E bastante conhecida as transicoes eletrdnicas de com-
plexos do Ion Cu(II) com aminodcidos e peptidios, na regiao do vi
sivel. Geralmente as bandas de absorc¢ao sao largas e ao redor de
600 nm (= l6.000cm—l) correspondentes a transicoes d-d, transi-
coes, estas, permitidas devido a acoplamentos com modos vibracio-
nals essencialmente.

As simetrias dos campos cristalinos comuns, que apare-
cem nestes tipos de complexos, sao tetragonal e quadrado planar(
com pequenas distorcoes. A razao disto & que os ligantes mais co-
muns nestes complexos sao atomos de nitrogénio e oxigénio, que
sdo vinculados pelas ligag¢oes com atomos de carbono, formando pla
nos bem definidos. Pode-se observar, entretanto, que complexos sO
com oxigénios ou sO com nitrogénios em simetria quadrado planar
dao bandas de absorcao em comprimentos de ondas diferentes sendo
mais comuns os valores de 640 nm e 540 nm respectivamente (55).

Para espectros obtidos de solucoes dos complexos, exis
tem poucas situacoes onde é possivel observar mais de uma banda,
ja que a largura da mesma nao permite resolver todas as transicoes
d-d. -

Nos complexos de aliina com o lon cobre(II) em solucao
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foram feitas medidas de absorcao Optica desde pH= 2 até pH= 13, na
faixa de comprimento de ondas compreendido entre 400 nm e 1100 nm.
A figura 19 mostra alguns espectros medidos (preparados na pro-
porcdo 20 ligantes : 1 metal (20L:1M); solucdo de aliina 200 mM em
hidrdoxido de sbdio 0,2 M e cloreto de cobre 10 mM), onde pode-se
observar que a posicao do maximo da banda de absorgao varia com o
pH, sugerindo ou mudan¢a no campo cristalino, ou aparecimento e
desaparecimento de espécies distintas de complexos. Pode ainda ser
visto da figura (19) que o comprimento de onda do maximo de absor
cao dos espectros observados variam de 740 nm até 595 nm sendo que
o maximo da banda para pH= 7,0, por exemplo, tem o valor de 608 mm
mostrando que o complexo deve envolver ligantes tipo oxigénio e
nitrogénio como & esperado para aminoacidos.

A variacao do comprimento de onda do maximo da banda
com o pH esta mostrado na figura 20. De acordo com esta‘ figura
e supondo a existéncia de espécies distintas de complexos, ja que
o crescimento do pH produz a dissociacao de prdtons dos diferen-
tes grupos ionizaveis nos seus respectivos pKs (em presenca do ion)
espera-se a existéncia de 4 espécies de complexos. O primeiro a pH
béixo (2,5) o segundo ao redor de pH= 4,0, o terceiro que deve
existir em uma faixa ampla de pH (entre 6 e 11) e o quarto aéima
de 11.. “

" Medidas de solugoes de aliinae -cobre (II) preparados na pro
porcao 4LJ1M (solugao de aliina 40 mM em hidréxido de sbédio 0,1 M
e cloreto de cobre 10 mM) foram feitas e conforme mostra a figura
(21) evidenciou-se um comblexo'altamente estavel na regiao entre
os pHs 6 e 11 em acordo com o resultado obtido' . na preparacgao
20L-1M. Pode-se observar entretanto que os maximos das bandas a-

presentados na figura 21 sao sistematicamente deslocados para

comprimentos de ondas mais altecs.
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5.1.1.2- Espectros de RPE

Os espectros de RPE foram tomados em Banda X (9 CHz)
em duas temperaturas: ambiente e -140 °c.

A temperatura ambiente os espectros sao promediados em
suas dependéncias angulares devido ao movimento de rotacao dos com
plexos, observando-se, de um modo geral, as cuatro linhas corres-
pondentes a interacao do spin eletrdnico com o spin nuclear do
proprio nicleo do ion cobre(II).

Alguns espectros de complexos nreparados na proporcao

20L-1M sao mostrados na figqura 22 e a fiqura 23 da os qrafi-

cos de g e Ao em fungao do pH.

«~

/// Notamos em pH baixo a coexisténcia de duas espécies de\ -

g |
complexos, um provavelmente o ion coordenado com agua e outro on~t
3
de o ion deve estar coordenado com oxigénios de grupos carboxili-

J

' /
. - . . /
cos do aminoacido. /\

e Em pH mais alto (entre 6 e 1l1) deve existir um anico ti

po de complexo onde o Ion cobre(II) estd coordenado a oxigénios de

i ——

grupos carboxilicos e nitrogénios de grupos amina. A mudanca nos
parametros espectroscdpicos (g, separacao hiperfina e comprimento
de onda do maximo de absorcao) em pH maior que 11 pode ser devido
a formacao de hidroxi compostos. /

A partir das medidas a temperatura de -140 °Cc foi po§~
sivel determinar a simetria axial para o sitio de ligacao do Ion
cobre (IT) -ligantes em todos os casos medidos. Foi possivel tam-
bém obter os valores de g (paralelo e perpendicular) e separacao
hiperfina paralela , que mostraram-se concordantes com os dados de
absorcao Optica e RPE em temperatura ambiente, conforme mostrado
nas figuras 24 e 25 e tabela IV.

Mediu-se também complexos cobre(II) -aliina na propor-

cao 4L-1M. As figuras 26 e 27 mostram os dados obtidos onde no-
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ta-se concordancia com a  propor¢ao 20L.IM no que se refere ao ni
mero de complexos obtidos. Observou-se também, dos espectros obti
dos d temperatura de -140 C que nos complexos a pH baixo (menor

\ﬁgg\i 5) nao houve resolucao espectral das interactes hiperfinas

et

e isto deve-se ao fato de haver dois complexos coexistindo nestéé/ﬂ
pHs, onde um deles, o Ion coordenado com agua (solvatado) & ca-
racterizado por uma Gnica linha larga e que no caso sobrepoe  as
interagoes hiperfinas do outro complexo que estd coordenado ao

aminoacido.

Dos espectros a temperatura ambiente observou-se a coe
xisténcia desses dois tipos de complexos em pHs entre 2 e 6 e a
medida que cresceu o pH houve uma diminuicao na quantidade de com
plexo do Cu(II) solvatado e consequente aumento de complexo do
Cu(II) coordenado com o aminoacido.

As tabelas IV e V resumem ©0S dados obtidos para as
preparacoes 20L:1M e 4L:1M respectivamente.

Foram preparados também complexos com diversas estequio
metrias (1L:1M; 2L:1M; 3L:1M; e 4L:1M) e em pHs diferentes que fo
ram centrifugados e os precipitados secos e submetidos & medida
de RPE e de trés dessas preparacoes foram efetuados diagrama de
pb. Estas preparacoes foram feitas na tentativa de obter-se dados
adicionais a respeito dos complexos formado, como por exemplo ti-
po de po obtido ja que era importante saber se as amostras eram
policristalinas ou amorfo para continuacao das tentativas de obten
cao dos monocristais, e também para confirmacido de outros dados,
como por exemplo tipo de simetria do sitio do Ion Cu(II). Os da-

dos de RPE de quatro dessas preparacoes sao mostrados na tabela

VI.
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5.1.1.3- Medidas Cristalograficas

Os diagramas de pd efetuados de trés amostras, fioura
(28), revelaram tratar-se de amostras policristalinas e nao amor-

fas. No entanto tentativas de obtencao de monocristais foram infru

tiferas.

5.1.2- Discussao

De acordo com os resultados obtidos das medidas de

absorcao Optica dos complexos foi possivel sugerir a existéncia de
gquatro espécies de complexos.

Em pH muito baixo (menor que 2,5) todos os grupos do
aminoacido que apresentam protons dissociaveis devem estar proto-
nados e o Ion deve estar coordenado com agua, dando, por isto mes
mo, uma banda muito larga com pequena absortividade e com o com-
primento de onda maximo perto de 800 nm, caracteristicas do Ion
dissolvido em agua (55).

O grupo carboxilico & esperado estar desprotonado  em
pH proximo de quatro e deve se coordenar ao Ion Cu(II) alterando
por isso o comprimento de onda do maximo de absorcao para valores
menores que o do ion coordenado com agua. O grupo amina deve ser
desprotonado a pH mais elevado dando origem a novos complexos o}
que conseqlientemente introduz nova alteracao no comprimento de on
da do maximo de absorcao e novamente para valores menores, como &
de se esperar. A formacao de hidroxi compostos & sugerida para ex
plicar a mudang¢a no comprimento de onda maximo de absorgao dos com
plexos com pH maior que 11.

As preparacoes diferentes (20L:1M e 4L:1M) apresentam
0 mesmo comportamento qualitativo, como pode ser observado dos da
dos apresentados, porém quantitativamente a preparacao 4L: M apre

senta valores do maximo do comprimento de onda sistematicamente
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TABELA IV - Valores dos parametros espectroscopicos de RPE e absor

cao eletronica para os complexos de Cu(II) -aliina
(20L1M).
pH 8, A (G) B By A”(G) Az, (om)
3,32 2,132 60 2,296 2,069 163 740
3,54 2,132 60 2,308 2,067 163 718
4,06 2,128 70 - - - 673
4,59 2,125 72 2,257 2,049 175 625
5,12 2,126 70 2,257 2,047 178 618
5,71 2,125 70 - - - 618
6,00 2,125 70 2,244 2,038 180 613
6,58 2,125 70 2,260 2,044 176 613
7,06 2,125 70 2,244 2,040 180 608
7,51 2,124 70 2,251 2,042 180 600
8,16 2,122 70 2,256 2,042 178 595
8,50 2,125 70 2,255 2,042 178 595
9,04 2,124 70 2,256 2,064 175 595
9,50 2,124 70 2,256 2,039 178 600
10,02 2,124 70 2,258 2,041 178 605
10,51 2,124 70 2,254 2,040 179 605
10,99 2,124 70 2,255 2,049 175 610
11,52 2,120 70 2,253 2,037 180 618
12,00 2,116 74 2,259 2,050 180 618

12,52 2,114 80 2,271 ° 2,068 180 618
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TABELA V - Valores dos parametros espectroscopicos de RPF e absor

cao eletronica para os complexos de Cu(TT) -aliina

(4L :1M),
pH & Ao (6) oy &1 A//(G) >\méx' (nm)
2,01 2,161 60 2,336 2,107  nao resolvido 778
2,46 2,159 62 2,320 2,097 nao resolvido 767
2,99 2,161 60 2,285 2,098 ndo resolvido 740
3,56 2,160 60 2,279 2,097  nao resolvido 727
3,84 2,144 60 2,286 2,095 156 702
5,02 2,139 60 2,280 2,085 163 651
6,06 2,133 60 2,256 2,041 178 620
7,02 2,130 70 2,258 2,034 179 619
7,96 2,130 70 2,256 2,036 179 620
8,90 2,129 72 2,258 2,042 178 620
9,90 2,130 74 2,257 2,038 179 627
10,93 2,126 74 2,258 2,041 178 . 658

12,04 2,130 76 2,260 2,065 180 659




TABELA VI - Dados de RPE de amostras policristalinas.

84

PROPORCAO
pH (solucao) SAL METAL-LICANTE &) VAL
6,41 Cloreto 12 2,264 2,053 172
9,00 Cloreto 1+ 2 2,256 2,049 175
7,46 Sulfato 1t 9 2,246 2,084 178
10,70 Sulfato 1 3 2,252 2,056 175

* simetria rombica:

&x

2,120



a)
410 3[5 l l
30 S 20(0)
b)
| T T T |
35 . 30 25 20 1)
20(°)
c)
315 I l T
30 25 20 Lo

FIGURA 28 - Diagramas de po de 3 amostras policristalinasv
a) Aliina —CuCK2 (2L :1M) pH= 10,4
b) Aliina -CuSO, (2L:1M) pH= 7,4,

(3L:1M) pH= 10,7.

4

c) Aliina —CuSO4
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mais elevado que os da 20L:1M e isso deve estar.relacionado a uma
quantidade relativa muito maior de ion Cu(II) dissociado na prepa
racao 4L:1M elevando por isso os valores do maximo de>absorq50 em
diregao a do Ion Cu(II) coordenado com agua.

Os dados obtidos das medidas de RPE mostram concordan-
cia com os resultados de absorcao Optica ou seja também sugerem a
existéncia de quatro espécies de complexos.

; A coexisténcia de dois tipos de complexos, um onde o)
ion estad coordenado com agua e outro possivelmente onde oxigénios
de grupos carboxilicos também participem da coordenacao, em pH bai
X0 & proposto devido ao tipo de espectro observado onde nota-se
cinco linhas de absorcao em vez das quatro normalmente encontradas
para um Gnico tipo de complexo de cobre.

Em pH mais alto, os grupos carboxilicos e amina estao
desprotonados e pfovavelmente se coordenem ao ion Cu(II), o tipo
de complexo que deve existir @ o de 2L:1M onde o ion Cu(II) esta
coordenado a dois &atomos de nitrogénios e dois de oxigénios, e es
te tipo de éomplexo & o que existe na faixa de pH entre 6 e 11. A
interacao super-hiperfina entre o spin nuclear (I= 1) dos nitrogé
nios e o spin eletrdnico do ion Cu(II) nao foi, em nenhum caso
observado, no entanto isto pode ser explicado supondo que os ni-
trogénios ocupem posicoes nao equivalentes e, por esta razao, sao
escondidos pela largura e superposicao dos dois tripletos nao equi
valentes.

Para complexos em pH elevado (acima de 1l1) & suposta a
formacao de hidroxi-compostos como sendo responsavel pela altera-
cao dos parametros espeétroscépicos g e Ao.

Nascimento, O.R. (55) estudando a formacao de complexos
do dipeptideo glicil-triptofano com o ion Cu(II) obteve na faixa
de pH entre 6,5 e 11 - um complexo onde o ion Cu(II) ’esta

coordenado a dois oxigénios e dois nitrogénios localizados em po-
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sicbes nao equivalentes (dados confirmados cristalograficamente de
um monocristal obtido). Os espectros de RPE dos complexos, nessa
faixa de pH, nao apresentam resolvidas as interagoes super-hiper-

es st )

finas do ion Cu(II) com os nicleos de nitrogéniey/bs parametros es

R

copicoéﬂ(céﬁprimento de onda do maximo de absorcao, g e A)

desses complexos mostram acentuada semelhanca com os obtidos para
complexos do aminodcido aliina com o ion Cu(II) na mesma faixa de
\ \
\pH\.//\ e T

Silva, G.P. (3) obteve de complexos aliina Cu(II), pre
parados na proporgoes 1L:1M e 2L:1M, precipitados que foram secos
e dos quais efetuaram-se medidas de RPE onde constatou-se as inte
ragoes super-hiperfinas devido a dois nficleos de nitrogénios coor
denados ao ion Cu(II). Nesse mesmo trabalho, com base em medidas
de espectroscopia infravermelho e de RPE, sugeriu a coordenacao do
atomo de oxigénio do grupo sulfdxido ao ion Cu(II) em um complexo
formado em pH= 2,5, Tentou-se reproduzir esses resultados efetuag
do preparagoes semelhantes mas nao se obteve sucesso.

Nosso estudo sobre a formacao de complexbs Cu(II) ~
aliina nao se mostrou relevante em vista dos resultados que foram
obtidos e dos que ja existiam. O objetivo era efetuar um estudo
sistematico, utilizando a técnica de RPE e absorcao optica, da for
macao de complexos em fungao do pH e também tentar obter monocris
tais de algum dos complexos para estudos cristalograficos e de
RPE.

Os estudos de formacdo de compléxos tinha o interesse
adicional devido a possibilidade, que ja havia sido sugerida por
Silva, G.P. (3), da participacao do grupo sulfdéxido como ligante
do Ion Cu(II). O estudo cristalografico, por sua vez, possibilita
ria nao s6 a obtencao de dados a respeito do complexo formado co-
mo também serja determinado a estrutura da aliina ja que a estru-

tura apresentada, proposta por Stoll e Seebeck (53), foi resulta-
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do de estudos de analises quimicas. Ressalte-se ainda que além dos
dados que seriam obtidos da cristalografia do complexo e tambem
atraves de estudos com monocristais que a técnica de RPE fornece
o maximo de informacao, ou seja: orientacao do ion metadlico com
relacao aos eixos cristalograficos; simetria do campo cristalino
no complexo; carater covalente da ligacao; deslocalizacao da nuvem
eletronica, entre outras.

0 fato de nao se ter obtido monocristais certamente foi
devido a cadeia lateral do aminoacido, que com excecao do  grupo
sulfoxido, & altamente apolar impossibilitando ass%m possiveis non
tes de hidrogénio com moléculas de agua que poderiam estabilizar
ou possibilitar a cristalizacao. Tentou-se contornar esta dificul
dade preparando solucoes "mistas", agua-solvente apolar, como ci-

tado na segao 4.1.1.3 e neste meio efetuando a complexag¢ao do me

tal com o aminoacido, porém nao se obteve resultado positivo.

5.2- Complexo dicloro bis(benzil difenil fosfinoxido) cobre(Il)
5.2.1- Resultados

5.2.1.1- Cristalografia

Dos estudos cristalograficos efetuados foram obtidos

os seguintes dados da estrutura cristalina:
Sistema: Monoclinico

Grupo espacial: C

2/c

Parametros de rede:

a = 13,143 (4) R

= 13,798 (4) R

o
!
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c = 20,151 (8) %

8 =101,1 (3)° Angulo entre a e ¢
Volume da cela unitaria: v = 3585,9 83
Nimero de moléculas por cela  unitaria: 4

Distancia Cu-Cu = 9,258 2

Foram obtidos também as posicoes dos atomos do sitio de

ligacao do cobre em relacao a um sistema tri-ortogonal (figura 29):

{
Cu (-0,9699; -1,5205; 4,9435)

o' ( 0,3882; -0,1421; 4,9415)
cf  (-0,0211; -2,9169; 6,3376)
ce' (-1,9194; -2,9169; 3,5534)

0  (-2,3279; -0,1421; 4,9455)



JU

0

FIGURA 29 - Estereoquimica do sitio de ligacao do Ion . cobre(II)

no complexo [CuCK?(bdfpo)Z].

5.2.1.2- RPE

Alguns espectros para diferentes angulos do campo mag-
nético em torno dos eixos do laboratdrio (a,b,c) sao mostrados na
figura 30.

Os valores encontrados, depois do ajuste, para compor o

tensor Iabe foram:
_ ~
4,567815 -0,492627 -0,305638
32 = | -05492627 5,454830 0,620039
abc
-0,305638 0,620039 4,683355

ey
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Na diagonalizacao obteve-se:

4,3645 0 0
=2
g. = 0 6,0289 0
D
0 0 4,3127
g )
E a matriz dos cossenos diretores:
ol ™
0,652633 0,368538 -0,662005
T = 0,575272 -0,809637 0,116403
-0,493084 -0,456801 -0,740405
E portanto os componentes principais do tensor 5 fo-
ram:
2uto Vetores
g; = 2,0891 0,652633 0,575272 -0,493084
g, = 2,4554 0,368538 -0,809637 -0,456801

gy = 2,0767  -0,662005 0,116403 ~0,740405
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No esquema, a sequir, €& mostrado as direcces dos compo

nentes do tensor g em relacao aos eixos de referéncia.

| C

Os graficos da variacao angular do tensor ; nos treés
rlanos perpendiculares, determinados pelos eixos experimentais (a,
b,c) sao mostrados na figura 31.

Na figqura 32 é mostrado a variacao angular da
largura de linha (AH) nos trés planos perpendiculares. A nao reso
lucao espectral das interacoes do spin eletrdnico com o spin nu-
clear (interacao hiperfina) do ion metadlico foi causada pelo alar
gamento da linha de ressonancia pela interacao entre os centros pa

ramagnéticos, que no monocristal estao proximos (distancia =

9,258 2).

5.2.1.3- Absorcao Eletronica

O espectro de absorcao eletrdnica referente as transi-
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V=9,253 GHz

6=2,5x10°
G=3,2x10%
G=2,5x102

+50°

| 6=2,5x10%
+40°
| | | | | | | i
2600 2800 3000

00
H(GAUSS)

FIGURA 30 - Espectros de RPE do complexo dicloro bis (benzil
difenil fosfinoxido) cobre(Il) para 4ndireg5es di

ferentes de aplicagao do campo magnetico Ho.
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coes d-d do complexo em solucao & apresentado na fiqura 33 (4).

Observa-se uma banda de absorcac larga, com o maximo em 880 nnm,
que normalmente & devida a superposicao de trés ou mais transi-
coes. Estas transicoes sao algumas vezes resolvidas através de es
pectros do complexo em pd e outras quando & possivel utilizar um
monocristal. Neste caso o monocristal apresenta-se muito opaco o

que impossibilita sua utilizacao. Assim tentou-se utilizar poli-

cristais do complexo para resolver as transicoes d-d.

L t 1 L1 { | 1
500 700 900 1100 1300
A(nm)

FIGURA 33 - Espectro de absorcao do complexo !Cucﬂz(bdfpo)2

em

solugao de acetonitrila (4).

Para medidas de absorcao eletrdnica das amostras poli-
cristalinas deste complexo encontrou-se muita dificuldade devido
ao espalhamento de luz muito acentuado e isto impossibilitou a
obtengao de um espectro bem definido. Numa das tentativas de medi

da obteve-se o espectro mostrado na figura 34 e que serad utili-

zado para algumas consideracoes.
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| ] I 1 | 1

860 940 1020 1100 1180
: A (nm)

FIGURA 34 - Espectro de absorcao de uma amostra policristalina do
complexo [CUCEZ(bdfpo)zjem suspensao de fluorlube ob~+
tido por Mattioli, M.P.D. (56) no espectrofotometro
Beckman U.V.5270.

5.2.1.4- Determinacao do estado fundamental do Jon cobre(II)

Com base nos dados cristalograficos e de RPE e de cal-
culos de campo cristalino (5]) que propoe o ordenamento dos ni-
veis de energia orbital & proposto o estado fundamental para o
fon Cu(II) no complexo.

Dos dados cristalograficos tem-se que o sitio do 3ion
cobre (IT) tem uma simetria tetraédrica distorcida, e Hathaway
(51), com base em calculos de campo cristalino propoe o seguin

te ordenamento para os niveis de energia:
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XZ,YZ XY
~ - //
>~ o XZ,YZ, XY ~
g
~ ~
v S~ iy
XY P N X2,YZ
22 x2_Y2
=~ —
~ L IBxEyr 7
~ ~
o ~
XZ _Y2 // ~ - zz
TETRAEDRICA ALONGADA TETRAEDRICA TETRAEDRICA COMPRIMIDA

Supondo uma simetria tetraédrica alongada ter-se-ia co

mo estado fundamental xz ou yz, ja que o estado fundamental dege-
nerado € geralmente removido por alguma forma de distorcao Jahn-
~Teller ou pseudorotacional (51).

Usando teoria de perturbacao obtém-se as autofungoes

com perturbacoes de 12 ordenm (| £>), que leva em conta o efeito

dos estados excitados misturados ao estado fundamental via acopla

mento spin-Orbita, e atuando a hamiltoniana de Zeeman nesta fun-

cac de onda & possivel determinar a expressac para os componentes

do tensor g e ver se ha possibilidade de emcontrar os valores obti

dos experimentalmente com base nas expressoes calculadas.
Tanto para o estado orbital xz como para yz, supostos
como estado fundamental, os calculos efetuados mostraram expres-

soes para os componentes do tensor g que sO seriam satisfeitas se

~s valores de g experimentais tivessem um carater rombico acentua

3o, dos quais um dos componentes deveria ter valor muito proximo
Je 2,0023 (g do elétron livre), e isto nao foi observado experi-

~entalmente. Ressalte-se também que estes estados fundamentais,
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Xz OU yZ, nao tem sido encontrado para complexos do ion Cu(II)(51).
Os calculos supondo como estado fundamental o estado xy
é apresentado a seguir.

Inicialmente calcula-se a funcao de onda com nerturba-

~

a 9 ~
coes de 1- ordem utilizando a expressao:

= 2,my, e+ 7 ZeEia[MS[2.xy, >

l,(l E _E.
xy i

12,1,a0> (54)

A interacao spin-Orbita pode ser expressa como:

1 1

AML.S =AL S += ML (S, +8_) +— AL (S -5_)

(55)
2 2i

Assim usando a equacao 55 e a tabela VII obtém-se

as autofuncoes de 12 ordem dado por:

11i>:!2!XYIt>i 'i>\ |2,X2 "'y21i> - LA IZ,ZX,+> +
E -E 2 2 2(E -E__)
Xy X —y Xy XZ
+ A !ZIYZII > (56)
2(E___-E__)



TABELA VII - Operacao do momento
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angular orbital nos orbitais d (48).

yz i(1/2(x2~y

+i/3(1/2/3(322—r2)

ZX

1/2(x2~y2)

(1/2/3)(322—r2)

L] L]
y z
-1yz ~21(1/2(x2—y2))
1xy -12X
. 2 2 .
1(1/2(x"-y))- iyz

S1V3((1/2/3) (3z2-r%))
-1zx 2ixy

iv/3zx 0

A hamiltoniana de Zeeman & dada por:

H= gL + geS) H

Assim calcula-se:

I+
Y
"

+1i

N )
Xy X -y

<
+!
=

1+
v
i
I

(57)

<+| o) I_!:>:i}..

z 2

<t| s | t>= =
X

<t| s | > =il1

Y 2

Nos calculos acima somente termos em l§ ordem de X fo-

ram considerados.
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Portanto tem-se:

| ] (e g, g ——) g1, 0
2 E -E 2 2
Xy X -y
1 A . /1 A
<t Hl->=(=q - —) BH_ * 1 (g - ———) BH (59)
top® gy X e g g Y
Xy X2 Xy Yz

Com base nas duas equagoes (58, 59) pode-se ter as ener
gias para os dois estados de spins (tf 1/2) e calculando a diferen

ca de energias (AE) entre os dois estados de spins (* 1/2) pode-se

obter a expressao para os trés componentes do tensor g dados por:

8\
g, = g_ - (60-a)
2 € g -E2 2
Xy X -y
2X
g. = g - —=0 (60-b)
X e F -F
Xy XZ
g =g - _.__—_._.2>\ (60"‘(:)
Y ¢ Eg_-E
Xy yz

Os valores de g obtidos experimentalmente foram:

g, = 2,0891; g, = 2,4554 e gy= 2,0767

Portanto & coerente associar g, & 9, € I, e gy a gy e
93 respectivamente ou nao. O fato de 9, © 95 serem diferentes in-
dica que os estados xz e yz nao estao mais degenerados, como é
proposto para o.caso de simetria tetraédrica comprimida, ja que

alguma distorcao adicional deve existir, como por exemplo a dis-
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torcao do angulo tetraédrico que tem 139,3 © (tetraedro reqular
tem 109 O). Se os estados xz e yz nao sao degenerados as diferen-

cas de energia E_. -E__ e E__~-E __ nao sao iquais e portanto g e
g Xy Xz Xy yz g ' ’x

Iy devem ser ligeiramente diferentes. O valor maior de g, & espe-
rado ja que sua expressao apresenta um fator multiplicativo de A
quatro vezes maior que para 9, © gy e as diferencas de energia pa
ra as trés transicces devem ser pequenas. Assim as 3 expressoes?*

podem satisfazer plenamente os valores de g obtidos experimental-

mente.

5.2.1.5- Calculos dos fatores de reducao orbital

Com base no espectro de po (figura 34) do complexo e
supondo existir 3 transicoes d-d, correspondentes aos comprimentos
de onda 962, 936 e 892 nm e utilizando as expressdes |69(a,b,o)]

possivel obter os fatores de reducao orbital.

Assim pode-se associar as absorcgoes citadas as seguin-

tes transigoes:

XY
892nm| 936nm 962nm XZ

YZ

x2 _y2

-

* Nas expressoes A vale -828 R (para o ion de Cu(II) livre) e

as diferencas de energia sao valores positivos.
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O ordenamento de xz e yz foi proposto ocasionalmente,
poderia ser o inverso.
Assim, tem-se:

962 nm + = 1,04 x 10 em -

4 -1

936 nm - 1,07 x 10" c¢m

i

892 nm » =1,12 x 104 cm_l

A (para o Ion CutIl) livre) = -828 cm"l

_ . 82
Iz Je z g 2 2
XY X 7Y
_ . 2
Ix = e X _E
Xy X2z
) S
Yy © Y B _-E
Xy vz

onde r_, r e r, sao os fatores de reducao orbital e portanto tem

y

-5e:

2,4554 = 2,0023 + r “—§*§g§“z > x, = 0,766
21,12 x10

2,0891 = 2,0023 + r ——§;§3§—Z > r_ =0,561
1,07 x10 X

2,0767 = 2.828 -

2,0023 + r —S222 o s = 0,467
Y 1,04 x10 Y
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0 fator de reducao orbital expressa a razao entre o pa
rametro de interacao spin Orbita efetivo e o pardmetro de intera-
cao spin-drbita do ion livre, ou seja:

Xef

Ao )
ion livre

Os valores diferentes para cada componente (x, v e z)
cbtidos mostra, mais uma vez, a anisotropia local.

A sequir serd apresentado os cilculos dos fatores de
redugao orbital através de um procedimento diferente. Calcular-se
-4 o comprimento de onda correspondente as 3 transicoes d-d atra-
vés das expressdes |60 (a,b,c)| usando os valores de g obtidos expe-
rimentalmente e utilizando o parametro de interacao spin-o6rbita
do ion livre nos calculos. A sequir serd calculado a razao entre
os comprimentosde onda obtidcs para as transicoes através dos "cal
culos" e o comprimento de onda do complexo em solugao. Isto & fei
to porgque nao ha muita confiabilidade no espectro de pd apresenta
do e seria interessante comparar o resultado obtido, no qual ele
foi utilizado, e o resultado a partir do espectro em solucao no
gual h&d total confiabilidade.

Portanto, tem-se:

2,4554 = 2,0023 + —- 0828
E _-E 2 2
XYy X -y
2 2 * ST
hxy_Ex -y~ = 14.619 cm"l e A+é= 684 nm o T
+ ’ | _—
= A _ 684 _ o 599 :
2T 880
solucao

L .t . ~ - . ~ e = .
* A = comprimento de onda e nao parametro de interacao spin-orbita.
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2,0891 = 2,0023 + 2828
> -E
Xy X2
E -E = 19.078 em & » AT = 524 nn
Xy Xz
ro= 224 g 505
%880
2,0767 = 2,0023 + 22828
E <-E
Xy yZ

E__-E = 22,258 cm"l > X+ = 449 nm
Xy Y2
r = gég = 0,510
Y 880

5.2.2- Discussao

A partir dos dados cristalograficos foi montado (tridi
mensionalmente) o sitio da ligacao do cobre (conforme descrito na
segac 4.2.2) e a forma obtida foi um tetraedro distorcido em dire
cao a base formada pelos atomos C£L, 0 e O' (figura 29) e com um
distorcao do angulo tetraédrico que tem 139,3 © (tetraedro regu-
lar tem ~109 ©).

Os dados obtidos das medidas de RPE revelaram tratar-
-se de um centro com simetria de carater rOmbico, ou seja, apre-
sentou 3 componentes diferentes para o tensor éD, onde 2 dos com-

ponentes apresentaram valores relativamente prdoximos (g 2,0891

1=
e gy = 2,0767) quando comparados ao terceiro (g, = 2,4554), carac
terizando assim uma simetria axial distorcida, o que concorda ple
namente com os dados cristalograficos.

A variacdo angular da largura de linha (AH) |figura

32 (a,b,c) | n@ao apresentou o mesmo comportamento que a variacao angu

lar do tensor 3 figura 31(a,b,c)| sugerindo ou uma interacao en-
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tre os centros, do tipo spin-spin (e nao dipolar) ou a existéncia
de 2 tipos de centros magnéticos ligeiramente nao equivalentes, so
brepostos na largura de linha, ja que em alguma extensao dos gra-
ficos (3 e AH) existe concordancia.

Para tentar resolver este tipo de duvida, existéncia de
dois centros magnéticos nao equivalentes ou interacao spin-spin,
uma possibilidade seria efetuar as medidas em diferentes terpera-
turas e ver a dependencia da largura da linha em haixas temperatu
ras.

Com base nos dados cristalograficos construiu-se o "mg

delo" tridimensional do sitio do Ion de cobre(II) que possibilitou
evidenciar a simetria tetraédrica distorcida para o sitio. Hatha-
way (51) propoe, com base em calculos de campo cristalino o or
denamento para os niveis de energia para os casos de simetria te-
traédrica e tetraédrica distorcida, por alongamento ou diminuicao
da distancia entre o ion de Cu(II) e os ligantes. Nesse sentido o
tipo de distorcao que o tetraedro apresenta nao & facilmente dis-
tinguivel, se o fosse seria possivel, a principio propor o estado
fundamental somente com base nos dados cristalograficos e de calcu
los de campos cristalinos, assim utilizou-se também teoria de per
turbagao em conjunto com os dados de RPE para determinar o estado
fundamental.

Para o caso de simetria tetraédrica alongada o estado
orbital xz ou yz deveria ser o fundamental. Os calculos efetuados
levaram a expressoes para o fator g} nos dois casos, que requeriam
valores de g acentuadamente rombico inclusive com um dos valores
dos componentes de g muito proximo de 2,0023. Os valores de g ob-
tidos experimentalmente apresentam um carater rombico, porém ten-
dendo para axial com pequena distorg¢ao, mas nenhum dos componen-—
tes tem valor proximo de 2,0023., E conveniente citar também  que

estes estados, xz ou vz, nao tem sido encontrado como fundamental
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para o ion de Cu(II).

Para a simetria tetraédrica comprimida que propoe como
estado fundamental xy as expressoes obtidas para o fator g mostra
ram-se coerentes com os valores de g obtidos experimentalmente.
Portanto & proposto o estado fundamental xy para o Ion Cu(IT) no
complexo lCuC£2(bdfpo)2|,

Os calculos para os fatores de reducao orbital, utili-
zando os dados do espectro de po, mostraram também a anisotropia
do campo cristalino e os valores obtidos sao plenamente ccerentes
com o tipo de simetria do complexo e com os valores de g obtidos.

No entanto ja que nao ha confiabilidade total no espec
tro de pd obtido tentou-se uma maneira alternativa para efetuar
os calculos dos fatores de reducao orbital e que consegientemente
poderia também revelar se realmente ha ou nao alguma confiabilida
de no resultado do proprio espectro da amostra policristalina.

A utilizacao do comprimento de onda do maximo de absor
cdao do espectro da amostra em solucao como parametro de referéncia
para esses calculos & proposto considerando que ele representa o
valor médio da superposicao das transicoes d-d existentes. E da
forma como descrito na segéo 5.2.1.5, os resultados obtidos foram
muito proximo dos obtidos utilizando os dados do espectro da amos

tra em pd. Assim sendo propoe-se que existe confiabilidade tanto
nos valores dos fatores de reducao orbital obtidos como no espec-

tro de po6 utilizado.

5.3- Hidratacao de hemoproteinas

5.3.1- Resultados

5.3.1.1- Medidas de RPE

As medidas de RPE das amostras foram efetuadas a tempe



ratura de -156 OC, e alguns espectros sao mostrados nas figquras
(35 e 36).

Os espectros sao caracterizados por absorgoes com valo
res de g em torno de 6; 4,3 e 2. A absorcao em g ~6 & devida a
componente perpendicular do estado de spin 5/2 do ion Fe(III) em
campo cristalino axial; em, 4,3 & associada também ao estado de
spin 5/2 porém em um campo cristalino rdmbico e as absorcoes  em
torno de 2 devido ao estado de spin 1/2 do Ion Fe(III) em um cam-
po cristalino axial ou rémbico e pela absorcao de um radical cria
do, com g= 2,01 (linha de absorcao bem estreita (~10 Gauss)).

Das diferencas observadas nos espectros obtidos em di-

ferentes porcentagens de hidratacao tentou-se relacicnar alguns
parametros de forma que pudessem traduzir aspectos particular e
de interesse das amostras. Convencionou-se chamar de Il a intensi
dade da linha de absorgdo e AH; a sua largura em g ~ 6; I, a in-
tensidade da linha de absorcao e AH, a sua largura em g= 4,3 e I,
a intensidade da linha de absorgao em g= 2,01 (do radical) confor
me mostra asfiguras36a e 36b.

Os parametros utilizados foram: ql}: 6), AHy, a razao
I3/(Il +12) e a razao 82/8l onde s, & dado por UAHZ)Z. 12) e s, =

2 . . . ~ -
= (AHl), Il e representam em uma primeira aproxlmacao, as areas

das linhas de absorcoes em g ~ 4,3 e g = 6 respectivamente.

5.3.1.2- Meta hemoglobina bovina

Os valores medidos de g, para a linha de absorcao do
estado de spin 5/2 do ion Fe(III) em campo cristalino axial (qll,
apresentaram alteracoes para as amostras em diferentes porcenta-
gens de hidratacao. Foi encontrado um valor maximo de g= 5,79 e

um minimo de g = 5,65 onde o valor maximo & observado nas amostras

nais secas e o menor nas mais Umidas, porém um comportamento con-
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tinuo ndo foi obtido ou seja nao parece existir uma correlacao mo

notonica.

Comportamento analogo & observado para a largura de 1i
nha desta absorcao (AHl) que tem um maximo de 200 Gauss e um mini
mo de 150 Gauss, observado nas amostras mais secas e amostras mais
tmidas, respectivamente, e que da mesma forma que a variacao de
9y nao apresenta uma correlacao monotonica.

A linha de absorcao em g proximo a 4,3 manteve-se inal

terado com o grau de hidratacao, e teve como valor mais preciso

g = 4,28. Para a linha de absorcao do radical o valor de g igual
a 2,01 também manteve-se inalterado com a hidratacao.

As intensidades das linhas de absorcao (Il, I, eI,) va
riaram acentuadamente com a porcentagem de hidratacao, conforme po
de ser verificado nos espectros mostrados.

Observando-se, dos espectros, que a intensidade de I3
decrescia monotonicamente com a hidratacao foi proposta uma curva
de "calibracao" que poderia ajustar os valores obtidos experimen-
talmente, conforme descrito na secao 4.3.1.

A curva de "calibracao" foi obtida colocando em grafi-
co os valores de I3/(Il + I2) em funcao da hidratacao experimental
e tracando uma curva média que melhor se adaptasse aos pontos ex-
perimentais, figura 37.

O grafico 5,/81 % hidratacao, figura 38, mostra um

miximo em uma regiao de hidratacao entre 11 e 13%.

5.3.1.3- Meta mioglobina equina

Analogamente aos resultados obtidos para a meta Hb, os
valores de g das linhas de absorcoes em g préximo a 4,3 e 2,0 (ra
dical) mostraram-se constantes nas diversas porcentagens de hidra

tacao medidas, onde os valores mais preciso foram 4,29 e 2,01 res
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pectivamente.

O grafico da figura 39 mostra o comportamento de 91
(= 6) em funcao da hidratacao, que diferentemente da’meta Hb, apre
senta um comportamento monotdnico. O valor maximo de g obtido foi
5,801 e o menor 5,716 referente a amostra mais Umida e a mais se-
ca respectivamente.

As intensidades das linhas de absorcoes (I, I I

2 ¢ I3y
mostraram, como na Hb, variagGes acentuadas, como €& mostrado nas
figuras 36a e 36b.

Interessante também ressaltar o comportamento de AHl
que mostrou uma variacao entre 80 e 170 Gauss onde o valor maior
€ observado com a amostra mais seca e 0 menor com a mais Umida, e
além disso pode ser tracada uma curva de "calibracao", analoga a
da Hb, com base na variacido de AH; com a hidratagao, conforme mos
tra a figura 40.

O comportamento da razao I3/(Il + 12) versus hidratacao
experimental (figura 41} apresentou um aspecto semelhante a do
AHl x hidratacao experimental e pode também ser utilizada como cur
va de "calibracao".

O grafico da razao S,/8, versus hidratacao (figura 42)
mostrou um maximo, menos nitido que o da Hb, em um grau de hidra-

tacao de ~ 8%.

5.3.2- Discussao

Os parametros medidos e relacionados das medidas dé
RPE mostraram-se de uma utilidade significativa.

A relagao 13/(11 + I,) que serviu como base para uma
curva de "calibracao" traz em si uma propriedade notivel ou seja
a partir da medida de RPE inferir sobre a porcentagem de hidrata-

cao de uma amostra. Isto sem dGvida & um resultado relevante po-
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FIGURA 37 - Grafico de I3/(Il +1,) em fungao do grau de hi

dratagao para meta Hb bovina.
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rém & importante conhecer a origem dos termos que constituem a

relacao.

Para construir a curva de "calibracao" partiu-se do ob

servado que I, decrescia com a porcentagem de hidratacao. Portan-
to, primeiramente tentar-se-a conhecer a origem da absorcao em
g= 2,01.

Em uma das amostras efetuou-se medidas de RPE em diver
sas temperaturas e constatou-se que a linha de absorcao em g= 2,01
estava presente mesmo a temperatura ambiente o que descartou a

rossibilidade de estar ligada & absorcao do ion Fe(III).

T. Yonetani e H. Scheleyer (57) observaram em medidas
de RPE, a =196 OC, de citocromo ¢ peroxidase, em solucao 6 mM em
fosfato tampao 0,1 M, e em policristais secos, uma linha de absor
cao estreita em g = 2,00 que segundo eles era derivada de um radi
cal livre ocasionalmente encontrado nas preparac¢oes da enzima. Es
ta absorcao foi reconhecida com um excelente padrao interno de ca
libracao do valor do campo magnético (g "marker").

Pelas caracteristicas (largura de linha (10 G), valor
de g (2,01), e existéncia em temperatura ambiente) a linha de ab-
sorcao, por nds observada em g = 2,01, certamente também & devido
a algum radical criado na desidratagao das hemoproteinas (Hb e
Mb) . No entanto, diferentemente que no citocromo ¢ peroxidase, em

todas as amostras policristalinas medidas observou-se tal linha de
absorcao e em solugao nunca foi detectada.

Apesar de conhecida a origem da linha de absorcao, o
mecanismo pelo qual o radical & formado nao foi possivel ser esta
belecido .e serad objeto de estudos posteriores.

A absorcao em g = 6 (?13 & sabidamente devido a compo-
nente perpendicular do estado de spin 5/2 em campo axial do 1ion
Fe(III) da hemoproteina em estudo e sua intensidade decresce con-

sideravelmente na desidratacao, e a largura de linha para a pro-
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teIna desidratada & maior que da hidratada.

A variacao da largura de linha, em g = 6, deve estar re

lacionado a desvios da simetria axial do sitio do ion Fe(III) (58).

devido a alteracoes na conformacao da nroteina desidratada.

A absorcao em g = 4,3 & devido ao Ion Fe(III), estado
de spin (5/2) sujeito a um campo cristalino rémbico (52). Esta 1i
nha de absorcao pode estar ligada a mudancas de conformacao (ou
desnaturacao) da proteina devido a retirada das moléculas de agua,
na secagem, 0 que alterou a simetria de grupos heme, no qual o Ion

Fe(III) ficou sujeito a um campo cristalino rdmbico, sendo portan

to responsavel pela absorcao citada.

Quando a proteina & hidratada novamente nota-se a redu
cao ou desaparecimento desta linha de absorcao (em g = 4,3) o que
caracteriza o carater reversivel da "desnaturacao". O sinal rema-
nescente que eventualmente aparece em solucao & devido Ss protei-
nas gque nao tem sua conformagao nativa recuperada.

O decréscimo na intensidade de I, com a desidratacao &
acompanhado pelo surgimento da linha de absorcao em g = 4,3 e tam
bém pelo aparecimento de absorcoes com g prdoximo de 2, que prova-
velmente sejam devido a componentes de baixo spin (1/2) do ion

Fe(III).

-

Nota-se que em solucao onde Il € muito intenso, I e

2
minimo ou eventualmente nem & detectado e também as absorc¢oes com
g proximo de 2 tem suas intensidades reduzidas ou nulas em solu-
cdao. Amostras em diferentes graus de hidratacao tém as intensida-
des das linhas de absorcao diferentes também. Com base nessas ob-
servacoes & possivel sugerir existir uma interconversao de sime-
trias entre os sitios do Ion Fe(III).

Assim, supondo correta a interconversao de simetrias pa

ra os centros paramagnéticos, a soma das intensidades Il e 12 pPo-

deria fornecer um valor aproximadamente constante e foi dessa ma-
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neira utilizado, juntamente com I.,, para obtencao dos pontos da

3’

curva de "calibracao". Pensou-se utilizar a soma (8 + S,) como

valor constante, em vez de (Il + 12), mas esta apresentava uma va
riacao acentuada e foi preterida.

Essa interconversao de simetrias noderia ser exatamen-
te comprovada se fosse possivel efetuar com uma mesma amostra va-
rias medidas em diferentes graus de hidratacao. Calculando as
idreas das curvas de absorcao (incluindo também as absorcoes com g
proximo de 2), ja que sao proporcionais ao nimero de spins respon
sivels pela absorcao, a soma delas deveria ser constante para to-

das as medidas e diferiria apenas nas contribuicoes individuais de
cada linha de absorcao, comprovando assim a interconversao de si-
metrias.

A construcao de um "porta amostra" adequado, que possi
bilite efetuar o experimento citado acima, & nosso propdsito e se
ra utilizado na continuacgao desses estudos.

Um problema adicional, para a comprovacao exata da in-
terconversao de simetria, & a resolucao completa das absorcoes com
g proximo de 2, o que também sera alvo de estudos futuros.

O grafico da relacao $,/8, em fungao da hidratacao (fi
gura 38) mostra um maximo em uma hidratacao entre 11 e 13%, pa-
ra a meta Hb.

O fendmeno onde propriedades fisicas e quimicas de pro
teinas dependem fortemente do grau de hidratacao tem sido observa
do em uma variedades de experimentos. O aspecto caracteristico des
te comportamento & a existéncia de um valor de hidratacao criti-
ca. Acima e abaixo deste valor condicoes fisicas e quimicas dife-
rentes parecem prevalecer. Este fato parece estar relacicnado a
uma quantidade minima de adsorcao de moléculas de Agua necessiria

para induzir uma variacao conformacional em direcadao a estrutura na

tiva.



Podem ser citados varios trabalhos que fazem referén-

cia a hidratacao critica (he):

- medidas de condutividade protonica (Maricic "et alii" (5) -

— hc= 18% (Hb bovina)

- medidas de dispersao dielétrica (G. Brausse "et alii" (6) -

— hc= 16,5% (Hb equina)

- dependéncia da constante dielétrica (D. Rosen) (7) -

— hc= 24,6 (albumina de soro bovino) e hc= 23,5 (mioglobina

de cachalote)

- dependéncia da constante dielétrica (Takashima e Schwan (59) =

— he= 0,10 (ovalbumina)

- isotermas de adsorcao (G. Brausse "et alii" (6) -

— he= 0,12 (Hb equina)

- efeito Hall (Chai,S.Y. e Vogelhut, P.O) (9) -

— hec= 0,13 (Hb bovina)

Os diferentes valores de hidratacao critica obtidos po
dem ser devido aos seguintes fatores: composicao e conformacao es
pecifica das diferentes proteinas consideradas; medida exata do
contetdo de aqua; e tipo de técnica e parametro fisico utilizado.

Comparando os dados obtidos da literatura com os dados
obtidos, por nds, com base na relacao 82/5l & muito provavel que
o valor de ~13% de hidratacao, onde tem-se um maximo para a rela-
cao 82/5l (figu?a 38) trata-se da hidratacao critica para a meta

Hb bovina detectada através da medida de RPE convencional.
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O comportamento da relacao 82/Sl x hidratacao apresen-
ta duas tendéncias diferentes, abaixo e acima da hidratacao criti
ca. Abaixo da hidratacao critica, a medida que aumenta a quantida
de de agua adsorvida ha um aumento no nimero de sitios com sime-
tria rémbica (aumento de S,) . Acima deste valor nota-se um decrés
cimo no numero de sitios com simetria rdémbica (diminue S,) até que
em solucao este nimero de sitios & muito pequeno.

G. Brausse e colaboradores observaram que a variacao de
volume da hemoglobina equina liofilizada durante adsorqéb de agua
aumenta lentamente na variacao do grau de hidratacao até 12% (hi-
dratagao critica por eles observada através de estudos com isoter
mas de adsorcao), contudo aumenta mais rapidamente na variacao de
12 a 24% que seria esperado se esta variagao fosse meramente devi
do a quantidade de agua liquida ou gelo adicionada. Isto foi ex-
plicado considerando que acima da hidratacao critica a variacao de
volume acentuada ocorre devido ao aumento de volume da propria pro
teina, que tem uma mudanca de conformacao em direcao a estrutura
nativa hidratada, a qual tem um volume maior que a desidratada (37).

0 resultado por nds obtido, maximo da relacao S,/8; em
torno de 13%, pode ser explicado considerando que acima deste va-
lor condicoes prdximas das de solucoes existem e ha um aumeﬁu)cqg
sideravel de sitios que obtém sua configuracao nativa hidratada,
que havia sido perdida com a desidratacao, e dessa forma ha um de
créscimo na absorcao em g = 4,3,

Em um estado completamente seco iartificial), a protei
na provavelmente tem uma‘conformagéo diferente da nativa, inteira
mente no estado hidratado, pois a camada de hidratacao & conside-
rada ser (em adicao & interacoes hidrofobicas da cadeia peptidica)
parte integrante da estrutura terciaria da proteina. Um argumento
para este conceito &, por exemplo, a forte dependéncia com a hi-

dratacao da susceptibilidade magnética da hemoglobina observada
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por Havemann e Haberditzl (8).

Como o estado eletrdnico do ferro € suposto . ser de-
terminado pela conformacao da proteina e vice-versa (60), uma va-
riacdao no estado do ferro implica numa variacao da es£rutura ter-
ciaria pertinente a uma variacao no grau de hidratacao.

Nossos resultados sugerem que a alteracao na estrutura
tercidria ocasionada pela desidratacao traz alteracoes no sitio do
Fe(III) (heme). Essas alteragoes sao traduzidas em mudancas na si
metria do sitio, de axial para rombica, e na intensidade do campo
cristalino, de campo baixo para campo alto, alterando assim o es-
tado de spin de 5/2 para 1/2.

E possivel que essas alteracoes ocorram simultaneamen-
te pafa alguns sitios, ou seja estes tem alterado o estado de spin
(de 5/2 para 1/2) e a simetria (axial para rOmbica), e para outros
isoladamente, ou seja, mudanca apenas na simetria ou apenas no es
tado de spin. Como conseqiiéncia dessas alteracoes tem-se o surgi-
mento da linha de absorcao em g= 4,3 (estado de spin 5/2 com sime
tria rombica), e das linhas de absorcgoes em g prdximo de 2 (esta-
do de spin 1/2 simetria rOmbica ou axial (essas linhas de absor-
¢oes nao sao bem resolvidas)) e também o alargamento da linha da
absorgcao em g = 6 (desvios da simetria axial, conforme ja citado).

As medidas efetuadas com a meta Mb equina mostrou um
decréscimo monotdnico da largura de linha da absorcao com g = 6
com o aumento do grau de hidratacao e esses dados foram utiliza-
dos para construir uma curva de "calibragao".'lsto evidencia que
a retirada de agua na proteina seja a responsivel direta ou indi-
retamente, pelo alargamento da linha de absorcao com g = 6.

O comportamento diferente da largura de linha da absor
cao em g = 6 em funcao do grau de hidratacao para a Mb e a Hb po-
de ser explicado da seguinte forma: a Mb, sendo um mondmero tem

uma interacao especifica com a dgua idéntica para todas moléculas
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de Mb e isso reflete-se num comportamento monotdonico de AH, com a

1

hidratacao; a Hb, por sua vez, sendo um tetramero (2 cadeias a e

2 cadeias B), apesar de também ter uma interacao especifica com a

agua, certamente parecida com a da Mb, contudo cada cadeia do te-
tramero é modulada tamhém por interacoes adicionais entre unida —
des que podem resultar em efeitos ligeiramente diferente em cada

unma delas e dessa forma nao ha um comportamento monotdnico de AHl

com a hidratacao.

Analogamente ao comportamento da largura de linha da

absorcao com g = 6 (AHl) 0s valores exatos de g9, (g = 6) para a Mo
apresentou um comportamento monotdnico, porém crescente, com o au
mento do grau de hidratacao, enquanto para a Hb um comportamento
monotonico nao foi encontrado, sugerindo também como razao para
tais comportamentos as diferencas de estrutura entre as duas pro-
teinas citadas acima, levando-se em conta que interagoes entreuni
dades na Hb sao distintas das interacoes com agua e devem produ-
zir outro tipo de estabilizacao no tetramero.

A absorcao com g = 2,01 (radical livre) para a Mb mos-
trou o mesmo comportamento, decréscimo da intensidade com a hidra
tacao, como o encontrado para a Hb sugerindo assim uma nao depen-
déncia de tal comportamento com a composicao e estrutura das duas
proteinas.

O grafico da relacao $,/5, em funcao da hidratacao (fi
gura 42) para a Mb apresentou um maximo em torno de 8% de hidrata
cao. A diferenca entre os maximos da relacao 52/8l encontrado pa-
ra a Mb e Hb sugere comportamentos distintos, em termos quantita-
tivos, das duas proteinas com relacao & hidratacao. Ressalte-se
também que o valor maximo de SZ/Sl para a meta Hb & quase trés ve
zes maior que o da meta Mb enquanto para a amostra mais seca o va
lor de SZ/Sl da. Hb & duas vezes e meia (2,5) menor que o da Mb, e

assim o grafico da Hb apresenta o maximo de forma muito mais acen
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tuada que o da Mb. JQualitativamente, no entanto, o comportamento

para as duas proteinas parece ser idéntico ou seja abaixo do va-
lor maximo de S2/Sl o nimero de sitios com simetria rombica aumen
ta com o grau de hidratacao e acima do valor de hidratacao a cri-

tica decresce (Figuras 38 e 42).
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CAPITULO VI

CONCLUSKO

6.1- Complexos Cu(II)-Aliina

1-

Dos resultados obtidos das medidas de absorcao eletrdnica e
RPE dos complexos foi possivel propor a existéncia de, pelo
menos, quatro espécies de complexos. O primeiro a pH baixo
(menor que 3,5) no qual o ion Cu(II) estd solvatado, o se-
gundo que deve existir ja em pH em torno de 3,5 onde o ion
Cu(II) estd possivelmente coordenado a oxigénios de grupos
carboxilicos do aminoacido, o terceiro que existe na regiao
de pH entre 6 e 11, o ion metidlico & coordenado por oxigé-
nios de grupos carboxilicos e nitrogénios de grupos amina
formando complexos do tipo 2L-1M, e o quarto em pH maior que
11 onde deve haver també&m hidroxilas (OH ) coordenando-se ao

ion Cu(II).

2- No complexo 2L-1M formado nos pHs entre 6 e 11 a nao resolu

cao espectral das interacoes super-hiperfinas, entre o spin
eletrdonico do ion metalico (S= 1/2) e o spin nuclear dos ni
trogénios (I= 1), no espectro de RPE, & devido a posiciona-
mentos nao equivalentes dos nitrogénios, em relacao ao ion
Cu(II), e por esta razao sao escondidos pela largura e so-

preposicao dos dois tripletos nao equivalentes.

A nao obtencao de monocristais do complexo estid relacionada
ao fato da cadeia lateral (residuo) do aminoacido aliina

ser, com excecao do grupo sulfdoxido, altamente apolar e is-
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to impossibilita a formacao de pontes de hidrogénios essen-

ciais na estabilizacao da estrutura cristalina.

6.2- Complexo ICuCEZ(bdfpo)Zl

1-

4~

Das medidas de RPE no monocristal obteve-se trés valores dis
tintos de g, caracterizando uma simetria rombica para o si-

tio do Ion metalico. Este resultado esta em pleno acordo com

os dados cristalograficos que propoe uma simetria tetraédri

ca distorcida para o sitio.

Propoe-se o estado fundamental dxyfm}uo ion Cu(II) no com-
plexo com base nos dados de RPE, e cristalograficos e usan-

do teoria de campo cristalino.

Os valores dos fatores de redugao orbital foram obtidos uti
lizando, adicionalmente aos dados de RPE, dados de absorcao
eletronica dos complexos em solucao ou em pd e mostraram-se

concordantes com os dados cristalograficos e de RPE.

As interacoes hiperfinas do Ion Cu(II), no espectro de RPE,
nao foram resolvidas devido ao alargamento da linha de res-
sondncia por interacoes entre os centros paramagnéticos, que

no monocristal estao prdximos.

6.3- Hidratacao de Hemoproteinas

Meta Hb bovina e meta Mb equina liofilizadas foram sub

metidas 3 medida de RPE, a temperatura de -156 OC, observando-se

as variacOes espectrais de amostras em diferentes graus de hidra-

tacdao. A partir de resultados preliminares obtidos propoe-se:
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As alteracoes introduzidas pela desidratacao na estrutura das
hemoproteinas trouxe alteracoes também no sitio do Fe(III)
(heme) que foram traduzidas em mudancas na simetria do si-
tio, de axial para rombica, e na intensidade de campo cris-
talino, de campo fraco para campo forte, alterando assim o
estado de spin do lon férrico de 5/2 para 1/2. Essas altera
coes foram responsaveis pelo surgimento da linha de absor-
cao em g= 4,3 (simetria rdmbica), pelo alargamento da linha
em ql_(desvios da simetria axial) e também pelo surgimento
das absorcoes em g proximo de 2 (estado de spin 1/2). Adi-

cionalmente a essas alteracoes criou-se também um radical 1i

vre, na desidratacao, com g= 2,01.

Da razao S,/8, em funcao da hidratacao foi obtido um maximo
em uma hidratacao em torno de 13% para a meta Hb bovina e
propoe-se que este valor seja a hidratacao critica detecta-
da através de medida de RPE convencional. Para a meta Hb es-

te valor maximo de SZ/Sl foi obtido em uma hidratacao de 8%.

Da observacao do sinal de RPE do radical livre, com g= 2,01,
éua intensidade (13) mostrou-se dependente do grau de hidra
tagdo.No grafico de. I;/(I; +I,) em funcao da hidratagao ob
teve-se um comportamento que pode ser utilizado como uma cur
va de "calibracao". Esse resultado também & expressivo  no
sentido que a partir da medida de RPE & possivel inferir a

respeito do grau de hidratacao da amostra.

O valor preciso de g, e a largura de linha dessa absorcao
(AHl) mostraram-se dependentes do grau de hidratacao. Para
a meta Mb observou-se um comportamento monotdnico desses pa

rametros com a hidratacao, g, aumentou com a hidratacao e

AHl decresceu. O grafico de AH, em funcao da hidratacao apre
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sentou um comportamento identico ao de 13/(1l +I,) e também
pode ser utilizado como curva de "calibracao", tendo a van-
tagem adicional de ser obtida a partir de um parametro abso
luto e nao de um relativo. Para a meta IHb, no entanto, tan-
to g, como AHl mostraram valores maiores nas amostras mais
secas e menores nas mais umidas, vorém um comportamento mo-
notdnico nac foi obtido. Os comportamentos distintos entre
a meta Mb e meta Hb devem ocorrer devido a interacoes adi-
cionais entre as unidades da estrutura quaternaria da meta

Hb que podem resultar em efeitos ligeiramente diferente em

cada uma delas e portanto apresentam um comportamento dife-

rente da Mb.

Devido a relevancia das observacoes obtidas através dos
resultados preliminares pretende-se dar continuidade a este estu-

do e dentre as atividades futuras estao:

- efetuar as medidas tendo controle da quantidade de spins res
ponsaveis pelo sinal de RPE, e assim pode relacionar parame-

tros absolutos com o grau de hidratacao;

- a construcao de um "porta amostra" que permita fazer medidas

com uma mesma amostra em diferentes graus de hidratacao;

- substituir o sexto ligante do ion Fe(III) no heme e observar

o comportamento do correspondente derivado;

- utilizar a correspondente apoproteina para estudos de forma-

cao do radical;

~ estender os estudos para outras hemoproteinas.
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