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RESUMO

Cristais de mioglobina tipo A foram dopados por pro-
cesso de difusao com o marcador 2, 2, 6, 6 - tetrametil-l-oxil

(TEMPO). Observa-se a existencia de uma especie de marcador i-

sotropica e outra anisotropica, que exibe uma simetria axial
com A,= 23,4 G, A= 20,6 G e g = 2,0056. S3o estimados os tem-
pos de correlagao rotacional T,= 7,2.10_98 e Ty = h,8.10_98.

Uma analise do grau de hidrofobicidade dos residuos, situados
na parte interna da molecula, sugere como um possivel sitio de
localizacao para o TEMPO o bolso formado na regiao da tirosina
103 - helice H e 151 - terminal 3HC. Este bolso tem tamanho su
ficiente para abrigar o radical e posigao coerente com a heme,
o que nao acontece com Outros sitios.

Observa-se uma mudanga conformacional da proteina,in
duzida pela temperatura na regigo 20-30°. Esta pode ser atri-
bulda a um movimento da helice H. Este resultado somado ao de
outros autores indica uma mudanga conformacional de grande ex-—

tensao na molecula.



ABSTRACT

Type A myoglobin single crystals were doped with the
2,2,6,6 - tetramethyl-1l-oxyl (TEMPO) spin label by a diffusion
process. We observed one isotropic spin label type, and another
anisotropic type which shows an axial symmetTy with Ay= 23,46,
A= 20,6G, and g = 2,0056. The rotational correlation times a-

S sec. and T, = l&,8.10_9 secC. A

e estimated to be T, = 7,2.10°
quantitative analysis on the hydrophobic nature of the residues
situated inside the molecule suggests, as a possible site for
the TEMPO, the pocket formed in the region of tyrosine 103~
—helix H and tyrosine 151-terminal 3HC. This pocket is of suf-
ficient size to contain the radical and 1is positioned in such
fashion as to be compatible with the heme group, this not hol-
ding for other sites.

A temperature induced conformational change in the
protein is observed in the region 20-30°C, which may be ascri-
bed to a shift of the H helix. This fact, toghether with the
finds of other authors, seems$ to indicate a generalized tempe-
rature induced conformational alteration in the molecule.
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INTRODUGAO

A primeira aplicagao da tecnica de EPR a cristais de
mioglobina (Mb) foi apresentada por Bennett, Gibson e Ingram1
em 1957. Neste trabalho. os autores determinaram a orientagao
das hemes em relagao aos eixos cristalinos atraves da analise
da variagao angular do espectro do FeB* presente na heme.

Desta data ate os dias de hoje muito se tem feito com
tecnicas de EPR objetivando uma melhor compreensao da estrutura
e funcionamento desta molécula. A maioria das a§1icagaes desta
tecnica a mol2acula de Mb pode ser colocada em duas classes: de
terminagao da estrutura eletronica do seu centro ativo e detec-
956 de mudancgas conformacionais induzidas por fatores externos
como temperatura, pH, p02, etec...

Essas informagoes sao obtidas atraves do espectro de
EPR do centro paramagnético presente na molecula. Como a mioglg
bina possui somente um desses centros junto a heme, a nossa in
formacao sobre possiveis mudangas conformacionais ficam restri
tas a vizinhanga prEkima«doFeB*. Um artificio frequentemente em
pregado para aumentar o nosso campo de "visao™ na molécula & a
marcagao com centros paramagneticos em outros sitios que nao a
regiao da heme, assim foram inicialmente empregados ions de
transigio{ e.g. cu?? que‘ééf}iga covalentemente a histidina
his-Al10, lisina-Alé4 e aspéragina-GH4, e mais recentemente(1965)
foram desenvolvidos os radicais (-N-0) que funcionam como marca
dores de spin ("Spin labels") que podem ligar-se a molécula co
valentemente ou nao.

No primeiro capitulo apresentamos um resumo da teoria
utilizada para abordar o problema do calculo dos tempos de cor
relagao rotacional, no capitulo dois fazemos uma descrigao sumé
ria da molecula de Mb e no terceiro capitulo sao apresentados

os resultados experimentais.
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CAPITULO I

0 METODO DO MARCADOR DE SPIN

Como vimos na breve introdugaoc apresentada queremos co
locar um marcador de spin em determinados sitios da molecula de
tal maneira que este possa nos reportar o que esta acontecendo na
sua vizinhanga. Este marcador para funcionar como tal tera que
cumprir varias exig@ncias. A primeira questao que surge, e tal-
vez a mais fundamental, e ate que ponto a informagao transmitida
Pelo marcador e algo intrinseco a molecula ou algo criado pela
sua presenga.

Obviamente, todo marcador causa uma perturbacao em sua
vizinhangca sendo na pratica impossivel obter-se a situagao ideal

Consequentemente, toda informacao obtida deve ser tratada tendo
esse fato em mente,

Outras propriedades que os marcadores devem possuir
sao: estabilidade nas condigoes de pH, temperatura e concentra-
g¢ao salina, encontradas nas moleculas biolbgicas., Devem ser sen-
siveis a polaridade, acidez, viscosidade e 11m1tagoes de mov1men
to. Alem do mais & interessante que possuam um espectro relatlva
mente facil de ser interpretado.

Um radical que praticamente possui todas essas proprie

dades e o nitroxido (N- 0) cuja formula geral & a seguinte:

CH,

\ e ~.
C,/ \CH a

3 3

L

FIGURA 1

onde R1 e R, sao radicais convenientes.



O sinal de EPR obtido provem do eletron desemparelha-
do do oxigeénio. Como o isotopo mais abundante do oxigenio nao
possui momento magnetico nuclear, o desdobramento hiperfino de-
ve-se a interagao com o nitrogeénio e protons vizinhos, sendo a
interagao com o primeiro determinante, visto que de 80 a 90X da
funcao de onda do eletron esta confinada no orbital 2Pv do ni-
trogenio.

Antes de continuarmos vamos precisar qual o nosso ob-
jetivo. Um radical N-0 quando colocado numamatriz diamagnética
pode executar movimentos rotacionais e estamos interessados em
saber como estes movimentos mudam o aspecto do sinal de EPR pa-
ra, a partir deste, tirarmos conclusoes sobre o meio em que es-
ta imerso o radical.

Entre as teorias existentesB’ 4 para abordar este pro

blema podemos citar a de Bloch e Redfield na qual a interacgao
Idos spins com todos os graus de liberdade do : sistema (relaxa-
ggo spin-rede) e tratada como uma pequena pertubagao. Esta con-—
dig¢ao limita o calculo dos parametros de relaxagao a situagoes
em que os spins executam movimentos aleatorios rapidos. Isto po

de ser posto de maneira quantitativa como segue:
o1 << 1 (1)

onde T & o tempo que caracteriza as rotacoes aleatorias e 0 e a
parte anisotropica da interagao magnetica do radical em wunida-
des de frequencia. Esta condig¢do significa que a frequencia de
reorientagao do radical v = Tul tem que ser muito maior que a
frequencia de interagao spin-rede.

Teorias mais recentes5 tem abordado a situagao em que
ot » 1 A (2)

nestas teorias o mecanismo basico de relaxagao e uma modulagao

das interacoes magneticas anisotropicas do radical pelas suas
rotagoes aleatorias,a interagao com a rede pode ter qualquer mag
nitude e as amostras sao magneticamente diluidas, possibilitan-
do o calculo do espectro de EPR a partir de um unico radical em

movimento.



Para amostras magneticamente diluidas a hamiltoniana

(#) de spin efetivo para o radical N-O tem a seguinte forma:

£ ]

ek H gy oSalorag ! s-Ay H I + Aiyh(t) . s (3)
s THRyT

Os simbolos que aparecem nesta expressao tem o seguinte signifi

cado: B = magneton de Bohr; gaa' e Aaa' = tensor de interagao

Zeemann e hiperfina, respectivamente; Y, © Y = razao giromagneé -
-~ i + - +
tica nuclear e eletronica; I = operador de spin nuclear; S =

operador de spin eletronico e ﬁ(t) um campo estocastico.

Estamos incluindo nesta hamiltoniana alem da intera-
cao Zeemann (nuclear e eletrdnica) e hiperfina a interagao com
o campo estocastico K(E) gerado pelos dipolos vizinhos. Este
campo provoca um pequeno alargamento das linhas de absorggo e
sera tratado como um incremento imaginario na largura da linha
de absorgao.

0 alargamento de linha devido ao termo Zeemann nu-
clear e muito menor que o devido & estruturahiperfina para mo-
vimentos moleculares lentos. Vamos entao desprezar os dois ul-
timos termos da hamiltoniana acima.

Esta hamiltoniana, sem os dois ultimos termos, escri

ta no sistema de eixos {&n (fig. 1) fixos na molecula tem a se

guinte forma:

¥ = H, S, +g_ H S + +A I S +4 1S 4
BlegcHeSp* ey BnSnt ey S ) ¥ A TS e A TnSn A 1’y (4)
No sistema xyz do laboratorio escolhendo a diregao do campo mag
netico externo H coincidente com z e na aproximagao de campo for
te (gBHTIﬁ % 1), que nos permite desprezar termos que nﬁo comu
tam com S (nao seculares), a hamiltoniana pode ser escrita co

mo segue:

% =
(gzzBH+Aszx+Azny+AzzIz)sz (5)



1. A HAMILTONIANA EM COORDENADAS ANGULARES

Como estamos interessados na influencia do movimento
rotacional do radical sobre o espectro nada mais natural do que
escrever a hamiltoniana (5) como fung¢ao dos angulos de Edler,
que seriam as novas coordenadas que descrevem o movimento.

A mudanga de coordenadas pode ser feita transformando
0s tensores que aparecem em ¥ do sistema de referéncia do labo
ratorio (xyz) para o sistema de eixos moleculares fixos a mola-
cula e, como este ultimo pode ser determinado atraves de anguhm
de Euler, teriamos a transformagao desejada. No entanto, & mais
pratico expressar os tensores cartesianos (xyz) numa base esfa-
rica e depois entao realizar a transformagao de base desejada.

0 livro de Edmonds® nos ensina como construir tenso-
res estricos;, como transforma-los de um sistema para outro,etc.
Seguindo esta referencia (pp. 53) vamos deduzir os elementos de
matriz para rotagoes finitas em torno dos eixos do sistema de
referencia. A rotagao do sistema § para o sistema S' atraves dos
angulos (aBY) sera estudada atraves de uma fungao f(r,04) que
descreve um campo escalar, Um ponto (r,604) no sistema S possui
um valor associado f = f(r,8,¢). No sistema rodado S' esse pon-
to tera outras coordenadas (r, 8°', $'), mas o seu valor assocla
do deve permanecer inalterado, sendo, no caso geral expresso por

outra fungao £'(r,0"',9")
f(r9es¢) = f'(rse')d)') ] (6)

O efeito da rotagao do sistema de referencia pode ser expressa-

do pela seguinte equagao operacional:

D(QBY)f(I‘,e :¢)

£7°(r,8',0"') = £(r,0 ,¢) (7)

a fungao f pode ser calculada substituindo os valores de 8'(9,

B$50BY) e ¢'(8,4,0BY) na expressio (7).

Suponhamos agora que a fungdo f & autofungao do ope-
rador momentum angular fz.Como este operador e invariante fren
te a uma rotagao do sistema de referencia, temos que no novo sis
tema S' a funcao f' que descreve o campo escalar & ainda auto-
funcao de L2 com o mesmo autovalor 2. Entiao as autofungoes

(6,¢6) do momentum angular transformam-se segundo o esquema:



m'= -§

L
D(aBY)ng(B.W =Y, (8',9") = 1 Yoo (6,8) <2m'|D(aBy)2ad>(8)

Uma expressao semelhante vale para as autofungoes u(j,m) do mo-

mentum angular total j ,

i
D(afy)u(jm) = §
m'=

uCi,m") {im'ID(aBy)|jn) (9)
-]

As expressoes (8) e (9) mostram-nos que para um conhe

cimento da nova fungao, i.e., a fungao do campo escalar no sis-

tema rodado, e fundamental o calculo dos elementos de matriz
<jm’]D(aByﬁjm>. Precisamos entao conhecer explicitamente o ope-
rador D(afy).

Suponhamos que o sistema S seja rodado de um  angulo

em torno do eixo z. Um ponto com coordenada ¢' no novo siste-
Y

ma S' tera no sistema S uma coordenada ¢ = ¢'+y. Mas como o pPon

to &€ o mesmo o valor da fungao sera o mesmo.

£7'(6,¢') = £(9,¢) (10)
y
y? ‘
P
/.
/,/ xl
NG
//
et
/ X

A expressao (10) leva-nos 3 seguinte relagao diferen-

cial
2 D(aBY)£(6,6) = D(aBy) 2o f£(o $) | (11)
BY .Y b ] . Y a¢ >
omo L = -if 3_ temos que
mas ¢ 2 B(b



37 D(BYIE(8,6) = DlaBy) £ 1 eco,0) (12)

0 operador D(aBy) Para uma rota¢ao em torno do eixo z

e encontrado da solugao da equagao (12).

D(aBY) = C(aB) exp %l L (13)

Usando o mesmo procedimento para os outros eixos temos:

iaLz igL :
D(aBy) = exp 3 exp jﬁ—l exp il— Lz (14)

Os elementos de matriz do operador D(aBY) sao escritos de manel

ra compacta como segue:

<im'|pagy) [im> = DI, (apy) (15)
Sin(oB0) = al. (g) , (16)

Como trabalhamos numa representagao em que J e diagonal a ex-

pressao (15) tem a seguinte forma:

m(aBy) = exp im'y dim,(ﬁ) exp imy (17)
onde
: i8j
a (8) = {im' Jexp —X|jm ) (18)

A expressao (17) possibilita a definicao de um tensor
esferico de ordem 2, representado por 29+1 componentes, como u-

ma grandeza que transforma-se segundo a relagao:

LG (jm")
T N o' Dm'm(aBY) T

(19)

Como m, m' podem assumir os 2j+1 valores da projegao de j os coe
ficientes do somatorio (19) formam uma matriz de dimensao 2j+1

conhecida como matriz de Wigner.
’

Para uma rotagao inversa a (19) temos:



rG™ oy ), (e-sepyrrGnD
m

(1]

. % .y
) 0l (apyyr Y
m'

: m-m'_J
DEGE DR Sy

3 1
IICT T AL (20)
A construgao de tensores esfericos de qualquer ordem
f comega com a definigao do tensor de ordem 1 e a partir deste
utilizando as regras de multiplicagdao de tensores chegamos aos

de ordem mais elevada. O tensor esférico de ordem 1 e definido

como:
(11 o 2L (1 +it))
V2o *
r(1:0) _ g (21)
VASTRED I TS P15
{2’ y
e a regra de multiplicagao entre dois tensores de ordem ll e 22
e:

(%™ (ap) = ) JORNTENESE VIS UR S T (22)
1

onde C(z,lzl,m,m—ml) sao os coeficientes de Clebsch-Gordon que

s3o diferentes de zero somente para 121—121515|21+22|

Seguindo essa linha (formulas (21) e (22)), Nordio’apre
senta-nos uma tabela de expressaes gerais para as componentes es
fericas irredutiveis correspondentes a tensores cartesianos de
segunda ordem,

A discusao anterior pode tambem ser extendida para o-
peradores, assim as componentes Ix’ Iy e Iz do operador 1 podem
ser escritas como operadores esféricos de mameira analega a(21).

A hamiltoniana (5) possui somente as interagoes Zeemann

e hiperfina que de modo geral sao escritas como segue:



> 3
H.gS = [ H;g;.S,
ij
+ (23)
> >+
I.AS =} TI.A,.S
ij J 3

Estas expressoes podem ser encaradas como a contragao
de dois tensores, €.g., gij e Hisj’ que sao produtos escalares
entre tensores e, portanto, invariantes frente a rotacoes do sis

tema de referencia.

De acordo com a equagao para a contragao de tensores
a hamiltoniana de um sistema magnetico pode ser expressa como

segue’:

%- 7 %_ (*l)mFﬁ(z’—m)A(l’m) (24)
|1

m U

Fl(!’)_m)
u

. v . . 2. m -
ricas irredutiveis do tensor cartesiano e Aé »m) e o operador da

onde Y especifica a interagao, sao as componentes esfé
interagao.

Normalmente os operadores de spin $a0 expressos no
cistema de laboratorio e os tensores de interagao magnetica no
sistema de coordenadas moleculares. E conveniente expressar F'
(2,-m) em termos destas componentes moleculares F(g,m). Usando

a lei de transformagao (20) temos:

% - ) ¥ (-1)‘“'1-‘(""“")1)z .(aBy)A(L’m) (25)
u m

2, m,m' H mm H

Aplicando estes resultados 3 hamiltoniana (5) temos?,

finalmente:

6 () ﬁsz[a(ﬂ)+a°(ﬂ)lz-a_1(Q)Izl—al(ﬂ)lil] (26)

&

onde os coeficientes a(Q), ao(Q) e a+1(9) estao relacionados com

os valores principais dos tensores A e g da seguinte maneira:

a@) = EBE 4 %E{Di,o(m*\]g |05, @0 —z‘“’]“g}"i‘s



Q) = A + Dz A7 + 'JZ?[DZ (Q)+D2 (Q)} AAL (2
®o A o,0 h 3 0,2 0,-2 " TH 27)
/3 2 AL, 1 7.2 2 J Aay

2, (W) = 37 Dy (M- 4 7 [Dt1,2(9)+ Piq,-2 | =~
e
g = (g, *8 +g ) bg = g, "8 g, = >(g,pmg ) (28)
3°7EE ®nn “re (44 L 2°°EL ®nn
A = l(A +A__+A_) AA = A__-A AA, = l(A -A_ )
3'EE "mn Cr (4 L 277EE Tnn
S U
/2 y
Nestas expressoes f = (aBY) e 6 & o incremento da
largura de linha devido ao campo estocastico h(t).
A hamiltoniana (26) juntamente com o conjunto de ex
pressoes (27) mostram .claramente a dependencia angular. Os ni
veis de energia sao fungoes do angulo que por sua vez e uma

variavel aleatdria do tempo. A forma do sinal de EPR vai depen
der tanto das interagoes anisotropicas (fig, Agl, Aa, AAL) quan
to destas orientagoes aleatorias. Estas rotagoes sao caracteri
zadas pelo tempo de correlagao rotacional T, que depende da tem
peratura, viscosidade do meio, etc... As interagoes anisotrapi

cas podem ser caracterizadas pelo seguinte parametro:

—

Ag . BH . KA

Para os nitroxidos em banda X, A = 3 ¢cm, H = 3.300 G
e o = 4,5 - 108 STI, de onde vemos que a condigao de Bloch-
Redfield(l) deixa de ser satisfeita para esses radicais quando

T >10 2 s (30)

2. FORMA DE LINHA E MOVIMENTO ROTACIONAL

Toda informagao obtida pelo marcador de spin e passa
da atraves de uma linguagem cifrada que e a linguagem dos espec

tros. Para extrairmos estas informagoes temos que saber inter



—10...

Pretar os espectros corretamente. Alem do desdobramento h1perf1
0 o espectro apresenta formas de linha que dependem do tempo
de correlacao rotacional, que na maioria dos casos e o parﬁmg
tro experimental que fornece as informagoes desejadas.

Nesta se¢ao daremos uma ideia geral de como pode ser
abordado o problema de forma de linha.

Vamos imaginar a seguinte experiencia de EPR: tem-se
uma amostra num campo magnetico constante H Z e aplica-se s1mu1
taneamente um campo alternado, de frequenc1a na faixa de mlcro
onda, numa dlregao perpendicular a H PELE- & H X Pergunta-se: Qual
a potencia media absorvida pela amostra num ciclo? A potencia P

absorvida 1nstantaneamente sera.

dH de
= - <M) ———- = - <Mx) e (31)

A potencia media P ser: a media de P num ciclo, i e:
in/w

dH
P(w)y =- & M D>(5) ae (32)

27 o

Para o calculo da potencia precisamos conhecer M (t),
que pode ser obtido resolvendo a equagao diferencial da dens1da
de de matriz p(t) que governa a evolugao temporal do operador.

Antes porem vamos fazer algumas 51mp11f1cagoes na expressao de

M .
x .
No sistema do IaboratSrip, Mx tem a seguinte forma:
= +
M_ B(g .S, * ngSy ByzS,) (33)
0 elemento diagonal do tensor g, e da ordem de g (e
quagao 28), enquanto Byy © B, sao da ordem de Ag. Consequen

temente o 29 e 3?2 termos desta eXpressao sao menores que o 190
~ 2
por um fator g/Ag = 10° e podem ser desprezados. Entap

x

M =B8g _S (34)

X XX X

1/w

2
ng
P(w) = < x) ) dt (35)
0

A determinagao da forma de linba implica num conheci
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mento da evolugao temporal da magnetizagcao media que estj liga
da ao operador de Spin S,+ A equagao de Heisemberg para Sx(t) e

a seguinte:

ds_{(t) .

X = -}.4 .

T = 5 - L%, 5, (£)] (36)
0 valor medio Sx(t) pode ser obtido resolvendo a

equacao (36) para um §21(t) qualquer e em seguida efetuando a mé
dia sobre todas as copfiguragaes possiveis., Isto porem e prati
camente impossivel e normalmente procedemos de maneira inversa,
calculamos a media de Sx(t) e depois resolvemos 2z equagao (36).
Para que isso seja possivel um modelo "ad hoc" tem que ser fei
to para descrever o movimento do radical.

Para situagoes em que a equagao (1) e satisfeita, a
teoria de Bloch-Redfield @ utilizada gerando uma equagcao para a

matriz densidade p semelhante a (36)

d '
Tt S L) A Raa'pg'Pepe (37

onde E @ a parte da hamiltoniana que contém somente operadores
de spin e o campo magnatico externo, o e B sao Indices dos esta
dos de Spin e Raa'BB' € a matriz relaxacao que contem todas as
interagoes com a "rede", os seus elementos sa¢ independentes do
tempo e obtidos atraves de teoria de perturbagao, o que limita
sua utilizagao i situagoes descritas pela equagao (1).

Estamos particularmente interessados em situacoes em
que a condigao (1) nao & cumprida, ie.ot > 1. Iniciaremos o es

tudo desta situagao partindo de um caso bastante restriteo que

sera generalizado posteriormente.
Suponhamos que o radical POSsa assumir somente um ng

mero finito de orientagoes discretas 91,92,...,Qn; a mudanga de

uma posigao Qj para Qk e feita instantaneamente depois que o
radical permaneceu um certo tempo na orientacgao R,. .
Para a descrigao completa deste processo vamos defi

nir duas grandezas: a) o tempo maedio que o radical permanece

em cdda orientaggo Qj’ T(Qj) onde j = 1,...,n, o recfproco des

-1 " P
te tempo, T (Qj), tem o significado de probabilidade de muydan

¢a de orientagao por unidade de tempo; b) a probabilidade

p(Qij) de que ocorra uma transicao da orientacao Qj para Qk'
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A probabilidade de ocorrer todas as transigoes e:

o
kzl P(2,,6,) = 1 (38)

0 tempo T(Qj) e a probabilidade P(Qj,Qk) devem ser i

ElE

dependentes do tempo para processos estacionarios. Para ‘um 1

tervalo de tempo At, em que nao ocorra mais de uma mudanga de

|o

rientagao

_ bt

& a probabilidade de que neste tempo O radical mude de orienta
cao onde At tem que cumprir a seguinte condigao:

At << T(Qj) i J = 1,2,...,n (40)

Seja o radical numa posigao @, no tempo t. A hamilto
niana que corresponde a esta situagao e T0 (®,), vamos denotar
o operador S mna orientagao &, e tempo t como Sx(Qk,t). A equa
¢ao (36) sera usada para determinarmos a evolugao temporal de

Sx(t) num tempo At que satisfaga a inequagao:

prw << 1 (41)
onde ®_ . e qualquer frequEncia permitida pela hamiltoniana
3 d
?Q(Qk). Se o radical esta numa posigao Qk no tempo t, esta po~

sigao sera mantida durante © tempo At. A equagao:

as_1(Q, »t) - .
_x_ k. - -1 %
— L [#wy, 5,_(92,t) ] (42)
juntamente com 3 condigao (41) formece © valor de §_ no tempo

t + At,

x

i A
s_(0,,tv8e) = (5, (0 E)* i), (9, 0] el (- ) 49

onde o termo entre parentesis ¢ a probabilidade do radical per
manecer na orientagao Qk'

Alem da possibilidade do operador Sx(Qk,t)'atingir o
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valor S (Q t+At) e possivel que outros operadores com mesmo V&
lor mas de or1entagoes diferentes QJ s mudem para Q no tempo

At. Isto pode ser calculado como segue:

z P(Qjﬂk)

§ (Q, ,t+h¥Y) = —Jd =5 (R.,t) At (44)
’ . Q. !,

x k! " T( J) x 3%

Somando (43) com (44) e conservando somente ©0S termos lineares

em At, temos a expressﬁo para a variagao total de Sx(t) no tem

po At:
i 1¢ sx(Qk!t)
S, (R £+0E) =8, (R, ) = {z [ (2,),8, (2,8)] - <@y
P(R.0,)
+ Z T(Qj)"" Sx(Qj.t)} -+ At (45)
Dividindo ambos os lados por At e tomando o limite guando At
tende a 0., Chegamos finalmente a um sistema de equagoes para
Sx(th):
as_(g, ,t) . s_(Q, ,t) P (8.5, )
x k! i x  k? j
e i B J T S
dt 5 L#@y, Sx(Qk.t)] i ger ) Sy (55
k J#k
K = 1,2,...,0 (46)

Precisamos de uma condigao inicial para determinarmos
Sx(Qk,t). Esta pode ser a probabilidade ﬁ?k de achar o radical
na orientagao {, mo tempo t=0, entao:

5, (2 ©) = Slsx (47)

0 valor medio <§ (ti) e obtido somando o valor
X

Sx(Qk’t) sobre todas as orientagoes possiveis:

(s (£)) =

||M5

. sx(ﬂk,t) (48)

A partir de (46) podemos generalizar a abordagem para
um caso continuo, em que O radical pode ocupar qualquer posigao
¢, tomando o 1imite quando N tende a infinito. Vamos definir as

seguintes fungoes:
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I p(Q'q;)
via L
PP Sy A S (49)

onde ZP(Q'Qi) = a soma das probabilidades de transicao do radi
L i

cal ir de Q' para &; que esta no intervalo & < Qi < Q+AQ. A funp
¢ao (49) e a densidade de probabilidade de transigao. Do mesmo
nodo:

1im E Sx(git) _

________—-——--—:

AG+0 X9 Sx(ﬂt) (50)

0 comportamento do radical e descrito pelo seguinte
modelo: o radical fica na orientagao Q' durante um ‘tempo medio
T(Q') e entao muda instantaneamente para a nova orientagao Y}

com a probabilidade

£(Q' Q)
(')

fazendo estas substituigoes na (46) temos:

as _(9,t)
X
at

£(0'Q)
7(Q")

s (Qt) J

- L (Bw.5ae0] - 3

—-_E—(—Q—)-+ SX(Q't) an!

. (51)

A condigao inicial agora deve ser expressa com uma
densidade de probabilidade de encontrar o radical no intervalo
A, entao:

) S

Py = 1lim tog (52)

AQ~+0

Dado o carater continuo da distribuigao de variaveis

Q o valor medio Sx(t) sobre todas as orientagaes e:

<Sx(t)>= J §_(ar) do (53)
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3. DIFUSAO ROTACIONAL DE DEBYE?®

A equagao (51) pode ser adaptada para descrever a di-
fusao rotacional. Vamos inicialmente fazer algumas simplifica-
coes, a primeira e que T(R) & uma fungao independente de Q,
T(Q) = 1T, e a segunda e que f(R'Q) depende somente do modulo do
vetor g que leva a orientagao ' em 2, e nao depende de ' mnem
de Q, entao £(R'Q) = f(e).

A integral que aparece em (51) fica:

1 = o 3
?J[f(E) sx(Q t) d’e (54)

A equacao de difus3o rotacional & obtida quando faze-
mos mais duas hipoteses concernentes a f(e), a saber: existe
um intervalo de tempo At tal que todos os momentos da fungao
distribuicao f(g) alem do segundo podem ser desprezados e
f(e) = f(-€), ie, a probabilidade de ir de Q' para Qi e identica
3 da rotacao no sentido inverso, para um intervalo AQ.

Na integral (54) Sx e funcao do tempo edeQ', enquanto
que o restante da expressao apresenta dependéncia somente em Q'.
Admitindo-se que Sx(Q't) possa ser expandido em séerie de poten-—

cias de fi, temos:

5 (',6) = exp(iez) 5, (2,0) (55)

-
onde F e um operador para rotagoes infinitesimais semelhante

ao momento angular. Substituindo (54) e (55) em (51) temos:

. S_(qt)
X _ 1 = _ X
= E-[i%(n),sx(nt)} S

+ %/;(e)exp(ie})sx(ﬂt)d3€(55)

. - . 3T - . -
Expandindo exp(i€z) em potenclas de €4 ate segunda or

dem a equacao (56) pode ser reescrita como segue:

as_(8t) - —
Tr o s @), 300,05 i85, @0 (57)
onde
1/ .3
Dyg = 5?jfd e e Egf(e) (58)

* Alguns autores referem-se a esta difusao como difusao rotacio
nal Bronwniana. -
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A influencia do movimento rotacional na evolugao do
operador Sx(Qt) esta contida no ultimo termo da equagao (57).
Os termos DaB sao os elementos do tensor de difusao rotacional
que para difusao esfericamente simetrica reduz-se a DaB = DGGB.

Nessa simetria (58) toma a forma:

AL S PO (2e))+ pv2s (o
dt ‘h [ 17 x Q%x t) (59)

onde Vg e o laplaciano visto que &a - 3/3a.

0 valor Sx(Qt) fornecido pela equagao (59) e uma me
dia parcial de S sobre o processo de difusao rotacional. A me
dia total <Sx(t)> 2 obtida fazendo a integral para todos os
angulos £, o que elimina a dependéncia em Q.

A equagao (51) e as equagoes (57) e (59) derivadas

desta podem ser escritas de modo geral como:

dsx(Qt)

- %[%(u), EX(Q,t)]— L5, (6) (60)

onde o Gltimo termo possui toda informagao sobre a interagao
com a "rede" contida no operador Lo e sua forma explicita de-

pende do modelo adotado para descrever esta interagao. No caso

geral:
SR O 24! :
Ly = {—-———T(Q) T e dQS (61)
Para a difusao rotacional continua:
Ly = &a D.g &B (62)
Se o radical pode assumir somente orientagaes discre
tas:
P(Q.Q.)
3k
T para j # k
= . = ]
Lg {ij} : ij (63)
IIT(Qk) para j = k

Da equagao (51) podemos ver que o operador Lg determi
na a evolugao da probabilidade @(Qt) do radical ter a orienta

cio 9 no tempo t da seguinte maneira:
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1 Q
d _Jd_éﬂ__t) = -Ly. (@) (64)

4, METODOS PRATICOS PARA A DETERMINACAO DO TEMPO DE CORRELACAO
ROTACIONAL (1)

Na secao anterior discutimos o modelo de difusao ro
tacional de Debye (A) para o radical nitroxido. Nesse modelo o
operador L, toma a forma RVé quando se pressupoe uma simetria
esferica e um meio isotropico envolvendec o marcador. Alem des
se, existem mais dois modelos bastante utilizados na simulagao
de espectros e calculo de tempos de correlagao rotacional (t1).

A variante mais simples do modelo A e conhecida como
modelo de saltos nao correlacionados (B). Ele pressupEe que a
molécula possui uma dada orientagao Q' durante um tempo medio
T, e entao muda para a orientagao instantaneamente. A ocupa
cao dos varios angulos & equiprovavel e nao existe nenhuma cor
relagao entre duas mudangas de orientagao sucessivas. A equa
‘gao de relaxacao para este modelo pode ser obtida substituin
do-se T(Q) = T, © £(Q,0') = 1/8 “2 na eqqagﬁo (51), obtendo-se

o seguinte resultado:

d§x(9t) i T4 _ } EX(Qt) 1
GO 5 (@ .s,a0] - ey Ay (sw@) 69
a 81
0 modelo de difusao livre (C) supoe que a molecula
roda livremente durante o tempo T = I1/B (onde I é o momento de

inaercia e B o coeficiente de atrito do meio) entre duas orien-
tacoes comnsecutivas. '

A equacao (64) para o modelo A tem a seguinte forma:

d Széﬂt) = R VSZZ -Q(Qt) {66)

x

2 - . . .
onde VQ e o operador Laplaciano sobre a superficie de uma esfe
ra unitaria e R e o coeficiente de difusao rotacional. Na apro
ximagao de gue a molecula e uma esfera rigida de raio "a" rpo

dando num meio de viscosidade n, a relagao de Stokes-Einstein

fornece—nos

R = KT/8ﬂa3n (67)
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A equagao (66) & identica a de um piao esférico cujas

autofungoes sao dadas por9:

1/2
L - [ 2 2
opo (@) = [(2Le1)/8r" ] oDl (@) (68)
com auto valores RL{(L+1), onde Dim(ﬂ) sao as matrizes de rota
coes de Wigner.
Para uma molécula com um eixo de simetria a equacao

(66) € semelhante a do piao simetrico. Escolhendo o eixo z como

o de simetria temos:
L ) 2 L
Lobpn = [RoL+D) + (R, Ry KT ] 00

Os tempos de correlagao rotacional para os tres mode

los tem as Sseguintes expressoes:

Modelo A 1,0 = L(L+1)R
Modelo B 1;1 = L(L+1)RI[1+RTL(L+1)] (69)
Modelo C 1;1 = L(L+1)R/[1+RTL(L+1)]1/2

As expressoes (69) A,B e C podem ser escritas como:

= = -+ .
TL BL.L(L 1)R (70)
onde B, e um parametro caracteristico do modelo adotado e vale
1 para o modelo A, [1+L(L+1)]-1 para o B, com RT = 1, e

[1+L(L-l»1)]"1/2 para o C, com RT = 1 tambem. Objetivando uma com
paragao entre os tempos de correlagao fornecidos pelos varios

modelos vamos definir o seguinte tempo de correlagao:

-1

T, = (6.BZ-R) (71)

R

*

onde B, e o parametro de modelo calculado para L = 2, que & o

termo importante na regiao de movimento rapido.

Varias correlagoes tem sido propostas para comparar
os parametros experimentais e o parametro de modelo que ca
racteriza a rotagao calculado teoricamente. Quase todas rela
goes envolvem de uma maneira ou de outra as posigoes das 1i
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nhas de campo baixo (I=1) e campo alto (I=-1) da derivada do

sinal de absorgao do nitroxido.

11 -~ . -
Kuznetsov propos o seguinte parametro:

Hil(T)—Htl(T+0)
K = Htl('r+°°)-‘Hﬂ(T'*0) (72)

onde Hil(T) e a posigao da linhg em relagao ao campo magnetico,
para 10_9 £ 1% 10_8, a linha de campo alto e bastante achatada,
sendo mais preciso determinar K a partir da lirnha de campo bai
xo0. O denominador da (72) e a diferenga entre a posicao da 1i
nha quando o nitroxido esta imobilizado (t+«) e quando roda 1i
vremente (T1+0).

A figura 2 ilustra o parametro K como fungao de T cal

culado para o modelo de saltos nao correlacionados.

K T T I T T 17T T

1] Lt 1101 1) L1 111t

0
/A T ¢ 07

125)

FIGURA 2 - Graflco de k em fungao de T, calculado
atraves do modelo de saltos nao corre
lacionados.




Mc Calley, Shimshick e Mc Connell12 usaram o corrimegr

to, AH+1(T), da linha em relagao a posicao desta completamente

imobilizada,
AH,, (1) = H ,(1>=) - B, (T)

A figura 3 mostra-nos este parametro calculado para
dois modelos, difusao rotacional (linha continua) e saltos nao

correlacionados (linha tracejada).

a1, G
t | LRI RS2 1 T 1 11 ll‘l]’ T T T 71

8 -

= -
5 — R
¢+

u i
2k -
0 A2 111 T e b 2T e T
07 /A 107

FIGURA 3 - Grafico de AH+1 em fungao de T, as
curvas tracejadas sao para o modelo
de saltos e as continuas para a di-

fusao rotacional de Debye.

x

Goldman, Bruno e Freedl3 propuseram o parametro § =
= A;IAz para caracterizar o espectro. O valor de Az e a meia
distancia entre as duas linhas externas no limite de rotagao
rigida e A; € a mesma grandeza para rotacoes lentas do marca

dor, a figura 4 mostra a definicao destas grandezas.
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F—H—

10 GAUSS

FIGURA 4 - Superposigao de dois éspectros mostrando a definigao
dos parametros utilizados na determinagao de T. A 1i
nha continua representa um espectro parcialmente imo
bilizado e a linha tracejada completamente imobiliza-
do.

Verificamos que S & uma fungao monotonica de TR’ a fi
gura 5 ilustra a variagao de § com Tg P2ra os modelos de difu
sao rotacional continua, de saltos nao correlacionados e difusao
livre, com AZ = 32 G e largura Pico a pico das derivadas igual
a 0,3 e 3 G. As curvas da figura 5 podem ser ajustadas pela ex

pressao:
T, = a (l—S)b (74)
R .

A Tabela 1 fornece a e b para os tres modelos em fun
¢ao da largura de linha, o ajuste tem um erro de 2, 3 e 5% no
valor de TR Para um dado S quando o calculo & feito nos modelos
de salto, difusao rotacional e livre., *

As curvas da figura 5 tambem podem ser utilizadas pa
ra calcular Tp no caso de difusao anisotropica. Svpondo Z o ei

X0 de simetria e R, > RL podemos redefinir TR como:

. -1
Tp = (6 EL) (75)
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FIGURA 5 - Grafico de (1-S) em fungao de T_,

R ver
Tabela 1.
TABELA 1 - Parametros para o ajuste de Te
Modelo_de §-largura de b c
Difusao linha (G) a urva
0,3 2,57 - 1010 -1,78] a
3,0 5,6 + 10 10| -1,36| B
DEBYE “10
5,0 8,52 + 10 -1,16| —
8,0 1,09 - 1077 -1,05| -
0,3 6,99 « 10910 c
LIVRE g
3,0 1,10 « 10 D
- 0,3 2,46 - 102 E
SALTOS NXO : g
CORRELACIONADOS 3,0 2.55 - 10”9 F
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Para um movimento completamente an1sotrop1co nao ex1s

te uma expressao simples que permita o calculo de T restando

R!
como unica alternativa a simulagao digital do espectro.
~ . =7
Para tempos de correlagao rotacional da ordem de 10 s
as expressoes discutidas anteriormente para o calculo de T a
partir dos varios parametros experimentais sao bastante impreci
14 - .
sas. Freed e Mason propuseram um novo parametro que relacio-
na T com a meia largura A, cf. figura 4. Eles mostraram atra

ves de simulagao digital do espectro que:

G-
28 = 1,59 8 _ (76)
287 = 1,81 &

onde os subscriptos £ e h referem-se a campo baixo e alto res

pectivamente, o simbolo r significa aprox1magao do limite de es
-1

pectro r1g1do e T2 e uma largura de linha ;nvarlante por rota

goes que nesse limite corresponde 3 largura de linha de um es

- -1 . .
pectro de po, em outras palavras T2a e um alargamento de 1inha

3

que nao pode ser atribuido aos tensores A e g.
- Este resultado nao depende de § para 1,0 < § < 4 ,0 G

e parece nao depender de AZ no intervalo de 27 < A < 40 G

nem
de Ax’ Ay e g. O parametro definido a:
A4
Wi = -A—; (77)
i

onde i indica campo alto ou baixo, a figura 6 mostra a variagao

de w -1 em fungao de T calculado atraves de um programa de com-

putador.



-24 -

N GLUEAALL ISR LI T ]
o
— G -
B
10— —:
wen - .
or : —
0-8) | i
0y — -
00— —
NS T SR MR Y71 S W W A1) . RN
108 - 07 10°® 1073

FIGURA 6 - Grafico de Wi—l em funcgao de Tpe As curvas A e B,
§ = 3,0G, linha de campo alto e baixo, respectiva
mente, C e D idem A e B com § = 1,0G, calculados pa
ra o modelo de difusao livre. Curvas E, F, G e H
correspondem a A, B, C e D respectivamente para a

difusao de Debye. Tambem sao mostradas as curvas de
(1-8) (a,b,c,d).
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CAPITULO 11

A MOLECULA DA MIOGLOBINA

A resolugao da estrutura tridimensional da mioglobina
(Mb) feita por J. Kendrew em 1957 (resolugao de 6 A) foi um im
portante passo em diregao a compreensao da estrutura e funciong
mento de outras grandes proteinas como, e.g., a hemoglobina.
Ate entao a maior estrutura resolvida pelo raio X era a da vita
mina Bl2 que possui um peso molecular inferior aos 17800 Dal
tons da Mb. Esta e encontrada nas céelulas musculares e ocorre
em abundancia nas dos mamiferos que mergulham, como a baleia, a
foca, o hipopotamo, etc..., sua funcao fisiologica e o armaze-
namento e transporte do oxigenio na celula.

A Mb de baleia & composta de uma unlca cadeia polipep
tidica com 153 aminoacidos e um grupo prostetlco, a heme, arran
jados de forma globular. A cadeia polipeptidica possui 8 segmen
tos de helice, orientados para a direita, aproximadamente linea
res ligados entre si .por 5 dobramentos que nao apresentam estru
tura de helice (Fig. 1).

A heme (Fig. 2) e constituida de um atomo de ferro 1i

gado a protorfirina IX, sendo que quando complexada com a c

I

deia polipeptidica o ferro liga-se na 52 coordenagao com nitro
genio da histidina (F8) proximal (Fig. 3) e na 62 coordenagao
pode ligar—-se ao 02 formando a oximioglobina (0xi-Mb) ao Co for
mando a carboximioglobina (Co-Mb), a agua formando a metamloglo
bina (Met-Mb) e outfos ligantes como o NO, N3,

Toda esta estrutura e bastante compacta, com os grupa

etc...

mentos polares dos aminoacidos da cadeia polipeptidica localiza

dos na superficie externa da molecula, enquanto quase todos os

grupamentos hidrofobicos ou nao polares estao no interior da mo
&

lecula, afastados da exposigao a agua.

15
Num trabalho recente Matthew et.al. calcularam a

a
cessibilidade de um solvente (agua) para a Met-Mb. O conceito
de acessibilidade (A) definido por Lee e Richards e o da "é

. . - 3 -
rea superficial acessivel" que consiste na "area ao redor de um
atomo sobre o qual o centro da molecula do solvente pode ser co

locado, possibilitando a manutengao dos contactos de Van der



Walls deste atomo sem a

de alguns grupos de aminoacidos apolares ou que
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penetragao de outro atomo na proteina.

0 parametro A normalizado e expresso em porcentagem

gioes apolares da Met-Mb & mostrado a seguir:

possuem re

Residuo Helice A

1 val 1 N A 38,6
66 val 9 E 26,8
103 Tyr 4 G 21,3
146 Tyr 23 H 0,0
151 Tyr 2 HC 33,0

- . 16 - - .
Tambem foi mostrado por Takano atraves da analise dé

raio X (2,0A) que a Met—-Mb nao possui nenhuma molecula de agua

interior, alem daquela ligada a

Mb de baleia na forma meta (Met-Mb). Os cristais foram

dos
uma
nar

zir

Em nossos estudos utilizamos monocristais tipo A

recendo a cristalizacgao.

lizacao podem ser obtidas com a Mb;

* -
obtemos a forma monoclinica

Dependendo do sal adicionado, duas formas de

pelo metodo de Kendrew e Parrishl?;

que consiste em
soluggo concentrada da proteIna (tipicamente 107%)
algum sal nesta solugao. O sal tem a propriedade de

a solubilidade da maioria das proteinas, em solugao,

para o sulfato de

sexta coordenagao do ferro.

de
cresci
fazer
e adicio
redu

favo

crista

amonia

chamada tipo A e para um tampao de

fosfato, a ortorrombica, tipo B.

rientagao relativa das duas hemes presentes n
0 valor das dimensoes a,

1a abaixo para o cristal seco e molhado.

A figura &4 ilustra o cristal tipo A mostrando a ]

b e c e do angulo B sao dados na

a celula unitaria

tabe

a(A) b(A) c(A) ° B Volume (A3)
Molhado 64,6 31,1 34,8 105,5° 68.500
Seco 61,6 26,9 33,9 105,5° 52.400
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"H;3N

Figura 1 - Modelo da molecula de Mb mostrando os carbonos a, o
- grupo heme e alguns residuos de aminoacidos.
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Figura 2 - A heme mostrando 0 atomo de ferro com quatro das seis
coordenagoes possiveis.
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Figura 3 — A estrutura da heme com as histidinas proximal (F8)

e distal (E7) a esfera hachurada e o sexto ligante.

Figura 4 - 0 cristal de Mb tipo A

oxidagao do precursor 2, 2, 6, 6 - tetrametil-piperidino, obC1

do comercialmente (Aldrich - Co).

&
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cAPITULO III

METODOS E RESULTADOS EXPERIMENTAIS

1. AMOSTRA

O0s cristais de Mb de cachalote (Sperm Whale Myoglobin,
Sigma Co.) tipo A foram crescidos segundo o método de Kendrew
e Parrish. A obtencao do cristal dopado com o marcador normalmen
te @ obtida pela adigao deste 3 solugao de crescimento do cris-
tal, possibilitando a complexagao da molecula antes da crista-
lizagao. Este metodo nao oferece bons resultados para o 2, 2,
6, 6 tetrametil-1-oxil (TEMPO), visto que este marcador nao se
liga covalentemente a proteina devido ao seu carater hidrofobi-
co. _

0 método usado para dopar os cristais foi a difusao,
obtida atraves da incubagao destes na solucao de crescimento do
cristal saturada do marcador (0,02-0,05M), durante 20 minutos e
a temperatura de AOOC, pois nessa temperatura a molecula deve
sofrer alguma mudanga conformacional reversivel que facilita a
difusao (cf. ref. 2).

0 cristal foi entao retirado da solpggo e lavado com
sulfato de amonia (8M) ate que tqdovmarcador superficial fosse
retirado, e selado num tubo com uma goticulada solugao livre do
marcador, afim de manter uma atmosfera saturada e impedir a de
composigao dé cristal que ocorre sempre que a agua intersticial
e perdida.

0 marcador foi sintetizado em nosso laboratorio pelo
Prof. M. Tabak, segundo o metodo de Rozantsev, que consiste mna
oxidagao do precursor 2, 2, 6, 6 - tetrametil-piperidino, obti

do comercialmente (Aldrich - Co).

&
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TABELA I

PLANO ack be* ab
g, = 2,0049 2,0049 2,0057
CH, o, | 8= 250055 2,0058 2,0067
. Ag = 0,0004 0,0004 0,0004
CH, CH,
.
0

-

Figura 1 - O marcador 2, 2, 6, 6 - tetrametil-1-oxil (TEMPO)

2. EQUIPAMENTO

-

As experiencias foram realizadas com um espectrometro
Varian, serie "Line Century",modelo E-109, banda X, frequeéncia
de modulagao 100 KHz. Os espectros da variacao angular foram ob
tidos com a cavidade Varian cilindrica rotativa (E-233) e a tem-
peratura variavel com o controlador Varian E-257/WL 257 e a ca-

vidade retangular "multi-purpose” (E-231).

3. RESULTADOS

Espectros — 2 figura 2 mostra alguns espectros do mar
cador TEMPO difundido no cristal de Mb em diversas orientagoes
do eixo b relativamente ao campo magnetico H. As condigoes tipi
cas de medida foram: H_ = 3412 G, AH = 80 G/2 minutos,modulagao

2,5 G pico a pico, ganho 3,2.104, constante de tempo 0,250 S,

potencia 2mw e frequencia 9,58GHz. .
Fica evidente da variacao angular da linha de campo
alto (I = -1) a existencia de duas especies do marcador, o des-

dobramento maximo entre as duas linhas de absorgao associadas a
essas especies e da ordem de 4 gauss. Da tabela I verificamos

que a variagao em § esta dentro do erro experimental indicando

um fator §g isotropico.
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Foram feitas curvas de variacao angular da especie a-
nisotropica do marcador nos tres planos cristalinos (figuras 3,

4 e 5), estas mostram uma simetria axial com os seguintes valo-

Ay =

23,4 gauss. A diregao de A” para uma das moleculas da célula u

res do temnsor de interacao hiperfina: Aj = 20,6 gauss e

nitaria possui os seguintes cossenos diretores: 0,38; 0,66 e
0,65 em relagao aos eixos a, b e c* respectivamente. A diregao
de Ay e AL da outra molecula presente na celula pode ser obti-
da por uma rotacgao de 110° do plano formado por Ay e c*, em tor-
no do eixo c*, de modo que suas projecoes no plano ab tenham o
eixo b como bissetor (ver figura 5).

Nos planos ac* e be* observamos somente uma curva de
variagao angular, devido ao fato que 0S dois marcadores das mo
leculas da celula unitaria sao magneticamente equivalentes. Ao
contrario do que acontece em ab onde aparecem duas curvas de va
riagio angular defasadas de 110 aproximadamente, © gque nos per
mite inferir que este nao e um plano de simetria para os marcado
res como ac* e bc* e que existe somente uma especie de marcador
por molecula.

Um calculo do angulo formado entre 2 dlregao normal ao
plano da heme e a diregao Ay fornece um valor de 40° aproxi-

madamente.

Variagao termica - como 2 sabido a Mb sofre mudangas

conformacionals induzidas pela temperatura que podem ser carac-
terizadas por dois isomeros A e B. O isomero tipo A & o de mais
baixa temperatura e O tipo B de mais alta, a diferenga de ener-
gia entre essas duas formas nao e maior que 1 ou 2 Kcal/mol!®.
Usando a tecnica de EPR estas mudancas ja foram obser
vadas pelo espectro do Ton de cobre complexado na moléculaz, pe
10 espectro do marcador isotiocianoto ligado ao terminal ami-

al?, atraves de medidas de NMR do tempo de relaxagzo spin-rede

do protons da agua’®

e tambem pelo espectro do iminoxil que PproO
vavelmente liga-se  his. 48, his. 81 e his. 119'°.

Seguindo essa 1inha tentamos monitorar esta mudanga a-

atraves “do parametro A = (——)1/2, onde I e a intensidade da 1i

nha central e 1I_ a 1ntenS1dade da linha de campo alto do espec
tro do TEMPO. O motivo dessa escolha deve-se 2 que o fator A
esta ligado ao tempoO de correlaciao rotacional do marcador (T).

(cf. ref. 7 pag. 30).
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0 grafico de A X T (cf. figura 6) mostra uma fungao
que muda a inclinagao abruptamente na temperatura de 30°C indi-
cando uma mudanga conformacional da molecula. O trecho inicial
da curva (temperaturas altas) e caracterizado por uma energia
de ativagao de 1,55Kcal/mol e o trecho final (temperaturas bai

xas) por uma energia de ativagao de 0,896Kcal/mol, isto &, ha

uma variacao de 427% na energia de ativagao do marcador.

Tempo de correlacao rotacional - os tempos de correla

¢3ao rotacional (T) foram calculados atraves de curva de calibra
¢ao proposta por KUZNETSOV et alll, figura 7,que permite o cal-
culo de T a partir da posicao da linha de absorgao de microonda
no campo magnetico (Hil(T))’

A expressao (72) do primeiro capitulo pode ser coloca

da em fungao da componente z da interagao hiperfina, como segue:

AZ(T)—AZ(T+0)
Az(1+m)—Az(T+0)

K = ‘x 100 (78)

Os valores de Az (t>0) e AZ(T+w) foram obtidos de um
espectro do marcador livre em solugao e na molécula de Mb com-
pletamente imobilizado (T = —AOOC), estes valores sao 13,0 G e
30,0 G respectivamente, substituindo na expressao temos:

AZ(T)-17,0

K = 13 .100 (79)

Os valores de K encontrados para ?7 e AL sao K=- 49

K = 28 que fornecem os tempos de correlacao rotacional Ty =
10_95 e T = 4,8.10-95, respectivamente, o valor TR =\/ Y EL

5,9.10'95.

7,2

e

.
e
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DISCUSSAO DOS RESULTADOS E CONCLUSAO

0 presente trabalho determinou os seguintes . valores

para os parametros de interagao magnética do TEMPO difundido na

molecula de Mb:

(2,0056+0,0004)

g =
éy= 23,46
A__L= 20,6G

Uma analise do grau de hidrofobicidade dos residuos si
tuados na parte interna da molecula de Mb sugere como um possi-
vel sitio de localizagao para o TEMPO o bolso "retangular" forma
do na regido da tirosina 146, helice 23H e 151 terminal 3HC. A-
lém da baixa acessibilidade da agua a essa regiao, dois outros fa
tores justificam essa afirmacao, a saber: a) tamanho do bolso su
ficiente para abrigar o radical, o que pEo acontece com OS ou-
tros residuos mostrados na tabela do capitulo II; b) posicao do
plano definido pelo bolso coerente com o angulo formado entreA
e a normal ao plano do heme (cf. figura 8).

A baixa energia de ativagao (% 1Kecal/mol) do TEMPO na
Mb, comparada com outras matrizes e marcadores, tambem pode ser
uma evidencia a favor deste sitio pela sua acessibilidade reiati
vamente facil dada a sua proximidade da dobra terminal. Isto e
corroborado pelo curto tempo de difusao do marcador, aproximada-
mente 20 minutos a 40°¢c.

Como citado no capitulo III a variacao téermica do para
metro A esta ligada a uma mudanga conformacional. Nascimento?
(p.p. 63) discute esta mudanca através de um afastamento da heli
ce A em relaggo a dobra GB, Atanasov et. al,2?® propSem um movi-
mento da helice F e Lichtenstein e coll?® sugerem movimentos dos
trechos CD, EF e GH. Recentemente Fedorov e Denesyuk21 atraves
do espalhamento de R-X a alto angulo mostraram que a dobra GH
da Mb sofre um pequeno deslocamento (= 2,0&) em relacao a dobra
EF quando passa da fase cristalina para a solugao, figura 9. Por
este metodo nao & possivel aceitar ou rejeitar mudangas nos tre-
chos CD e EF.

Os nossos resultados mostram que tambem existe um mo-

vimento da helice H e do terminal HC. Todos esses resultados le-
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vam-nos a crer  que a mudanga conformacional, induzida pela tem
peratura, deve afetar a estrutura global da proteina'e nao ape-
nas a regiao vizinha ao marcador.

0 deslocamento da dobra GH pode tambem explicar a di-
ficuldade encontrada para dopar a molecula em solugao, discuti-
da no capitulo III, segao 1, uma vez que este alarga mais o bol
so diminuindo a estabilidade do marcador neste sitio. Alem dis-
so a variagao termica do parametro A na Mb em solugao (10%) mar
cada com o TEMPO & uma curva que se mantém constante, na mesma
faixa de temperatura estudada no cristal . (cf. fig. 6).

Isso mostra que se ocorre alguma mudanga do isoOmero A
para B, da proteina em solugao, o TEMPO nao pode detectar. No
estado cristaliano o isomero A (baixa temperatura) deve, devido
as interacoes intermoleculares, manter o bolso menos acessivel,
o que concorda com a referencia 21. O aumento de temperatura mos
tra que a molecula no estado cristalino sofre uma mudanga confor
macional em diregao ao isomero A na solugao.

Finalizando gostariamos de ressaltar os seguintes pon

tos:

1. 0 processo de marcagEo, para marcadores hidrofobi-
cos, em cristais empregado neste trabalho e original (capitulo

III, secao 1) e forneceu resultados positivos.

2. As constantes de interagao magnetica, bem como os
tempos de correlagido rotacional indicam um movimento anisotro-
pico do marcador com um tempo T = 10_85} convéem frizar que ate
o presente momento nao existem teorias que permitam calcular os

tempos de correlagao rotacional anisotrdpicos com precisao.

3. A diferenca de energia de ativagao (0,654Kcal/mol)
entre as duas fases do Mb esta dentro do previsto pelas medidas
do tempo de relaxagao dos protons da agua de hidratagao, no ma-

ximo 1 ou 2Kcal/mol.

4., Existe uma mudanga conformacional, induzida pela
temperatura, que deve ser de grande extensao afetando toda a es

trutura da proteina.

Como sugestao para trabalhos futuros fica a confirma

-~ L2 3 . -~ -
gao do sitio proposto para a localizagao do marcador por meio
de difragao de raios X e fluorescencia das tirosinas presentes

no Mb com e sem o marcador.
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FIG. 8 - POSICEO DO BOLSO RELATIVAMENTE AO PLANO DO HEME

FIG.9— A MOLECULA DE Mb INDICANDO OS POSSIVEIS MOVIMENTOS
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