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RESUMO

Neste trabalho foi observado o retorno
intramolecular do ligante NO a heme, em hemoglobina, abaixo de
20K. D objetivo € relacionar os resultados cineticos com
fatores estruturais observados nos espectros de ressonancia
paramagnética eletronicas.

Para analisar as experiencias de cinetica
utilizou-se o modelo de Subestados Conformacionais no regime de
tunelamento. U wvalor da barreira de energia do pico da
distribuigaoc obtido para nitosil-hemoglobina na conformagao R
foi 4.9 kJ/mol.

Mostra—-se que no regime de temperaturas baixas a
cin€tica do estado geminado do NU pode ser estudada durante a
iluminaggo da amostra.

Atraves do estudo comparativo das tres amostrazs de
nitosil-hemoglobina nas conformagoes R, RT € T, observa—se que
a fraggo dissociada de NO cresce na ordem R, RT € T indicando
que a barreira de energia para a reassociagﬁo do ligante
decresce na mesma ordem.

Observam—se pedquenas diferengas nos espectros de
ressonancia paramagnetica eletronica, antes e durante a
iluminagao da amostra, indicando alteragao(goes) na(s)
configuracao(goes) da(s) espécie(s) paramagnéticals).

Efeitos de saturagao e variagao termica indicam a
existencia de duas espeécies paramagneéticas.

D resultado obtido das experiencias de saturagﬁo
continua indica um processo de relaxagao anomalo para
hemoproteinas. A taxa de relaxacao € proporcional a temperatura

elevada ao expoente 2.3 * 0.3 para a regiao entre 7.5k e 194K.
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estados T € R; a tensao produzida na heme esta
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realizada. A concentraq;o.de ferro, o pH, o ganho ¢
a percentagem de NO s3o: a) @.2mM, 6.5, 7.2K,2x1@
e i00%X: b)Y 1.2 mM, 4.5, 4ii.7K, 5“102 e 100%;
cle.AmM, 6.2, 10.1K, Sx1@ e 100X%; d) ©O.4mM, 6.2,
10.6K, 2x10° e 14%; e)@.4mM, 6.2, 10.4K, 4xi@ e 7%
Fig. 4.2 - Curva experimental de cinetica da amostra padrao
(0.2mM de ferro). a) AL (t) - variagac da
intensidade do sinal sob iluminagae; b) AI (t) -
variagao da intensidade do sinal no escuro; o ganho

em a) ¢ duas vezes o de b).

Fig. 4.3 - F (t) = AL (t)/I_ - fragao de ligantes dissociados
da amostra padrao, sob iluminagao : + 9.2K,
O 11.9K, A 12.5K, x 13.8 K e ¥ 4i5.5K. A 1linha
cont fnua representa a curva teorica obtida do
ajuste com a soma de exponenciais. o erro
exper imental esta indicado na curva menor (I_ € a
intensidade do sinal antes da iluminagao).

Fig. 4.4 — Curvas normalizadas da amostra padrﬁo:ﬂb’n(t) =

81, (t)/8I(x) - fragao normalizada de NO desligado:
a) com luz® x 6.2 K, o 9.2K,511.9K,12.5K, & 13.8K,
TV i5,5K5 b) sem luz:s x 7.2K,9.2K, ¥ 12.5K,13.8K.
As linhaé cont inuas representam os ajustes com a
distribuigao de energia (AI(x) € a wvariagao final
da intensidade do sinal).

Fig. 4.3 — Curvas experimentais normalizadas da amostra NOHDb
com 1.2mM de ferro, PpH=6.0 e 100X de NO, sob
iluminagaos B 14.7K, + 14.8K, ¢ 16.9K.

Fig. 4.6 — Fragio de ligantes dissociada FL(t) da amostra NOHbL
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com @.4mM de ferro e pH=6. 2, na conformacao R, sob
iluminagao: o 5.9K, + 7.0K, & 9.1iK, x 12.3K.

Fragao de ligantes dissociados F (t) da amostra de
NOHb com @.4mM de ferro € pH=6.2, na conformagao
RT, sob iluminagao: o 9.0K, + 10.0K, 11.0K,

A 12.2K, x 45.09K.

Fragao de ligantes dissociados F, (t) da amostra
NOHb com ©.4mM de ferro e pH=6.2, na conformacgao T,
sob iluminagao: o 10.4K, + 16.2K, 17.4K, & 19.6K
Curvas experimentais normalizadas N _(t) da amostra
de NOHb com ©.4mM de ferro e pH=6.2, na conformagao
R, sob iluminagao: a) S5.9K, b) 42.3K

Curvas exper imentais normalizadas N (t) da amostra
de NOHb com ©.4mM de ferro e pH=6.2, na conformagao
T, sob iluminagao: as curvas obtidas atraves do
ajuste com a distribuicdo de energia estao
representadas pelo simbolo +& a)10.4K, b)16.2K, «c)
17.4K, d) 19.6K.

Curvas experimentais normalizadas N, (t) da amostra
de NOHb com ©.4mM de ferro e pH=6.2, na conformagao
RT, sob iluminacao, para 10.9K. Pode-se observar o
efeito dos pulsos de luz sobre a curva de cinetica.
Espectros de RPE da amostra com 0.4mM de ferro e
pH=6.2 na conformagao R: as temperaturas e os
ganhos relativos aos espectros sapo, de cima para
baixo, respectivamente: 8.iK e 4 x 102, 10.1K ¢ 3 «x
107, 22.7K e 6.3 x 1@, 53.7K € 1.25 x 10", 76.8K e

2 x 10‘, 1905.3K e 2.5 x 109; o esPectro marcado com
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circulos escuros corresponde a temperatura e ganho
de 6.3K e 3.2 x i@’ (potencia de microonda PM = 5 x
10 “mi).

a) Espectros de RPE a 7.5K da amostra com 0.4mM de
ferro € pH=6.2 na conforna;ﬁo R: as PM € os ganhos
relativos aos espectros sao, de cima para baixo:
1.2 % 186 mW e 4 x 16, 5.2x 10 mW e Bx 16, 1.4
x 10 ‘mW & 1.25 x 10", 1.8 x 10 mW e 10, 2.0 x i@
mi e 10°, 7 x 10 mi e 10", 2.3 x 10°mW e i€. As
setas indicam as posigoes do espectro onde o
processo de relaxagao foi investigado-

b) Espectros obtidos atraves de colbinagaes dos
espectros relativos as potencias 1.2 x 10 ‘mi (A) e
2.3 x 10°mW (B): as proporgoes sao, de cima para
baixo, respect ivamente: (A+0_.2B), (A+0.4B),
(A+9.9B), (A+B), (0.3A+8), (9.iAa+B). 0Os wvalores
9,=2.038 e 9,=1.991 indicados por setas
correspondem as intensidades maxima € minima do
espectro final.

Grafico de log(P, _,> x 108(T)F as retas foram
tragadas visualmente e a inclinagao media
corresponde a n=2.330.3.

Espectro inicial e a diferenga entre o espectro
inicial e o dissociado das experiencias de cinética
da amostra R para 5.9K e 7.9K: o0 ganho e o fator
de -ultiplicaqao do espectro dissociado sao

respectivamentes 4 x 10z e 2, B x 102 e 2.

4.ié6- Espectros da amostra com O8.7mM de ferro e pH=6.2 na
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conformagaoc Tz os ganhos € as temperaturas saotS x
16" e 188.3K (D), S x 10" e 102.9K, Sx 10° e
90.0K, 4 x 10" e 74.1K, 4 x 10° e 78.1K, 4 x 18" e
47.2K, 2.5 x 10" e 38.1K, 1.6 x 10" e 22.7K, 10" e
$16.7K. Os tres ultimos espectros estao superpostos
ao de 10 e 11.7K (C)(PH=4.9 x 10 = mW).

Fig. 4.17- Espectros obtidos atraves de combinagoes dos
espectros (C) e (D): as proporgoes sac, de cima
para baixo, respectivamente: (0.2C+D), (0.46C+D),
{C+D), (C+0.4D), (C+0.2D), (C+0.1D).

Fig. 4.1i8- a) Espectros da amostra com @.7mM de ferro e

PH=6.2, na conformagao T, 11.7Kz P e G sao, de
Cima para baixo, respectivamentez2.0 x {0md ¢ 4 x
107 (E), 1.8 x 1omW e 5 x 10 , 4.9 x 10  mM e
10" ,1.5 x 10" e 10" (F).
b) Espectros obtidos atraves das combinagoes de (E)
e (F): as proporgoes sac, de cima para baixo,
respect ivamente: (@.3FE+F), (@.6E4F), (E+F),
(E+@.6F), (E+0.3F).

Fig. 4.19- Espectros inicial (a) e dissociado (b)) da amostra
com @.4aM de ferro na conformagao T, 10.4K, 4.9 «
10-2“‘ e G=4 x 1e". 0 . espectro (b) foi
multiplicado por um fator y = 2.6.

Fig. 4.20— Espectro inicial e a diferenga entre os
espectros (a) € (b) da figura anterior, com y =
3.0.

Fig. 4.21- Combinagac dos espectros das amostras nas

conformacoes R (0.4mM de ferrc e 10.4K) e T (@.7mH
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de ferro € 11.7K), indicados na figura por R e T.As
pProporcoes sao respectivamentes (R+©.2T), (R+0.4T),
(R+0.46T), (R+T), (@.8R+T), (0.4R+T), (0.4R+T),
(0.2R+T). O espectro RT ¢ relativo 2 amostra na
conformagao RT com 9.4mM de ferro e 10.6K.

Espectro inicial e a diferenga entre o espectro
inicial e o dissociado das exper iéncias de
cinetica da amostra R, 10.4K, com ©.4mM de ferro,
PH=6.2 e » = 2.

Espectros da amostra desidratada nas temperaturas:
7.9K, 12.2K, 18.5K, 25.95K, 31.5K, 47.4K, 54.7K,
67.0K (PM=2mW).

Espectro inicial e diferenga entre o espectro
inicial e o dissociado das experiencias de cinética
da amostra desidratada (12.2K e y = 1).

Curvas de cinetica da CDHb—carpamm. Ajuste dos
dados exper imentais com o modelo By — nossos
ajustes; —-—-—— ajustes de Cobau et al.

Curvas de cinetica da COHb-carpa. Ajuste com o
madelo C.

Curvas de cinetica da COHb-carpa. Ajustes com oS

modelos:s Al ———— AZ2.

Distrihuigso de energia 9(E) para os wmodelos:®

R Ai; Az? ————— B; I Ranl" S Tani™) c.
Distribuigao de energia de ativagao obtida através
do ajuste das curvas experimentais da amostra

padrao com o modelo da distribuigao.

Distribuigao de energia obtida atraves do ajuste das
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curvas experimentais da amostra na conformagao T.

Grafico de log [N(t)] » log(t): ajuste com
a distribuigao de energia da figura anterior. As
curvas experimentais estao representadas pelos
simboloss D 10.4K, + 16.2K, o 17.4K, 6 19.6K.

Representacao do potencial V(r,x) em fungao da

t20}
e xX*p —— -

coordenada da reaggo r; x=0
Distribuicoes de energia g(E) obtidas atraves

dos ajustes dos dados experimentais com® cadeia

isolada A-HbCO, MbCO e Lbﬂz e LbCO (Lb = soy bean
leg HBYT, para T ¢ 140K.

- Distribuigaes de energia g(E,T) para T » 200K
Mbco .

Energia potencial V, e V_ em fungao da coordenada
da reagao r, para os estados ligado e nao ligado da
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INTRODUQKO

A mioglobina (Mb) e a hemoglobina (Hb) sao proteinas
que desempenham as fungaes de armazenar e distribuir o
oxigénion. Os estudos atuais sobre hemoproteinas levam em conta
a estrutura dinamica dessas mwacromoléculas para a compreensao
dos mecanismos de dissuciagﬁu e assuciagiu dos ligantes. A
reacac entre o ligante (0,) e a proteina ocorre através de
etapas consecutivas de eventos. A primeira etapa ¢ a entrada do
ligante do solvente para a proteina. Nas etapas intermediarias
o ligante pode interagir com residuos de aminoacidos no
interior da molecula antes da dltima etapa: fixagao a heme. Nas
temperaturas Fisiolégicas a proteina flutua € os atomos vibram
em torno de posigoes medias de equilibrio produzindo subestados
conformacionais (SC) distintos. A comprovagao experimental dos
SC foi obtida por estudos de difragao de raios X sobre a
distribuigao espacial do movimento da metaMb "

Determinar a influéncia da superestrutura dinamica
sobre a entrada do ligante no interior da globina, sobre o
caminho ate a heme e sobre a reagau propriamente dita, nao e
tarefa simples.

Muitos trabalhos teoricos e experimentais sobre
dinamica de proteinas wvem sendo realizados. Entender esta
reacio € dar um passo importante no entendimento da fungao de
proteinas.

Estudos de fotodissocacao com COMb  mostraram que

abaixo de 209K a reassociagao do ligante nao € carcterizada por



um unico valor de wvelocidade de reagao. 0 retorno ocorre
atraves de uma distribuigao de energia de ativagao. Os
diferentes valores de energia estao associados aos SC. Nas
temperaturas fisiologicas as moléculas flutuam rapidamente e o
retorno do ligante dissociado reflete uma barreira de energia
de valor medio.

Os estudos cineticos sobre a reatividade da heme
refletem a mudanga de estrutura terciaria e quaternaria da
proteina. Para elucidar a relagao entre estrutura e fungﬁo, a
observagﬁo da reaqgo com diferentes ligantes e protefna é
fundamental.

O espectro de ressonancia paramagnética eletronica
(RPE) do NO ligado a Hb reflete a wvariagac da estrutura
quaternaria da proteina e as diferengas entre as subunidades.

A reassociagao do ligante NO ao citrocrome €, apos
fotolise foi observada por RPE e a distribuigao de energia de
at ivacao foi determinada .

Estudos de fotodissociagao de NOHb por RPE e
absorgao otica a 4,2k foram realizados para avaliar as
diferengas entre os espectros da NOHb antes e depois da
fotélise *'. Entretanto, a curva de cinetica nao foi
analisada e a distribuigao de energia nao foi determinada.

Neste trabalho foi observado o retorno
intramolecular do NO a heme abaixo de 2eK. 0 opbietivo &
relacionar os resultados cineticos com fafores estruturais
observados nos espectros de RPE.

O trabalho foi realizado de acordo com as seguintes

etapass
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(1)-Depais de optar pelo madelo de SC foi feita uma co-paraggo
entre os tres modelos de distribuigﬁo de energiatsjdescritos na
secgao 2.1.2 e nos apendices A e B, utilizando os resultados
exper imentais da reassociagaoc do CO a Hb da carpa apos Flash
fotolise (secgao S5.1).
(2)-Foram procuradas as cundigaes exper imentais adequadas para
obtengao das curvas de cinetica por RPE atraves de iluminagao
prolongada. 0 retorno do ligante a heme foi acompanhado durante
e apas a i]u-inagio (secgao 4.1).
(3)-0 modelo cinetico para interpretar a reassociagso do
ligante foi adaptado as cundigaes experimentais de ilu-inagio
prolongada (secgao 5.2) e utilizado na interpretagao dos
resultados de uma amostra padrac  (secgao 5.3). 0Os resultados
tambem foram interpretados com o modelo de soma de exponenciais.
(4)-Outras amostras foram preparadas variando hidratagao,
concentragao, pH € saturagﬁo da amostra com o ligante NO para
comparar as respectivas propriedades cineticas (secQBES 4.2 e
9-4).
(5)-0s espectros de RPE das experiencisa de cinetica antes e
depais de fatadissociagﬁa foram apalisados. Surgiu a
necessidade de estudar os efeitos da variagﬁo de temperatura e
potencia da microonda sobre os espectros de RPE das amostras
diferentes. Os resultados cobtidos e a respectiva analise estio
apresentados nas secq&es 4.3-6 ¢ D.9.

0 conteudo de cada capitulo € apresentado a seguir.

No capitulo i € apresentada uma breve descrigao da
Mb e da Hb e as caracteristicas do sitio ativo. Estudes

rd - - -~
espectroscopicos destes sistemas saoc abordados.
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No capitulo 2 € feita uma revisao sobre os
trabalhos de dinasica de protefnas € experiEncias de
fotodissociagao com Mb e Hb.

Os materiais e metodos utilizados neste trabalho sio
descritos no capitulo 3.

No capitulo 4 estao apresentados os resultados das
experiencias de cinetica e os espectros de RPE de cada amostra
obtidos na experiencia de fotodissociagao, var iagao de
temperatura e potencia de microonda.

No capitulo 5 ¢ feita uma avaliagao critica dos
modelos de distribuigao.ﬂs resultados de cinetica e os
espectros de RPE sao analisados.

As conclusoes e perspectivas estao no capitulo 4.



CAPITULO 1

HEMOPROTEINAS

As sofisticadas reaqaes quimicas que ocorrem nas
celulas permitem a vida. Moléculas organicas sao metabolizadas
no interior da celula, em meio aquoso, a temperatura ambiente e
em solugao neutra, enquanto que em laboratorio sao necessarias
cundigaes muito especiais: baixa pressan, alta temperatura e
poderosos solventes., 0 que permite o0 excelente desempenho
celular s3o as enzimas, que aceleram as reacoes quimicas até
100.00@ vezes a velocidade normal. A variedade de enzimas ¢
muito grande, mas o que todas tem em comum € que sao proteinas,
isto €, longas cadeias de aminoacidos. Duas das mais
importantes proteinas dos vertebrados s3ao a hemoglobina (Hb) e
a mioglobina (Mb). A Hb exibe cooperatividade, carrega quatro
dioxigenios (0,) sendo que o primeiro 0, encontra maior
dificuldade para se ligar a proteina <que os outros tres. A
proteina acelera a reagao entre os 0, e o atomo de ferro
central da heme, atuando como se fosse uma enzima. A Hb £ a Mb
sao proteinas modelos para o estudo da estrutura e fungio das
proteinas em geral.

A Hb e a Mb s3o responsaveis pela funcao
respiratoria. A Hb ¢ uma proteina com peso molecular 64.65¢ e
64 A de diametro e tem como fungao carregar e distribuir o

oxigEnio. Cada molecula de Hb tem quatro grupos heme, cada um
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associado a uma cadeia polipeptidica. A Hb 1iga o oxigénio ao
atomo de ferro da heme nos pulmoes e solta-o nos tecidos. A
segunda etapa do trabalho da proteina e trazer o dioxigenio de
carbono para os pulmoes e livrar—-se dele. A Mb € equivalente a
uma das quatro subunidades da Hb e armazena o© oxigenio nos
tecidos.

0 centro ativo destas proteinas € o grupo heme: um
atomo de ferro circundado por um anel porfirico. A heme ¢
protegida por uma cadeia o, com 141 aminoacidos, ou 2 com 144
aminoacidos e esta localizada no bolso formado pela cadeia
polipeptidica e unida a esta atraves da ligagﬁu covalente entre
o atowmo de ferro e a histidina proximal FB e ligagoes de Van
der Waals entre atomos do anel porfirico e da cadeia (fig. 1.4

e 1.2

FIGURA 1.1
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A estrutura das quatro cadeias da Hb esta
diretamente relacionada com =a perforwance da proteina no
desempenho da sua fungao biologica.

0 atomo de ferro da heme tem coordenacao &, isto €,
tem quatro posigaeﬁ ocupadas pelos nitrogenios do anel,a quinta
posicao pelo nitrogénio da histidina proximal FB (N£) e a sexta
pode estar ocupada pelo ligante (oxiHb), ou estar wvazia
(deoxiHb), no processo biologico. Nas duas formas o ferro da
heme esta no estado reduzido (FelII). Pequenas moléculas ou
funs, tais como NO e CO, podem se ligar aoc ferro na sexta
posicac, que permanece no estado FeIl. Qutras moleculas ou ions

(H ,F ,CN e H,0) se ligam ao ferro no estado oxidado (Felll).



Nos dois estados a coordenagao do ferro € octaedrica. Na forma
oxiHb, 0 Fell tem spin zero € na forma deoxi tem spin dois. A
geometr ia da heme tambem varia na oxiHb o atomo de ferro esta
contido no plano da heme € na deoxiHb, encontra-se afastado .5

A, na diregao da F8 (fig. 1.3).

oxi Hb deoxy Hb

FIGURA 1.3

1.1 - YON DE FERRO EM HEMOPROTEINAS

Un atomo de ferro tem 26 eletrons, sendo que I8

o~ - 6, 2
estao em camadas fechadas e 8 na configuragaoc orbital 3d 45 .
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Nas hemoprotefnas pode aparecer no estado férrico FeIll, ou
ferroso Fell, No primeiro caso a conriguragao orbital e 3du e
no ultimo, 3d6.

A camada 3d consiste de cinco orbitais que podem
acomodar no maximo dez elétrons, levando-se em conta Sseus spins
paralelos e antiparalelos romo € requerido pelo principio de
Pauli. @uando ha menos de dez eletrons, varios arranjos sao

possfveis, como mostra a figura 1.4,

FERRICO (Fe3%).(3d5) —‘ED_IF

] 4] ¥ s=5 — (Ao Spin) '
Milt]Aft] }s=2

g 1 ] s-L- (Baixo Spin)
FERROSO (Fe2*) (3d5)

FTTTIY] s-2 — tAito Spin) —LIT}— 9
NEINEY —EH 1, —Diit+

. Aito Spin Baixo Spin
ltlt4it4] | | s=0 - (Baixo Spin) (5:572) (S=1/2)
(a) (b)
FIGURA 1.4
A dependencia angular das cinco fungoes de onda

ortogonais 3d (orbitais) € representada na figura 1.5. Os

orbitais d  , d ., d . sa0 denominados t,

2
Xz e os d 2 e dx_yz r

9

] r - rd
sao chamados eg. No 1on livre o estado fundamental e

pentadegenerado. No campo cristalino o efeito da vizinhanga nao



— 10 -

- s %1 .
€ 0 mesad sovbre todos os orbitais d e assim a

degenerescgncia e levantada, de modo que o desdobramento dos

'3 - . - I 4 ~ . -
niveis de energia degenerados devera ser sensivel a simetria da

vizinhanga.

&g
tzg
FIGURA 1.5
Numa primeira aproximagao, o fon de ferro esta
octaedricamente coordenado a seis ligantes negativos. Os

orbitais d no centro deste octaedro serao desdobradeos. Os trés
orbitais tzg evitam os vertices negativos do octaedro, enquanto
os orbitais eg apontam diretamente para as cargas negativas

{(fig. 1.6). Neste caso, a energia de repulsac coulombiana e



grande e estes orbitais estarao com uma energia maior. A

diferenca de energia entre os orbitais t:ge e € chamada

parametro de campo cristalino (A).

DistorgBo
Tetragonal

Distorgdo
ROmblca
™~ g

-

ta} 1 {c)

L ]| ——— -
// .""'--.____ dzl
5x -~
e A _
\\\ dxy, dyz —
—
‘2' ‘__..___.(““ ~-—

FIGURA 1.6

Dependendo da intensidade do desdobramento do campo
cristalino A pode-se ter uma configuragao de spin baixo ou de
spin alto; assim, ligantes fortes com campo intenspo fornecem
uma cnnfiguragﬁn de spin baixo e ligantes fracos, de spin alto.
Na figura 1.4 vemns as Ocupagoes possiveis dos orbitais d pelos
eletrons dos fons Fell e Felll e o efeito do campo cristalino A

no estado de spin do Felll.



1.2 -~ GLOBINA

A estrutura primaria da proteina € definida pela
sequencia de aminoacidos ao longo da cadeia polipeptidica. A
cadeia linear na mioglobina esta organizada em oito estruturas
chamadas helice a (estrutura secundaria). 0 arranjo espacial
das helices o € chamado estrutura terciaria. A estrutura
quaternaria & o0 resultado do acoerlamento de subunidades
independentes. Perutzto: determinou a estrutura da Hb atraves
de difragao de raios X. A molécula consiste de duas metades
identicas, relacionadas por um eixo de simetria (simetria
especular) (fig. 1.7). Sao tres os eixos de simetria,
perpendiculares entre si, que se cruzam no centro da molecula.
Exijste um tipro de Hb com gquatro cadeias {3, que apresenta a
simetria ideal (Hbh H-o talassemial.

0 empacotamento das cadeias na molécula de Hb ¢ tal
que o contato entre cadeias laterais existe entre subunidades
diferentes, havendo pouco contato entre as iguais. 0Os contatos
o e 3 sab de dois tipos: agqueles que nao mudam 9quando a
molecula vai da configuragao deoxi para a oxi, e 05 que sofrem
as principais mudangas quando ha alteragao no estado de ligacgao
do ferro. Ligagoes de hidrogenio e Ppontes salinas sa0

importantes para manter as subunidades unidas.



B AXIS

C AXI1S

FIGURA 1.7

Existem dois tipos de estruturas ou configuragaes
quaternarias, designadas por R e T (fig. 1.8). Algumas pontes
sal inas entre cadeias estaoc ausentes na oxiHb, deixando 1livre
as extremidades das cadeias. A conformagao € dita relaxada
(R),em oposigaoc, a confof.agao tensa (T) da deoxiHb. Na
estrutura R, a distancia entre os atomos de Fell das cadeias «
e 3 A e das 3 € 33 A. Na estrutura T as distancias

-~ . 101
correspondentes sao 35 e 49 A respectivamente -



(a)

[t]

FIGURA 1.8

{c)

1.3 = RESULTADOS DE ESPECTROSCOPIA

Ais variac;aes nas estruturas quaternaria € terciaria
devem ser tratadas separadamente. A estrutura terciaria pode
ser modificada com a presenga ou auseéncia de ligantes, a
natureza dos ligantes, a valencia e o estado de spin do ferro,
pelo  pH, fosfatos organicos, mutagoes genéticas, ou
-odifi:aqaes quimicas.

As propriedades termodinamicas, tais como a
afinidade por um determinado ligante, variam com o equilibrio

P (443
entre as #£struturas quaternarias R e T -



Estudos de raios X mostram que todas as formas,
ligadas ou nao, da Hb, oxidada ou reduzida, com spin alto ou
baixo, cristalizam na estrutura R, de forma isomorfa com a
oxiHb. Estes estudos indicam que as duas estruturas
quaternarias podem acomodar todos os tipos de estruturas
terciarias diferentes “oj.

Em selugao, as duas estruturas Ppodem ser
identificadas por tecnicas espectroscopicas. Os espectros da
NOHb tem caracteristicas da estrutura da oxiHb. A adicao de
inositol hexafosfato (IHMP) a NOHb provoca transicao para a
estrutura T € os espectros sao sensiveis a transigﬁa “m.

D espectro de RPE ( 77K) da NOHb em solucaoc € uma
superposigao dos espectros correspondentes a cada orientagao do
grupo heme-NO em relacioc ac campo magnetico externo .
espectro mostra a forma caracteristica de ums sistema com
simetria rombica. O elétron desemparelhado do NO esta
parcialmente sobre o ferro da heme e sobre o Ne ti‘t o
espectro € caracteristico da heme hexacoordenada.

A adicao de IHP a NOHb induz mudanga conformacional,
enfraquecendo o campo ligante do ferro € reduzindo a afinidade
da proteina pelo ligante . D pH e a presenga de inibidores
alosteéricos induzem uma variagaoc na estrutura eletronica do
sistema Ht—FeII-ND causada pelo nitrogenio da histidina
proximal, acompanhada por uma variagao na estrutura
espacial™ . A mudanga espectral foi atribuida ; cadeia a na
forma pentacoordenada. 0 espectro resultante € a soma dos

i1e9)
espectros penta e hexacoordenados -

Dados de raios X mostram que nos complexos com ND o



ferro € deslocado, na diregao do ligante, para fora do plano da
heme devido a ligagao forte com o NO ‘47 Este efeito favorece
o deslocamento do Fell na diregao do NO com adigao do IHP,
provocando a ruptura da ligagao N _-Fell.

Nagai et al ‘4’ estudaram por RPE e absnrqﬁo otica
o efeito da estrutura gquaternaria sobre os espectros das
cadeias a e 3, a temperatura de 4.2K. Realizaram exper iencias
de fotodissociagﬁo com hibridos de NOHb, onde ou a cadeia &, ou
a 3, estd marcada com ND, na presencga, ou ausencia de IHP. A
figura 1.9 mostra que os espectros dos hibridos com a ND
dependem do estado conformacional da 3, engquanto que o0s
espectros de 3 NO s3o insensiveis ao estado da a. D espectro da
cadeia o NO isolada quase nab varia com a temperatura, engquanto
que para a {3 NO, 0 espectro € simétrico a 77K e assimétrico a
4.2k (fig. 1.1@). Na presenga de IHP, o espectro de absorcgao
otica fotodissociado da NOHb mostrou uma forma anormal que foi
atribuida a unidade o NO no estado T. A forma anormal pode
surgir de um novo estado de spin, ou de uma distorgao da

confor-aqao da heme.

77 TTK

\\ / \\ // FIGURA 1.9
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CAPITULO 2

DINAMICA DE PROTEINAS

As primeiras estruturas de cristais de proteinas,
determinadas por difragao de raios x, foram da metaMb
metalb = . Estas estruturas revelam posi¢oes medias dos atomos
nas moléculas. Até 1970 os estudos sobre proteinas foram
baseados nestas estruturas estaticas.

Mesmo nos casos em que se sabe que a conformag®o da
proteina muda durante a reag¢Bo, como é o caso da Hb, esta
mudanga foi tratada como uma transi¢®o abrupta entre duas
estruturas rigidas, transigao do estado R para o estado T

Nos ultimos 15 anos o5 estudos de Proteinas tém
incorporado uma nova vislio do sistema bioldgico. Sabe-se agora
que os 4tomos em uma molécula de proteina- est3iIo em constante
movimento e que a estrutura cristalografica é uma representag®o
da estrutura média. 05 4aAtomos exibem flutuac®es de alta
freqiencia em torno dessas estruturas. A proteina ¢ us sistema
din&mico cujos detalhes de sua conformacgio variam
constantemente' ~o 2t

0 conhecimento das posigoes atomicas medias da
proteina € o ponto de partida para uma descricao completa da
atividade da proteina. Esta descrigac dinamica surgiu dos
estudos Pioneiros de grupos experimentais e teoricos.

01 ~
Karplus et al'2 tem investigado o movimento
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~ . - - L4 - -
atomico interno das proteinas atraves de simulagoes em
L4 -~
computadores. Foram produzidos graficos da Mb onde estao
. ~ - . - H
representadas 7 posicoes intermediarias em intervalos de 35
picosegundos. O estudo da Mb faz crer que tais movimentos
- . tzz)
devem ocorrer tambem em outros sistemas « Em alguns casos as
- ~ - o~ - bad L -
simulagoes mostram que os movimentos atomicos sao responsaveis

pela atividade da protefnamm.

Como um dos resultados do estudo dinamico de
hemoproteinas dois modelos com ideias ortogonais foram
propostaos. No modelo de Goldstein et alzzs: Flutuagaes

pocorrem dentro de um unico poco de potencial multidimwmensional e
sao harmonicas ou quase harmonicas e no modelo de Frauenfelder
et al' “" **existen multiplos minimos locais de potencial ou
subestados conformacionais. Neste ultimo caso os movimentos
internos correspondem a uma superposigao de oscilagoes dentro
do pogo de potencial e transigoes entre eles- Os dois wmodelos
foram aplicados aos resultados experimentais de cinetica da
COMb produzindo bons resultados.

Experiencias de fotodissociagaoc realizadas por
Frauenfelder et allz] em COMb demonstraram que o processo de
reassociacao do ligante para temperaturas abaixo de 18K € nao
exponencial e observa uma lei de potencia. Neste caso a

- ~ - -~ - -
reassociagao seria heterogenea € o retorno do ligante ocorreria

atraves de um espectro de energias de ativagao. A presenga

deste espectro seria assoc iada a muitos subestados

conformacionais (5LC) para Mb. Corroborando com esta ideia,
(221

Elber e Karplus demonstraram que a superficie de energia

potencial da protefna ¢ caracterizada por um grande numero de
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vales termicamente acessiveis na vizinhanga da estrutura
nativa.
Outros modelos, alguns baseados enm sC, foram
- - - - -~ -
prorostos para explicar a cinetica nao exponencial, entre eles
i . [2%1 [26)
citamos os de Agmon & Hopfield » Young & Bowne rJortner

e Ulstrup = . Redi e Hopfield =, Chance et a1' """’ &

Cta43
Stein
Neste capitulo serao apresentados em detalhes os

modelos de Frauenfelder e Chance. Serao discutidas experiencias

de fotodissociagao com os ligantes CO e NO em Hb e Mb.

2.1 — SUBESTADOS CONFORMACIONAIS

. rd
A estrutura primaria das proteinas €& formada por
ligagoes covalentes fortes € a estrutura terciaria &
estabilizada por ligagoes fracas (pontes de hidrogénio e
enxofre) entre partes diferentes da cadeia polipeptidica. Niao
existem condigoes de periodicidade que forcem a molécula a uma
unica estrutura. Em consequéncia, a proteina pode existir em um
. . t1,84.,82)
grande numero de estruturas levemente diferentes SC -
- - - "—
Muitos estados fundamentais com energias proximas fazem com que
Is L I
as proteinas tenham caracteristicas fisicas em comum com
s istemas desordenados tais comot vidros, vidros de spin e redes
neurais . Até o momento naoc existe uma teoria unificada que
leve em consideragao tanto os aspectos da estrutura quanto os
da dinamica das hemoprotefnas . Entretanto suitas experiencias

o~ » au it
vem fortalecendo o conceito de scun *0s-88



A proteina estudada como prototipo, COMb, exibe dois
estados principaist a forma ligada carboxiMb € =2 nao ligada
deoxiMb. Cada um desses estados da proteina contém muitos SC
que desempenham a mesma funcao biologica € que diferem em
detalhes estruturais. A figura 2.1 mostra a energia de Gibbs

na representagao do modelo de SC e num sistema quase harmonico.

G
G
[
. 7 cc
SUBESTADOS CONFORMACIONAIS
1 (a) (b}
FIGURA 2.1
Nas experiencias de espectroscopia de
. 95,96y ] 3 ,
infraverselho foi estabelecida uma hierarquia de

subestados onde cada vale (SC‘) da figura 2.2 esta subdividido
em subestados (SCzi,separados por barreiras me€nores e novamente
subdivididos (SCS). Existe uma hierarquia de subestados que se

I ~ ~ XT3
subdividem pelo menos tres vezes -
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FIGURA 2.2

Uma proteina em repouse a temperatura fisiologica
nac persanece em um unico SC, mas flutua entre €les (flutuacoes
de equilibrio ). A figura 2.3 mostra dois estados da proteina e
os correspondentes subestados. @Quande a proteina entra em

[ - ~ - - rd
agao,a transigao entre os dois estados ocorre atraves de
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movimentos funcionais importantes. As reagEes da proteina sao
fenomenos dissipativos, em contraste com a flutuagio da
proteina em repouso. Estes movimentos podem ser descritos
pela termodinamica de equilibrio € as duas classes de
movimento podem ser relacionadas pelo teorema Flutuagao

. . - TA0,.44)
-Dissipagao -

HSTADOS SUBESTADOS

-GGG
SR CICEC

FIGURA 2.3

3

2.1.1- REA(;JKO DA Mb COM CO

A figura 2.4 mostra o caminho da molécula CO do
solvente para o bolso da heme € em seguida para o sitio de
ligagao- A wmolecula CO executa um movimento browniano no

saglvente , move—-se atraves da globina, atraves do bolso da heme
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e finalmente liga—-se covalentemente ao fon de ferro da heme. No
modelo de uma unica partfculalzi a protéina forma um
potencial efetivo no qual o ligante se&e move (fig. 2.5). Este
modelo simples € NEecCessario para entender a reagao do ligante,
mas ¢ limitado porque nao leva em conta o0s movimentos da

P
proteina.

GLOBINA M

ENERGIA

———— BOLSO DA HEME R

\ ST J
\_‘ 7~ J
~ /
— r._ -
SOLVENTE S h ‘:—)\E} Q&\X‘“} co Coordenada da reacao
FIGURA 2.4 FIGURA 2.5
{841
De acordo com Frauenfelder et al , num modelo

mais geral, a reagao pode ser tratada como uma pertubacgao que
induz movimentos na proteina. Esta pertubagao leva a cadeia
eventos semelhantes aos de um terremoto: uma tensao &€ liberada
no foco e a energia ¢ dissipada em forma de onda , atraves da
propagacgao de deformacoes (fig, 2.6). Os dois wmodelos sa0

situagaes extremas. Num modelo unificado, o movimento da
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proteina e a reagaoc com o 1ligante devem ser igualmente
considerados. Entretanto tal modelo € suficientemente complexo,

e nao esta formulado nos dias de hoje.

FIGURA 2.6

Nas experiencias de fotodissociagao com laser
pulsado sao observados dois comportamentos de acordo com a
tenperaturatz: - Para temperaturas ac ima de igeK, a
reassociaqgo € exponencial ou uma soma de exponenciais
{(fig.2.7). Acima de 300K todos os 1ligantes reassociam,vindos
do solvente. 8uando =a temperatura diminui, alguns 1ligantes
retornam antes de chegar aoc solvente e o resultado € uma

mistura de processos. Abaixo de 180K todos os ligantes



permanecem ho bolso da heme € um unico processo ocorre, o
processo geminado (fig.2.8). A curva de cingética nao segue o
comportamento de Arrhenius e apresenta uma 1ei de potencia. A
interpretagao dada a estes resultados € que para temperaturas
baixas as moleculas de Mb estap congeladas em diferentes SC que
correspondem a diferentes barreiras de energia de ativagao.
Acima de 3@@K a proteina flutua entre os SC e a reassociagao

exponencial corresponde ao retorno do solvente.
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Outras protefnas e ligantes exibem o mesmo
comportamento nao exponencial observado para a
185,09,55e42-44) .
COMb - Para temperaturas abaixo de igex a
- -~ - - - - g -
reassociacao e caracter izada por uma distribuigao de energia de
ativagao g(E).Duas situacoes podem  ocorrer durante a
- ~ r ~ - ~
reassociacaozas proteinas sao um sistema homogeneo que pode
exibir o espectro total de energias de ativagao,ou um sistema
~ ra rd ~
heterogeneo onde cada proteina esta presa a uma conformagao
particular que corresponde a um unico valor de energia de
~ . . -
ativacgao. Experiencias com pulsos de 1luz da ordem de wmicro
- -~ - ~
segundos favorecem a interpretagac do sistema heterogeneo. Se
-y ~ - - -
as proteinas fossem homogeneas, pulsos sucessivos iriam

favorecer subestados de vida mais longa € a amplitude da

reassociacac deveria decrescer com o tempo(fig.2.9).
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2.1.2 EXPERIENCIAS DE RESSDCIA?KO COM COMDb

Nas experiencias de fotodissociagao de Frauenfelder
et allzl a proteina,em um solvente saturado de ligantes, ¢
colocada em um criostato e a temperatura € ajustada. O cisteaa
esta inicialmente no estado ligado (A). Um pulso de laser de 2
micro segundos e 59@ nm quebra a ligagao covalente do ferro com
o ligante, que s& move para o bolso da heme ¢ 0 sistema passa
para o estado nao ligado (B). O ligante pode reassociar de (B)

com razao de retorno kng ou esSCapar para o solvente, se a

temperatura esta acima de 200K. A reassociagao e monitorada
acompanhando a intensidade do sinal na banda de Soret (436nm).
A variagao da intensidade do sinal corresponde a fragao de
ligantes N{(t) que permanece desligada apos o pulso de
luz(figuras 2.7 e 2.8). Abaixo de 200K,o0 ligante retorna de (B)

e a curva de cinetica tem a3 forma aproximada da lei de

potencias
NCE)= (d+t/t ) (2.4)
onde to e n s3o parametros dependentes da temperatura. Se =

transigao de (B) para (A) ¢ do tipo Arrhenius, a razao de

retorno & dada pela relagao:

k

BA Anaexp { - E‘A/ kT ) (2.2)

onde E , e’a barreira de energia de ativacgo, Ay, € o fator de

frequgncia e k, a constante de Boltzman.No caso de uma unica
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barreira o retorno do ligante seria uma simples exponencials

N(t)= exp -k, ti. (2.3)

Para justificar o comportamentoc nao exponencial o
grupo de Frauenfelder postulou que para temperaturas baixas as
moleculas de proteina possuem diferentes barreiras de energia
de ativagao. A probabilidade de encontrar a proteina com

energia entre E,, e E, + dE,, € g(E ,) dE,,, tal que:
Nit)= [ dE,  a(E, Dexpi-k, 1) (2.4)

A distribuigao g9(E,,) pode ser obtida atraves da transformada

inversa de Larlace da equagao acima:s

N(t)= kT [ [dky 9tk dexpl-~k,  t)1k .,

= kT Lgtk, 2/k, ) e

i

atky 0= (k,,/kT) L77 Nct).

Subst ituindo N(t) pela equagao 2.1i:

- -n N4 n

Lo cavtre ) = [ky, to 7 TCn ] exp(—t k ),
obtem—se:

gtk 0= [ (kg t 0" exp(-t k ) 17 kI'tn). (2.5)

Der ivando g(k‘A) e igualando a zero, o valor de k‘Ano pico da

distribuigao € k= n/t,. Substituindo A,, na equagao 2.2 Por
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n/toexp(Ep/kT) obtem-se a constante de retorno e a distribuigao

em fungao de E”.

9(E, )= g, explalE"-E, )-nexpCo/n)C(EP-E, 0]  (2.6)
onde n = a kT e g, é uma constate obtida da condigao de

normalizagaos
J de a¢E_ =1

As curvas experimentais N(t) (fig.2.8) para varias
temperaturas foram ajustadas pelas equagoes 2.2,2.4 e 2.5 com
& n, EF e A, , como parametros. As distribuigoes obtidas a
partir das experiéncias com Mb, ZhHb (Hb Zurich) e A~~Hb com CO
estao na figura 2.4@® A avaliagao dos resultados indica que a
distribuigao g(E_ ) pode ser considerada independente da
temperatura para T<200K. O fator pré-exponencial A,, roderia
ter tambem valores dados por uma distribuigao. Entretanto os
dados experimentais obtidos por este erocedimento nao
justificam esta generalizagao e este fator foi considerado

constante.

-1

FIGURA 2.10
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Para temperaturas altas as protefnas flutuam entre
os 8C e acima de uma temperatura de relaxagac as flutuaqaes
s3o mais rapidas que as razoes de retorno e o ligante encontra
uma barreira de energia media nas proteinas. A reassociagao
direta do bolso da heme, Processo geminado, torna-se
exponencial e a razao de retorno kg Passa a ser determinada
pela media da distribuigao glE ) -

Abaixo de 80K a reassociagao do CO para Mb € mais
rapida do que o previsto pelas equagoes 2.2,2.4 e 2.5. 0O
comportamento nac ativado e independente da temperatura sugere
tunelamento intramolecular do ligante CO através da barreira de

[as]

energia . 0 trabalho realizado com isotopos de CO wmostrou
- ’, 1482
que a razao de retorno e dependente da massa ¢ - Nas
experigncias com cadeias isoladas da Hb observa-se que abaixo
de 10K o retorno ¢ essencialmente independente da temperatura e
~ - t84,47)
entre i9K e 30X a razao tende a um valor limite constante -
A razao de retorno foi calculada no regime de

tunelamento molecular atraves da eXPressaos
/2
ki=At(T)exp[(-ﬁ/h)QH(H—Et) d<{E), (2.7

onde ¥ ¢ a massa redurida do sistema Fe-CO, h a constante de
Plank, 3 um fator constante igual a n/2 para barreira
parabolica e H e d(E) sao a altura e a largura da barreira de
energia indicadas na figura 2.ii. No modelo, os potenciais A ¢
B estao acoplados aos fonons do sistema. A molecula no pgco B
tunela atraves da barreira para o Pogo A e entao decai para o

estado fundamental emitindo um ou mais fonons. Para T(ieX o
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tunelamento ecorre onde a barreira ¢ mais larga. Entre 10K e
49K estados excitados de B podem estar ocupados e o tunelamento
ocorre onde a barreira e mais estreita. Na equagﬁu 2.7, o fator
exponencial de Gamow € a probabilidade de haver transigao de
(B) para (A) € o fator de frequencia reflete © mecanismode

relaxagao envolvido.

A B
==
| — . lE"_i
i
ld e
1

FIGURA 2. 11

A frequencia com que o ligante tenta passar atraves
da barreira contribui para o fator pre-exponencial, que neste
caso ¢ uma Funqﬁo da temperatura. Q@uando a tewmperatura tende =
zero, a molecula 56 pode perder energia atraves da emissaoc
expontanea de um simples fonon e a razao de retorno kt torna—se
constante.

A largura e a altura da barreira foram relacionadas
atraves da expressaos

d(E)= d, (E /E¥ y® (2.8)
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que foi substituida na equagiac 2.7, supondo que a transigao
ocorre no estado fundamental do sistema (H—E1=E).0 resultado e:

S+1./2

k, = ﬁt(T) exp (- » E ) (2.9)

com ¥ = (d_n 20°7%> 7 (20 Py O ).

As curvas experimentais N(t) de reassociagao do CO
na cadeia 3-Hb foram ajustadas cow as equagoes 2.4 e 2.9 e com a

distribuigao obtida g(E) no regime de Arrhenius (figura 2.42).

Os parametros determinados foram de A (T).
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2.2 = EXPERIENCIAS DE POWERS E CHANCE

Nestas experiencias os resultados foram analisados
de acordo com um modelo que considera que estados
intermediarios discretos COMb ocorrem durante a dissociagao e a
reassuciagao do ligante para temperaturas abaixo da temperatura
de congelamentoe Tcl‘n"p’ - E possivel conseguir equilibrio de
concentragoes de estados intermediarios através da iluminagao
prolongada e cont inua. Para caracterizar as propriedades das
porulagoes cinéticas do produto fotodissociade, o© grupo
utilizou as tecnicas de absorgao dtica, raios X e
espectroscopia Raman.

Para uma temperatura constante, os estados
intermediarios isolados dependem somente da intensidade da luz
e da constante de retorno. As moléeculas com velocidades maiores

retornam durante a iluminagaoc e contribuem muito pouco para a
concentragﬁo de equilibrio. Regulando a ilulinagao para 50X de
fotodisssociagao e em seguida apagando a luz, o retorno da
metade mais lenta foi acompanhado seguindo a variagao da
intensidade da banda em 765nm. A curva de cinetica A(t) foi

ajustada pela soma de duas exponenciais com constantes de

retorno k, e k, e amplitudes C,e C =
A(t)=C exp(—k t)+C exp(-k, t) (2.1@)
os indices 1 e 2 caracterizam duas populagoes de equilibrio da

wet ade das wmoleculas mais lentas.

I's
Neste modelo os autores reconhecem que as proteinas



nao sao todas identicas durante a reacao, embora, €esSSas
diferengas nao tenham contribuigao mensuravel Para as
constantes de retorno, ou, de outra forsa® a variacgao de cada
constante esta dentro do erro de determinacao e analise. Desta
forma © sistema foi considerado homogéneo. 0 método de
miltiplas exponenciais tambem foi utilizado satisfatoriamente
por lizuka et al i para interpretar os resultados de
cinetica do ligante 0, cow a cobalto-Mb e com a cobalto-Hb.

Ds resultados obtidos das experiencias de cinetica

estao resumidos na fig. 2.13:

MbCO ‘ Mb*CO Mp*t deoxy Mb
cC—0O
/0 C/O € mm
c)iZ?' : Juse ,’--”no'
193 A 11974 /2 88k
SN . 0°K r.;i/«»y__l'oo”‘ W
220% z22h 7 204 2 i2a
N N
/N /N /N
k“’ZXlO sec ) (h:f|5>(|0 SeC )
( a! 40°K at 40°K
FIGURA 2.13
Hh*CD € o fotoproduto acumulado por iluninagﬁo

continua a 4K. Esta populagao pode corresponder a populagao
mais rapida a 40K, ou mesmo recombinar tao rapido que nao e
isolada nesta temperatura. Neste ultimo caso mais dois estados

geminados Hb* e Hh** seriam isolados a 40K, totalizando tres
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fotoprodutos. O fotoproduto Kb CO mantem a mesma distancia
entre o ferroc e o carbonoc que o estado 1ligado MbCO, enquanto
quUue em Hb** a distancia aumenta cerca de ©.6 A. Ambos os
fotoprodutos sao significantemente diferentes da deoxiMb. As
duas posigoes do ligante dentro do bolso da heme correspondem
a sitios de baixa afinidade onde o ligante pode permanecer

antes de retornar ao ferro.

2. 3- EXPERIENCIAS DE CINETICA COM Hb

Experiencias de fotodissociagao com Hb em
temperatura fisiologica sa3ao importantes para o estudo da
cooperat ividade. As experi€ncias com CO sap mais abundantes que
com o ligante fisioldgico 0z porque seus resultados permites
uma interpretagao mais facil e a reagaoc tambem exibe
cDDperatividade{51].

0 desenvolvimento nos anos 70 do laser pulsado de ns
e ps posibilitou um grande progresse nas investigagoes de
cinetica rapida e a reassociagao do CO apds fotolise vpode ser
observad;sbgm.

A influencia combinada das variagoes estruturais e

da recombinagao geminada sobre o mecanismo da reagao tem sido
invest igada atraves de tecnicas Variadagnﬁﬁuh

A questao importante que se coloca € como a mudanga
na estrutura gquaternaria interfere sobre a frequencia de
entrada (saida) de ligantes na (da) proteina ou sobre

velocidade da ligagan heme—-CO0.

Nas Experigncias de cinetica com um hibrido de Hb
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na presenca de inibidores alostéricos' **’ » foi observada uma
redugao na recombinagao geminada e cerca de 90X dos ligantes
reassociam na fase bimolecular. Apesar das diferentes fragaes
de reassociagao geminada entre as proteinas na forma R e T, a
constante de tempo do processo permanece igual, indicando que
as propriedades cin€ticas nac foram afetadas. A extrapolagao do
comportamento cinético para uma amostra na forma T pura fornece
uma expectativa de iX de recombinagac geminada, com a mesma
constante de retorno cbservada para a amostra Rldm.

As afinidades diferentes das formas R € T por CO se

- . ~ . 1681
wmanifestam na constante de associagao media . De acordc com

.~ . [&22 R . .
as experiencias de Murray et al - a diferengca de afinidade
I . I - -
entre as duas estruturas quaternarias e exclusivamente devida
-~ - L. ”~ -
ap decrescimo da constante de associagac na ultima etapa do

ligante para a heme (fig. 2.14).

VARIACAO DA BARREIRA

NTRADA DO LIGANTE SATDA DO LIGANTE

Protein  Solvent

FIGURA 2.14

Heme

! FIXACAO A HEME i OBSERVADO

- b -
Os processos geminados que a temperatura ambiente
ocorrem €em ps, podem ser examinadas cCom detalhes en

experiencias de baixa temperatura. Neste caso o ligante fica



preso no bolso da heme, impedido de escapar para o solvente.

Cobau et al.['SJ estudaram a cinetica da Hb da carpa
tom o ligante CO nas temperaturas entre 1@ e 18@K. As formas R
e T foram investigadas € os resultados interpretados em termos
dos subestados conformacionais, com o modelo da distribuigao de
energia de ativagSG de Agmon e Hopfield. Foram obtidos valores
diferentes para as constantes de retorno do CO nas formas R e T
da Hb da carpa. Essas diferengas sugerem que pode haver energia
de cooperatividade armazenada na conformagao.

Os resultados das experiencias de temperaturas alta
e baixa sao coerentes e indicam que a ultima etapa da reacao
controla a reatividade.

Experiencias de cinetica com o ligante NO, tem sido
menos frequentes devido ao fato de que a NOHb exibe alta taxa de
reassociacao geminada, apresentando um produto fotodissociado a
300K de apenas €.1X , em contraste com @.8BX para 0O,Hb e 5%
para COMb -

Cornelius et al'®™ observaram a evolucio do
espectro oOtico da NOHb, a temperatura ambiente, apOs um pulso
de laser de Bps. 0 fotoproduto observado tem vida curta em
relacaoc aoc CO. Foram observadas duas fases na relaxacac da
pratefna e o espectro transiente € semelhante ao da deoxiHb,
indicando que os estados eletronicos do fotoproduto saoc iguais
ao da deoxiHb e que as diferengas observadas ocorrem devido as
mudangas estruturais mais lentas.

Jongeward et altdd]exatinaran os efeitos da

histidina distal sobre a reagao comparande a cinética de

recombinagao da NOMb de baleia €& de elefante. Esta tem uma



glutamina substituindo a histidina distal. Estudos de RPE
nestes sistemas ©  indicam que a interagac do NO ¢ mais fraca
com a glutamina que com a histidina. Nos estudos cinéticos com
laser pulsado de 78fs a evolugao do sinal de absorgaoc otica
apresenta uma relaxagao bifasica para a Mb de baleia, e
unifasica para Mb de elefante. Neste ultimo caso, a relaxacao €
mais rapida e o ligante permanece menos tempo no bolso da heme.
Us autores sugerem que a histidina atua como um modulador da
reagﬁu e a natureza bifasica corresponde a duas conformagoes
predominantes da histidina na distribuigao de equilibrio das

conformagoes,
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CAPITULO 3

MATERTAIS E METODOS

2.1 - PREPARA?KO DA HEMOGLOBINA

A hemoglobina humana foi obtida a partir de sangue
fresco de acordo com o procedimento padrao . A hemoglobina
foi estocada a —2006 em soluga5 com 33X de glicerol v/v em pH
B.5. Para cada amostra a quant idade adequada de solugﬁo estoque
foi preparada com antecedencia. Fosfatos organicos foram
removidos pela passagem em coluna de Sephadex G-25 equilibrada
com tampao fosfato ©.iM e pH adequado. A cuncentragﬁu final da
proteina foi obt ida medindo a absorgﬁo otica no
espectrofotometro CARY modelo 17. Para cada amostra, =a solugﬁn
foi diluida até a concentragau desejada com tampac fosfato pH
6,990 ou 6,25.

Gas oxido nitrico (NO) foi preparado reagindo acido
nitrico a 3% com cobre metalico, na ausencia de oxigenia,
lavado em solugao iM de KOH e armazenado em balao contendo agua
destilada para evitar gque pequenas quant idades de NO

2

-
PErBmaNECesSsSeEn RO g9aSa.
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3.2 - PREPARAQKO DE PROTEINAS SATURADAS COM NO

As solugaes de hemoglobine foram deoxigenadas por
vacuo num tonometro. A deoxigenagﬁo € verificada visualmente
pela mudanga de coloragﬁo: do vermelho para o arroxeado. 0 gas
NO € injetado em excesso no tonometro através de sSer ingas
clinicas. As amostras foram equilibradas durante cerca de 2
horas € em seguida foi feito vacuo no tonometro para retirar o
excesso de NO.Cada amostra foi entaoc passada para o tubo de
quartzo de RPE e nitrogenio gasoso foi injetado no tonometro
para equilibrar as pressoes interna e externa. As amostras
foram seladas, colocadas na cavidade de RPE e congeladas
Ientamente em cerca de 6@ minutos.

As ampstras saturadas com NO e com pH 6.5 foram preparadas
em porta-amostras estreitos de 2.i6mm de diametro internoc e nas
cnncentragSEs 0.2, 0.7 e 1.2mM de ferro. Tambem foi preparada
uma amostra no estado R com pH 6.25 no porta amostra de
diametro internoc 4.20mm com concentragﬁn de ferro de @.4mM As
concentragoes finais de ferro das =amostras com NO SR0
ligeiramente maiores devido ao vacuo feito para deoxigenar as

amostras.
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3.3 - PREPARA?KO DE AMOSTRAS COM INOSITOL HEXAFOSFATO (IHP)

Med idas de RPE foram feitas em 3 amostras com IHP
parcialmente saturadas com NO € PH 6.25: duas amostras T, com
@.37mM de ferro e cerca de 74 de ND € com @.7mM de ferro e
cerca de 8.6%¥ de NO & uma amostra RT,com @.4mM de ferro e cerca
de 14% de NO. Para cada preparagﬁo foram usados 2 tonometros:
no 19, Hb saturada com NO foi preparada como descrito ma 58¢g50
anterior e no 29, foi colocada uma solugﬁo de Hb mais diluida
com excessp de IHP de 3:i de ferro. Esta snlquo foi
deoxigenada por vacuo e rapidamente ©.5ml1 da amostra do 42
tonometro foi transferida para o 22 por meio de uma seringa
clinica de iml, sob atmosfera inerte de nitrogenio 9asoso. As
concentragoes citadas acima foram obtidas das relagoes entre
concentragoes e volumes iniciais das preparagoes de cada
tonometro. ApOs 4@ minutos, tempo considerado suficiente para o
NO se redistribuir por todas as hemesti‘i, as amostras foram
transferidas para o porta amostras de RPE de diametro interno
de 4f2@mm, equilibradas com nitrogenio gasoso, seladas e

congeladas lentamente.



3.4 — AMOSTRAS DESIDRATADAS

Foi utilizada metaHb da Sigma Co..Cerca de iomg da
proteina foram depositadas num recipiente de aluminio e
colocadas num dessecador contendo pentoxido de fosforo, no qual
foi feito vacuo. Dias depois a amostyra foi introduzida num tubo
de quartzo de RPE que foi selado € o ar retirado com umz
seringa clinica. Gas NO foi introduzido no tubo. 0 tempo de

reagaoc esperado foi mais de quatro horas.
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3.5 — CONTROLE DE TEMPERATURA E SISTEMA DE ILUHINAQXO

As experiencias foram realizadas a temperaturas
criogenicas utilizando um criostato de fluxo de Helio liguido
(HELITRAN LTD-3-11@) com controlador de temperatura (APD-E),
ambos da Air Products and Chemical. As temperaturas das
experiencias foram medidas com um termopar de Au-Fe x Chromel
preso na parede externa do tubo de quartzo. A Flutua§50 na
leitura indica uma variagao de cerca de iK.

As experiencias de fotodissociagao foram realizadas
iluminando a amostra através da janela da cavidade de RPE com
upa lampada de arco de Xenonio de 4i@@eW da Oriel Corp. of
Amer ica, Stanford. 0 feixe de 11uz passa por um cilindro
metalico com abertura de 3.0cm e por um diafragma de controle
manual e com abertura de 2.9cm de diametro. & distancia entre a
lampada e a amostra € de cerca de 30cm. Foi usada uma snlugga
saturada de sulfato de cobre como filtro de infravermelho. &
razao de dissociagao (nimerc de fotons por ferro, por segundo)
foi estimada considerando as caracteristicas geométricas e de
absorcao do filtro em ©.4/s. Para evitar interferéncia na
eletronica do espectrometro de RPE, devida a descarga elétrica
inicial, quando a lampada € ligada, foi adotado o procedimento
de bloquear a passagem da luz com o diafragma até estabilizar o
sistema de iluminag50 e 0 espectrometro. Aberto o diafragma a
amostra permaneceu iluminada até o aparente equilibrio do sinal

de RPE e ainda,durante o registro do espectro.



3_4 - MEDIDAS DE RPE

As experiencias foram real izadas com um
espectrometro banda-X da VARIAN modelo E-9.

As experiencias de fotodissociagao foram feitas em
baixa potencia, para evitar efeitos de saturagﬁo. Entre duas
experiencias a diferentes temperaturas, a amostra foi aquecida
ate pelo menos 49K, para que o0 sinal original fosse totalmente
recuperado. A reassnciagﬁo termica do NO foi observada em
algumas amostras parcialmente fotolizadas com a luz. As curvas
de cinetica foram obtidas com campo magnet ico
fixo.

As curvas de cinetica foram digitalizadas a mao ou
na mesa Digigraf e todos os espectros apresentados foram
digitalizados na wmesa Digigraf. As comparaqEES entre os
espectros foram feitas usando o programa DIGITAL acoplado a
mesa Digigraf gentilmente cedido pelo grupo da Universidade de
Sao Carlos.

PDs resultados obtidos de experiencias de cinetica e
das de variagaoc de potencia (saturagao cont {nua) foram
ajustados aos wmodelos teoricos pelo metodo Monte Carlo,

- L o,
minimizando o erro quadratico medio.
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CAPITULO 4

RESULTADOS EXPERIMENTAIS

0 sinal RPE € o resultado da interacao eletronica
entre o ion de ferro Fell e o elétron livre do NO. A luz rompe
esta ligaqau fazendo decrescer o sinal. Um sinal residual
permanece devido a moléculas 9que nao foram desligadas ou
aquelas que tem retorno rapido. Nenhum sinal devido ao ND
dissociado foi encontrado. O espectro foi registrado na regiiao
de 3100 G ate 3500 G antes de iluminar a amostra e durante o
equilibrio com luz. Cessada a iluminagac e estabelecido o
equilibrio, o sinal foi registrado novamente. 0Os espectros
foram comparados ¢ foi observada uma variagac na forma de
linha, pPrincipalmente na regiao de campo alto. A analise desses
espectros sera feita posteriormente.

Na figura 4.1 esta indicado o valor de campo
magnetico, onde a cinetica foi registrada para cada amostra de
NOHb. Para analisar os resultados experimentais, a amostra
saturada com NO, pH 4.5 e ©.2mM de ferro sera tomada como

padrgu.
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4.1 — AMOSTRA PADRXO

A Fragﬁo de ligantes dissociados no claro FL(t) foi

obtida dividindo cada

(fig.4.2) por Io’ onde Io € a intensidade inicial do

relagao a linha de bases:

ponto da

Fo(E)=AL (t)/1,

curva

de

cinetica AL (t)

AL, (1)
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N

(b)
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Na figura 4.3 as curvas experimentais FL(t), no

intervalo de temperatura de 4,2K a 15,5K, estao indicadas por

I's - £ ~ . -
simbolos. As linhas continuas sao as curvas teoricas obtidas

pelo ajuste dos dados experimentais com a soma de duas

exXponenciais.a

05

0.4

04

100

FIGURA 4.3

As curvas tamhém foram analisadas normalizando FL(t)

~ -
a unidades

NJt)=ﬁIEt)/bI(m) (4.2)

onde Al{x) e a variagﬁo da intensidade do sinal no equilfbrio,

durante iluuinagao.



...59...

No escuro, uma pequena fragao de ligantes retorna ao

ferro e a fragao normalizada que Permanece desligada e:

ND(t)zéID(t)/AI(m) (4.3)

onde AID(t) € a curva experimental de cinetica obtida sem luz.

(b)

I e e e S o e e e e R N e e B e
-03 4] 0.3 06 0.9 1.2 1.5 1.8
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A Ffigura 4.4 mostra as curvas experimentais
normalizadas com € sem luz, representadas pelos simbalos
indicados na legenda. A linha continua € a curva teorica obtida
ajustando os dados experimentais ao modelo de subestados
conformacionais.

Os erros experimentais indicados nas figuras 4.4
foram estimados levando em conta a incerteza da medida em cada
ponte. Os erros sao atribuidos principalmente a flutuaqao de
temperatura e a relagﬁu sinal-rufde.

As curwvas normal i zadas na Presencga de luz
apresentaram um cowmportamento inderendente da temperatura,
dentro do erro exper imental estimado. Sem 1luz, observa-se uma
separagan das curvas de temperaturas diferentes. Entretanto,
devido a variaqﬁu de N(t) ser da orderm do erroc estimado, os
resultados principais foram obtidos analisando as curvas de
cinetica registradas durante a iluminagao. Devidoe a fraca
dependencia com a temperatura observada, foi utilizada a
hipotese de tunelamento molecular para calcular a razao de
retorno. Nas curvas F, (t) o valor final F{(«x) decresce com a
temperatura, indicando que uma fragac wmaior de ligantes
retorna ac ion de ferro na temperatura mais alta. Acima de
15.5K nac foi possivel observar nenhuma fragﬁu dissociada
nestas cnndiqaes exper imentais. Também nao foi observada a
anulaggn total do sinal nas temperaturas mais baixas. A maior
fragao dissociada foi ©.50 para 6.2K. O total dissociado
depende da constante de dissociacgao k* e da razaoc de retorne
k

- A dissociagao total nao € observada se uma fragaoc de

moleculas tem retorno mais répido que g tempo de resposta do
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RPE (constante de tempo ©.03s).
4.2 -~ CURVAS DE DISSOCIACKC DE AMOSTRAS MAIS CONCENTRADAS

A figura 4.3 mostra as curvas experimentais

normal izadas NL(t) obtidas para uma amostra com pH = 6.5 ¢ 1.2

mM de ferro para T = 11.7K, 14.8K e 16.9K. As tres curvas estao

separadas, em contraste com as curvas normalizadas da amostra

padrgo, que S SUPErpoem.

~0.1 - 0 ¢+ 0
-0.7 - ° + + i
0.3 ¥ L

~0.4 1

-054 ¢

log NLU)
'y
o

=06 -

~0.7 4

~0.8 -

~0.9

As figuras 4.6, 4.7 ¢ 4.8 apresentam as curvas das

fragaes dissociadas FL(t) para as amostras de NOHb com @_4mM de
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ferro nas confurnagaes R, RT € T. A curva de cinética da
amostra T alcanga o equilibrioc mais rapido que a da amostra R.
E possivel observar uma fracao dissociada de cerca de 30X para
uma temperatura de 17.6K na amostra T, enquanto que na amostra
R, a fragao dissociada € cerca de 20X, para 12.3k. A wmaijor
fragao dissociada € cerca de S0XZ Para a amostra R a 5.9k ¢ 70X
para a amostra T, a 106.4K. A amastra RT apresenta resultados

intermediarios.
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As figuras 4.9 e 4,419 mostram as curvas
experimentais digitalizadas & normalizadas NL(t). As  curvas
normal izadas da amostra R de 5.9, 7.9K e 7.1K se superpoem €
somente a mais fria € apresentada. A curva de 12.3K esta
separada das demais. As quatro curvas referentes as quatros
temperaturas da experiencia com a amostra T estao separadas e
foram ajustadas independentemente. As curvas teoricas
provenientes dos ajustes estaoc indicadas na figura 4.1¢ pelo

£
simbolo +.
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Na figura 4.i%f observamos o efeito do pulso de 1luz

sobre a curva de cinetica para uma amostra RT para 1@.e6K. A

fragao de ligante que reassocia durante o pulso e constante e

€ cerca de 26X do total envolvido na dissnciagau. A curva de

cinetica praticamente nao ¢ modificada pelos pulsos.

R+T - T=104K

RTID4M - T2(1)

0.9+
0.8 1
0.7 4
0.6

FIGURA 4.11
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4.3 - ESPECTROS DE RPE DA AMOSTRA R

A amostra saturada com NO, pH=6.2 e é.4mM de ferro

. - .~ . . -~ I _ ~
foi utilizada nas experiencias de variagao terwmica, saturagao

cont inua e futndissnciagau.

A Ffigura 4.3i2 mostra os espectros ohtidos no

intervalo de temperatura desde &.3K ate $05.3K. Todos os



- 58 -

espectros estao sobrepostos ao de 4.3K (marcado com circulos
escuros na figura), para culparag59 da forma de linha. Os
valores de g indicados na figura foram determinados por Nagai e
uutrus{4], para T=4.2K e caracterizam o espectro resultante
como a soma dos espectros das cadeias a e f3,ambas saturadas com
NO. O maior valor de g = 2.078 caracteriza a cadeia a e o valor
seguinte g = 2.0464, =a 3. A linha larga em g9=1.981i tem
contribuigao das duas cadeias e o desdobramento em 9=2.909 & o
resultado da interagaoc do elétron desemparelhado do NO com o
nitrogenio do NO e com ©  nitrogenio da  histidina
proximal' '~ .Nos espectros da figura 4.i2 a resolucaoc da linha
superhiperfina ¢ favorecida pelo pH e poténcia baixos.Na figura
4.1 os espectro de duas amostras R foram apresentados e nao e
visto desdobramento das linhas na amostra padraoc que tem pH 6.5
e potencia 1.6 x 10 ' my. A sensibilidade do sinal € menor para
amostra padrac que tem a metade da concentragan de ferro e
cerca de 1/5 do volume da amostra mais concentrada na cavidade
de RPE, devido ao diametro do porta amostra.

Observando a evolugao do espectro com a temperatura
(figura 4.12) .,verifica—-se que para as temperaturas mais baixas
o espectro perde em intensidade e apresenta um alargamnento da
linha com o aumento de temperatura ate, pelo menos, 22.7K; para
53.7K a largura da linha € igual a inicial e surge uma variagao
da forma do sinal nos pontos indicados na figura 4.1i2. Esta

diferenga se acentua para 105.3K.
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4.3.2 - SATURA(;KO CONTINUA

A experiencia de saturagao continua foi realizada no
intervalo de temperatura de 7.5K até 104.6K. A& figura 4.i3a
mostra a evaluqan dos espectros com a poténcia, no intervalo de
1.2 10 “mi ate 2.3 «x 102nu, para T=7.5K. O espectro para
2.30 x 19 mW ¢ uma linha larga cujos valores g, = 2.027 e g, =
2.904 foram determinados no maximo e minimo da intensidade do
sinal.

Para verificar se os espectros sao cambinagaes de
duas especies, nos chamamos de (A) e (B), os espectros de 1.2 x
1d*hu e de 2.3 x 102mu e fizemos combinagaes var iando as
contribuigaes de cada espectro, como indicado na figura 4.13b.

0 método para medidas de saturacio progressiva oo
foi utilizado para analisar os resultados experimentais. A
partir dos graficos de intensidade do sinal (I) e de poténcia

{(P), na forma Iog{I/fF} % log(P), podemcs obter =a potencia a

meia saturagaa (P ). As curvas de saturagao para cada

1.2
temperatura foram ajustadas por minimos quadrados rela
expressact
I
I max
= (4.1)
brz
-/i:—_ [1+P_-] .
Pi/z J

- -~ f -
onde b e um parametro empirico.
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A intensidade da linha em g=2.044 foi medida em
relagao a2 linha de base e a da primeira linha do desdobramento
hiperfino foi medida pico a pico. As posigoes estac indicadas
por setas na figura 4.13. O parametro (b/2) obtido do ajuste
foi constante para todo o intervalo de temperatura e igual a
@.57130.05 para a linha hiperfina ¢ 9.53+0.04 para a 1linha de
campo baixo. Estes valores sao iguais dentro da faixa de erro.

0s valores de P, , obtidos pelo ajuste foram
langados no grafico log(P,  ,) x log{T) que pode ser observado
na figura 4.14. Os dados se ajustam melhor a curva Pi/zé T com
n=2.2+9.2 para a linha hiperfina e n=2.420.2 para =2 linha de

camp0O baixo. As retas e os wvalores de n foram obtidos

diretamente do gréficu.

Pl/2 (W)

107 -

FIGURA 4.14

101 102 ' T(K)



_63.—
4.3.3 - FOTODISSOCIAQKO

Os espectros observados antes de iluminar a amostra
(SU) e durante iluninagao, no equilibrio (Se)para cada
temperatura foram comparados para verificar se houve alteragﬁu
da forma de linha. Na figura 4.i5 sao apresentados os espectros
inicial e diferenga(ﬁo—yse), com y=2. Para as duas tewmperaturas
apresentadas, 5.9k e 7.90K, observa-se uma diferen¢a wmaior entre
os espectros na regdiao de campo alto. O fator =2 indica que
metade dos ligantes permanece dissociado no equilibrio durante
iluninaqgu. Para as temperaturas mais altas o fator p € menor
indicando que uma fraqiu menor de ligantes permanece

- - ’
dissociada. Neste caso a diferenga entre os espectros € PEqUENa.
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4.4 ~ AMOSTRA T

A amostra com IHP ¢ cerca de 24X de NO, com ©.7mM de
ferro e pH 6.2 foi wutilizada nas experiencias de variagao
termica e saturaqao cont inua. Nas exper iéncias de
Fntodisgociagﬁo foi necessario utilizar uma amostra mais

diluida, com ©.37mM de ferro e cerca de 7X de NO.

4.4.1 -~ VARIA(;KO TERMICA E SATURACAO

A figura 4.146 mostra os espectros obtidos no
intervalo de temperatura de ii.7K até i88.3K com uma potencia
de 4.9 x 1@ "mW. Estes espectros sao tipicos do NO ligado ao
ferro pentacoordenado"zl. 0 espectro para 188.3K pode ser
comparado ao obtido por Louro et altti) para temperat ura
equivalente com pequena fragao de NO. Para as temperaturas mais
baixas © espectro ¢ semelhante ao obtide por Nagai et alu,
para 4.2K. A intensidade pequena do sinal es g=1.98f indica a
contribuigao da cadeia 2 ligada ou o na confornagau R  enquanto
que o desdobramento € devido ao NO ligado a cadeia o na forma
T. Uma drastica mudanga € observada com a variagae da
temperatura,na regiao entre g=2.038 € g=2.964, indicada na
figura 4.16 por setas. Podemos observar também que a relagao
entre as 3 linhas do triplete € alterada com a temperatura.

Chamamos de (L) o espectro de 11.7K e (D) o de
188.3K e fizemos co-binaqﬁes dos dois espectros que estao

apresentadas na figura 4.17. As temperaturas intermediarias

podem ser hem representadas por estas combinagoes.






FIGURA 4.17
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0O mais surpreendente foi verificar tambem que o

espectro do ferro pentacoordenado evolui com a temperatura de
forma semelhante a variacgao de potencia (figura 4.18). Na
figura 4.18a estao apresentados os espectros para gquatro
diferentes potencias, na temperatura de i1.7K. Na figura 4.i8b
os espectros foram combinados para representar as potencias

intermediarias.
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4.4.2 - FOTODISSDCIA?KO

A amostra com IHP, cerca de 7% de NO, e 0.37mM de
ferro e pH 6.2 foi utilizada nas exper iencias de
Fotudissociagﬁo. A figura 4.i9 apresenta os espectros para
i9.4K antes da iluminagau {(a) e no equilibrio (b). 0 espectro e
mais pobre que o apresentado na variagao termica porque esta
amostra esta mais diluida e com menos NO ligado. 0 sinal
dissociadoe foi multiplicado por um fator y=2.57. Por inspegao
visual, nota-se que o5 espectros apresentam diferengas na
regiac em torno de g=2.9464 & a relagﬁo entre as intensidades

das tres linhas hiperfinas ¢ alterada.
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0 fator de dissuciagEu indica que 61X do NO
permanece desligado no final da fotodissociagao. Esta fracao e
maior que aquela obtida para a amostra R para uma temperatura
wmais baixa (7K). Aumentando a temperatura a fragao dissociada
de NO € menor, e consequentemente, as diferengas espectrais
diminuem. A figura 4.20 arresenta a diferenga entre os

espectros (a) e (b)) da figura 4.1%.
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FIGURA 4.20
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4.5 = AMOSTRA RT

A amostra com IHP, cerca de 14X de NO, com @.4mM de
ferro e pH 6.2 foi utilizada na experiencia de fotodissociagio
€ 0 espectro para 10.4K esta apresentado na figura 4.21 (b).

Combinagaes dos espectros das amostras R de 10.1K

(a) e T de 11.7K (c) estao apresentadas na figura 4.21.

FIGURA 4.21
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A diferenga entre os espectros inicial ¢ dissociado
(figura 4.22) nesta amostra € a soma das variagoes observadas

na T e na R devidas a Fotodissociagﬁo.

60 G

FIGURA 4.22

4.6 - AMOSTRA DESIDRATADA

A figura 4.23 mostra os espectros da NOHb
desidratada na regiao de temperaturas entre 7.5k e &7.0K. A
diferenga entre os espectros devida a dissociagﬁo esta
apresentada na figura 4.24.
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CAPITULO 5

DISCUSSAO

Neste capitulo serao apresentados os resultados da
avaliaggo dos modelos de distribuicao de energia de ativagao e
a aplicaggn A5 NOSSas experiancias de cinética por RPE.

Adaptamos o modelo de distribuiqao de energia para
analisar = reassociagau dos 1ligantes durante iluninagﬁu. As
experigncias de cinética realizadas com amostras diferentes sao
interpretadas de acordo com o modelo proposto e os resultados

obt idos comparados. £ feita a analise dos espectros de RPE.

5.1 -~ AVALIA?KO DOS MODELOS DE DISTRIBUI?KO DE ENERGIA

Com o objetivo de escolher o melhor modelo de
distribuigao de energia para analisar os nossos resultados de
cinetica de NOHb, comparamos tres wmodelos aplicados aos
resultados experimentais do 1ligante co com a Hb da
carp;aﬁhUanns chamar de mwmodelos A, B e [ os modelos de
Frauenfelder et al. (secgao 2.1), Agmon et al. (apéndice B) e
Young et al. (apendice A), respectivamente.

Os ajustes foram efetuados pele método de Monte
Carlo, minimizando o erro quadrat ico meédio. Os parametros da
distribuigao de cada modelo obtidos do ajuste da curva de

logLN(t)] x 1og(t) para a temperatura de 109K correspondem 3o
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conjunto que ajustou melhor as tres temperaturas
simultaneamente (100K, 140K e 180K).

A tabela 5.4 e a figura 5.1 apresentam os
resultados obtidos com 0 modelo B por Cobau et al. e por nos. O
desvio observado entre os dois conjuntos de parametros € cerca
de 7% e provem das diferengas nos ajustes dos parametros A, f e
D, que influenciam pouco na forma da curva. Para o parametro X,

pbteve—-se o mesmo valor nos dois ajustes.

MODELO B
NOSS50s
RESULTADOS | Ref. 38
-1
loglais 7)) 8.6 ————
Dikcal/mol} 15.2 16.0 !
Afkecal/mol) 10.3 9.7+0.4
£(keal/mol.a.u.2) 12.2 13.04 0.6
x ta.u.) 0.87 0.88+0.1
P

E (kcal/moll 2.0 1.6
Eniplkcal/mol) 0.0 0.0

TABELA 5.1
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MODELO ¢
logiats 1)) T 8.7
E_. (kcal/mol)
- min’ 0.4 TABELA 5.2
uf(mol/kcal) 4,0
v 2.2

e (keal/mol 1.8

N

.

A tabela 5.3 e a figura 5.3 apresentam os resultados
do modelo A. Neste caso foram feitos dois ajustes: com os
parametros n e a independentes {A‘) € relacionados pela
eXPressao n=a RT® (Az). Em A a relagﬁoentre oo e n fornece um
valor para T* de 9i9K. Nas experigncias para COMb, T*=120K € a
temperatura do wmelhor ajustetzl. Neste caso T* para Hb da carpa
deveria ser 100K. Apesar desta discrepancia, os dois conjuntos

-~ - - L ~
de parametros ajustam bem as curvas de cinetica, que Sa0o

definidas essencialmente por o« € n.

MODELO A
L___ -1

A.l A.2

logla(s 1)) 8.7 g. 7
5,3

E¥ (kecal/mol) 1.9 1.8 TABELA 5.
n 2.8 0.6
o (moi/kecal) 2.8 1.9
™ (K) 515, 158.

0.4 1.
Emin(kCal/mol)
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Na figura 5.4 as quatro distribuicoes de energia
obt idas para cada modelo estao representadas. 0 valor de EP €

constante e as diferengas sao oriundas dos valores de E

. d
min ¥ 2

largura da distribuigao (A) (tabela 5.4). 0 -valor de Ein

definido pelo modelo C e calculado nos demais € 2.5 vVEZES maior

cm A& qQue nos modelos A1 e C. Eﬁu« e zero no modelo B. A pnr;ﬁo

inicial de g(E) corresponde aos Processos mais répidos. que

exper imentalmente sao dificeis de ser detectados.
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FIGURA 5. 4
E (kcal/mol)
I login) | EF (B A giE)
L _
" wo1/woa |
Als l keal/mol meﬂkcal TABELA 5, 4
a1 | 8.7% | 1.9 ] 0.4 | 1.5 0.64
MOD.A‘
A2 8.7 1.8 1 1 0.8B6
MOD.E;i 8.6 2.0 0 1.6 0.66
MOD. C 8.7 t.3 L o.a | 1.8 o.67
-
~ - *
Os parametros mais importantes, por terem
. - - I - ~ P ~ - .
significado fisico, sao E € A, que sao iguais Para todos os

modelos. Estes resultados

indicam que a forma

da distrihuigSo
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nao determina o valor da constante de retorno no epico da
distribuicdo. 0 centro da distribuigdo € mais populado e
caracteriza =a reassociagso. Nos extremos onde ocorrem as
diferengas, entre as distribuicoes, a populagao de moleculas ¢
pequena e esta contribuigﬁo pode estar contida no erro
experimental. Para todos o5 modelos discutidos aqui, os
parametros EP e A s30 menores para a Hb, quando comparados com
aqueles da Mb e a distribuigso da Mb £ mais larga que a da Hb,
sugerindo <que a Mb tem um nUmero maior de subestados
conformacionais.

Este estudo wmoestrou que os modelos propostos para =
reassociagao do CO com a3 Mb sio eaquivalentes e podem tambem ser
utilizados para a Hb. Neste caso = distribuigio de energia
associada ao SC e suficiente para refletir as diferengas entre
as cineticas das cadeias o e (3.

Para analisar os nossos resultados experimentais de
reasgociagao do NO com Hb para T{2¢K, escolhemos o0 modelo de
distribuig%o A‘ que nao faz restrigﬁo a estrutura eletronica do

ligante, como faz o modelo B.

5.2 = MODELO PARA DISSOCIAQKO

Nos modelos descritos no capitulo 3, a reassociagao
dos ligantes foi observada apos o pulso de luz. Para analisar a
reassociagao durante a iluminagao estamos propondo um modelo
para a dissociagao.

Antes de iluminar a amostra, todas as moleculas



estac no estado ligado {A), e contribuem para o sinal
paramagnetico. Durante a iluninagﬁo os ligantes sao dissociados
do ferro para o estado nao ligado (B) a razao k*, que depende
da concentragao da amostra e da intensidade da radiagﬁn que
chega a ela. Os ligantes em (B) nao contribuem para o sinal de
RPE. Durante iluminagao, uma fragao de ligantes retorna a (A)
com razao de reassociagao kL e sem luz, com razao kz' A
variag%o da fragao de 1ligantes em {(B), Fg{t), durante a
iluminagao e=

dF, (1)
—— = k F,(t) = k F, (t) (5.4)

onde F,(t) =1 — F,(t) e F,(t) ¢ a fragao de ligantes em
A(t). Para t=0, F _(0)=1 e F {0)=0. Fazendo F =F, a solugao da
equagao acima et

»
k

*
F (t) = —n;————[ 1 - exp [—(k + kL)t]] (5.2)
k + k.

Para uma luz muito intensa e colimada, tal como o
» ’ . *

laser, k ))kL e FL(t) ¢ determinada apenas por k . Se =a
intensidade da luz durante a fotolise € relativamente baixa, a
cinética ¢ determinada tambem por k, .

i curva experimental de dissociagﬁo NAD € uma
exponencial simples, indicando a presenga de mais de um
processo. A curva exper imental de cinetica pode ser aJjustada

pela soma de duas exponenciais, Se dois processos com razoes de

retorno kie kz estapo presentes:



L ]
F (t) = F_- (B exp[-(k, + k Jt1 + Boexpl—-(k, + k Jt]1} (5.3)

— - bl . r'd - - ~
onde F_ =B, + B, e a fragac de equilibrio e B, , e a fragao

de ligantes com razao k“z,.

A expressan acima pode ser generalizada se var ios
processos estao presentes:

4%

[ ]
F (t) = Fm - F B, exp [ - <k +kt)t] (5.4)

1=t

onde F_=ZB k6 e8B8 € a fracgo de ligantes tendo razao de
i
retorno k, .
No modelo de SC, a somatoria de exponenciais e
subst ituida por uma integral sobre uma distribuigao conti{nua de
termos exponenciais. Se PC(E) = dE g(E) ¢ a fragao de moleculas

com energia entre E e E + dE, entao as fragoes de equilibrio

(Fm) e de retorno (F {t)). devem ser redefinidass

o k*
Fm = j dE g<{E) - (5.5)
o k + kL(E)
»
o K .
Fét) = I dE g<(E)> - i - exp [ -{k +kL(E)}t] {5.6)
Q k + kL(E)

A expressao normalizada NL(t) ¢ obtida dividindo—se
& equaqan (5.6) por Fm'
Sem luz, a reassociagao pode ser observada e a

Fraqan normalizada de ligantes que permanece em (B) es



o
N tt) = J dE g(E) exp (-k (E)t2 (5.7)

- ~

onde kE(E) e 3 razaoc de retorno no escuro e ED representa o
corte na distribuigio de energia indicando que as moleculas com
barrreira de energia menor gie Eo ja reassociaram durante =a

iluuinagﬁn.

Mossas medidas experimentais foram realizadas na
regiac de temperatura abaixo de 20K, onde o comportamento
ativado nao € esperado. Tunelamento wolecular tem sido proposto
para explicar transferencia de elétrons, protons e pequenas

[45 , 45,471

nnléculas em sistemas biolégic95 - Esta hipétese esta

L -
de acordo com os nossos resultados cbtidos com a soma de duas

exponenciais. A variagao de k1 ou k., com a temperatura e muito

2
menor que a esperada pelo processo ativado.
- P - - - -
Para ajustar as experiencias de cinetica com o
modelo de distribuigaoc de energias (A)), a expressac de

tunelamento molecular para a constante de retorno (equagio 3.9)

foi utilizada.
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5.3-ANALISE DAS CURVAS DA AMOSTRA PADRXO

~ L
Os parametros K1=k + k

wz € g = Bt (tabela 5.9)
foram obtidos do ajuste da curva cinetica Fﬁ(t) {fig. 4.3) com
a soma de duas exponenciais (eq. 5.3) e os valores de Fm » das

-A - -
experiencias. 0s valores B(Ti). oscCilaram para cada temperatura

T,. B € o resultado da meédia dos B(T ).

-t cs™
Temperalure Fm k‘C$ bl kz s
IO -
6.2 0.50° 0.21>40 0.59
oz 0. 475 0.210a07? 0. 74
11.9 0. 394 0.41:a0* 0.74
12.5 6. 382 o.sexdo? 1.3%
13.8 | 0.336 0.57d 0! 1.43
15.5 0. 260 l_ 0. 710! 5. 80

TABELA 5.5

Na figura 4.4 a curva continua Foi gerada peloas

ajustes das curvas experimentais =ao modelo de subestados

conformacionais no regime de tunelamento. Neste caso os dados

experimentais foram normalizados de acordo com a equacao 4.2.e

com este procedimento,as curvas experimentais normalizadas

F4 . . -
catram dentro da faixa do erro experimental, sugerindo um

comportamento independente da temperatura na resiao entre 6.2K

e 15.5K. A distribuigao de energia obtida esta apresentada na

figura 5.5. Para cada temperatura as curvas foram fitadas



g(E}{mal /kJ)

separadamente e os conjuntos de pargmetros obtidos apresentaram
resultados semelhantes, confirmando um comportamento dnico para
estas temperaturas. 0 ajuste final foi feito com 2 média dos

pontos experimentais das diversas curvas.

0.9 ]
0.8 -
0.7
0.6 -
FIGURA 5.5
0.5
0.4 -
0.3

0.2

Q.

E{kJ /mol}

Para verificar se o processo ativado contribui para
a cinetica, o ajuste tambeém foi efetuado adicionando~-se o termo
de Arrhenius a equagao 3.9. Verificamos que este procedimento
nao altera os resultados.

As constantes k, e k, do modelo de duas
exponenciais foram calculadas tomando o valor de k. obtido do

ajuste com o modelo A&‘ A razao entre as constantes kz para as

duas temperaturas (i3.8K ¢ 15.5K), supondo uma relaqan de
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Arrhenius, fornece uma energia de ativagao da ordem de 10
kJ/mol. Valores tipicos de energia de ativagao para o CO sao:
1¢ kJ/mol para a Mb, 6.3 kJ/m0l para a Hb da carpa e 4.¢ kJ/mol
para a cadeia f3 da hemoglubinalz'ss"7l - Estes valores indicam
que 0 Processo nad € ativado na regiao de temperatura das
nossas experiencias.

Sem luz, as curvas de cinetica foram ajustadas com a
distribuiqﬁu de energia obtida no claro, com Os parametros
adicionais E ., A(T) e d . Os resultados de cinetica com e sem

luz estao na tabela 5.6.

1 co ruz SEM LUZ
£PCkI mol) 4.9 4.9
d Cnm 0. 021 0.049
(=]
L ]
1oglAcs™ 11 a.e 4.8
Kk ¢s” % 0.074 | 0 -=-=-
e
E . CkJ/mol? ———— 4.7
min
TABELA 5.6

A diferenga entre os valores encontrados para do' no
claroc e no escuro, pode corresponder a uma mudanga na
distribuigao, de tal forma que ke € sempre menor que k, para
qualquer valor de energia. Para explicar esta diferenga,
podemos supor que a luz favarece transiqaes entre estados
excitados para os quais a largura da barreira € menor que no

estado fundanentallﬁol.

Uma outra explicagao € que os ligantes fotolizados

podem ocupar Bais de uma posicao na molecula. Os ligantes mais
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rapidos retornam durante a ilulinagao e correspondem a uma
distancia ferro-ligante menor, enquanto os mais lentos, que
retornam no escuro, correspondem a uma distancia maior.

Para qualquer wvalor de energia da distribuigﬁo k. e
sempre maior que kE, o que caracteriza dois grupos de
moleculas: rapidas e lentas. Nas condigaes da experiencia, as

moléculas rapidas podem ser refotol izadas durante o tempo de
ilumina§50 de i2@¢s. No escuro, uma pequena fragac de ligantes
lentos retorna ao ferro enquanto a maior parte permanece presa
no bolso da heme.

0 wvalor da barreira de energia no pico da
distribuigao caracteriza a cingtica de retorno do 1ligante ao
ferro. Cornelius et 31165] observaram que o retorno do NO é
mais rapido que o do CO, e ocorre com frequencia maior. 0O
modelo por eles apresentado, para experiencias a temperatura
ambiente, tem como hipotese que a barreira externa (do bolso
da heme para o solvente) seja igual para os ligantes NO e CO.
Como consequgncia disso, a barreira interna {(do ferro para o
bolso da heme) € menor para o NO.

Encontramos para a energia do pico SkJ/mol, que € um
valor menor do que aquele obtido para o retorneo do CO a Hb da
carpa, estando assim de acordo com o modelo de Cornelius. O
trabalho de Dogetchman et al.tvol com RPE de cristal de
NOHb fornece uma estimativa do valor da barreira de energia da
ordem de 7kJ/mol, que tambem esta coerente com o valor por nos
encontrado.

Nossos resultados de cinetica indicam que o uso do

- 4 -
RPE para temperaturas baixas fornece uma analise coerente da



cinetica de di550cia§50 e reassociagao para a NOHb. 0 retorno
de ligantes pode ser melhor estudado durante a iluminagao com
uma adequada relagao sinal-ruido. Os resultados foram
analisados com © modelo de duas exponenciais, que € uma
situacio particular do modelo da distribuigao e com o modelo da
distrihuigao, incluindo a hipotese de tunelamento. Nos dois

- - ~~ -
casos ficou evidente uma fraca dependencia com a temperatura.

54 - COHPARA?KO ENTRE OS RESULTADOS DE CINETICA

fAis curvas de cinetica da amostra T foram ajustadas
ao modelo da distribuigao de energia no regime de tunelamento.
A distribuigao de energia obtida esta apresentada na.Figura 5.6
e os parametros de ajuste, na tabela 5.7. 0 grafico de
logEN(t)] x log(t) (fig. 5.7) apresenta as curvas teor icas para
quatro temperaturas e os pontos experimentais representados por
s{mbolos. Observamos na figura 5.7 que a curva de 1@.4K esta
muito separada das demais.0 fator pre-—-exponencial A (sfi) e
107 ° para esta temperatura e 10" ° para 19.6K. Devido a esta
diferenga ser maior que a compativel com o regime de
tunelamento, podemos dizer que o modelo utilizado nao €
adequado para o ajuste nesta regiao de temperatura.

A amostra R com @.4mM de ferro (fig. 4.9) apresentou
as curvas normalizadas de cinetica de 5.9k, 7.6K e 9.iK

superpostas e a curva de i2.3K separada das demais.

As curvas normalizadas de cinetica da amostra padrao
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(fig. A.4) sao independentes da temperatura na regiao de 6.2K

ate 15.5K.

Disiribuiqao
LLE l

.7 4
2 o
o
g 0.5+
~ FIGURA 5.6
Q
= 0.4

0.5

0.2 1

MJ

04
o 2 4 & ] 10
—_— Tr:?:?rn T kJ/TI'LDl
Comparando os resultados das duas amostras R,

podemos concluir que até aproximadamente 18.8K a reassociagao €
compat ivel com o© regime de tunelamento. Observamos que
concentracoes waiores que ©.2sM de ferro favorecem a separacio
das curvas de cinetica. A& figura 4.5 apresenta a cinetica de
uma amostra com 1.2eM de ferro para 11.7K, 1i4.8K e 16.9K,
mostrando curvas distintas.

As duas amostras R de #.2mM e de @.4mM foram
preparadas com pH = 6.0 e 6.2. Desde que o pH induz mudangas na

conformacao da proteina, este fator também contribui para as

- - -
diferengas cineticas.
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Comparando as cineticas das amostras nas
conformagﬁea R eT, verificamos que € possivel observar fragﬁo
dissociada na amostra T para temperaturas mais altas que na
amostra R. Isto significa que a constante de retorno do ligante
€ maior para a amostra R, para uma dada temperatura (fig. 4.6 €
4.8).

A penetragao da luz € dificultada pela concentragao
maior nas amostras. No caso extremo da amostra desidratada, a
fragﬁo dissociada € nula (fig.4.24). Duas hipoteses sao
possiveisiou a intensidade da 1luz nao e suficiente para
dissociar os ligantes, ou o retorno da porgﬁo dissociada € tao
rapido, que nao € possivel observar por RPE (constante de tempo

@.83s).

5.5 - ANALISE DOS ESPECTROS DE RPE

Durante as experi@ncias de Fotudissuciagan
observamos a necessidade de obter variagaes espectrais com =a
temperatura e a potEncia de microonda para avaliar as mudancas
na forma de linha. Realizamos ent2o as experiencias de variaqﬁo
termica e de saturagao.

Supomos Qque a 1luz que dissocia o ligante nao
diferencia entre cadeias o e 3 ou entre as formas R e T das
prntefnas, desde gque a potgncia incidente seja suficiente para
romper todas as ligagoes. Entretanto, durante a ilu-inaqgo
ocorre retorno seletivo das moleculas de tal Fforma que no
equilibrio permanecem dissociados os ligantes com velocidade de

reassociagao mais lenta. Se a epergia de ativagao do pico da
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distribuigao € menor para a cadeia o, por exemplo, ou para a
forma R d=a protefna, ligantes pertencentes a esta cadeia ou
forma devem retornar mais rapidamente ao ferro, mudando a
proporgao relativa entre os espectros das cadeias ou
conformacoes.

A observagao das diferengas entre os espectros nas
formas R e T, na dissociagao (figs. 4.1i5, 4.19, 4.2¢ e 4.22)
indica que 0 grupoc de moléculas que permanece ligada ao ferro &
diferente do de moléculas desligadas. A variagao € mais
evidente na estrutura T. Esta variagao do espectro nao pode ser
atribuida a efeitos termicos porque nesta regiao de temperatura
nac ha variagao da forma de linha por aquecimento, como pode
ser observado na figura 4.ié.Tambem tomamos cuidado de realizar
a2 experiencia em condigoes de baixa potencia para que nao
ocorressem efeitos devidos a saturacao. Descartadas estas
hipoteses, o efeitoc pode ser atribuido a dissociagao
diferenciada entre cadeias oo e 3. Entretanto o espectro da
estrutura T € predominantemente devido a cadeia o na
conformagao T. A contribuigaoc de {3, que pode ser observada para
g = 1.981 € muito pequena e além disso nao € observada variacao
significativa nesta regiao do espectro. Descartando a hipotese
das hemes heterogeneas, a variagaoc observada pode ser atribuida
a especies com conformagoes distintas ou a uma configuragao
eletronica alterada devido ao NO dissociado.

Na estrutura R a variagao observada € principalmente
na regiao de campo alto (fig. 4.15). Neste caso existe tambeém
uma superposicao do efeito termico (fig. 4.i12), o que nao nos

- - hid I - ~
permite uma interpretagac univoca da variagao observada.
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0 espectro € predominantemente das cadeias a« e 8 na
forma R ¢ como estes sinais sao muito parecidos € dificil
avaliar mudangas relativas entre as cadeias. As varijagoes
observadas na regiao de desdobramento hiperfino sao devidas ao
Erro na posigan relativa dos espectros comparados.

Na estrutura RT (fig. 4.22) o resultado da diferenga
entre os espectros inicial e dissociado mostra uma superposigau
das variagaes ocorridas nas amostras R e T.

Nas experiencias de fotodissociagao com amostras
desidratadas com NOHb nao foi observada fragio dissociada e os
espectros inicial e final sao identicos {(fig. 4.24). 0 efeito
da variagao de temperatura € menor do que para as amostras em
soluggu.

Ds espectros de variagao termica da amostra R,
apresentados na figura 4.i2 indicam que mais de uma especie
pode estar presente na amostra. A faixa de temperatura em que a
experiEncia foi realizada € insuficiente para determinar as
duas espécies.

A experiencia de saturagao continua com 3 mesea
amostra R para 7.5K (fig. 4.13) foi interpretada supondo que
duas especies (B) e (A), que predominam a poténcias alta e
baixa, estao presentes. Os espectros das duas espécies sao
semelhantes aos obtidos para a eritrocruorina de ninhocawn e
para NDH#7m para temperaturas alta e baixa.

Como nas experiencias de variagﬁo de temperatura
onde os espectros intermediarios sao combinagaes dos espectros
extremos os resulitados obtidos para potgncias intermediarias

- ~ ~ . z
tambem sao misturas dos espectros das potencias de 2.3 x1i0 mid



e de 4.2 x 10 ‘mw.

As experiencias de variacido de temperatura e
potencia com a amostra T (figs. 4.4i6, 4.47 e 4.48) foram
tratados como uma mistura de duas espécies. Apesar de estarem
representados aPenas quatro espectros de potencias distintas
para 11.7K, € possivel verificar que as mudangas espectrais sao
equivalentes aguelas que ocorrem com a variag%o de temperatura.

Esses resultados sugerem uma relagau muito proxima
entre os efeitos térmicos € efeitos de saturagac do sinal.
Doetschman et al‘7°], no trabalho com cristal de NOHG ,
observaram que a evolugao espectral com a temperatura acima de
80K, € qualitativamente similar a variagﬁu com a poténcia a
4.2K.

A analise das experiencias de temperatura e poténcia
indica que pelo menos duas espeécies coexistem nas amostras R e
T. A especie que predomina a temperatura mais alta tambem
predomina para as poteéncias mais elevadas. A especie que
predomina nas temperaturas e potencias mais baixas € facilmente
saturada nas potencias wmaiores.

0 processo de relaxagﬁo foi investigado para a
ampstra R em dois wvalores de 9 indicados na figura 4.1i3. Na

[ 2,810 4
figura 4.4i4 a curva media P =CT 8 foi obtida para

1/2
os dois valores de g indicando que as duas Posigaes de
campo do espectro estac assotiadas a uma unica especie.
Este resultado nac € comum nos processos de relaxagao de
hemoproteinas. O expoente n = 4 (ou n = 2) € caracteristico do

processo de relaxaqao direta ¢ predomina para T{(3K., enquanto

que a relaxaqao Raman predomina para temperaturas mais



altas

(781
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CAPITULO 6

CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

i - Comprovamos que no regime de temperaturas
baixas, & cinetica do estado geminado do ND, observada por RFPE,

pode ser estudada durante a iluminagau da amostra.

2 — DOs resultados de cinetica obtidos para a3 amostra
padrao no regime de tunelamento sao coerentes com os resultados

de temperaturas mais altas, no regime de Arrhenius.

3 — A barreira de energia do pico da distribuigﬁo
P . .o~ .
(E ) caracteriza a reassociagao do NO no estado geminado. O
. ~
valor obtido para a amostra padrao pode ser comparado com oOs

valores obtidos para COHb da carpamst COMb e 02H$m=

1 { | |

t 3
R-NOHb' ' |R-COHb{carpa) | T-COHb(carpa}| COMb D, Hb

E (kJ/mol) 4.9 6.3 7.5 ie.0 | 8.4

De acordo com as expectativas, o ligante ND apresenta o wmenor



valor de E .

A - Mostramos através do estudo comparativo das tres
amostras de NOHb nas conformagoes T, RT e R, que a cinetica
depende do grau de saturacao do ligante. A fracao dissociada
decresce na ordem T, RT € R, para cada temperatura, indicando
que a barreira de energia para a reassociagao do ligante

decresce na mesma ordem.

% — Observa—-se pequenas diferengas nos espectros de
RPE antes e durante i luminagao, indicando alteragaesna

configuraggn eletronica da{s) espécie(s) paranagnética(s).

4 - Mostramos que o espectro de RPE da conformagao
intermediaria RT da NOHb pode ser obtido pela combinagﬁn dos
espectros das confnrmaqaes R e T. Reafirmamos que o RPE permite
observar detalhes espectrais gque diferenciam as conformagoes R

~ - r - - - - rd - rd .
€ T, que sao dificeis de ser distinguidas por tecnicas oticas.

7 — A variaggo do espectro da NOHb no estado T com a
temperatura pode ser reproduzida com a soma dos espectros para
iiK e 180K, indicando 4ue duas especies paramagneét icas estao
presentes na amostra e podem corresponder a dois angulos

diferentes entre as ligagaes FelI-N-0O.

8 - As medidas de saturacao da NOHb no estado R a
7.5K, demonstram efeitos de tempo de relaxagao diferentes nas

diferentes partes dos espectros. A semelhanga entre a variaqﬁn



dos espectros devido ao efeito de saturacao da NOHb e ao efeito
. 1?21

termico da NOMb, observada por Morse e Chan , pode ser

atribuida a diferenca dos tempos de relaxacao entre as duas

espeécies observadas, ou a relaxa;gu cruzada sugerida por

{20}
Doetschman -

9 — 0 resultado obtido das experigncias de saturagao
continua indica um processo de relaxacao anomalo para
” Lad rd - -~
hemoproteinas e a taxa de relaxagao € proporcional a temperatura

elevada ao expoente 2.3%0.2 para a faixa de 7.5K a 104K.

Para dar continuidade ao estudo cinético devemos
buscar um modelo mais adequado para a analise das experi@ncias
de fotodissociagao nesta regiao de temperatura.

A analise dos dados experimentais agora existentes,
da cinetica das amostras de NOHDb, en diferentes
cunfuruaqaes,cum um modelo mais adequado, nos permitira avaliar
melhor a relagao entre a estrutura da proteina € a reagao do
ligante com a heme, tarefa esta que se revelou estar além dos
limites dos modelos empregados neste trabalho.

Para investigar diferengas cinéticas entre as
subunidades da Hb, pretendemos estudar as cadeias isoladas a-Hb
€ f-Hb. Estudos preliminares foram realizados com as cadeias o.

Também queremos investigar as di ferengas de

reatividade da heme em protefnas mutantes.



- 98 -

A influencia do solvente sobre o0 processo de
dissociaggo € reassociagao do ligante sera também estudada.

Vamos Prosseguir com a analise dos espectros de RPE
das experiencias de fotodissociacao, variagao térmica e
saturagao. Os detalhes do processc de relaxagio da NOHb serao
invest igados.

Queremos identificar as especies paramagnet icas que
contr ibuem par o espectroc de RPE ¢ as respectivas diferengas
cineticas. E possivel que estas espécies diferentes estejam

relacionadas com os subestados conformacionais.



APENDICE A

MODELO DE YOUNG E BOWNE

51 w~
5a0

Os modelos de Young e Bowne' - °'e Agmon e HGPFiEldlz
apresentados nos apendices A e B. Nestes modelos os subestados
sao parametrizados pela coordenada da proteina e a diStribuigaa
de energia € cbtida a partir da distribuigaa de Boltzman dos 5C
. 0 potencial total da proteina tem contribuigoes oriundas dos

otenciais de reagﬁn Vir) £ conformacional V¥(x). Este descreve

as Flutuagaes entre os subestados. No modelo de Youna €& Bowne
V(%) € nao harmdnico, em contraposigao ac modelo de Agmon e
Hopfield em que ¥(x) € harmonico.

No modelo de Young e Bowne a probabilidade de
distribuic3ao de energia € considerada independente da
temperatura abaixo de um certo valor de congelamento Tc e
dependente quando acima. Neste caso ocorrea transigaes entre
os SC e o ligante escapa para o solvente. 0 potencial da
reagﬁa depende so da coordenada (r) na ausencia dos SC. Tres
estados do sistema proteina-ligante =30 possiveis: estado
ligado (A), estado nao-ligado (B) e o estado de transigao ().
Se nao ha subestados presentes, a transigao de (B) para (A) e
exponencial e ocorre através da curva de potencial indicada na

figura A.i por x = @ com barreira de energia E Se ha SC

o "
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presentes estes sao parametrizados por Xe Durante B
futudissociaqﬁu e a reassociagﬁo a coordenada % permanece fixa
e as transiqses entre os subestados sae descritas por um
potencial nao harmonico sugerido pelas experiéncias de difraq50

i 111
de raios X .

i i i1/n
Uc(x) = f {A.1)

onde o indice \ representa os estados (A), (B) e (¥) e (f) e

(n) sap dois parametros.

»

Vir,x) Transition state

FIGURA A.1
r
A transicao de (B) para (A) na curva x#@ opcorre
atraves da barreira EBA=
EBA— V (x,r ) -V (x,rn)
1 "
= x""" - -E (A.2)

O

onde E = [ Vr,) - Vir,>) 1 e £ > F .
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A distribuicao de equilibrio das conformacoes x €
determinada pelo potencial V(x). A populagao de subestados com
coordenada X=@, para uma temperatura fixa, de acordo com a
distribuicao de Boltzmann, €:

P(x,T) = C(T) x- exp [ — £ »*"" /7 RT ] (A-3)

onde C(T) = (F /RD™" / nr@n), £=1¢, (f)eT=T_(T) se
T = Tc (T > Tc).
Se g(EnA,T)dEBA representa o numero de subestados

com barreira entre EBAE EBA + dE entao*:

BAT

g(E,,,T) dE_,= P(x,T) dx (A.4)

e a distribuiqgo de energia obtida para T = Tcé g(EnA)=

an-4

g(E_,)» = C (EBA—EO) exp [-a(EBA—EO)] (A-5)

an
onde a = fA /7 ( f*—fn) RTc el = a Z '{3n).

A energia do pico da distribuigao Ef € obtida

der ivando a equaqgo A.5 e igualando a zero:
P _
E' =L E, + (3n-1) ]/ «a (A.&)

A distribuigao de energia (eq. A.5) foi obtida das
curvas de cinetica N(T) da figura 2.8, ajustadas pelas equacoes

2.2, &€ 2.4, com 0s seguintes parametros de ajuste: ABA, E n

ol’
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e o (fig.A.2).

lkd/moi)
EBH

FIGURA A.2

Para as temperaturas maiores que 200K podem ser
consideradas duas possibilidades: f =f_=f ou f _=f,. No primeiro
cCasc, a distribui;ﬁu € dependente do tempo e obtida pela
equagao A.5 substituindo T por Tc {(fig.A.3). No segundoc caso
os estados (A) e (B) tem duas distribuicoes de conformacoes
dependentes do tempo. Para a descricao deste segundo caso seria
necessaria uma teoria que descrevesse concomitantemente o
movimento do ligante através da proteina e as tranﬁigaes entre

os subestados.
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oz 7 u [ T T

FIGURA A.3

=]
—

E_ . {kd/mol}

BA

Acima das temperaturas de relaxagao {380K) a
prntefna flutua entre os subestados e a constante de retorno

satisfaz a relagao de Arrhenius(eq.2.2).
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APENDICE B

MODELO DE AGMON E HOPFIELD

Neste modelo cada proteina com cnnfiguraqﬁo ®x tem
uma constante de reaggn k(x). No estado ligado (4) o ferro
esta submetido a um campa ligante forte e o spin total € 5=0. D

potencial e dado pela curva de Maorse:

v o(ri= D Lexp(-2fr)-2exp{-fir}] (B.1)

onde 3 e D sao parﬁmetros que definem a curvatura e a
profundidade do pogo de potencial. No estado desligado (B) o
ferro esta submetido a um campo ligante fraco e seu spin total
€ S=2. 0 potencial € repulsivo e dado prela expressaas

VB(r)= D exp(—fr)-A {B.2)

com o parametro A indicado na figura B.i.

40; s

— MbT
g ]
S -~
= A
‘f | ‘ ;
> 20 : / — 4 FIGURA B.1
-

(&)

10

o

C

3]
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. ~ ~ . -
Na intersecgao das duas curvas a degenerescencia e
removida por um elemento de matriz de transigao que determina
~ - . P ~ [ 282 . .
se a reagac e adiabatica ou nao - 0 potencial conformacional
” ~ . . f . -
e harmonico e o valor de equilibrio da coordenada e X para o

estado (B) e X—X_, Para o estado (A).

~ ' I'd - -
A reacao ocorre atraves das superficies de energia:s

Virso = Vi s 172 6 ex)?
Viro = Vor + 12 £ 50 (8.3)

onde f € um parametro.

A energia de intersecggn U(r*,x) € determinada pela
intersecggo das superficies de potencial (A) e (B).

A barreira de energia E;,, € obtida pela

. B * -]
diferenga entre V (r ,x) e V {x,x)=

-
EBA= D exp (- B3 ) (B.4)

Igualando as energias de (A) e (B) na interseccac das curvas,

obtem—se:
x® =(K0/2) + (A /Fxo) - {E /F»x (3 - EBA/D) {B.S)

Para T < T_ a coordenada x esta fixa e a fracaoc P (x)
de moléculas em (A) (distribuicao de conformagoes) € dada pela

distribui§§0 de Boltzmann:
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Pex) =(F /2nkT )" Pexp [ (x-x)7/2kT_] (B.6)
onde k € a constante de Boltzmann.

A distribuiqﬁo de energia € obtida substituindo as
equagaes B.DOeB.em A.4 com T = T_=

[

1/2 2
aE, I=](2E, , /DI-3] (a/fx ) (F/2akT ) “enpl-(x—2 )" /2kT_1 (B.7)

As equagoes 2.2, 2.4 e B.7 foram ajustadas as curvas
N(t) da figura 2.8 e os parametros A ,, D, 4, f e x  foram
determinados.

Crescendo a temperatura, a coordenada
conformacional varia € o movimento ac longo de X pode ser
descrito por uma equaqao de difusao. A difus3oc ¢ um grau de
liberdade adicional e foi denominada difusic perpendicular a
coordenada da reagao. Matemat icamente € caracterizada por uma
variagﬁo lenta em k(x). O potencial harmonico V(x) restringe o
movimento a vizinhanga de x=@, resultando na difusac limitada.

Este modelo concorda com os resultados experimentais

apenas para as temperaturas baixas.
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