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Resumo

O processo de desnaturagio de metaHb (tampzo fosfato de potassio, pH 7 e forga
i6nica 0,15) e NOHb na forma R tratadas termicamente a 60°C, 70°C e 80°C sio es-
tudados por RPE (Ressonincia Paramagnética Eletrénica) em fungio do tempo de
desnaturagao.

Os espectros de metaHb apresentam o sinal de spin alto devido ao ion Fe3t estado
de spin 5/2, caracteristico da forma nativa, e os sinais de spin baixo (Fe3* e S=1/2)
associados a ocupagao do 5° e 6° sitio do ferro por atomes da prépria globina.

O comportamento da area do sinal de spin alto, spin baixo e total indica que o
processo de desnaturagao ocorre em etapas com o tempo de transigao que diminui com
o aumento da temperatura.

As espéeies que aparecem foram separadas e as suas proporgdes em cada espectro
da séries do tratamento definidas, e consequentemente a provével sequéncia de reagoes
do processo é obtida.

O comportamento observado depende da presenca de dgua. As variagoes dos espec-
tros de RPE de metaHb desidratada e tratada termicamente nas mesmas temperaturas

sao pequenas e devidas & passagem para um estado com grau de hidratagio menor.
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A importancia da globina no processo é determinada pelo estudo do tratamento da
hematina, que ndo apresenta nenhuma variagdo no sinal de RPE.

Para NOHb o processo pode ser separado em duas fases, sendo que a primeira esté
associada a0 aumento no mimero de moléculas de NO ligadas ao ferro.

O espectro da segunda fase apresenta caracteristicas (sinal em ¢ = 2,07 e triplete
hiperfino com centro em 2,011) que devem estar associadas ao aumento ou mesmo
rompimento da ligacao entre a histidina proximal e o atomo de ferro.

As espécies que compoe os espectros da série do tratamento foram determinadas e
a variacao de suas proporgdes em fungio do tempo de tratamento permite definir um
tempo de transigdo aproximadamente igual ao obtido pela anilise da forma e da area
do sinal.

Os dois complexos de hemoglobina estudados mostram a importancia da ligagao com

histidina para estabilidade do processo.
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Introducao

As hemoproteinas tém como fungdes bioldgicas o armazenamento e transporte de
oxigénio através dos organismos (hemoglobina, Hb, e mioglobina}, e o transporte de
elétrons durante a respiracio (citocromos). Para a ligacdo ou dissociagdo da molécula
de oxigénio a proteina altera sua conformagao e o estado de spin do ferro do centro ativo
(hemne).

A presenga de um atomo de ferro na heme, que é um metal com as propridades
magnéticas bem conhecidas, permite a utilizagao de varias técnicas fisicas no estudo
das hemoproteinas.

O estudo do processo de desnaturacio das proteinas, através do qual a molécula
perde sua funcdo, é importante na compreensao das forgas que estabilizam as moléculas
na sua conformacio nativa.

O estudo por ressondncia paramagnética eletronica (RPE) da desnaturagac térmica
de oxiHb e metaHb, com tempos fixos e variando a temperatura, indica que o processo
ocorre em etapas, onde cada etapa pode estar relacionada a mudanga dos ligantes do
ferro da heme [1}.

Posteriormente as mudancas nos espectros de absorgao 6tica mostraram que espon-
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taneamente, ou sob acdo de desnaturantes tais como uréia e salicicato, a oxilHb passa
para o estado de metaHb. Esta é a primeira da série de reagdes que constituem o
processo de desnaturacio. As reagdes posteriores sao devidas as alteragées da globina,
de modo que o 5° ¢ o 6° sitios de ligagio do ferro passam a ser ocupados por ligantes
enddgenos (4tomos da propria globina) [2].

Por outro lado, os sinals de RPE de NOHb em diferentes concentragdes de de-
tergentes mostram alteragoes semelhantes as observadas durante a transigao entre as
formas T e R da proteina. Estas mudancas no sinal foram consideradas como sendo
caracteristicas da desnaturagdo causada pela intera¢io entre as moléculas da proteina
e dos detergentes [3].

O objetivo deste trabalho é estudar, usando RPE, o processo de desnaturagao
térmica a temperaturas fixas e variando o tempo de tratamento de metaHb e NOHb
e entdo separar as etapas do processo, definir seus tempos de transigao e identificar as
espécies que sio formadas.

Uma descrigio da molécula de hemoglobina e seus ligantes ¢ dos hemicromos é
mostrada no capitulo 1.

No capitulo 2, apresentamos uma breve revisio da técnica experimental utilizada
(RPE) e dos resultados experimentais para Hb.

No capitulo 3, mostramos a teoria de desnaturagio, bem como as mudangas nas
moléculas de Hb usando varios agentes desnaturantes.

No capitulo 4, damos uma descrigio dos procedimentos experimentais: preparagao

das amostras, condi¢bes de medidas e tratamento dos dados. E finalmente, nos capitulos

14



5 e 6 sdo mostrados os resultados experimentais e as conclusoes.
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Capitulo 1

Hemoglobina

1.1 Introducao

A hemoglobina (Hb), a principal proteina das hemdcias, transporta oxigénio dos
pulmées através das artérias até os tecidos e ajuda a conduzir o didxido de carbono
através das veias de volta aos pulmdes.

A molécula de Hb tem quatro cadeias proteicas iguais duas a duas, chamadas a e .
Associados a cada cadeia existe um grupo heme, o centro ativo da proteina: um atomo
de ferro circundado por um anel porfirinico ligado a globina através de ligagdes 16nicas
com os grupos carboxilatos dos aminodcidos nas posigoes 6 e 7 (figura 1.1) [4].

Em geral o atomo de ferro tém seis ligantes em uma simetria octaedral. Na Hb
guatro ligantes sio os atomos de N da prépria heme, o 5° é o grupo imidazol da histidina
proximal e a 6° posigao corresponde ao sitio de ligagio do oxigénio, no caso fisiologico,

e que pode também ser ocupado por outras moléculas tais como H,0, CO, NO, etc.
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(figura 1.2).
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Figura 1.1: Grupo heme
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Do outro lado do ligante na 6 posigdo existe a histidina distal que esta muito distante

do ferro para se ligar diretamente a ele, mas faz ponte de hidrogénio com o 6° ligante

Cada um dos quatro 4tomos de ferro da molécula de Hb pode se ligar a uma molécula
de oxigenio, O,. Estareacio é reversivel, uma vez que o oxigénio é absorvido nos pulmées
onde a pressdo parcial é alta e liberado onde é baixa, como nos tecidos.

A Hb também desempenha papel importante ao trazer o didxido de carbono (CO,)
dos tecidos para os pulmées. Este gds nao é trazido através de ligagio com os atomos
de ferro, mas apenas parte dele liga-se diretamente 3 Hb (nas extremidades aminos das
cadeias) e a sua maior parte é absorvido pelas hemacias e pelo plasma na forma de

bicarbonato. O transporte de bicarbonato ¢ facilitado pelo aparecimento de um grupo



Figura 1.2: Grupo heme e as histidinas distal e proximal. A esfera

representa a posicao do 6° ligante
g

acido na Hb para cada molécula de O, liberada. O desaparecimento nos pulmées do
grupo dcido, quando o oxigénio é novamente ligado a Hb da inicio a uma série de reacdes
que leva ao desligamento do bicarbonato. Reciprocamente a presenca de bicarbonatos
e acido latico nos tecidos acelera a liberagao de oxigénio [3].

As cadelas polipeptidicas a e 8 assumem uma forma semelhante a uma caixa em
torno da heme. As paredes desta caixa sao constituidas por oito pedagos de hélices a,
identificadas pelas letras A a H (figura 1.3). A estabilidade da configuracio de cada
cadeia é determinada principalmente por forgas hidrofébicas.

As quatro cadeias se arranjam em uma molécula quase esférica com dimensoes

18



Figura 1.3: As cadeias a e § da hemoglobina
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64 x 55 x 50 A, e agrupadas de modo a existir pouco contato entre cadeias iguais e muito
entre cadeias diferentes. Os contatos entre cadeias diferentes sio de dois tipos: fixos e
que se movem durante a transicdo da forma desoxi para oxi.

Além do movimento das cadeias, a ligagio do oxigénio provoca outras alteragdes na,
Hb como por exemplo a mudanca no estado de spin do ferro de 2 para 0 e o movimento
do atomo de ferro e da histidina proximal em relagio ao plano da heme. O atomo de
ferro estd fora do plano da heme na forma desoxi e é coplanar a heme na forma oxi e a
histidina passa de uma inclina¢io de 8° em relagio a normal a heme no estado desoxi
para uma posigio perpendicular ao plano da heme na forma oxi.

Uma outra caracteristica importante da Hb é dada pela curva de saturagao em fungao

da pressdo parcial de oxigénio (figura 1.4).
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Figura 1.4: Curvas de saturagéao
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Para mioglobina (hemoproteina de armazenamento e transporte de O, nos miscu-
los}), que tem somente uma cadeia polipeptidica, a curva de saturacio é uma hipérbole.
Ja para Hb a curva de saturagfo é uma sigmdide. Esta forma esta relacionada com a
cooperatividade entre os ferros da molécula. O modelo mais simples usado para explicar
este comportamento ¢ o modelo alostérico proposto por Monod, Wyman and Changeaux
6]

Este modelo assume que cada subunidade pode existir em duas conformagges dife-
rentes: uma T ou tensa com baixa afinidade para O; e outra R ou relaxada com alta
afinidade. |

As constantes de associagdo para a interacio do O; com as subunidades no estado
T e R so A7 e Ap, e sua razio Ar/Agp ¢ chamada ¢. A constante de equilibrio é dada
por Kc*, onde n é o nimero de ligantes ligados.

Quando o primeiro O, se liga na molécula com configuragio T (desoxiHb), uma certa
quantidade de tensio é introduzida. Esta tensio diminuiria se a molécula relaxasse
para o estado R, e é responsavel pelas diferentes constantes de associacio Ar e Ap. A
ligagio de mais moléculas de Oz aumenta a tensao total até acontecer a transicio T-R.
Inversamente quando uma molécula completamente oxigenada (forma R) desliga um ou
dois oxigénios ela muda a estrutura, diminuindo a sua afinidade e desligando o tltimo
02 mais facilmente.

Junto com o movimento do ferro em relagio ao plano da heme durante a transigio
da forma desoxi para oxi aparecem varias mudancas e deslocamentos de vérios A em

toda a molécula. Esta é a base molecular para as tensdes introduzidas quando uma

21



molécula de O; se liga a Hb no estado T.

Mais recentemente a analise do comportamento de recombinagao de moléculas de
CO fotodissociadas da heme para temperaturas de 40K a 300K, levou a elaboragao de
modelos dinadmicos para a reagao entre o 6° ligante e o dtomo de ferro.

O primeiro modelo dindmico [7] assume que existem véarios subestados conforma-
clonais e que para temperaturas superiores a 200K cada molécula muda rapidamente
de um subestado para outro enquanto que para temperaturas inferiores a 200K cada
molécula fica em um determinado subestado com uma energia de ativagao, E. A fungao
distribuigdo g(E), que mede a probabilidade de encontrar uma molécula num subestado
conformacional associado a energia de ativagdo E, independe da temperatura.

Outros modelos dindmicos microscopicos assumem que os subestados conforma-
cionais obedecem a uma distribuicdo de Boltzmann, e isto leva a uma distribuigéo
de energia que depende da coordenada conformacional z que descreve o efeito total da
vizinhanga sobre a heme. O potencial total da proteina é dado pela soma do potencial
de reagdo V(r) (r é a distancia entre o ligante e o ferro) com o potencial conformacional
V(z). Os modelos microscépicos supde que V(z) pode ser harménico {8] ou anarménico
[91.

Embora estes modelos dindmicos tenham sido feitos originalmente para mioglobina,
a comparagao dos trés modelos com resultados experimentais para temperaturas de

100K,140K e 180K mostram que eles podem também ser usados para Hb [10].
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1.2 Metahemoglobina e hidroxihemoglobina

Como citado anteriormente, além de O,, outras moléculas podem ocupar a sexta
posigao do ferro da heme, alterando a sua valencia e seu estado de spin como mostrado

na tabela 1.1.

Valéncia Ligante spin (5)
Nenhum(desoxi) 2 Spin alto
Fe?t 0, 0
NO 0 Spin baixo
Co 0
H,0 5/2 Spin alto
Fe3t F- 5/2
(OHY~ 1/2 Spin baixo
(CN)- 1/2

Table 1.1: Alguns ligantes que podem ocupar a 6* coordenacgio do ferro

da heme e o efeito sobre a valéncia e o estado de spin do ferro

Quando o sexto ligante é uma molecula de 4gua o derivado é chamado metallb, o
estado de spin € 5/2 e a valéncia +3. A molécula de H,O ligada ao ferro forma ponte
de hidrogénio com a histidina distal E;. Em pH alto um fon hidréxido OH ™, ao invés
de uma molécula de H,0, se liga ao ferro da heme. Neste caso o estado de spiné 1/2 e

o derivado ¢ chamado hidroxiHb.
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A mudan¢a no estado eletronico do ferro é consequéncia da mudanga do campo
cristalino devido a alteragio estrutural, principalmente, na vizinhanca da heme. O
estado de spin alto (S=5/2) corresponde a um campo cristalino fraco enquanto que spin
baixo ($=1/2) corresponde a um campo forte.

Algumas vezes em hemoproteinas aparece uma mistura de spin baixo e spin alto.
Tal fato levou a hipotese da existéncia de um equilibrio térmico entre os dois estados,
que pode ser interpretado baseado em uma distribui¢ao do campo critalino em torno de
um valor critico, no qual os dois estados tem a mesma energia. Esta distribui¢io pode

estar relacionada com as varias conformagoes da Hb [11].

1.3 Hemicromos

A formagao de derivados de metaHb de spin baixo também acontece quando a sexta
posi¢ao ¢ ocupada por um ligante enddgeno. Isto é causado por uma alteragio na
globina e os derivados obtidos sdo chamados hemicromos.

O aparecimento dos hemicromos estd relacionado com a perda de solubilidade da
Hb que quando precipitadas sdo conhecidas como corpos de Heinz e que levam a rapida
destruigdo da hemdcia [12].

Experiéncias com moléculas de oxiHb mostram que espontaneamente a amostra se
transforma em metaHb que por sua vez se transforma em hemicromos. A taxa da
conversao espontanea de metaHb no primeiro hemicromo é menor em Hb A (normal)

do que no mutante Hb H (com quatro cadeias 3), que por sua vez é menor do que em
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cadeias « férricas isoladas [2], 0 que mostra a importancia da estrutura quaternaria na
estabibdade da molécula.
As transformagoes de uma espécie em outra sao consideradas passos intermedidrios

do processo de desnaturagio e a sequéncia das reagdes & [13]:

HbO; = metaHb = hemicromoH — hemicromosBeC — hemicromoP

No hemicromo H o ferro estd ligado a duas histidinas: a histidina proximal F9
ligada na 5% posi¢io da Hb (como na forma nativa), e a histidina distal E7. Este
hemicromo aparece quando pertubacgdes da estrutura terciaria da proteina causadas pelo
rompimento de algumas pontes de hidrogénio da estrutura quaternaria (globina) movem
a hélice E o suficiente para que a histidina distal se ligue ao ferro. Se as pertubacoes
nao sao muito grandes a molécula pode se reorganizar, isto &, a hélice E pode voltar
a sua posi¢@o original e o hemicromo é reversivel. O sinal de RPE caracteristico do
hemicrome H pode ser obtido pela adi¢do de histidinas em amostras de metaHb A [14].

Se as pertubagOes sa@o grandes a molécula se desnatura irreversivelmente € uma nova
espécie de hemicromo é formada. Esta nova espécie também tém atomos de N das
histidinas como os ligantes axiais do ferro, entretanto a estrutura proteica esta bastante
alterada de modo que o0 N,,,, de cada histidina estd protonado, como se estivesse exposto
ao solvente. Estes ligantes sdo 0s mesmos que sdo encontrados no citocromo bs, por isso
este hemicromo é chamado hemicromo B [15].

A continuacio do processo de desnaturagao da proteina pode causar o aparecimento

de outro hemicromo irreversivel que tém o mesmo sinal de RPE do citocromo c. Os
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ligantes do ferro nesse caso sdo o N do grupo imidazol proximal e um enxofre de uma
metionina [16].

A dltima espécie é um hemicromo irreversivel no qual o sexto ligante é um mer-
capeptideo, provalvemente de uma cisteina, e o0 5° é uma base nitrogenada. Este hemi-
cromo ¢ chamado hemicromo P devido as semelhangas do sinal de RPE com o sinal de
spin baixo do citocromo P-450 [17].

As estruturas nas vizinhangas das hemes de alguns desses ferrihemicromos reversiveis

e irreversiveis sdo mostrados na figura 1.5.
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Figura 1.5: Esquema da estrutura na vizinhanca de alguns dos

hemicromos



Capitulo 2

Ressonancia paramagnética eletronica

2.1 Condigao de ressonancia e valor de g

Ressonancia paramagnética eletrénica (RPE) é uma técnica espectroscdpica associa-
da a absor¢do de energia por um elétron desemparelhado durante a transicfio induzida
entre dois estados Zeeman adjacentes [19,20].

O momento magnético y de um elétron desemparelhado pode ser escrito em fungio

do momento angular de spin como:

4= —gBs (2.1)

onde ¢ ¢ o fator giromagnético € 3 é o magneton de Bohr.
A energia de interagio do momento magnético com um campo externo H de inten-

sidade uniforme Hy € calculada pelo hamiltoniano,

H = —pH
= gfH.S
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onde S, é o operador correspondente & projecdo do momento angular de spin ao longo
da diregao do campo.

A técnica de RPE consisie em irradiar a amosira com um campo eletromagnético
com energia hy para inverter a orientagio do momento angular de spin dos elétrons, 1sto
é, provocar {ransigoes enire estados com AS = +1. A diferenca de energia entre esses
estados é g3 H,. Portanto a condigio de ressonancia, levando a absorgéo de energia pela
amostra, é dada por

hv =g 8 Hy (2.3)

ou seja para Hy, = hv/gf

Embora teoricamente seja possivel atingir a condigao de ressonincia variando tanto
o campo magnético como 2 frequéncia, existem varias razdes préticas para o uso de
espectrometros de frequéncia fixa [20].

Para o elétron livre, g = 2,0023, enquanto que em moléculas o fator g depende da
orientacao em relagio a um sistema associado a molécula e, no caso mais geral, é um

tensor anisotrépico simétrico com seis componentes g;;

Ger Gry Gz
971 G2y Guy Gz (2.4)
Jzz Gyz Y2z

E sempre possivel encontrar o sistema de referéncias adequado onde o tensor g é
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O tensor A reflete a intensidade da interacio e muitas vezes pode ser obtido direta-
mente dos espectros, como veremos para o caso de NOHb. No caso isotrépico A é igual
em todas as diregdes e chamado constante de acoplamento hiperfino.

O efeito da interacio hiperfina nos espectros pode ser facilmente previsto e é con-
sequéncia da introducdo de um campo magnético H, associado ao momento magnético
nuclear nas diferentes orientagdes, m;. A condi¢io de ressonincia, co caso isotrdpico, é
dada por

hv = gBH; + Am;

_ hv—~ Amy

H;
9p

(2.10)

O campo H, assume 2I+1 valores diferentes, devido aos diferentes valores de m;.
O nimero de valores possiveis de H, é o mimero de desdobramentos hiperfinos e a
separagao entre as linhas é dada pela constante de acoplamento hiperfino.

Se existem n nucleos equivalentes com spin nuclear I interagindo com o elétron
desemparelhado, o espectro apresenta 2nl+1 desdobramentos hiperfinos. Se os nticleos
s@o inequivalentes, o nimero de desdobramentos é dado pelo nimero de combinagdes
possiveis de orientacdes dos diferentes niicleos, isto é, pelo produto dos numeros de
desdobramentos de cada nicleo. Por exemplo, para dois niicleos inequivalentes tendo

spin nuclear I=1, o nimero de desdobramentos é 3 x 3 = 9.
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2.2 Dependéncia do sinal de RPE com a tempera-

tura

Para um sistema em eqilibrio térmico a temperatura T, sob acao de um campo
magnético Hy, a populacio de spins no nivel de energia superior n, esta relacionada

com o nimero no nivel inferior n; pela distribuigao de Boltzmann

AE
ny = m exp(—
H

Ny = nler(—gi—To) (2.11)

A intensidade do sinal de RPE é proporcional a diferenca de populacio entre os
niveis envolvidos na transi¢do, n = ny — ny, e o valor desta em determinado campo Hy

pode ser obtida em fun¢édo de N = ny + ny, o nitmero total de spins, do seguinte modo:

n o 1 —exp(—uzf
N 1_+exp(—9-%rgﬁ)

(2.12)

A altas temperaturas, g3 Hy < kT (para espectrométros de banda-X e elétrons
livres g3 Hp = 2,96.107'% ergs, enquanto que kT a temperatura ambiente é 4.14.1074

ergs), o termo exponencial pode ser expandido em uma série de poténcias, resultando

no g8 Hy

N  2%T

(2.13)

A equagdo 2.13 mostra que a sensibilidade é inversamente proporcional & tempera-
tura, isto significa que a absor¢ao observada a temperatura de nitrogénio liquido (77K)
seria, e geralmente é, quatro vezes maior que a temperatura ambiente. Um aumento
maior na sensibilidade é possivel em temperaturas préximas de hélio liquido (4,2K)
embora outros fatores, particularmente saturaco, tornam-se importantes.
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A absorgio da radiagdo de microonda tende a igualar a populagio nos dois niveis,
diminuindo a quantidade de energia absorvida pela amostra, ou seja, a intensidade do
sinal de RPE. No entanto mecanismos de relaxagao longitudinal, devido a interagio do
elétron desemparelhado com o resto da cadeia, e transversal, devido a interagao dipolar
ou de troca entre os elétrons, dissipam a energia absorvida e restabelecem a distribuicao
de Boltzmann para a populacio dos niveis. Se a taxa de absorgdo de microonda é
muito maior do que a taxa de relaxagao obtem-se um sinal saturado, cuja intensidade

imndepende ou diminui com a poténcia de microonda.

2.3 Modulagao

Quando o campo magnético atinge a condi¢iio de ressonancia, a amostra absorve uma
determinada quantidade de energia, entretanto esta absorgio é pequena e tipicamente
menor que o ruido aleatério de um circuito eletronico.

Para a amplificagao do sinal, a absor¢io dc é convertida para uma ac modulando
o campo magnético externo Hy com um campo senoidal secunddrio de frequéncia fixa
wy (100 kHz) € amplitude H,, escolhida experimentalmente. A dete¢do é feita com um
detetor do tipo ‘lock-in’ que respondera somente a sinals com frequéncia igual a w,.
A amplificacao desses sinais permite uma melhor relagfo sinal-ruido, j4 que somente
sinals com w,, serao amplificados cortando os ruidos de baixa frequéncia caracteristicos
do detetor dc eletronico.

A modulagdo aumenta a resolugdo dos sinais através da obtengao das derivadas da

absor¢ao de energia em fungio do campo magnético. As derivadas sao geradas pelos

32



harménicos da modulagfo: a detegdo do 1° harménico resulta num espectro que é a
primeira derivada do espectro de absorcao, a do segundo harménico, em um espectro
igual a segunda derivada e assim por diante.

A intensidade do sinal cresce com o aumento da amplitude de modulagio, H,,, até
o valor limite (Hy )mqr aproximadamente igual a largura de linha do espectro. Acima
desse valor o sinal (supermodulado) diminui e é distorcido, e algumas caracterfsticas

nao sao observadas.

2.4 Ion Fe em hemoproteinas

2.4.1 Teoria de campos ligantes

Um atomo de ferro tem 26 életrons, sendo que 18 estfio em camadas fechadas e 8
na configuragio orbital 3d®4s%. A camada 3d consiste de 5 orbitais dyyy dzzy dysy d2 €
dg2-yy. Os orbitais d,,, d, € d,; sio denominados tag €, d2 € dp2_ 2 sio chamados e,.

Teoricamente o atomo de ferro do grupo heme apresenta pelo menos quatro estados
de oxidagdo (+1—+4) acessiveis [21], embora somente os estados +2 e +3, estados
ferroso e férrico respectivamente, sdo mais encontrados. Cada um desses estados de
oxidagao pode existir em vérios estados de spin. No entanto, sé os estados ferroso e
férrico de spin alto e baixo sao observados em hemoproteinas, como mostrado na tabela
1.1.

O estado ferroso Fet? aparece, por exemplo, em amostras com ligante CO com
configuragao d°(t,) e spin baixo S = 0, ou no estado desoxigenado com a 6° ligagso

livre e configuracdo d®(t],e?) e spin alto S = 2. O estado de spin intermedidrio nao é
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observado.

O estado férrico Fe*® aparece em espécics com spin baixo com configuracio d*(t3 )
e § = 1/2, como por exemplo HBCN~, em espécies com spin alto com d°(t3,e2) e
S = 5/2, como HbF, ou em espécies que podem existir nas duas configuracdes como
metahemoglobina, mas nio existe derivados com § = 3/2.

As caracteristicas dos sinais de RPE do Fe'*® sio determinadas pela simetria do
campo ligante, que por sua vez ¢ determinada pela natureza quimica dos ligantes vi-
zinhos e seus arranjos geométricos. Em solugdes de heme férrica isolada da proteina
onde o ferro esta ligado aos quatro 4tomos da porfirina através de ligactes covalentes,
a simetria € tetragonal ou de ordem 4. Entretanto, heme férricos inseridos em matrizes
proteicas exibem desvios da simetria tetragonal, pois a globina pode impor vinculos as
hemes que alteram esta simetria.

A degenerescéncia de ordem 5 de um életron d simples é removida em parte pelo
campo ligante octaedral como mostrado na figura 2.1a. Este mesmo esquema de niveis
€ til para visualizar o que acontece quando existem 5 életrons 3d, como para Fe™.

O estado de spin alto ocorre para um campo ligante suficientemente fraco em relagio
a repulséo elétron—elétron que leva a uma multiplicidade de spin maxima (figura 2.1b).

O estado spin baixo aparece quando a intensidade do campo ligante é maior do que
a repulsio entre os elétrons, isto &, quando é desfavoravel energeticamente ter um ou

mais életrons no orbital e, (figura 2.1c).
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Figura 2.1: Efeito do campo ligante no orbital 3;. a)életron d

simples b)spin alto ¢)spin baixo

2.4.2 Spin alto: § =5/2

O campo ligante presente em hemoproteinas férricas de spin alto separa o estado
fundamental em trés dubletos de Kramer com § = +1/2, £3/2 e £5/2.

Para hemoproteinas com simetria tetragonal a separagao entre os dubletos sao dadas
por 2D e 4D respectivamente (figura 2.2} | onde D é o desdobramento a campo nulo no

hamiltoniane de spin que, nesse caso, é dado por

S(S+1)

H =g BH.S + D[S? - 3

1+ E(S3 - 52 (2.14)

onde E ¢é o parametro de simetria rémbica.

Em espectrométros de banda-X ( ~ 9 GHz), a energia de microonda hv é muito
menor que a separagao entre os dubletos. Para hemoproteinas férricas o campo neces-
sario para transigdes entre os estados dos dubletos intermediario e superior é maior do
que o valor do campo maximo tipico de operagdo do espectrometro. Portanto transigoes
de RPE ocorrem, nesse caso, somente no dubleto de menor energia (§ = £1/2).
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Figura 2.2: Niveis de energia de um fon com S = 5/2 em um campo magnético. As

setas indicam a regido onde a diferenga de energia é da ordem da energia tipica de

espectrometros de banda—X.

As populagdes de cada dubleto em campo magnético nulo em fungao da temperatura
sdo mostradas na figura 2.3 [22].

Somente em temperaturas muito baixas (~ 1K) a populacio esti inteiramente no
dubleto de menor energia. Conforme a temperatura aumenta, a populagio deste dubleto
diminui e a dos dubletos intermedidrio e superior aumentam. Em temperaturas muito
altas (maiores que 150K) as populagdes se aproximam assintoticamente de 1/3.

O hamiltoniano efetivo para o dubleto de menor energia, pode ser escrito como

H= g{]ﬁHzSz + Qlﬁ(HmSm + H,S,) (2.15)
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Figura 2.3: Populagdes dos dubletos em funcao da temperatura

Para este hamitoniano existem dois vetores de base,| $ M,) com M, = -5,

-5+1,...,5~-1,5, enquanto que para o hamiltoniano anisotrépico 2.14 existiam seis,
| 5/2 M,). Os elementos de matriz para o estado com mesmo M, séo iguais nas duas

representagoes [19],
(1/21/2 |g|’|,6HzSz [1/21/2) = (5/21/2| ¢8H,S, | 5/21/2)
(1/2 —1/2| g\ BHTS™ |1/21/2) = (5/2 —1/2| gBH*S™ | 5/21/2)
onde
57 = 5; —15,
HY=H,+iH,
Usando as relagdes

(S' M| S. | § M,) = M,hés5:6ar,;
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("M, | 5% | S M,) = B[(SF M,)(S £ M, + 1)]"/*b55:8ps, 01141

encontramos em primeira aproximagao

g =92

A distorgio rémbica faz com que as diregoes z e y ndo sejam mais magnéticamente

equivalentes. O termo adicional na equagao 2.14 causa o desdobramento de g, em
9. =6 —24E/D

gy =6+ 24E/D
A relagao E/D pode ser calculada dando

E_le-g9|_1
D 3 -3

E o grau de distorgio rémbica ou rombicidade é definido como [22]

Ig:c"_gyl

Y%orombicidade = T

100%

Espectros apresentando as caracteristicas discutidas acima sao mostrados na figura

2.4 [18].
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Figura 2.4: Espetros de hemoproteinas com spin alto a)simetria

tetragonal b)simetria tetragonal e distor¢io rémbica

2.4.3 Spin baixo § =1/2

A configuragio eletronica de uma hemoproteina férrica de spin baixo é escrita como

& : e d,2 sao muito

t3, ou explicitamente como d? d?.d,,. Possiveis contribuicdes de da,
pequenas e desprezadas na maioria dos tratamentos.

Se a simetria da heme é octaedral, entdo o elétron ¢ distribuido igualmente entre to-
dos os trés orbitais. N4o existe eixo dinico para um momento angular orbital resultante,
consequentemente o fator-g ¢ definido somente pelo spin do életrone g, = g, = g, ~ 2.

Por outro lado se o elétron desemparethado ficar completamente no orbital d,, e os
outros dois orbitais ¢,, estiverem tio distantes energeticamente que nao se misturam
com d,, por interagio spin-6rbita, entio novamente nio existe momento angular orbital

resultante e todos os valores de ¢ sao iguais a 2.

Entretanto, o espectro de RPE tipico de ferrihemoproteinas de spin baixo (figura 2.5)
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[16] apresenta trés valores de g diferentes. O que mostra que os trés orbitais tém energias
diferentes e que o elétron desemparelhado nfo est4 nem em um orbital degenerado de
ordem 3, nem exclusivamente no orbital d,., mas numa mistura de orbitais 24 que €

introduzida pela interagio spin—drbita.

x 20
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5000 7000

Magnetico {Gouss!

Figura 2.5: Espectros de RPE de ferrihemoproteinas com spin

baixo

Esta diferenga de energia é causada por um campo ligante assimetrico, devido prin-
cipalmente as caracteristicas dos ligantes no 5° e 6° sitio de coordenacao do ferro.

A componente néo esférica dos campos ligantes pode ser decomposta em duas com-
ponentes : axial e rombica. A componente axial ao longo do eixo z, perpendicular ao
plano da heme, desistabiliza d;, e d,, com relagio a d;, por uma quatidade A (figura
2.6). A componente rombica produz uma diferenca entre as diregdes x e y tal que d,, é
mais estavel que dy, por uma quantidade V.

A distorgdo rombica é maxima quando V/A = 2/3, pois valores maiores de V levam
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Figura 2.6: Orbital £3 , em diferentes condigées de campo cristalino

a uma mudanga qualitativa da fig. 2.6 tal que é possivel redefinir o eixo cristalino de
modo que V/A <2/3.

A primeira analise da anisotropia do sinal de RPE de spin baixo foi feita por Griffith
[19]. Neste modelo as fungdes de onda sdo expressas como combinacio linear de trés
orbitals possiveis

| ¥Ty =alef) +ib|n7) +ci()

| ¥7) =aleT} +ib|nT) +c] ()
onde os orbttais d,, d,, e d;, sdo representados por ¢, ne ;| ¥~y =1 | ¥*); abec
sao reais tais que a® + 5% + ¢? =1 e, + e — representam o estado de spin eletrdnico.

Taylor [23] propés uma representacio alternativa para o estado fundamental para

simplificar as equagoes
[ =alet) —ib|pt) —c| ()

| ¥7) =—aleT) —ib|n7) —c|(T)
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A interagdo comn o campo magnético externo é dado por
FH.(L + 2S)

e a separagio de energia ao longo de um eixo 2 é g4 H;.
A representagio de Taylor das fungoes de onda leva aos seguintes valores principais
de g
g: = 2[(a +b)* — ]
g9y =2[(a+c)* ~ ¥’]

g9z = 2[a® — (b+ ¢)?]

Para um orbital isolado (@ = 1, b = ¢ = 0) e para um orbital degenerado de ordem
3 (a =b=1¢=0,577), o médulo de todos os trés valores de g € 2.

Os coeficientes sao

o= 9=+ gy

8(g: + g, — g2)]"/?
9:— 9z

8(g: + gy — 92)]*/?
Gy — Gz

8(g: + gy — g)]'/?

Os desdobramentos de energia, em unidades da constante de acoplamento spin—

orbita A, sio:

V _ ¢ 9y
A G t9y 9o
A 9z i gy
+ = + +
A 2(g-+9y) gy —9: 2(9: —9c)

Tem-se ainda que
g,+gy—gI=2(a+b+c)2
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02+ 92 — 92 — 9o0: — 920y + 9ygz + 49: — 49y — 49, =0 (2.16)

Portanto € sempre possivel calcular qualquer valor de g se tivermos os outros dois.

2.5 Nitrosilhemoglobina (NOHDb)

O 6xido nitrico (NO) se liga reversivelmente na hemoglobina com o ferro na forma
Fe*? em atmosfera anaerdbica, e é usado como um possivel modelo para ligacio do
oxigenio, com a vantagem de poder ser estudado por RPE, uma vez que o grupo NO
apresenta um elétron desemparelhado.

As caracteristicas do espectro sdo devidas principalmente as interagoes do elétron
desemparelhado com os nicleos de nitrogénio localizados ao longo da normal da heme,
ou seja, o N do prépio NO e o N do grupo imidazol proximal.

Dependendo do niimero de dtomos de **N (spin nuclear I = 1) que interagem com
o elétron desemparelhado, devemos esperar diferentes desdobramentos hiperfinos: a
interacao com um nucleo resulta num sinal com trés linhas, com dois nicleos equivalentes
um sinal com cinco linhas e com dois niicleos inequivalentes um sinal com nove linhas.

As estruturas quaternérias oxi (R) e desoxi (T) apresentam sinais de RPE diferentes
e a transi¢ao entre elas pode ser facilmente observada. Esta transi¢ao pode ser induzida
pelo inositolhexafosfato (THP) [24] ou por variagdes de pH [25,26]. Tanto no estado R
como no estado T o espectro de NOHb pode ser reconstituido pela soma dos espectros
das cadeias a e 3 isoladas [27,28].

No estado R os espectros das cadeias « ¢ 3 sdo semelhantes. Esses espectros sio
caracteristicos de um sistema com simetria rémbica em um estado de hexacoordenacio
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para o ferro. Existe um desdobramento hiperfino com nove linhas, que fica bem resolvido
usando a técnica de detecgdo de terceiros harménicos [30], devido a contribuicio do MN
do grupo NO e N do imidazol proximal.

O espectro do estado T é mais complicado porque o espectro da cadeia 3 nao sofre
alteragoes em relagao a forma R enquanto que o da cadeia « muda drasticamente, pas-
sando a apresentar um desdobramento hiperfino com trés linhas bem resolvidas devido

ao ¥ do grupo NO e nenhuma contribui¢io do N do imidazol proximal (fig. 2.7) {29].

’
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Figura 2.7: Espectros de NOHb no estado T, mostrando a cons-

tante de acoplamento hiperfino A.

Entretanto o aparecimento (ou desaparecimento) do desdobramento hiperfino tam-
bém esta relacionado com outros fatores como por exemplo concentragio de NO, des-
naturagdo, estrutura tercidria e origem da proteina. Em amostras de mioglobina (uma
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unica cadeia polipeptidica) com concentragao baixa de NO, o espectro apresenta um
triplete hiperfino comn centro em g=2,0025.0 aumento da concentragao de NO,modifica o
sinal para um com simetria rémbica caracteristico do estado R [31]. Uma transformacio
contraria é observada quando amostras na estado R sdo desnaturadas por detergentes
(3]

A dependéncia da transi¢do R-T com a estrutura tercidria e quaternéria da proteina
é comprovada pelas diferentes quantidades de cadeias que estdao no estado T na Hb
humana e de carpa (humana:50% , carpa:25% ) em pH 5,8 com IHP [32], ou pela
quantidade que estdo no estado T em quaquer pH abaixo de 7,0 sem ITHP em HbA e
HbF (Hb humana fetal, as cadeias 3 sdo substituidas por cadeias v) [30].

Além disso experiéncias recentes de RPE mostram que os espectros de NOHD sio
constituidos por no minimo trés componentes diferentes. Cada espectro é composto por
combinagoes, que dependem da temperatura e poténcia de microonda, de somente duas
componentes. Embora existam algumas semelhangas, estas espécies nio parecem estar
diretamente relacionadas com os estados R e T das cadeias o e g [33].

Devido a complexidade do espectro véarios modelos experimentais e tedricos tem sido
propostos para explicar as mudancgas espectrais da transigao R-T.

Baseado em estudos de modelos de heme bi-imidazol, isto é, com dois grupos imi-
dazois ocupando a 5% e 67 ligagbes da heme, que mostram que o imidazol pode se ligar
a heme em duas configuracées: protonado ou desprotonado, foi proposto um modelo
em que as mudangas espectrais estdo associadas as mudanqgas estruturais do imidazol

proximal quando o N,,,, esté protonado ou desprotonado [30,34].
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Outro modelo, baseado na analise dos deslocamentos do tensor g e do tensor hiperfino
A, sugere que o espectro com nove linhas é devido a4 uma ligagdo F,-N-O em dobra
com o angulo de ligagio de 105° enquanto que o espectro com trés linhas é devido &
uma ligagdo F,-N-O linear [35].

O outro modelo alternativo sugere que o aparecimento do desdobramento hiperfino
para a cadeia o é causado por um enfraquecimento, ou até quebra, da ligagio entre
o ferro e a histidina proximal. Os dados experimentais que sustentam este modelo
sao as semelhancas observadas por RPE [36], ressonincia Raman {32] e espectroscopia
infra-vermelho [37] entre os complexos modelos pentacoordenados e NOHb no estado
T.

Os modelos tedricos relacionam os resultados experimentais com a estrutura eletrd-

nica do elétron desmparelhado. Pelo menos quatro estruturas ji foram propostas:

s Modelo n*(d,,): O elétron estd em um orbital 7*, sendo as maiores contribui¢oes
do orbital d,, do ferro. Em uma estrutura deste tipo sdo esperados grandes valores

de Ag, o que nio é observado em NOHb.

s Modelo 7*(NO): Mesma estrutura que a anterior com a diferenca que a densidade
de spin é maior no N do NO [38]. Sio esperados constantes de acoplamento

isotrépica pequena e anisotrépica grande para N, diferente do que é observado.

o Modelo de Doetschman: Em uma tentativa para explicar todos os valores de g
e A dos varios derivados de NO-heme, foi proposto [39] uma estrutura que seria

uma mistura de todos os niveis possiveis com as proporgoes relativas de cada um:
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=, (0,18), =, (0,35), d..(0,24) ‘e d,2(0,23). Para levar em conta o acoplamento

hiperfino grande de N do NO é acrescentado o nivel o( NO).

® Modelo o* : O elétron esta no orbital 3d,2 do ferro com suave deslocaliza¢io no

orbital N(¢) do N, e grande deslocalizagio no orbital NO(o ,7) (figura 2.8) [40].

Figura 2.8: Estrutura eletrénica do modelo o*

Além dos resultados acima, existem outros aspectos dos resultados que mostram que
o modelo ¢ parece ser o mais completo [41]. Os calculos deste modelo mostram que o
tripleto hiperfino da cadeia o esta associado a um aumento da distancia, em torno de

0,5-1 &, entre o Fe e o N do imidazol proximal.
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Capitulo 3

Desnaturacao de proteinas

3.1 Estado nativo

Todas as proteinas sio construidas com elementos do mesmo conjunto de 20 ami-
noacidos, os aminoacidos primdrios ou a-aminodcidos. Cada aminoicido tem em uma
extremidade um grupo amino N HJ e na outra uma carboxila COO~, que estdo ligados
a um atomo de carbono central, chamado carbono-« (C,). Também ligado ao C, estéo
um atomo de hidrogénio e um grupo lateral designado por R. E este grupo lateral que
difere de um aminoacido para outro, € sao eles que conferem a individualidade quimica
da molécula.

Nas proteinas dois aminodcidos adjacentes estdo unidos através de uma ligacao de-
nominada ligagao peptidica. Paraesta ligagao ocorrer uma molécula de agua é removida,
de modo que o atomo de C do grupo carboxila de um aminodacido é diretamente ligado

ao N do grupo e-amino do outro, como mostrado no esquema abaixo:
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Figura 3.1: Formagédo da ligagdo peptidica entre dois aminodcidos

Anédlises de difragdo de raios-X mostram que o comprimento (1,32 A) da ligacio
entre 0 C e o N na cadeia peptidica é menor que o comprimento normal (1,47 &)
desta ligagao, ou seja, que a ligagio simples C—N tem algum carater de ligacio dupla.
Devido a isso ndo pode haver rotagdes em torno desta ligacio e os quatro dtomos do
grupo peptidico (N,C,,C e dtomo de R) estio no mesmo plano. Estas ligagoes mais
rigidas impéem restrigdes ao niimero de conformagdes possiveis.

Cada proteina é organizada hierarquicamente em vérios niveis estruturais, onde a
estabilidade de um nivel ou estrutura depende da estabilidade do nivel imediatamente
inferior e de suas foras de interagao. O nivel de organizacio mais baixo é a estrutura
primdria que ¢ simplesmente a sequéncia de aminodcidos em uma cadeia polipeptidica.

A estrutura secunddria é a maneira como os aminoscidos se arranjam dentro da
cadeia ao longo de uma dimensio. As mais conhecidas sio as hélices a e as conformacdes
B. Na Hb existem somente hélices a. As hélices o sdo estruturas que permitem a
formagdo de pontes de hidrogénio entre cada atomo de H ligado ao dtomo de N da

ligagio peptidica e o dtomo de O da carboxila do quarto amincdcido na sequéncia que
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aparecem na cadeia. Todas as ligacoes peptidicas participam destas pontes de hidrogénio
dando a estabihdade da estrutura final.

Distorgoes de hélices a e conformagoes § ocorrem devido & tendéncia da cadeia
peptidica em ir para uma estrutura compacta com espago vazio minimo, e também
a importancia de regides desordenadas com regras funcionais definidas. A estrutura
espacial resultante é chamada estrutura tercidria.

Existem proteinas que possuem duas ou mais cadeias separadas. Estas cadeias po-
dem ser idénticas ou diferentes entre si. O arranjo espacial das cadeias, isto €, a maneira
como elas estdo reunidas e arrumadas na forma nativa das proteinas, é chamado estru-
tura quaternaria.

A Hb é composta de quatro cadeias duas chamadas a e duas 3 € o arranjo das quatro

cadeias na molécula define sua estrutura quartendria.

3.2 Estado desnaturado

O estado completamente desnaturado de uma proteina é definido como sendo o
estado conformacional com maior alteragdo do seu estado nativo sem modificagio da
sua estrutura primaria, isto é, com a cadeia polipeptidica mantendo a mesma sequéncia
de aminoacidos [42].

Inicialmente considerava-se que o estado completamente desnaturado ocorria so-
mente em solugdes concentradas de cloreto de guanidina (GuHCl), entretanto o estudo
da vanacdo de parimetros termodinamicos, tals como entalpia e capacidade calorifica,

mosirou que nao existe diferenga entre o estado final de proteinas desnaturadas termica-
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mente ou em solugoes concentradas de GuHCl, desde que fossem levadas em consideragio
efeitos de solvatagio do GuHCI [43].

Sob condigoes de solventes ideais a proteina completamente desnaturada assemelha-
se a cadeia aleatéria linear, isto é, dentro dos limites previamentes mencionados (nfo
existéncia de rotagbes em torno da ligagio C—N) cada liga¢io pode girar livremente,
independente da rotagdo dos vizinhos ao longo da cadeia. As propiedades fisicas carac-
teristicas da cadeia aleatéria linear sdo relativamente faceis de reconhecer, pois polimeros
sintéticos tendem a adotar esta conformagio. Portanto, o estado completamente des-
naturado de uma proteina pode ser identificado comparando suas propriedades fisicas
com as dos polimeros sintéticos.

Entretanto as evidéncias experimentals provando que a cadeia polipepitidica des-
naturada representa uma cadeia aleatoria linear estdo incompletas, ou seja, mesmo no
estado completamente desnaturado a cadeia polipeptidica retem residuos de elementos

estruturais bem definidos [44].

3.3 Transicao do estado nativo para o estado des-

naturado

3.3.1 Transicao sem estados intermediarios

Se a transi¢io do estado nativo (N) para o estado desnaturado (D) ocorre sem estados
intermedidrios, todas as moléculas proteicas estio em um dos dois estados. A transi¢io
pode ser caracterizada em qualquer estigio por uma variavel simples fp, a fragio de

moléculas no estado desnaturado. Se y representa a variavel experimental usada para
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seguir a transicao, e yy € yp sao os valores caracteristicos de y para os estados inicial e

final, entdo em qualquer estagio da transigao temos:

¥ =yy + folyp — yn) (3.1)
ou
. e WA (3.2)
Yp — Y~

E evidente que cada medida de y dard um valor unico de fp, e que a constante de

equilibrio para a reagao N = D

fo

=1 h

(3.3)
pode ser calculada para cada ponto experimental.

Estudando a dependéncia de fp com varidveis externas, tais como temperatura (T'),
pressao (p) e atividade idénica {a;), podemos encontrar parametros caracteristicos do
processo de desnaturagao. Se esses parametros forem derivados usando equacdes de

equilibrio termodindmico, eles terdo dimensdes de grandezas termodinamicas e serdo

interpretados fisicamente como variagao de:

o Energia Gibbs efetiva

— RTlog Kp = AG,y (3.4)

e Entalpia efetiva
dlog Kp
2—"— =

RT 0T AH (3.5)

o Volume efetivo
dl
— RT—"%E’E- = AV, (3.6)
D
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e Quantidade efetiva de ligantes ligados

—2—" = Avy (3.7)
3.3.2 Transicao com estados intermediarios

Se existirem estados intermediarios entre os estados N e D, que chamaremos

X1,Xe, ..., e se yx,,yx,, ---representam os valores de y que caracterizam a molécula

nesses estados, entdo o valor de y em qualquer estagio da transi¢io é dado por

Yy =y~ + foi(yxg —y~n) + folyp — yn) (3.8)
A mudanca relativa em y ao ir de N até X ¢

Yx; — Un
o; = ————————
YD — YN

(3.9)

Se definirmos a mudanga observavel como

— YN
fob=—y~—~y—

Yo — YN (3.10)

temos
fon = ZaffXg + fp (3.11)
i
a soma ¢ feita sobre todos os estados intermadiarios. Se o processc tiver somente dois
estados f,, = fp.
Embora exista todo um tratamento tedrico [42] feito para estudar o processo de
desnaturagao, a verificagao pratica é muito dificil. As dificuldades comegam pela defini-

gao dos estados nativos e desnaturados, principalmente do estado desnaturado. Apesar
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desta dificuldade e do fato de usarmos somente uma técnica experimental para carac-
terizar os estados das amostras, consideraremos como estado desnaturado aqueles que
foram tratados termicamente e apresentarem sinais de RPE diferentes daquele que néo
foi tratado.

Outra dificuldade experimental importante advem da necessidade de estudo de
proteinas em solugdes diluidas de modo que as interagoes intermoleculares possam ser
desprezadas e as propriedades das moléculas individuais investigadas., Em geral em
solugdes diluidas as grandezas medidas experimentalmentes sio muito pequenas e ne-
cessitam uma técnica sensivel e¢ precisa. Essas dificuldades sdo ainda maiores para

proteinas de alto peso molecular como Hb.

3.4 Desnaturagao de hemoglobina

3.4.1 Desnaturacgao térmica

O estudo através da variagéio do sinal de RPE da desnaturagéo térmica (tempo de
desnaturac@o: 4 min em qualquer temperatura) de oxiHb e metaHb mostra que esta
ocorre em etapas, sendo que a primeira etapa para oxiHb é a transformacdo em metaHb
[1].

A primeira etapa da desnaturac¢do de metaHb € caracterizada por um espectro onde
os sinais com ¢ = 2,27 e g = 1,91 predominam. E a etapa final é caracterizada pelo
diminui¢do desses sinais e aumento dos sinais com ¢ = 2,9 e ¢ = 2, 41.

A temperatura de transi¢iio (T ) foi definida como sendo a temperatura necesséria

para o sinal com ¢ = 2,27 atingir metade do seu valor maximo. Por esta definicao
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T, para oxiHb com for¢a idnica entre 0,05 e 0,1 (NaCl) é igual a 72°C—73°C e para
metaHb com forga 16nica zero é 69°C—71°C.

O fato de os sinais mudarem de amplitudes em pares leva  hipdtese de que a variagio
do sinal da amostra desnaturada é causado por classes diferentes de ferrilb, e que os
ligantes (néo identificados) poderiam ser da globina desnaturada.

Espectros de RPE de amostras de metaHb mantidas a 80°C por 4 minutos em varios
pH mostram que as intensidades dos sinais do espectro da primeira etapa das amostras
desnaturadas termicamente aumentam com o aumento do pH, mas que a relagfio entre

as intensidades dos sinais é independente do pH [45].

3.4.2 Desnaturacao por variacao de pH

Todas as formas de Hb sofrem uma mudanga conformacional grande quando expostas
a pH baixo. Essas mudangas sao causadas pricipalmente pela exposicao das histidinas
que estavam no inferior na forma nativa. As rea¢des so acompanhadas por um aumento
da viscosidade intrinseca e por uma perda do vale em 233 nm na curva de dispersio da.
rotagao 4tica [42,46].

A desnaturagdo de metalb em pH abaixo de 2,5 estudada, através das mudancas
no espectro de absorgao dtica, apresenta trés fases. Em pH um pouco mais alto (2,5 a
3,8) as trés fases sdo indistinguiveis e em altas concentracdes de metallb somente duas
fases sdo distinguiveis [47].

A primeira fase é caracterizada pelo deslocamento da banda de Soret (A = 405 nm)

para A = 410 nm. O seu tempo para conclusido desta alteracio depende da tempe-
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ratura {60 a 70 mseg em 2,5°C, 30 a 40 mseg em 8°C e 10 a 20 mseg em 25°C) e as
mudangas no espectro sdo devidas a mudangas na vizinhanga da heme, provalvemente
uma aproximagio da histidina distal E7 [48].

A outra etapa é caracterizada pelo decréscimo da banda em 410 nm e aparecimento
de uma nova banda com mdaximo em 398 nm, esta fase estd associada com a expulsio
da heme da globina.

E finalmente a tltima fase é a dimerizagio da heme livre e ligagao na apoHb (Hb sem
heme) em um sitio diferente do que ocupava na proteina nativa. Esta fase é caracterizada
pelo aparecimento de uma banda de absorgio larga com centro em A = 370 nm.

A desnaturagio de COHb em pH acido depende da auséncia ou presenga de oxigénio.
Na auséncia de oxigénio néo existe a formacio de metaHb e no final a molécula mantém
muito da sua estrutura nativa [49].

Na presenca de oxigénio COHb é completamente desnaturada da mesma maneira que
metaHb em pH abaixo de 3,1, entretanto a heme nao é expelida de todas as moléculas
na faixa de pH de 2 a 3,1.

O sitio onde a heme dimerizada se religa depende da temperatura e do complexo de
Hb, 1sto €, os sitios sao diferentes para proteinas desnaturadas a 25°C e 0°C tanto para
COHDb como para metaHb. Além disso COHb desnaturadas a 0°C e pH 1,95 apresentam
diferengas no espectro de absorgao que indicam a existéncia de alguma outra caracte-
ristica [50].

As amostras de metalHb mantidas durante 4 minutos em pH 2,1 ndo apresentam sinal

de RPE, esta fato foi associado a expulsao parcial da heme da globina desnaturada neste
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Figura 3.2: Temperaturas de transigio

pH, como observado pelas mudangas no espectro de absorc¢io dtica.

Espectros de RPE de metaHb com pH variando de 2,1 a 11 mostram que a tem-
peratura de transicao T, apresenta o comportamento dado pela figura 3.2 [45], e que
metaHb em pH alto tem os mesmos sinais da primeira fase de metaHb desnaturada
termicamente (g = 2,45; 2,25 e 1,91) e amostras em pH intermedidrios (6 a 10,3) se

transformam em hidroxiHb com ¢ = 2,53, 2,14 ¢ 1,82 [45].

3.4.3 Desnaturagao por solventes orginicos e sais inorganicos

As propriedades fisicas de oxiHb sao alteradas por alcodis de cadeia curta, depen-
dendo da concentragio, temperatura e tempo de incubagio com os alcodis [1].

Alguns compostos (por exemplo propanol) abaixam a temperatura de transigio T,

para temperatura ambiente, ou seja, nesta temperatura eles oxidam oxiHb e levam a
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um comportamento do sinal de RPE semelhante ao observado durante a desnaturagao
térmica de metalHb. Para outros compostos, este comportamento é limitado pela so-
lubilidade do solvente (butanol) ou pela sua ineficiéncia como agente desnaturante a
temperatura ambiente (etanol).

A eficiéncia dos solventes orginicos como desnaturantes de Hb em geral aumenta
com seu carater hidrofébico dentro de cada série homdloga.

Alguns outros solventes organicos (metanol) mesmo em concentragdes relativamente
baixas provocam o aparecimento de um sinal de RPE caracterizado por trés linhas
estreitas em ¢ = 2,5; 2,14 e 1,85 e uma linha alargada em ¢ = 5,9. Esses compo-
nentes representam desnaturantes fracos que mostram pouca ou nenhuma habilidade
para transformacao de oxiHb em metaHb. A forma de spin baixo desses espectros pode
ser devido a ligacdo de ligantes endégenos ao ferro da heme.

Em geral componentes organicos € sais da série de anions de Hofmeister, que tendem
a solubilizar as proteinas, diminuem T, e favorecem a desnaturacao da oxiHb. Sais de
anions que precipitam as proteinas nao desnaturam oxiHb ou metaHb em qualquer
concentracao a temperatura ambiente, ao invés disso tais sais aumentam 7, e protegem
contra a desnaturacao.

A desnaturagao de COHb por uréia e GuHCl em fungao da concentragao do reagente
foi estudada por medidas do coeficinte de sedimentacao [51]. O aumento da concentragio
da uréia até 8 M leva a um valor do coeficiente de sedimentagdo caracteristico de uma
molécula composta por uma cadeia @ e uma 3, que corresponde ao estado final da

desnaturagao por uréia, sendo a reagao reversivel.
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A desnaturagdo por GuHCI, embora semelhante a causada por uréia, ocorre com
mudangas maiores e mais rapidas. Com concentragdes de GuHCl de 0,7 M a molécula
de Hb j4 atinge o estado final observado na desnaturagio por uréia. Com concentragées
de 0,7 2 2,5 M néo existe alteragdo da molécula. Com o aumento da concentragio as
cadeias a e § se separam antes da molécula atingir um estado no qual a heme estd

separada da globina.

3.4.4 Desnaturacgao por detergentes

O efeito de detergentes (duodecil sulfato de sédio (SDS) e salicicato de sédio) no
espectro de NOHb no estado R é mostrado na figura 3.3 [3].

Com o aumento das concentragdes dos detergentes o pico em ¢ = 1,986 decresce e
aparece um tripleto hiperfino com centro em g = 2,009 e um pico em ¢ = 2,094. O
estado final desta etapa é estivel em uma certa faixa de concentragéo (6,7 a 200 mM
para SDSe 0,5 2 0,7 M para salicicato de sédio). O comportamento do sinal foi explicado
como devido a uma perda da conformagao proteica devido aos efeitos combinados das
atragoes eletrostaticas e hidrofébicas entre as moléculas dos detergentes e da proteina.

A forma do espectro mostra que a molécula mantém a simetria rémbica em torno do
centro paramagnético. Concentragdes superiores a 200 mM de SDS e 0,7 M de salicicata
de s6dio levam a uma nova transformagiio no sinal, passando a apresentar uma forma
caracteristica de uma molécula com simetria axial. Portanto o tratamento da proteina
com altas concentragdes de detergentes tem como efeito eliminar a diferenga que existia

entre os dois valores de ¢ no plano xy.
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Figura 3.3: Espectros de RPE de NOHb desnaturada por detergentes
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Capitulo 4

Materiais e metodos

4.1 Preparagao de amostras

Sangue humano foi coletado em heparina (anti-coagulante) e as hemaécias foram
lavadas trés vezes com solugéo de cloreto de sédio (NaCl) 0,9%. As células empacotadas
foram hemolizadas com dgua destilada e cloroférmio (concentragéo final de cloroférmio:
10%). Depois de 18 hs a solugio foi centrifugada e as moléculas de Hb retiradas e
estocadas a —20°C em solugio com 50% de glicerol v/v em tampao Tris pH 8,5.

Para retirar o glicerol da solugao de Hb e ajustar o pH dois procedimentos foram
utilizados, dependendo do volume da amostra. Para pequenas quantidades usamos co-
lunas de filtragdo (Sephadex G-25,Sigma Co.) equilibradas com tampéo fosfato pH 7
e forga 16nica 0,15(M/15), e para grandes quantidades (mais.de 5 ml), que saturam as
colunas, a retirada do glicerol foi feita através de didlise a 4°C durante aproximadamente
12 horas.

Para determinar as concentragdes de ferro das amostras, uma pequena quantidade

(0,1 mnl) de Hb foi transformada em cianometaHb, usando KCN 1M e K;3[Fe(CN )] 1M
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em excesso. A concentragdo em mM Fe foi entdo determinada pela relagiao

onde:

Il =1,0cm é o caminho dtico, largura da cubeta.

€ = 11,0 ¢é o coeficiente de extingao molar.

f é o fator de diluigio, volume de H;0 mais volume de Hb/volume de Hb.

Asqp € a absorgdo otica em 540 nm, banda caracteristica de cianometaHb [52], obtida
usando um espectrofotdmetro Cary modelo 17.

MetaHb foi preparada usando como agente oxidante K3[Fe(CN)g] com concentragao
igual a 5 vezes a concentragdo de Fe, e depois retirado o excesso através de dialise.

N-etil-maleimida (NEM) é usada em amostras de Hb para bloquear o grupo SH e
evitar sua ligagao ao atomo de ferro durante qualquer processo que altere a estrutura
da globina.

NEM foi adicionada em excesso as amostras de metaHb, em concentragao igual a
10 vezes a concentragao de Fe, deixando reagir durante aproximadamente 12 horas. O
excesso foi retirado através da centrifugacdo em colunas de Sephadex G-25.

MetaHb foi desidratada através da liofilizagdo das amostras usando o liofilizador
Labconco modelo 75200 do Instituto de Microbiologia da UFRJ.

NOHD foi preparada através da reagdo do gas NO (obtido da reagao de 4cido nitrico
com cobre metalico) com a solugio de Hb desoxigenada em um tondmetro . A adigho

do NO foi feita em atmosfera anaerdbica (IV;) usando uma caixa de luvas.

62



Hematina é soluvel em solugoes concentradas de KOH, pH maior que 10. A amostra
em solugao foi transformada para o estado férrico Fe®t usando K3[Fe(C'N)g). O pH foi
entdo, ajustado para 7 adicionando HCl. Apds a precipitagio, a amostra foi filtrada a
vacuo e seca em um dessecador, contendo pentdxido de fésforo (P,05), no qual foi feito

vVACUuo.

4.2 Técnica experimental

As amostras foram tratadas termicamente usando o banho ultratermostatico modelo
Fanen-111, que mantém a temperatura estavel e uniforme com erro de 1°C.

As amostras demoram um periodo de tempo muito pequeno (~ 1min) para atingir
a temperatura e entrar em equilibrio com o banho. As amostras em equilibrio com o
banho serdo consideradas como tendo tempo de tratamento térmico igual a zero.

Depois de atingir o equilibrio as amostras foram retiradas do banho em tempos di-
ferentes e resfriadas rapidamente em vapor de N; liquido para evitar que o processo dé
desnaturagdo proseguisse.

Medidas de RPE foram {feitas utilizando um espectrometro banda—-X modelo Varian
E-9 com uma cavidade retangular Bruker. As condigoes de medidas foram: amphtude
de modulagio 16G, poténcia de microonda 200 mW e temperatura 80 + 2K.

As medidas de temperatura foram fejtas usando um termopar Chromel-constantan e
o resfriamento das amostras foi obtido através de fluxo controlado de N;. Um evaporador
de N, liquido foi construido, constituido de duas resisténcias: uma de 7552 para evaporar

o N, e outra sensivel a mudangas de temperatura para controle do nivel de N, liquido.
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Para temperaturas proximas a 77K, a temperatura é estabilizada com uma variagao de
+2K, com controle do fluxo de gas,obtido usando a poténcia adequada na resiténcia do
evaporador. Mesmo que a temperatura varie de até 4K, nesta faixa de temperatura a
variagdo da intensidade do sinal de RPE é desprezivel.

Os espectros foram digitalizados usando a mesa digitalizadora Digigraf, modelo

da Vinci, aclopada a um microcomputador utilizando o programa digital (cedido pelo
IFQSC-USP). Posteriormente o programa epranale V 3.52 (Copyright J. Rowhtree,
P. Fayer & B. Benne) foi utilizado para igualar as condigdes experimentais, combinar
espectros, mudar os nimeros de pontos, etc. O espectro resultante do programa digital
apresenta duas colunas e nao indica o nimero de pontos, enquanto que o formato para
o epranale é uma coluna e com o niimero de pontos indicado. Para mudar o formato
do espectro fot desenvolvido um programa formdec (cedido por Anténio Carlos Bruno,
Departamento de Fisica da PUC-RJ).

Como os espectros foram tomados como primeira derivada da absorgido foi feito
um programa em linguagem fortran (apéndice A) para calcular numericamente (regra
do trapézio) o valor da area do sinal de absorcdo (segunda integral do sinal) que é
proporcional ao numero de spins. Este programa também corrige a linha de base,
igualando os valores inicial e final da ordenada do espectro, subtraindo deste uma reta
com inclinagao adequada. O resultado desta corregio é mostrado na figura 4.1.

Nos picos dos sinais ou em sinais onde a largura de linha é muito pequena o calculo
nurmnérico pela regra do trapézio apresenta um erro maior do que em outras regioes do

sinal, porque uma area maior do sinal sera desprezada. No caso de NOHbD este erro
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Figura 4.1: Resultado da corregao da linha de base e intervalo do

campo magnético onde sdo calculadas as areas.

pode ser ainda maior quando o tripleto hiperfino estd presente. Para obtermos uma
estimativa do erro a integral foi feita com ntmeros de pontos diferentes (512, 1024 ¢
2048). Os resultados serao discutidos posteriomente nos graficos que mostram a variagao
das areas.

A area de cada sinal depende da probabilidade de transi¢ao em cada estado, que
depende dos valores de g, entretanto como estamos interessados somente nas relagdes
entre as dreas dos sinais nos diferentes tempos e temperaturas de tratamento térmico,
este termo de corre¢io nao sera considerado.

A area do sinal de metaHb foi calculada usando o intervalo de 700G a 1700G que
é uma boa aproximagio do valor real, uma vez que a contribuigido do sinal com ¢ = 2
¢ muito pequena e pode ser desprezada [29]. A drea do sinal de spin baixo foi obtida
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entre 1700G e 3700G. Estes intervalos do campo magnético sao mostrados na figura 4.1.
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Capitulo 5

Resultados

5.1 Metahemoglobina

Espectros de RPE de solugao de metaHb humana nativa e desnaturada termicamente
a temperaturas fixas de 60°C, 70°C e 80°C variando o tempo de desnaturagao sao
mostrados nas figuras 5.1, 5.2 e 5.3 respectivamente.

Os espectros apresentam uma linha em campo baixo com ¢ = 6 caracteristica do {on
Fe** com o estado de spin 5/2, componente perpendicular ao eixo de simetria, isto é,
paralela ao plano da heme [53].

Em campos altos sfo observados para amostra desnaturada os sinais com: ¢ =
2,94+0,1, ¢ = 2,45, ¢ = 2,27, ¢ = 1,91 e ¢ = 1, 85 caracteristicos do estado de spin
baixo §' = 1/2 de Fe** [15].

Na amostra nativa aparece um sinal muito pouco intenso e alargado na regiao pro-
xima de g=2 que pode ser devido a uma pequena quantidade (~ 20%) de amostra

desnaturada ou na forma hidroxiHb (¢=2,54, 2,18 ¢ 1,85 }.
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A forma dos espectros apresenta aproximadamente o mesmo comportamento nas
trés temperaturas estudadas: inicialmente uma diminuigdo da intensidade do sinal com
g=6 e aparecimento do sinal de spin baixo, com g=2,27 e 1,91 com maiores intensidades,
e depois mudancas na forma do sinal de spin baixo com dimimiigao das intensidades de
g=227 e 1,91, aparecimento de g=2,45 e 1,85 e aumento de intensidade de g=2.9 £+ 0,1.

Em geral as mudangas observadas nos espectros de todas séries sdo reproduzidas,
com excessao do aparecimento (algumas vezes) de um sinal com g=4,3 que é devido ao
ion Fe3t estado de spin 5/2 com simetria rémbica, razdo E/D = 0,33 [54].

A variagido da area total do sinal, de spin alto e de spin baixo é mostrada na figura
5.4. As linhas sao para facilitar a visualizagdo do comportamento em cada temperatura.
O erro calculado como descrito no capitulo 4 é muito pequeno (~ 1%) e niao é mostrado.

A variagio da 4rea do sinal com S = 5/2 é mostrada na figura 5.4a. Observa-
se que para T' = 60°C esta 4rea inicialmente cresce e depois decresce até um valor
aproximadamente constante. Para T = 70°C e T = 80°C o crescimento inicial nao é
observado e o decréscimo é mais rapido para temperaturas de desnatura¢io mais altas,
isto é, o tempo para a area variar até 50% do valor da nativa é menor para temperaturas
mailores.

A 4rea do sinal de spin baixo (figura 5.4b) inicialmente cresce, apresenta um maximo,
em um tempo que é maior para temperatura de desnaturacao menor, e depois decresce
até um valor de equilibrio.

A drea total do sinal de RPE (figura 5.4c), soma das areas do sinal com spin alto ¢

baixo, indica uma diminui¢io do niimero total de centros paramagnéticos, com excessao
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de um aumento inicial em T = 60°C, causado pelo aumento da area do sinal de spin
alto.

O aumento inicial em T = 60°C da intensidade e da 4rea do sinal com ¢ = 6 é
devido a uma pequena quantidade de amostra nativa que estava na forma de oxiHb e
que se transforma em metaHb, como observado no processo de desnaturagio térmica
de oxiHb [1]. Em temperaturas maiores (70°C e 80°C) esta etapa ja esta concluida em
t=0. Também em medidas feitas com amostras sem oxiHb esta etapa nio foi observada.

As areas apresentam um valor final de equilibrio. Este valor para a area de spin
alto € igual nas trés temperaturas e para a area de spin baixo e total é maior para
temperaturas menores.

A variagdo da forma e da érea dos espectros indica a existéncia de duas etapas
durante o processo de desnaturagio térmica de metaHb.

A primeira etapa é caracterizada pela diminuigao da intensidade do sinal de ¢ = 6
e aparecimento do sinal com spin baixo. As caracteristicas das 4reas desta etapa sio:
diminui¢do da 4rea do sinal com g = 6 e total e crescimento da area do sinal de spin
baixo.

A segunda etapa é caracterizada por mudangas na forma do sinal de spin baixo como
descrito anteriormente e a area dos sinais apresenta as seguintes carcteristicas: a area
do sinal com g = 6 é praticamente constante e a area do sinal de spin baixo e total
diminuem.

Desta forma, definiremos o tempo de transi¢io da primeira para a segunda etapa,

tz, que depende da temperatura de desnaturagao, como o tempo necessario para a area
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do sinal de spin baixo apresentar um méximo ou para a area do sinal com g = 6 ser
igual ao valor minimo.

O valor de t, para T = 80°C é muito pequeno e em t=0 o sinal ja apresenta carac-
teristicas da segunda etapa, para T = T0°C é 0,5h e em T = 60°C os grafico das areas
mostram que f, = 2h, apesar de nos espectros nio se observar a mudanga da forma até
t = 6,5h.

As mudangas na forma dos espectros de spin baixo e a observagio de diferentes
espécies e transformagdes de uma espécie em outra durante a desnaturagio por outros
métodos [13] sugerem que isso também pode acontecer com as amostras desnaturadas
termicamente.

Com essas observagdes, somos levados a considerar, inicialmente, que existem so-
mente duas espécies, associadas as duas etapas do processo, e as mudangas no espectro
seriam devidas & transformagao de uma espécie em outra. Como os sinais de campo
mais alto e mais baixo sao largos, as duas espécies seriam facilmente identificadas como
hemicromo P( g = 2,45, 227 e 1,91) e H(g = 2,85, 2,27 e 1,65). Estas estruturas
aparecem na desidratagao da proteina e com a evaporacio da agua pelo aquecimento
poderiam ser também formadas com o tratamento térmico.

O espectro da segunda etapa com T'= 80°C e ¢ = 3, 5h teria uma maior contribuigio
do espectro de P e pouco de H e o espectro da primeira etapa com T'=T70°C et =1, 0
contrario, ou seja, maior contribuigido de H e menor de P. Os espectros das espécies puras
foram obtidos da subtragio entre diferentes proporgdes dos espectros normalizados de

cada etapa, de maneira a zerar uma das componentes caracteristica de cada espécie
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(g=1,91 e 2,9).

Entretanto nao ¢ possivel reproduzir os espectros de toda série combinando diferentes
proporgoes dos espectros resultante deste tratamento. A combinagéo foi feita subtraindo
dos espectros da série diferentes proporgdes dos espectros das espécies de modo a zerar
a intensidade dos sinais. As proporg¢oes das espécies que zeram as linhas de campo mais
alto e mais baixo ¢é diferente das proporgdes que zeram as linhas em g = 2,27 e 2/45.

Portanto fomos levados a hipdtese de existéncia de mais espécies e de que mesmo
os espectros caracteristicos de cada etapa seriam resultante da combinagéo de espécies
diferentes.

Usando ainda a hipétese que uma destas espécies é o hemicromo P que tem como
sexto ligante do ferro uma cisteina [17], pode-se bloquear este residuo com o marcador
N-etil-maleimida (NEM). Podemos entao obter os espectros das outras espécies com-
parando os espectros das amostras marcadas e ndo com NEM e tratadas termicamente
comn o tempo e a temperatura caracteristicos de cada etapa.

O resultado ¢ mostrado na figura 5.5 onde nota-se na amostra tratadaa T = 70°C e
t =t, a existéncia do sinal com g = 2,45 e ¢ = 1,91 mesmo apés a ligagdo com NEM.
Como estes valores de g sao caracteristicos da ligacao de uma cisteina na 6* posigao,
durante a desnaturacéo térmica outras cisteinas além da (593, que é a unica acessivel no
estado nativo, podem se ligar ao ferro.

A continuagdo do processo de desnaturagio desliga primeiro as outras cisteinas do
que a §93, como é visto pelos espectros a 80°C e t = 3,5h. Na amostra nao tratada comn

NEM o espectro apresenta valores de g caracteristicos da ligagio coin cisteina enquanto
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Figura 5.5: MetaHb desnaturadas termicamente a T = 70°C e t = t, sem NEM (a) ou

com NEM (b)e a T = 80°C ¢ t = 3,5h sem NEM (c) ou com NEM (d).
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que na amostra com NEM estes valores de g ndo aparecem.

O espectro das amostras da segunda etapa pode ser constituido de duas espécies,
uma é caracterizada pelo espectro da amostra tratada com NEM desnaturada a 80°C,
mostrado na figura 5.6 - espectro A e aoutra é o resultado da subtragao entre os espectro
da segunda fase e o espectro A. Esta segunda espécie esta associada ao espectro B da
figura 5.6.

Os valores de g das linhas de campo mais baixo sio determinadas com menos precisio
do que os de campo mais alto. Os valores obtidos para cada espécie sdo A: 2,9 £ 0,1,
2,27 e 1,85 e B: g=2/45,2,27 ¢ 1,91.

As combinagoes com diferentes proporg¢des dos espectros A e B nao reprod‘uzem
os sinais da primeira etapa, este fato refor¢a a hipdtese de existéncia de uma terceira
espécie que pode ser obtida da subtragio entre os espectros desta etapa e combinagoes
das outras duas espécies, de modo a zerar as linhas em campos mais altos (¢ = 1,85
e 1,91). Assim obtem-se para esta espécie um espectro com g=2,9 e 2,27 (fig. 5.6 -

espectro C).
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Tendo obtido os sinais das trés espécies que aparecem durante a desnaturagio pode-
., ) . .
mos recombina-los variando as suas proporgdes para reproduzir os espectros de todas
séries de tratamento térmico. Nafigura 5.7 sdo comparados alguns espectros, contruidos
dessa maneira e normalizados com a mesma area total, com os espectros experimentais
também normalizados.

Observa-se que os espectros construidos como combinagao das trés espécies e uma
pequena contribui¢do (menos do que 10%) do sinal com g=6 da amostra nativa repro-
duzem razoavelmente bem os espectros experimentais na regiao de spin baixo, enquanto

P P & y €ng
que na regiao de spin alto a reprodugao nao é tao boa. Isto é devido a forma do sinal
de g=6 que varia durante o processo, sendo na segunda etapa muito mal resolvido e

alargado, e esta variagdo nio foi considerada na combinagio dos espectros.
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A variagio da propor¢io de cada espécie durante a desnaturagio ¢ mostrada na
figura 5.8. As linhas sdo para melhorar a visualizagio do comportamento de cada
espécie, que também pode ser dividido em fases com o tempo de duragio dependendo
da temperatura.

As espécies B e C apresentam um comportamento parecido: crescimento inicial até
um valor maximo que é maior para B do que para C em qualquer temperatura, uma
segunda fase caracterizada pela no variagao das proporgdes das espécies e finalmente
um decréscimo até um valor final de equilibrio. O valor final de equilibrio para a espécie
B é zero, para C é diferente de zero e malor para temperaturas menores.

As fases observadas para a espécie C dependem da temperatura: a T = 60°C ¢
observado o crescimento inicial e a segunda fase, a T = 70°C o crescimento inicial a
segunda fase e diminuigio até o valor de equilibrio final e a T = 80°C a diminuigao e o
valor de equilibrio final.

Para a espécie B todas as fases sio observadas nas trés temperaturas, a diferenqa ¢
o tempo de duragao da primeira e da segunda fase que sao menores para temperaturas
de desnaturagao maiores.

O comportamento da proporcao de A ¢ igual nas trés temperaturas e caracterizado
por fases em que seus valores nao variam. O tempo de duragéo de cada fase diminui
enquanto que os valores de equilibrio aumentam com o aumento de temperatura.

As etapas do processo de desnaturagao térmica anteriormente descritos pelo com-
portamento das dreas dos sinais podem ser relacionados com as fases do comportamento

de cada espécie do seguinte modo: a primeira etapa é caracterizada pelo aumento das
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espécies B e C até seus valores méximos (fase inicial no comportamento dessas espécies)
e pelo primeiro estado estavel da espécie A. E a segunda etapa pelas outras fases das
espécies B e C, ou seja, estabilidade no valor mdximo, diminuigéo e estabilidade no valor
minimo, e passagem do primeiro para o segundo estado estavel de A.

O comportamento das espécies nas trés temperaturas nos leva a propor a seguinte

sequéncia de reagdes como a mais provavel para a desnaturagéo térmica de metaHb:
metaHb — espécies B e C — espécie A

O tempo de conclusio da primeira reagao (transformagio de metalb nas espécies B
e C) e inicio da segunda (transformagio de B ¢ C em A) é aproximadamente igual a
t, determinado pela analise das dreas dos sinais, apesar de algumas amostras ja terem
uma fracio da espécie A em tempos menores que t,, como é observado principalmente
aT="700C (t; = 0,5h).

As espécies apresentam valores finais de equilibrio (com excessio de A a T = 60°C
que est4 aumentando) que sdo diferentes para cada temperatura. Os valores de equilibrio
das espécies B e C diminuem com a temperatura enquanto que o de A aumenta, isto
sugere que para temperaturas ou tempos maiores a segunda reagio se complete, ou seja,
toda a amostra se transforme na espécie A.

O processo de desnaturagio térmica de solugdes de Hb é caracterizado pela perda
de solubilidade e precipitacio das moléculas. Quanto maior o tempo de desnaturagao
maior ¢ a quantidade do liquido retirado da amostra (sobrenadante). Para verificar a

contribuiciio dos atomos de ferro paramagnéticos no sobranadante nos espectros obti-
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dos, foram feitas medidas de RPE do sobrenadante das amostras. Os espectros do
sobranadante de amostras com ou sem NEM (figura 5.5) mostram que somente em uma
amostra (T = T0°C e t = ¢, com NEM fig. 5.5b) persiste uma quantidade muito pe-
quena (o ganho do sinal do sobrenadante ¢ 10 vezes o ganho do sinal da amostra) do
ferro no estado de spin 5/2. O que mostra que a quantidade de ferro no sobrenadante

é muito pequena e pode ser desprezada.

5.2 Metahemoglobina desidratada

Durante a desnaturacao térmica de Hb uma determinada quantidade de dgua pode
ser retirada da molécula. A amostra com T = 80°C e t = 5,5h tem grau de hidratagao
(estimado a partir das relagdes entre os volumes do sobrenadante, precipitado e inicial)
aproximadamente igual a 11 grH,0/grH?b (O grau de hidratagdo da solugéo é 18,0
grH,0/gr Hb). O aparecimento dos sinais de spin baixo durante a desnaturagao térmica
de solucao de metaHb tem caracteristicas semelhantes aos hemicromos do processo de
desidratagao de metaHb [29]. Entéo, para verificar o efeito da evaporagio de dgua no
tratamento térmico em solugdes foi feito um estudo do comportamento do espectro de
RPE durante o tratamento térmico de metaHb totalmente desidratada (liofilizada).

Os espectros de RPE das amostra desidratada e tratada termicamente a temperatu-
ras fixas de 60°C, 70°C e 80°C sao mostrados nas figuras 5.9, 5.10 e 5.11 respectivamente.

Sdo observados os sinais com ¢ = 6, g = 2,45, ¢ = 2,27 e ¢ = 1,91 que sao os
mesmos observados nas amostras em solugao e discutidas na seqao anterior. Entretanto

os sinais com g = 1,9 e 2,95, que estao presentes nos espectros de solugao, nao sao
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observados.

No processo de desidratacio de metaHb aparece um radical livre caracterizado pelo
sinal com g = 2,01. Observa-se ainda um alargamento do sinal de g=6 ¢ a formag&o dos
hemicromos H e P [29]. Estas espécies e o estado de spin alto, que ndo se transforma
nelas, sfo estaveis durante o tratamento térmico, como é visto pela pouca variagéo da
forma dos espectros e intensidades dos sinais.

Os sinais dos hemicromos, que aparecem no processo de desidratagio, tem os mesmos
valores de g que as espécies B e C, que aparecem durante a desnaturagao de solugdes de
metaHb, entretanto o espectro de spin baixo de amostras de metaHb desidratadas nio
sofre alteragdo durante o tratamento térmico, enquanto que o de solugio de metaHb se
altera e passa a apresentar uma terceira espécie (A).

O aparecimento do sinal do radical livre para amostras com tempos de desnaturagio
maiores { 3 horas para T' = 60°C, 2 horas para T' = 70°C e 1 hora para T = 80°C )
mostra que nestas condigdes, as amostras de metaHb passam a uma hidratagao inferior
a 10% de dgua, caracterizada pela linha de g = 2,01 {29].

A variagio da area total, do sinal com spin alto e hemicromos é mostrada na figura
5.12 que reflete sua pouca intensidade em relagio aquelas ocorridas em solugao de
metaHb(fig. 5.4). A escala dos €ixos y na fig.5.4 é duas vezes menor do que na fig.5.13.

As linhas na fig.5.12 sdo para melhor visualizagdo do comportamento das areas e o
erro ¢ novamente muito pequeno e nio estd indicado. As pequenas variagdes das dreas
em relagao as das dreas de solugio mostram que as amostras de metaHb desidratadas

sao bastante estaveis, entretanto mesmo com a pouca variagio as areas apresentam um
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comportamento que depende da temperatura.

A érea de spin alto (fig 5.12a) apresenta um mdximo em um tempo que diminui com
o aumento da temperatura.

As areas de spin baixo e total apresentam um comportamento semelhante caracteri-
zado inicialmente por um valor minimo e depois por um valor maximo. Para T = 60°C
a area de spin baixo ainda estd diminuindo e a area total é praticamente constante até
t = 3h.

Desse modo podemos distinguir duas fases durante o processo de tratamento térmico
de metaHb desidratada e definir o tempo de transi¢do entre elas como sendo o tempo
em que as trés areas atingem set valor maximo. Esse tempo de transi¢io para T = 80°C
¢ 1 hora, para T = 70°C € aproximadamente 2 horas e para T = 60°C é maior que 3
horas.

Como nao existe alteragdo da forma dos espectros nas trés temperaturas as fases
ndo estao relacionadas com mudangas de ligantes da heme. Por outro lado, o tempo de
transi¢io de uma fase para outra é aproximadamente igual ao tempo de aparecimento
do radical livre, sugerindo que a transigao esta relacionada com uma mudanga para um
estado com grau de hidratagio menor.

Esta hipétese é reforgada pela comparagio do comportamento da érea total do sinal
em fun¢do do tempo de tratamento térmico (fig. 5.12¢) com aquele obtido em fungio
do grau de hidratagio [29]. Durante o processo de desidratacao, a area total aumenta
de um fator 1,4 com a mudanca de aproximadamente 0,2 gr H;O/gr Hb para 0,1

gr H,O/gr Hb, acompanhada do aparecimento do sinal do radical livre. Na figura
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5.12¢ o fator é da mesma ordem (1,3 £ 0,2).

5.3 Hematina

Para verificar isolodamente as variagSes da estrutura do ferro do grupo heme (estado
de spin e simetria ) durante o tratamento térmico foram feitas medidas de RPE de
hematina, uma porfirina de ferro semelhante a heme (figura 5.14), tratada termicamente
a 70°C e 80°C. A hematina apresenta como 5° ligante uma molécula de OH que é

substituida por H,O como descrito no capitulo 4.

CHECH,  CH,
CH, CH=CH,
CH,
HO-C ~CiyCHy CHyCHy=C-OH |
o
25,831-8

Figura 5.13: Hematina

Os espectros (figura 5.15 e 5.16) apresentam somente o sinal do ferro F3 com spin
alto e mostram muita pouca variagio tanto na forma como na area (480 ~ 40 U.A.-
figura 5.16) que indica que ndo existe alteragdes dos ligantes, estado de spin e simetria

do ferro durante o tratamento térmico na auséncia da globina.
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Figura 5.14: Espectros de RPE de hematina tratada termicamente a 70°C com tempos

de tratamentos diferentes. Ganho: 20
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Figura 5.15: Espectros de RPE hematina tratada termicamente a 80°C com tempos de

tratamentos diferentes. Ganho: 20
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5.4 Nitrosilhemoglobina

Nas figuras 5.17, 5.18 e 5.19 s&o mostrados os espectros de solugdes de Hb saturadas
com NO (NOHb na forma R) desnaturadas a 60°C, 70°C e 80°C respectivamente com
o campo magnético variando de 2300G a 2700G, que é a regifo caracteristica do sinal
de NOHb. Espectros para mesmas amostras com campo magnético variando de 500G
a aproximadamente 2300G, regido caracteristica de metaHb de spin alto e baixo, sdo
mostrados nas figuras 5.20, 5.21 e 5.22. Estes espectros estdo interrompidos onde comega
o sinal de NOHb, muito mais intenso que o de metaHb.

A forma dos espectros apresenta o mesmo comportamento nas trés temperaturas. O
espectro da forma R de NOHb nativa é caracterizado pelo sinal alargado com extremos
em g = 2,038 ¢ g = 1,986 com simetria rémbica em torno do centro paramagnético
[3]. Com o tratamento térmico a intensidade deste sinal diminui enquanto o sinal com
g = 2,07 aumenta e aparece um triplete hiperfino com centro em ¢ = 2,011 com o
aumento do tempo de desnaturagio. O triplete é resultante da interacio hiperfina com
o nitrogénio do radical NO como se observa na forma T de NOHb [37].

Os espectros na regifo caracteristica de metalHb mostram que uma pequena quan-
tidade (=~ 5% ) de amostra tem o ferro ndo ligado ao NO. A amostra nativa apresenta
a linha com g=6 e um sinal de spin baixo com g=2,9 e g=2,45. Este sinal apresenta as
mesmas mudangas discutidas anteriomente com excegao do aparecimento e aumento da

intensidade da linha de g=4,3 durante o tratamento térmico.
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A variagdo da area do sinal de NOHb em fun¢@o do tempo de tratamento térmico é
mostrada na figura 5.24. A diminuicdo acentuada da area, coincide com o aparecimento
do triplete hiperfino, que poderia introduzir um erro sistemitico no calculo da drea.
A estimativa deste erro, feita como descrita no capitulo 4, mesmo com a estrutura do
triplete tem um valor muito pequeno (~ 1%) que nio é mostrado na figura. Portanto
o comportamento observado nos graficos da area do sinal ndo é devido a um erro no
calculo da drea, apontando uma transigao no processo.

A 4rea apresenta um mdximo quando as intensidades dos sinais com ¢ = 2,038 e
g = 1,986 sao maximas e um minimo quando o tripleto hiperfino aparece.

A variagao da forma e da area do sinal indica que a desnaturagao térmica de NOHb
apresenta duas fases. A primeira fase é caracterizada por um aumento da area do sinal e
auséncia do tripleto hiperfino, e a segunda fase apresenta o triplete hiperfino e também
um crescimento da area. Entretanto as variagdes observadas durante a primeira fase
(aumento da intensidade sem variagdo na forma do sinal) sio caracteristicas do aumento
no nimero de moléculas de Fe com NO ligado, provavelmente devido a transformacao
da metaHb residual em NOHDb, favorecida pelo aumento da temperatura. Esta hipotese
é reforgada pela diminuigdo do sinal de metaHb.

Definimos o tempo de transigao t¥° de uma fase para outra como o tempo necessario
para o aparecimento do tripleto ou como o tempo em que aparece uma discontinuidade
no grafico da area.

O valor de t)? para T = 60°C é aproximadamente 2,3 h, para T = 70°C é zero e as

amostras tratadas em T = 80°C ja estdo na segunda fase quando entram em equilibrio
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térmico com o banho.

Os espectros podem ser contruidos como combinagao dos espectros caracteristicos de
cada fase. O daprimeira fase (AV?) é o espectro da amostra nativa e o da segunda (B"V°)
é o estado final da amostra desnaturada a T' = 80°C (tempo méximo de tratamento: 6
horas).

O resultado da combinagdo das duas espécies caracteristicas de cada fase sdo com-
parados com 0s espectros experimentais na figura 5.25, onde observa-se a boa reproducio

de todos os espectros das amostras tratadas termicamente.
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Figura 5.24: Comparagao dos espectros obtidos como combinagdo dos espectros

inicial(AV9) e final(BY?) da desnaturagao com experimentais. Areas normalizadas.
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A variaco da proporgio de cada espécie durante a desnaturagdo € mostrada na
figura 5.26. O comportamento das espécies sdo opostos. A espécie AVO diminui até
um valor final de equilibrio que é menor para temperaturas maiores e igual a zero para
amostras desnaturadas a T = 80°C, enquanto que B9 cresce até um valor final que
tende a 1 com o aumento da temperatura. Existe uma conversao da forma ANC em
BNO,

O tempo de transigio t¥? pode ser definido em fungio do comportamento das
espécies como o tempo necessario para que as curvas das fragdes em fungdo do tempo
se cruzem, invertam sua posigao no grafico, ou seja, em t = t'C as proporgdes de cada
espécie sdo iguais a 0,5. Para tempos menores que t¥9 a proporgio de AV é maior que
a de BY? enquanto que para tempos maiores que t© a relagdo se inverte,

O tempo de transicio definido dessa forma é aproximadamente igual ao tempo de
transi¢io encontrado pela andlise do comportamento da area do sinal para T = 70°C
e T = 80°C. Para T = 60°C, apesar das curvas das proporgdes de cada espécie nao se
cruzarem, elas tendem a valores limites em um tempo aproximadamente igual a 0.

Estes valores limites se aproximan do valor 0,5 definido para T = 70°C e T = 80°C,
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Capitulo 6

Conclusoes

6.1 Metahemoglobina

O processo de desnaturagiio térmica a temperaturas fixas e diferentes tempos de
tratamento de metaHb acontece em duas fases que sdo caracterizadas por sinais de RPE
diferentes e o tempo de conclusio de cada fase diminui com o aumento da temperatura.

Como discutido no capitulo 3, estudos anteriores de desnaturagéo térmica variando
a temperatura e com mesmo tempo de tratamento de oxiHb e metalib [1] mostraram
que a desnaturagio acontece em etapas e existe uma temperatura de transiciao T de
uma etapa para outra. O fato de os sinais de RPE se modificarem em grupos levou
a hipdtese que os sinais caracteristicos de cada etapa estavam associados a diferentes
espécies que nio foram identificadas.

Posteriormente, as mudangas observadas nos espectros de absorgio dtica e RPE,
durante o tratamento com salicicato e uréia (ou espontaneamente com um tempo malor),
foram caracterizadas como sendo devidas & ligagio de dtomos da globina (identificados)

ao atomo de ferro [2,15].
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A comparagio entre os resultados descritos acima e o obtido neste trabalho sugere
que as mudangas observadas no sinal de RPE estao associadas as mudanqas dos ligantes
do ferro. O estado inicial com um sinal de RPE com ¢ = 8, caracteristico do ion ferro
férrico Fe** estado de spin alto (S = 5/2), que tem como sexto ligante uma molécula
de agua é transformado durante a primeira etapa em espécies também com o jon ferro
férrico, porém com estado de spin baixo (S = 1/2), que sio devidos & ligacio de atomos
da globina ao atomo de ferro (ligantes enddégenos).

As alteracbes no sinal de spin baixo que acontecem durante a segunda etapa séo
devidas & substituigdo de um ligante enddgeno por outro, isto ¢, a tranformagio de
uma espécie de spin baixo em outra. A tentativa de isolar os espectros das espécies que
aparecem, bloqueando com NEM as cisteinas acessiveis no estado nativo, que seriam
provaveis ligantes endégenos, resultou na caracterizagio de outras espécies como descrito
no capitilo 5. Desta forma para descrever o processo por RPE sao necessarias trés
especies.

A primeira espécie com um sinal com ¢ = 2,9+ 0,1 e 2,27, chamada C, pode ser
identificada como o hemicromo H que tem um terceiro valor de g (1,63} que nio esta
resolvido. O quinto e sexto ligantes deste hemicromo sdo duas histidinas. A segunda
espécie, B, é o hemicromo P com g=2,45, 2,27 e 1,91 que tém como 5° ligante uma base
nitrogenada e como 6° uma cisteina. O aparecimento deste hemicromo mesmo quando
a cisteina 393 esta bloqueada e o seu desaparecimento no final do tratamento térmico,
mostra que durante a desnaturacéo a estrutura da globina é alterada o suficiente para

que outras cisteinas (@104 ou §117) se liguem ao ferro. Na figura 1.3, fica evidente pela
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Posigao nas cadeias, que é mais provavel que a outra cisteina que se liga ao ferro ¢ a da
posigao al04.

A identificagdo de B e C com os hemicromos H e P & razoavel, uma vez que du-
rante o processo de desnaturagdo térmica uma certa quantidade de agua é retirada e
as moléculas de Hb com grau de hidratacio baixo (menores que 0,45 gr de H,0/gr de
Hb) apresentam os hemicromos H e P [29]. Este argumento é refor¢ado quando verifica-

se que o espectro de metaHb desidratada pode ser reconstituido pela combinagio dos

espectros B e C, como é mostrado na figura 6.1.

Experimental
------ Teorica

4

Figura 6.1: comparagéo entre o espectro experimental de metaHb

desidratada e o obtido como combinagao das espécies B e C.

Como resultado desta analise espectral ficam determinados os espectros isolados dos
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hemicromos H ¢ P em metallb.

Na primeira etapa da desnaturagdo térmica o sinal com spin alto se transforma nos
sinais dos hemicromos H e P, sendo a quantidade que se transforma no hemicromo H
menor do que a que se tranforma em P.

Na segunda etapa os hemicromos H e P se transformam em uma terceira espécie
(A), cujos valores de g (2,9 + 0,1, 2,27 e 1,85) ndo foram encontrados na literatura
como caracteristicos de nenhum derivado de metaHb de spin baixo. No entanto este
conjunto de valores é coerente com os resultados de spin baixo discutidos no capitulo
2. Usando a relagdo 2.16, ¢ tomando g, = 2,27 e g, = 1,85 (uma vez que as linhas de
campos mais altos sao obtidas com maior precisao) obtem-se g, = 3,00 que é da ordem
do valor experimental.

A sequéncia das reagdes é:
metaHb — hemicromos H e P — hemicromo P e espécie A — espécie A

O hemicromo P pode ser formado devido a ligagdo de cisteinas nas cadeias a e g,
sendo que a ligagdo na fragio que pode estar associada &s cadeias o é rompida primeiro
do que a associada as cadeias f.

O estudo do processo de desnaturagio por outros agentes utilizando RPE e ética
mostrou que a formago dos hemicromos é um passo intermedidrio, que leva a um estado

final caracterizado pelo hemicromo P [13]. Como descrito no capitulo 1 a sequéncia das

reagoes €:

metaHb = hemicromo H — hemicromos B e C — hemicromo P
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Neste trabalho n&o se observa a formagio dos hemicromos Be C e o aparecimento
dos hemicromos H e P ¢ simultineo, o que indica que na desnaturagao térmica nas
trés temperaturas estudadas, a segunda reagio pode ser ripida em comparacio com o
menor intervalo de medida, 0,5 h. Entretanto, uma pequena por¢ao dos hemicromos B
e C pode ter sido formada e ndo observada devido a superposigdo dos seus sinais, com
9=2,95,226e143 e g = 3,06, 2,24 e 1,45 respectivamente, com os sinais das outras
espécies. As linhas distinguiveis (g=1,43 e 1,45) sao de dificil detegio.

Além disso o tratamento do sinal de RPE, permitiu distinguir uma outra etapa
do processo num estado mais desnaturado que o hemicromo P, que é caracterizado
pelo espectro da espécie A. A estrutura associada a esta componente nao pode ser
identificada.

O processo é qualitativamente equivalente nas trés temperaturas. Consideramos que
0 processo em cada temperatura termina quando as proporgoes de cada espécie e a forma
dos espectros néo variam. Os estados finais sio diferentes nas trés temperaturas, sendo
os estados finais do processo a temperaturas menores iguais aos estados intermediarios
do mesmo processo a temperaturas maiores. Portanto, é provavel que o processo em
qualquer temperatura leve ao mesmo estado paramagnético final caracterizado pela
espécie A, com os tempos de tratamento maiores para temperaturas menores.

No entanto a espécie A pode nio ser o estado final da proteina no processo de
desnaturago, pois a variacao da 4rea total mostra que o sinal de RPE diminui com o
aumento do grau de desnaturagso, isto é, com o aumento do tempo ou da temperatura de

tratamento. Esta tendéncia do sinal de diminuir dificulta a observagio da espécie A em
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temperaturas maiores, ¢ indica uma transformagio para uma forma nio paramagnética
ou para uma estrutura que favorece a interagio entre atomos de ferro causando um
alargamento do sinal.

O processo de desnaturagao depende da presenca de dgua. Em amostras desidratadas
as mudangas que ocorrem na forma e na drea dos sinais de RPE sao muito pequenas e
devidas principalmente a evaporagao de agua.

O hemicromo P formado durante a desidratagao ocorre somente devido a ligagao
das cistelnas 93 nas cadeias § [29], enquanto que na desnaturagio térmica existe a
possibilidade de ocorrer com outras cisteinas provalvemente nas cadeias a. Esta ligacgo
com outras cisteinas nao fo1 descrita anteriormente.

Em amostras com hidrata¢ées mais baixas é esperado que as cadelas da molécula de
Hb tenham menor mobilidade. As poucas variagoes observadas durante o tratamento
térmico de amostras desidratadas pode ser devida a essa menor mobilidade, que nao per-
mite uma distor¢ao maior, favorecendo a formagao de outros hemicromos irreversiveis,
como observado em solugao de metaHb.

As mudangas que ocorrem no sinal de RPE do ferro da heme durante a desnaturagio
térmica de solugio de Hb ¢é devido principalmente a presenga da globina, como é visto
pelo resultado do tratamento térmico de hematina, onde ndo é observada nenhuma
variagao na forma ou na area do sinal, devido a alterago do ion Fe.

A observagido do sinal de RPE de hematina oxidada com A3{Fe(C N )g) (estado férrico
Fe*t), mostra que a nao observagio do sinal de RPE de metalHb em pH 2,1 nio esta

associada somente a expulsdo parcial da heme da globina [49]. Para o desaparecimento
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do sinal deve haver alguma outra alteragio na heme, tal como formacgio de um complexo
nao paramagnético ou aparecimento de uma interagao Fe-Fe devido a uma aproximagio

de duas hemes.

6.2 Nitrosilhemoglobina

A desnaturagdo de NOHb acontece em uma etapa, caracterizada pela mudanga na
forma do sinal de RPE e com tempo de conclusdo que depende da temperatura.

O espectro inicial caracteristico é da amostra nativa na forma R de NOHb com um
sinal de RPE alargado com extremos em g = 2,038 e ¢ = 1,986 e simetria rombica em
torno do centro paramagnético. E o que caracteriza o estado final da transformagao
da molécula é o obtido com maior tempo de desnaturagiao a 80°C, associado ao sinal
com ¢ = 2,07 e um triplete hiperfino com centro em g = 2,011. Este triplete é seme-
lhante aquele dado como caracteristico do estado desnaturade de NOHb produzido por
detergentes [3].

Devido aos resultados dos modelos experimentais e tedricos vistos no eapitulo 2,
para explicar o desdobramento hiperfino que aparece na transi¢ao R-T, este triplete
deve estar associado & quebra de ligagdo entre o imidazol da histidina proximal e o
ferro.

A modificagio que ocorre na transi¢io R-T é considerada ocorrer somente nas
cadeias a. Ja que a mudanca do espectro de RPE observada na desnaturagio é se-
melhante aquela da transigdo R—T e como nenhum espectro de cadeias 3 apresenta o

triplete, é provavel que também na desnaturacio esta caracteristica esteja associada
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somente 3 cadeia a.

O tempo de transigio t°, é o tempo necessdrio para as amostras passarem de
um estado com caracteristicas de estado nativo para um com caracteristicas de estado
desnaturado. Este tempo pode ser definido a partir da analise dos grificos da area do
sinal ou das proporg¢des da amostra nativa {AV?) ou do estado mais desnaturado (BV?)
nos espectros da série do tratamento térmico.

O tempo de transigao ¢N° para NOHb é menor do que ¢, para metaHb para o
tratamento a T = 60°C e T = 70°C ¢ a T = 80°C ¢ dificil definir, uma vez que as
amostras de metaHb ja estdo na segunda etapa da desnaturagio quando entram em
equilibrio com o banho. O significado desta diferenga ¢ dificil de ser interpretado.
Os tempos de transicdo podem estar relacionados a mudangas estruturais que nao sio
necessariamente idénticas para metaHb e NOHD e os espectros dos dois complexos sao
sensivels a diferentes alterag oes na vizinhanga do ferro.

Por outro lado é interessante ressaltar que os espectros de NOHDb e metaHb podem
estar refletindo a mesma alteragao estrutural da molécula: o rompimento da ligacio
entre a histidina e o ferro. Na metaHb a transformagao do hemicromo H com o ferro
ligado a duas histidinas em outro complexo e na NOHb pelo aparecimento do triplete,
entretanto para esta a mudancga ocorre provavelmente somente nas cadeias a, enquanto
para metaHb esta restricio ndo é aparente.

Novamente parece que os estados finais em temperaturas de desnaturagéo mais baixa
sao estados intermediarios dos estados finais em temperaturas mais altas e que o pro-

cesso é qualitativamente equivalente em qualquer temperatura. Um argumento que
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reforca esta hipdtese é o fato de que os espectros das amostras para qualquer tempo e
temperatura de tratamento sdo descritos como combinagio dos espectros da amostra

nativa e do estado final a T = 80°C.

6.3 Sugestoes para continuidade dos estudos

Neste trabalho estudamos o processo de desnaturagio térmica, obtendo suas carac-
teristicas e comparando com as observadas usando outros agentes desnaturantes tanto
para metalb como para NOHb. Entretanto para uma maior comprensio do processo
existem alguns outros aspectos que séo importantes a serem estudados, tais como: a
auséncia ou ndo de reagoes intermediérias e a origem da espécie A para metallb, a in-
fluéncia da globina na estabilidade da molécula e as alteragdes que acontecem em cada

cadeia isolada. Com esse objetivo apresentamos algumas sugestées para continuidade

dos estudos:

¢ Estudo da desnaturaciio térmica de metaHb a tempos e temperaturas menores,
para verificar a existéncia da segunda reagiao que é observada por outros métodos

de desnaturagio e confirmagao das espécies identificadas.

¢ Identificar a espécie A usando outras técnicas experimentais ou modelos de heme

reproduzindo outros possiveis ligantes endégenos.

o Estudo da desnaturagdo térmica das cadelas o e 3 isoladas no estado Fe®* para
verificar se a espécie A se forma somente em uma cadeia ou em ambas, os efeitos

da globina nas cadeias isoladas e comparar a estabilidade das cadeias.
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¢ Estudo da desnaturagio térmica das cadeias aNQ e ANO isoladas para verificar
se as altera¢Oes na molécula toda sdo devidas somente as cadeias a e quails sio as

alteragoes nas cadeias .

o O estudo da desnaturagio térmica de mioglobina pode contribuir para a verificagio
das espécies devido a pequenas diferengas na sequéncia de aminodcidos (auséncia

de cisteinas) e da influéncia da estrutura quaternaria na estabilidade da proteina.
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Apéndice A

Programa usado para o céleulo da rea do sinal e fazer a corregdo na linha de base.

e

B
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