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Resumo

Os espectro de Ressonancia Paramagnética Eletronica (RPE) de nitrosil
hemoglobina (NOHb) e mioglobina (NOMb) em diferentes condigdes (nativa, des-
naturada e liofilizada), e de hematina-NO foram obtidos no intervalo de tempera-
tura de 80-280 K. Acima de 150 K observa-se um decréscimo inesperado das areas
dos espectros das amostras de hemoglobina. Este resultado sugere a existéncia de
um equilibrio térmico entre dois estados conformacionais, dos quais somente um &
observado por RPE. Os parametros termodindmicos para os estados hexa e penta-
coordenados so determinados.

A dependéncia com a temperatura da taxa de relaxagao spin-rede para NOHb
e NOMb desnaturada, NOHb liofilizada e hematina-NO fol determinada entre 4 K
e 70 K. Os resultados podem ser descritos pelos modelos T e e™2/T, No primeiro
o processo de relaxagdo é mediado por modos de tunelamento de um sistema de
dois niveis. Observou-se uma correlagdo entre os valores de n e o estado funcional
da proteina. A coincidéncia dos niveis excitados de baixa energia, A, com a faixa
de temperatura onde ocorre mudancas espectrais reforga a hipdtese de equilibrio
conformacional. Os resultados evidenciam a importancia da presenga e estrutura
da globina para a relaxagao.

Experiéncias de fotodissociagao de NOHb desnaturada foram realizadas a tem-
peraturas abaixo de 26 K. As curvas de cinética normalizadas foram ajustadas
com os modelos de exponencial dupla, de subestados conformacionais e fractal
Os parametros destes modelos estdo diretamente relacionados com a estrutura da
protefna. O modelo de exponencial dupla supde a existéncia de duas populagdes

de ligantes, com diferentes taxa de recombinacho. As alteragées da globina cau-
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sadas pela desnaturagdo afetam principalmente o processo de liga¢do mais lento,
nao sendo importantes para para o processo de ligagao rapide. Os valores do fator
pré-exponencial e da energia do pico da fungao distribui¢do do modelo de subestados
conformacionais indicam, respectivamente, um aumento de entropia e diminuicio
da mobilidade das amostras desnaturadas em relacéo as amostras nativas, causados
pelo rompimento da estrutura proteica. Os parimetros obtidos para o modelo frac-
tal reforgam a hipétese que a flexibilidade da cadeia proteica é importante para o

funcionamento da proteina.
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Abstract

The Electron Paramagnetic Resonance (EPR) spectra of nitrosyl hemoglobin
(IIBNO) and myoglobin (MbNO) in different conditions (native, denatured and
lyophilized), as well as of hematin-NO were obtained in the temperature range of
80-280 K. There is a substantial and reversible decrease of the areas of the EPR
spectra of all the hemoglobin samples above 150 K. The interpretation of the results
implies the existence of two conformational states in thermal equilibrium, only one
of which is EPR detectable. Themodynamical parameters are determined for the
hexa- and penta-coordinated cases.

The temperature dependence of the spin-lattice relaxation (SLR} of denatured
HbNO, denatured MbNO, powdered HIbNO and hematin-NO was studied between
4K and 70K. The results were fitted with both T and e2/7 models. In the first
one the relaxation is mediated by tunneling modes of a two level system. A correla-
tion between the n values and the functional state of the protein was observed. The
striking coincidence of the range of the low lying energy level, A, and the temper-
ature range where EPR spectra change strenghts the hypothesis of conformational
equilibrium. The importance of the presence and structure of the globin is revealed
in the difference between relaxation parameters of native, denatured proteins and
hematin.

Photolysis of denatured HbNO were perfomed at temperatures below 26K. The
normalized kinetic curves were fitted using either two exponentials or a conforma-
tional substate energy distribution or a fractal model. The parameters are related to
the protein structure. The two exponentials model assumes the existence of two frac-

tions of photolyssed molecules that rebind with slow and fast reaction rates. Only



the slow reaction rate is sensitive to the denaturation process. The pre-exponential
factor end the peak energy of the substate distribution values suggest an increase in
the entropy and a decrease of the flexibility in the denatured samples, respectivelly.
The fractal model parameters stregthened the functional relevance of the flexibility

of the protein chain.
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Introducao

As hemoproteinas tém como fungio biolégica o armazenamento e transporte de oxi-
génio através dos organismos (hemoglobina - Hb e mioglobina - Mb) e o transporte de
elétrons durante a respiragio (citocromos). Para a ligagio ou dissociacio de oxigénio a
proteina altera sua conformacio e o estado de spin do ferro do centro ativo (heme).

A presen¢a de um 4tomo de ferro na heme, que é um metal com propriedades mag-
néticas bem conhecidas, permite a utilizacio de vérias técnicas fisicas no estudo das
hemoproteinas, como por exemplo, a ressonancia paramagnética eletrénica (RPE), uma
técnica espectroscépica associada & absor¢do de energia por um elétron desemparelhado
durante a transi¢ao induzida entre dois estados Zeeman adjacentes.

Em geral o dtomo de ferro tem seis ligantes em uma simetria octaedral. Nas hemo-
proteinas quatro ligantes sdo os dtomos de nitrogénio da prépria heme e o 5° é o grupo
imidazol da histidina proximal. A 6* posigio corresponde ao sitio de ligagio do oxigénio
no caso fisiolégico, a qual pode também ser ocupada por outras moléculas tais como H,O,
CO, NO, etc.

Quando o sexto ligante é uma molécula de dgua o derivado é chamado metaHb, o
estado de spin é 5/2 e a valéncia 1-3. A molécula de H2O ligada ao ferro forma ponte de
hidrogénio com a histidina distal Es.

O éxido nitrico (NO) se liga reversivelmente nas hemoproteinas com o ferro na forma
Fe*? em atmosfera anaerébica, e é usado como um modelo para a ligagdo do oxigénio,
com a vantagem de poder ser estudado por RPE, uma vez que o grupo NO apresenta um
elétron desemparelhado.

O estudo do processo de desnaturagiao das proteinas, através do qual a molécula perde

sua fungéo, é importante na compreensao das forgas que estabilizam as moléculas na sua

16



conformagao nativa.

Utilizamos a técnica de RPE para analisar o processo de desnaturacio de metallb e
NOHb em funcio do tempo de desnaturagdo [1,2].

Os espectros de metaHb apresentam o sinal de spin alto devido ao fon Fet? estado de
spin 5/2, caracteristico da forma nativa, e os sinais de spin baixo (Fe*® estado de spin
1/2) caracteristico das espécies chamadas hemicromos e associados a ocupacio do 5° e
6° sitios do ferro por dtomos da prépria globina. Observamos a formacao de um novo
hemicromo que nio tinha sido descrito anteriormemte e propomos para a sua estrutura o
complexo histidina-Fe-cisteina [2].

O processo de desnaturacio de NOHDb apresenta duas fases: uma caracterizada pelo
espectro da amostra nativa, e outra caracterizada por um espectro que apresenta um
triplete hiperfino devido ao enfraquecimento ou rompimento da ligagio entre o ferro e a
histidina proximal das subunidades « nas Hb ou da prépria globina na Mb.

O objetivo deste trabalho é caracterizar, usando RPE, a estrutura e o processo de
ligagdo do NO as hemoproteinas no estado desnaturado. Os resultados podem ser com-
parados com os da amostra nativa, visando um maior conhecimento da relagio estrutura-
funcio destas proteinas.

Utilizando um espectrémetro de RPE convencional podemos obter informacoes sobre a
estrutura da hemoproteina de duas maneiras: através da dependéncia com a temperatura
do tempo de relaxagio spin-rede, ¢ da dependéncia com a temperatura do préprio espectro
de RPE.

A anélise da dependéncia com a temperatura do espectro de RPE de diferentes
amostras de NOHb ¢ NOMD (nativa, desnaturada, liofilizada e em glicerol) indica as dife-
rentes conformagées destas hemoproteinas e os parametros termodinamicos de equilibrio
entre as mesmas [3].

A investigagio do mecanismo de relaxagio spin-rede de NO-hemoprotefnas desnatu-
radas fornece informacgdes sobre excitacdes e dinimicas de sua estrutura rompida, que
podem ser comparados com os resultados para as estruturas nativas [4].

O funcionamento de uma proteina pode também ser estudado em funcio de sua

dindmica. Em hemoproteinas estes estudos sio realizados através de experimentos de
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fotodissociagdo. A cinética de fotodissociagao e recombinagio de NO-hemoproteinas pode
ser feita através do monitoramento da intensidade do sinal de RPE, cujos resultados para
amostras desnaturadas esclarecem melhor a influéncia da estrutura nativa no processo de
ligagdo Fe-NO.

Objetivando uma maior compreensio dos resultados descritos nos trés iltimos para-
grafos estruturou-se este trabalho como se segue. No capitulo 1 apresenta-se os resultados
e caracteristicas, obtidos principalmente por RPE, de NO-hemoproteinas, enquanto que
no capitulo 2 é descrito o processo de relaxagio spin-rede em hemoprotefnas. O processo
de ligagdo dos ligantes a hemoproteinas e sua descricio com modelos baseados na teoria
da cinética de reagdes quimicas sao mostrados no capitulo 3. O conceito de fractal, que é
utilizado para a anélise dos resultados de relaxagdo spin-rede em hemoproteinas férricas
spin baixo e para o processo de fotodissociagio em NO-hemoprotefnas, é apresentado no
capitulo 4. E, finalmente, os procedimentos experimentais, os resultados e a discussio dos

mesmos serdo apresentados nos capitulos 5, 6 e 7, respectivamente.
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Capitulo 1

Nitrosil Hemoproteinas

Uma das propriedades caracteristicas das hemoproteinas ferrosas é sua habilidade
para reagir com ligantes ndo-proteicos adicionados externamente. Ocasionalmente alguns
desses ligantes tém significado fisiolégico, porém, é também possivel fazer com que o
ferro da heme reaja com ligantes escolhidos para facilitar a investigacio experimental da
hemoproteina.

Um bom exemplo desses ligantes é o monéxido de carbono (CO), pois além deste
reagente ligar-se rdpida e facilmente & maioria das heme ferrosas, o sistema resultante é
altamente fotosensivel, o que pode ser explorado no estudo da dinamica proteica, como
serd descrito no capitulo 3.

Um outro ligante muito utilizado como sonda para a caracterizagido da estrutura e
funcionamento das hemoproteinas é o éxido nitrico (NO). Além das propriedades que
descreveremos neste capitulo, verificou-se recentemente que este gas apresenta uma im-
portante fungao fisiolégica, pois 0 mesmo liga-se & cisteina 93 quando a hemacia é oxige-
nada nos pulmdes e libera-se nos tecidos, funcionando como vaso-dilatador e controlador

da pressio sanguinea [5].
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1.1 Carateristicas quimicas do 6xido nitrico

O NO gasoso pode ser preparado pela unifio direta de nitrogénio e oxigénio a altas

temperaturas, pela oxidacido de amdnia através da reacio de Ostwald:
4N H3 + 509 — 6H20 +4NO,
ou pela agio de acido nitrico diluido em cobre {6]
3Cu +8HNO; — 3Cu(NO3)s +4H20 +2NO.

Sob condigdes atmosférica o NO é um gds incolor com temperatura de fusao e vapo-
rizagio iguais a -151,8°C e -163,7 °C, respectivamente, sendo de dificil manutengao em

laboratério devido a facilidade para reagir com oxigénio segundo a reagao:
2NO + Oy — 2N Oq.

A molécula de NO apresenta uma estrutura de radical livre, ou seja, possui um elétron
desemparelhado que a torna paramagnética e altamente reativa. Entretanto este gis nao
reage com alcalinos e 4gua, o que facilita sua purificagdo em relagio ao NOao.

Um diagrama representando os niveis de energia dos orbitais moleculares do NO é

mostrado abaixo (figura 1.1a). Neste diagrama observa-se que a configuragéo eletrdnica é

2 2 2 2 #1
KKUz, Oos Tap M2p N2p ,

onde os orbitais com e sem asteriscos representam os orbitais de ligagao e antiligagao,
respectivamente. O elétron desemparelhado do NO ocupa um par degenerado de orbitais
de antiligacdo pr*, que apresentam simetria cilindrica em relagio ao eixo da ligagao N-O
{71.

A molécula fisiologicamente importante O; apresenta configuragao eletrénica

2 2
KKan2o0,* ogpzﬁgp%rgp‘

ou de acordo com a regra de Hund (figura 1.1b)

2 *2 2 2 al xl
KKo9,"00," 00p op Wopr Aopy .
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Figura 1.1: Niveis de energia dos orbitais moleculares do NO (a) e O3 (b).
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Os dois gases apresentam estrutura molecular muito semelhante, diferindo somente
pela auséncia de elétron desemparelhado no O2. Além desta semelhanga, resultados es-
pectroscopicos na regido de infravermelho [8] e raios-X [9] mostram que ambos os ligantes
apresentam estrutura fisica e distribui¢do de cargas semelhantes quando ligados a hemo-
proteinas. Portanto nitrosil-hemoproteinas podem servir como um modelo paramagnético

para oxi-hemoproteinas.

1.2 Mecanismo de ligagao de nitrosil hemoproteinas

O NO se liga em hemoprotefnas tanto no estado ferroso Fet? como no férrico Fet?,
As reacoes precisam ser realizadas anaerobicamente, j4 que o NO é facilmente reduzido
G P » Ja g
pelo Oa.

No estado ferroso (spin alto) o mecanismo de ligagao é simplesmente [10]
HbFet?(spin alto) + NO(S = 1/2) = HbFe™2(spin baixo) : N O(S = 1/2).

Para o estado férrico o mecanismo de reagéo foi proposto por Chien [11] e confirmado

recentemente por Martins Neto et al [12]:
HbFe*® - NO = (HbFeNO)'?

(HbFeNO)Y = HbFet? - NOT
HbFet? - NOY +20H" = (HbFeNO3)t + H0
(HbFeNO3)" + NO = (HbFeNO)Y + NO;.

Neste mecanismo o ferro Fe'® é reduzido para Fe'? e o NO oxidado para NO¥, resul-
tando na espécie diamagnética HbFe'2. A conversio desta espécie para a paramagnética
(HbFeNO)*? requer a presenca de excesso de NO e OH™ na solugdo. Portanto, em pH
baixo o segundo passo deste mecanismo nio acontece téo eficientemente como em pH alto.

A configuracio eletrénica do produto da reagio poderia ser representada simplesmente

como 3d7(S = 1/2), na qual o ion metdlico receberia um elétron adicional do NO ligado.
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Entretanto, a descrigdo precisa do sistema é muito mais complexa, conforme veremos mais

adiante.

1.3 Ressonincia paramagnética eletrdonica de nitrosil

hemoproteinas

Espectros de RPE de solugao congelada de nitrosil hemoproteinas dependem do tipo
de proteina, mas de uma forma geral sdo tipicos de um sistema com simetria rémbica
em torno do centro paramagnético. Eles sao caracterizados por trés absorcdes, cada uma
correspondendo, em primeira aproximagao, a um eixo principal do fator g. A primeira
a campo baixo com g, = 2.07 — 2.08, & relativamente insensivel ao tipo de protefna e
associado a orientacac da molécula com o campo magnético na diregio do plano da heme.
Algumas hemoproteinas tais como Hb,Mb, citocromo c e citocromo oxidase apresentam
valores de g, no intervalo 1.8 — 2.01, enquanto outras como peroxidase apresentam ab-
sorgdes a campos mais altos, com g, = 1.95 — 1.96. A terceira absor¢io com g, invari-
avelmente préximo ao valor do elétron livre (2.003 - 2.005) é interpretada como sendo
aquela paralela 4 normal & heme [13-19]. Entretanto estes espectros dependem também

de vérios outros fatores tais como estado fisico, valéncia do ferro, grau de hidratagéo, etc.

1.3.1 Nitrosil mioglobina

A dependéncia com a temperatura (31 — 157.5 K) do espectro de RPE de solu¢io
de NOMb equina é consistente com o equilibrio térmico entre duas espécies com espec-
tros distintos [13]. Um dos quais com tensor g de simetria rémbica (2.080, 1.988, 1979)
denominado tipo I e o outro, tipo II, com um tensor g axial (2.041, 1.983) (figura 1.2),
Ambas as espécies sao hexa-coordenadas. O desdobramento de nove linhas observados no
tipo I (mais claramente observado em complexos modelos Imidazol-heme-NQO) sugere que

o elétron desemparelhado apresenta considerdvel interagio com o nitrogénio da histidina
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proximal nesta espécie e muito pouca interagio na espécie II. Portanto a distancia entre
o Fe e o N do imidazol é maior em II do que em I, ¢ a distincia Fe-NO é major em I do

que em II.

g

Figura 1.2: Dependéncia com a temperatura dos espectros de RPE de NOMb equina [13].

A existéncia de duas espécies também foi observada em cristais de NOMb de baleia
[14]. Neste caso a baixas temperaturas (5 K) o sinal predominante apresenta um tensor
g rémbico (2.076, 2.002, 1979), e um tensor hiperfino A(**N) (15,17,19 G) para o tipo
I. Enquanto que para o tipo II, observado a altas temperaturas (298 K), o tensor g &
ligeiramente axial (2.050, 2.022, 1993) (figura 1.3). As pequenas variacdes na forma do
espectro em fungdo da temperatura sio explicadas por uma mudanga na conformagio da
ligacio da molécula de NO em relagio ao plano da heme.

A existéncia do equilfbrio térmico nestas amostras é atribuido a modulagio da estru-
tura eletronica pela histidina distal.

A anélise do comportamento com a temperatura do sinal de RPE de NOMb de A plysia
brasiliane, um molusco maritimo, foi realizado considerando a dependéncia da amplitude
da linha g, na faixa de 100 X a 310 K [15]. Esta dependéncia é essencialmente linear e

apresenta boa concordancia com a distribui¢do de Boltzmann (figura 1.4). O desvio em
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Figura 1.3: Dependéncia com a temperatura dos espectros de RPE de pé de NOMb de baleia [14].

temperaturas baixas {abaixo de -40°C) é devido ao congelamento da dgua de hidratagéo.
Portanto, neste caso, apenas uma espécie é observada em todo intervalo de temperatura.
Uma vez que esta mioglobina néo apresenta histidina ou qualquer residuo basico no lado
distal, foi proposto que o efeito de modulagio deste residuo na estrutura eletrénica do
complexo N, — Fe — NO é reduzido. Diminuindo-se a temperatura o Fe é deslocado
na direcao da histidina proximal, mas a molécula de NO também se desloca na mesma

diregdo de tal forma que a distancia relativa em N¢ — Fe — NO néo é modificada.
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Figura 1.4: Amplitude do sinal de RPE em fungio do inverso da temperatura de NOMb de Aplysia

brasiliana. Adaptado de [15]

Todos os resultados descritos acima foram obtidos em concentracao de grande excesso
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de NO, ou seja, sob concentragdes de saturagdo. No entanto, recentemente mostrou-se
que os espectros de NOMb séao fortemente dependentes da concentragao de NO [12]. Em
baixas concentragdes o espectro é caracteristico de Fe pentacoordenado, e aumentando-se
a concentracao de NO o espectro gradualmente se modifica para um espectro de Fe hexa-
coordenado (figura 1.5). NOMD foi obtida inicialmente deoxigenando a amostra original,
que era constituida de aproximadamente 85% de Mb férrica e 15% de MbOa. O espectro de
Fe pentacoordenado foi associado a reacio do NO com a pequena fracao de MbOg presente

na amostra inicial, enquanto que o hexacoordenado & reacgio da fracio de metaHb com

NO.
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Figura 1.5: Espectros de RPE de NOMb equina em fungéo da concentragio do gis NO [12].

1.3.2 Nitrosil hemoglobina

As cadeias da hemoglobina humana isoladas e ligadas a NO, ano e Ono, apresentam
espectros e dependéncia com a temperatura completamente diferentes.
A temperatura ambiente os sinais sao ligeiramente assimétricos e nao apresentam re-

solugdo da estrutura hiperfina (figura 1.6a). A temperatura de nitrogénio liquido
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(77 K) a cadeia ayo apresenta um sinal assimétrico e uma estrutura hiperfina na regiao
de g = 1.99 - 2.02 (mais facilmente observada quando a regifo em torno de g=2.0 é ex-
pandida), enquanto que a cadeia Syo apresenta um sinal simétrico centrado em g=2.013,
com uma absorgio fraca préxima a g=2.06 e nenhuma estrutura hiperfina (figura 1.6b)

[16].
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Figura 1.6: Espectros de RPE de vérias nitrosil hemoproteinas a ternperatura ambiente (a) e 77K (b)

[16].

Baixando a temperatura até 4.2 K o espectro de ayo nao se modifica, enquanto o
de Byo torna-se assimétrico, assemelhando-se ao de ayo (figura 1.7) [17]. Estes resulta-
dos levaram a conclusiao que as estruturas da globina das cadeias a e # influenciam de
diferentes maneiras a mobilidade do NO ligado a heme.

Os espectros de HbNO em qualquer temperatura podem ser obtidos como a soma dos
espectros das cadeias ayo e fno [18]. Na regido em torno de g=2.01 as nove linhas sao
fracamente observadas, indicando que as linhas hiperfinas da cadeia a yo sao obscurescidas
pelos trés ombros da cadeia Byo.

Ao contrério da cadeia ayo, o espectro da fyo na molécula de Hb ndo depende

significativamente da estrutura quaternéria. Em hibridos do tipo aa(X )B2(NO) ou
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Figura 1.7: Espectros de RPE das cadeias isoladas ayo e fno 8 77 K e 4.2 K [17].

az(NO)p2(X), onde X significa deoxi, oxi, carboxi ou férrico (30, F~, N3~ ou CN7), o
espectro de ag(N 0)82(X) depende significativamente do estado de spin da heme da cadeia
B. Para X do tipo spin baixo o espectro é idéntico ao da cadeja separada, mas para X
spin alto o espectro se modifica (figura 1.8). O espectro de az(X)G:(N O) ¢ independente
do estado de spin de X [16].

A baixas temperaturas o espectro de RPE de NOHb humana depende fortemente da
temperatura e da poténcia de microonda. A 7.5 K e baixas poténcias prevalece um tipo
de sinal, chamado A, que satura facilmente e decresce em poténcias mais altas, enquanto
um outro sinal, muito fraco em baixas poténcias (sinal B), aumenta com a poténcia e
torna-se predominante. Elevando-se a temperatura a forma do espectro sofre um mu-
dang¢a semelhante a observada em baixas temperaturas devido ao aumento da poténcia
de microonda. A temperaturas menores que 32 K todos os espectros de HbNO podem ser
reproduzidos através da combinacao apropriada dos espectros A e B, entretanto a tem-
peraturas maiores que 32 K a reprodug¢io do espectro é feita combinando-se o espectro A
com um outro chamado C, que substitui B (figura 1.9). Ou seja, os espectros de HbNO
sio compostos de no minimo trés componentes que apresentam diferentes dependéncias
com a temperatura e com a poténcia de microonda. Embora exista uma forte semelhanca

entre o sinal A e 0 de ayo e entre o sinal B e C e 0 de Gy, estes espectros nio estdo
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Figura 1.8: Espectros de RPE de hemoglobina hibrida ayo8 a 77K. Nas amostras do grupo I o Fe da

B tem estade de spin baixo, e as de grupe II spin alto {16].

necessariamente relacionados [19).

104K
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32K
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J\/\\\\f—w
Figura 1.9: Dependéncia com a temperatura de NOHb humana. AB e AC sio os espectros compostos

[19].

1.3.8 Transi¢iao R-T em NOHDb

A molécula de Hb pode assumir duas diferentes conformagoes: uma T ou “tensa” com

baixa ou nenhuma afinidade para o ligante, e outra R ou “relaxada” com alta afinidade.
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Na auséncia de fosfatos orgénicos, como o inositol hexafosfato (IHP) e alta concentragio
de NO, NOHb estd essencialmente na conformaciao R. Entretanto, ao contrario de outros
ligantes como CO ou Og, a presenga de IHP em baixas concentragoes de NO modifica
o estado de equilibrio para a estrutura T, sem dissociar o NO. Esta mudanca é acom-
panhada de grandes variagbes no espectro Stico, infravermelho, Raman e RPE (figura
1.10) [9,20,21}. Na conformagéo R os espectros de RPE séo caracteristicos de Fe hexa-
coordenados, enquanto que para o estado T sdo de Fe pentacoordenados. Experimentos
de hemoglobinas hibridos levaram a conclusido que esta transi¢cao na coordenacgdo ocorre

somente nas cadeias o [17].

IO IO

Figura 1.10: Espectros de RPE de NOHb humana com e sem IHP [21].

1.3.4 Desnaturagao de NOHb

O efeito de detergentes (duodecil sulfato de sédio (SDS) e salicicato de sddio) no
espectro de NOHDb no estado R é mostrado na figura 1.11. Com o aumento das concen-
tracoes dos detergentes o pico em g = 1,986 decresce, e aparece um tripleto hiperfino com
centro em ¢ = 2,009 e um pico em g = 2,094. O estado final desta etapa é estdvel em
uma certa faixa de concentragio (6,7 a 200 mM para SDS e 0,5 a 0,7 M para salicicato

de s6dio). Tais mudancas sio consequéncia da perda da conformacio proteica devido
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aos efeitos combinados das atragdes eletrostaticas e hidrofébicas entre as moléculas dos

detergentes e da protefna {22].

PN

R
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Figura 1.11: Espectros de RPE de NOHb humana modificada por SDS (a) Heme:SDS=0,26:4
(b)Heme: SDS8=0,26:6,7 (c)Heme:SDS=0,3:200 [22].

A forma do espectro mostra que a simetria rémbica em torno do centro paramagnético
se mantém. Concentragdes superiores a 200 mM de SDS e 0,7 M de salicicato de sédio
levam a uma nova transformagéo no espectro que passa a apresentar uma forma carac-
teristica 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 g no plano xy.

A desnaturagio térmica de NOHb e NOMb obsevada por RPE apresenta uma s6 etapa,
caracterizada pela mudanga na forma do espectro. O tempo necessirio para o niimero de
moléculas de NOHb e NOMb atingir a metade de sua mudanga mdxima, tNO | depende
da temperatura de desnaturagio [2]. O espectro de RPE inicial caracteristico é o da
amostra nativa na forma R de NOHb, alargado com extremos em g = 2,038 e g = 1,986
e simetria robmbica em torno do centro paramaguético. O espectro que caracteriza o

estado final da transformagio da molécula é o obtido com maior tempo de desnaturagio a
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80°C (maior temperatura de desnaturagéo usada), e associado aquele com g = 2,07 e um
triplete hiperfino com centro em g = 2,011 (figura 1.12), que é semelhante a0 dado como
caracteristico do estado desnaturado de NOHb produzido por detergentes. Este triplete
também estd relacionado & quebra de ligagéo entre o imidazol da histidina proximal e o

ferro.
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Figura 1.12: Espectros de RPE de NOHb humana desnaturada termicamente a 80°C com tempos de

desnaturacio diferentes [1),

A modificagio espectral na transi¢gio R-T é associada somente &s cadeias a. J4 que a
mudanga do espectro de RPE observada na desnaturagio é semelhante aquela da transigio
R-T, e como nenhum espectro de cadeias § apresenta o triplete, é proviavel que também
na desnaturacgéo esta caracteristica esteja associada somente & cadeia « [2].

Os estados finais em temperaturas de desnaturacfo mais baixa sio estados inter-
medidrios do processo a temperaturas mais altas, ou seja, o processo é qualitativamente
equivalente em qualquer temperatura. Esta hipdtese é refor¢ada pelo fato de que os espec-
tros das amostras para qualquer tempo e temperatura de tratamento sao descritos como

combinagio dos espectros da amostra nativa e do estado final a T' = 80°C (figura 1.13).
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Figura 1.13: Comparagao dos espectros experimentais com o8 obtidos por combinagao dos espectros

inicial e final da desnaturagao térmica {1].

1.4 Estrutura eletronica de NOHbD

Uma completa compreensao da ligagao nitrosil-heme e a suposicao de que esta pode
servir como um modelo para a ligagdo Og-heme requer uma detalhada descrigio de sua
estrutura eletrénica.

A maioria das conclusdes sobre a estrutura eletrénica dos complexos NO sao obtidas
a partir da interpretagio de resultados experimentais, principalmente os de RPE citados
anteriormente.

A analise do aparecimento do desdobramento hiperfino e a comparagio com com-
plexos modelos levou & sugestio do diagrama de orbitais moleculares mostrado na figura
1.14. Este diagrama indica que uma fra¢do substancial da densidade de spin eletronica

desemparelhada é transferida do NO para o orbital d,2 do Fe. Isto implica em um en-
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fraquecimento da ligagdo entre o Fe e o N, da histidina proximal, e pode ser o motivo para
a observagao dos efeitos da transicio R-T somente em NOHDb e nao em outros ligantes,
como CO ou Oy, que nao apresentam elétron desemparelhado e a ligagio Fe~N¢ é pouco

alterada [9].
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Figura 1.14: (a) Niveis de energia dos elétrons do Fe e do NO em nitrosil-heme. (b) Interacio com o

nitrogénio da histidina [9].

Apesar das previsdes acima serem confirmadas experimentalmente, ainda existe con-
sideravel discordincia sobre a extenséo da deslocalizagdo do spin eletrénico e natureza da
ligacio Fe-NO.

Com base em medidas de ressondncia Raman conclui-se que os orbitais 3d,2_,2 (vazio)
e 3dsy (preenchido} do Fe no plano da heme séo pouco importantes para a interagao
com os ligantes axiais, e que a ligacao Fe-X, onde X representa NO, CO ou O; é feita
principalmente através de uma interagao do tipo 3d,{Fe) — 2pn(X) [23].

As contribuigoes dos orbitais do ligante e do Fe foram ajustadas de forma a descreverem

os valores experimentais de g e do desdobramento hiperfino. Estes célculos indicam a
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seguinte distribui¢io para a densidade de spin: 24% e 23% para os orbitais 3d;, e 3d,.
respectivamente, resultando em 47% para o orbital 3d do Fe e 53% para o orbital 2pn*
do NO [24].

Em outros trabalhos os niveis de energia eletronicos e as fungdes de onda séo obtidas
a partir de método ab initio, usadas para calcular os componentes do tensor g que séo
comparados com os valores experimentais. Os resultados indicam que a distribuigao do
spin desemparelhado é axialmente simétrica em torno da diregao z, perpendicular ao plano
da heme, de modo que espera-se que o valor do tensor g seja proximo ao do elétron livre,
A densidade de spin obtida para o orbital do Fe é préxima a 65%, o que néo é suficiente
para o modelo prever os valores experimentais de g, e gy. Por outro lado, a diminuigao
da densidade de spin nos orbitais do N(NO) e N, ajusta os valores de g mas deixa de
explicar o desdobramento hiperfino na regido de g, [25].

Célculos semi-empiricos mais gerais indicam que os espectros de RPE podem ser anali-
sados em termos de uma mistura eletronica ou térmica de dois estados eletrénicos de uma
inica espécie, ndao havendo necessidade de um equilibrio entre duas espécies diferentes
como sugerido anteriormente. A diferenga entre os dois estados é a localizagao do spin
desemparelhado, em um o spin esté localizado principalmente no NO, enquanto que no
outro ele estd no orbital d,2 do Fe. Dependendo das condigbes externas a proteina pode
estabilizar preferencialmente um dos dois estados eletrénicos e apresentar propriedades
caracteristica do mesmo. As variagbes no espectro de RPE podem ser explicadas em
fun¢ao de mudancas induzidas pela globina na geometria (distancia e angulo) do ligante

e distincia entre o N da histidina proximal e o Fe [26].
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Capitulo 2

Relaxacao Spin-rede em

Hemoproteinas

Uma vez que o processo de relaxacgao spin-rede é ampla e detalhadamente discutido
na literatura, neste capitulo discutiremos brevemente os aspectos fisicos deste processo
sem apresentarmos detalhes do formalismo matemaético. Para os leitores interessados
indicamos as referéncias [27,28].

RPE é uma técnica espectroscdpica associada a absor¢éo de energia por um elétron
desemparelhado durante a transigao induzida entre dois estados Zeeman adjacentes. Sabe-
se que transi¢des induzidas entre um dado par de estados de energia ocorrem com igual
probabilidade nas duas diregées. Em experimentos de RPE podemos observar absor¢éo
de energia se as populagdes dos dois estados sao diferentes. A populagio de cada estado
¢é dada pela distribuicdo de Boltzmann, e 0 niimero de transi¢cbes de um nivel para outro
por unidade de tempo é igual a populag¢do de cada nivel multiplicada pela probabilidade
de transi¢ao. Desse modo existe uma absorcao de energia do campo de radiofrequéncia
incidente.

Se a absorgdo de energia fosse o dnico processo ocorrendo, as populagdes dos dois
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estados rapidamente se igualariam e a absorcio cessaria. Entretanto, o sistema sempre
tende a retornar a distribuicdo de Boltzmann original, o que restaura o equilibrio térmico,
através de um processo chamado de relaxagéo.

Dois tipos de relaxac¢éo participam desta restauragéo do equilibrio. Dentro do préprio
sistema de spin, a interag@o mutua entre seus membros leva a relaxagio spin-spin, que
tende a estabelecer condig¢bes para que o sistema permane¢a no equilibrio térmico inter-
namente. Interagdes com as vibragdes da rede (fénons) sio responsdveis pelo processo de
relaxagao spin-rede, que ocorre devido &s vibragoes da rede serem capazes de modular as
fungdes de onda que descrevem os estados de spins.

Nos processos de relaxacao spin-rede ha um fluxo de energia do sistema de spin para
a rede que restaura o equilibrio da magnetizacéo na direcdo paralela ao campo magnético
aplicado. Ao contrario, os processos de relaxacao spin-spin nio modificam a energia do
sistema e restauram o equilibric da magnetizagdo nas direcoes transversais ac campo
externo.

Se um cristal paramagnético apresenta somente dois niveis de energia, a diferenca de
populagdo AN entre os dois niveis se aproxima do seu valor de equilibrio AN, de acordo

com a equacao
(AN — AN,)
T ’

onde T; é o tempo de relaxacfo spin-rede. Isto implica que todos os sistemas de spins

%(AN — AN, = — (2.1)

relaxam na mesma razao, de uma forma exponencial no tempo.

Sistemas com mais de dois niveis si0 mais complicados, mas nio essencialmente dife-
rentes [27].

O processo de relaxagao é limitado pela taxa de transferéncia de energia dos spins
para os modos da rede, que pode ocorrer através de diferentes processos. O mecanismo de
relaxagao dominante pode ser obtido através do estudo da dependéncia com a temperatura

da taxa de relaxagio.
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2.1 Mecanismos de relaxagao spin-rede

2.1.1 Processo direto

Nesse tipo de processo o sistema de spin interage com somente um fénon da rede.
A transi¢cdo de um spin entre os estados g e b é induzida pelas vibragdes da rede com
frequéncia
Ea - Eb

Wap = —*--ﬁ—“-, (22)

onde E, e Ejp séo as energias dos estados a e b, respectivamente, e h é a constante de

Planck.

1ay

[ 25N

M
: 15

Figura 2.1: Processo de relaxagio spin-rede direto.

Este mecanismo domina o processo de relaxacdo somente quando a temperatura é
muito baixa (ndo mais que uns poucos K).

A dependéncia com a temperatura para o processo direto é dada por [29]

7o = Ro[2po() + 1] = Rocoth (;}—”T) , 23)

y, o ~ s _hw
onde R, é a taxa de emissio espontinea de um fénon e p,(hw) = e xT é o fator de

Bose-Einstein, que deve ser considerado duas vezes para levar em conta contribuigbes

para emisséo e absor¢io estimulada de fénons.
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No limite de altas temperaturas, isto ¢, quando KT >> hw, temos que

1
E x T, (2.4)

A temperaturas mais altas processos de multifénons, especialmente aqueles envolvendo

dois fénons, tornam-se mais proviveis devido & maior densidade de fénons com energia

muito maior que a energia de ressonincia hwg,.

2.1.2 Processo Raman

Um fénon ¢é espalhado inelasticamente e a diferenca entre a energia do fénon emi-
tido, fiwg, e do fénon absorvido, Aw,, é igual & diferenga de energia dos estados de spin
envolvidos hwg.

Weh = Wg — W, (2.5)

- em A - = -

la)
v 1)

Figura 2.2: Processo de relaxagao spin-rede Raman.

O cileulo da taxa de relaxagio do processo Raman pode ser resumido da seguinte

forma: este cdlculo envolve uma soma ou integraciio sobre a densidade de estados inicial
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e final. Considerando os dois estados com a mesma faixa de frequéncia, um termo do
tipo p(w)dw deve estar presente. Como um fénon é absorvido e outro emitido, um
segundo fator é w?p,(w){po(w) + 1}. E finalmente como os fénons e o sistema de spins
estio acoplados por uma interagio do tipo spin-6rbita, o integrando deve conter um termo
devido a esta interagio, |M (w?)[?, que no caso de dubletos de Kramer é proporcional a

w?. Portanto, para o processo Raman [30},

1 mas p2w4e%
— = —dw. 2.6
T1 0 (e% — 1)2 ( )

Na aproximagio de Debye p(w) = w?® ™! quando 0 < W < Wmag € p(w) = 0 para

W > Wmag, oNde d é a dimenséo da amostra. Entéo:

1 !
— T3+2dJ - .
T 2+2d (T’) 2.7)
onde
g — ﬁ'w-mm:,
k

é uma integral de transporte que apresenta o seguinte comportamento na regiao de altas

e baixas temperaturas:

0
JIn (;j;) = constante paraTl << 6,
0 9 n-1
JIn (f) = (—T-) paral >> 8.
No caso de sélidos, a dimensao do material é 3 e o resultado esperado é

— =T? para T <<0¥, (2.8)
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1 0
— =T% | = para T intermediérias, (2.9)
Ty T
1 2
—=T° para T>>80. (2.10)
T

2.1.3 Processo Orbach

Neste caso a relaxa¢io spin-rede ocorre por uma transi¢ao de troca de spin acoplada a
emissao ¢ absor¢ao de um fénon com diferenca de energias, A, igual a do primeiro estado

excitado ¢.

la)
¥ i)

Figura 2.3: Processo de relaxagao spin-rede Orbach.

A transi¢do do nivel g para o ¢ é estimulada, levando a uma dependéncia com a tem-

—A/KT

peratura da forma e ,se A >> kT. J4 a transicéo direta de ¢ para b é acompanhada

pela emissdo espontinea de um fénon e, portanto, ocorre em um processo independente
de T.
A taxa de relaxagao do processo total é dada pela soma das taxas de relaxagao para

as duas transi¢oes. Como a taxa de relaxac¢do para a transi¢ao estimulada é muito mais
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lenta que para a transi¢do espontinea, segue-se que a taxa de relaxagao para o processo
Orbach é

L we® quando A >> kT (2.11)

Ty

2.1.4 Relaxacao cruzada

Interacgbes dipolo-dipolo entre sistemas de spin diferentes podem induzir transicées
Zeeman simultineas de dois ou mais fons. Neste caso, dizemos que ocorre um processo
de relaxacao cruzada. A baixas temperaturas e concentragbes bastantes altas, nas quais
a intensidade da interagdo dipolar é forte, este processo pode dominar o processo de
relaxacho. Sob estas circunstincias a espécie paramagnética pode relaxar tranferindo
energia para a rede ou através da difusdo de energia para outro centro paramagnético,
que, entao, relaxa para a rede.

A difusio de energia através de um sistema de spin interagindo fracamente pode ser
vista como consistindo de varias trocas mituas de spin que conservam energia. Como

exemplo para este tipo de processo consideremos o diagrama mostrado na figura 2.4.

15) % fcd

SN, A— ) —_—

la}

Figura 2.4: Processo de relaxagdo spin-rede cruzada.
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Uma transigio para o nivel inferior ocorre para o dipolo A, acompanhada por uma
transigao para o nivel superior para o dipolo B. Se A e B sio da mesma espécie, o processo
conserva energia e nenhum fonon é envolvido. Este é 0 modelo mais simples para troca de
spin nestes processos, que podem também ocorrer para mais de dois spins e para espécies
iguais ou diferentes, podendo inclusive, envolver mais de uma transicio para uma mesma
espécie.

A probabilidade de transi¢io pode ser escrita como [31]

1 1 2

;F—l— =73 |< ¥(E4, Eg)[HaslY(Ea + Rwgp, Eg — Fwe) >|” ¢(¥)ab,ca, (2.12)
onde E4 e Ep sao as energias dos sistemas de spin A e B respectivamente, Hz é a
hamiltoniana de interagdo entre dois spins e g(¥)ghes ¢ & fungdo forma de linha que
descreve o processo.

Em termos das formas de linhas individuais g(v)as € 9(¥)e, podemos escrever a pro-

babilidade de transi¢ao como

1 1
T —2|HAB|2f]g(v')abg(v")mS(v' — v"dv'dy”, (2.13)

onde a integral dupla representa a superposigéo entre as duas linhas ressonantes.

Para duas linhas gaussianas, a integral dupla resulta em [32]

1 1 . (Vab = Vea)®
@) [(Ava)? + (Brea) 22 F 2[(Aven)? + (Dvea)?]

(2.14)

onde (Avy)? e (Avg,)? séo os segundos momentos de van Vleck da linha de absorgao entre
os niveis a e b e entre os niveis ¢ e a, respectivamente.
Quando estamos lidando com sinais na mesma regifo, podemos considerar que a su-

perposi¢ao das linhas é total, valor da integral dupla torna-se

1

2(n (Av)9)1/2’ (2.15)
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e o valor do segundo momento

2,.2g2
g°pp°H
(Av)? = ——-g-g-— (2.16)

Assim,

11
Ty 2xY2hgugH

Como a interagio entre os dois spins é do tipo dipolo-dipolo, Hap se expressa como

M asl*. (2.17)

Moo Baps  3(pa-ra)(us-Ts)
AB — -

, (2.18)
4B A8
e substituindo pus = —gaupS s obtemos:
Mg = QAQB#%;SA S 39a9813(Sa . rs)(Ss - re) (2.19)
TAB TAB
Se os dois spins forem iguais Sp = Sg, € g4 ~ gp, entdo
9*p B
Hap = ~ 3 S(S + 1)[1 — 3cos?9), (2.20)
AB

onde @ ¢é o aAngulo entre os railos vetores dos ions nos sitios A e B.

2.1.5 Engarrafamento de fénons

Uma maneira pela qual a energia dos modos vibracionais da rede pode ser perdida
é através de espalhamento na fronteira da rede, quando a energia é transferida para um
reservatdrio térmico maior (banho térmico). Geralmente o contato térmico banho-rede é
eficiente, de modo que toda a energia transferida para a rede é imediatamente transferida
para o banho, ou seja, normalmente o processo de relaxagao ocorre em uma situacao de
equilibrio térmico entre a rede e o banho.

Eventualmente este equilibrio pode ndo ocorrer, isto é, pode acontecer de o fluxo

de energia dos spins para os fénons da rede ser muito mais rdpido do que o fluxo da
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rede para o banho, fazendo com que o processo de relaxacio seja mais lento do que o
esperado, uma vez que os spins comportam-se como se estivessem relaxando Dara uma
rede a uma temperatura maior do que a sua temperatura real. Este efeito & conhecido
como engarrafamento de fénons e d4 origem a uma dependéncia com a temperatura da

forma [29]

T 2kT

Em espectrometros de banda-X, cuja frequéncia de microonda é da ordem de 10 GHz,

B
1« coth? ( nd ) (2.21)

para temperaturas maiores que 1K a equagio (2.21) reduz-se a

! 2
e T=. (2.22)

2.1.6 Sistemas com Estados de Tunelamento Localizado (ETL)

Sélidos amorfos apresentam um certo nimero de atomos ou grupos de atomos, que
podem ocupar igualmente duas posicdes de equilibrio. A energia do sistema apresenta,
entao, dois minimos locals separados por uma barreira, através da qual pode ocorrer
tunelamento [33].

A interagdo entre fénons e ETL foi usada para explicar a grande largura de linha
fluorescente [34] e a taxa de relaxagio spin-rede [35] em vidros.

Duas caracteristicas importantes de um sistema com ETL sio: (1) a existéncia de
uma larga distribuigao de valores da energia de desdobramento entre os dois minimos e,
(2) um valor desta energia muito maior que o desdobramento Zeeman hw,p. Foi proposto
que esta distribuicdo é constante até um limite E,n,z/k na faixa de 10 - 100 K

O mecanismo de relaxacao é representado esquematicamente a seguir [34]. As taxas
de relaxagéo ripidas entre os estados de tunelamento ¢, e 7_ , —}, sdo representadas

pelas linhas sélidas. Este mecanismo é suficientemente eficiente para manter o sistema
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de ETL em equilibrio com o banho térmico. As taxas de relaxagdo do sistema de spin
sio representadas pelas linhas pontilhadas. Este processo ocorre através das transigoes
mituas nos estados do ETL (¥, e ¢_) e de spin (4 e -), induzidas pela fraca interagio

entre os dois sistemas, com consequente emissdao ou absor¢ao de um fénon.

1+ e > —1—

—-—trr Y, T

[ R TR

Figura 2.5: Diagrama dos niveis de energia e fungSes de onda para um sistema de spin acoplade a um

sistema com ETL.

A taxa de relaxacio é calculada usando a teoria de pertubagio de 2% ordem envolvendo
Hgs e Hgp, as hamiltonianas ETL-spin e ETL-fénons, respectivamente. Hgp cria ou
destroi um fénon de energia E e modifica ETL. Enquanto queH gg troca o spin ¢ o ETL,

Desta forma a taxa de relaxagio calculada é dada por [36]:

L_ e _EplB)
ﬁ_ﬁ sah(E/kT) " (2.23)

onde p(E) é a densidade de estados do sistema ETL. O fator adicional E é utilizado para
se levar em consideracgio a criacio ou destruicio de um fénon, e Emar € o valor limite
anteriormente citado.

Se a densidade de estados for parametrizada da forma p(E) = E*

§ - 14+A
L _ f b dE. (2.24)
0

T sinh(E/kT)
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Assim,

1
—

T T2 quandoEmas >> kT, (2.25)
1

1
T xT quandoFy,,, << kT. (2.26)
1

2.2 Mecanismos de relaxagao spin-rede em hemopro-

teinas

2.2.1 Hemoproteinas férricas

O mecanismo de relaxagio depende do estado de spin do fon Fet3, Se a proteina
estiver no estado spin alto (8 = 5/2)}, o mecanismo de relaxacio dominante é o processo
Orbach, com a energia caracteristica A igual ao desdobramento de campo zero 2D, cujo
valor depende do 6° ligante, como por exemplo 12 em™! e 21 cm™! para metaMbF (figura,

2.6) e metaMb, respectivamente [37,38].

23t

20 a=1Z2cm?
‘E v}
s
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sk N
G oF % 3
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Figura 2.6: Relaxacio spin-rede de metaMbF [37].
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No estado spin baixo (S=1/2) o mecanismo de relaxaggo dominante é um processo
Raman. Entretanto, & baixas temperaturas (3 a 11K) observa-se uma dependéncia da
forma T522-63 (figura 2.7), diferente da esperada T? (equagio 2.8) para este mecanis-
mo.Conforme veremos no capitulo 4, esta dependéncia pode ser explicada considerando-se
a estrutura fractal da protefna, com a dimensao fisica sendo substituida pela dimenséo

fractal da cadeia proteica.

aaal

Figura 2.7: Relaxagio spin-rede de hemoproteinas férricas spin baixo. Os simbolos e as linhas re-
presentam os resultados experimentais com os respectivos ajustes, e a linha separada representa T8, O

citocromo ¢; A Mb;o MbNj; < citocromo P450 [39].

Quando a protefna apresenta uma mistura de spin alto e spin baixo, este iltimo ndo
relaxa via um processo Raman. Ao invés disso, ambos os estados relaxam através do
mecanismo Orbach (figura 2.8). Nesse caso, o estado de spin baixo relaxa para a rede via
interconversio para o estado spin alto que sofre relaxacio Orbach antes de voltar para o
estado de spin baixo {40}

Além dos mecanismos descritos acima, observou-se que & temperaturas muito baixas

(préximas a 1 K), algumas hemoproteinas apresentavam taxa de relaxacao proporcional a
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Figura 2.8: Relaxagdo spin-rede de hemoproteinas férricas com mistura de spin baixo e alto. O spin

alto e x spin baixo [40].

T2. Esta dependéncia foi associada a um processo de relaxagio direta com engarrafamento
de fénons [29}.

O processo de relaxacio cruzada e as equagdes propostas por Blombergem et al (31}
foram recentemente modificadas para andlise da relaxacio de porfirinas e hemoproteinas
férricas spin baixo ligadas a spin-marcadores (spin-label) [41,42]. Os dados foram uti-
lizados para determinar a distancia entre o spin-marcador e o Fe em Im-metaHb e CN-

metaHb, e os valores encontrados estao na faixa de 15 a 15,5 A

2.2.2 Nitrosil hemoproteinas

Os mecanismos observados em complexos hemoproteicos férricos, nao foram observa-
dos em nitrosil hemoproteinas.
Estudos iniciais de nitrosil mioglobina (NOMDb) no intervalo de 4.2 a 20 K mostraram

uma dependéncia linear do tempo de relaxacio spin-rede com a temperatura, mas nen-
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huma tentativa para identificagdo do mecanismo foi feita [43]. Posteriormente observou-se
que em uma faixa mais larga de temperatura (9 a 310 K), o mecanismo de relaxacdo de
NOMbD poderia ser descrito pelo modelo ETL com A = 0,2 £ 0,3 (figura 2.9), o que cor-
responde a um valor de E,,,; menor do que o valor observado para sélidos amorfos. Os

dois niveis do ETL podem estar relacionados com duas diferentes orientagoes da molécula

de NO ligada [44].

n=2.1+0.1 -,

tog{1/Ti(w.03)

oe w3 1.7 zh 25
10g{(T(K))

Figura 2.9: Relaxacio spin-rede de pé de NOMb [44].

Em cristais de nitrosil hemoglobin (NOHD), na faixa de temperaturas de 1.6 a 4.2
K, os valores muito préximos das taxas de relaxagao spin-rede e spin-spin e o comporta-
mento da saturacio, levaram a hipdtese de que & a relaxacéo spin-rede é dominada pela
relaxacgio cruzada entre as hemes das cadeias. Para temperaturas maiores que 80-85 K,
a dependéncia da forma do sinal com a temperatura, indicou que a relaxagao spin-rede
torna-se muito mais efetiva e a relaxag¢io cruzada deixa de ser observada [45].

Mais recentemente, foi observado que a componente A, associada a uma das con-
formacées de HbNO em solucio, relaxa via um mecanismo tipo Orbach com A = 28 cm™!
(figura 2.10) [19]. As outras componentes, B e C, descritas no capitulo anterior, apresen-

tam valor de Py muito alto de modo que néo foi possivel determinar o mecanismo de
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Figura 2.10: Relaxagéo spin-rede da componente A de NOHb [19].

relaxacio através da técnica de saturagao continua.
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Capitulo 3

Dinadmica de Hemoproteinas

O processo de ligacdo do ligante & heme ocorre através de uma reagdo quimica,
portanto a compreensao deste processo baseia-se na teoria da cinética de reagdes quimicas.
Neste capitulo descrevemos brevemente algumas das principais caracteristicas desta

teoria e analisamos-as para o processo de ligacdo heme-ligante.

3.1 Cinética das reagoes quimicas

Os dados experimentais da cinética quimica s&o registros da concentragio dos reagentes
e dos produtos de uma reacido em fungio do tempo. As expressdes tedricas para as ve-
locidades das reacdes em funcio das concentracbes de produtos e reagentes séo equagoes

diferenciais do tipo
dCl

dt :f(c].) 02,"'167&)’ (31)

onde ¢j, €s, -+ - , &, SAO as concentragdes dos produtos ou reagentes que estio sendo usadas

para medir a velocidade da reagao.
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Em muitos casos verifica-se que a velocidade, escrita em termos do decréscimo da
concentracio de um reagente, depende do produto de poténcias das concentragées das

outras espécies presentes da seguite forma:
—e— = kc§eh et (3.2)

onde k é a constante de velocidade que independe do nimero de espécies.

A ordem da reagio é entdo definida como a soma dos expoentes dos termos de con-
centragao que aparecem nesta equagio. Se a soma dos expoentes for igual a 1, a reagdo é
de primeira ordem, se for 2 de segunda e assim por diante.

A ordem de uma reacio nio precisa ser um ndmero inteiro, podendo ser nula ou
fracionaria, e é determinada unicamente pelo melhor ajuste da equacao da velocidade

com os dados experimentais,

3.1.1 Reagoes de primeira ordem

As reagoes de 1 ordem mais simples sio reagdes irreversiveis da forma
A— B, (3.3)

Nestes casos, a velocidade de formagfio de B ou de consumo de A é dada por

dA(t) _ dB()

dt dt

= —k(T)A(t)dt, (3.4)

onde k(T') é a constante de velocidade da reagio independente do tempo mas dependente
da temperatura, A(t) e B(t) sio as concentragdes das espécies A e B no tempo t.

A evolugio temporal da reacdo é descrita por
At) = A(0)e HDt (3.5)
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onde A(0) é a concentracio de A no tempo 0, ou seja, antes de iniciar a reacio.

As reagdes de 1° ordem mais gerais sdo reagdes reversiveis do tipo
A= B. (3.6)

Se chamarmos de kap e kp4 as constantes de velocidade de primeira ordem nos sentidos

direto e inverso, a equagéo diferencial da velocidade é dada por

E%glzz—kABA@)+kBAB@):=—kABAU)+kBAU—‘A@H (3.7)

Se considerarmos que A(0) = 1 e B(0) = 0, e definirmos a constante de equilibrio

kK = %ﬁf, obtemos

1 k' »—(kap+kpalt (3.8)

At: =4
®) k’+1+k'+1

A reagio ocorre com a taxa kap+ kp4, ou seja, alguns dos reagentes que passam para

produtos (de A para B) sdo recuperados (retornam para A).

3.1.2 Reagdes de segunda ordem

Consideremos agora as reagoes do tipo
A+B— P (3.9)

Para estes processos a equagao diferencial de velocidade se escreve:

dA dB dpP

_ = e = == = —kAB. 3'10
dt dt dt ( )
Se A e B desaparecerem com a mesma taxa, podemos escrever

B—A=a, . (3.11)
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onde & é o excesso (ou deficiéncia) de B em relacio a A, Entao

d
E’:; — —kA(A + ). (3.12)

1

A solucio geral é dada por [46]

L
[1+ 5 et#* — 1

N(t) = (3.13)

onde N(t) = —‘%ﬂ,ﬁ =Ao+Poe L =3

Podemos notar através das equacdes (3.9) e (3.13) que os coeficientes de velocidade
apresentam diferentes dimensdes em reagbes de diferentes ordens. Para a reacio de 12
ordem k tem dimensao do inverso do tempo, enquanto que na de segunda ordem tem

dimensao do inverso do produto entre tempo e concentracao.

3.2 Transicoes de Arrhenius e efeito tunel

Vamos agora analisar o processo de ligacdo em mais detalhes utilizando um caso
simples. Consideremos uma particula de massa M em equilibrio térmico com a sua vizi-
nhanga. A particula estd em um pogo de potencial B separado de um pogo mais profundo
A por uma barreira de energia Epy (figura 3.1).

Assumiremos que a particula estd inicialmente no pogo B e que existem muitos sistemas
idénticos, de modo que podemos considerar o valor médio de suas propriedades.

A uma temperatura T, os niveis no pogo B sdo ocupados de acordo com uma dis-
tribuicdo de Boltzmann e duas situa¢des podem ocorrer. A altas temperaturas, alguns
niveis acima da barreira sdo ocupados e as particulas podem mover-se sobre a barreira

classicamente, com a taxa sendo descrita pela equacio de Arrhenius

K(T) = Aexp(—224)

T (3.14)
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Figura 3.1: Estados envolvidos em um processo de ligagio simples

onde A ¢ o fator de frequéncia ou pré-exponencial independente de T, kg é a constante de
Boltzmann e Epy4 é a energia de ativagio. A partir de medidas da taxa de reassociacio,
os valores de A e Ep4 podem ser obtidos da curva de logk x 1 /T.

A temperaturas muito baixas, somente os niveis mais baixos séo ocupados, para mover-
se para 0 pogo A, a particula deve tunelar quanticamente através da barreira. O tunela-
mento quéntico pode também ser dependente da temperatura, mas, no limite de T' - 0,
permanece finito e torna-se independente de T. Para uma barreira com altura E BA > kgT
o limite de baixa temperatura da taxa de reassociagio pode ser escrito como [47]

—y(2M B)1(E)
h b}

k(E) = Ajexp (3.15)

onde A; é o fator pré-exponencial, I(E) a largura da barreira na energia B e v um fator
numérico que depende da forma da barreira. Para uma barreira triangular, v = 4/3, para

uma parabélica ¥ = 7 /2 e para uma quadrada y = 2.
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3.3 Fotodissociacao em hemoproteinas

Nas iltimas duas décadas estudos da cinética de reacdo de ligantes a hemoproteinas
tem sido realizado principalmente através de experiéncias de fotodissociagéo [17, 48-58].
Na hemoproteina H com o ligante L ligado, HL, a ligagdo é rompida através de um pulso

de luz. A reacdo de dissociacgao

HL=H + 1, (3.16)

ou de religagao

H+L=HIL, (3.17)

pode entdo ser acompanhada através da variagdo de alguma propriedade caracteristica do
estado de ligacao ou nao da hemoproteina. Os resultados esperados baseando-se na teoria
da cinética de reagdes quimicas sio resumidos abaixo.

Inicialmente o ligante estd covalentemente ligado & heme. A ligacio é entdo rompida e
o ligante move-se para o bolso da heme. Em temperaturas inferiores a 200 K o ligante nao
pode sair do bolso da heme para o solvente, pois nao tem energia suficiente para vencer
a barreira imposta pela matriz proteica. Entéo, deveria religar-se & heme em uma reagao
de primeira ordem, ou seja, a fracao de moléculas néo ligadas apds a fotodissociagao
dependeria exponencialmente do tempo t (eq. 3.9).

Acima de 200 K o ligante sai do bolso da heme para o solvente onde passa a competir
para religar-se com os outros ligantes presentes. Neste caso, a taxa de moléculas u:%:
ligadas dependeria também das concentragdes dos ligantes e a reacao seria de segunda
ordem (equagio 3.13).

Entretanto, os resultados experimentais sdo muito mais complexos e nao estao de

acordo com estas previsdes, conforme veremos a seguir.,
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3.3.1 Carboxihemoproteinas e oxihemoproteinas

O processo de religagio das moléculas de Oy e CO a hemoproteinas pode ser acom-
panhado por técnicas Sticas, pois os picos caracteristicos dos estados deoxi e ligado séo
facilmente isolados e esses ligantes sio muito fotossensiveis [46,48-51,55,56].

Nas figuras 3.2a e 3.2b sdo mostradas as variagdes temporais da fragao de moléculas
de Mb de baleia que nao se religam ao ligante no tempo t, N(t), apés fotodissociacio.
Os resultados indicam a existéncia de 4 diferentes processos caracterizados por suas de-

pendéncias com a concentragio e temperatura.

log(N()

t " N 1 ;
g T T ] 3
] [}
] ]

OV en dgugionl " )

1
§ 4 4 3 @ 0 8o 3 3 4§ 0+ 4 X0 a i
log (tempo(s))

Figura 3.2: Religagdo de CO & Mb de baleia abaixo de 160 K (a) ¢ acima de 190 K (b) [48].

O processo I, chamado processo interno e também conhecido como geminado, ocorre
isoladamente abaixo de temperaturas menores que aproximadamente 180 K, e para tem-

pos curtos acima de 240 K. Este proceso néo depende exponencialmente do tempo, e a
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dependéncia temporal de N(t) pode ser ajustada por uma poténcia do tipo

N =1+ }) (3.18)

onde ty e n sdo pardmetros que sé dependem da temperatura para T > 20 K.

A temperaturas intermedidrias, entre 180 e 240 K, podése observar todos os quatro
processos em uma mesma temperatura,

O f)rocesso 1V, também chamado de S (solvente), é observado & temperaturas maiores
que 240 K, sendo, conforme esperado, aproximadamente exponencial no tempo e propos-

cional a concentracio do ligante no solvente apds a fotodissociagao,

3.4 Modelos para dinimica de hemoproteinas

Podemos observar dos resultados citados acima que a cinética de reac¢ao do ligante &
heme em hemoproteinas nao segue as equagdes previstas pela teoria da cinética das reagdes
quimicas. Vérios modelos foram propostos para explicar este comportamento. Nesta
secdo discutimos dois modelos que propde modificagbes dquela teoria. Apresentaremos
principalmente as caracteristicas dos modelos que explicam a fase geminada que pode ser

isolada a baixas temperaturas, na qual trabalharemos.

3.4.1 Modelo de soma de exponenciais

O modelo exponencial baseia-se na observagio que uma lei de poténcia do tipo da
equacio (3.18) pode ser gerada por uma soma de exponenciais. Assim os resultados

experimentais que nio podem ser ajustados por uma equagio do tipo (3.9), que descreve
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a cinética de reac¢des de 1° ordem, poderao ser descritos por um somatoério destas equagoes
da forma [55,59]
N(t) = N(0)> Age™™" (3.19)
q

Ou seja, o modelo propde que nem todas as moléculas da proteina reagem com os
ligantes de forma idéntica, mas que existem as populagbes principais que reagem aproxi-

madamente da mesma maneira, isto é, com a mesma constante de velocidade.

3.4.2 Modelo de Subestados Conformacionais

No modelo de subestados conformacionais o somatério de exponenciais € substituido
pela integral [48]
N(t) = deBA 9(Epa) exp —kpa(Epa,t) t (3.20)

onde g(Ega) dEp4 é a probabilidade da protefna apresentar uma barreira para a religagéo
do ligante com altura entre Egs e gy +dEga.

Este modelo baseia-se na hipétese de que as proteinas apresentam uma distribuicao
de energias conformacionais complexa, com um grande nimero de minimos ou vales se-
parados por barreiras energéticas. Os minimos de energia sdo chamados de subestados
conformacionais (SC), os quais sdo aproximadamente isoenergéticos e correspondem &
mesma estrutura total da proteina, com diferenca apenas em pequenos detalhes, Os SC
sdo arranjados hierarquicamente, isto é, o perfil energético de uma proteina consiste de
vales dentro de vales com varias camadas de subestados. Os subestados na camada mais
alta sdo chamados SC0, na seguinte SC1, e assim por diante. As barreiras de energia
entre os SC sao maijores na camada 0 e diminuem a medida que o ndimero das camadas
aumentam. Cada SC é caracterizado por uma barreira Epa, a religacio é exponencial e

¢ dada pela constante de velocidade kga(Epa, T). Diferentes SC implicam em diferentes
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barreiras, e consequentemente em diferentes kgs(FEga, T).

A baixas temperaturas, cada molécula proteica permanece congelada em um SC difer-
ente e consequentemente a religacao total é ndo exponencial no tempo, sendo dada pela
equagdo (3.20).

A temperaturas abaixo de 20K a recombinagéo ocorre via tunelamento e depende da

massa do ligante (efeito isétopo) [48,49). Neste caso kpa é dada pela equacio
k(Epa, T) = Apa(T) exp (—eE55"") (3.21)

onde § é um pariametro livre, normalmente escolhido igual a unidade e, considerando a

barreira parabolica, £ é dado por

_om (2M)V4,
€=5T B (3.22)

com M sendo a massa reduzida do Fe e ligante, e d, a largura da barreira.
Na fajxa aproximada de 20 a 240K o ligante cruza classicamente a barreira e a constante
de velocidade é descrita pela relacdo de Arrhenins

K(EpaT) = Apa (%:) exp (—7%‘_’:) , (3.23)

onde T, € uma temperatura de referéncia escolhida como 100 K.

A equagio 3.20 descreve a religacio se a barreira em cada SC permanecer constante.
Entretanto, as estruturas de hemoproteina ligada e desligada sdo diferentes e, apés a
fotodissociagio, a proteina relaxa para a estrutura desligada. Esta relaxacao enveize oo
deslocamento eldstico muito rapido e uma mudanca conformacional suave. Tais mudancas
estruturais aumentam a altura da barreira, Fg4, resultando em uma recombinacio mais
lenta.

A baixas temperaturas a funcao distribuicio g(Fpa) é independente do terhpo e da

temperatura, pois cada molécula proteica permanece congelada em um determinado SC.
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Mas, com o aumento de temperatura, as transi¢oes entre SC sdo ativadas termicamente,
levando a um estreitamento, e eventual colapso, de g(Epa) para uma funcao é no valor
médio < Fpgy >.

Ambos os processos descritos acima, relaxagio conformacional e flutuagdes térmicas,
comegam a ocorrer & temperaturas da ordem de 160K [51], de modo que abaixo de 160K,
g(Epa) independe do tempo e da temperatura, e pode ser obtido pela transformada de

Laplace da equagao 3.21, resultando em

a
9(Epa) = go expla(ER, — Epa) —nexp ;?'(EPBA — Epa)l, (3.24)

com
FQ(EBA) dEgs =1, (3.25)

onde g, é a constante de normalizagao, a e n determinam a forma da distribuigéo e E%4
é a energia do pico da distribuigao.

Outros modelos foram propostos para a distribuigdo de energia g(Epa). Dois destes
tratam o problema do ponto de vista microscépico e assumem que os SC obedecem a
estatistica de Boltzmann, resultando em uma distribui¢io de energia g{E(z)], onde x é a
coordenada conformacional da proteina que parametriza cada SC [60,61]|. As diferencas
entre estes modelos estdo no potencial conformacional, V(z), que descreve as flutuacoes
entre os subestados proteicos, e na rigidez conformacional, f. Um deles apresenta V (x)
harménico e f independente do estado de ligagdo da protefna [60], enquanto que para o
outro V(z) é anarménico e f depende do estado de ligagio [61].

As curvas de cinética de hemoglobina de carpa a 100, 140 e 180 K podem ser igualmente
ajustados por qualquer uma das trés distribui¢bes acima [62]. As diferengas entre os
mesmos levam a diferentes formas para a distribuigao de energia, entretanto, verificou-se

que a energia do pico e o fator de frequéncia de Arrhenius sao independentes do modelo.
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3.5 Nitrosil hemoproteinas

A fotodissociagio de NO-hemprotefnas a baixas temperaturas pode ser observada
tanto por técnicas Sticas como por RPE (17, 52-54,57,58).

A temperaturas da ordem de 10 K, inicia-se a reassociagao da molécula de NO 3 Mb
de baleia. Uma reassociagéo inicial muito ripida pode ocolTer, seguida de uma mais
lenta que pode durar horas. Consequentemente & medida que a temperatura aumenta a
fotodissociagdo de NOMb torna-se progressivamente mais dificil, até que, a 24 K, somente
20% dos sitios fotodissocidveis a baixas temperaturas podem ser fotodissociados [53].

[luminando-se continuamente, a 4,2 K, uma amostra de NOHb humana observa-se
um decréscimo gradual na intensidade do espectro de RPE devido a fotodissociacio de
NGO, tanto na presenga como na auséncia de IHP (figura 3.3). Apés 30 minutos deixa de
ocorrer fotodissociacdo, algumas moléculas permanecem ligadas e nio ocorre reassociagao

17].

MNOHb (H P

2078

{ NOHD (hia-yris)
‘W
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1.981

Figura 3.3: Espectros de RPE de NOHb com e sem IHP e sob iluminacio continua. T:4,2K [17].

O processo de fotodissociacdo também depende da estrutura quaternaria da molécula
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(figura 3.4). A fracio de moléculas fotodissociadas, medidas por RPE, sob as mesmas

condigdes, diminui conforme a afinidade do ligante aumenta, ou seja, é menor no estado

R do que no estado T [58].

0.8 .
10.4K
— 0.6 A
= RT
- 10.1K
0.4 -
] R
9.1K
0.2 A
0.0 v v T v v r
(&) 40 80 120 160 200 240
Tempo(s)

Figura 3.4: Fragio de moléculas de NO fotodissociadas, sob iluminagao continua, para trés diferentes

estruturas quaternérias [58].

A fotodissociacao de NO-hemoprotefnas pode ser observada a temperatura ambiente
por espectroscopia 6tica usando pulsos de picosegundos para dissociar o ligante [52,54).
A vantagem desta técnica é a possibilidade de observaciao de mudancas em uma escala de
tempo na qual grandes mudangas conformacionais sdo improvaveis. A evolugdo temporal
do fotoproduto de NOHb mostrada na figura 3.5, permite identificar duas componentes:
X1, com um tempo de vida de 17 ps e, X, com um tempo de vida de aproximadamente
100 ps. Apds 400 ps todo NO religa-se com o Fe da heme.

O advento da técnica de mutagao proteica em um sitio especifico possibilita criar
proteinas mutantes que, ao contriario de proteinas de diferentes origens, apresentam um
dnico amino acido diferente da proteina nativa. Torna-se entao possivel compreender qual
o papel desempenhado pelo amino acido que foi substituido nas mudangas estruturais que

ocorrem durante a reacgdo do ligante a heme [63-67).
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Figura 3.5: Amplitudes dos espectros 6ticos dos fotoprodutos de NOHb dissociados por pulsos de

picosegundos [54].

As posigbes mais estudadas em Mb humana sio as de superficie que formam pontes
salinas na forma ligada, que s&o a lisina na posi¢do 45 e o aspartato na posigao 60, e os
residuos no lado distal da heme, valina 68 e histidina distal 64.

A figura 3.6 permite uma comparagao do processo de religagio de NO entre Mb mu-
tantes e nativa. A proteina usada como nativa é, na verdade, uma outra mutante chamada
“wild tipe” (WT), na qual a cisteina 110 é substituida por uma alanina. Esta substituicao
simplifica a purificacio da protefna, pois a cisteina pode oxidar-se e a alanina néo, esta
fltima n#o altera qualquer uma das propriedades utilizadas para observacao da cinética
de religacio [64]. As cinéticas para todas as proteinas s&o ndo exponenciais, sendo muito
diferentes quando o residuo modificado é o da posicdo 68, e muito semelhantes para mo-

dificagdes na posicio 45, exceto a mutante K45R, [66].
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Figura 3.6: Recombinagao de NO a mutantes de Mb humana [66].

3.5.1 Modelo de soma de exponenciais

A recombinag¢io geminada na faixa de picosegundos de NO com Mb de baleia e
elefante foi analisada pelo modelo exponencial. Observou-se que a reassociagao de NO
com Mb de elefante pode ser ajustada por somente uma exponencial, enquanto que para
& Mb de baleia sfo necessdrias duas exponenciais [54]. As constantes de velocidade séo

mostrados na tabela 3.1.

Amostra k s
NOMD de elefante | 1.1 +£0.1 x 103

NOMb de baleia | 1.6 £0.9 x 101
1.4 £0.7 x 10

Tabela 3.1: Constantes de velocidade para recombinagiio de NOHb de elefante e baleia. T = 23 °C,

Adaptada de [54].

A diferenca encontrada entre a recombina¢io de NO as duas proteinas foi associads

ao residuo distal. Na Mb de baleia este residuo é uma histidina enquanto que na Mb de
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elefante é uma glutamina. A histidina possui um anel heterociclico de cinco membros que
esté posicionado sobre o Fe no bolso da heme. As duas componentes da recombinacio
geminada corresponderiam as conformagdes de entrada aberta ou restrita da histidina
distal. A glutamina nio apresenta anel e nfo poderia representar uma restrigio para a
recombinagao de NO.

A religacéo apds fotodissociagio em baixos pH de NO a Mb de baleia ou cavalo também
pode ser descrita por uma exponencial simples com uma constante de velocidade da ordem
de 101572 [68]. A explicagio sugerida foi que as alteragdes que ocorrem na cadeia proteica
ap6s dissociacao, e que dao origem a recombinagio geminada bifasica, nao sfo tranferidas
para a heme, pois a forte liga¢do entre a histidina proximal e o ferro é enfraquecida ou
rompida nesta faixa de pH.

O modelo exponencial foi usado para analise dos resultados de fotodissociacao de
HbNO a baixas temperaturas {5 a 20K), estudada por RPE. A fracgéo normalizada de NO
dissociado sob iluminagéo foi ajustada pela equagio [57,58]

Nt)y=1- 4 exp(—(k, + k)t) + B exp(—(k, + kg)t)} \ (3.26)
Foo Foo
onde F, = A+ B é o valor estaciondrio de NO fotodissociado, A e B as amplitudes
fracionarias de cada conformacéo, k; e ks as constantes de reassociacio e k, a constante
de dissociacio.

Os resultados para as conformagdes R, T e uma mistura de R e T, chamada RT, sio
mostrados na tabela 3.2. Observou-se que para cada conformagao a fracio normalizads
que se religa rapida, (%), ou lentamente, (%), ¢ independente da temperatura (tabela
3.2). A fraca dependéncia com a temperatura de k; e k; sugeriu que a reassociag¢io ocorre
via tunelamento quéantico.

A recombinagéo de NO com mutantes (figura 3.6) foi ajustada com o modelo expo-
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TE)| & ko
Conformacgao R — F’f: = 0.55 4+ 0.02

5.9 |0.0191 0.9512

7.0 | 0.0080 1.4512

9.1 |[0.0093 1.2082

12.3 | 0.0527 3.4402
Conformagao RT - —F-’.‘; = 0.40 4- 0.05

6.5 | 0.0003 0.2616

10.1 | 0.0022 0.3716

13.4 | 0.0110 0.8786

15.5 | 0.0142 1.0266
Conformagao T - F_if =0.50+£0.10
10.4 | 0.0097 0.2772

16.2 | 0.0279 0.9662

17.4 | 0.0329 1.8482

19.6 | 0.0683 1.8612

Tabela 3.2: Recombinagio de NOHb humana em trés diferentes conformacgoes. Adaptas:
de [58].
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nencial da seguinte forma [66]
AA(t) = A; exp[—kit] + Ag exp|[—kat] + linha de base, (3.27)

onde a linha de base foi introduzida para normalizar os resultados ¢ pode, para mutantes
cuja ligagdo é mais lenta, representar uma terceira exponencial.

Os resultados dos ajustes sio mostrados na tabela 3.3. As mutacdes afetam substan-
cialmente os pardmetros tanto para os mutantes de superficie como os do bolso da heme.
Essas mudangas na cinética de religacio ocorrem na escala de picosegundos, e foram ex-
plicadas como sendo devidas & comunicagio répida entre os residuos da cadeia proteica,
ou a existéncia de diferencas sutis na estrutura que exercem grande controle sobre os

pardmetros da dinamica.

Proteina | A; | ky x 100(s™%) [ Ay | kg x 10°(s™1) | linha de base
WT 0.44 4.08 0.49 7.14 0.08
D60E | 0.45 5.98 0.49 9.05 0.07
K45Q | 0.41 9.21 0.44 7.62 0.13
K45A | 0.49 5.66 0.42 7.62 0.12
K45R | 0.58 5.94 0.39 11.5 0.04
V68A | 0.65 8.98 0.32 11.9 0.01
V68N | 0.51 9.17 0.36 13.5 0.12
H64Q | 0.48 11.2 0.43 8.20 0.07

Tabela 3.3: Recombinagio geminada de NO a Mb mutantes. Adaptada de [66].

Como mencionado anteriormente a religagio de NO a Mb de elefante, a qual possui
uma glutamina na posigao da histidina distal, foi ajustada por uma exponencial simples
[54]. Este comportamento nao foi observado para a mutante H64Q, que apresenta a

mesma alteragao. Entretanto este mutante possui somente esta alteracio, o que levou &
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conclusio que o comportamento de Mb de elefante estd relacionado com outras diferengas

na globina.

3.5.2 Modelo de subestados conformacionais

Observou-se que os parametros e a distribui¢ao de energia de ativagao g(F) do mo-
delo de subestados conformacionais dependem da conformagio da proteina para NOHb
humana (tabela 3.4 € 3.5 e figura 3.7). Os ajustes obtidos s&o bons somente se d, e Aga
dependerem da temperatura [58].

Os pardmetros que caracterizam a barreira foram diretamente relacionados com a
estrutura quaternaria da proteina. Os valores de d, e Eg, aumentam mudando da forma

R para a T, em concordincia com a maior afinidade do ligante com a forma R.

-l
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Figura 3.7: Distribuigio de energia para religagao de NO & Hb em tres diferentes conformacdes [58).
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Parametro R RT T

E% 4 (kJ/mol) |  2.71 + 0.02 3.50 + 0.20 4.50 £ 0.10
a(mol/kJ) 2 + 0.3 2.30 + 0.2 2.20 + 0.5
n 0.39 + 0.03 0.40 + 0.9 0.7 + 0.1

k,(s71) 0.0098 £ 0.0002 | 0.0084 + 0.0004 | 0.0188 + 0.003

Tabela 3.4: Pardmetros para religagio de NO a Hb humana em diferentes conformacdes. Adaptada de

[58].

T (K) | do (um) | log[A(s71)]

Conformagao R

5.9 0.0142 3.84
7.0 0.0145 3.87
9.1 0.0142 3.84
123 | 0.0111 4.29

Conformagao RT

6.5 0.0197 5.75
10.1 | 0.0182 5.75
13.4 | 0.0162 5.92
15.5 | 0.0157 5.92

Conformagio T
10.4 | 0.0247 3.84

16.2 | 0.0214 7.5
17.4 | 0.0207 7.5
19.6 | 0.0204 7.5

Tabela 3.5: Recombinagie de NOIb humana em tres diferentes conformagdes. Adaptada de [58].
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Capitulo 4

Estrutura Fractal de Hemoproteinas

Mencionamos no capitulo 2 que a dependéncia anémala do tempo de relaxacao spin-
rede com a temperatura para hemoproteinas férricas no estado de spin baixo poderia ser
explicada considerando a geometria fractal da proteina.

Neste capitulo dicutiremos mais detalhadamente este modelo e veremos como o con-
ceito de fractal pode ser utilizado na descri¢ao de outras estruturas ou processos biologicos,

em especial a cinética de ligagio do ligante a heme.

4.1 Fractal

Em muitos sistemas fisicos o valor I de uma propriedade varia com a escala ¢, na

qual a propridade L é medida, tal que
L = A%, (4.1)

onde A é uma constante, d é a dimenséo topdlogica ou euclidiana e dy a dimensio fractal.

Como consequéncia imediata a propriedade descrita pela equagio 4.1 é auto-similar,
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isto &, apresenta invaridncia sob transformacéo de escala.
L(ac) = A(ae)¥ ™
L{ae) = kL(e), (4.2)
onde a é constante. Ou seja, L medido na escala € é proporcional a L medido na escala
ae.
Relacdes que dependem da escala podem ter importantes implicagdes para sistemas
biolégicos. Podemos citar como exemplo as redes de tubos dos pulmaes [69], cuja carac-
teristica principal é a sua assimetria. A traquéia divide-se em dois ramos de diferentes

tamanhos, e esta divisio assimétrica continua em todas as regides dos tubos dos bronquios

(figura 4.1). O didmetro médio da n-ésima geragiio ¢
A(n)
r(n) = —g; (4.3)

onde A(n) é uma funcdo periédica e df é a dimensdo fractal associada a variagao do

didmetro.

Figura 4.1: Estrutura fractal da rede de tubos dos pulmdes [69].

Além dos pulmdes muitas outras estruturas anatémicas sao fractais, entretanto des-

creveremos em maiores detalhes somente a estrutura fractal de proteinas.
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4.2 Exemplos da estrutura fractal de proteinas

4.2.1 Relaxagido Spin-rede

Observou-se que o tempo de relaxagao spin-rede em hemoproteinas férricas no estado

de spin baixo apresenta uma dependéncia com a temperatura da forma

1
— o T" :

com n variando de 5.6 a 6.3 {39,70], muito diferente do resultado esperado para este caso

que é dado por (figura 2.2)

1
T =T%%  para T baixas (4.5)
1

onde d é a dimensao euclidiana e portanto igual a 3, resultando em

1
— Z g_ .
T (46)

Os resultados experimentais coincidem com a previsdo tedrica se a proteina ocupar
um espago de dimensdo fractal dy e nio um de dimenséo euclidiana d = 3 [70]. Neste
caso a dependéncia com a temperatura torna-se

1 peeny @4.7)
T

uma vez que a densidade de estados em fractais é dada por
plw) = w1, (4.8)
Entretanto, calculos tedricos mostraram que [71]
plw) = w1, (4.9)
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onde dy, é o fracton, o estado vibracional quantizado em um fractal, que reflete o aspecto
topolégico do sistema e geralmente é diferente de dy.

Considerando a estrutura secunddria da proteina a questio levantada acima foi solu-
cionada. Diferentes porgdes da cadeia proteica sio unidas por pontes de hidrogénio sem
massa que 140 alteram o valor de dy mas mudam o valor de dy,, pois alteram a topologia
da cadeia proteica. Se ¢ nimero de pontes de hidrogénio é grande, como nas hemo-
proteinas, dg, = dg, e o resultado experimental pode novamente ser descrito pela equagéao
4.7 [72]. Por outro lado, se néo existe pontes de hidrogénio, isto ¢, se a cadeia é linear
dfr = 1, independente do valor de dy, o expoente na equagdo 4.7 serd igual a 5. Pos-
teriormente mostrou-se que as interagdes relevantes para o cdlculo de dy, sao somente
aquelas ao longo da cadeia proteica, e que a auséncia de hélices a e conectividade entre
aminoacidos diminui ¢ valor de dg [73]. A ruptura da estrutura secundéria diminui o
valor de dj,, conforme observou-se em amostras desnaturadas de azida metahemoglobina
[74].

Os valores de dy obtidos através de medidas de relaxagdo estao de acordo com os

resultados obtidos a partir de dados de raios-X da posigao dos aminoacidos {tabela 4.1)

Proteina Relaxagao Raios-X
Mioglobina | 1.63 £ 0.04 | 1.66 + 0.04
Citocromo ¢ | 1.67 & 0.03 | 1.66 + 0.05
Ferrodoxina | 1.34 £ 0.06 | 1.34 £ 0.05

Lisosoma | 1.76 £ 0.05 ] 1.76 & 0.05

Tabela 4.1: Dimensao fractal de algumas protefnas obtidos por relaxagio e raios-X. Adaptado de [39].

A regiao de baixas temperaturas, na qual o modelo fractal pode ser utilizado para
descrever o processo de relaxagao, é melhor analisada quando se utilizam proteinas que

contém cobre, como a plastocianina, pois estas relaxam mais lentamente que as proteinas
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férricas. Drews et al [75] estudaram a relaxagao spin-rede de plastocianina usando duas
amostras parecidas com somente uma pequena diferenca na concentragio (tabela 4.2). Os
resultados para a amostra chamada I foram ajustados pela integral de Raman (equagéo
2.7} com a temperaura de Debye § infinita, o que leva a uma lei de poténcia do tipo
T™. Entretanto observou-se que para a amostra II a lel de poténcia é inadequada para
descrever os resultados, os quais podem ser descritos pela integral de Raman considerando

# um parametro ajustével (figura 4.2).

Amostra | Cu?* (mM) | Cu total (mM) | n | 8 (K)
I 0.62 0,97 481 oo
I 0.62 0,97 498 | 99.7
II 0.18 0.54 5.14 00
II 018 0.54 5.47 | 89.5

Tabela 4.2: Parimetros de relaxacio spin-rede de plastocianina. Adaptado de [75].

- Plastocianina |

Plastoclanina il

Desvio percentual

Termperatura (K)

Figura 4.2: Desvio percentual dos ajustes de relaxagao spin-rede de plastocianina [75].
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Além disso, a grande varia¢éo nos valores de n para amostras com poucas diferencas
tanto na concentragio como na preparagio, e a obtengido de somente um destes valores
préximo ao valor calculado baseado em estimativas da dimenséo fractal (5.64 + 0.08),
levou a conclusio qua a dimensdo fractal ndo estd relacionada com o processo de relaxagéo
para estas proteinas.

Os resultados do tempo de relaxagio spin-rede para porfirinas Fet spin baixo podem
também ser descritos por uma lei de poténcia com n = 7 [41]. A semelhanga no valor de
n para porfirinas e hemoproteinas levou a hipdtese que este valor depende mais do meio

local da heme do que da estrutura proteica total, como anteriormente sugerido [39,70-74).

4.2.2 Capacidade Calorifica

Utilizando a densidade de fénons dada pela equagéio (4.8) pode-se obter a dependéncia

da capacidade calorifica com a temperatura {76]
Cpx TV, (4.10)

e através do grafico de log Cpx log T, determinar-se o valor de dy.
Os valores para a lisosoma c no intervalo de 4 a 40K mostraram uma grande de-

pendéncia de d; com o grau de hidratagio proteica (tabela 4.3).

g H,0/g de proteina | dy

0.0060 1.1
0.143 1.7
0.250 1.9

Tabela 4.3: Dimensio fractal da lisosoma c obtidos por medidas de Cp. Adaptado de [76].

77



A dimensao fracta] reflete a natureza e o carater das interagdes intramoleculares na
protefna, pois a formagio da estrutura proteica depende da cooperacgao entre interagoes
intramoleculares fracas, tais como pontes de hidrogénio, e interagdes hidrofébicas, para
as quais as moléculas de agua sao fundamentais.

Uma vez que

c, = 2—2{-, (4.11)
a energia interna da proteina é dada por
U ox T+, (4.12)
isto &, a energia interna possui estrutura fractal pois apresenta auto-similariadade
UAT) « XY HHU(T). (4.13)

4.2.3 Raios-X

Analise estrutural dos resultados de raios-X de cristais de proteinas globulares mostra-
ram que as superficies das mesmas apresentam uma estrutura fractal. A dimensao fractal
da superficie foi obtida para virias protefnas de diferentes tamanhos, peso molecular ou

funcdo biolégica. Alguns resultados sio mostrados na tabela 4.4 [77].

Tabela 4.4: Dimensao fractal da superficie, ds,, de algumas proteinas obtidas por anlise de raios-X.

Adaptado de [77].

Proteina | djs sem dgua | dss com dgua

Pepsina 2.124 2.113
Mioglobina 2.121 2.095
Citocromo ¢ 2.106 2.100
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Os valores de dy, estdo todos no mesmo intervalo (2.10-2.15) independentemente do
tipo de proteina. Quando a camada de hidratagdo é considerada os valores de ds, dimi-
nuem, pois a dgua preenche as depressdes da superficie proteica.

Os valores das dimensdes fractajs proteicas obtidos por relaxagio e calculados a par-
tir da posigao dos aminodcidos (tabela 4.1) sdo muito diferentes dos obtidos por andlise
de raios-X das superficies das mesmas (tabela 4.4). Entretanto, estes valores estdo rela-
cionados com duas diferentes grandezas. O primeiro mede a dimensao fractal da cadeia

polipeptidica total, enquanto que o segundo a rugosidade da superficie proteica.

4.2.4 Dinidmica de hemoproteinas

O processo de religacdo de NO a hemoglobina pode ser analisado por um modelo
baseado na estrutura fractal da proteina, que foi inicialmente desenvolvido para descrever
a cinética dos canais idnicos na superficie da membrana celular [78]. O conceito de fractal
pode ser relacionado com o processo de religagio porque o mesmo requer trajetdrias
estatisticas miltiplas [79].

Uma das imposig¢des do modelo é que a proteina deve permanecer em uma conformacio
por um tempo suficientemente longo para ser medido, o qual define uma escala de tempo
efetiva toy. A constante de velocidade efetiva ks, neste caso, é definida como a proba-
bilidade por unidade de tempo para a proteina mudar o estado conformacional e é dada
por

d
kef(tef) = '—a ln P(t)t=td' (414)

Se a cinética é auto-similar
1‘+‘d f-""d
kef(tef) = Atcf A (4.15)
onde A é o fator de frequéncia constante.
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Desta forma: _
P(t) = exp [ - —————¢drrdr ] | 4.16
© = e (- (@16
O modelo pode ser usado para ajustar os resultados de fotodissociagio de NOHb na

faixa de 5 a 20 K, relacionando a fragéo normalizada de NO desligada com 1— P(t), entdo

N{t) =1-exp ( t1+df'_df) . (4.17)

1+dy —dp
A equagao 4.17 ajusta os resultados experimentais para t < 100s. Para t > 100s, os
resultados s&0 ajustados por uma exponencial simples

N{t) =1~ Bexp(—kt), (4.18)

como observa-se na figura 4.3, que também evidencia que para estes sistemas o modelo
fractal e exponencial simples é mais adequado do que o modelo de subestados conforma-

cionais.

—cr.m
— 1.0

=10 -

== _ o o

=

— .0 — e e
o.5 “
—_3 .13

—_—.

—_—2. 0 F-

[-1=}

EX=Y RELL T EG PIalil

teoempo (=)

Figura 4.3: Fotodissociagio de NOHD usando o modele fractal e exponencial simples (2) e o modelo de

subestados conformacionais (b) [78].

Da tabela 4.5, que mostra os resultados dos ajustes, podemos ver que os valores de

D = dy. — dy, para cada conformagio, independe da temperatura. Se a hipétese de
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que somente as ligacdes longitudinais ao longo da cadeia proteica sio importantes para
o cdlculo do fracton for valida , entdo dy-=1 e o valor de dy obtido para a conformagao
R (1.65) estd de acordo com os valores obtidos por relaxagio para hemoproteinas férricas
spin baixo (1.48 a 1.65). Os valores para as conformagtes RT e T ndo puderam ser

comparados por ndo encontrarem-se disponiveis na literatura.

T (K) D AG™Y) | B | k(s

Conformagido R
59 1065 £0.03} 0.140 } 0965 | 0.023
70 |0.65+£0.03| 0.128 | 0.774 | 0.020
9.1 [0.65+0.03{ 0132 | 0.565 | 0.160
12.3 10.65 - 0.03 { 0.205 § 0.893 | 0.035

Conformacio RT
6.5 |0.61 £0.01 ] 0.116 | 0470 | 0.010
10.1 } 061 £ 0.01 | 0.147 | 1.501 | 0.023
134 | 0.61 £ 001 0.174 | 4.289 | 0.038
15.5 | 0.61 +£ 0.01 | 0.162 1.476 | 0.030

Conformagio T
104 [ 0.56 £ 0.04 | 0.165 | 3.344 | 0.064
16.2 | 0.56 £ 0.04 | 0.203 | 0.283 | 0.027
174 ;056 £ 004} 0194 | 0476 ; 0.035
19.6 | 0.56 £ 0.04 | 0.216 | 0.150 | 0.010

Tabela 4.5: Parametros do modelo fractal para a recombinagao de NOHb humana em trés diferentes

conformagdes. Adaptada de [78]. (A e D da equagdo 4.17 e B da equagao 4.18)

Os valores de dy estao na ordem decrescente indo da conformagéo R para T, indicando

que a estrutura R é mais fechada do que a T, o que é consistente com os movimentos das
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hélices observados por raios-X na transigio R — T.

4.3 Modelos microscépicos para a estrutura fractal

Trés diferentes modelos microscdpicos pedem gerar o comportamento fractal, entre-

tanto somente dois podem ser aplicados & proteinas {80].

4.3.1 Modelo hierarquico

Este modelo é qualitativamente similar ao modelo de subestados conformacionais.
Baseia-se na hipétese de que existe uma hierarquia de eventos, isto é, um conjunto de
procesos rdapidos ocorrem antes que um conjunto de processos mais lentos se iniciem. Os
eventos dentro de um determinado conjunto nao estio relacionados, entretanto o tempo
de mudanga de um conjunto para outro estao relacionados por uma lei empirica e isto

estabelece a forma final da fungido que descreve o processo total.

4.3.2 Modelo da difusao de defeitos

Este modelo est4 associado aos movimentos funcionalmente importantes (MFI): movi-
mentos dentro da proteina que sdo chaves para a funcionalidade da mesma. A difusdo
de defeitos através da proteina até as regiGes associadas aos MFI's pode disparar uma
mudanga conformacional. Muitos defeitos se difundem na proteina e cada um possui
diferente probabilidade de atingir as regides dos MFI's. Esta distribuigao paralela do

tempo de “espera” estabelece o comportamento fractal da proteina.
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Capitulo 5

Procedimentos Experimentais

5.1 Preparagao de amostras

As amostras de hemoglobina foram preparadas a partir de sangue humano fresco usan-
do os procedimentos padrdes. Sangue humano foi coletado em heparina (anti-coagulante)
e as hemacias foram lavadas trés vezes com solugio de cloreto de sédio (NaCl) 0,9%. As
células empacotadas foram hemolizadas com dgua destilada e cloroférmio (concentragao
final de cloroférmio: 10%). Depois de 18 h a solugdo foi centrifugada e a solugao de Hb
retirada e estocada a —20°C em solugao com 50% de glicerol (v/v) em tampéo Tris pH
8,5.

Para retirar o glicerol da solucio de Hb e ajustar o pH dois procedimentos foram
utilizados, dependendo do volume da amostra. Para pequenas quantidades usamos co-
lunas de filtracio (Sephadex G-25, Sigma Co.) equilibradas com tampao fosfato pH 7 e
forca idmica 0,066M, e para grandes quantidades (mais de 5 ml), que saturam as colunas,
foi feita dialise a 4°C durante aproximadamente 12 horas.

Para determinar as concentracoes de ferro das amostras, uma pequena quantidade (0,1

ml) de Hb foi transformada em cianometaHb, usando KCN 1M e K3[Fe(CN)g] IM em
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excesso. A concentracdo em mM Fe foi entdo determinada pela relagdo

Asgo f
Fe| = ————
[Fe] = —=
onde: | = 1,0cm é o caminho 6tico, largura da cubeta, € = 11,0 é o coeficiente de

extingdo molar, f é o fator de diluigdo, volume de H,0 mais volume de Hb/volume de
Hb e Asy é 2 absorcao tica em 540 nm, banda caracteristica de cianometaHb, medida
em um espectrofotémetro Cary modelo 17.

As amostras de mioglobina equina (Sigma) foram completamente oxidadas com
K3Fe{CN)g e o excesso foi removido por colunas de filtragdo nas mesmas condigdes
descritas acima.

As amostras de pé de Hb foram obtidas com um liofilizador Labconco 75200.

Hematina foi dissolvida em piridina, reduzida com ditionito de sédio em excesso e
mantida em condigées anaerdbicas com um fluxo de Nj.

NOHb e NOMb em condigdes saturadas (NOHb na conformagao R) foram preparadas
através da reagio do gds NO (obtido da reagéo de dcido nitrico com cobre metélico) com a
solugéo deoxigenada. A adigio do NO foi feita em atmosfera anaerébica (Nz) usando um
saco com luvas. NOHb na conformacio T foi obtida na presenga de inositol hexafosfato
(IHP), dois por heme. 10% em volume de uma solugiéo de NOHb na conformagdo R foram
adicionados a amostras de Hb-IHP previamente deoxigenadas. As amostras foram uti-
lizadas com no minimo 1 hora apds preparagao, tempo suficiente para a redistribuicéo do
NO entre as moléculas. As amostras dissolvidas em 75% de glicerol foram preparadas como
as da conformacio R apds diluicao da solucio de Hb com glicerol 3:1 (glicerol:solugio).
NOHb em pd foram obtidas injetando gds NO nos tubos contendo as amostras.

Amostras desnaturadas foram preparadas tratando-as termicamente usando o banho
ultratermostitico Fanen-111, que mantém a temperatura estdvel 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. A desnaturacio das amostras foi feita
a 80°C por 5 horas. Nestas condigdes a proteina atinge o estado final de desnaturagao
térmica observado por RPE [1].

As amostras utilizadas em medidas de RPE em fun¢do da temperatura foram trans-

feridas para os tubos contendo um capilar com marcador de g, MgCrt2.
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5.2 Medidas de RPE

Medidas de RPE para os estudos da dependéncia do sinal com a temperatura e de
relaxacdo spin-rede foram feitas utilizando um espectrometro banda—-X modelo Varian
E-9, modificado para aquisi¢ao de dados digitalizados usando lock-in EG&G 5206, com
uma cavidade retangular Bruker. Medidas de fotodissociagao de NOHb foram realizadas
no espectrémetro Bruker ESP 300E, com cavidade de transmissio 4tica.

As medidas de temperatura entre 80 e 240K foram feitas usando um termopar Chro-
melx constantan e o resfriamento das amostras foi obtido através de fluxo controlado de
Nos.

Na faixa de 4K e 100 K as medidas foram feitas utilizando criostatos de fluxo de hélio
(HELITRAN LTR-3-110 e Oxford GFS 600). Em ambos as temperaturas foram medidas

com um termopar Au-Fe x chromel, colocado um pouco abaixo da amostra.

5.3 Relaxagao spin-rede

A poténcia a meia-saturagdo, P 1, € ataxa de relaxacao spin-rede Ty ! foram estimadas
usando o método de satura¢do continua [37,39].

Foram monitoradas as intensidades das linhas g = 2.07 e g = 2.011 para as amostras
desnaturadas e somente a de g = 2.07 para hematina.

O valor de P% e o parametro de inomogeneidade b para uma determinada temperatura
foram obtidos através do ajuste dos valores experimentais da intensidade da linha I e da

poténcia de microonda P com a equagao

| _ e 5.1
VP (1+P/Py)*? 61

onde Inaz é 0 valor limite de [ /\/F para poténcias muito baixas.

O valor de T foi estimado a partir do valor de b ¢ medidas da largura de linha pico
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a pico do sinal A Hp,. Utilizamos as curvas de Castner [81] com b = a para obtermos o

paramétro
AH
K(a) = ——2Z 5.
(@) = 5 52)
que relaciona AH,, com AH|, a largura de linha do pacote de Lorentzianas.
T) foi calculado a partir da equagao
3RA
V3RAH, (5.3)

"~ 16gupPyK (a)

onde up é o magnetom de Bohr e A a constante de Planck.

O erro na suposi¢do de que b=a é no mdximo de um fator de 2 [40], e como traba-
lharemos principalmente com os valores relativos de T; em funcao da temperatura, essas
incertezas nfo sdo importantes,

Embora o método de saturagdo continua nio seja muito preciso para obtengio dos
valores de T, ele é adequado para determinar a dependéncia com a temperatura e os
valores relativos dos mesmos, e tem sido muito utilizado em sistemas biolégicos [82]. Este
método nao é normalmente aplicavel para determinar tempos de relaxacio de spins com
acoplamento dipolar, entretanto, pode ser usado para estimar a ordem do aumento na
taxa de relaxacdo devido & este acoplamento. O valor de b menor que 1 indica a presenca
da interagao dipolar, e, neste caso, a expressio (5.1) leva a valores de P% distorcidos que
dependem do fator de inomogeneidade e da extensio de saturagio [83].

Neste trabalho somente as amostras de hematina apresentaram valores de b ligeira-
mente menores que 1. Para estas amostras os ajustes foram feitos assumindo o limite
de inomogeneidade (b=1), €, neste caso, a interagao dipolar é somada ao mecanismo de
relaxacdo como na referéncia [83].

As condigdes de saturagdo néo permitiram a determinagio de P% para temperaturas

maijores que 70K.
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9.4 Fotodissociacao

Experimentos de fotodissociagio foram realizados iluminando a amostra através da
Jjanela da cavidade de transmisséo ética com uma lampada de Xenénio de 1000 W (Oriel
Corp. of America, Stanford, CA) colimada e filtrada por uma solu¢io saturada de sulfato
de cobre.

Os espectros de RPE foram medidos antes e depois da iluminagio. A dissociagao foi
acompanhada por um tempo suficientemente longo para a intensidade do sinal atingir um
valor estacionério.

Antes de repetir a experiéncia em uma temperatura diferente a amostra foi aquecida
até 77K de modo que o sinal original é restaurado.

Nao observou-se nenhuma evidéncia de que o espectro de RPE de NOHb desnaturada é
composto por mais de um componente e, além disso, mostrou-se anteriormente que mesmo
quando o espectro é composto, como em NOHbD nativa, as curvas cinéticas independem
do valor de g [57,58]. Entéo as curvas cinéticas foram obtidas monitorando a intensidade
do sinal de RPE no valor de g=2.07 fixo. As curvas do niimero de NO dissociados foram
normalizadas para o valor de equilibrio em cada temperatura pela equagio

I,—I{t)

N =77

(5.4)

onde I, e I, 580 as intensidades inicial e estaciondria, respectivamente.

As curvas normalizadas foram ajustadas com os quatro modelos: exponencial sim-
ples, exponencial dupla, subestados conformacionais e fractal. Os parametros ajustiveis
foram determinados utilizando o program SigmaPlot para os modelos exponencial sim-
ples, exponencial dupla e fractal. J4 para o modelo de subestados conformacionais, os
mesmos foram obtidos através de um programa em linguagem C utilizando um método
tipo Monte Carlo (niimeros aleatérios) e minimizando o erro quadrético médio. Todos
os ajustes foram feitos progressivamente diminuindo o niimero de parimetros. Em cada
passo o pardmetro que apresentava menor dispersdo era fixo no seu valor médio e um novo

ajuste dos pardmetros livres é realizado.
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Capitulo 6

Resultados

6.1 RPE de NOHb e NOMbD desnaturadas, p6é de
NOHD e NO-hematina

Os espectros de RPE foram obtidos em fungao da temperatura e da poténcia de
microonda. Na figura 6.1 apresentamos os espectros de NOHb e NOMb desnaturadas e
pé de NOHb a 6 K e 20 dB (~ 1.3 mW). Os espectros sao assimétricos e apresentam
uma estrutura hiperfina bem definida. Esta estrutura é caracteristica do Fe da heme
pentacoordenado [84]. A forma espectral nido depende da poténcia de microonda ou
da temperatura, como pode ser observado nas figuras 6.2 e 6.3, onde sdo mostrados os
espectros de NOHb desnaturada em fungdo da temperatura e os espectros de p6 NOHb
em funcao da poténcia de microonda a 4.2K.

Podemos observar nos espectros de NOHb desidratada um sinal muito intenso em
g =~ 2.0. Este sinal foi anteriormente observado e associado a formagio de um radical livre
durante a desidratagéo [85].

Os espectros de NO-hematina, grupo heme sem cadeia polipeptidica, em fungao da
temperatura e da poténcia de microonda sao mostrados nas figuras 6.4 e 6.5, respecti-
vamente. Observamos que, para temperaturas maiores que 77 K, o espectro sofre uma

mudanca na forma semelhante Aquela observada nas amostras de NOHb nativa a tem-
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peraturas menores, aproximadamente 30K [19]. Para temperaturas menores que 77 K, os
espectros nao dependem da temperatura e apresentam uma desprezivel dependéncia com

a poténcia de microonda.

§=2.07

HOMb desnsturada

NOHD desnaturada

} NGO Hb desidratada

gx1.991

Figura 6.1: Espectros de RPE das amostras desnaturadas e NOHb desidratada. T: 6K. Pot.: 20 dB.

N N

14.4K

40K

180K

9=2.07

260K

Figura 6.2: Espectros de RPE de NOHb desnaturada em fungdo da temperatura. Pot.: 22 dB.
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Figura 6.3: Espectros de RPE de NOHb desidratada em fungio da poténcia de microonda. Os detalhes

em 0 e 10 dB mostram o espectro sem o sinal do radical livre. T: 4.2 K

4K
| 77K
123K

I 270K

Figura 6.4: Espectros de RPE de NO-hematina em fungéc da temperatura. Pot.: 22 dB.



g=1.991

Figura 6.5: Espectros de RPE de NO-hematina em fungio da poténcia de microonda. T: 4.2 K

6.2 Intensidade do sinal de RPE a temperaturas

maiores que 80K

A figura 6.6 mostra os espectros de RPE dos cinco tipos de NOHb para as quais a
intensidade do sinal em func¢do da temperatura foram monitorados: conformagao R em
solugio tampdo, conformagio R em solugdo a 75% glicerol, conformagio T em solugao,
p6 e solucio desnaturada. As linhas verticais indicam as posi¢oes nas quats as amplitudes
das linhas foram medidas para analise. As intensidades em outros pontos, bem como
a integral dupla do espectro (4rea), foram também medidas, e apresentaram a mesma
dependéncia com a temperatura.

O espectro da conformagédo R ¢ idéntico a componente C, que é observada a altas
temperaturas [19], como foi descrito no capitulo 2. A amostra com 75% de glicerol apre-
senta um espectro muito semelhante, exceto pela auséncia de uma suave indicagao das

trés linhas do desdobramento hiperfino observado na conformagao R.
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Figura 6.6: Espectros de RPE de NOHb em diferentes conformagfes. T: 80K e Pot.: 20 dB.

A interagdo hiperfina do nitrogénio, caracteristica de sistemas pentacoordenados, é
claramente notada nos espectros de pé e desnaturada anteriormente citados e no da con-
formagao T. A presenga ou auséncia desta estrutura tem sido atribuida a mudancas na
distancia entre o Fe da heme e o nitrogénio da histidina proximal [84).

Enquanto a baixas temperaturas (< 100K’) os efeitos de saturacdo precisam ser con-
siderados [19], a temperaturas maiores esses efeitos nao sdo importantes porque a forma
do espectro permanece a mesma independente da poténcia de microonda utilizada. A
largura de linha permanece constante, enquanto que sua intensidade aumenta com o au-
mento da poténcia, sem indica¢io de saturacio. A anilise dos espectros de NOHD fica,
entdo, simplificada no intervalo de temperatura deste estudo (80 a 280 K).

A figura 6.7 é a comparacao da dependéncia das intensidades dos sinais com a tem-
peratura para as diferentes amostras estudadas. A medida da intensidade do marcador
de g mostra que o efeito das mudancas do fator QQ da cavidade com a temperatura so-
bre a intensidade do sinal é desprezivel. Com excecdo de NO-hematina e NOMDb nativa
as curvas apresentam uma diminuigao brusca de intensidade na faixa de 150 a 220 K.

Esses resultados sdo independentes dos ciclos de aquecimento ou resfriamento que foram
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variados de diversas maneiras. Em uma experiéncia tipica uma amostra preparada a tem-
peratura ambiente foi congelada tanto para a temperatura mais baixa (80K) como para
uma temperatura ligeiramente inferior & ambiente (273K). A temperatura é entdo aumen-
tada ou diminuida com intervalos de aproximadamente 5K e o espectro medido apés ¢inco

minutos de equilibrio. Os ciclos de temperatura sio todos perfeitamente reproduziveis.

A0- seimMAAL A A AA A A Marcador de g
8] RENVEWWVY ¥ ¢V NO-hematina
B st o b 0 b e NOMD nativa
-~ 4 NCMb desnaturada
o M ] o ©° o ®°
. -]
2 a2 0o °
— 4 Q
3, 204 ° L. n, NOHD nativa
] g
wd o f"'. anba NCHb desnaturada
j o aat
a2 a
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[
17 a8
FIE B
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224 a
h a
20 T T T T
4 [ 8 0 ©
10007 (1/K)

Figura 6.7: Dependéncia da intensidade dos sinais de RPE com a temperatura.

As curvas experimentais podem ser ajustadas com uma expressio da forma

I= % [1 + exp— (%g)]—l (6.1)

onde AG é & diferenca de energia livre entre dois estados conformacionais, I, é umn fator
de normalizacio e 1/T é o fator associado ao limite de altas temperaturas da distribuicio
de Boltzman do dubleto de Zeeman dominante a baixas temperaturas (figura 6.8).

Este ajuste sugere um equilibrio térmice com uma segunda espécie nao detectdvel por
RPE, correspondendo a suaves alteragoes na geometria da heme, histidina proximal e o
NO ligado.

Considerando AG = AH — TAS com AH e AS independente da temperatura, obte-
mos os resultados mostrados na tabela 6.1

Os desvios grandes observados na tabela sugerem que um tnico conjunto de AH

e AS poderia ajustar todo o conjunto de amostras utilizados. No entanto as curvas
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Figura 6.8: Dependéncia com a temperatura da intensidade do sinal de RPE de NOHb em diferentes

estades. As linhas sblidas representam os resultados dos ajustes.

Proteina AH (kJ/mol) | AS (J/K.mol)
Conformacao R de NOHb 329+ 10 123 + 15
NOHb em 75% de glicerol 177+ 7 53 4 26
Conformagéo T de NOHb 12.8 + 5.2 55.7 + 6.7

Pé de NOHD 219+ 8 72.3 + 16.6
NOHD desnaturada 4.7+ 14 24.9 + 8.3
NOMbD desnaturada 15.7 £ 6.8 63.2 £ 25

Tabela 6.1: AH e AS para nitrosil hemoproteinas em diferentes conformagdes segundo a equagio 6.1.
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experimentais ndo podem ser ajustadas fixando o valor de AH médio para todas as
amostras. Em vista destes resultados, consideramos, entdo, os valores de AH médio para
as amostras hexacoordenadas (conformagdo R e 75% glicerol) e para as pentacoordenadas
(conformagéo T, pé de NOHb e, NOHb e NOMb desnaturadas). Para tal, as médias
foram refeitas considerando todos os resultados experimentais e néo somente os valores
médios da tabela 6.4, a boa concordancia do modelo com os resultados experimentais é
recuperada, refazendo os ajustes com AS como pardmetro. Os resultados sio mostrados

na tabela abaixo.

Conformacio | AH (kJ/mol) | AS (J/K.mol)
Hexacoordenada 29.3 &£ 0.9 105 £ 6
Pentacoordenada 12 + 2 42,4 4 0.8

Tabela 6.2: AH e AS para nitrosil hemoproteinas segundo a equagao 6.1 (vide texto).

6.3 Relaxacgao spin-rede

Na figura 6.9 apresentamos a dependéncia com a temperatura da taxa de relaxagio
spin-rede para NOHb e NOMb desnaturada, pé de NOHb e NO-hematina.
Conforme vimos nos capitulos 2 e 4, os mecanismos de relaxagéo observados em hemo-
proteinas sio descritos por fungdes da forma T" (Raman com dimensio fractal ou ETL) ou
exp (— %) (tipo-Orbach). Entdo considerando estes modelos os resultados experimentais

podem ser ajustadas pelas expressdes abaixo no intervalo de temperatura de 4 a 70K.
Ty = AT"+C (6.2)

Tl_l = Bexp (——%) +D (6.3)

onde n, A e C, B, A e D sio pardmetros dos ajustes. O resultado experimental e o

procedimento de ajuste indicaram a necessidade dos termos independentes da temperatura

CeD.
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As linhas cheias e pontilhadas representam os melhores ajustes das equagdes 6.2 e 6.3,
respectivamente. Observamos que, exceto para hematina, ambos os ajustes sio equiva-
lentes dentro do erro experimental. A andlise do residuo, dado pela diferenga entre o
valor experimental e o valor calculado pelo ajuste, confirma que os ajustes sao idénticos,

a menos para NO-hematina que é methor ajustada pela expressio (T™) (figura 6.10).

9=2.07

1 NOHbD desnaturada NOMb desnaturada
] +

1 *

14 %
04
By

34 NOMb desidratada NO -hematina

log Py, (AU)

Figura 6.9: Dependéncia com a temperatura da poténcia a meis-saturagio, que é proporcional a taxa
de relaxagio spin-rede. As linhas sélidas e tracejadas representam os resultados dos ajustes das equagdes

6.2 e 6.3, respectivamente.

Vamos considerar a equacio 6.2 para estimar os valores absolutos de T ;. Este modelo
foi escolhido porque ajusta todas as amostras analisadas. O uso da equagiao 6.3 daria
aproximadamente 0 mesmo resultado, pois os ajustes sdo equivalentes. Na tabela 6.3
apresentamos os valores de T '(s™!) a trés diferentes temperaturas, com os dois termos
da equacgao 6.2 sendo calculados separadamente.

Da tabela observamos que a baixas temperaturas o termo constante é dominante.
Da figura 6.9 podemos verificar que a temperaturas menores que 11 & 3 K a principal
contribui¢io para a relaxagio das amostras desnaturadas e hematina é devida ao termo

constante nas equagoes dos ajustes. Este termo néo foi observado para p6 de NOHDb, para
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Figura 6.10: Residuos dos ajustes dos dados experimentais da taxa de relaxagéo spin-rede.

AT x 10° | ¢ x 10° | 7 x 108 ]
NO-hematina — g = 2.07

5K 0.4 1.4 1.8
10K 2.1 14 3.5
15K 7.8 1.4 9.2

NOMbD desnaturada — g = 2.07

5K 5.9 25 309
10K 69 25 94
15K 288 25 313

NOHD desnaturada — g = 2.07

SK 06 24 246
10K 7.1 24 311
15K 30 24 54

Tabela 6.3: Valores absolutos de 1! {s~!) de acordo com a equagdo 6.2.
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o qual o termo constante do ajuste é desprezivel em relacdo as outras amostras, ou em
estudos anteriores de relaxacdo de NO hemoproteinas [19,44).

A taxa de relaxacao independente da temperatura é caracteristica do processo de re-
laxagdo cruzada [86]. Na estrutura modificada das proteinas desnaturadas, e na hematina,
as distdncias interhemes podem ser suficientemente pequenas para a relaxagao spin-rede
ser dominada, & baixas temperaturas, pela relaxacao cruzada.

Utilizando os valores experimentais para o termo constante e a expressao para a taxa
de relaxacio cruzada (eq. 2.17) podemos obter os valores médios das distancias entre
hemes nas amostras. O resultado é 21 A para NO-hematina e 12 A para NOHb e
NOMDb desnaturadas,

6.4 Fotodissociagao de NOHD desnaturada

Na figura 6.11 mostramos os espectros de RPE a 5 K de NOHb desnaturada, antes e
ap6s a fotodissociagao. Observamos que nao existe mudanga espectral na forma da linha
devido a fotodissociagio em qualquer temperatura estudada.

As curvas de cinética das fracdes de NO dissociadas (figura 6.12) podem ser separadas
em dois grupos, que dependem da temperatura. O valor médio da fracio dissociada no
estado estacionéario no primeiro grupo, composto pelas temperaturas de 5K, 8K e 10 K é
aproximadamente 0.11, enquanto que para o outro (13K, 16K e 25K) é de 0.05.

As curvas de cinética normalizadas foram ajustadas com os modelos de exponencial

simples, exponencial dupla, subestados conformacionais e fractal.
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Depeis

Figura 6.11: Espectros de RPE de NOHb desnaturada antes e depois da fotodissociagio. T: 5 K.

LR —5K

F

Figura 6.12: Fragoes de NO dissociadas da Hb desnaturada durante a fotodissociagao.
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6.4.1 Modelo de exponencial simples

Conforme descrito no capitulo 3, observou-se que a temperatura menores que 200K
a reassociagdo dos ligantes & hemoproteinas é geminada e ndo exponencial com o tempo.
Estes resultados foram explicados considerando que nestas temperaturas o ligante é retido
no bolso da heme apéds fotodisociagao e cada molécula proteica é congelada em um de-
terminado subestados conformaccional com uma energia de ativagao para a religacao
caracteristica.

As alteragbes ocorridas durante o processo de desnaturagio poderiam causar mudangas
no bolso da heme, de forma que a barreira imposta pela matriz proteica deixaria de existir
e o processo de dissociagdo, mesmo a baixas temperaturas, poderia ser descrito por uma
exponencial simples. As curvas de cinética normalizadas e os ajustes com este modelo

COom

N(t) =1 - exp(—kt)

sio apresentados na figura 6.13 para 5K e 25K. Os residuos e as constantes de dissociagdo

sao mostrados na figura 6.14 e tabela 6.4, respectivamente.
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Figura 6.13: Ajuste com o modelo de exponencial simples das curvas de fotodissociagio de NOHb

desnaturada.
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Figura 6.14: Resfduos dos ajustes da dissociagio de NOHb desnaturada com o modelo de exponencial

simples.

T(K) | k2(s71)
5 | 0,0128
8 | 0,0097
10 | 00123
13 | 0,018
16 | 0,0094
25 | 0,0195

Tabela 6.4: Constantes de dissociagio do modelo de exponencial simples para a fotodissociagio de

NOHbD desnsturada.
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6.4.2 Modelo de exponencial dupla

As figuras 6,15 a 6.16 mostram respectivamente o ajuste e os residuos obtidos usando
o modelo de exponencial dupla com

N(O) =1 [ expl= (b, + k1) + o exp(—(h, + 1) (6.4

oo
onde F, = A+ B é o valor estacionario da fragdo de NO fotodissociado, A e B as fracoes
de cada conformacao, k) e k2 as constantes de reassociagao € k, a constante de dissociacio.

Observamos que as fracbes normalizadas das moléculas dissociadas que se religam
rédpidamente -F% = (), 0879 ou lentamente ﬁl’;—o = 0,9121 sao independentes da temperatura.

Os resultados sao mostrados na tabela 6.5.

T(K) | ky + k1(s™1) | ko + ko(s71)
5 0,43 0,0094
8 0,042 0,0084
10 0,29 0,0092
13 0,21 0,0091
16 0,63 0,0071
25 2,26 0,0140

Tabela 6.5: Parametros do ajuste do modelo de exponenccial dupla para a fotodissociagio de NOHb

desnaturada.
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Figura 6.15: Ajuste com o modelo de exponencial dupla das curvas de fotodissociagio de NOHbD

desnaturada.
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Figura 6.16: Residuos dos ajustes com o modelo de exponencial dupla das curvas de fotodissociagdo

de NOHD desnaturada,
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6.4.3 Modelo de subestados conformacionais

Para o modelo de subestados conformacionais foi utilizada a expressao

_ I dEg(E) g {1 - oxp {= [k + k(E)]t}}

) R

(6.5)

onde k e k;{F) sdo as contantes de dissociagéo e reassociagio, respectivamente, e a fungao

distribuigao é dada por
o
9(B) = go expla(B” ~ B) - nexp —(E” - E)] (6.6)

onde g, é a constante de normalizacao, o e # definem a forma e E, é a energia do pico da
distribuigao. Conforme discutido no capftulo 3, existem outras fungdes distribuigées que,
no entanto, levam a resultados equivalentes [68].

Como estamos na faixa de temperatura na qual a recombinagao ocorre via tunelamento

e assumimos uma barreira parabélica [49,57], temos

ki(E) = Aexp(—eE?) (6.7)
com
_ 7 (2M)Y%4,
‘T E, (6.8)

e onde M é a massa reduzida do Fe e NO, d, a largura da bareira e A o fator de frequéncia.
Melhores ajustes sdo obtidos se estes dois Gltimos parimetros dependem da temper-
atura (tabela 6.6). Os outros (o, n, Fp e k) sdo fixos nos valores médios dos ajustes
(conforme descri¢do no cap. 5) e mostrados na tabela 6.7.
Os resultados dos ajustes, os residuos e a fungéo distribuigao sdo mostrados nas figuras

6,17, 6,18 e 6,19, respectivamente.
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TK) | A (s71) | do (nm)
5 | 00613 | 0,0055
8 0,0088 | 0,0045
10 0,0203 | 0,0023
13 0,8653 | 0,0168
16 1,5467 | 0,0207
25 1,2240 ¢ 0,0077

Tabela 6.6: Parametros livres do modelo de subestados conformacionais para a fotodissociagio de

NOHb desnaturada.

Parametros } Valores
E, (KJ/mol) | 1,3972
a 1,0810

n 0,5491

k (s71) 0.0019

Tabela 6.7: Pardmetros fixos (vide cap. 5) do modelo de subestados conformacionais para a fotodisso-

ciaggo de NOHb desnaturada.

In N(T)

T T M T
EL} [l 100 pLl)
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Figura 6.17: Ajuste com o modelo de subestados conformacionais das curvas de fotodissociagao.
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Figura 6.18: Residuos dos ajustes da dissociacio de NOHb desnaturada com o modelo de subestados

conformacionais.
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Figura 6.19: Fungio distribui¢io da energia de ativacio de NOHb desnaturada.
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6.4.4 Modelo Fractal

No modelo fractal a fracdo de NO dissociada é dada por
tl_D

1-D

N(t)=1—exp (6.9)

Tomando o parametro D fixo em 0,19 4 0,02, obtemos para NOHb desnaturada os resul-

tados mostrados na tabela 6.7 e nas figuras 6.20 e 6.21,

TK) | A (s7Y)
5 | 0,021
8 0,017
10 0,021
13 0,020
16 | 0,016
25 | 0,030

Tabela 6.8: Parametros do modelo fractal para a fotodissociagao de NOHb desnaturada.

n N(T)

3K 25 K

Tampo (s)

Figura 6.20: Ajuste com o modelo fractal das curvas de fotodissociagdo de NOHb desnaturada.

107



Renldues {u.m.)

T T v v — T
. 1aw a8 - ot & 1ne

Tom pa (%)

Figura 6.21: Residuos dos ajustes da dissociagio de NOHb desnaturada com o modelo fractal.
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Capitulo 7

Discussao dos Resultados

7.1 Dependéncia do sinal de RPE com a temperatura

A forma dos espectros de RPE de NOHD desnaturada e desidratada, e de NOMb
desnaturada n&o sofrem nenhuma alteragio em todo o intervalo de temperatura estudado
(4K a aproximadamente 273K). Por outro lado NOHb na conformacao R, que apresenta
uma forte dependéncia com a temperatura e poténcia de microonda em baixas temper-
aturas [19], néo apresenta mudangas espectrais para temperaturas maiores que 80 K, da
mesma forma que a mesma conformacio dissolvida em 75% gliceral ou a conformacéao
T. A Gnica amostra que apresenta mudanga espectral a temperaturas acima de 80 K é a
NO-hematina.

A temperaturas acima de aproximadamente 150K observou-se um grande e reversivel
decréscimo das intensidades (ou 4res) dos espectros da maioria das nitrosil hemoproteinas,
com exce¢ao para NOMb nativa e NO-hematina.

O desvio da linearidade da intensidade do sinal observado a temperaturas mais al-
tas (aproximadamente 230 K) foi anteriormente atribuido ao congelamento da égua de
hidratagdo [87]. Esta nio pode ser a explicacio no nosso caso, pois o resultado foi obser-
vado também em amostras desidratadas e em amostras dissolvidas em glicerol, para as

quais os efeitos de agregagdo do solvente durante seu congelamento estao eliminados.
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Desvios no comportamento do fator Lamb-Massbauer com a temperatura também
foram observados em metaMb e deoxiMb, mas estes resultados invariavelmente indicam
que acima de 200K existe um decréscimo no excesso de < 22 > em amostras liofilizadas
quando comparadas com cristais ou solugdes [88-90]. Tais diferencas entre amostras nao
sdo observadas neste trabalho. Portanto a perda de flexibilidade do segmento da proteina
que envolve a heme e NO, que é importante para interpretagdo dos resultados de espec-
troscopia Mossbauer, nao é observado em nossos resultados.

Como nao existe mudanga espectral poderfamos assumir a existéncia de niveis de
energia eletrénicos mais altos. No caso de metaHb (Fe'3, S=5/2) o desvio observado no
decréscimo da amplitude do sinal de RPE com o aumento de temperatura foi atribuido
4 existéncia de niveis devido ao desdobramento de campo zero do nivel de energia mais
baixo (£1/2, £3/2, £1/2) [91]. Entretanto esta possibilidade é normalmente rara em
hemoproteinas ferrosas (Fet?) por causa da grande separacio de energia entre o estado
fundamental e o primeiro estado excitado. De fato a expressio que descreve este modelo
nao ajusta as curvas experimentais.

As curvas experimentais foram ajustadas pela equagio 6.8. Este ajuste sugere um
equilibrio térmico com uma segunda espécie que nao é detectada por RPE, e estd associada
a pequenas alteracdes na geometria da heme, envolvendo a ligac@o do Fe com a histidina
proximal e o NO ligado.

A diferen¢a de entalpia e entropia entre os dois estados conformacionais sio respecti-
vamente 29,3 + 0,9 kJ/mol e 105 £+ 6 J/K.mol para a conformagdo R, e 12 + 2 kJ/mol
e 42,4 % 0,8 J/K.mol para as amostras pentacoordenadas.

Trabalhos anteriores utilizando resultados de susceptibilidade paramagnética sugerem
o equilibrio térmico de duas espécies em ambos os estados R e T de metaHb azida de carpa
[92,93]. As duas configuragdes estereoquimicas diferem na distancia Fe-N (porfirina) e na
rigidez do Fe a temperaturas abaixo de 220K. Nossos resultados evidenciam efeitos que
ocorrem a temperaturas mais baixas com diferencas no comportamento para as duas
estruturas quaternarias. Os valores de AH sugerem que as mudangas sio favorecidas
nas conformagdes pentacoordenadas que possuem distncias Fe-N (histidina proximal)

majores. Os valores de AH sio da mesma ordem de grandeza que aqueles obtidos por RPE

110



para NOMb equina [13] e para NO-eritrocruorina entre 100K e 300K {15], respectivamente.
Nossos resultados diferem por nao observamos nenﬁuma. mudanga espectral, ou seja, uma
das espécies nao é observavel por RPE.

Waleh et al mostraram que em nitrosil porfirinas ferrosas o diagrama de energia
eletrénica depende da geometria local préxima da heme e pode variar entre duas situagoes:
uma com o spin localizado fortemente no NO (a situagio “normalmente” observada por
RPE) e a outra com o spin localizado no orbital d;2 do ferro [26]. Variacdes pequenas na
distdncia ou no idngulo de ligacdo afeta a diferenga de energia e a ordem relativa dos dois
niveis. Estes deslocamentos do spin podem ser causados por fatores estéricos resultantes
do aumento de temperatura e a localizagido do spin no ferro poderia refletir-se num au-
mento da taxa de relaxacido, que leva a um alargamento da linha tornando impossivel a
detecgao deste estado por RPE.

NOMDb nao apresenta o decréscimo na intensidade do sinal de RPE. Este comporta-
mento andmalo indica a estabilizagao de uma espécie conformacional como anteriormente
observado em citocromo c oxidase {13] e em Aplysia Brasiliana [15]. No tltimo caso a
proteina nio possui histidina distal o que tem forte efeito na estrutura eletrénica do com-
plexo. Diferengas na ligacdo da histidina com o Fe de Hb e Mb sao também observados
em complexos férricos ligados a HyO, apesar da estreita similaridade entre as cadeias das
duas proteinas [94]. Outros resultados experimentais inesperados tém sido observados
para NOMDb, como por exemplo, a complexidade das cinéticas mostradas pela religacio

nao-exponencial apds fotodissociagio a temperatura ambiente [95].

7.2 Relaxacao spin-rede

Com excecao de NOHD em solugio todas as amostras de nitrosil hemoproteinas es-
tudadas apresentam uma dependéncia com a temperatura da forma T™ para a taxa de
relaxacéao spin-rede. O valor de n para amostras nativa e desidratadas é 2.2 4 0.2, e para
amostras desnaturadas e hematina este valor aumenta para 3.8 & 0.4 (tabela 7.1). Esta

dependéncia com a temperatura estd associada a um modelo que supde um processo de
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Proteina g A n|{C| B |A(em )| D |Ref™
NOHD nativa — — — | — [ 105 28 — 19
pé de NOHDb 2.064 0.11 1.9 — | 928 51 4.2 4

2.003| 0.048 (227 — | 1120 47 2.3 4

NOHbD desnaturada { 2.07 | 0.0003 | 3.6 { 3.9 | 1566 65 4.4 4
2.011} 0.0002 | 3.6 2.0 785 65 2.3 4

NOMbD nativa 2.007 — 240 — | — — -= 1 44
pé de NOMb 2.064 — 24 — | — —— — | 44
2.003 — 21y — | — — — | 44

NOMD desnaturada | 2.07 0.003 |35]3.8| 618 LY | 4.4 4
2.011 | 0.00001 4.5 1.3 | 1836 77 1.0 4

NO-hematina 2.07 | 0.00015 [ 3.2} 0.2} 115 76 0.2 4

Tabela 7.1: Parametros do ajuste de T} * com as equagdes 6.2 e 6.3. © Nas referencias 19 e 44 somente

o melhor ajuste foi considerado e o termo constante nao foi observado.

relaxagao mediado por modos de tunelamento de um sistema de dois niveis. A existéncia
de estados de tunelamento localizados {(ETL) proposto para NOMb em pé [44] pode ser
extendida para NOHb em pd, uma vez que solugdes deste complexo também exibem mais
que uma conformagio de ligagdo associada ao sistema de dois niveis [19].

Neste modelo, o expoente n é dado por n = 2 4 ), onde X dd a relacdo entre a
densidade de estados e a energia na forma p(E) =~ E*, e estd associado ao valor da
energia caracteristica Epaz, a energia méxima do ETI, ou o limite na distribuicio do
paramétro de assimetria do poco duplo de potencial. Existe uma correlacao entre os
valores obtidos para A e o estado funcional da proteina. Amostras nativas e desidratadas,
que sdo reversiveis para nativa, apresentam valores de A pequenos (0.2 a 0.4) quando
comparados com os valores para proteinas desnaturadas (1.5 a 2.5), hematina (1.7 £ 0.1)
ou materiais inorginicos amorfos (1.5 a 1.6) [14].

Se considerarmos a dependéncia da forma exp(*%), obtemos evidéncias para um nivel
de energia mais baixo de 65 em~! para NOHb desnaturada, 51 e 75 cm ™! para NOMb

desnaturada e 76 cm~! para NO-hematina. Esses valores sio maiores que o valor obtido
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para o componente A (poténcia mais baixa) da NOHb nativa, 28 cm™! [19], mais é ainda
bastante menor que a diferenca de energia entre os estados fundamentais e eletrénico
excitado no diagrama dos niveis de energia proposto para nitrosil hemoproteinas [96].

¥, interessante observar que NOHD nativa apresenta um nivel excitado de baixa energia
de 28 cm™! para o componente A e seu espectro de RPE muda a temperaturas préximas
de 32K ( 22.4 cm™!) [19], enquanto nossos resultados indicam um nivel de baixa energia
de 76 + 4 cm™! para NO-hematina com mudancas espectrais a temperaturas da ordem
de 80K (56 cm™!). A semelhanga destes valores sugerem uma correlagio entre si, devido
4 existéncia de duas conformagdes (geometria) da heme ligada, associadas a diferentes
dngulos ou distdncias da ligagdo com os ligantes axiais. Os valores de energia obtidos
estao em boa concordincia com os valores previstos e observados por espalhamento de
neutrons ineldstico para os modos dos fénons de baixa frequéncia do meio exterior para
Mb [96,97]. As variagdes na geometria do ligante podem, entdo, ser induzidas por esses
fonons.

Embora amostras desnaturadas de NOHb e NOMb e de NOHb em pd néo apresen-
tem mudancas espectrais, a evidéncia de um nivel excitado de baixa energia sugere a
existéncia de uma segunda conformacgio nao detectavel por RPE, o que esta de acordo
com a depéndencia com a temperatura das intensidades dos sinais de RPE discutida na
secgdo anterior.

Os valores de X obtidos acima para o modelo ETL estio correlacionados com a
diferenca de energia entre as conformagdes no equilibrio. Um maior limite do parametro
de assimetria do pogo duplo é associado a um valor maior de energia do estado excitado
(tabela 7.1).

O efeito da desidratagio de NOMb é aumentar a taxa de relaxagio de 5.6 x10* 57! em
solugio para 1.8 x10* s7! em amostras em pé a 20K [13]. Este efeito é mais intenso em
NOHbD com o aumento de 1.6 x10* s~! em solugio para 1.8 x10% s7! em pé na taxa de
relaxacio nesta temperatura, Obsevamos que a taxa de relaxagéo aumenta ainda mais nas
amostras desnaturadas em relacio as amostras desidratadas. Os valores de 77! a 20K
sao 1.1 x10% s7! e 7.9 x10® 57! para NOMb e NOHb desnaturadas, respectivamente.

Esta variagao deve estar relacionado com o fato de o processo de desnaturagio causar
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alteragbes adicionais as do processo de desidratagdo, como foi anteriormente observado
em metaHb [2]. Em ambos os processo foi observado a formagéo do hemicromo P, mas na
desnaturacéo existe mais uma mudanga estrutural distorcendo o hemicromo P em outro
chamado P’, que possui espectro de RPE diferente.

Este efeito pode também ser observado na forma dos espctros de RPE de nitrosil
hemoproteinas. O triplete hiperfino é centrado em g=2.09 nas amostras desidratas ou
conformacao T, enquanto que nas desnaturadas é centrado em g=2.011. Além disso os
espectros da conformagdo T ou desidratada apresentam valores de g;—=2.07 e g,=2.038
bem definidos e nas amostras desnaturadas somente um ombro em g=2.064 é claramente
observado, indicando uma simetria mais axial.

A observacdo do processo de relaxacio cruzada em nitrosil hemoproteinas desnatu-
rada e NO-hematina permite estimar os valores médios das distincias entre hemes. Os
resultados séo 21 A e 12 A para NO-hematina e, NOHb e NOMb desnaturadas, respec-
tivamente.

Considerando a concentragio de hematina utilizada (5mM) a distincia estimada entre
os dtomos de ferro em solucéo de hematina é 86 }1, que € muito maior do que a distincia
prevista baseando-se na taxa de relaxagao cruzada. Entretanto sabe-se que amostras de
porfirinas em solugdo tendem a formar dimeros [41]. Portanto, o valor médio da distancia
encontrada por relaxacao cruzada reforga a hipotese de formagio de dimeros.

A disténcia entre os 4tomos de ferro na estrutura R de NOHb é Fe(a; — o) = 36 A
e Fe(f, — f2) = 33 A, enquanto que na estrutura T as distincias correpondentes sio 35
A ed0 A [98]. Um decréscimo relativo nas distdncias entre grupos heme nas amostras
desnaturadas ¢ hematina em comparacao com os valores nas estruturas R e T, juntamente
com a superposi¢io total das fungdes espectrais fazem com que a relaxagao cruzada seja
possivel nestas amostras.

Podemos estimar, a partir das mudangas no volume e dados cristalogrificos, as dis-
tincias entre as hemes durante o processo de desnaturagio e desidratagiio. Se ndo con-
sideramos nenhuma mudanga nas posigdes relativas das hemes e no volume da proteina,
a distincia média entre as hemes nas amostras desidratadas seria menor ou igual do que

nas amostras desnaturadas, entretanto o termo constante relacionado com a relaxagao
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cruzada nao é observado nas amostras desidratadas. Estes resultados estdo em con-
corddncia com uma mudanca dristica na estrutura da proteina durante o processo de
desnaturacgao, deixando os grupos hemes mais préoximos nas amostras desnaturadas do

que nas desidratadas.

7.3 Fotodissociacgao

O processo de ligagio geminada do NO a hemoproteinas, estudadas por absorgao
6tica na faixa de picosegundos a temperatura ambiente, foi anteriormente ajustado por
uma exponencial simples em dois casos: para Mb de elefante [54] ¢ Mb de baleia ou cavalo
em baixos pH [68].

No primeiro deles a explicacdo inicial foi que a substituicao da histidina distal por
uma glutamina, que néo apresenta um anel heterociclico, ndo poderia representar ne-
nhuma restrigdo para a recombina¢éo do NO e esta seria uma reagdo de 1° ordem [54].
Posteriormente verificou-se, utilizando Mb mutantes [66], que somente a substituigao do
amino acido na posi¢do distal nao é suficiente para explicar este comportamento, e que o
mesmo deve estar associado a outras diferencas na cadeia proteica.

A religagio exponencial simples, em baixos pH, foi explicada associando a recom-
binagdo geminada bifdsica com a transferéncia para a heme das mudangas que acontecem
na matriz proteica. Esta tranferéncia ocorre através da forte ligacio com a histidina
proximal que é rompida em pI baixos, levando a uma recombinagao exponencial simples.

Nas amostras desnaturadas termicamente a ligacao entre o Fe da heme e a histidina
proximal é enfraquecida ou rompida, entretanto a recombinac¢io geminada do NO nao
pode ser ajustada por uma exponencial simples. Dos modelos utilizados para explicar
os resultados de fotodissociagao, este é o que apresenta o maior residuo, como podemos
observar na figura 7.1. Entao a hipétese de que o rompimento da ligagio Fe-N (histidina
proximal) estd associada a uma religacio exponencial simples néao foi verificada em nossos
resultados.

Os ajustes utilizando os outros trés modelos sdo aproximadamente equivalentes, com
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Figura 7.1: Comparagio dos residuos dos modelos utilizados para a fotodissociacio de NOHb desna-

turada.
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maior residuo para o modelo fractal em tempos mais curtos.

Considerando o valor da constante de dissociagao k obtida através do modelo de
subestados conformacionais (0,0019 s~?) podemos calcular os valores das constantes de
reassociagao k) e ko no modelo de exponencial dupla. Os resultados sio mostrados nas
figuras 7.2 e 7.3.

As taxas de recombinacio lenta (k) ou rapida (k) estio associadas a duas diferen-
tes populagoes de ligantes que estdo mais préximos ou mais afastados do ferro apés a
fotodissociagao [57].

A temperaturas menores que 10 K vemos que o comportamento com a temperatura
da constante de reassociagiao mais lenta € idéntico ao comportamento das conformacoes
nativas (figura 7.2). Entretanto, com o aumento da temperatura as conformagdes apre-

sentam um aumento deste valor, que nao € observado na amostra desnaturada, mesmo a

26 K.
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Figura 7.2: Comparagéo dos valores das constantes de reassociagio lenta para NOHb. Os valores para

as conformagdes R, RT e T foram obtidos de [58].

Os ligantes dissociados que estdo distantes do ferro encontram obstdculos para a sua

reassociago. O aumento de temperatura permite a molécula na forma nativa pequenos
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rearranjos de sua estrutura que facilita o acesso do ligante ao ferro. Este rearranjo ocorre
a aproximadamente 10 K para a conformagao R, em temperaturas mais altas (16 a 20K)
para as conformagdes RT e T, e ndo é observado até 26 K nas amostras desnaturadas.

O comportamento com a temperatura da taxa de recombinacdo mais rapida é bastante
semelhante entre as conformagées pentacoordenadas (conformagdes RT, T e desnaturada),
diferindo da conformagao R, hexacoordenada (figura 7.3). Este comportamento pode ser
explicado considerando que a ligagdo com a histidina proximal aumenta o bolso da heme
no lado distal facilitando a religagio dos ligantes préximos nas amostras hexacoordenadas

em comparac¢do com as amostras pentacoordenadas.
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Figura 7.3: Comparagio dos valores das constantes de reassociagio rapida para NOHb. Os valores

para as conformagoes R, RT e T foram obtides de [58].

Podemos notar que, em compara¢io com uma dependéncia tipo Arrhenius, os valores
de k; nao dependem e os de ky dependem muito fracamente da temperatura, o que re-
forga a hipétese que a recombinagio, na faixa de temperatura da experiéncia, ocorre via
tunelamento quéntico.

Os parametros que dependem da temperatura no ajuste com o modelo de subestados

conformacionais sio o fator pré-exponencial A e a largura da barreira dg.
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Comparando os seus valores para NOHD desnaturada e para as conformagées R, RT
e T, vemos que os valores do fator pré-exponencial sio bem menores nas amostras des-
naturadas do que nas conformagdes nativas em qualquer temperatura {(figura 7.4). Estes
valores podem ser associados a0 aumento da entropia do sistema ligante-proteina no es-
tado desnaturado, no qual a organizagio polipeptidica é quebrada, como anteriormente
sugerido para a ligagdo de CO a Mb mutante [68].

Para amostras nativas dy diminui com a temperatura. Este comportamento foi expli-
cado baseando-se na hipétese de que temperaturas maiores favorecem a transicdo para
estados excitados com barreiras mais estreitas do que as do estado fundamental. No en-
tanto, os valores da largura da barreira para amostra desnaturada apresenta um desvio
neste comportamento, com aumento de dy na regido de 10-17 K (figura 7.5). Nas faixas
de temperatura abaixo e acima (até 25 K) desta regido, o comportamento pode ser inter-

pretado da mesma forma que nas amostras nativas.
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Figura 7.4: Comparagio dos valores do fator pré-exponencial do modelo de subestados conformacionais

para NOHb em diferentes estados. Os valores para as conformagdes R, RT e T foram obtidos de [58].

O valor da energia do pico da fungdo distribuigdo Ep é menor para a amostra des-

naturada (1,4 £ 0,5 kJ/mol) do que para a amostra nativa nas conformacgdes R,RT e T
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Figura 7.5: Comparaggo dos valores da largura de barreira geminada para NOHb em diferentes estados.

Og valores para as conformagdes R, RT e T foram obtidos de [58].

(2,71 £ 0,02 kJ/mol; 3,5 + 0,2 kJ/mol e 4,5 + 0,1 kJ/mol).

Observou-se na religacio de CO com Mb que o valor de Ep diminui com o decréscimo
do pH [51] ou se a proteina é colocada em um solvente com ponto de fusdo alto, como
dlcool polivinil (PVA) [48]. A dependéncia com o pH foi interpretada em termos de
uma interagao carga-dipolo entre a molécula dipolar CO e a carga positiva da histidina
distal. O decréscimo de Ep para Mb imersa na matriz sélida PVA em relagdo a Mb em
dgua-glicerol que, por sua vez, é ligeiramente menor do que o valor para Mb em solugio
tampao, pode estar relacionada com a perda de mobilidade, ou aumento de rigidez, da
cadeia polipeptidica.

Uma vez que nao observamos evidéncias para mudancas de pH, ou mudangas na carga
da histidina distal, podemos supor que o valor de Ep nas amostras desnaturadas esta
associado com o diminuicio da mobilidade da cadeia proteica como consequéncia, princi-
palmente da retirada de agua durante o processo de desnaturagio.

O valor de k,(0,0019s5™!) para NOHb desnaturada é menor do que os valores para
as conformagdes R, RT e T que sio, respectivamente, 0, 0098 + 0, 00025, 0, 0084
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0, 0004.5“1 e 0,0188 £ 0,0003s~1. Estes valores pequenos foram anteriormente explica-
dos considerando as concentragdes altas e as caracteristicas de absor¢ao e espalhamento
das amostras congeladas. O valor obtido para amostra desnaturada é consistente com
esta explicagao, pois estas se precipitam durante o processo de desnaturagio e portanto
aumentam a concentragao e espalhamento.

Diferentemente do ajuste para amostras nativas [78], o modelo fractal serve para de-
screver o processo de fotodissociagao para NOHb desnaturada em todo o intervalo de
tempo observado. O valor obtido para D, a diferenga entre as dimensdes fractal e fracton,
dy — dsr, independe da temperatura.

O valor da dimensio fractal nio pode ser determinado diretamente de nossos resul-
tados, porque o parametro relevante para o ajuste é D. Para determinar o valor de dy
devemos utilizar os valores de dy, da literatura.

Se considerarmos que as pontes de hidrogénio entre as hélices sio rompidas pelo pro-
cesso de desnaturagao, ds, = 1 [72], levando a uma dimensao fractal de 1,19 + 0,02. Por
outro lado, utilizando o valor encontrado para metaHb azida desnaturada, dp = 1,15
[74], obtemos dy = 1,34 £+ 0, 02.

Os dois valores encontrados sao menores do que os valores para as conformagde R, RT
e T, que sao 1,654+ 0,03, 1,61 £ 0,01 e 1,56 £ 0, 03, respectivamente, ¢ sio menores do
que os valores experimentais de raios-X para a dimensao fractal da cadeia proteica, que
varia de 1.48 a 1.68 [39].

O decréscimo no valor de d¢ quando a proteina passa da estrutura R para a estrutura
T, foi associado a estrutura R mais fechada do que a estrutura T [78]. O valor para
amostra desnaturada indica que o processo de desnaturagdo causa um rompimento das
ligagoes que estabilizam a globina, deixando a estrutura mais aberta do que nas amostras
nativas.

O fator pré-exponencial é o parametro dependente da temperatura neste modelo. Ob-
servamos da figura 7.6 que os valores para amostras desnaturadas sao aproximadamente
constantes, quando comparados com os da conformagées nativas, que independente da
afinidade, apresentam um aumento com a temperatura.

Uma vez que o fator pré-exponencial esta diretamente relacionado com a constante de
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Figura 7.6: Comparacio dos valores do fator pré-exponencial do modelo fractal para NOHb em difer-

entes estados. Os valores para as conformagdes R, RT e T foram obtidos de [78].

velocidade efetiva k.5 (equagao 4.15), definida como a probabilidade por unidade de tempo
para a proteina mudar o estado conformacional, podemos concluir que esta probabilidade
aumenta com a temperatura nas amostras nativas e permanece constante na amostra
desnaturada, ou seja, 0 comportamento com a temperatura deste modelo também estd
relacionado com a relacio estrufura-fungao da proteina. Este resulfada refor¢a a hipétese,
discutida nos dois modelos anteriores, de que a flexibilidade da cadeia polipepitica é

importante para a fungao fisiologica da proteina.
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Conclusoes

Neste trabalho sao caracterizados a estrutura e o processo de ligagao de nitrosil hemo-
proteinas desnaturadas termicamente usando RPE.

Acimas de 80 K a dependéncia com a temperatuta do espectro de RPE indica a exis-
téncia de dois estados conformacionais em equilibrio térmico para a majoria das amostras
analisadas, com excessdo de NO-hematina e NOMDb nativa. A existéncia de védrias espécies
conformacionais em equilibrio foi anteriormente sugerida como uma propriedade carac-
teristica das proteinas na sua forma nativa, que tem papel fisioldgico. Os resultados deste
trabalho sugerem que esta é uma, propriedade geral das hemoglobinas, independente de sua
estrutura quaterndria, do solvente, ou estado de desnaturagio. Os valores dos parimetros
termodindmicos do equilibrio indicam que os mesmos estao relacionados com as estrufuras
hexa ou penta-coordenados, ¢ ndo com o estado funcional da proteina.

O efeito das mudancas estruturais irreversiveis devido ao processo de desnaturacgio é
facilmente observado nos resultados de relaxagio spin-rede. Amostras desnaturadas apre-
sentam um processo diferente a baixas temperaturas, relaxag¢io cruzada, e um aumento
no valor da taxa de relaxac¢éo em comparagio com amostras nativas ou desidratadas, que
sao0 reversiveis para as nafivas.

Acima de aproximadamente 10 K a dependéncia da taxa de relaxacdo com a temper-
atura pode ser descrita por dois modelos diferentes: ETL e tipo-Orbach. Consequente-

mente, os parimetros caracteristicos, pardmetro de assimetria () para ETL e a energia
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do nivel excitado mais baixo (A) para Orbach, estio relacionados. Estes processos de
relaxagdo dependem da estrutura da globina, como pode ser claramente observado na
tabela 7.1. Estes modelos reforgam a hipétese de equilfbrio conformacional.

Os resultados de fotodissocia¢do a baixas temperaturas de NOHb desnaturada podem
ser descritos pelos mesmos modelos utilizados para NOHb nativa: exponencial dupla,
subestados conformacionais e fractal. Os valores dos parametros e suas dependéncias
com a temperatura indicam quais as diferencas no processo de ligagao para as diferentes
estruturas.

O modelo de exponencial dupla baseia-se na hipétese que existem duas populagoes
de moléculas fotodissociadas, caracterizadas por taxas de recombinac¢io mais lenta ou
mais rapida, e que podem estar associada a duas diferentes simetrias do NO ligado como
recentemente observado para NOHb e NOMb utilizando RPE com banda Q [99]. O
processo de desnaturagao modifica a taxa de recombinac¢ao dos ligantes que se religam
mais lentamente, que estéo distantes do ferro, e ndo sdo importantes para o processo de
ligagdo rapido, devido a proximidade entre o ligante e o ferro.

O efeito das mudangas causadas pela desnaturagio pode ser analisado pelos valores
de trés pardmetros no modelo de subestados conformacionais: o fator pré-exponencial, a
energia do pico da distribuicao e a largura da barreira.

A diminuic¢io do fator pré-exponencial em relagdo aos valores das conformacoes nativas
pode ser explicado como consequéncia do aumento de entropia da hemoproteina ligada,
j& que no estado desnaturado a estrutura organizada é rompida.

A diminuigado da energia do pico nas amostras desnaturadas pode ser relacionada com
a perda da flexibilidade da proteina como consequéncia da retirada de dgua durante o
processo de desnaturacio.

A largura da barreira apresenta um comportamento anémalo com a temperatura.

Este é constituido por duas regides (5 a 10K e 13 a 25K) onde temperaturas mais altas
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favorecem a transicdo para estados excitados com barreiras mais estreitas.

O valor da dimensao fractal na amostra desnaturada é menor do que os valores nas
conformagdes R, RT e T, e mais proximo ao da conformacgao T indicando uma estrutura
mais aberta do que as amostras nativas. As ligagbes que estabilizam a estrutura nativa
na forma globular sio rompidas durante a desnaturacio, entdao a forma da cadeia pode
estar determinada principalmente por intera¢des hidrofébicas fazendo com que a amostra
se precipite com uma estrutura mais aberta.

O comportamento do fator pré-exponencial com a temperatura pode estar associado
a estrutura funcional da proteina, pois este pardmetro estd relacionado com a mudanca
conformacional por unidade de tempo, que é consistentemente favorecida com o aumento
da temperatura nas amostras nativas em relagdo as amostras desnaturadas.

A analise dos modelos para recombinagao do ligante as amostras desnaturadas poderia
indicar qual é o mais adequado para descrever o processo de ligacdo do ligante & hemo-
proteina nativa. A escolha deste melhor modelo levaria em consideragio dois aspectos.
O processo de liga¢ido do ligante as hemoproteinas desnaturadas nao pode ser descrito
por um modelo criado para descrever o funcionamento da mesma na forma nativa; ou, os
valores dos pardamentros que estéo associados as diferentes conformacgoes nativas devem
modificar-se coerentemente de forma a descreverem as mudangas estruturais devidas ao
processo de desnaturagao.

Nossos resultados indicam que os trés modelos sao equivalentes para descrever os resul-
tados da fotodissociacao em hemoproteinas, independente de sua estrutura quaternéria,
e que os parimetros dos mesmos se alteram de forma a descreverem as novas condigoes.

Neste trabalho a técnica de RPE foi extensivamente utilizada para caracterizagao
do equilibrio conformacional de nitrosil hemoproteinas. Como continuidade do mesmo
sugerimos que outras técnicas sejam utilizadas para analise das hipoteses e questionamento

apresentadas. Como, por exemplo, a existéncia de duas conformagdes, uma das quais
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néo observavel por RPE acima de 80 K, pode ser analisada utilizando espectroscopia
Maéssbauer. Medidas do calor especifico de nitrosil hemoproteinas em diferentes estados e

condi¢bes podem esclarecer as diferencas nas suas estruturas e confirmar o carater fractal

observado em experimentos de fotodissociacao.
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