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Resumo

Os espectros EPR em banda-Q de Nitrosil Hemoglobina (HbNO)
e Nitrosil Miogiobina (MbNQ) foram estudados em funcido da temperatura, na
faixa entre 12 K e 200 K. Encontrou-se que os espectros de ambas proteinas
nitrosiladas apresentam dois tipos de mudangas em fungdo da temperatura. A
primeira pode ser associada a existéncia de duas espécies paramagnéticas,
uma com simetria rbmbica e outra com simetria axial. A segunda, é observada
pelas variacbes nos valores dos fatores g e nas larguras de linhas; para a
espécie rébmbica associada a variagao de orientacao do ligante Fe-NO e para a
axial com a variagdo da distdncia entre Fe e N da histidina préxima (F8).
Ambos tipos de mudancas espectrais foram reproduzidas

computacionaimente.

As mudangas foram correlacionadas com  subestados
conformacionais, tomando o modelo minimo proposto por Ansari como modeio

padrao.

Também estudou-se a dependéncia com a temperatura da
relaxacio spin-rede para MbNQ. Os resultados foram ajustados usando dois
modelos: T" e ™. Os resultados podem ser correlacionados as mudancas

entre duas geometrias em equilibrio, sem poder distinguir o tipo de processo.



Abstract

The Q-band EPR spectra of nitrosyl hemoglobin (HONQO) and
nitrosyl myogiobin (MbNO) were studied as a function of temperature between
19 K and 200K. The spectra of both nitrosyl hemoproteins show two classes of
variation as function of temperature. The first can be associated to the
existence of two paramagnetic species, one with rhombic symmetry and the
other with axial symmetry. The second variation was observed by the changes
on the g-factors and linewidths values of each specie. For the rhombic specie
the change in the g value can be associated to the orientation change of the
N(histidine)-Fe-N(NQO) and for the axial specie to the change in the distance
between Fe and N of the proximal histidine (F8). Both variations were

reproduced by computer simuiation.

The changes were correiated with conformational substates inside

of the minimai model proposed by Ansari.

Also we studied the temperature dependence of spin-lattice
relaxation in MbNQ. The resuits were fitted with both T" and ™" models. They
can be correlated to the orientation change between two geometries in

equiiibrium, without can identify the reiaxation mechanism.
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Introducao

As hemoproteinas, como Hemoglobina (Hb) e Miogiobina (Mb),
tém funcdes bioldgicas importantes: elas transportam e armazenam oxigénio
através dos organismos. Estas funcdes biologicas sé podem ser entendidas
claramente, conhecendo a estrutura e o0s estados conformacionais das

mesmas.

A presenga do ferro na heme, permite o uso de varias técnicas
fisicas no estudo de hemoproteinas, devido a suas propriedades magnéticas
conhecidas, em particular EPR em banda Q. Nés escolhemos a banda Q, j&
que a resolugio dos espectros EPR de hemoproteinas melhora com respeito a

banda X.

Varios autores estudaram os espectros EPR de hemoproteinas
nitrosiladas, em fungdo da temperatura e a maioria deles da indicios da

presenca de estados conformacionais.

Nos estudamos duas coisas: a variagcdo dos espectros EPR de
nitrosil hemoproteinas em funcédo da temperatura, numa faixa nunca antes
estudada e o processo de relaxacdo spin-rede a baixa temperatura, ja que
ambos envolvem mudancas entre subestados conformacionais em equilibrio

termodinamico.



No capitulo 1 é apresentada uma breve descricdo da Hb e da Mb
e as caracteristicas do sitio ativo. Também & apresentada uma pequena

revis@o sobre subestados conformacionais.

No capitulo 2 apresentamos uma breve reviséo de EPR e alguns

trabalhos que foram feitos em hemoproteinas usando esta técnica.

No capitulo 3 se revisa a teoria de relaxagio e se apresenta um
pequeno resumo dos trabalhos que foram feitos no estudo da dependéncia

com a temperatura da taxa de relaxacéo spin-rede.

Materiais e Métodos s&o apresentados no capitulo 4, ressaltando

que é importante a parte de subtrac&o do “background”.

No capitulo 5 s&o apresentados os nossos resultados, divididos
em duas partes, uma sobre 0 estudo da dependéncia dos espectros EPR da
HbNQ e da MbNO em fung8o da temperatura € a outra sobre ¢ estudo da

relaxacdo spin-rede para MbNO.

O capitulo 6 & de discussao e conciusdes.



Capitulo 1.- Hemoglobina e Mioglobina

1.1.- Introdugao

Quase todas as reagles quimicas que se realizam nas céiuias
sdo catalisadas por enzimas e todas as enzimas conhecidas s&0 proteinas.
Uma célula isolada contém da ordem de 1000 tipos diferentes de enzimas,
cada uma catalisando uma reacéo diferente. As proteinas cabem muitas outras
funcbes importantes, pois sdo as principais constituintes dos 0ssos, muscuios
e tendbes, do sangue, do cabelo, pele e membranas ceiulares. Aiém disso, a
informacao hereditaria, transmitida de geragdo a gerac¢do no acido nucleico
dos cromossomas, encontra sua expressdo nos tipos caracteristicos de
moléculas de proteinas sintetizados pela célula. Para entender claramente ©
comportamento da célula viva, é necessario antes conhecer como uma
variedade ti0 grande de fungbes pode ser desempenhada por moléculas,
todas constituidas por uma combinagdo de unidades basicas que sdc 0s
aminoacidos.

Os aminoacidos sdo aproximadamente em numero de 20, que

agrupados, formam iongas cadeias conhecidas como polipeptideos.



Proteinas s&o polimeros funcionais, com papel estrutural ou
responsaveis por promover reagdes no sistema vivo. Tanto a capacidade de
promogao, quanto a especificidade das reagbes executadas por proteinas sé&o
atribuidas & sua estrutura e aos estados conformacionais desta estrutura ' .
Do ponto de vista bioldgico, a especificidade é fundamental. Dentro de
qualquer sistema vivo, uma célula por exemplo, sdo inUmeras as reacgbes
bioquimicas ocorrendo simultanea e controladamente dentro do mesmo
compartimento. A regulacédo do funcionamento proteico depende, por outro
lado, da interag@o entre a proteina em questdo e o meio circundante. Esta
interacdo pode ocorrer com outra proteina, ions ou peguenas moléculas e,
guase sempre, envolve mudangas conformacionais adequadas ao transcurso
da reagado. De fato, a propria conformagéo estrutural depende de diversas

formas da interagéo polimero-vizinhanga.

Conhecer a inter-relagao entre estrutura-conformacao-atividade e
0 meio circunvizinho € o objetivo de todo estudo em biologia molecular. Enfim,

deseja-se saber como a vida acontece a este nivel.

O nivel de organizagdo mais baixo numa proteina, é a estrutura
primaria, que € simplesmente a sequéncia de aminoacidos numa cadeia
polipeptidica. Forgas de ligagdes entre aminoéacidos da cadeia polipeptidica de
uma proteina dao-lhe uma configuracéo ou configuragdes bastante regulares.
Essas configuragbes .constituem a estrutura secundaria da molécula. Um

exemplo importante de estrutura regular € a conhecida hélice a prevista por



Pauling em 1951 e confirmada posteriormente por difracdo de raios X em

proteinas.

A existéncia de prolina (o unico aminoacido que € usado na
biosintese de proteinas) facilita a dobra de hélices o« que podem ser
estabilizadas em uma estrutura tridimensional, por pontes de sulfeto formadas
entre residuos de cisteina, por pontes de hidrogénio, por for¢as hidrofébicas e
de Van der Walls. Esta estrutura tridimensional € conhecida com o nome de
estrutura terciaria da molécula e & especifica para cada molécula bioldgica

tendo um papel muito importante no seu funcionamente fisiologico.

Algumas proteinas associam suas cadeias polipeptidicas a outros
tipos de moléculas pequenas e ions metalicos, formando uma classe dentre as
proteinas, classe esta que passa a ser caracterizada pelo grupo ndo protéico.
As hemoproteinas sdo exemplos deste tipo de associagdo. Suas cadeias
polipeptidicas se ligam a uma molécula planar, a protoporfirina que pode

estar associada a algum ion metalico, tal como Cu, Fe, Co, etc.



1.2.- Hemoproteinas

As hemoproteinas representam um grupo de proteinas de grande
importancia para os bidlogos, bioguimicos, quimicos e fisicos. Para os ultimos
as hemoproteinas (hemoglobina, mioglobina, etc.) equivalem na sua utilidade
ao atomo de hidrogénio em fisica atdmica, ou do silicio nas decadas 1950-
1960 em fisica do estado sdlido, transformando-se em moléculas modelo da

biofisica.

O centro ativo dessas moléculas € o grupo heme: um ion de
ferro circundado por um anel porfirinico’ ligado a globina (cadeia polipeptidica)
através de ligacdes idnicas com o0s grupos carboxilatos dos aminoacidos nas
posicées 6 e 7 (figura 1.1) ® . A presenca do ion é essencial para o papel

biolégico desempenhado pelas hemoproteinas.

Q ferro é um metal com propriedades magnéticas bem
conhecidas. Permite o uso de varias técnicas fisicas, tais como:
susceptibilidade magnética, ressonancia paramagnética eletronica, absorgdo
Otica, espectroscopia Mossbauer, efeito Raman, ressonancia magnética
nuclear, etc. Conseqgidentemente, tem-se conseguido uma descricao bastante

razoavel da estrutura eletronica do ferro em situagdes proximas as fisioldgicas.

' O anel porfirinico tem a habilidade para ligar um fon metalico em seu centro. No caso das
hemoprotelnas ( Hb, Mb, etc. ) é o femo, na clorofila € o magnésio e na vitamina By, é 0
cobalto, sendo portanto capaz de reatizar fungfes bioldgicas diversas, as quais dependem em
grande parte do ion central { metal ).
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Figura 1.1.- Grupo Heme; o grupo heme se liga 4 porgéo proteica da Hb e Mb através
dos grupos carboxilatos, das posicbes 6 e 7.

Em condi¢cdes fisioldgicas as hemoproteinas estdo em estado
oxigenado, com moléculas de O, ligadas ao ferro ou em estado desoxigenado,
com a mesma posi¢do desocupada. In vitro, o ferro pode ligar-se a uma
variedade de pequenas moléculas como: CO, HO, NO, CN, eic. Acargae o

estado de spin do ferro { Fe* ou Fe3+) dependem do ligante.



1.2.1.- Mioglobina

A mioglobina (Mb) & constituida de um grupo heme e de uma
cadeia polipeptidica de 153 aminoacidos (peso molecular 17815 daltons-
mioglobina de cachalote), arranjados em oito extensdes de hélices «
(denominadas de A a H) que formam uma fenda para o grupo heme (figura
1.2). Todas as hélices s&o destrdgiras e variam em comprimento de 7 a 26
residuos. Dos 153 residuos, 121 estdo em regi&o helicoidal. A molécula € um
esferOide achatado nos polos, de aproximadamente 44 x 44 x 25 A (Mb
cachalote). E extremamente compacta sendo gque existe pouco espago vazio

em seu interior.

Figura 1.2.- Molécula de mioglobina ™.



O papel da Mb ¢ ligar e armazenar oxigénio. As fontes mais ricas
de mioglobina sdo os musculos de mamiferos aquaticos tais como focas,
baleias e porcos marinhos que devem estocar O, por periodos relativamente
longos. Foi do cachalote que John Kendrew, em 1962 obteve a Mb para a

determinagdo da primeira estrutura por difrag&o de raios-X da proteina 2

As cadeias laterais dos vinte aminoacidos tém uma grande
variedade de propriedades. Alguns s&o muito polares e outros s&o
hidrofébicos, influenciando assim as regides da cadeia em que ocorrem para
formar dobras assumindo aspecto de uma proteina giobular. Os grupos laterais
néo polares dispbem-se no interior da molécula. Os residuos que possuem
tanto uma parte apolar quanto outra polar séo orientados de modo que suas
porcdes nao polares dirijam-se para dentro. Os unicos residuos polares dentro
da Mb (e da Hb) s&o duas histidinas (oito na Hb), que tém funcbes importantes
no centro ativo. O exterior da molécula contém residuos polares e néo polares.
Essa disposicéo deve, certamente, ter uma forte influéncia na solubilidade da
Mb (e Hb). O grupo heme esté localizado em uma fenda da molécuia, um local

apolar, que protege o estado ferroso do heme da oxidagéo.

A estrutura tridimensional da mioglobina é a mesma para as
diferentes espécies estudadas até o presente. isso confirma que apesar da
micro-heterogeneidade (mutagdes) na composicdo dos aminoacidos alguns
devem ter suas posicbes conservadas na estrutura priméaria (sequéncia) de

modo a determinar a estrutura terciaria da proteina.



1.2.2.- Hemoglobina

Dentre as mais abundantes proteinas de vertebrados, esta a
hemoglobina (Hb). Na corrente sanglinea existem em torno de cinco bilhdes
de células vermelhas (eritrocitos) por mililitro (ml), e cada uma é empacotada
com 280 milhdes de moléculas de hemoglobina, de peso molecular 64500

daltons (hemoglobina humana) .

A molécula de Hb tem quatro cadeias proteicas, iguais duas a
duas, chamadas o e B; na Hb humana as cadeias o contém 141 residuos

(aminoacidos) e as cadeias B contém 146, num total de 574 aminoacidos.

Associados a cada cadeia existe um grupo heme, 0 centro ativo da proteina.

A Hb & uma molécula aproximadamente esférica, com uma
cavidade central, e dimensdes 64 x 50 x 50 A (oxi Hb de cavalo). Os grupos
heme de cadeias o, e 3; sao particularmente proximos, como sdo aqueles de

oy € B, (ver figura 1.3).

O empacotamento de cadeias na molécula de Hb é tal que o
contato entre cadeias laterais existe entre subunidades diferentes ( o e 8 ),
mas ha pequeno contato entre as cadeias iguais. Segundo Perutz Bl os pontos
de contato entre as cadeias diferentes sdo por interagbes hidrofébicas,

enquanto entre as cadeias semelhantes sao polares.

10



Figura 1.3.- Estrutura quaternaria da Hb mostrando o arranjo das quatro subunidades 2

Os contatos a e B s&o de dois tipos. Os o4 By e oy B s80
chamados contatos de empacotamento por representarem o empacotamento
das subunidades que ndo mudam quando a molécula Hb vai da configuragdo
desoxi para oxi. Os contatos o4 B, € o, By s&o0 chamados contatos de
deslizamento, uma vez que sofrem as principais mudangas quando ha
alteragdo no estado de ligag&o do ferro do heme. LigagGes de hidrogénio e

pontes salinas também s&o importantes para manter as subunidades juntas 2
Em geral o atomo de ferro tém seis ligantes em uma simetria

octaedral. Na Hb quatro ligantes sdo os atomos de N da prépria heme, 0 5° é o

N do grupo imidazol da histidina proximal (F8) e a 6° posicéo corresponde ao

11



sitio de ligacdo do oxigénio, no caso fisioldgico, e que pode também ser
ocupado por outras moléculas tais como H,0, CO, NO, etc. Ao lado do &°
ligante existe a histidina distal (E7) que estd muito distante do ferro para se
ligar diretamente a ele, mas pode fazer ponte de hidrogénio com o &° ligante

(ver figura 1.4).

O papel da Hb & ligar o oxigénio (O,) no ferro da heme, nos
puimdes, onde a pressdo parcial de oxigénio é alta, transporta-lo através das
artérias e entrega-lo nos tecidos onde a pressao parcial de oxigénio é baixa,
para a agdo metabdlica. A Hb também desempenha papel importante ao trazer
o diéxido de carbono (CO,) dos tecidos para os pulmdes, através das veias.
Este gas ndo é trazido através de liga¢do com os atomos de ferro, mas é
transportado pelo nitrogénioc das aminas terminais das cadeias e
principalmente como ion bicarbonato (HCO;-) em solugéo SN transporte do
fon bicarbonato é facilitado pelo aparecimento de um grupo acido na Hb para
cada molécula de O, liberada. O desaparecimento nos pulmdes do grupo
acido, quando 0 oxigénio & novamente ligado & Hb, da inicio a uma série de
reagcbes que levam ao desligamento do ion bicarbonato. Reciprocamente, a
presenga de bicarbonatos e acido lactico nos tecidos acelera a liberagéo de

oxigénio Pl
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- N HISE,

Figura 1.4.- Estrutura do grupo heme, mostrando as histidinas proximal F8 e distal E7; a
esfera achurada representa a posicao do 6° ligante.
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1.3.- Estrutura Tensa e Relaxada

Uma oufra caracteristica importante da Mb ¢ da Hb é dada peia
curva de saturacdo em fung¢do da pressao parcial de oxigénio (figura 1.5). Para
Mb que tem somente uma cadeia polipeptidica, a curva de saturagio & uma
hipérbole. Ja para Hb a curva de saturagcdo é uma sigmoide. Esta forma esta
relacionada com a cooperatividade entre os ferros da molécula. O modelo mais
simples usado para explicar este comportamento é o modelo alostérico

proposto por Monod, Wyman and Changeaux .

Muasculo Puimdes
100 .

80

60

20

Porcentagem de Saturagéo (%)

20 40 60 80 160
Pressdo Parcial de O, (mmHg)

Figura 1.5.- Curvas de oxigenacdo paraMbe Hbem pH=7.6,7.4e 7.2.

Este modelo assume que cada subunidade pode existir em duas
conformacdes diferentes: uma T ou tensa com baixa afinidade para O, e outra
R ou relaxada com alta afinidade para O.,. As constantes de associagdo para a

interacdo do O, com as subunidades no estado T e R s&o At e Ag, € sua razao
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A{/A; é chamada c. A constante de equilibrio &€ dada por Kc", onde n é o

numero de ligantes ligados.

Quando o primeiro O, se liga na molécula com configuragéo T
(desoxiHb), uma certa quantidade de tensfo é introduzida. Esta tensé&o
diminuiria se a molécula relaxasse para o estado R, e € responsavel pelas
diferentes constantes de associa¢cdo Ar @ Ag. A ligac3o de mais moléculas de
0, aumenta a tensdo total até acontecer a transicdo T-R; inversamente,
guando uma molécula completamente oxigenada (forma R) desliga um ou dois
oxigénios ela muda a estrutura, diminuindo a sua afinidade e desligando o

ultimo O, mais facilmente.

Junto com 0 movimento do ferro em relagéo ao plano da heme
durante a transicdo da forma desoxi para oxi aparecem varias mudangas e
deslocamentos de varios A em toda a molécuia. Esta é a base molecular para

as tensbes introduzidas quando uma molécula de O, se liga a Hb no estado T.
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1.4- Nitrosil Hemoproteinas

Os estudos de EPR em hemoproteinas s&o feitos geraimente
utifizando o ion ferro na forma 3*. As formas oxi e desoxi da Hb (ou Mb), onde

o ferro esta na forma 2*, ndo exibem sinal de EPR convencional.

Uma alternativa que tem sido muito usada para mimetizar a
molécula de O, é a ligagdo com a moiécula NO. Nesse caso o espectro de

EPR observado é devido ao elétron desempareihado do complexo NO-Fe**.

Keilin & Hartree, 1937, realizando medidas de absor¢céao otica
com oxi e meta Hb, mostraram que o oxido nitrico (NO) combina-se com as
duas formas da Hb. Com a oxi Hb, o composto formado & estavel, sendo dificil
obter novamente a Hb livre de NO. Com a meta Hb, entretanto, o composto
formado n3o & estavel, sendo que o Fe*' & reduzido a Fe** e o composto
resultante & idéntico ao obtido com a oxi Hb . O mecanismo proposto para a

reacdo da meta-Hb (ou meta-Mb) com NO & o seguinte P!

(heme Fe**) + NO < (heme Fe NO )™
( heme Fe NO )** < (heme F&?* ) + NO*
(heme Fe** )+ NO' +2 OH < ( heme Fe NO, )** + H,O

( heme Fe NO, )" + NO < (heme Fe NO )** + NO?

16



Observa-se que no mecanismo proposto para cada heme (Fe®)
880 necessarias duas moléculas de NO para que a reagéo ocorra totalmente,
isto é, para que ocorra a redugao do ferro e a formagao do nitrosil-ferroso-
heme. Ha também dependéncia do pH pois o passo ¢ da reagdo requer a
presenga de OH. No caso de amostras em pd € importante a presenca de

H,0!".

1.5.- Subestados Conformacionais

A estrutura primaria da cadeia € formada por ligagdes covalentes
fortes que nac podem ser quebradas por filutuagbes térmicas. A estrutura
terciaria & estabilizada por liga¢des fracas entre partes diferentes da cadeia
polipeptidica. Estas liga¢bes fracas podem ser quebradas e permitir assim
movimentos extensivos. Estes pequenos movimentos da estrutura das
proteinas podem estar associados a sua fun¢do. Conseqientemente o estudo
destes movimentos € relevante. Conceitos basicos para o entendimento do
comportamento dindmico das proteinas surgiram do estudo de reassociagao

cinética de CO em mioglobina, em consequéncia da fotolise @ .

Propriedades em sistemas complexos, particularmente em
proteinas, ndo podem ser descritas por valores dnicos, devem ser
calracterizadas por distribuigbes. Uma proteina se dobra rapidamente e por
conseguinte ndo pode encontrar seu estado de menor energia. Em cada

evento individual de dobra, alguma estrutura diferente sera alcangada. Se
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plotamos a energia de Gibbs da proteina em fungdo de uma coordenada
conformacional, resultard numa energia “landscape” desigual (ver figura 1.6).
De fato a figura 1.6 da s6 um corte unidimensional da energia “landscape”’,
altamente dimensional; mas a idéia essencial é clara: o estado fundamental da
proteina é altamente degenerado. Proteinas compartem esta propriedade com
outros sistemas complexos tais como vidros e vidros de spin, mas as
consequéncias desta propriedade s&o particularmente claras em proteinas.

Cada vale na energia ‘landscape” corresponde a um subestado

conformacional (SC).

G 4

SC

»
>

CORDENADA CONFORMACIONAL

Figura 1.6.- Esquema do corte unidimensional do espago conformacional, G & a energia
livre de Gibbs ®..

As proteinas exibem uma energia “landscape” desigual por ter a
mistura de duas propriedades dos sistemas complexos: desordem (ou néo
periodicidade) e frustragio. Ndo existem condigbes de periodicidade que
forcem a molécula a uma unica estrutura; por outro lado existe frustragio

porque os perfis dos diferentes aminoacidos tentam ocupar 0 mesmo espaco
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na dobra. Em consequéncia a proteina pode existir em um grande nimero de

estruturas levemente diferentes.

A dependéncia temporal ndo exponencial da constante de
reassociacdo do CO depois da fotodissociagdo ™ & s6 uma manifestagdo da
existéncia de subestados conformacionais; também foi verificada por outros

experimentos tais como: andlise de estrutura por raios-X ['% 'l espectroscopia

F12] [13] [14] [15]

Maossbauer e medidas de calor especifico
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Figura 1.7.- Hierarquias de subestados conformacionais em proteinas ',
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A proteina estudada como protétipo, MbCO, exibe dois estados
principais: a forma ligada carboxi Mb e a nio ligada deoxi Mb. Cada um desses
estados da proteina contem muitos SC que desempenham a mesma fungéo

biolbgica e que diferem em detaihes estruturais .

Nas experiéncias de espectroscopia infravermelho em Mp !
observou-se que 0 arranjo dos subestados ndo é tao simples como o indicado
na figura 1.6, foi estabelecida uma hierarquia de subestados onde cada vaie
da figura 1.6 esta subdividido em subestados (SC1), separados por barreiras
menores e novamente subdivididos (SC2). Existe uma hierarquia de

subestados que se subdividem pelo menos quatro vezes (ver figura 1.7).

Também por espectroscopia de infravermelho em carbo-
monoximioglobina (MbCO), foram determinadas trés bandas CO principais.
Estas bandas estio reiacionadas a trés diferentes liga¢des de CO e portanto a
trés anguios diferentes em relacdo a normal da heme; em consequéncia no

MbCO existem trés subestados conformacionais maiores ',
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Capitulo 2.- Ressondncia Paramagnética
Eletronica (EPR)

2.1.- Introducéao

A Ressonancia Paramagnética Eletrénica (EPR) é o fendmeno de
absorcao de energia dos elétrons ndo emparelhados de um atomo, molécula
ou ion guando estes se encontram sujeitos a aplicagdoc de um campo
magnético "' Assim a condigdo necessdria para a utilizacdo de EPR € a
existéncia de elétrons desemparelhados no sistema em estudo. Nesse aspecto
alguns dos ons dos metais de transicdo (Fe*, Cu**, Mn™ e outros), terras

raras e radicais livres sdo adequados.

Em certos casos, como por exemplo para algumas
macromoléculas (proteinas, fosfolipidios, etc), que ndo apresentam absorgéo
intrinseca de EPR, é possivel a introducBo de moiéculas chamadas "spin-
label", que sao radicais livres estaveis. O "spin-label” ligado a macromolécula
pode refletir no seu espectro de EPR alteragbes relacionadas com o sistema

de interesse. Os mais utilizados "spin-labels" séo derivados do radicai nitroxido

(N-0) 2!
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2.2.- Hamiltoniano de Spin

O momento magnético p de um elétron desemparelhado pode

ser expresso em termos de seu spin (S) como:
n=-gps (1)
onde B € o magneton de Bohr e g é o fator giromagneético para o eletron.
A energia de interagdo do momento magnético com um campo

externo H na direcdo z, de intensidade uniforme H, é caiculada pelo

hamiftoniano:

Ay
il

=
X

=gBS.H

=gBH, S, (2)

Este hamiltoniano descreve o efeito Zeeman e sua solugdo
fornece as possiveis energias para o sistema. S; € o operador correspondente

a proje¢ao do momento angular de spin ao longo da dire¢do do campo.

A téecnica de EPR consiste em pdér a amostra num campo
eletromagnético com energia hAv para inverter a orientagcdo do momento
angular de spin dos eiétrons, isto e, provocar transigdes entre estados com
AS=t+1. A diferengca de energia entre esses estados é g B H,. Portanto, a
condigdo de ressondncia, levando em conta a absor¢do de energia pela

amostra, é dada por:
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hv=gBH, (3)

Embora teoricamente seja possivel atingir a condicdo de
ressonancia variando tanto o campo magnético como a freqiéncia, existem
varias razdes praticas para o uso de espectrometros de freqléncia fixa, a

principal & que os Klystrons tém freqiiéncias pouco variaveis "%,

As consideracOes feitas, até agora sdo vaiidas no caso do elétron
livre para o qual o fator g vale 2,0023. Ja em moléculas, o fator g depende da
orientagdo em relagdo a um sistema associado a8 moiécula e, no caso mais

geral, € um tensor anisotrépico simétrico com seis componentes e,

Gx %y e
g9=|0y 9y 9 (4)
gxz gyz g

E sempre possivel encontrar o sistema de referéncia adequado onde o tensor

g € diagonal:
g, O O
g= 0 g, O (5)
¢ 0 g,

Para uma orientacdo arbitraria da amostra em um campo

magnético obtemos a ressonancia caracterizada pelo fator g:

9= [d% cos? 0, +g2 cos® 8, + g% cos®9,]" (6)
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onde, por exempio 6, € 0 angulo entre o eixo x e a direcdo do campo

magnético e cos 8, € o coseno diretor de x. Em coordenadas esféricas:

g=[g5 sen” 0 cos” ¢ + g7, sen’§ sen? ¢ + g5 cos?6]* (7)

Se o tensor g tem simetria axial, tendo o eixo z como eixo de
simetria, temos:
Q= 92z
91 = Oxx = 9y
g=(g° sen’ 0+ g;, cos’0)"> (8)

No entanto, estudam-se casos mais complexos, onde os eiétrons
desemparelhados estdo sujeitos a interagdes no atomo ou ion com os atomos
vizinhos. Algumas dessas interacdes sao: interacdo spin-Orbita, interacio

hiperfina e superhiperfina.

Essas interagdes modificam o espectra de EPR que pode fornecer

informagdes importantes sobre o sistema contendo o elétron desemparelhado.
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2.3.-Dependéncia do Espectro EPR com a Temperatura

Para um sistema em equilibrio térmico a temperatura T, sob acdo
de um campo magnético H,, a popula¢ao de spins no nivel de energia superior
n, esta relacionada com o numero no nivel inferior n; pela distribui¢cdo de

Boltzmann:
Ny =1y eXp(-AE / kT)
ny =m exp(-g B Hy /kT) (9)

A intensidade do espectro EPR & proporcional a diferenga de
populagdo entre os niveis envolvidos na transi¢do, n = n, - n;, € 0 valor desta

em determinado campo H, pode ser obtida em fun¢do de N = n, + n;, © numero

total de spins, do seguinte modo:

—-gBHo
1- exp(-%)

—-gBHo)
kT

(10)

Zi3

1+ exp(

A altas temperaturas, g B H, << kT, para espectrémetros de
banda-Q ( X ), gpH, = 1.7 K (0.45 K), o termo exponencial pode ser expandido

em uma série de poténcias, resuitando:

n  gpHe
— = T=85K(25K 11
N 2kT > KA ) (1)

A equacido (11) mostra que a sensibilidade & inversamente
proporcional & temperatura, isto significa que a absorcdo observada a

temperatura de nitrogénio liquido (77K) seria, e geralmente &, quatro vezes
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maior que a temperatura ambiente. Um aumento maior na sensibilidade &
possivel em temperaturas proximas de hélio liquido (4,2K) embora outros

fatores, particularmente saturacao, tornam-se importantes.

A absorcdo de radiacdo de microonda tende a igualar a
populacac nas dois niveis, diminuindo a quantidade de energia absorvida pela
amostra, ou seja, a intensidade do espectro EPR. No entanto, mecanismos de
relaxacdo longitudinal, devidos a intera¢&o dipolar ou de troca entre os
elétrons, dissipam a energia absorvida e restabelecem a distribuicdo de
Boltzmann para a populac&o dos niveis (sera explicado mais detalhadamente

no capitulo 3).
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2.4.- lon Fe em Hemoproteinas

Um atomo de ferro tem 26 elétrons, sendo que 18 estdo em
camadas fechadas e 8 na configuragéo orbital 3d° 4s®. Nas hemoproteinas,

pode aparecer no estado trivalente (Fe®', férrico) ou divalente (Fe**, ferroso).

No primeiro caso a configuragao orbital & 3d° e no Gltimo 3d°.

A camada 3d consiste de 5 orbitais que podem acomodar no
maximo 10 elétrons levando-se em conta seus spins paralelos e antiparalelos,
como & requerido pelo principio de Exclusdo de Pauli. Quando ha menos de 10
elétrons, varios arranjos sd0 possiveis, como mostrado na figura 2.1. A regra
de Hund favorece o estado de spin mais alto como o de menor energia, de

forma que os estados fundamentais para 3d° e 3d° séo respectivamente °S e

D.

FERRICO (Fe*).(3d°%)

:

T

TI]

e

TV

S =5/2 (Alto Spin)
S=3/2
S =1/2 {(Baixo Spin)

FERROSO (Fe?).(3d°%)

W

-

T

v

v

E

T

O

Figura 2.1.- Possiveis ocupagdes dos orbitais d pelos elétrons do ion Fe’* e Fe™.

S =2 (Alto Spin)
S=1
S =0 (Baixo Spin)
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A dependéncia angular das cinco fungdes de onda (orbitais) 3d

ortogonais sdo mostradas na fig 2.2.

dXV dyz dxz

Figura 2.2.- Dependéncia angular das fungoes de onda 3d.

Os orbitais dyy, dy; € dy, s&0 denominados tyy; e 0s, d2e dy2.2 $80
chamados e,. No ion livre a energia dos cinco orbitais & a mesma, ou seja, o
estado fundamental é pentr:adegenerado1 . O efeito do campo cristalino néo é o

mesmo sobre todos os orbitais d e, sendo assim, a degenerescéncia €

' Na aproxima¢io da teoria de campo cristalino os ligantes sfo substituidos por cargas
pontuais negativas, que vao dar origem a um campo elétrico que atua sobre o ion
paramagnético.
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levantada, de modo que ¢ desdobramento dos niveis de energia degenerados

devera ser sensivel a simetria da vizinhanca.

Numa primeira aproximacdo ao estudo do grupc heme das
hemoproteinas, o ion ferro estd octaedricamente coordenado a 6 ligantes
carregados negativamente. Os orbitais d, no centro desse octaedro, serdo
desdobrados. Os trés orbitais tyg (dyy, dyz € dy;) evitam os vértices negativos do

octaedro, enquanto os orbitais eg (de22 € d,2) apontam diretamente para as
cargas negativas. Nesse caso, a energia de repulsdo coulombiana é grande e
esses orbitais (eq) estardo com uma energia maior. A diferenga de energia
entre os orbitais t,y e €5 € chamada de pardmetro de campo cristalino A. Esse

valor depende do composto; em grupos heme & da ordem de 10* cm™ ¥l

Dependendo da intensidade do desdobramento do campo
cristalino A, que levanta a degenerescéncia dos orbitais, pode-se ter uma
configuragdo baixo spin ou alto spin. Assim ligantes fortes A intenso, como o
cianeto (CN ) resuitam em uma configuracéo de baixo spin (S =% para o Fea+)
e ligantes fracos como a agua e o fluor, tém uma configuragdo de alto spin

(S=5/2).
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2.5.- Efeito “g - strain”

Os espectros EPR de hemoproteinas s&o geraimente obtidos de
solugdes congeladas. Eies s&o caracterizados por um grande alargamento néo
homogéneo que se superpde ao efeito de alargamento devido as diferentes
orientacdes da molécula da amostra poiicristalina. Esta distribuicdo randdmica
de orientagbes da proteina resulta em uma distribuicdo dos parametros do
hamiltoniano de spin. E amplamente aceito que as flutuagdes de conformagdo
sao relacionadas a distribuicdo de estresses exercidos pela circunvizinhancga
sabre o sitio ativo, e a distribuicdo de valores de g resultantes tem sido

chamada de alargamento “g - strain” 2,

A intensidade deste alargamento pode depender do solvente. No
entanto, esse fendmeno € tipico do meio proteico. Quando um modeio tedrico
para descrever as propriedades magneticas do centro ativo € disponivel, uma
simuiaga&o numérica do espectro de EPR baseado nesse modelo, deve incluir o
efeito de alargamento de “g-strain”. Por outro lado, a medida quantitativa e a
avaliagdo numérica desse efeito & por si mesmo interessante, porque ele esta
relacionado a fiexibilidade da circunvizinhanga do sitio ativo, uma propriedade

que pode ser de significado funcional #.
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2.6.- EPR em Banda Q

A principal diferen¢a entre EPR em banda X e EPR em banda Q,
€ a freqiéncia da microonda; no primeiro caso ~9.4 GHz e no outro ~34 GHz.
Em conseqiéncia, devido a uma maior freqiéncia, em banda Q o efeito g-
strain € maior que em banda X, de maneira que isto aumenta a largura das
linhas das amostras com g-strain consideravel, como no caso dos liquidos

congelados.

A diferenca na fregiéncia também leva a uma maior resolu¢ao
dos espectros EPR em banda Q, ja que existe uma relacdo diretamente
proporcional entre freqiéncia e campo magnético de ressonancia. Como a
freqliéncia € maior para banda Q os valores correspondentes de campo
magnético também ser&o maiores, ja que os valores de g ndo mudam, tendo

assim uma maior separa¢&o em campo para os respectivos fatores g.
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2.7.- Nitrosil Hemoproteinas

O odxido nitrico { NO ), como a molécula de oxigénio (0,), liga-se
ao ferro do heme ocupando a 6° posigdo de coordenacdo, ficando o ferro
octaedricamente coordenado. Os compostos heme ferrosos (Fe®*) com NO
sS40 paramagneéticos e, ao contrario do caso em que os ligantes sdo O, ou CO,

é possivel realizar estudos através de EPR acompanhando o sinal do NO-Fe*",

O hamiltoniano de spin para compostos NO-Fe?" é dado por:

H=pS.g.H + S.A.I (12)

onde g € um tensor anisotropico simeétrico com seis componentes (ver eq 4), e
A o tensor de interacdo hiperfina, que surge da interagdo entre o spin
eletronico desemparelhado e o spin nuclear ( | ) dos atomos de nitrogénio

localizados ao iongo da normal da heme, ou seja, N do proprio NO e o N, do

grupo imidazol da histidina (F8) proxima.

Dependendo do nimero de atomos de "N (spin nuclear | = 1)
que interagem com o elétron desemparelhado, devemos esperar diferentes
desdobramentos hiperfinos: a interagdo com um nucleo resulta num sinal com
trés linhas, com dois nucieos equivalentes um sinal com cinco linhas e com

dois nucleos inequivalentes um sinal com nove linhas.

As estruturas quaternarias R (oxi) e T (desoxi) apresentam sinais
de EPR diferentes e a transi¢do entre elas pode ser faciimente observada,

variando a concentragdo de NO em relacdo ao Fe. Esta transicdo pode ser

[24] [25][26]

também induzida pelo inositolhexafosfato (IHP)“" ou por variagcdoes de pH
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Tanto no estado R como no estado T o espectro de HbNO pode ser

reconstituido pela soma dos espectros das cadeias o e B isoladas ¥71 %%

No estado R o0s espectros das cadeias o« e P isoladas séo
semethantes. Esses espectros sdo caracteristicos de um sistema com simetria
rdbmbica em um estado de hexacoordenagdo para o ferro. Existe um
desdobramento hiperfino com nove linhas, devido & contribuigdo do "*N do
grupo NO e N do imidazol da histidina (F8) préxima, que fica bem resolvido

usando a técnica de deteccéo de terceiros harménicos 9.

O espectro do estado T € mais complicado porque o espectro da
cadeia $ ndo sofre aiteragbes em relagdo a forma R enquanto que o da cadeia
o muda drasticamente, passando a apresentar um desdobramento hiperfino
com trés linhas bem resolvidas devido ao "N do grupo NO e nenhuma

contribuigao do N do imidazol da histidina (F8) proxima (ver figura 2.3) *%

A=18G

Figura 2.3.- Espectro EPR em banda-X de HbNO no estado T, mostrando a constante de
acoplamento hiperfino A B9,
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Morse & Chan P! estudaram a dependéncia com a temperatura
do espectro EPR (banda-X) na faixa entre 30 K e 180 K de nitrosil-
hemoproteinas (MbNO, Im-Heme-NO, citocromo ¢) em solugdo congelada.
Duas espécies em equilibrio foram observadas, uma com tensor g rémbico e a

outra com tensor g axial, os valores dos tensores estdo na tabela 6.1.

Hori et al ¥ estudou o espectro EPR (banda-X) da Nitrosil
Miogiobina de baleia (MbNO) e encontrou que tanto em cristais como em
solugao congelada, o espectro muda drasticamente guando a temperatura
varia da ambiente para temperatura de nitrogénio liquido; esta mudanca do
espectro pode ser correlacionada com a mudanca do angulo de ligacdo do NO

com a heme, de 153° a temperatura ambiente para 1098° em 77 K..

Nascimento et al P estudara os espectros EPR (banda-X) da
HbNO (Annelidae Glossoscolex paulistus) e MbNQO (Aplysia brasiliana) na faixa
de temperatura entre 103 K e 309 K. Para o primeiro caso encontrara que os
espectros estdo formados por duas especies em equilibrio, no outro caso sé

por uma.

Além disso Wajnberg et al B4 mostraram gue os espectros EPR
(banda-X) de HbNO (humana) em solu¢&o, na faixa de temperatura entre 7.5 K
e 100 K séo constituidos por no minimo trés espécies diferentes. Cada
espectro € composto por combinagbes de somente duas espécies, gue
dependem da temperatura e da poténcia da microonda. Por exemplo, a baixa
temperatura (7.5 K) os espectros s&o reproduzidos por combinacdo de duas
espécies, uma gque se apresenta em baixa poténcia e a outra em alta poténcia

(ver figura 2.4).
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140 mW

20 mW

i

0.16 mW

0.0044 mW

0.0013 mW

Figura 2.4.- Variag3o com a poténcia de microonda dos espectros EPR-Banda X de
HbNO em 7.5 K. Os espectros em banda X tem menor resolu¢do que em banda Q =4,

I [35]

Hattermann et a usando Ressonancia Dupla, Eletronica e

Nuclear (ENDOR) e EPR em banda-Q na faixa de temperatura entre 150 K e
298 K, determinou por meio de simulacdo teorica, que os espectros de NO-
TPP-Im (humana) apresentam duas estruturas, uma axial e outra rombica.
Também foi estudada a transicdo R-T, a qual envoive mudangas
conformacionais na cadeia «, que inclui s6 um distanciamento parcial da

histidina F8 proxima, tanto na cadela isolada como na HbNO.
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2.8.- Modelos Tedricos

Os modelos tedricos relacionam os resultados experimentais com
a estrutura eletronica do elétron desemparelhado. Pelo menos quatro

estruturas ja foram propostas:

a) Modeio n* (dy;): O elétron esta em um orbital n*, sendo as maiores

contribuicbes do orbital d,, do ferro. Em uma estrutura deste tipo s&o

esperados grandes valores de Ag, o que ndo € observado em HbNO.

b) Modelo n* (NO): Mesma estrutura que a anterior com a diferenga que a
densidade de spin € maior no N do NO ™ S3o esperados constantes de
acoplamento isotropica pequena e anisotropica grande para 14N, diferente do

que € observado.

¢) Modeio de Doetschman: Em uma tentativa para explicar todos os valores de

B uma estrutura que

g € A dos varios derivados de NO-heme, foi proposto
seria uma mistura de todos 0s niveis possiveis com as proporgdes relativas de
cada um: =, (0,18), =, (0,35), d,, (0,24) e d, (0,23). Para levar em conta o

acoplamento hiperfino grande de "N do NO é acrescentado o nivel 6 (NO).

d) Modeio o™ : O elétron esta no orbital 3d,, do ferro com suave deiocalizagéo
no orbital N ( & ) do N, e grande delocalizacdo no orbital NO (5, ) P, (figura
2.5).

e) Estes modelos foram propostos para uma determinada configuracdo do
complexo Fe-NO. Waieh et al [39] propdem um modelo, onde consideram um
equitibrio entre dois estados eletrénicos do mesmo heme complexo (devido &

variacéo de g), perturbados pelo resto da proteina.
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Figura 2.5.- Orbital molecular d_. do elétron desemparelhado no &iomo de Fe, na
ligacdo Fe-NO na HbNO.
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Capitulo 3.- Processos de Relaxacao em
EPR

3.1.- Introducéo

As flutuacdes dos momentos magneéticos eletrénicos em matéria
condensada podem ser estudados por diversas técnicas, eletrénicas ou
nucleares. Os processos de relaxacdo paramagnética mais frequentemente
encontrados em matéria condensada envolvem fénons, elétrons de condugéo,
interacbes de froca e interagbes dipolares. Diferentes técnicas podem ser
usadas para medir taxas de relaxacdo de diferentes faixas de valores:
ressonancia paramagneética eletronica (EPR), ressondncia magnética nuclear
{(NMR), espectroscopia Mdéssbauer, dispersao de neutrons inelasticos, medida

de susceptibilidade ac longitudinal e correlagdo angular y-y *!.

O estudo da relaxacdo de spins eletrénicos ou nucleares é uma
ferramenta muito adequada para sistemas moleculares com movimentos. Este
método é particularmente usado no estudo de liquidos, polimeros, cristais
liguidos e sistemas moleculares biolégicos. Estes Jltimos s&o
caracterizados por um grande numero de possiveis configuracbes, alta
entropia e a presenca de movimento browniano. Devido a auséncia de simetria
e regularidade nos sistemas moleculares acima mencionados, o movimento

randdémico é a caracteristica mais importante “'%
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3.2.- Fenomeno de Relaxacao

Um sistema fisico com ions paramagnéticos de spin %, em
presenga de um campo magnético estatico H,, desdobra seus niveis Zeeman

(ver 2.2), como se mostra na figura 3.1, com AE =g B H,.

S, =+1/2

AE = gBH,

! S, =-1/2

Figura 3.1.- Desdobramento dos niveis Zeeman.

Quando aplicamos a radiagdo, significa que estamos aplicando
um campo magnético oscilante com frequéncia o, que varia num piano
perpendicular ao campo estatico. A intensidade do campo oscilante H; € muito

menor do que o campo estatico (H; ~ 107 H,).

A energia absorvida pelos spins deve ser cedida para a
vizinhanga para que possa haver continuidade no processo de absorcéo. Se o
sistema de spins ndo possui um mecanismo eficiente que permita ceder a
energia rapidamente, as populagbes dos niveis envolvidos se igualam e nio se
observa mais o sinal de EPR. Os mecanismos responsaveis por retornar &o

estado de equilibrio sdo chamados de processos de relaxagao.

39



Os processos de relaxacdo podem ser descritos
fenomenologicamente, analisando a variagdo no tempo da magnetizacdo M,
da amostra. Sdo as Equagdes de Bloch as que descrevem a variacédo da

magnetizacdo com o tempo *:

dMy Y(HxM), - (13)
T2

dM _ Mo~ M,
Mz y (M < H), + Mo

1

onde M, & o valor da magnetizacdo em equilibrio, depois de aplicar o0 campo

estatico, que é na diregéo Z.

As equagbes (13), nos indicam fenomenologicamente que a
variagdo com o tempo tem duas contribuigdes; a primeira é devida a precesséo
da magnetizacdo em torno do campo magnético estatico aplicado e a segunda
devida a presenca da microonda (campo magnetico oscilante), que tira a

magnetizacédo do equilibrio.

Para o0 caso da componente na direcdo do campo, a recuperacio
de seu valor de equilibrio M, & determinada pela troca de energia entre 0
sistema de spins € a rede através dos processos de relaxagao spin-rede. T, é

chamado de tempo de relaxacéo spin-rede ou longitudinal na equacgao.

No caso das outras componentes, a recuperacdo do valor de

equiiibrio é determinada pela troca de energia entre spins do mesmo sistema,
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através dos processos de relaxagdo spin-spin. O tempo caracteristico deste

processo, T, é chamado de tempo de relaxacio spin-spin ou transversal.

Como as componentes M, e M, nZo alteram a energia magnética
dos spins, podem variar sem acoplamento com a rede e portanto, em geral os
processos de relaxag&o spin-spin s&0 mais rapidos que os de spin-rede, ou

seja:
To<<T (14)

Esta interag@o entre spins de mesma freqUéncia de ressonancia,
€ a que mantém o equilibrio interno do sistema, e podemos considerar que o
conjunto de spins € que relaxa como um todo cedendo energia para rede. E

interessante notar que se Am € a largura das frequéncias de precesszo (ou de

ressonancia) temos:

1 1
A®  YAH,

To (15)

onde AH, ¢ a largura da distribuicdo de valores dos campos locais.

Existem outras formas pelas quais o sistema de spin perde a
energia absorvida, como por difusdo onde a energia passa do sistema de spins
ressonantes para um conjunio de spins com frequéncia de ressonancia
diferente, podendo envolver uma troca de energia com a rede. Se as
fredUéncias de ressonancias dos dois conjuntos de spins sdo multiplas, pode
ocorrer a relaxagéo cruzada (spin-spin), onde varios spins de um conjunto

perdem energia que pode ser absorvida por um spin do outro conjunto.
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3.3.- Processos de Relaxacao Spin-Rede

Existem varios modeios para descrever as possiveis interacbes
responsaveis pelos mecanismos de acoplamento spin-rede, que possibilitam a
perda de energia do sistema para vizinhanga. A interagdo responsavel pelo
processo é a da modulagdo provocada pelo féonon no potencial cristalino criado
pelos atomos vizinhos do ion ligante, segundo modeio proposto por Van

Vieck™!,

Segundo o modelo de Van Vieck, um spin num campo magnético
pode mudar sua direcdo e consequentemente sua energia através da
absorc@o e emissdo de fonons. A troca de energia é feita atraveés da interagéo
orbital-rede: o campo cristalino modulado interage com o momento orbital do
ion, que por sua vez interage com 0O spin pelo acopiamento spin-Grbita

causando as transices entre diferentes estados de spin.

Os processos de relaxa¢do spin-rede podem se dividir em dois

grupos:

¢ Processo Direto: relaxa¢éo onde um s6 fonon participa

¢ Raman e Orbach: relaxagé&o onde dois fonons participam
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3.4.- Processo Direto

E aquele em que o sistema de spin troca energia com um sé
fébnon de mesma freqiéncia que a de ressonancia, aumentando em um o
numero de modos daquela frequéncia (ver figura 3.2). Como a energia de
ressonancia € pequena (hv << kT), s6 féonons de baixa frequéncia participam
deste processo. Esta condigcdo & sempre satisfeita para temperaturas maiores
que 4.2 K, e frequéncias tipicas de ressonancia paramagnética, onde hv = 0.45

Ke 1.7 K para banda X e Q respectivamente.

A>> kT

t

Figura 3.2.- Esquema para o processo de relaxagdo direto.

Consideremos um cristal com N ions paramagnéticos imersos
num banho a temperatura T, sujeito a um campo magnético estatico H,.
Tomemos ¢ nivel excitado A suficientemente distante para que somente o
dublete fundamental esteja ocupado (A >> kT). Se os fonons estéo fortemente

acoplados ao banho térmico, ¢ nimero médio de ocupagéo de fénons p(hv)

pode ser descrito pelo fator de Bose:
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1
p(hv)= VAT (16)

. 1 )
A taxa de relaxagéo direta -— para um ion Kramer & descrita por
1d

(44 .

}1_ = Rol2p(hv)+1]= R coth(hv/2kT) (17)
1d

onde R, é a taxa de emissdo de fonons espontdnea do estado de maior

energia (hv/2), o fator 2 na equagéo (17) representa a contribuicdo do fénon

de emissao estimuiada e do fénon de absor¢éo estimulada.

No limite para aitas temperaturas (hv << kT) a taxa de relaxagéo

direta é linear com respeito a temperatura:

=—2T (18)
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3.5.- Processo Raman

O processo de relaxagdo Raman envolve dois fonons com
espalhamento inelastico. A variacdo de energia magnética do sistema de spin
é compensada pela variagcao da energia vibracional entre dois modos da rede

(ver figura 3.3).

Na aproximacac ordinaria de Debye, a densidade de estados

vibracionais & dada por 1}
p(v) = v™ 0 <V < Vg (19)

onde m é a dimensao espectral e p(v) = 0 para v > v, A taxa de relaxagéo

1 , . ] . i .
Raman, —— para um ion com um numero impar de elétrons (ions Kramer) é
TR

entao descrita por 145},

NIVEIS VIRTUAIS

Figura 3.3.- Esquemna de processo de relaxagao de dois fonons (Raman).
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v (V2 VA exp(hv/KT)dy

1
—(T)e
T1R( <y [exp(hv/kT)—1]?

(20)

Esta expressdo pode ser reescrita em termos de uma integral de transporte:

= CT32M Jpom(®/T) (21)

L(T): C T3+2m JQ/T x> M exp(x)dx
Tw ° lexpo0-1T

onde x=hv/kT, v . =k©/h sendo ©® a temperatura de Debye. A

temperaturas suficientemente menores que ©, a expressao integral para a taxa

de relaxacdo Raman se reduz a uma simples poténcia de T.

1
—A(D=CT"Jpo(0)=CoLT" (22)
TR

onden=3+2m.

A dimensé&o espectral m corresponde normalmente & dimensao
euclidiana d do espago cheio pela estrutura da rede periddica do ion
paramagnético. Quando m = d = 3, as equacbes (19) e (22) se reduzem as
expressdes bem conhecidas em teoria do estado sélido, de uma densidade v
de estados vibracionais correspondentes a uma taxa de relaxacdo Raman T°.
Neste caso o processo €& chamado de Raman normal e € comunmente

apresentado em cristais.

Experimentos ¥ ¥l em hemoproteinas (baixo spin) e ferrodoxin,
a baixas temperaturas (4-20 K) mostram um comportamento andmalo para a

taxa de relaxacdo Raman, onde n toma valores ndo inteiros menores que

nove.
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3.6.- Processo Orbach

O processo ressonante ou Orbach é um caso particular de
processo de dois fonons. Neste caso o nivel de energia excitado, com energia
A, é um nivel eletrdnico real e ha conservagao de energia a cada passo (com a

absorggo de um fonon de energia A € emiss&o de um com A + hy),

A A A+ hv

hv

Figura 3.4.- Esquema de processo de relaxagio de dois fonons (Orbach).

Para um processo Orbach envolvendo um ion Kramer para o qual

os niveis de energia e freqUéncias de transi¢do estéo bastante separados, a

(48] .

1
taxa Orbach _I_— pode ser escrita como
1

1 _ 4B 1 (23)

Ti (B1+B2) 71
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onde B; e B, envolvem diferentes elementos de matriz. Para baixa temperatura

A << kT, pode-se escrever:

1 4BB Y
1 4B4B:2 o AT

= (24)
T1 (B1+By)

3.7.- Relaxagao Spin-Rede em Hemoproteinas

Os processos de relaxacdo spin-rede a baixas temperaturas em
hemoproteinas tem sido estudados, tanto para o caso férrico ( Fes") como para

o caso nitrosilado (Fe**-NO).

Para o caso férrico, onde tem dois estados de spin, alto spin (HS)

e baixo spin (LS) foi determinado o seguinte:

a) Para o estado de alto spin puro, o processo de relaxacdo é Orbach, onde a

energia caracteristica A é identificada com o desdobramento de campo zero

2D do estado °A, 1,

b) Para o estado de baixo spin puro, o processo de relaxacdo é Raman

andmalo com n ~ 6.32 para ferricitocromo ¢, n ~ 5.68 para ferrodoxin
6.3 para mioglobina acida e, neste caso, foi explicado em termos da forma
fractal da proteina. Stapleton e colaboradores propuseram que m, o exponente

espectral da densidade de estados vibracionais, pode ser correlacionado com

a dimenséo fractal da proteina d ®™ . No entanto, Helman et al " propuseram

48



que para explicar o comportamento anémalo com a temperatura da taxa de
relaxacdo spinrede, precisa-se tomar em consideragdo, além da estrutura
fractal da proteina (cadeia polipeptidica), as ligacdes cruzadas (pontes de

hidrogénio) entre segmentos da cadeia dobrada.

c) Para o caso em que os dois estados de spin coexistem, ambos estados HS

e .S relaxam para a rede através de processo Orbach 4.

No caso nitrosilado (Fez+-NO), Muench e Stapleton 53]
encontraram que para Nitrosil Mioglobina (MbNQ) a taxa de relaxagio spin-
rede a baixa temperatura (1.5-20 K) tem dependéncia linear em funcdo da
temperatura. No entanto, Nascimento et al [54], estudaram a taxa de relaxacéo
spin-rede, em func&o da temperatura na faixa entre 9 K e 310 K para MbNO,
em pd e solucdo congelada, e encontraram uma inesperada dependéncia com
a temperatura T", com n ~ 2.2. Este resultado foi interpretado com o modelo de
tunelamento entre estados localizados (TLS), correlacionado com a existéncia

de equilibrio entre estados conformacionais em MbNO.

O modelo de TLS P prediz uma dependéncia com a temperatura

da forma:
1
o T2 T << Epa/ k (25)
T1
1
— o T T>Enalk (26)
T,
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onde E; . & a energia maxima do estado localizado de tunelamento e A é o

parémetro de assimetria da barreira-dupla de potencial.

Doetschman e Utterback *® estudaram o processo de relaxagio
de HbNO em cristais, a baixa temperatura (1.6-4.2 K) e acima de 80 K, mas

nao determinaram o tipo de processo.

Wajnberg et al P! estudaram os espectros EPR de HbNO em
solucdo, na faixa de temperatura entre 7.5 K e 104 K. Encontraram que os
espectros estdo compostos no minimo de trés espécies (A, B e C). A
relaxacdo da espécie A (baixa temperatura e baixa poténcia) foi estudada pelo
método de saturagdo de onda continua e se encontrou que relaxa com
mecanismo QOrbach com uma energia caracteristica de A = 28 em™ . Foi
proposto gue esta energia esta relacionada a diferenca entre duas geometrias

diferentes do ligante na heme.
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Capitulo 4.- Materiais e Métodos

4.1.- Prepara¢ao de Amostras

A Hemoglobina humana foi obtida de acordo com o
procedimento padrao P : sangue humano foi coletado em heparina (anti-
coagulante) e as hemacias foram lavadas trés vezes com solugdo de cloreto
de sodio (NaCl) 0.9%. As células empacotadas foram hemolisadas com agua
destilada e cloroférmio (concentracgdo final de cloroférmio: 10% v/v) durante a
noite a 4°C. A solucdo foi centrifugada e as moiéculas de Hb retiradas e
estocadas a -20° C em solugdo com 50% de glicerol v/v em tampao Tris pH
8.5. Para retirar os fosfatos orgénicos da Hb e ajustar o pH, usamos colunas
de filtracdo (Sephadex G-25, Sigma Co.) equilibradas com tampéo fosfato

0.1Me pH6.4.

Mioglobina de Cavalo (Sigma) foi diluida em tamp&o fosfato

0.1M e pH 6.4, até uma concentrago final de 5 mM.

Gas de Oxido Nitrico (NO) foi preparado reagindo acido nitrico a

30% com cobre metalico, na auséncia de oxigénio, lavado em solugéo de KOH
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e armazenado em baldo contendo agua destilada para evitar que pequenas

quantidades de NO, permanecessem no gas.

Nitrosil Hemoglobina (HbNQ) foi preparada através da reagao
da Hb desoxigenada com gas de NO, a adi¢c@o do NO foi feita em atmosfera
anaerobica (N,). Nitrosil Mioglobina (MbNO) foi preparada através da reacéo

da Mb desoxigenada' com gds de NO, também em atmosfera anaerébica.

4.2.- Medidas de EPR

Medidas de EPR em banda Q, foram feitas utilizando um
espectrometro modelo Bruker ESP300E (ver figura 4.1), com uma cavidade

cilindrica para baixa temperatura (ER 5106 QT), na faixa de temperatura de 5K

a 200 K.

{ 7 -

L]

/F {

Figura 4.1.- Espectrdmetro EPR Bruker (ESP 300E)

" A Mb é desoxigenada através da reacdo com ditionito de sédio enquanto que a Hb com fluxo
de gas de N..
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A temperatura da amostra foi controlada num criostato de fluxo
de hélio liquido (ER 4118 CF) para banda Q, com um controlador de
temperatura Oxford ICT4. As temperaturas foram medidas com um termopar
Cromel-Alumel localizado embaixo da amostra; a flutuagdo na leitura indica
que a variagio na temperatura foi de cerca de 0.1 K. Os espectros foram

obtidos para diferentes poténcias da microonda, em cada temperatura.

Para as medidas entre 5 K e 40 K, encontraram-se certos
problemas. Primeiro, a presenga do sinal de Mn?* mais um sinal isotropico,
devido a impurezas na cavidade; também se apresentou um sinal muito largo
(“background”) que ndo conseguimos identificar (ver figura 4.2). Os dois sinais
estdo presentes para toda a faixa de poténcia medida, o que modifica muito o
espectro final. Portanto, medimos o espectro da cavidade vazia, nas mesmas

condigdes de temperatura e poténcia da microonda, que com amostra.

11200 1140011600 11600 12000 12200 12400 12600 12800 13000
CAMPO MAGNETICO [GAUSS]

Figura 4.2.- Espectro da cavidade de banda-Q a 5 K e 0.16 mW de poténcia.
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Os espectros da cavidade nesta faixa de temperatura mudam
com a temperatura e poténcia da microonda; em certos casos o espectro da
cavidade é maior em intensidade que a contribuigdo desta no espectro obtido
com amostra na mesma temperatura e poténcia da microonda. Porque em
realidade nao estamos totalmente nas mesmas condigdes, ja que o fator Q da

cavidade é diferente com e sem amostra.

Figura 4.3.- Esquema da subtragdo do “background” no espectro de MbNOa18 Ke
0.0613 mW {32 db).



Para obter os especiros de nossas amostras temos que
multiplicar o “background” por um fator, tal que fique adequado para o especiro
com a amostra correspondente, e depois subtrair. O critério que se seguiu foi
obter um espectro com a linha de base simeétrica em relacédo a linha central
(ver figura 4.3). O sinal de Mn”* e o sinal isotrdpico foram tirados com filtragem

do espectro {fransformada rapida de Fourier).

4.3.- Simulagdo de Espectros

Os espectros foram fitados usando o programa de simulacao
QPOWA P¥ Bl parg espectros EPR de sistemas policristalinos com ions
paramagnéticos de spin 2. Este programa permite variar uma grande
quantidade de parametros: campo cenfral, varredura de campo, fatores g,
larguras de linha, interag&o hiperfina, interagdes superhiperfinas, interacéo
quadrupolar e g-strain. Primeiramente a intensidade do espectro é
normalizada, depois os valores dos fatores g s&o identificados. Entdo, o
programa simula independentemente cada uma das componentes {porque o
programa so simuta uma especie de cada vez) considerando como parametros
fixos: campo central, varredura, interacdo hiperfina e g-strain. Foram
considerados como parametros variaveis: os fatores g e as larguras de linha.
As componentes sé&o entdo multiplicadas por um fator de escala, somadas e o

espectro resultante € comparado com o espectro experimental (figura 4.4).
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Para obter as fragbes de cada componente, todos os espectros foram

normalizados pelas suas segundas integrais.

NITROSIL HEMOGLOBINA
T T T T T=200K, Poténcia 0.97miW Banda-Q
« EXPERIMENTAL

100 —— ROMBICO(28% n

—_AXIAL(72R
—— AMULADO

: | 2 | i 1 2 1 : 1 L 1 A L 1 1 -
11200 11400 11600 11800 12000 12280 12400 12600 12800 13000

CAVIPO MAGNETICO [GALISS]

Figura 4.4.- llustragdo do espectro experimental (preto) junto ao espectro simulado
{verde).
Os espectros foram ajustados considerando duas espécies: uma com simetria
rombica (espectro azul) e outra com simetria axial (espectro vermelho); a soma

é o espectro verde e 0 experimental o preto (ver figura 4.4).

A manipulagdo dos espectros: o cdlculo da segunda integral, a
filtragem do sinal de Mn?*, a subtracao de “background” e o ajuste de linha de
base, foram feitos usando o programa Microcal Origin (Copyright Microcal

Software).
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4.4.- Método de Saturacao de Onda Continua

Este método da experimentalmente o valor da poténcia a meia
saturagao, P,,, que é diretamente proporcional a taxa de relaxagdo 1/T,. As

curvas de saturacdo foram analisadas para obter Py, a partir de graficos da

intensidade do sinal I, e a poténcia incidente P na forma: I/ VP x P. O fator

P,; e o parametro de inomogenidade b foram determinados mediante o ajuste

dos dados experimentais com a expressao:

I I,
= (27)

VP (1+ 2)b?

Pz

Os ajustes foram feitos usando o programa para PC, Microcal

Origin, onde I, Py, € b s&0 os parametros variados.

Da definicgo de T, ' temos:

_2K(b) 28)

2 \/gyApr ’

onde K(b) é a raz&o entre a largura observada AH,;, e a do pacote de spin AH|,

em funcdo da razo de inomogeneidade b, e y = 2rgug/h.

Para determinar o valor absoluto de T, € preciso determinar o

campo de microonda a meia saturagdo, (H;),,. Este é estimado a partir da

seguinte expressédo ', usando para P os valores de P, obtidos nos ajustes:

57



<Hf-> = Q_n22x107°P(GW) (29)

onde Q_ € o fator de qualidade, Vy e V, os volumes da guia de onda ¢ da
amostra e P a poténcia incidente, n € o fator de preenchimento que depende
da geometria relativa da amostra e da cavidade. Numa cavidade de modo
TEy4 (como a de banda-Q do espectrometro Bruker ESP300E) para o caso em
que a amostra estd num tubo de radio r que se extende ao longo do eixo da

cavidade, enchendo toda a cavidade, n € dado por:

n=6.16(V, /Ve YA/ ¥ | (30)

onde (AMA,) € a raz&o entre o comprimento de onda no espaco livre e dentro da
cavidade e V. é o volume da cavidade. Num caso tipico (7\]?%)2 = 2/3, para o

qual Q, toma um valor aproximado de 8000. Substituindo todos estes valores

na eq (29), temos:
(H}) =115Py, (31)

considerando Vy/V, = 0.175.

Portanto, T, pode ser estimado da seguinte equacao:

1

Ty = :
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Capitulo 5.- Resultados

5.1.- Variagcao com temperatura

5.1.1.- Nitrosil Hemoglobina

Na figura 5.1 sdo mostrados os espectros de EPR em banda Q
de HbNO em fungdo da temperatura. Os espectros foram medidos para uma
faixa de temperatura entre 19 K e 200 K, para uma poténcia fixa de 0.97 mW

(20 db) com 1.0 gauss de amplitude de moduiagao.

Os espectros mostram cinco linhas que podem ser associadas a
duas espécies, uma com simetria rémbica e a outra com simetria axial>>.
Estas espécies foram identificadas e o0s seus especiros construidos

computacionaimente.
A figura 5.1 mostra uma variacdo significativa do espectro com a

temperatura. Sendo que para temperaturas altas predomina a espécie axial, e

por outro lado a baixas temperaturas predomina a espécie rombica.
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VARIAGAO COM TEMPERATURA
Nitrosit Hemoglobina
Banda - @ Poténcia: 0.97mW

T=19K

T=50K

T=70K

T=100 K

T=130 K

T=200K

i

" 1 L 1 A 1 2 1 1 1 L 1 A 1 L i )
11200 11400 11600 11800 12000 12200 12400 12600 12800 13000

CAMPO MAGNETICO [GAUSS]

Figura 5.1.- Espectros EPR-Banda Q de HbNO em funcio da temperatura.

Na figura 5.2 mostra-se a posicdo dos fatores g que identificam
as duas espécies, sendo que para uma temperatura de 70 K, os valores para a
espécie com simetria rémbica séo: g = 2.071, gy, = 1.978 e g,; = 2.005,
tomando g,, como valor intermediario. Para a espécie com simetria axial 0s

valores s80: g, =2.027 e g, =1.999. Nos espectros encontrados n&o se resolve
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as linhas hiperfinas em g,, para a espécie com simetria rdmbica, como
observada em banda X, porque em banda Q o efeito de g-strain € maior e

conseqlentemente a resolugao hiperfina € menor.

Os espectros de EPR em banda Q de HbNOQO foram simulados de
acordo com o procedimento indicado no Capitulo 4. Na figura 5.3 séo

mostradas as componentes simuladas para 19 K, 70K, 130 Ke 200 K.

g, eg, : Axial
9 Gy €95, - Rémbico

T=7T0K

[ S B A

G 9 9z 9 Syy

Figura 5.2.- Identificagdo das duas espécies no espectro EPR-Banda Q de HbNO.

Na figura 5.3 podemos observar que a fragdo da componente
rémbica diminui com 0 aumento da temperatura, além do que se observa uma
mudanca na forma do espectro em torno de 130 + 10 K A fragdo da
componente axial aumenta com o aumento da temperatura e mostra uma
mudanca na forma acima de 80 + 10 K. Estas mudanc¢as na forma da linha se
refletem nas simulagbes como mudancas dos valores de g e das respectivas

larguras de linha (AH).
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VARIAGAO COM TEMPERATURA I

T=19K *_J\/____

[1R:.:} 012
T=70K

067 0.33
T=130K

043 0.57
T=200K

0.28 0.72

ROMBICO AXIAL

Figura 5.3.- Componentes do Espectro EPR-Banda Q de HbNO em funcdo da
temperatura.

As figuras 5.4 e 5.5 mostram a variacdo dos parametros de
simulacdo da componente rémbica (fatores g e suas respectivas larguras de
linha), em funcdo da temperatura. Pode-se observar uma variacdo notavel
para os fatores g,, © gy,- No caso de g, a tendéncia & de diminuir com o
aumento da temperatura, indo de 2.076 até 2.062; para g,,, a tendéncia é de
aumentar com ¢ aumento da temperatura, indo de 1.974 até 1.989. Em ambos
os casos, dentro do erro experimental e considerando o numero de pontos
experimentais, notamos que existem pelo menos duas regides de valores

estaveis. As larguras de linha tem comportamento similar.



As figuras 5.6 e 5.7 mostram a variagdo dos parametros de
simulagdo da componente axial (fatores g e suas respectivas larguras de
linha), em fun¢io da temperatura; observa-se que ambos fatores g mudam,
sendo mais significativa a mudanga para g,, com uma tendéncia a diminuir
com o aumento da temperatura, indo de 1.999 até 1.987. No caso das larguras
de linha, se observa uma forte variacdo para AH, com o aumento da
temperatura, indo de 350 gauss em 20 K até 50 gauss em 200 K. Neste caso

se apresentam claramente dois estados.

COMPONENTE ROMBICA

2075 |-

2070 |-

2085 -

2.060:
201 + »—T"L/ri’l/{ N

L :
200 }- N

190 L . T F 7

1.97 |- -

h13
A
AL

1'960 ' 2'0 ' 4‘0 ' Sl(J ' SID '160'150'1:;0'@0'1;;0'260’220
TEMPERATURA [KELVIN]

Figura 5.4.- Fatores g da componente rémbica do espectro EPR-Banda Q de HbNO, em
funcido da temperatura (as curvas tragcadas nesta e nas seguintes figuras sao
referenciais).
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COMPONENTE ROMBICA
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Figura 5.5.- Larguras de linha AH da componente rdmbica do espectro EPR-Banda Q de
HbNO, em fun¢do da temperatura.

COMPONENTE AXIAL
g0 ——g—7 7T T

i T )

T T

2030 - ' - ”"’E"_’JE

2.025 — [ ] g 1 o
C 9y
20025 —
e
1.9950 | . .
19875 | \E E E - E E i
1.9800 1 1 1 i " 1 i 1 i ] X | Y 1 1 1 1 1 1

0 20 40 6 80 100 120 140 160 180 200 220

TEMPERATURA [KELVIN]

Figura 5.6.- Fatores g da componente axial do espectro EPR-Banda Q de HbNO, em
fungao da temperatura



COMPONENTE AXIAL

T LI ] ' ] N | 1 1 1 LB T | T
/OF i
a AH,
300 | i
— AH” -
— 250 | i
0
@ I ]
a 200 |- [) [} o ]
T L) L] LI . S
<1 150 | .
100 | i
50 | I\Eiiii _
" 1 L i 1 L i i 1 i 1 i 1 L L 1 1
0 20 4|0 60 80 100 120 140 1é0 1é0 260 250
TEMPERATURA [KELVIN]

Figura 5.7.- Larguras de linha AH da componente axial do espectro EPR-Banda Q de
HbNO, em fungiao da temperatura.
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5.1.2.- Nitrosil Mioglobina

Na figura 5.8 sao mostrados os espectros EPR em banda Q de
MbNO em fungéo da temperatura. Os espectros foram medidos para uma faixa
de temperatura entre 19 K e 200 K, para uma poténcia fixa de 0.98 mW (20 db)

com 1.0 gauss de amplitude de modulacéo.

VARIAGAO COM TEMPERATURA
Nitrosil Miogiobina
Banda-Q Poténda: 0.98 m\

T=18K

*/J\/\F

T=40K

\_/\W
’/\\K—T:ﬁ;{
‘J\\m;
A 1 A 1 1 1 " 1 2 | . 1 N 1 N

1 N
10 4B 1MEn 1|0 200 X0 20 130 1E0 1300

CAMPO MAGNETICO [GAUSS]

Figura 5.8.- Espectros EPR-Banda Q de MbNO em fun¢éo da temperatura.



Da figura 5.8 pode-se observar que o espectro EPR de MbNO
muda muito em funci@o da temperatura. Os espectros mostram claramente
uma superposicéo de uma espécie axial e uma componente rdmbica, como &

indicado na figura 5.9, para uma temperatura de 40 K.

Figura 5.9.- Componentes do espectro EPR de MbNO em 40 K.

Nesta temperatura os valores dos fatores g para a espécie com
simetria rombica séo: g,,= 2.078, g,, = 1.982 e g,, = 2.005 tomando g., como
valor intermediario. Para a espécie com simetria axial, os valores sao:
g,=2.030 e g, =1.976. Nestes espectros também n&o se observa a presenca

de estrutura hiperfina na componente rombica.

Os espectros EPR-Banda Q de MbNO foram simulados segundo

o procedimento indicado no capitulo 4. Na figura 5.10 sdo mostradas as
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componentes de alguns dos espectros de EPR-Banda Q de MbNO em fungéo

da temperatura.

T=10K
0.7t
T=40K
069
T=130K J\J\/.
048
|
T=20K _/\/\ﬁ
0.39 0.61
!

ROVBICO AIA.

Figura 5.10.- Componentes do Espectro EPR-Banda Q de MbNO em funcao da
temperatura.

O comportamento das fragbes rombica e axial de MbNO em
funcdo da temperatura € similar ao de HbNO. Uma diferenca importante € a
mudanca na forma da componente axial que, no caso de MbNO, acontece em

torno de 50 + 10 K e em HbNQO, em torno de 80 + 10 K.

As figuras 5.11 e 5.12 mostram a variag&o dos parametros de
simulagdo da componente rombica, em fungcdo da temperatura. Pode-se
observar uma variag&o nos fatores g,, € g,y. No caso de g,, a tendéncia é de
diminuir com o aumento da temperatura, variando de 2.076 a 2.062; para g,y a

tendéncia € de aumentar com o aumento da temperatura, indo de 1.982 até
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1.989. Em ambos casos se notam dois valores de equilibrio, um para baixa
temperatura e outro para alta temperatura. Para as larguras de linha se
observa que AH,, ndo varia, enquanto as outras duas também apresentam

dois estados.

As figuras 5.13 e 5.14 mostram a variagdo dos parametros de
simulagdo da componente axial em fungdo da temperatura, se observa que
ambos fatores g mudam, sendo mais intensa a variagdo de g, com uma
tendéncia a aumentar com o aumento da temperatura, contrariamente ao caso

de HbNO, indo de 1.969 até 1.990.

COMPONENTE ROMBICA
g9 2.080 —r T T T 7 T T 1T 7 "1
2.078 — E‘E‘I\\E “a g -
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200 i
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198 | HRE . 5o )

v 20 40 60 B0 100 120 140 160 180 200 220
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Figura 5.11.- Fatores g da componente rémbica do espectro EPR-Banda Q de MbNOQ, em
fungdo da temperatura
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COMPONENTE ROMBICA
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Figura 5.12.- Larguras de linha AH da componente rémbica do espectro EPR-Banda Q
de MbNO, em funcgdo da temperatura.
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Figura 5.13.- Fatores g da componente axial do espectro EPR-Banda Q de MbNO, em
funcdo da temperatura
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COMPONENTE AXIAL
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Figura 5.14.- Larguras de linha AH da componente axial do espectro EPR-Banda Q de
MbNO, em funcdo da temperatura.

No caso das larguras de linha observa-se uma forte variagao para

AH;, com o aumento da temperatura, indo de 200 gauss a 19 K ate 30 gauss a

200 K.

Os resultados obtidos tanto para HONO quanto para MbNO, que
envolvem mudancas nos fatores g e a suas larguras de linha, podem ser
interpretados como mudangas na orientagdo do ligante no Fe2+, para 0 caso
réombico. Nossos resultados sugerem a existéncia de, no minimo, dois estados
em cada caso, que podem ser correlacionados a subestados conformacionais,

como observado em MbCO com espectracopia infravermelha ',
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5.2.- Estudo da Relaxacao Spin-Rede de MbNO

O estudo da relaxagao spin-rede de MbNO foi realizado utilizando
0 método de saturacio de onda continua. Este método estd descrito no

capitulo 4. Foi feito em Banda-Q na faixa de temperatura entre 89 Ke 33 K.

Foram estudadas as dependéncias com a temperatura e poténcia
de microonda das duas componentes, axial e rémbica. Para a axial
acompanhou-se a intensidade da linha em g, e para a rombica acompanhou-
se a intensidade em g,,. Para este fim, primeiro 0os espectros foram corrigidos
segundo procedimento descrito no capitulo 4 e depois simulados segundo

procedimento também descrito no capitulo 4.

Nas figuras 5.15 e 5.16 mostram-se a curva de saturacio e a

curva log(l/ JP)xlogP com seu respectivo ajuste, da componente rémbica

para 25K. Do mesmo jeito foram determinados os valores do fator P, e do

parametro de inomogeneidade b para 33 K, 18K, 154K, 12Ke 89 K

Nas figuras 5.17 e 5.18 s&o mostradas a curva de saturagéo e a

curva Iog(l/ VP)x logP com seu respectivo ajuste, da componente axial, para

18 K. Também se determinaram os valores de P,, para as ouiras

temperaturas. Os valores para ambas componentes estdo na tabela 5.1.
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Tabela 5.1.- Valores do fator P1/2 para as componentes axial e rémbica.

Componente Axial Componente Rombica
Temperatura (K) P (MW) P (MW)

8.9 0.003 + 0.001 0.0014 + 0.0003
12 0.0053 + 0.0007 0.0038 + 0.0008
15.4 0.018 + 0.002 0.0043 + 0.0005
18 0.044 + 0.005 0.005 + 0.001

25 0.050 + 0.006 0.021 + 0.001

33 0.26 + 0.05 0.056 + 0.006

Curva de Saturagao
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Figura 5.15..- Curva de saturagdo para g., da componente rombica em 256 K.
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Figura 5.16.- Ajuste para determinar o valer da poténcia a meia saturagao, para g., da
componente rébmbica em 25 K.
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Figura 5.17.- Curva de saturagdo para g, da componente axial em 18 K.
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Figura 5.18.- Ajuste para determinar o valor da poténcia a meia saturacao, para g, da
componente axial em 18 K.

J& que Py, é diretamente proporcional a 1/T, , podemos estudar a
dependéncia de Py, em fungdo da temperatura para identificar o processo de
relaxacdo spin-rede (ver capitulo 4). Nossos resultados foram sgjustados

usando dois modelos:

P1/2C£ATn+C (33)

Pio o< B exp(-AfT) + D (34)

Onde n, Ae C; A, B e D s&o os parametros do ajuste. Neste caso so estamos

interessados nos valores de n e A, ja que os outros s&o afetados pelo fator de
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proporcionalidade entre Py, e 1/T; . O primeiro modelo corresponde a um

processo de relaxagdo Raman e outro a um processo de relaxagao Orbach.

As constantes C e D foram utilizadas, ja que os resultados
experimentais indicam a presenca de um termo constante predominante a

baixa temperatura (ver figura 5.19).
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Figura 5.19.- Curva que mostra a presenca de um termo constante em baixa
temperatura.

Nas figuras 5.20 e 5.21 sdc mostrados os ajustes com 0s dois
modelos, para a componente axial. Para a equacéo (34) obtém-se A = 35 +

6cm” e para equagéo (33) obtém-sen =3.2+04.

Nas figuras 5.22 e 5.23 sdo mosirados os ajustes com os dois
modelos para a componente rdmbica. Para a equagéo (34) obtém-se A = 28 +

6cm™ e para equacéo (33) obtém-se n = 2.7 £ 0.3.

76



Ln B,[mW]

COMPONENTE AXIAL I
A =

Orbach: .
B*exp(-AfkT)+D § -
A=35%6

1 L 1 L 1

1 1 " s 1 1 1 ] A 2 1
20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120

1000/T [K]

Figura 5.20.- Ajuste usando o modelo Orbach para g, da componente axial.
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Figura 5.21.- Ajuste usando o0 modelo Raman para g, da componente axiat.
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Figura 5.22.- Ajuste usando o modelo Orbach para g,, da componente rombica.
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Figura 5.23.- Ajuste usando o modelo Raman para g,, da componente rombica.
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Para ambas componentes ndo é possivel distinguir o meihor
gjuste. Os valores de n para o modelo T", est&o dentro da faixa esperada para
o modelo de tunelamento entre dois estados localizados (TLS) como proposto
por Nascimento et al ®¥ para MbNO; enquanto os valores de A encontrados
para o modelo exp(-A/T) podem ser correlacionados com o resultado de
Waijnberg et al P4, que propos que esta energia esta relacionada a diferenca

entre duas geometrias diferentes do ligante da heme, em HbNO.
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Capitulo 6.- Discussao e Conclusodes

6.1.- Variagdo com a Temperatura

O comportamento com a temperatura dos espectros de EPR em
banda Q, nas duas proteinas estudadas (HbNO e MbNQ) é similar. Em ambos
casos 0s espectros foram simulados como a soma de duas espécies puras,
que podem ser associadas a duas diferentes estruturas estereoquimicas do
N(histidina)-Fe-N(NO) com respeito ao plano da porfirina. Uma é representada
por um espectro de EPR com simetria axial, com a dire¢do da ligacao
coincidindo com o fator g, que & paralelo 2 normai do plano da porfirina. A
outra apresenta um espectro de EPR com simetria rbmbica, onde a direcéo da

ligag@o & inclinada em relag&o ao plano da porfirina ® (ver figuras 6.1 e 6.2).

Do mesmo jeito para ambas proteinas acontece uma mudanga
notavel na forma da componente axial a baixa temperatura, sé que no caso de
HbNOQ é em tormno de 85 + 15 K e no caso de MbNO é em torno de 50 + 10 K.
Resultado similar foi observado por Wajnberg et al B34 para medidas de HbNO
em banda X, em torno de 32K. Duas possibilidades foram introduzidas: a

primeira € que uma das componentes diminui sua intensidade devido a
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Figura 6.1.- Geometria e g-eixos da componente rémbica de NO-Fe-N(histidina) £

Figura 6.2.- Geometria e g-eixos da componente axial de NO-Fe-N{histidina) .
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presenca de outro centro paramagnético com relaxagéo muito mais rapida e a
segunda possibilidade € que a espécie que diminui sua intensidade esta

mudando de uma espécie paramagnética para outra diamagnética.

Medidas do anguloc da ligagdoe Fe-N-O com a normal foram
abtidas para HbNO, variando de 150° a temperatura ambiente *! (difracgo de
raios X ) para 110° a 77 K P! (EPR). Em MbNO o angulo é também ~110° em

77 K64

Morse e Chan P!

observaram duas componentes no espectro
EPR-Banda X de solugdoc de MbNO com valores de g semelhantes aos
encontrados neste trabatho. Hori et al P2 também mostraram uma mudan¢a no

angulo do ligante em torno de 77 K para MbNO, com EPR-Banda X em

cristais.
Tabela 6.1.- Diversos valores dos fatores g para diversos autores.

Autor Oxx Doy [+ a. dy T (K) | Proteina | Componentes
Chien 2.082 1.991 2.025 - - 78 Hb 1
Nascimento | 2.078 | 1.982 | 2.006 - - 103 Hb' 1
Nascimento - - - 2.046 | 1.992 | 309 Hb' 1
Wajnberg 2.070 | 1980 | 2.009 | 2.038 | 1.991 7.5 Hb 2
Este tragbalho | 2.075 | 1.975 | 2.005 | 2.028 | 1.999 19 Hb 2
Este trabalho | 2.062 | 1.989 | 2.010 | 2.032 | 1.987 | 200 Hb 2
Chien 2,073 | 1.985 | 2.007 - - 77 Mb 1
Morse 2080 | 1979 | 1.998 - - 31 Mb 1
Morse - - - 2041 ) 1983 | 157 Mb 1
Hori 2.076 | 1.979 | 2.002 - - 77 Mb 1
Hori 2.050 | 2.022 | 1.993 - - TA. Mb 1
Nascimento | 2.087 | 1.983 | 2.008 - - 113 Mb* 1
Este trabalho | 2.076 | 1.982 | 2.005 | 2.028 | 1.969 19 Mb 2
Este trabalho | 2.062 | 1.989 { 2.010 | 2.034 { 1.980 | 200 Mb 2
Morse 2072 1 1.970 | 2.003 - - 43 | m-Hem-NO 1
Morse - - - 2.038 { 1.988 | 185 |Im-Hem-NO 1
Hiittermann 2079 | 1972 | 2004 | 2.024 | 1989 | 150 | NO-TPP-im 2

' Hemoglobina Annelidae Glossoscolex paulistus (Ec AGp).
2 Mioglobina Aplysia brasifiana (Mb Apb).
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| ¥ encontraram que os espectros de (Ec AGp)

Nascimento et a
sao formados por duas componentes, uma rombica que predomina a 103 K e
outra axial que predomina em 309 K. No entanto, encontraram que os
espectros de Mb Apb apresentam somente a componente rémbica.

B3 estudou os espectros EPR em banda Q de

Hattermann
derivados Im-TPP-NO em solucéo, e encontrou duas espécies numa faixa de

temperatura entre 150 K e 215 K, com fatores g semelhantes aos nossos.

Na tabela 6.1 sdo apresentados os fatores g de uma série de
experimentos realizados por outros autores, em diversas proteinas, a
diferentes temperaturas e com o numero de espécies encontradas para ser
comparados com nossos resultados. Vemos que nossos valores obtidos estao
dentro da faixa destes autores.

% sugeriram que as duas componentes

Henry e Banerjee
(rdbmbica e axial) estdo associadas com as cadeias polipeptidicas o e B. No
entanto nossos resultados em MbNO e os de outros autores (Morse and Chan)

sugerem que podemos associar estas componentes a diferentes estruturas da

heme, ja que a molécula de mioglobina é um monémero com sé uma cadeia.
A andlise do comportamento com a temperatura para as duas
proteinas estudadas neste trabalho, pode ser feita estudando as fragbes das

componentes no sinal EPR em fungao da temperatura. Assumindo a existéncia
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de duas espécies conformacionais (rombica e axial) em equilibrio
termodinamico, € possivel obter a fragio relativa destas espécies (F, /F,) em
fungdo da temperatura. O modelo considera dois estados com energias livres
AG; e AG,;

F, e——AG1 /KT

o __~AG/KT
T AG, /KT
F- e AG,/

(35)

onde AG é a diferenga de energia livie entre os dois estados com AG=AH-TAS,
considerando que AH e AS sdo independentes da temperatura. Na figura 6.3
mostramos o Ln deste pardmetro experimental, em fungao da inversa da
temperatura. O desvio do comportamento linear para temperaturas acima de
aproximadamente 100 K, mostra a presen¢ca de mais de dois estados

conformacionais, como ja observado da variagdo dos valores de g.

Variacao da Fragdo Relativa
com Temperatura

1
1.0 . i
. s HbNO
054 o F Y MbNO i
3 AdS
00} 4 -
-~ I #
K o5l A il
< .
- 3 A
— 10} - 3
15¢ - -
2.0} » i
M 1 1 [ A 1 1 L L i 1
0 10 20 30 40 50 60
1000/T[K]

Figura 6.3.- Fragao relativa Axial/Rémbica de HbNO e MbNO em funcéio da temperatura,
poténcia 0.9 mW.
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Para verificar a importancia do efeito de saturagdo, estudou-se o
comportamento com a temperatura a uma poténcia mais baixa (0.003 mW), e

encontrou-se o mesmo comportamento (ver figura 6.4).

Variagao da Fragio Relativa
com Temperatura (MbNO)

06 | ]
oal & A 0.9mW :
T x 0.003 mW | |

0.0l ]
02l .
04l ]

Ln(A/R)

06| ]
08l a y
10k -

1.2 1 L L N 1 ) ] L 1 N 1 X .
0 10 20 30 40 50 60

1000/T[K]

Figura 6.4.- Grafico que mostra c mesmo comportamento da fragao relativa com a
temperatura, para 0.003 mW

Portanto, para poder explicar o comportamento das duas
proteinas em estudo, introduzimos o modelo molecular chamado modelo

%2l para a mioglobina. Este modelo considera

minimo, proposto por Ansari
todas as caracteristicas da cinética de dissociacdo do CO da mioglobina para
determinar as conforma¢des da mesma e, para cada conformagao, dois

estados geminados (ver figura 6.5) Mb e Mb*.
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Mb*CO — Mb*:CO — Mb*::CO — Mb*+CO

I I I I

MbCO — Mb:CO — Mb::CO — Mb+CO

A* —— B* —— C* —— D=

| | ]

A — B — C —D

Figura 6.5.- Diagrama que representa os estados conformacionais da Mb com seus
respectivos estados geminados 7.

Este modelo é correlacionado com o proposto por Frauenfelder e
colaboradores, com a notagéo A, B, C e D acima. A se refere ao estado com
CO ligado, B ao estado com CO no bolso da heme, C a um estado com CO
dentro da proteina, mas fora do bolso e D ao estado com CO no solvente.
Neste modelo, Mb* e Mb tem distintos espectros de absorcéo infravermelho
para a deoxi-heme, os quais sdo independentes da posigdo do ligante na
molécula. Mb* é considerada como a espécie de ligacao rapida e Mb como a
espécie de ligagdo lenta;, portanto, a taxa de transicdo entre B* — A* é
necessariamente maior que a taxa entre B — A. A idéia basica deste modelo €
que, no minimo, parte das mudancgas espectrais s&o originadas pela transi¢éo
da conformacdo de ligacdo rapida Mb* para a conformagéo de ligagao lenta

Mb. O modelo n&o exige que as conformacdes da proteina com ou sem ligante
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sgjam idénticas, mas implica que alguma mudanga comformacional entre A* e

B*, ou entre A e B, seja muito mais rapida que a taxa de ligacdo-dissociagao.

Diferentes conforma¢des tem sido deduzidas de medidas em
espectroscopia infravermelha de Carboxi Miogiobina (MbCO). Trés picos de
absorgio diferentes tém sido associados com trés diferentes anguios de CO

em relaco ao plano da heme !

Varios experimentos discutem as conformacdes de Mb e Hb. As
interpretacdes se baselam principaimente na existéncia de duas
conformagbes: axial e rdmbica (Morse, Nascimento, Wajnberg, Hlttermann).
Esta série de experimentos mostra a existéncia de varias conformagdes

adicionais na regido de temperatura aqui investigada.

Observamos dois tipos de mudancas. A primeira esta descrita
pelo equilibrio entre as conformac¢des axial e rombica, descrita anteriormente
em menos detalhe por Morse, Hori, Nascimento e Wajnberg. Mostramos que a
fracdo com simetria rombica, predominante em baixas temperaturas, € maior
em HbNO que em MbLNO (ver figura 6.6). A 200 K, o limite de altas
temperaturas investigadas, a HbNO contém menor fragdo de moléculas

rémbicas que a MbNO.
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Variagao da fragdo Rémbica
com Temperatura

09} i
= » HbNO
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Figura 6.6.- Fragao da espécie rébmbica em fungéo da temperatura, poténcia 0.9 mW.

O segundo tipo de mudangas é mais sutil. A figura 6.3 nos indica
a presenca de maior nimero de estados conformacionais que simplesmente
rombico e axial. A figura 6.7 mostra a variacdo de rombicidade nas moléculas
rombicas em fung¢éo da temperatura, indicada pela diferenca dos valores g, e
dyy- Esta variagcéo € mais pronunciada em HbNO gue em MbNO. Os resultados
experimentais nos sugerem que existem estados intermediarios com g,,-g,,
constante em certas faixas de temperatura, 0 que esta relacionado com o

angulo de NO com respeito a heme.

A diminuicdo de rombicidade indica aproximagao a simetria axial.

No limite axial g = 9yy-
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Figura 6.7.- Porcentagem de rombicidade da componente réombica de HbNO e MbNO.

Também as moléculas de simetria axial, mudam de
comportamento, indicado pelo valor g, em HbNO e em MbNO (a ~85K e a
~50K respectivamente). Estas variagbes, menores se comparadas com
transicdes rébmbica <> axial, se devem provavelmente ac aumento da distancia
entre Fe e 0 nitrogénio da histidina proxima (F8), com a variacdo de

| %4 para desoxi-Hb e desoxi-Mb.

temperatura encontrada por Cupane et a

Portanto, nossos resultados para as duas proteinas estudadas
(Hb e Mb), podem ser correlacionados com o modelo de Ansari que postula a
existéncia de dois tipos de molécula (Mb e Mb*) e de um equilibrio entre elas,

existindo, além disso, subestados para cada tipo de molécula.

89



Da figura 6.6 podemos concluir que, comparando a fracdo de
rombicidade das componentes rémbicas da HbNO e MbNO, observamos que a
espécie rombica da HbNO € bem mais flexivel que da MbNO, ja que atinge

valores mais extremos nas fragGes, tanto em baixa como em alta temperatura.

A diferenca das larguras de linha entre as espécies axiais da
HbNO e da MbNO, maiores para HbNO (nosso resultado) pode ser
correlacionada com o modelo proposte por Bizzarri e Cannistrara © para
mioglobina férrica, que assume uma distribuicdo nos valores de g, devido a
uma distribuicdo nos niveis de energia eletrénicos, associados a existéncia de
subestados conformacionais, considerando-se que a molécula de Hb contém
quatro hemes (duas cadeias o e duas cadeias B) e que os valores dos fatores

31 pocdemos esperar uma

g para cadeias separadas s&o bastante dispersos
maior distribuigdo nos valores de g e portanto a uma maior largura de linha
como observado aqui. Estes subestados s&oc associados & variagédo da

distancia do ferro em relag@o & heme ao longo da normal do plano da heme.

Neste trabalho foi observada esta variagéo para ambas proteinas.
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6.2.- Estudo da Relaxac¢ao Spin-Rede de MbNO

Todos os resultados de outros autores indicam até agora que as
nitrosil hemoproteinas n&o apresentam um mecanismo de relaxacdo

relacionado com a estrutura fractal da proteina.

Nés primeiramente encontramos que os espectros EPR em
banda Q de MbNO, em fungdo da temperatura, refletem a presenca de dois
tipos de moléculas, umas com simetria axial e outras com simetria rémbica (Mb
e Mb*). Também vimos que ambas as classes de moléculas apresentam
pequenas variagbes dentro da mesma simetria, que podem ser

correlacionadas a subestados conformacionais.

Observamos em baixas temperaturas (8.9K até 33K) que os
espectros EPR em banda Q de MbNO mudam em fungio da poténcia da
microonda (ver figura 6.8) para uma temperatura fixa. Nesta variacéo se nota a
presenca de duas especies, uma rémbica e outra axial. A rémbica predomina
em baixas poténcias e a axial em altas. Portanto, podemos associar estas
variacoes a flutuacdes entre as moléculas Mb e Mb*, j&@ que nesta faixa de

temperatura a rombicidade é constante.
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NITROSIL MIOGLCBINA
Variagéo com Poténcia
Banda Q T=154K
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figura 6.8.- Espectros EPR em banda Q de MbNO em funcao da poténcia da microonda

em154 K

Tabela 6.2.- Parametros de ajuste para 1/T, de acordo as equagodes 33 e 34.

Referencia g n A (em™) Proteina
34 2.009 - 28 HbNO
54 2.007 2.4 - MbNO
54 2.064 2.4 - MbNQ'
54 2.003 2.1 - MbNQ'
Este trabalho d: 3.2 35 MbNO
Este trabalho U2z 27 28 MbNQO

Nossos resultados de relaxagcdo em ambas espécies {rdmbica e

axial), para os dois modelos, ndo nos permitem distinguir com qual dos dois

* Amostra em pé, o resto das amostras s&o em solugdo.
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processos estao relaxando para a rede. S6 podemos afirmar que em ambos os
casos, com os valores obtidos para A e n, o processo de relaxagdo envolvido

esta relacionado com flutuagdes entre estados conformacionais em equilibrio.

Para o modelo de tunelamento entre estados localizados,
Nascimento et al ™! encontrou n = 2.4 (ver tabela 6.2) para MbNO em solucio
e pé, enquanto nbs, encontramos n = 2.7 para a componente axial e n =3.2
para a componente rémbica. Neste modelo temos provaveimente tunelamento
entre os niveis de energia dos estados das moléculas Mb e Mb* (rémbica e

axial).

Das equagdes (28) e (32) podemos estimar os valores de T, e T,
para 25 K obtendo 8.2 x 10° s € 6.8 x 107 s respectivamente, para g,, (~2.007)
da componente rémbica. Dos dados de Nascimento et al ®¥ em banda-X, para
MbNO em solugéo (g = 2.007) podemos estimar o valor de T, em 25 K, que da
1.05 x 10 s. Aiguns fatores podem contribuir para esta diferenca nos valores

de T,, a saber:

a) O tempo de relaxagdo para o modelo TLS é proporcional ao

quadrado da frequéncia ® que é responsavel entdo pela diferenca de uma

ordem de grandeza (~ fator 16).

b) A incerteza nos valores de Q e n para banda-Q (a bibliografia &

escassa para banda-Q).
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c) A diferenca entre a origem das proteinas estudadas: Nossas medidas
foram feitas em Mb de cavalo, enquanto Nascimento et al ® em Mb de
cachalote. Esta diferenga também aparece na composig&o espectral. Enquanto
Mb de cachalote apresenta uma componente, nds observamos duas para Mb

de cavalo.

Wajnberg et al ¥ encontraram para HbNO, o valor de A = 28 cm™
para © processo exponencial (ver tabela 6.2) para a componente A. A
componente A pode ser considerada a componente rémbica aqui estudada a
baixa temperatura, para a qual obtemos A = 28 cm™. Da mesma forma
podemaos relacionar esta energia a diferencga entre duas geometrias diferentes
do ligante da heme (NO-Fe”') e ainda entre simetrias rémbica e axial

associadas as moléculas Mb e Mp* 2.

Os termos constantes C e D, predominantes a baixa temperatura,
na faixa entre 9 K e 20 K, podem ser associados a relaxagdo cruzada, que é
independente da temperatura, sugerida por Doetschman e Utterback @ em
cristais de HbNO, e que foi correlacionada a interagao dipolar magnética entre

hemes. Nossos resultados mostram que a interagdo pode ser entre duas

hemes quaisquer, uma vez que o processo € também observado para Mb.
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6.3.- Conclusdes

a) A variedade de resultados que mostram variagdo dos espectros (EPR,

Raios-X) com a temperatura, pode ser associada a simetrias rombica e axial.

b) Devido a nosso resultado para os espectros EPR em banda-Q de MbNO,
né&o podemos associar as duas componentes (rdmbica e axial) com as cadeias

polipeptidicas o e B, ja que a molécula de mioglobina possui s uma cadeia.

¢) De acordo com o modelo minimo proposto por Ansari, temos dois tipos de
moleculas, para cada uma das hemoproteinas estudadas (Mb e Hb). Mb (Hb) e

Mb* (Hb*) associadas as simetrias rémbica e axial.

d) Da curva da fragdo relativa (A/R) em funcio da temperatura podemos
observar claramente que existem varios estados intermediarios dentro das
simetrias rombica e axial, ja que se observa uma variagio na diferenca da
entropia, AH, entre os dois tipos de moléculas. Estes estados podem ser

associados com subestados conformacionais,

e) Para as moléculas com simetria rombica, os estados observados
caracterizados por ter g, - g,y constante em certas faixas de temperatura,
podem ser correlacionados com diferentes dngulos de ligagdo do complexo

Fe-NO com respeito ao plano da heme.

95



fy Para as moléculas com simetria axial, os estados observados,
caracterizados por variagdo nos valores de g,, podem ser correlacionados com

aumento da distancia entre o Fe e o N da histidina proxima (F8).

g) Se observa uma maior largura de linha (maior distribuicao dos valores de g)
para a componente axial da HbNO que para a da MbNQ, provavelmente por
ter (a primeira) quatro cadeias polipeptidicas e por ter uma maior distribuicdo

no deslocamento do ferro ao longo da normal do plano da heme.

h) Observamos que os espectros EPR em banda-Q a baixa temperatura,
dependem da poténcia da microonda, para uma temperatura fixa. Também se
observa a presenca de duas espécies, uma rombica e outra axial. Portanto,
podemos associar esta dependéncia a flutuagdes entre as moléculas Mb e

Mb*.

i) O processo de relaxacdo spin-rede em MbNO ndo pode ser identificado. S6
podemos afirmar que para os dois modelos utilizados (€™ e T") os resultados
indicam, em ambos os casos e para as duas componentes, que 0 processo de
relaxagdo envolvido estd relacionado com flutuagdes entre estados

conformacionais em equilibrio.
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