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Resumo

Os espectros de ressondncia paramagnética eletronica (RPE) em banda X de nitrosil
hemoglobina (HbNOQ) de 10 vertebrados foram obtidos a temperatura de nitrogénio liquido
(77 K). Encontrou-se que os espectros de HbNO de 8 vertebrados que néo apresentam uma
estrutura hiperfina bem resolvida, podem ser simulados como a soma de duas componentes,
uma com simetria axial e outra com simetria rombica. Para a componente rombica a interagéo
com s$6 um nitrogénio (N do NO) deve ser considerada.

Os espectros de HbNO de dois vertebrados apresentam uma estrutura hiperfina
resolvida a 77 K. Estos espectros foram simulados como a soma de trés componentes, uma
" com simetria axial e duas com simetria rombica. A segunda componente rdmbica considera a
interagdo com dois nitrogénios (N do NO e possivelmente o N da histidina proximal F8). A
analise dos espectros HbNO destes dois vertebrados (variagdo térmica) na faixa entre 10 K e
200 K mostrou que a variagdo com a temperatura das fragdes axial e rombicas € pequena.

Medidas de RPE em banda Q de HbNO de cabra confirmou a presenga de trés

componentes Nos seus espectros.
Os resultados sio discutidos em fungio das diferengas nas seqiéncias de aminoacidos

da Hb na regido do bolso da heme e do sitio de ligagio do Difosfato glicerol (DPQG).
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Introducao

As hemoproteinas hemoglobina (Hb) e mioglobina (Mb), tém como fungdo biologica o
transporte e armazenamento de oxigénio nos organismos. A presenga de um atomo de ferro na
heme destas proteinas, com propriedades magnéticas bem conhecidas, permite o uso de varias
técnicas fisicas tais como a ressonancia paramagnética eletronica (RPE).

As hemoglobinas de uma grande variedade de vertebrados diferem nas seqiiéncias de
seus aminoacidos e conformacdo da globina mas o grupo heme ¢ idéntico em todas as
hemoglobinas dos vertebrados.

Este trabalho tem por objetivo estudar a influéncia das variagdes de aminoacidos nas
propriedades paramagnéticas de hemoglobinas de vertebrados. Os trabalhos de ressondncia
paramagnética em hemoglobinas sdo quase exclusivamente de hemoglobinas humanas. O
numero de trabalhos feitos com Hb nfo-humanas é minimo. Alguns destes poucos trabalhos
indicam que a substituigio de um determinado amino &cido por outro (mutagio) produz
mudangas no espectro de RPE.

Nosso trabalho consiste, primeiramente, em comparar os espectros de RPE de nitrosil
hemoglobina (HbNQ) de varios vertebrados e reconstruir cada espectro como a soma de
componentes; rombica e axial. Os espectros de HbNO de dois vertebrados, capivara e cabra,
se diferenciam fortemente dos demais estudados. Seus espectros de RPE foram estudados em

funcdo da temperatura em banda X e em banda Q para a cabra.
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No capitulo 1 temos uma revisdo da hemoglobina e mioglobina, e as caracteristicas da
heme. Também é apresentada uma revisdo da evolugdo da globina de hemoproteinas.
O segundo capitulo apresenta uma breve reviso da técnica espectroscopica de RPE e
os trabalhos que foram feitos em HbNO usando esta técnica.
Os materiais ¢ métodos utilizados, sdo apresentados no capitulo 3.
O capitulo 4 refere-se aos resultados obtidos neste trabalho.

No capitulo 5 temos as discussdes ¢ conclusdes.
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Capitulo 1: Hemoglobina

1.1 Biomoléculas

Dois tipos de biomoléculas sdo responséaveis pelos muitos fendOmenos biologicos nos
sistemas vivos, os 4cidos nucleicos (ADN e ARN) e as proteinas.

As duas biomoléculas sdo formadas de relativamente poucos componentes: no caso de
acidos nucleicos sdo quatro bases purinas e piriminas (adenina, timina, guanina € citocina) e
em proteinas sio vinte aminoacidos. Estes componentes formam cadeias. No caso do ADN as
cadeias tém forma de dupla hélice, com as bases formando pares A-T e G-C, perpendiculares
ao eixo da hélice e distando 3.4 °A entre si. Tripletes de bases sdo fundamentais na
informagdio genética para a formagiio de aminoacidos. As quatro bases podem produzir 64
tripletes diferentes. Considerando que existem mais tripletes que aminoacidos, o codigo
genético ¢ degenerado e a varios aminoécidos correspondem mais que um tripletel’~?,

As proteinas tém peso molecular de no minimo 10000. A hemoglobina contém da
ordem de 140 aminoacidos nas suas cadeias polipeptidicas. O gene que € a porgdo do ADN
que codifica um tipo de proteina, consiste, no caso da hemoglobina, de aproximadamente
1800 pares de bases que correspondem a aproximadamente 1.5 x 10”° ¢cm. de comprimento da
gene. Existem também por¢des de ADN que ndo parecem codificar as proteinas. Os humanos
tem da ordem de 100,000 proteinas diferentes, principalmente enzimas e proteinas estruturais.
Em conseqiiéncia destes grandes nimeros a molécula de ADN chega a mais de lmm. de

comprimento o que produz complicados problemas topograficos no momento de

desenrolamento e enrolamento.
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O ARN é também importante no processo de translagio de informagdo genética as

protefnas e existem virus cujo nicleo estd formado de ARN no lugar de ADN,

1.2 Hemoproteinas

A transig¢io entre a vida anaerdbica e a aerdbica foi um passo importante na evolugao,
porque revelou um rico reservatorio de energia. Cerca de 18 vezes mais energia ¢ extraida da
glicose, na presenca de oxigénio, do que na sua auséncia. Os vertebrados desenvolveram dois
mecanismos principais para suprir suas células com o fluxo continuo ¢ adequado do oxigénio.
O primeiro é um sistema circulatorio que entrega ativamente o oxigénio ds células, as veias e
artérias. O segundo € o uso de moléculas que carregam e estocam o oxigénio, para contornar a
limita¢dio imposta pela baixa solubilidade do oxigénio na agua. As moléculas que carregam €
estocam o oxigénio nos vertebrados sdo as proteinas hemogiobina € mioglobina,
respectivamente. A hemoglobina, que estd contida nos globulos vermelhos do sangue, serve
como carregadora de oxigénio no sangue e também desempenha um papel vital no transporte
de dioxido de carbono e ions de hidrogénio. A mioglobina, proteina abundante no musculo,
prové um suprimento de oxigénio e facilita 0 movimento de oxigénio dentro do musculo. O
estudo da mioglobina ¢ a hemoglobina é revelador da conformagio, dinamica e fungfo das
proteinas. Suas estruturas tridimensionais, conhecidas com detalhes atémicos, facilitam a
compreensdo da sua fungfo. A ligagdo do O; a hemoglobina € regulada por H', CO,, fosfatos
orginicos e NO, descoberto recentemente, € que atua nio s6 como um regulador fisiologico
na troca de oxigénio pelo dioxido de carbono, como também no controle da pressio
sanguineat*. Estes reguladores afetam a ligagdo do oxigénio mesmo a0 se ligarem em locais

na proteina bem distantes de onde o O, esta ligado. Interagdes entre locais espaciaimente
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distintos, chamadas de interagdes alostéricas, ocorrem em muitas proteinas. Efeitos alostéricos
desempenham um papel critico no controle e na integragdo de eventos nos sistemas
biologicos. A hemoglobina € a proteina alostérica mais estudada, e portanto sua estrutura e
fungio sio conhecidas com certo detalhe. Além disso, a descoberta de mutantes de
hemoglobina foi a primeira a revelar que uma doenga pode ter origem molecular devido a
uma unica mutagio *!. O conceito de doenga molecular, agora parte integrante da medicina,

originou-se nestes estudos.

1.2.1 Grupo Heme

A capacidade da mioglobina ou da hemoglobina de se ligar ao oxigénio depende da
presenga de uma unidade ndo peptidica, o agrupamento heme. O grupo heme da a
hemoglobina e 4 mioglobina as suas cores caracteristicas. Varias proteinas requerem unidades
ndo peptidicas especificas, fortemente ligadas, para as suas atividades bioldgicas. Tais
unidades sdo chamadas de agrupamentos prostéticos. Uma proteina sem 0 seu agrupamento
prostético caracteristico ¢ chamada de apoproteina'® ",

O grupo heme consiste de um 4tomo de ferro unido a uma estrutura orgénica planar,
pertencente a uma classe de componentes conhecidas como porfirinas. Existem muitos
derivados possiveis de porfirina , o que se encontra na hemoglobina é a protoporfirina IX, a
qual contém quatro grupos metila (—-CH3), duas vinilas (-C=CH2>) e dois 4cidos propidnicos
(—CH,~CH,~-COOH)™. No plano da heme o atomo de ferro esta ligado a quatro nitrogénios
do grupo pirrol. O ferro pode formar duas ligagSes adicionais, perpendiculares ao plano da
heme, denominados de quinta € sexta posigdo de coordenagio. Na quinta posi¢do o ferro vai

se ligar covalentemente ao nitrogénio do grupo imidazol da histidina proximal (F8) e na sexta

posi¢ido podem se ligar a moléculas, como o O, , o NO ou um aminoicido da globina
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(hemicromos). Na maioria das hemoglobinas préximo ao sexto ligante existe a histidina distal
(E7) que nas condigtes fisiologicas nio se liga diretamente com o ferro mas que pode fazer

ponte de hidrogénio com o sexto ligante (figura 1.1).

Figura 1.1.- Representaciio do grupe heme com o sexto ligante (esfera)
¢ as histidinas proximal (F8) e distal (E7) "L

O 4tomo de ferro pode estar no estado de oxidagdo ferroso (Fe**) ou no férrico (Fe*),
¢ as formas correspondentes de hemoglobina s3o chamadas de ferrohemoglobina e

ferrihemoglobina respectivamente. O estado de ligagio do Fe depende do ligante. Tanto o
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estado oxigenado como a forma deoxigenada da Hb tem o ferro no estado ferroso. A mesma
nomenclatura se aplica a mioglobina.
A heme esta localizada numa regido da cadeia polipeptidica, chamada bolso da heme,
que esta situada perto da superficie da molécula. Além da ligagdo covalente entre o ferro e a
histidina F8, temos contatos do tipo van-der-Waals entre os dtomos do anel porfirinico e

aproximadamente 60 atomos da cadeia polipeptidica.

1.2.2 Mioglobina

A mioglobina ¢ a proteina localizada no musculo dos vertebrados cuja fungéio €
armazenar oxigénio. E constituida de uma s6 cadeia polipeptidica e sua sequéncia de
aminoacidos € similar a cadeia B da hemoglobina. A mioglobina liga-se a0 oxigénio liberado
das células vermelhas, armazenando e transportando 0 O, a uma organela subcelular chamada
mitocondria, onde o oxigénio participa da reagdio quimica da combustio de glicose a dioxido
de carbono e agua.

A mioglobina do musculo esquelético de cachalote foi utilizada por John Kendrew em
1962 para a determinagdo da estrutura da proteina usando difragio de raios X, por ser pequena
e formar excelentes cristais!'®). Os misculos esqueléticos de mamiferos aquiticos, tais como
baleias, focas e toninhas sdo particularmente rico em mioglobina, j& que precisam estocaf 02
por periodos relativamente longos (figura 1.2).

A estrutura tridimensional da mioglobina ¢ a mesma para as diferentes espécies
estudadas até o presente. Isso confirma que apesar da microheterogeneidade (mutagdes) na
composi¢do dos aminodcidos alguns devem ter suas posigBes conservadas na estrutura

priméria (sequiéncia) de modo a determinar a estrutura terciaria da proteina.
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Figura 1.2 .- A estrutura terciaria da mioglobina’,

1.2.3 Hemoglobina

A Hemoglobina é a componente principal das células vermelhas do sangue. Uma
célula vermelha do sangue contém aproximadamente 280 x 10° moléculas de hemoglobina.
Cada molécula tem peso molecular da ordem de 64,500 e é composto de, aproximadamente,
10,000 atomos de hidrogénio, carbono, nitrogénio, oxigénio e 16 enxofre mais quatro atomos

de ferro, fundamentais para seu funcionamentol’ !l
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A molécula da hemoglobina é composta de cadeias polipeptidicas, estas cadeias sdo de
duas classes: alfa () e beta (B) e que diferem primeiramente no nimero e seqiincia de amino
acidos.

Segundo Perutz!'!) as quatro cadeias se arranjam em uma molécula quase esférica com
dimensdes 64 x 55 x 50 A°, e agrupadas de maneira que existe pouco contato entre cadeias
iguais e muito entre cadeias diferentes (figura 1.3). Os contatos entre cadeias diferentes sdo de
dois tipos: fixos e os que se movem quando ocorre a transi¢do da forma desoxigenada para

oxigenada.

o2

Figura 1.3 .- Estrutura quaterniiria da hemoglobina'”.,

As subunidades o e B da hemoglobina t&m a mesma estrutural geral que a mioglobina.

Contudo surgem novas propriedades de profunda importincia biologica, resultantes da
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formagiio do tetrimero. Por esta raziio a hemoglobina € uma molécula muito mais complicada
do que a mioglobina. A hemoglobina é uma proteina alostérica, enquanto que a mioglobina

nio e esta diferenga se expressa de trés formas:

1. A ligagio de uma molécula de O, facilita a ligagiio de outras moléculas de Oz, 2 mesma
molécula de hemoglobina. Em outras palavras, o O; se liga cooperativamente a
hemoglobina. A ligagdo do O; a mioglobina néo € cooperativa.

2. A afinidade da hemoglobina pelo oxigénio depende do pH, enquanto que a da mioglobina
é independente do pH. Tanto o H' quanto o CO; promovem a liberagdo de O, ligado.
Reciprocamente, o Oz promove a liberagiio de H e CO; .

3. A afinidade da hemoglobina pelo oxigénio, dentro das células vermelhas, é menor do que
aquela da hemoglobina em solugio. O responsavel por este fato é o 2,3—difosforoglicerato
(2,3-DPG), um fosfato orgénico altamente anidnico presente nas hemacias humanas e de
muitos outros mamiferos. Benesch and Benesch!'”) e Chanutin and Cuenish!™”
demostraram que o DPG abaixa a afinidade da hemoglobina pelo oxigénio, se ligando

entre as cadeias B na deoxihemoglobina.

1.3 Funcdes Fisiologicas da Hemoglobina

Uma outra caracteristica importante da Hb € Mb é dada pela curva de saturagio em
fungio da pressdo parcial de oxigénio (figura 1.4). A porcentagem de saturagio é definida
como a razio entre 0 nimero de sitios ocupados € o numero total de sitios disponiveis. A

pressoes parciais tipicas dos pulmdes (aprox. 100 mmHg) , a Hb (figura 1.4) estd quase
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totalmente saturada com o oxigénio. A pressdes parciais baixas, como nos tecidos, grande

parte do oxigénio ¢ liberado.

O O, se liga a Mb também de forma reversivel mas a curva de saturacdo ¢ diferente da
Hb. A pressdes parciais de O; de aproximadamente de 80 mmHg, a Hb e Mb estio quase
totalmente saturadas, mas quando a pressdo ¢ reduzida a 20 mmHg. a saturagdo da Hb € no
maximo 0.5 (dependendo do pH) enquanto que a da Mb ¢ da ordem de 0,8. Esta propriedade
da Hb € de grande importancia para sua fun¢io fisiologica ja4 que um transportador de
oxigénio ndo sO deve ligar oxigénio como também deve libera-lo de forma que os tecidos
sejam adequadamente abastecidos de oxigénio. Para o caso da Mb, mesmo podendo ligar-se
facilmente ao oxigénio, precisa de uma pressio muito mais baixa para libera-lo. A diferenga
enire 0 comportamento da Hb € Mb esta relacionada com as interagoes das subunidades na
Hb. A curva sigmoidal na Hb, em contraste com a curva na forma de hipérbole da Mb,
implica a existéncia de efeitos cooperativos entre as quatro subunidades. O modelo mais
simples usado para explicar este comportamento ¢ o modelo alostérico proposto por Monod,

et a1
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Figura 1.4 .- Curva de saturacio para a Mb e Hb a diferentes pH.

1.4 Evolucio das proteinas de globina

Nos ultimos 50 anos, devido ao aperfeigoamento das analises das seqii€ncias e
estruturas das proteinas mostrou-se que toda proteina globular leva um registro de sua
evolugdo e estrutura. O estudo na seqiiéncia de amino acidos de proteinas equivalentes de
diferentes espécies ou de proteinas relacionadas das mesmas espécies, permitiu estabelecer
com uma grande precisio a relagdo entre as espécies e os detalhes evoluciondrios. A estrutura
tridimensional de duas proteinas também pode mostrar uma conexdo evolucionaria que no €
muito facil de se reconhecer a partir da seqiiéncias dos seus amino 4cidos.

Um exemplo da analise da evolugio das proteinas ¢ o da familia das globinas

(hemoglobina e mioglobina). A grande similaridade na seqiiéncia de aminoéacidos e no
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dobramento tridimensional de todas as globinas, sugerem que seus genes evoluiram por
divergéncia a partir de um ancestral comum a todos eles.

A hemoglobina humana ¢ composta de duas cadeias alfa (a) e duas beta (B). A cadeia
o ¢é formada por 141 amino acidos e a B por 146. A pesar de as duas cadeias serem similares
em sua conformagio tridimensional, elas diferem consideravelmente em composi¢io.
Quando comparadas as seqiiéncias das duas cadeias, elas tem 77 posigbes onde seus
aminoacidos sdo diferentes, e s 64 posigdes que coincidem.

O argumento para um ancestral comum nestas globinas é reforgado pelo fato que nas
hemoglobinas humanas, a cadeia beta é ocasionalmente substituida por cadeias com diferentes
seqiiéncias de aminodcidos, conhecidas como cadeias gama (y), delta (8) e épsilon (g). A
cadeia épsilon é produzida somente durante um curto periodo de tempo no inicio da vida
embriondria. A cadeia gama substitui a cadeia beta numa grande parte do desenvolvimento
fetal e desaparece quase totalmente durante o primeiro ano de vida. Durante a vida adulta,
uma pequena fragio da hemoglobina contém cadeias delta no lugar da beta. As cadeias beta,
gama e delta contém 146 amino acidos e sdo muito semelhantes. Existem 39 diferengas na
seqliéncia de amino acidos entre as cadeias beta e gama, ¢ s6 10 entre a beta e delta, na Hb
humana.

A mioglobina consiste de uma tnica cadeia polipeptidica de 153 amino acidos e tem a
mesma configuragfo tridimensional que as cadeias de hemoglobina.

Tomemos, por exemplo, as cadeias de hemoglobina humana, de cavalo e a mioglobina
de cachalote. Num estudo comparativo entre suas seqiiéncias de aminoacidos'™, observa-se
que, considerando s0 o comprimento da cadeia, a mioglobina parece estar numa classe

propria, as cadeias o do homem e de cavalo sdo semelhantes, e as cadeias B, y € §, do homen e

B de cavalo formam uma terceira classe. Uma comparagio nas seqiiéncias de aminodcidos de
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Hb humana e de cavalo, e mioglobina de cachalote pode ser observado na tabela 1.1 (j& que
nem todas as cadeias t&ém o mesmo nimero de aminoacidos, as auséncias de aminoacidos nas

cadeias forem tratados, formalmente, como um tipo especial de amino acido, sendo diferente

dos demais).

Tabela 1.1 .- Diferencas na seqiiéncia de amino 4cidos Pl

Cavalo | Homem | Cavalo | Homem | Homem | Homem | Cachalo
Total de (o) (o) ® (B) (3) ) te
Residuos 141 141 146 146 146 146 | (Mb)
153
Cavalo (o) 0 18 84 86 87 87 118
Homem (o)) 18 0 87 | 84 85 | 89 115
Cavalo (B) 84 8 | ¢ 25 26 39 119
Homem () 86 84 | 25 0 10 39 117
Homem (5) 87 85 i 26 10 0 41 118
Homem (y) 87 89 3% | 3® 4 0 121
Cachalote (Mb) 118 115 119 117 118 121 0

Da tabela podemos notar que, considerando a semelhanga na seqiéncia de
aminoacidos, as cadeias B e & do homem sio muito semelhantes, e que as cadeias o do
homem e cavalo sio também bastante similares. As cadeias humanas f e & diferem da cadeia
v. As cadeias B, v ¢ 8, estdo muito afastadas da cadeia o, e todas as cadeias da hemoglobina,
independente do tipo ou da espécie, tém da ordem de 80 % de aminoacidos diferentes da

mioglobina de cachalote.
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Uma interpretagio que pode ser dada e estes dados € esquematizada na figura 1.5. Em
algum tempo no passado distante, uma proteina ancestral primitiva, comum a dos cachalotes,
cavalos e homens, tinha s6 uma heme capaz de ligar uma molécula de Oz, que,
provavelmente, tinha uma forma aproximada semelhante 4 mioglobina. Esta proteina foi

codificada por um determinado gene.

Em algum ponto da historia das espécies, este gene particular foi dobrado ou
duplicado. Com dois genes produzindo, possivelmente, a mesma proteina, apresentaram-se
vantagens. A mutagio em sO um dos genes poderia, agora, nfio ser fatal, e os dois genes
poderiam entio, evoluir lentamente ao longo de caminhos independentes. Uma destas
proteinas tornou-se gradualmente mais apropriada a ser transportadora e a outra um depdsito
de oxigénio

Num tempo posterior, 0 gene da hemoglobina foi duplicado novamente e divergiu na
produgio das cadeias o e¢ B. Desenvolvimentos a partir desta divergéncia tornando-se
vantajosa para o organismo, levaram a construgio de quatro cadeias numa unidade
transportadora de oxigénio mais eficiente.

Mais tarde, o gene da cadeia B divergiu em § ey, e, algum tempo ciepois, 0s primata se
ramificaram do resto dos mamiferos separando as cadeias do homem da do cavalo.
Finalmente, no Gltimo periodo na historia da evolugdo dos primata, acontece um outro

desdobramento do gene da cadeia B, com o conseguinte aparecimento da cadeia § no homem.




Cachalote Homem Cavalo Homem Cavalo

@

Separagdo dos primata

@ Hemoglobina
e Ancestral comum

P g Y

Figura 1.5 .- Evolugiio das globinas P,



25

Capitulo 2 : Ressonincia paramagnética eletronica

de nitrosil hemoproteinas

A Ressondncia paramagnética eletronica (RPE) é o fendmeno de absorgdo de energia
pelos sistemas atdmicos ou moleculares com um elétron desemparelhado quando estes se
acham sujeitos a aplicagio de um campo magnético H e um campo de microondas.

Certas proteinas apresentam atomos paramagnéticos em sua estrutura. Em certos casos
é possivel a introdugio de moléculas chamadas “marcador de spin” que sio radicais livres
estaveis, em algumas macromoléculas que ndo apresentam absorgdo intrinsica de RPE, ou
para observar diferentes sitios. O “marcador de spin” ligado & macromolécula pode refletir no
seu espectro de RPE alteragdes na sua vizinhanga. O mais utilizado dos “marcador de spin”
siio derivados do radical nitroxido (NO)!™.

No caso das hemoproteinas, a técnica de RPE pode ser utilizada para observagio do Fe
para alguns ligantes como F, H20, NO e outros. O gés de NO pode se ligar muito facilmente a
mioglobina (MbNO), hemoglobina (HbNO), a suas cadeias isoladas o e B (oo, Bro) e alguns
derivados de porfirina'®!,

Uma das caracteristicas do NO ¢é a estrutura de radical livre que ela apresenta, ou seja,
possui um elétron desemparelhado que torna paramagnético e altamente reativo. Tanto 0 NO
como o O, apresentam configuragio eletronica muito semelhante, diferindo somente pela
auséncia de elétron desemparethado no O, Resultados espectroscopicos mostram que ambos
os ligantes apresentam estrutura fisica e distribuigo de cargas semelhantes quando ligados a

hemoproteinas! .
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2.1 Hamiltoniano de Spin

O momento magnético 1 de um elétron desemparelhado pode ser escrito em fungio do

momento angular de spin como:

=-gBs. (D

onde g é o fator giromagnético ¢ B € 0 magnéton de Bohr. A energia de interagio do momento
magnético com um campo externo H de intensidade uniforme H, € calculada pelo

hamiltoniano, H

H=-p. H
H=gpS.H 2)
H=gpBH,S..

onde S, é o operador correspondente a projegdio do momento angular de spin ao longo da
diregio do campo. A técnica de RPE consiste em irradiar uma amostra sujeita a um campo
eletromagnético com energia hv que pode ser absorvida e induzir transigGes entre estados
com AS = +1. A diferenca de energia entre estados é gPH, . Por tanto a condigdo de

ressonéncia, levando a absor¢io de energia pela amostra, é dada por
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hv=g B H, 3

Embora teoricamente seja possivel atingir a condig@io de ressondncia variando tanto o
campo magnético como a freqiiéncia, existem varias razdes praticas para o uso de
espectrOmetros de freqiiéncia fixal*".

As equacdes anteriores s3o validas para o caso de 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 4 molécula, no caso mais geral este é representado por um tensor anisotrépico
simétrico com seis componentes. E sempre possivel encontrar o sistema de referéncia
adequado onde o tensor g € diagonal, com elementos Gu, Gyy © Gzz.

Para uma orientagfio arbitraria da amostra em um campo magnético obtemos a

ressonincia caracterizada pelo fator g:

g= [gxx2 cos?0, + g WZ c0329y + gaz cos%, ]uz @

onde, por exemplo 85 é o dngulo entre o eixo X e a diregio do campo magnético. Em

coordenadas esféricas:

g= (M% sen’® cos’p + ng sen%e sen’e + gzx° cos? 172 ()

Se o tensor g tem simetria axial, tendo o eixo z como eixo de simetria, temos:

9y =9z
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0L= O = Oy (6)

g = (g% send + g,# cos’8 )"

No entanto, estuda-se casos mais complexos, onde os elétrons desemparelhados estdo
sujeitos a interagdes no atomo ou ion e com os atomos vizinhos. Algumas destas interagoes
sdo: interagdo spin-orbita, interagdo hiperfina e superhiperfina. Estas interagdes modificam o
espectro de RPE que pode fornecer informagdes sobre o sistema contendo o elétron

desemparethado.

2.2 Ion Ferro em Hemoproteinas

Um atomo de ferro tem 26 elétrons, sendo que 18 estdo em camadas fechadas e 8 na
configuragiio orbital 3d°4s®>. Na hemoglobina o ferro pode aparecer no estado férrico Fe**, ou
ferroso Fe**. No primeiro caso a configuragdo orbital ¢ 3d° e no ultimo 3d°.

A camada 3d consiste de cinco orbitais que podem acomodar no maximo dez elétrons,
levando-se em conta seus spins paralelos e antiparalelos como € requerido pelo principio de
Pauli, Quando ha menos de dez elétrons, varios arranjos s3o possiveis, como mostra a figura

2.1,
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FERRICO (Fe*).(3d°)

11111 [1] s=52 (Alto Spin)
o Ol ol S=3/2

TUT] 1 S = 1/2 (Baixo Spin)

FERROSO (Fe?*).(3d°)

T T[T {1T]1] S=2 (Alto Spin)
YUY T S=1

TUTUTL S =0 (Baixo Spin)

Figura 2.1 .- Possiveis ocupacdes dos orbitais d pelos elétrons do ion Fe** e Fe™',

2.3 Nitrosil hemoglobina

O Hamiltoniano de spin para sistemas NO — Fe?' ¢ dado por:

H=BS.g.H+S.A.I. Q)

onde g € um tensor anisotrépico simétrico com seis componentes e A o tensor de interagdo
hiperfina, que surge da interagdo entre o spin eletrnico desemparelhado e o spin niclear (I)

dos atomos vizinhos de nitrogénio. Em nosso caso o N do proprio NO e N, do grupo imidazol

da histidina proxima (F'8).
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Dependendo do mimero de atomos de **N (spin naclear I=1) que interagem com o
elétron desemparelhado, devemos esperar diferentes desdobramentos hiperfinos: a interagéo
com um nicleo resulta num sinal com trés linhas, com dois niicleos equivalentes um sinal
com cinco linhas e com dois niicleos inequivalentes um sinal com nove linhas!'®).

Bennett et al.l'””! foram os primeiros a observar uma sinal de RPE em nitrosil
hemoglobina (HbNQ), onde o O, foi substituido pelo oxido nitrico (NO). A vantagem na
utilizagdo de HbNO é o seu caracter paramagnético a qual faz possivel seu estudo por RPE

(20)

As cadeias de hemoglobina humana isoladas e ligadas a NO o© e BN, apresentam

espectros de RPE e dependéncia com a temperatura bastante diferentes. Shiga et al !l

mostraram que a temperatura ambiente, os espectros de RPE das cadeias isoladas oMe pN°,
s@o ligeiramente assimétricos e ndio apresentam estrutura hiperfina. A temperatura de
nitrogénio liquido (77 K) a cadeia oaN® apresenta uma sinal assimétrico com uma estrutura
hiperfina, indicando que seu centro paramagnético tem uma simetria rombica, enquanto que a

cadeia B7° apresenta um sinal simétrico e nenhuma estrutura hiperfina 221

Baixando a temperatura até 4.2 K o espectro de o""°

nio se modifica, enquanto o de
BN® torna-se assimétrico, assemelhando-se ao de o*® ®). Estudos por difragio de raios X
mostram que a geometria da heme das cadeias o e § nfio sdo equivalentes, a heme da o tem
mais liberdade de movimento que a heme da B4 Portanto, ¢ de se esperar que 0s espectros

de RPE das cadeias of'© e B™° sejam diferentes.

Os espectros de RPE de HbNO humana a temperatura ambiente e a 77 K podem ser

. . NO [2
obtidos como a soma dos espectros das cadeias isoladas O e pNOEA
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E possivel obter informagio adicional dos espectros de RPE relacionado a outros
aspectos conformacionais das hemoproteinas, alem dos proporcionados pelas cadeias

individuais o e B.

23] estudaram a dependéncia com a temperatura do espectro de RPE, em

Morse e Chan
banda X, na faixa entre 30 K e 180 K dos complexos heme nitrosil ferrosos: Im-Heme-NO em
dimethylsulfoxide (Me;S0) e dimethylformamide (DMF), de MbNO equina, de citocromo C e
citocromo C oxidase. Os espectros de RPE de Im-Heme-NO tanto em Me;SO como DMF,
MbNO e citocromo C em solugio tampido, mostram uma dependéncia com temperatura
similar ao observado por Yoshimura et al.”*! na qual a variagio dos espectros de RPE com
temperatura é devido a um equilibrio entre duas espécies, uma com tensor Q axial e outra com
tensor g rombico, predominando para altas temperaturas a primeira espécie (espécie I) e para
baixas temperaturas a espécie II . O citocromo C oxidase apresenta uma sinal de RPE
independente da temperatura, a estabilizagdo da espécie I sobre a espécie II neste complexo
poderia ser devido & interagdo entre o ion cobre e o oxigénio do NO.

Hori et al *”) estudou o espectro de RPE de nitrosil mioglobina de baleia (MbNO) em
banda X, e encontrou que tanto em cristais como em solugdo congelada, a forma do espectro
muda drasticamente quando a temperatura varia da ambiente para 77 K; esta mudanga do
espectro pode ser correlacionada com a mudanga do angulo de ligagiio do NO com o heme, de
153° a temperatura ambiente para 109° em 77 K.

Nascimento et al*® estudaram os espectros de RPE em banda X, de HbNO de
Annelidae Glossiscolex paulistus e de MbNO de Aplysia brasiliana, na faixa de temperatura
entre 103 K e 309 K. Para o primeiro caso encontrou-se que os espectros sdo formados por
duas espécies em equilibrio, predominando uma delas para baixas temperaturas (espécie I) e a

outra a altas temperaturas (espécie II). No outro caso é observado a presenga de uma especie

para todo o intervalo de temperatura.



32

A baixas temperaturas o espectro de RPE de HhNO humana depende da temperatura e
poténcia de microonda. A 7,5 K e baixas poténcias prevalece um tipo de sinal, chamado A,
que satura facilmente e decresce em poténcias mais altas, enquanto um outro sinal, muito
fraco em baixas poténcias {sinal B), aumenta com a poténcia e torna-s¢ predominante.
Elevando-se a temperatura a forma do espectro sofre uma mudanga semelhante a observada
em baixas temperaturas devido ao aumento de poténcia de microonda. A temperaturas
menores que 32 K todos os espectros de HbNO podem ser reproduzidos através da
combinagio apropriada dos espectros A e B, entretanto a temperaturas maiores que 32 K a
reprodugdo dos espectros € feita combinando-se o espectro A com outro chamado C, que
substitui B (figura 2.2). Ou seja, os espectros de HbNQO sdo compostos de no minimo trés
componentes que apresentam diferentes dependéncias com a temperatura e com a poténcia de

microonda *),

AC

(]
I~
>~ =

<

32

AB

oK

Figura 2.2 .- Dependéncia com a temperatura dos espectros de EPR de HbNO
21,3 x 10° mW. AB ¢ 0 espectro composta a 32 Ke AC a 104 K #,
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Hiittermann et al."'®, usando Ressonincia Dupla, Eletrdnica ¢ Nuclear (ENDOR) e RPE em
banda Q na faixa de temperatura entre 150 K e 398 K, determinaram por meio de simulagio
tebrica, que os espectros tanto de NO-TPP-Im (humana) e das cadeias isoladas o9 e pNO
apresentam duas estruturas, uma axial e outra rdmbica. Também foi estudada a transigio R-T,
a qual envolve s6 contribui¢des da cadeia a.

Flores et al.?” estudaram os espectros de RPE de HbNO de homem e MbNO de
cavalo, em banda Q, na faixa de temperatura entre 19 K e 200K, e determinaram a presenca
de duas estruturas, uma axial e outra rdmbica, além disso, mostraram que tanto os valores de

fator g como as larguras de linha mudam com temperatura.

2.4 Transicao R-T em HbNO

A molécula de hemoglobina pode assumir duas diferentes conformagdes: Na auséncia
do oxigénio, a hemoglobina tem uma estrutura quaternaria T (tensa). Quando a hemoglobina
esta totalmente oxigenada (com o oxigénio ligado as quatro cadeias), a estrutura ¢ chamada R
(relaxada). Estas duas diferentes estruturas foram observadas em mapas de difragdo de raios X
e correspondem a consideraveis deslocamentos dos amino acidos da cadeia polipeptidica, uma
em relacdo a outra. Tais transigdes alostéricas sdo muito bem descritas pelo modelo proposto
por Monod, et al.!'*],

Na HbNO a transicio entre as estruturas quaterndrias R e T podem ser obtidas
variando a concentragio de NOB! Além disso pode-se mostrar que o pH e a adigiio de

substdncias que estabiliza o estado T da hemoglobina, tais como o inositol hexafosfato (IHP),
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induzem mudangas na estrutura da HbNO, comparaveis aquelas usualmente associadas com a
transigdo R-T da oxi-hemoglobina (HbOz) a deoxi-hemoglobina, com a vantagem das
mudangas na HhNO poderem ser monitoradas por RPE 6323
O complexo hexacoordenado NO-heme da um espectro de RPE similar ao de HbNO
sem IHP, enquanto que o complexo pentacoordenado NO-heme da um espectro com uma

estrutura hiperfina de trés linhas muito bem pronunciada e centrado em g=2,009 e que

" também esta presente no espectro de HONO com IHP P4

[35) [36]

Tanto Kon'"”' como Szabo and Perutz™"' conluiaram que o IHP produz uma distorgdo
ou ruptura de algum das ligagGes heme-imidazole dentro da HbNO, obtendo um caracter
pentacoordenado , ou seja, 0 espectro de RPE de HbNO com IHP representa uma
superposi¢do dos espectros penta- e hexa-coordenados do sistema NO-hemes.

Henry and Banerjee'”! mostraram, em seus estudos de espectros de RPE das
cadeias isoladas a™° e BN° como também de hibridos de HbNO, que o triplete de estrutura
hiperfina presente no espectros de RPE podem ser atribuidos a cadeia o no HbNO. Nagai et
al.®® conferiu estas observagdes e mostrou, ademais, que a intensidade da estrutura hiperfina

nos espectros de RPE, induzido pelo THP é proporcional a fragdo do NO na cadeia o no

estado T da HbNO.
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Capitulo 3 : Materiais e Métodos

3.1 Preparacéio de amostras

Os vertebrados estudados estdo listados na tabela 3.1. As amostras de sangue foram
colhidas em heparina. Sangue humano foi obtido de bolsas de transfusdo no dia que sfo
descartadas pelo banco de sangue do Hospital Universitario da UFRJ pedidas pela Dr.
Carmen Nogueira. Sangue de peixe elétrico foi gentilmente cedido pelo instituto de
bioquimica da UFRJ. Sangue de gato foi gentilmente cedido pelo Dr. Carlos Henrique de
Mello Souza do INPA. As outras amostras foram colhidas e cedidas pelo Dr. Valdir Ramos Jr.

E Dr. Luiz Paulo L. Fedullo, do Jardim Zooldgico do RJ.

Tabela 3.1 .- Vertebrados obtidos para nosse trabalho,

Vertebrado Espécie
Gato Felis Silvestris Catus
Audade Ammotragus Laervia
Jacaré Caimam Latirostris
Atoba Sula Leucogastes
Peixe Elétrico Electrophorus Electricus (L)
Cavalo Equus Caballus
Pingiiim Spheriscus Magallanicus
Homem Homo Sapiens
Capivara Hidrochoeris Hidrochaeris
Cabra Capra Hircus
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O atob4 é uma ave semelhante a gaivota e audade ¢ uma cabra das montanhas.

A solucdo de hemoglobina dos vertebrados foi obtida de acordo com o procedimento
padraoP!): O sangue com anticoagulante foi lavado trés vezes com solugio de cloreto de sodio
(NaCl) a 0.9 % . As células precipitadas foram hemolisadas com agua destilada e cloroformio
(concentragiio final do cloroformio 10% v/v) durante a noite, a 4 °C. A solugdo foi
centrifugada para separar a fase lipidica. Parte da solugio de hemoglobina foi imediatamente
convertida a nitrosil hemoglobina, € o restante estocada a —20 °C em solugdo com 50 % de
glicerol v/v em tamp@o Tris pH 8.5 .

Gas de 6xido nitrico (NO) foi preparado reagindo acido nitrico a 30 % com cobre
metalico, na auséncia de oxigénio, lavado em solugdo de KOH ¢ armazenado em baldo
contendo 4gua destilada para evitar que pequenas quantidades de NO; permanecessem no gas.

Aproximadamente 1.5 ml de solugdo de Hb foram desoxigenada por fluxo de
nitrogénio. Esta desoxigenagdo € verificada visualmente pela mudanga de coloragio do
vermelho para o purpura. NO em excesso € injetado com seringa no frasco de Hb, deixando
reagir por 30 minutos. 80 ul de solugdo de hemoglobina sdo entfo transferidos para um porta-
amostra de teflon parcialmente com nujol. As amostras, foram imediatamente colocadas e
congeladas a nitrogénio liquido para ser medidas em banda X.

Os valores de pH das amostram foram posteriormente medidas: peixe elétrico 6.0,
atoba 5.5, capivara 5.5, cabra 6.5, pingliim 6.0, cavalo6.5 ¢ homem 7.0, ndo conseguimos

medir os pH das demais vertebrados devido a pouca quantidade de amostra obtida.
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3.2 Medidas de RPE

Medidas de RPE em banda X a 77 K, foram feitas (a excegdo de HbNO de jacare)
utilizando um espectrometro modelo Bruker ESP300E e um criostato de nitrogénio liquido. A

HbNO do jacaré foi medida no espectrometro de banda X da Varian modelo E-101.

As medidas de RPE de HbNO em banda X de capivara e cabra, em fungio da
temperatura, foram feitas com uma cavidade retangular (ER 4102 ST), na faixa de
temperatura de 10 K a 200 K. Para as medidas em banda Q utilizamos uma cavidade
cilindrica para baixa temperatura (ER 5106 QT), na faixa de temperatura de S0 K e 100 K.

A temperatura destas amostras (capivara e cabra) foi controlada por um criostato de
fluxo de hélio liquido (ER 4118 CF) para banda X e banda Q, com um controlador de
temperatura Oxford ICT4. As temperaturas foram medidas com um termopar Chromelx Au-
Fe 0,07% localizado logo abaixo da amostra flutuagio na leitura indica que a variagdo na
temperatura foi de cerca de + 0.1 K para altas temperaturas (maiores de 77 K) e & 0.3 para
baixas temperaturas.

Nas medidas em banda X, utilizamos para Hb de jacaré uma poténcia de microondas
de 150 mW. e 5 gauss de amplitude de modulag3o. Para as demais amostras foi utilizada uma
poténcia de microondas de 20.1 mW. e amplitude de modulagdo de 1.0 gauss.

Nas medidas em banda Q, utilizamos as seguintes poténcias de microondas: 1,59 mW.
para 100 K, 2,09 mW. para 77 K ¢ 1,66 mW. para 50 K.A amplitude de modulagdo foide 1 G.

para todas as temperaturas.
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3.3 Simulacio de espectros

Os espectros foram simulados usando o programa QPOWAP” de simulagdo de
espectros RPE para sistemas policristalinos de ions paramagnéticos de spin 2. Este programa
permite variar uma grande quantidade de pardmetros: campo central, componentes de fatores
g, varredura de campo, larguras de linha, constante hiperfina, interagdes superhiperfinas,
interagio quadrupolar e g-strain.

O primeiro parimetro a ser identificado sdo as componentes dos fatores g. O
programa € entdo utilizado para simular independentemente cada uma das componentes (o
programa so simuila uma de cada vez), considerando como pardmetros fixos: campo central,
varredura de campo, g-strain. Foram considerados como pardmetros varidveis: componentes
de fator g, constantes hiperfinas, e larguras de linha. As componentes sdo entdo, multiplicadas
por um fator de escala, somadas e o espectro resuitante € comparado com o espectro
experimental. Para obter as fragdes de cada componente simulada, todos os espectros
simulados foram normalizados pelas suas segundas integrais.

Noés tomamos como critério basico para a simulagio dos espectros, a utilizagio da
menor quantidade de pardmetros possivel para a obtengdo do melhor ajuste.

Os espectros, para o caso das medidas feitas a 77 K (a excegdo da capivara e cabra),
foram ajustados considerando dois tipos de componentes, um com simetria axial, € outro com
simetria rombica. Para a capivara e cabra forem utilizados trés componentes, uma axial e duas

rombicas.
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Para a manipulagio dos espectros, normaliza¢io, célculo da segunda integral,
filtragem do espectro pelo método da transformada rdpida de Fourier, foi utilizado o programa

Microcal Origin 5.0 .

As seqiiéncias de aminoacidos das hemogiobinas dos vertebrados foram obtidas do
CD-ROM “Atlas of Protein and Genomic Sequences” da National Biomedical Research

Foundation.
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Capitulo 4 : Resultados

4.1 Espectros de RPE de HbNO deos vertebrados em
banda X

Os espectros de RPE de HBNO dos vertebrados a temperatura de nitrogénio liquido
(77 K) sio mostrados na figura 4.1. A freqiiéncia de microondas utilizada foi de 9.523 MHz

para o jacaré, ¢ 9.314 MHz para os demais vertebrados.
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PEIXE
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PINGOIM
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Figura 4.1 .- Espectros de HbNO dos vertebrados em bandaXa 77K
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Da figura 4.1 podemos observar que os espectros de HbNO da capivara e cabra
apresentam uma estrutura hiperfina de trés linhas mais bem resolvida que os demais
espectros. Comparando estes espectros com aqueles obtidos para Hb humana com
concentragdo controlada de NO™Y, estima-se grosseiramente uma fragiio de aproximadamente
um 20% da HbNO no estado T. Os demais espectros nio apresentam uma estrutura hiperfina
muito bem resolvida.

Uma primeira tentativa para a reconstrugio dos espectros de RPE de HbNO dos
vertebrados foi feito a partir das sinais dos espectros da cadeia isolada &™° tanto no estado R
como no estado T e da cadeia P™° no estado R, de hemoglobina humana. Estes espectros sido
mostrados na figura 4.2. Nas figuras 4.3 e 4.4 temos os espectros de RPE de HbNO humana e

de cabra reconstruidos a partir da soma das cadeias isoladas o™% , «™°r e BN%% .

2019 06

=

Figura 4.2 .- Espectro de RPE de HbNO das cadeias isoladas: a, "y, na conformagio T;

b, ™%, na conformag¢do R; ¢, p¥°x ma conformagio RP!.
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Figura 4.3 .- Simulacfio do espectro de RPE de HbNQ de humano a 77 K, como a soma das

isoladas o"%5, a%% e B com fragdes de 0.06,0.42 e 0.52, respectivamente.
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Figura 4.4 .- Simulagiio do espectro de RPE de HbNO de cabra a 77K, como a soma das  cadeias

isoladas o%;, ™% e P com fragdes de 0.15, 0.42 ¢ 0.43, respectivamente.
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Da figura 4.3 podemos observar que o espectro de RPE de HbNO humana € muito
bem simulado como a soma das cadeias isoladas aNOR , aNOT e BNOR . Este tipo de soma ndo
da um resultado satisfatorio para o caso do espectro de HbNO de cabra, por exemplo, tal
como poder ser apreciado na figura 4.4, 0 mesmo acontece para o caso dos demais
vertebrados.

Uma nova tentativa de simulagio foi feita como a soma de componentes com simetria
axial e rémbica.

A excecdo da capivara e cabra, os espectros dos demais vertebrados foram

reproduzidos pela soma destas duas come obtido por exemplo para HbNO de gato(figura 4.5).
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3100 3200 3300 3400 3500
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Figura 4.5 .- Espectro de HbNO de gato em banda X a 77 K.



Na figura 4.6 sdo mostrados, a exceglio da capivara e cabra, as componentes axial e
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rombica simuladas para os espectros de HbNO dos vertebrados. Para

componente axial ndo foi necessario considerar a interagio com nitrogénios perto da heme
(figura 1.1). Simulag3es feitas na componente axial considerando alguma interagio com o0s
nitrogénios nfo melhoram o espectro simulado. A componente rombica, por outro lado,
considera a interagfio com o nitrogénio do NO ligante, ja que ela permite uma reprodugdo das

estruturas hiperfinas observados nestes espectros. Observa-se que na metade dos espectros, a

fracio da componente axial ¢ maior que a rombica.

Na tabela 4.1 temos os pardmetros obtidos desta simulagdo: componentes do fator g,

da interagfo hiperfina A e larguras de linha (AH).

0.64

0.54

0.46

0.58

0.50

0.61

0.61

0.42

i

Componente Axial

GATO J\/\F 0.36
AUDADE J\/\W 0.46
JACARE Wv 0.54
ATOBA —/\A\ﬁ 0.42

PEIXE ‘N\r 0.50
CAVALO —/\A\.\F 0.3
PINGUIM ._/\/\\F 0.20
HOMEM —/\/\\\F 0.58

Componente Rémbica

Figura 4.6 .- Componentes Axial ¢ Rombica dos espectros em banda X a 77 K.

simulagdo da
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Tabela 4.1 .- Valores das componentes do fator g, interagéo hiperfina A (MHz} e

larguras de linha AH (MHz).
Espécies Componente Rombica Componente Axial
G | Oy | Gzz | Ax | Ay | Az | AHo | AHy jAHLz | g0 | Qv | AH, | AHy
Gato 20831992 | 2017| 30 | 10 | 50 | 30 | 30 | 24 [2.040[1.989] 92 | 50

Audade 2.078)1.989|2.018| 30 10 51 40 35 21 2040 1.992( 72 45

Jacaré 2.07311.984 (2,014 25 10 48 40 32 21 |2.038|1.989| 75 45

Atoba 2.07711.991]2.019} 30 10 48 40 30 20 |2.041]1.991| 76 55

Peixe 2.0794{1.989|2.017] 30 10 46 40 35 22 |2.040|1.989 73 47

Cavalo 2.080]1.990:2018}| 24 10 50 38 28 20 |2.040|1.993| 80 50

Pingiiim 2075199112018} 23 10 46 37 22 19 (2.0411.992] 70 50

Homem 2077199032017 30 10 54 30 25 22 1204011991} 30 60

A faixa de erros nos parimetros ajustados sfio estimados em: £0.02 para as fragdes;
+0.0005 para as componentes do fator g; +2.0 MHz para A , Ayy , AH, , e AHyy da
componente rdmbica ¢ AH, e AH, da componente axial, ¢ +1.0 MHz para as componentes

A, e AH,, da componente rémbica (ver apendice para descrigio desta estimativa).

A tentativa de simular os espectros de Hb de capivara e cabra com a soma de
componentes axial e rémbica com as mesmas interagdes que 0s espectros anteriores nio
deram resultados satisfatorios (figura 4.7). Uma nova tentativa de simulagdo foi feita
utilizando trés componentes: as mesmas componentes axial e rombica com interago hiperfina
com um nitrogénioc como mo caso anterior e outra componente rémbica que toma em
consideragio a interagio com dois nitrogénios. Esta composigdo resulta numa melhor
simulagdo do espectro experimental. Esta simulagfio foi feita buscando melhorar a forma do

espectro na diregdo x, regido de campo baixo onde 3 ombros estdo evidentes (figura 4.8).
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CAPIVARA CABRA

//\\f::‘:‘ﬁ\\ff
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Figura 4.7 .- Espectros de capivara e cabra simulados com sé dois componentes,

axial e rémbica que interage s6 com N do NO,a 77T K.
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Figura 4.8 .- Espectro de capivara simulado como a soma de trés componentes,

uma axial e duas rémbicas a 77 K.

4.2 Variacio com temperatura dos espectros de HbNO da

capivara e cabra em banda X.

Para poder compreender melhor a presenga destas trés componentes nos espectros da
HbNO de capivara e cabra, fizemos um estudo dos espectros de RPE de HbNO em banda X,
em fun¢io da temperatura. A figura 4.9 e figura 4.10 mostram a variagio térmica dos
espectros de HbBNO de capivara e cabra respectivamente. Os espectros, tanto para a capivara
como para a cabra, foram medidos numa faixa de temperatura entre 10 K e 200 K, ¢ uma
poténcia de 0.5 mW. e 1.0 gauss de amplitude de modulagéo.

Das figuras 4.9 e 4.10 ndo é facil inferir visualmente a predomindncia de uma
determinada componente, em cada temperatura, sO a simulagdo das mesmas podera dar nos

informagdo sobre as fragdes de cada componente.
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Figura 4.10 .- Espectros de EPR de HbNO em banda X da cabra
em fungiio da temperatura

Nas tabelas 4.2 a 4.9 mostramos os parmetros utilizados nas simulagSes tanto para a
capivara como para a cabra. Nestas tabelas A indica a constante hiperfina da componente
rémbica resultante da interagdo com um nitrogénio (N do NO), e B a outra constante hiperfina

que considera a intera¢do com o outro nitrogénio ( possivelmente N da histidina proxima F8).
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Tabela 4.2 .- Valores dos paridmetros da componente axial da capivara,

Componente Axial

Temp. (K) gL % AH, | AHy
10 2.040 1.992 85 18
30 2.041 1.994 85 20
77 2.042 1.992 68 25
200 2.043 1.994 58 30

Tabela 4.3 .- Valores dos pardmetros na componente rémbica da capivara que

interage com um $¢ nitrogénio.

Componente Rémbica (1 N)
Temp. (K) | B | 8y | Bz | Aw | Ay | A | AHn [ AHyy | AH,
10 2083 | 1981 {2018 35 | 20 | 50 | 42 | 25 | 17
30 2084 [ 1980 | 2018 | 30 | 20 | 50 | 35 | 23 | 175
77 2083 | 1984 ;2018 | 33 | 20 | 51 | 42 | 25 | 17
200 2077 | 1991 12019 50 | 20 : 54 | 15 | 35 | 19

Tabela 4.4 .- Valores dos parimetros na componente rombica da capivara que

interage com dois nitrogénios,

Componente Rémbica (2 N)

Temp. (K) [ &« | 8y | 82 | Ax | Ay | Az | Bxx | By | Bz |AH«|AHyy | AH,
10 2.087 { 1.986 § 2.029 30 30 54 30 30 70 55 40 25
30 2097 [ 1.987 | 2.030 ] 45 30 54 45 30 70 15 25 20
77 2084 | 19852028 | 54 35 54 50 35 40 18 40 18
200 2.085 | 1.999 | 2.029 | 54 60 54 50 40 50 17 15 25
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Tabela 4.5 .- Fracgdes das componentes em fungio da temperatura em HbNO da capivara

Temperatura Axial Rombico (1 N) | Rombico (2 N)
10 0.21 0.47 032
30 0.18 0.49 0.33
77 0.15 0.43 0.42
200 0.20 0.40 0.40

Tabela 4.6 .- Valores dos parimetros na componente axial da cabra.

Componente Axial
Temp. (K) gL of7 AH; AHy
30 2.041 1.692 70 18
77 2.042 1,992 70 25
200 2.043 1.995 60 28

Tabela 4.7 .- Valores dos parimetros na componente rdmbica da cabra que

interage com um nitrogénio.

Componente Rombica (1 N)

30 2,083 | 1.982 | 2.017 35 12 50 35 15 16.5

77 2,080 | 1.982 | 2.018 40 10 51 30 25 17
200 2.076 | 1.989 | 2.019 48 20 51 15 35 19
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cavidade de banda Q, levando a um diminuigdo da relagdo sinal-ruido fazendo necessario a
filtragem dos espectros. O sinal de manganeso (Mn), devido a impurezas na cavidade,
também esta presente nos espectros ¢ sio indicados na figura 4.11 . Desta figura podemos
observar, na regifio g, do espectro, a presenga de duas estruturas tipicas (indicadas por setas)
de componentes rdmbicas e que elas mudam com a temperatura, tal como foi observado em
banda X. E ainda observada a presenga de uma estrutura hiperfina na diregdo z, de acordo
com 0s espectros em banda X. Considerando a baixa relagdo sinal-ruido, ndo foi possivel

realizar a simulagio dos espectros na banda Q. ]

||

100 K

77K

| ‘ L ' L] I 1 —l T I L] I L) ' T I T ' 1
11200 11400 11600 11800 12000 12200 12400 12600 12800

Campo Magnético (Gauss)

Figura 5.11 .- Espectros de RPE de HbNO de cabra, em banda Q,

em fungio da temperatura,
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Capitulo 5 : Discussio e Conclusdes

Os espectros de HbNO dos diferentes vertebrados obtidos a temperatura de nitrogénio
liquido em banda X mostram duas conformagdes bem diferenciadas, aqueles como a capivara
e cabra que apresentam uma estrutura hiperfina de trés linhas pronunciadas com
possivelmente uma fragio em torno de 20% no estado T, e os restantes que nfio apresentam
presenga significativa do estado T e que podem ser associados a espectros com forte presenga
no estado R.

A primeira tentativa de simulagdo mostra que os espectros das cadeias isoladas o °r ,

% e PNY% de hemoglobina humana, podem reconstruir muito bem o espectro de RPE de

HbNO de homem num estado fortemente R. Louro et al.?" mostraram que isto também é
valido para espectros de HbNO de homem na transigio R-T . A simulagio ndo did um
resultado satisfatorio para os demais espectros dos vertebrados, independentemente do estado
da hemoglobina. Uma possivel explicagio € a nfio equivaléncia dos espectros de RPE das
cadeias isoladas o©°1, "%z e ﬁNOR dos vertebrados.

Na segunda tentativa os resultados mostram que no estado R, é sempre possivel
reconstruir os espectros como a soma de duas componentes que podem ser associadas a duas
diferentes estruturas estereoquimicas do N(histidina)-Fe-N(NO) com respeito ao plano da
heme. Uma é representada por um espectro de RPE com simetria axial, com a dire¢fio da
ligagio coincidindo com o fator g, , paralelo a normal do plano da heme. A outra componente
apresenta um espectro de RPE com simetria rdmbica, onde a dire¢iio da ligagio é inclinada

em relagio ao plano da heme (figuras 5.1 e 5.2).
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Observamos as seguintes caracteristicas dos espectros das HbNO no grupo dos
vertebrados estudados;
1) Todos os espectros sdo compostos de componentes axial e rombica (observadas
anteriormente na HbNO humana pelo Huttermann et al."® e Flores et al.’” em seus

estudos em banda Q).

Figura 5.1 .- Geometria e g—¢ixos da componente axial de NO-Fe-N(histidina)™®,
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Figﬁra 5.2 .- Geometria e g—eixos da componente roémbica de NO-Fe-N(histidina)"®,

2) No caso da capivara e cabra se observa uma estrutura hiperfina bem definida. Esta

3)

estrutura esta associada a soma de duas componentes rombicas; uma que inclui interagio
hiperfina com um nitrogénio (N do NO), e outra com dois nitrogénios (N do NO e outro N
possivelmente da histidina proxima F8). Nossos resultados ndo podem relacionar estas
duas componentes rombicas as estruturas penta- € hexa-coordenadas do ferro na heme,
respectivamente, achados na literatura.

A variagio térmica das fragGes axial e rombicas € pequena, muito menor que a observada
por Flores et al.’® na HBNO humana em banda Q. A faixa de erro nas componentes nio
foi estimada, mas devido 4 grande quantidade de parimetros simulados, nos achamos que

os erros poderiam ser um pouco maiores que 0s mencionados no caso anterior.
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Plonka et alP® utilizaram HbNO de porco em seus estudos de fotolise a baixas
temperaturas por RPE, e apresentaram a variagio térmica com comportamento similar ao da
capivara ¢ cabra mostrados neste trabalho. Nenhuma anilise da forma de linha dos espectros
foi apresentada.

Uma primeira tentativa para identificar o responsivel pelas pequenas diferengas nos
espectros de Hb dos vertebrados foi feita analisando a composi¢do nas seqiéncias de amino
acidos na vizinhanga da heme. Nas figuras 5.3 e 5.4 temos os aminoacidos em contato com a
heme nas cadeias o e B, respectivamente da Hb de cavalo segundo Perutz et al.®®! | Na tabela
5.1 temos as seqii€ncias de aminoacidos em contato com a heme, para o caso de Hb de

humano ¢ que foi obtido substituindo os aminoacidos correspondentes nas figuras 5.3 e 5.4

Horse onyh ernoglobin g -chain

Cev,
Cor ¥v -
phe G5 (08) N'f';\\_

Cp
teu GB {101}
Cs

_Ca leu H12 (129)
met B3 (3)5, ? - -
----------- 132)
Cy ~so- . N "_-Chvnl HI5{
val FG5 {93 lC‘:‘!_:.__‘ o7 e mC heu HG (136)
the C4 (39)Cp I c
asn G4 [97)(:,,,',’;:;;{:' ~ Y2
33:1"", Co f VM EN (B2}
.* Da
Ny ]
coren | o
phe Ce
wr C7 (42)1?"_::-.‘-—‘ TR, kuFa(8Y
M
--------------- Cg, teuF7(86)

9
1
ley FO3 | )C -

’ of 0
phe CD4 [66) c;7

l
his COB {55 Ne: N} his E7 (58)

A

Figura 5.3 .- Aminoicidos em contato com a heme ra cadeia o em oxi-Hb P,
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Figura 5.4 .- Aminodcides em contato com a heme na cadeia B em oxi-Hb ¥,

Tabela 5.1 .- Seqiiéncia dos amino icidos perto da heme nas cadeias o e pP”.

Cadeia o Cadeia B

Phe G5 (93) His E7 (58) Phe G5 (103) His E7 (63)

Met B13 (32) His F8 (87) Leu B13 (31) His F8§ (92)
Val FG5 (93) Leu F7 (86) Val FG5 (98) Lys E10 (66)

Thr C4 (39) Leu F4 (83) Thr C4 (38) Leu F7 (91)
Asn G4 (97) Val E11 (62) Asn G4 (102) Ser E14 (70)

Phe CD1 (43) Leu H19 (136) Phe CD1 (42) Leu F4 (88)
Tyr C7 (42) Val H15(132) Phe C7 (41) Val E11 (67)
Leu FG3 (91) Leu H12 (129) Leu FG3 (96) Phe E15 (71)
Phe CD4 (46) Leu G8 (101) Phe CD4 (45) Leu H19 (141)
His CD3 (45) Ser CD3 (44) Val H15 (137)
Leu G8 (106)
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Na tabela 5.2 temos as variagdes dos aminoacidos das hemoglobinas na vizinhanga da
heme dos vertebrados em relagdo ao homem. 86 foi possivel achar as seqiiéncias dos amino
acidos de 7 dos vertebrados estudados, além da heme do bovino. Nesta tabela devemos tomar
em conta algumas consideragdes importantes. Nas hemoglobinas da cabra e bovino foi
detectada a auséncia do amino terminal da cadeia B. Estas apresentam, portanto, 145 amino
4cidos em lugar dos 146 dos demais vertebrados. Esta auséncia, Val NA1 (1), ndo foi
considerada na determinagio das variag8es dos amino acidos, ou seja, sua posigdo espacial foi
considerada e a numeracdo feita a partir do aminoacido ausente, caso contrarto teriamos toda
a cadeia deslocada por um amino 4cido € as variagdes na cadeia incluiriam as histidinas
proximal (F8) e distal (E7). Por outro lado, sabemos que estas histidinas sdo invariantes em
todas as espécies estudadas e sdo fundamentais para o funcionamento fisiologico das
hemoglobinas.

O peixe elétrico apresenta 142 aminodcidos na cadeia o em lugar dos 141 dos demais
vertebrados com a inser¢io de um amino acido entre as posi¢des 44 ¢ 47 em relagiio ao
homem. O problema que se apresenta aqui € que a partir da posi¢io 47 todos os amino acidos
estardo deslocados e o nimero de alteragdes seria muito maior. A cadeia f do peixe elétrico
apresenta 146 aminoacidos em lugar dos 145 e a inser¢do € entre as posigdes 100 e 110 em
relagio a cadeia humana. Da mesma forma partir da posigio 110 todos os aminoacidos
estariam deslocados. Na tabela 5.2 ignoramos as variagdes advindas de tais insergSes para o
peixe elétrico. Uma variagio muito proxima da heme ¢ a auséncia da valina El1 (62) na
cadeia «, substituida pela isoleucina (lle) se consideramos a presenga do aminoacido extra.
Nagai et al.¥! mostraram que a substituigio da valina E11 pela isoleucina na cadeia a, nao
afeta as propriedades de ligagdo da hemoglobina, ¢ portanto € possivel que esta variagdo nio

tenha efeito substancial sobre o espectro de RPE de HbNO de peixe ¢létrico.
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Tabela 5.2 .- Variaciio dos amino dcidos perto da heme para as Hbs dos vertebrados em relagiio ao

homem.
ANIMAL VARIACAO NA CADEIA o VARIACAO NA CADEIA B
(Em relagio ao Homem) (Em relagio ao Homem)
GATO Met B13 (32) » Thr Ala E14 (70) —>Ser
Leu H12 (129) — Phe

| Leu B13 (31) >Met Leu FG3 (96) »>Phe

JACARE Nio tem variagiio Thr C4 (38) >Lys  Ser CD3 (44) >His

Phe C7 (41) >Tyr  Ala E14 (70) >Ser
ATOBA Nio tem variacio Ala E14 (70) >Ser
PEIXE Leu H12 (129) »>Phe Phe C7 (41) >Tyr
Val E11 {(62) —lle Lys E10 {(66) »Val
CAVALO Nio tem variagiio Ala E14 (70) > Ser
CABRA Nio tem variagiio Ala E14 (70) »>Ser
Ser CD3 (44) »>His
BOVINO Nio tem variacio Ala E14 (70) > Ser

Uma outra regido importante a ser considerada ¢ a da ligag3o 2,3 Difosfoglicerato (2,3-DPG)

que estabiliza a forma T. Nés analisamos as variagBes dos aminoacidos nesta regidio. Os

aminoacidos que interagem com o 2,3-DPG sdo : os dois amino terminais da cadeia B, His 2

(NA2) das duas cadeias B, Lys 82 (EF6) de uma das cadeias p ¢ His 143 (H21) das duas

cadeias B!l Na tabela 5.3 temos as mutagdes destes amino acidos em relagdo ao homem.
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Também foi analisada a regio de contato entre as cadeias e néo foi observada mudangas
nos pontos relacionados com a transigdo T-R. Nesta transigio a ponte de hidrogénio entre a

tirosina C7 (42a.) e aspartato G1 (99B;) muda a uma posigio entre a aspartate G1 (92 o) e

asparagina G4 (102"

Tabela 5.3 .- Variacgio dos amino dcidos que interage com o 2,3-DPG
Em relagio ao homem.

ANIMAL VARIACAO DOS AMINO ACIDOS
PERTOS DO 2,3-DPG

GATO His NA2 (2)—>Phe
) His NA2 (2) »Pro
JACARE His H21 (143) >Ala
] His H21 (143) >Arg
ATOBA
His NA2 (2) > Val
PEIXE His H21 (143) —>Lys
His NA2 (2) >Gln
CAVALO
His NAZ (2) >Met
CABRA Auséncia do primeiro aminoécido
His NA2 (2) >Met
BOVINO Auséncia do primeire aminoécido

Dos espectros da figura 4.1 e da tabela 5.2 observamos que ndo ha relagdo entre as
mutagdes dos aminoacidos na vizinhanga da heme com a presenga ou auséncia de estruturas
hiperfinas pronunciadas nas hemoglobinas dos vertebrados. Um detalhe interessante foi
observado para o caso da mutagio da Alanina El4 (70) pela Serina, na cadeia B, os

vertebrados que apresentam este unico tipo de mutagdo (gato, atoba e cavalo) também
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apresentam uma menor fragio da sua componente rombica tal como pode ser observado na
figura 4.6 .
O 2,3-DPG abaixa a afinidade da hemoglobina pelo oxigénio. Na figura 5.3 temos
uma representagio esquematica mostrando ¢ enlagamento do DPG a deoxi-Hb humana. A
estereoquimica do 2,3—DPG é tal que complementa os residuos basicos da cavidade central ao
formar pontes salinas com os dois amino terminais das valina 1 (NA1), histidinas 2 (NA2) e

143 (H21) das duas cadeias B, e com a Lisina 82 (EF6) de s6 uma cadeia B. Quando a deoxi-

Hb muda para o estado oxi-Hb as por¢des das cadeias B perto do sitio de ligagdo 2,3-DPG

ficam mais proximas uma de outra, deslocando o 2,3-DPG para fora da cavidade central.

Residue 6

A-Helix

Figura 5.5 .- Representagiio esquemdtica do enlagamento do DPG
A deoxi-Hb humana na cadeia g,

Na figura 5.6 apresentamos os espectros de RPE de HbNO de bovino (vaca e bifalo)
a 77 K eum pH de 7.4 . Nesta figura podemos observar presenca de estruturas hiperfinas na

regido Z ¢ X do espectro e que sdo muito semelhantes as observadas na cabra e capivara.



63

gx =206 gz =20Mm gy=1%‘4

Figura 5,6 .- Espectrosde RPE de nitrosil hemoglobina na presenga de DPG
(a) homem ; (b) vaca ; (c) bafalo!*!,

Estudos feitos na Hb de bovino indicavam que esta apresenta uma baixa afinidade
pelo oxigénio!*™. Os fosfatos organicos, os quais normalmente abaixam a afinidade pelo
oxigénio numa grande quantidade de mamiferos, ndo influenciam de maneira importante a Hb
de bovino. Neste tipo de Hb, os ions de cloro surgem como o efetor fisiologico de maior
relevincia na pouca afinidade pelo oxigénio!'> >4,

Fronticelli et al™ propuseram que a Hb de bovino nio apresenta um sitio especifico

para a ligagdo do ion cloro e que o efeito do cloro € o resultado do aumento da cavidade

central na transicio R-T. Este aumento poderia permitir a difus3o de ions de cloro para
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neutralizar o excesso de cargas positivas no revestimento da cavidade central, sendo ligado
exteriormente a quaisquer delas.

Marta et al.*! mostraram que o 2,3-DPG liga-se a Hb de bovino, ndio s6 na auséncia
de ions de cloro, como também na presenga de concentragSes saturadas de ions de cloro. O
baixo efeito funcional do 2,3-DPG na Hb de bovino poderia ser devido ao modo de ligagio do
2,3-DPG 4 cadeia B da hemoglobina. Da tabela 5.3 podemos observar a auséncia do primeiro
aminoacido e a substituigio da histidina NA2 pela metionina, na cadeia . O 2,3-DPG vai-se
ligar de uma forma assimétrica dentro desta cavidade e portanto induz um aumento da

cavidade central de 13,5 a 17,8 A° 461,



65

Conclusoes

1

2)

3)

4)

5)

6)

De nossos resultados e das referéncias mencionadas, concluimos que € sempre possivel
reconstruir os espectros de RPE de HbNO dos vertebrados, como a soma de componentes

axial e rombica.

Aqueles espectros que ndo apresentam uma estrutura hiperfina muito bem resolvida,
foram simulados com a soma de duas componentes, uma axial ¢ outra rombica interagindo

com um s0 nitrogénio.

Os espectros de RPE de HONO da capivara e cabra, com estrutura hiperfina mais
resolvida na regido Z e X, e com aproximadamente 20 % no estado T, foram simulados
como a soma de trés componentes, uma axial e duas rdmbicas, uma interagindo com um
nitrogénio e outra com dois nitrogénios. As variagGes das fragoes das componentes destas

espectros em fungio da temperatura nio apresentam um comportamento monotono.

Medidas feitas em banda Q de HbNO de cabra, confirmaram a existéncia das trés

componentes achadas na banda X.

N3o conseguimos correlacionar as diferencas entre os espectros de RPE de HbNO dos

vertebrados com as mutacdes existentes na vizinhanga da heme das cadeias o ¢ § da Hb.

A semelhanga nos espectros de HbDNO de cabra e capivara, sugere que a Hb de capivara

apresenta a mesma alteracdo de aminoacidos perto do 2,3-DPG na Hb de cabra. A
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determinag@io da seqiléncia de aminoéacidos da Hb de capivara poderd confirmar esta

hipétese.

7) O pH na qual trabathamos varia entre 5.5 e 7.0, uma controle interessante seria trabalhar
com pH ajustado e distinguir os efeitos estruturais devido ao pH dos devidos a seqiiéncia

de aminoacidos.

8) Outro parimetro interessante a ser variado é a fragdo do NO ligadas a Hb dos

vertebrados, que influéncia de maneira importante a transigao R-T.

9) Devido a forte influéncia dos ions cloro na baixa afinidade da Hb de bovino pelo ligante,
seria interesante estudar o efeito da concentragdo destos ions sobre a afinidade das Hb de

cabra e capivara.

10) Nossos resultados abrem a possibilidade a estudos com sistemas mais controlados e com

mutantes produzidos artificialmente.
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Apendice

Erros nos espectros simulados

Devido principalmente a grande quantidade de parametros utilizados na simulagéo,
ndo ¢ facil poder definir um critério basico para achar os erros dos espectros simulados. Nosso
critério esta baseado tanto na existéncia como na posigio da estrutura hiperfina observada nos
espectros. Os erros dos valores dos tensores g ¢ A, e larguras de linha AH das simulagdes
foram estimados para o espectro de HbNO de cavalo. Os parametros de cada componente
foram mudados de tal forma que podemos obter novamente o espectro experimental. A
variagdo de cada parimetro leva a pequenas mudangas na forma do espectro. Os erros obtidos

foram os seguintes:

Componente rombica:
Fatores g : +0.0005
A=Ay =12.0MHz
A=+ 1.0MHz

AH, = AH,, =+ 2.0 MHz.

AHz =+ 1.0 MHz.



Componente Axial:

Fatores g : £ 0.0005

AH, = AH; =+ 2.0 MHz.

Uma caracteristica importante destes erros € que o pares de componentes ( Axx , AHxx )
e ( Ayy, AHyy ) variam simultaneamente da seguinte forma: um aumento no valor Ay deve ser
acompanhado de um decréscimo no valor de AHy, nas mesmas quantidades e ate um valor
maximo de 2.0 MHz. Desta forma pode-se manter a forma do espectro. Os valores de Az e

AH,; podem variar de ate 1.0 MHz,, um valor maior que este ndo apresentda a estrutura

hiperfina resolvida nos espectros.

Para estimar os erros nos valores das fragdes das componentes axial € rémbica, nds
simulamos novamente o espectro de HbNO de cavalo com os pardmetros mostrados na tabela

Al, e que tomam em consideragio a faixa de erros mostrados anteriormente.
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Tabela Al. Valores nas componentes axial e rémbica de cavalo com os erros considerados.

Componente Rombica

Componente Axial

Qux Gyy [+ 173

IA:l(:l(

Ay

A.

AH.

AH

L4 11

1 7

AH,

AHJI

2.0805 | 1.9895 | 2.0185

26

12

51

36

26

19

2.0405

1.9935

82

52

Na figura Al temos tanto o espectro experimental como o espectro simulado com os
pardmetros da tabela Al, com fragdes 0.60 para a componente axial e 0.40 para a componente

rombica (simulagdo 2). Na figura Al é mostrado o ajuste inicial, apresentado no texto, tabela

4.1 (simulagdo 1).




69

Experimental

Simulagao 1

Simulagéo 2

v 1 . ] . L ) 1 . f
3100 3200 3300 3400 3500

Campo Magnético (Gauss)

Figura Al .- Espectro EPR de HbNO de cavalo tanto experimental como o simulados.

Erros nas fragdes das componentes também foram estimadas sem modificar os

parimetros da simulagdo inicial. Esta variagdo resultou num erro de ordem de +0.02 no valor

das componentes.

Consideramos entfio os erros nas fragdes das componentes axial e rémbica da ordem

de +0.02.
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