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RESUMO

Ressonancia dupla eletrénica € nuclear (ENDOR) foi usada para estudar protons
e nmitrogénios em mitrosil mioglobina (MbNO) e nitrosil hemoglobina (HbNO).
Espectros de ENDOR de protons e nitrogénios foram obtidos para diferentes valores de
campo magnetico a 10 K. A analise destes espectros foi feita usando simulagio, baseada
no principio de selegdo de orientagdes. Esta metodologia foi aplicada com o objetivo de

separar, nas suas componentes, a complicada superposigdo dos espectros.

Considerando a superposigdo das simetrias rombica e axial, presentes em
sistemas Fe**-NO em nitrosil hemoproteinas, as dire¢des de campo que contribuem em
determinado valor de campo do espectro de EPR sdo obtidas. Como as freqiiéncias de
ressonancia nuclear dos espectros de ENDOR dependem da orientagdo das moléculas
em relagdo ao campo magnético aplicado, espectros de ENDOR foram obtidos para
diferentes valores de campo magnético do espectro de EPR, para analisar a dependéncia

angular da interagdo hiperfina e assim determinar a localiza¢3o do respectivo nicleo.

Espectros de ENDOR de "*N de MbNO e HbNO foram obtidos entre 5 K e 40 K
para estudar a interagdo hiperfina entre o complexo N(HisF8)-Fe*-N(NO) ¢ o N; da
histidina préxima. Os espectros ndo mudam nesta faixa de temperatura. A dependéncia
com campo magnético destes espectros foi simulada a 10 K, considerando as duas
simetrias do complexo paramagnético (rOmbica e axial). Os tensores hiperfino e
quadrupolar foram obtidos das simulagdes para ambas simetrias em cada nitrosil
hemoproteina. Os valores principais dos tensores sio proximos aos previamente
reportados por EPR ¢ ENDOR considerando somente a simetria rdmbica. No entanto
em nosso trabalho, a superposi¢do das simetrias rombica e axial leva a uma melhor

reconstrugiio dos espectros experimentais.

Nos espectros de prétons as simulagdes nos permitem observar diferengas entre
as simetrias rombica e axial de nitrosil hemoproteinas, diferengas entre cadeias o e p de
HbNOQ, e diferencas entre protons dum mesmo amino acido. Protons da His-E7 e Val-

Ell sio identificados em ambas simetrias da MbNO e HbNO. Nossos resultados



indicam que estes residuos estdo no interior do bolso da heme e ajudam a estabilizar as

duas conformagdes.

Os espectros de ENDOR de protons de HbNO entre 5 K e 45 K foram
parcialmente simulados. Estas simulagdes indicam mudangas nas interagdes hiperfinas
de alguns protons que podem ser associadas com mudangas conformacionais da
proteina. Duas possibilidades sao propostas, a primeira envolve uma mudanga na
orientagdo do ligante, e a outra envolve variagdes nas posi¢des dos amino acidos na

regido distal do bolso da heme.
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ABSTRACT

Electron nuclear double resonance (ENDOR) spectroscopy has been used to
study protons and nitrogens in nitrosyl myoglobin (MbNQ) and nitrosyl hemoglobin
(HbNO). 'H and "N ENDOR spectra were recorded for different settings of the
magnetic field at 10 K. The analysis of the ENDOR powder spectra was performed
using computer simulation, based on the “orientation-selection” principle. This
methodology was applied in order to separate the complicated overlapping spectra into

their components.

First, an analysis of the heme iron-NO system EPR spectrum of nitrosyl heme
proteins was performed considering the superposition of rhombic and axial symmetries,
to determine the field directions that contribute to the EPR spectrum at any given field
magnitude. The nuclear resonant frequencies of ENDOR spectra depend on the relative
orientation of molecules with respect to the applied field. ENDOR data were collected
at a series of EPR magnetic field values; the angular dependence of the hyperfine

energy was measured and analyzed to determine the location of the ligand nuclei.

"N ENDOR spectra of MbNO and HbNO were recorded between 5 K and 40 K
to study the hyperfine interaction between the N(HisF8)-Fe*'-N(NO) complex and N, of
the proximal histidine. The spectra are temperature independent for both proteins. The
magnetic field dependence of ENDOR spectra at 10 K is reproduced by simulations
which invoive the two different symmetries of the N(HisF8)-Fe*-N(NO) complex
(thombic and axial). The '*N hyperfine and quadrupolar tensors are obtained from
simulations for both symmetries in each nitrosyl heme protein, the principal values of
these tensors are close to those previously reported by EPR and ENDOR spectroscopies
considering only a rhombic symmetry. However in our work, the superposition of
rhombic and axial symmetries allows for a better reconstruction of experimental spectra.

The '*N hyperfine and quadrupolar tensors were not considered coincident.

In the case of protons, it is possible to observe differences between the rhombic
and axial symmetnies of MbNO and HbNO, differences between o and B chains of

HbNOQ, and differences between protons from a given amino acid. Protons from His-E7
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and Val-E11 residues are identified in the two symmetries. Qur results indicate that both
residues are present inside the heme pocket and help to stabilize one particular

conformation.

The temperature dependence of 'H ENDOR spectra of HbNO between 5 K and
45 K was partially reproduced by simulations, which indicate changes in the hyperfine
interactions of several protons due to conformational changes in the protein. Two
possibilities are proposed, one involves a change in the ligand orientation and the other

one involves changes in the position of the amino acid residues in the heme pocket.
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Introducio

Desde as primeiras determinagles de susceptibilidade magnética de
hemoproteinas por Pauling na década dos 30°°, muito esfor¢o foi gasto para obter uma
descrigio completa da estrutura eletronica e detalhes do funcionamento da ligagio de O;

ao Fe das hemoproteinas. Este objetivo ndo foi ainda alcangado.

Esta tese € um passo na dire¢io da melhor compreensdo deste problema. O uso
do dxido nitrico (NO) no lugar de O, ¢ estimulado pelo carater paramagnético de HbINO
em contraste com o diamagnético de HbO;, o gue permite a utilizagio de EPR e
ENDOR, técnicas fisicas sofisticadas que levam a determinagio das posigdes e
mudangas nestas posi¢cdes dos amino dcidos vizinhos do Fe e do papel que estes jogam
no processo da ligagio reversivel do ligante — seja NO ou O, — ao Fe. Neste trabalho
foram usadas estas técnicas experimentais € métodos tedricos (programa THOR), para a

determinacdo das estruturas.

No capitulo 1 € apresentada uma breve descricio da Mb e da Hb e as
carateristicas do sitio attivo. Também é apresentada uma pequena revisio dos estudos

em nitrosil hemoproteinas usando EPR e ENDOR.

No capitulo 2 apresentamos uma breve revis@o da teoria geral de ENDOR e uma

descri¢io da metodologia de selecdo de orientagdes.

Materiais ¢ métodos sdo apresentados no capitulo 3, onde descrevemos a
metodologia de simulagio dos espectros de ENDOR e a metodologia usada pelo

programa THOR na otimizacgio das estruturas.

No capitulo 4 sdo apresentados 05 nossos resultados, divididos em trés partes, a
primeira sobre as medidas de ENDOR de "N, a seguinte sobre as medidas de ENDOR
de 'H (prétons) e a tGltima sobre a dependéncia com a temperatura dos espectros de

ENDOR de prétons de HbNO.

O capitulo 5 € de discussdo e conclusdes.



Capitulo 1

Oxido Nitrico e as Hemoproteinas

1.1.- Intreducgio

O éxido nitrico (NO) nas condigdes normais de pressdo e temperatura, é um gas
inorganico, incolor, radical livre diatdmico, bastante instavel quimicamente e por isso bastante
reativo, o que gera dificuldades de manutengio em laboratdrio, pois reage com oxigénio
formando 6xido nitroso (NO,). Entretanto, o NO nio reage com a agua nem com alcalinos, o

que permite sua armazenagem e separagéo em relagdo ao 6xido nitroso.

Até 1987 o NO ecra considerado somente pelas suas caracteristicas como poluente
(estando associado a chuvas acidas) e por sua potencial toxicidade. Nas pesquisas, era utilizado
como sonda paramagnética em estudos estruturais de hemoproteinas, ligando-se fortemente ao
ferro, em substituigdo ao oxigénto. Depois de ter sido identificado como o fator regulador da
pressdo sangiiinea, inimeras func¢des biologicas tém sido atribuidas a este radical livre.
Incontaveis trabalhos e pesquisas tém sido apresentados a comunidade cientifica. O estudo do
oxido nitrico tem atraido muitos pesquisadores das mais diversas areas, evidenciando sua
caracteristica interdisciplinar, especialmente pela possibilidade de aplicagdo de diversas
espectroscopias fisicas, em nosso caso particular Ressonédncia Paramagnetica Eletronica (EPR)

e Dupla Ressonincia Eletronica e Nuclear (ENDOR).

1.2.- Oxido Nitrico em Sistemas Biolbgicos

Embora o 6xido nitrico (NO) tenha comegado a ser estudado em sistemas biologicos no
inicio dos anos 80, foi no inicio da década de 90 que apareceram diversas pesquisas e trabalhos
envolvendo o NO endogeno, sendo eleito “A molécula do ano 1992” pela Sociedade Americana
para o Avango da Ciéncia,”! e culminou com o Prémio Nobel de Fisiologia ou Medicina de

1998 para R. Furchgott, L. Ignarro e F. Murad.

O NO ¢ biossintetizado a partir do amino acido L-arginina’ por uma familia de enzimas

conhecidas como éxido nitrico sintetases cujas trés mais estudadas sdo a neuronal (nNOS), a



indutiva (/NOS) e a endotelial (eNOS).® Sua sintese aparece ndo s6 em seres humanos como
também em diversos animais tais como moscas da fruta, caranguejos, galinhas, trutas,?! e
insetos hematofagos.” Sua mais freqitente fungio associada a processos biologicos é a de
mensageiro neurologico,” neurotransmissio, modulando niveis de cGMP no cérebro, como por
exemplo no aprendizado olfativo.!® Porém atividades associadas ao NO ja foram relatadas na
regulagio da proliferagio celular;'”! na modulagio de inflamagdes e condigdes patolégicas,™
pela sua agdo quando sintetizado por macrc')fagos,[gl e por meio de oxidag:éio.[w] Efeitos

negativos do NO liberado como resposta do sistema imunologico também foram divulgados.!'!

Na vasodilatagio e relaxacdio muscular foi identificado como sendo o Fator de
Relaxamento Derivado do Endotélio (EDRF).!"? Experimentos genéticos, envolvendo mutagio
no codigo genético da eNOS em ratos, mostram que a auséncia da atividade do EDRF produz
espécimens hipertensos.!'*! O NO também esta relacionado a processos de broncodilatagio, e

(51 Atua também como inibidor de

[16]

exerce funcdes fisiologicas no musculo esquelético.

atividades enziméticas por meio de S-nitrosilagdo e oxidacio.

Além das aplicagdes ja efetivadas e as de decorréncia direta das linhas de pesquisa
anteriormente citadas, outras conseqiiéncias sdo esperadas da pesquisa com o NO. As principais
seriam novos procedimentos terapéuticos para problemas circulatorios e processos
inflamatorios,'” bem como a produgio de fluidos sangiiineos artificias."® Anormalidades na

[19]

produc@o endotelial de NO ocorrem na artertosclerose, diabetes e hipertensio,' “abrindo-se

assint, a possibilidade de novas formas de diagnostico.

1.3.- Hemoproteinas

As hemoproteinas representam um grupo de proteinas de grande importdncia para os
bidlogos, bioquimicos e biofisicos. As hemoproteinas (hemoglobina, mioglobina, etc))
equivalem ao atomo de hidrogénio em fisica atdmica, ou do silicio nas décadas 1950-1960 em

fisica do estado solido; transformando-se em moléculas modelo da biofisica.

O centro ativo dessas moléculas é o grupo heme: um ion de ferro circundado por um

anel porfirinico ligado a globina (cadeia polipeptidica) através de ligagdes idnicas com os
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grupos carboxilatos dos amino acidos nas posicdes 6 e 7 (Fig. 1.1).%°) A presenca do ion é

essencial para o papel biologico desempenhado pelas hemoproteinas.
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Figural.l.- Grupo Heme; o grupe heme se liga A porciio proteica da Hb e Mb através dos grupos

carboxilatos, das posigies 6 e 7.

O ferro é um metal com propriedades magnéticas bem conhecidas. Permite o uso de
varias técnicas fisicas, tais como: susceptibilidade magnética, absor¢iio Otica, espectroscopia
Maossbauer, efeito Raman, ressondncia magnética nuclear, ressondncia paramagnética
eletronica, dupla ressondncia eletronica e nuclear, etc. Consequentemente, tem-se conseguido
uma descricio bastante razoavel da estrutura eletronica do ferro em situagdes proximas as

fistologicas.

Em condigdes fisiologicas as hemoproteinas estio em estado oxigenado, com moléculas
de O; ligadas ao ferro ou em estado desoxigenado, com a mesma posi¢io desocupada. O ferro
pode ligar-se a uma variedade de pequenas moléculas como: CO, Hz0, NO, CN, etc. A carga e

o estado de spin do ferro (Fe** ou Fe") dependem do ligante.



1.3.1.- Mioglobina

A mioglobina (Mb) ¢ constituida de um grupo heme e de uma cadeia polipeptidica de
153 amino acidos (peso molecular 17815 daltons, mioglobina de cachalote), arranjados em oito
extensdes de hélices o (denominadas de A até H) que formam um bolso com o grupo heme
(Fig. 1.2). Todas as hélices s@ao destrogeras e variam em comprimento de 7 a 26 residuos. Dos
153 residuos, 121 estdo em regido helicoidal. A moiécula é um esferdide achatado nos polos, de
aproximadamente 44 x 44 x 25 A (Mb cachalote). E extremamente compacta, existe pouco

€spago vazio em seu interior.

O papel da Mb ¢ ligar ¢ armazenar oxigénio. As fontes mais ricas de mioglobina sio os
musculos de mamiferos aquaticos tais como focas, baleias e ledes 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 difragio de raios-X da proteina.*”
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Figura 1.2.- Molécula de mioglobina.



As cadeias laterais dos vinte amino 4cidos tém uma grande variedade de propriedades.
Alguns sio muito polares e outros sdo hidrofébicos, influenciando assim as regides da cadeia
em que ocorrem para formar dobras assumindo aspecto de uma proteina globular. Os grupos
laterais ndo polares dispdem-se no intertor da molécula. Os residuos que possuem tanto uma
parte apolar quanto outra polar sdo orientados de modo que suas por¢des ndo polares dirijam-se
para dentro. Os Gnicos residuos polares dentro da Mb (e da Hb) sfo duas histidinas (oito na Hb),
que tém fungdes importante no centro ativo. O exterior da molécula contém residuos polares
quanto ndo polares. Essa disposi¢cdo deve, certamente, ter uma forte influéncia na solubilidade
da Mb (e Hb). O grupo heme esté localizado numa regido apolar, que protege o estado ferroso

do heme, da oxidagio.

A estrutura tridimensional da mioglobina é a mesma para as diferentes espécies
estudadas até¢ o presente. Isso confirma que apesar da microheterogeneidade (mutacdes) na
composi¢do dos amino &cidos alguns devem ter suas posi¢des conservadas na estrutura primaria

{sequéncia) de modo a determinar a estrutura terciaria da proteina.

1.3.2.- Hemoglobina

Dentre as mais abundantes proteinas de vertebrados, estd a hemoglobina (Hb). Na
corrente sangiinea existem em torno de cinco bilhdes de células vermelhas (eritrocitos) por
mililitro (m!), e cada uma contem 280 milhdes de moléculas de hemoglobina, de peso molecular

64500 daltons (hemoglobina humana).l**!

A molécula de Hb tem quatro cadeias proteicas, iguais duas a duas, chamadas o ¢ B; na
Hb humana as cadeias o contém 141 residuos (amino acidos) ¢ as cadeias B contém 146, num
total de 574 amino acidos. Associados a cada cadeia existe um grupo heme, o centro ativo da
proteina. A Hb € uma molécula aproximadamente esférica, com uma cavidade central, ¢
dimensdes 64 x 50 x 50 A (oxi-Hb de cavalo). Os grupos heme de cadeias o ¢ B sdo

particularmente proximos (60 A), como séo aqueles de o ¢ B, (Fig. 1.3).

O empacotamento de cadeias na molécula de Hb ¢ tal que o contato entre as cadeias
laterais existe entre subunidades diferentes (o e f3), mas ¢ pequeno o contato entre as cadeias

iguais. Segundo Perutz os pontos de contato entre as cadeias diferentes sfo por interagdes



hidrofébicas,?!! enquanto entre as cadeias semelhantes s3o polares. Os contatos o e B sdo de
dois tipos, os o 1 e oz B, s@io chamados contatos de empacotamento por representarem o
empacotamento das subunidades que nfio mudam quando a molécula Hb vai da configuragéo
desoxi para oxi; os contatos o P2 e o By s#o chamados contatos de deslizamento, uma vez que
sofrem as principais mudancas quando h4 alterago no estado de ligago do ferro da heme,
Ligagdes de hidrogénio ¢ pontes salinas também sfo importantes para manter as subunidades

juntas. (201

Figura 1.3.- Estrutura quaterndria da Hb mostrando o arranjo das quatro subunidades.”™

Em geral o itomo de ferro tem seis ligantes em uma simetria octacdral. Nas
hemoproteinas quatro ligantes s3o os atomos de N da propria heme, o 5° € o N do grupo
imidazol da histidina préxima (His-F8) e a 6° posi¢iio corresponde ao sitio de ligagio do
oxigénio, no caso fisioldgico; e que pode também ser ocupado por outras moléculas tais como
H,0, CO, NO, etc. Ao lado do 6° ligante existe a histidina distal (His-E7) e a valina E11 (Val-
Ell) que estio muito distante do ferro para se ligar diretamente a ele, mas pode interagir

fracamente com o 6° ligante (Fig. 1.4).

O papel da Hb ¢é ligar o oxigénio (O;) no ferro da heme, nos pulmdes onde a presséo

parcial de oxigénio ¢ alta, transporté-lo através das artérias e libera-lo nos tecidos onde a



pressdo parcial de oxigénio € baixa, para a a¢do metabdlica. A Hb também desempenha papel
importante ao trazer o didxido de carbono (COy) dos tecidos para os pulmdes, através das veias.
Este gas ndo é trazido através de ligagiio com os atomos de ferro, neste caso é transportado pelo
nitrogénio das aminas terminais das cadeias e principalmente como ion bicarbonato (HCOs) em
solugdo.® O transporte do ion bicarbonato ¢ facilitado pelo aparecimento de um grupo écido
na Hb para cada molécula de O, liberada. O desaparecimento nos pulmdes do grupo acido,

quando o oxigénio ¢ novamente ligado & Hb da inicio a uma série de rea¢Bes que leva ao

desligamento do ion bicarbonato. Reciprocamente a presenca de bicarbonato e acido lactico nos
21

tecidos acelera a liberagdo de oxigénio.

CH,
H .I/p‘f"«f\
N HISE,
N o

Figura 1.4.- Estrutara do grupe heme, mostrando as histidinas proxima F8 e distal E7; o circulo achurado

representa a posi¢io do 6° igante.



Estudos recentes sugerem que a hemoglobina humana, além da sua fungio de transportar
oxigénio, também participa ativamente na regulagdo do fluxo sangiiineo transportando o
vasodilatador NO até tecidos hipéxicos e recolhendo NO dos tecidos onde o oxigénio é
abundante. Mostrou-se que a hemoglobina sofre a S-nitrosilagio in vitro e in vivo, e que o sitio

de $-nitrosilagio ¢, provavelmente, o grupo tiol reativo da Cysp93.I'*!

Estudos recentes sugerem o seguinte mecanismo de regulagdo do fluxo sangiiineo pela
hemoglobina humana S-nitrosilada. Nos pulmdes, onde a pressdo parcial de oxigénio € alta, a
Hb encontra-se predominantemente oxigenada, rapidamente se ligando ao NO e formando
SNO-oxiHb. /n vivo, imagina-se que a SNO-bxiHb seja formada via reacdo de transnitrosilagio

(5] a5sim como pela troca do grupo NO entre as subunidades

com S-nitrosoglutationa (GSNO),
do grupo heme-B e a CysB93.**! Depois de deixar os pulmdes, a SNO-oxiHb circulante &
exposta a niveis de O; que refletem o consumo local. Nos tecidos com baixa pressido de
oxigénio, onde O, € altamente requisitado, SNO-oxiHb libera oxigénio. A desoxigenagdo da Hb
reduz a afinidade da Cysf93 por NO e leva a liberagiio de NO, quer seja como NO livre (dnion
nitroxila) ou como GSNO.®? O NO reativo pode ser imediatamente religado a um sitio heme

22l enquanto a GSNO, mais estavel, pode promover o influxo de O, nos tecidos

desocupado,
hipoxicos, difundindo-se nos tecidos dos musculos lisos, dilatando vasos sangiiineos

aumentando o fluxo de sangue.

Por outro lado, em tecidos sem atividade onde tanto a pressdo parcial de oxigénio como
o grau de saturagio da Hb com O; sdo altos, a oxi-Hb coletaria o NO gerado pelo endotélio e
inibiria a vasodilatacio. Sugere-se que grupos com sulfidrila, especialmente L.-cisteina,
desempenham um papel regulador no direcionamento do NO para as células vermelhas no

plasma, portanto, equilibrando a concentragéo de NO.1#

1.4.- Nitrosil Hemoproteinas

A relagio estrutura-fungdo na hemoglobina (Hb) tem sido um topico de extensiva
pesquisa durante os ultimos 30 anos ou mais.”*! Porém, a contribuigio da EPR no estudo do
controle exercido pela globina na afinidade do oxigénio pelo grupo heme em proteinas
tetraméricas, tem sido limitada, principalmente porque a molécula nativa € inacessivel por EPR

em ambas condigdes de oxigenagio (deoxi-Hb, S =2; oxi-Hb, S = 0). Por isso muitos estudos



foram feitos com Fe’* (met-heme), mas estes ndo ddo informacdo do fendmeno associado com

as alteragOes conformacionais induzidas na proteina nativa pela oxigenagio (transi¢io T-R).

Este problema pode ser tratado de duas maneiras: utilizando ligantes paramagnéticos,
que ndo impedem mudangas estruturais, ou trocando o Fe por algum outro metal de transicio
que seja paramagnético em ambos estados de oxigenagiio. Nesta direcio, duas ferramentas de
relevante potencial apareceram: radical nitroxido (NO) que pode agir como ligante
paramagnético ao Fe’*, e Co®' como substituto do ferro na associagdo com oxigénio, num

caminho comparavel ao fisiologico. Vamos a considerar somente a primeira.
1.4.1.- Ligag¢io com NO

A maior parte da informagao estrutural de sistemas heme foi obtida da ligagio com NO,
esta foi aplicada a hemoglobina (HbNQ), mioglobina (MbNO), cadeias o e B isoladas (aNO,
BNQO), e modelos compostos tais como NO ligado ao Fe-tetrafenilporfirina-imidazol (Im-
FeTPP-NO).! O objetivo destes estudos é a caraterizagio das propriedades hiperfinas dos
nicleos de nitrogénio e dos protons nas vizinhangas da heme e entender os efeitos destes
atomos sobre a transigdo de conformagio induzida pela variagio de pH e efeitos alostéricos em
HbNQ.*%! Mas a reconstrugio da estrutura destes complexos a partir dos dados obtidos por EPR

e ENDOR encontrou dois obstaculos, descritos a seguir.

Dois espectros de EPR diferentes aparecem em complexos NO-heme hexa-coordenados,
Eles estdo associados a duas geometrias diferentes. As amplitudes relativas destes espectros
variam com a temperatura. Para mioglobina, esta situagio foi estudada primeiro em solugio
congelada em banda-X (9.5 GHz) por Morse e Chan (1980),%” que também estudaram outros
complexos de NO-heme. Estes autores consideram que os dois espectros se devem a duas
posigdes do ferro em relagdo ao plano da heme, abaixo e acima, levando a diferencas na
distincia de ligagio para N, da His-F8. Hori, Ikeda-Saito ¢ Yonetani (1981)** trabathando com
monocristais consideram que os espectros observados se devem a dois dngulos de ligacgio Fe-N-
O. A configuragio dominante em 300 K mostra uma liga¢do Fe-N-O quase linear (Angulo de
ligacdo de 153°), com um pequeno desvio (=20°) entre a normal da heme ¢ a liga¢io Fe-N. Este
angulo aumenta (Fe-N ~35°) e a ligacdo Fe-N-O se dobra a 77 K (»110°), sendo a componente

dominante nos espectros a esta temperatura.
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A configuragdo dominante a 77 K nestes compostos foi bem caracterizada, no entanto
nao aquela dominante nos espectros a 300 K. Existe a questio, se esta é a configuragdo indicada
por Morse e Chan (1980),”"! no seu modelo de equilibrio. Nesse estudo de solugdo, encontrou-
se que a espéeie a 300 K tem simetria axial e esta contribui em forma minoritaria em baixas
temperaturas. Porém, o tensor g dado por Hori ez al. (1981)*1 ¢ por Nitschke (1982)1*1 para a

configuragdo de MbNO a temperatura ambiente € rémbico.

Medidas de EPR em banda Q (35 GHz) de MbNO em solugdo mostram uma forte
evidéncia de que o espectro a 300 K possui simetria axial com uma leve distorgio rémbica,
como ¢ mostrado na Fig. 1.5 junto com uma simulagio.” O sinal em g = 2.04, que ¢
frequientemente tomado como indicador da presenga da configuragdo a temperatura ambiente,
coincide com os dados propostos por Morse e Chan (1980) para esta espécie.’’] Talvez as
forcas de empacotamento nos monocristais induzam uma geometria levemente diferente da
solugdio, embora os resultados obtidos por Hori ef a/. (1981) n3o favoregcam a proposta dum

equilibrio com duas componentes.!**]

MbNO

Experimental

Simacio
10mT T
- ] 2.04

Figura 1.5.- Espectro de EPR em banda Q de MbNO a 300 K (acima) junte com a simulagio (abaixe)
i29]

usando 2.040, 2.035 e 1.999 para os valores principais de g.
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A situagio ficou mais complexa ainda desde que se observou que os espectros de EPR
em banda Q de HbNO e MbNO apresentam dois tipos de mudangas em fungio da temperatura,
na faixa entre 19 K e 200 K. A primeira pode ser associada a existéncia de duas espécies
paramagnéticas, uma com simetria rémbica e outra com simetria axial. E a segunda, ¢
observada pelas variagdes nos valores dos fatores g e das larguras de linhas; para a espécie
rombica associadas a variag¢@io de orientagio do ligante Fe-NO e para a axial com a variagdo na

distancia entre Fe e N da histidina proxima.”!

Outro problema deriva da flexibilidade do esqueleto da proteina com a temperatura. A
Fig. 1.6 mostra uma superposi¢io das estruturas de Mb obtidas por raios-X em 300 K e 100
K,P" indicando um grande deslocamento dos residuos de amino acidos na vizinhanga da heme.
ENDOR ¢ mais preciso na determina¢o das posi¢des dos protons e as suas variagdes com a

temperatura.

Val-El1

Figura 1.6.- Superposigio dos grupos prostéticos de Mb obtidos por raios-X em 300 K (*) e 100 K.P*

Para se obter uma estrutura coerente, é necessaria a aplicacdo de outras técnicas além de
EPR e ENDOR. Estas duas técnicas foram primeiramente aplicadas a MbNO e combinadas com

raios-X levam para a geometria representada na Fig. 1.7. A configuracdo do NO ligado e da
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histidina proxima mostrada nesta figura sdo resultados da analise de EPR em monocristais de
PN(NO), ¢ dos dados obtidos por ENDOR a 5 K usando os tensores de interagio de "*N (N,-
HisF8),P respectivamente. A geometria resultante é introduzida na estrutura de met-Mb, obtida
por taios-X com H,O como ligante, em baixas temperaturas.’™'! Tudo isto é normalizado em
relagdo ao plano da heme, que € considerado invariante na sua posi¢do sobre efeito de
resfriamento, esta hipotese ¢ baseada no resultado anterior em met-Mb."*! No entanto, é
provavel que a temperaturas muito baixas, esta estrutura dos 5° e 6° ligantes derivada por

ENDOR esteja refletindo transi¢des estruturais provenientes do resfriamento do cristal.

His-E7

Phe-CD1

Val-E11

Figura 1.7.-Geometria da ligagio do grupo NO-heme em MbNO reconstruido por ENDOR, a 5 K.””

Os dados proporcionados por Hori ef al,*®! para os tensores g e 4 [N(NO)] de cristal de
MbNO foram confirmados numa pesquisa independente no laboratorio de Hiittermann usando
EPR em monocristais, no entanto, um erro nos sinais dos cosenos diretores do tensor A foi
detectado.™! A determinacio do tensor 4 por EPR ¢ limitada, porem uma estimativa para o
valor minimo e diregio pode ser estimada da variagio da largura de linha.'™! Uma analise
posterior por ENDOR, onde a resolugido ¢ melhor, permitiu obter os dados necessarios para
determinar a diregdo do O(NO) como mostrada na Fig. 1.7. Outro alcance da resolucio de

ENDOR ¢ a determinagdo da posi¢do do atomo de N, da histidina proxima (F8).
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MbLNO assim como oNO tanto em cadeias isoladas como em HbNO (molécula
tetramérica), sofrem uma transformagdo entre as duas simetrias com variagio da temperatura.
As cadeias 3 (BNO), por outro lado, mostram pequena vanagio dos espectros com a
temperatura. Ja que compostos do modelo hexa-coordenado como Im-Fe(TPP)-NO também

B4 a2 tensio da proteina nio deve ser

tomam a forma rémbica em baixas temperaturas,
responsavel ou influenciar esta configura¢gio na MbNO e aNO, mas deve impedir a ocupagio
da configuragio rdombica mais favoravel energeticamente nas cadeias p.”*”) Esta proposta esta de
acordo com os dados de raios-X que indicaram que o bolso é usualmente muito menor na cadeia
B do que na cadeia a e, de fato, que na Mb. Diferengas nas conformagdes de cadeias o e [

foram também observadas num estudo de EPR em monocristais de HbNO. 3!

QOutro aspecto interessante em sistemas NO-heme ¢ a transigio R-T da estrutura
quaternaria da Hb. Hille e al. (1979) obtiveram pela primeira vez um espectro de EPR
caracterizado por um triplete associado 2 um grupo NO-heme penta-coordenado.”® Com o
objetivo de esclarecer as diferengas entre os espectros dos complexos hexa-coordenados mostra-
se a Fig. 1.8. Observamos nela que os espectros das cadeias o-NO no estado r, e das B-NO
correspondem a uma estrutura sem interacao hiperfina, atribuidas a sistemas hexacoordenados .
Por outro lado o-NO(t), pentacoordenada, exibe estrutura hiperfina. A diferenga HbNO(R)-
HbNO(T) confirma que a variagdo entre aNO(t) e aNO(r) é responsavel pelas mudangas dos
espectros de HbNO.

A diferenga nas distribui¢des de densidade de spin entre aNO(r) e aNO(1) explicam as
trés linhas hiperfinas intensas do "N do NO, que caracterizam a tltima conformagio,
interpretada como conseqiiéncia da perda do imidazol como sexto ligante. Esta hipotese esta de

37]

acordo com os resultados de EPR para o modelo de compostos penta-coordenados,” " e com os

resultados de ENDOR de aNO no estado t.”* Pode-se mostrar claramente que a ligagio do

imidazol proximal se rompe com a diminui¢io do pH e/ou adigdo de efeitos alostéricos.*!

Os dados de ENDOR de protons de monocristais de MbNO também dio informagiio
limitada. Somente os protons muito fracamente acoplados (< 1 MHz) na vizinhanca da
freqiiéncia livre (va), a anisotropia e o0 nimero de linhas permitem uma identificagdo inequivoca
das linhas ressonantes através dos trés planos de medida; para os acoplamentos maiores,

somente algumas orientagdes do cristal permitem uma analise dos dados. Em conseqiiéncia, o
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estudo em monocristais tem que ser feito usando simulagdes considerando os tensores adotados
e a identificagdo dos protons. 2] Mesmo assim, ndio é possivel a transferéncia destes dados para
as conformagdes R ¢ T de HbNO, ja que nfo estdo disponiveis as estruturas por raios-X das
cadeias o, nos estados r e t, e cadeias B a baixa temperatura, uma vez que estudos de EPR
mostram que a soma dos espectros destas trés estruturas reconstrui os espectros de HbNO(R) e
HbNO(T).P

HbNO(R)-HbNO(T)

Figura 1.8.- Espectros de EPR, da diferenca entre HbNO(R) e HbNO(T) (acima adireita), a-NO(t) (acima a

esquerda), a-NO(r) (embaixo a esquerda), ¢ B-NO (embaixo a direita),”*!

Para protons isto ¢ particularmente importante ja que os espectros de ENDOR de ambos
estados de HbNO ndo sdo significativamente diferentes.*”) Isto indica que cada uma das
contribui¢des das duas cadeias em ambos estados diferem levemente ou que algumas
orientagdes do tetrimero apresentam predominantemente contribuigdes de uma subunidade que
nio muda. Estudos posteriores usando EPR em banda X e Q combinados com ENDOR em
cadeias o e P isoladas e na proteina tetramérica usando ligantes hibridos: (a-NO)(B-CO); e (a-
CO)(B-NO),, ratificaram que a transi¢io R-T envolve somente mudangas conformacionais na

cadeia o, que inclui um distanciamento parcial da histidina F8.P¥
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Capitulo 2

Ressonincia Magnética Dupla Eletronica e Nuclear

(ENDOR)

2.1.- Conceitos e objetivos da_espectroscopia ENDOR

Um dos importantes avangos nas técnicas de ressondncia magnética foi o
desenvolvimento da ressonéincia magnética dupla. Como o nome sugere, nesta técnica excita-se
uma transi¢do ressonante de um sistema de spins engquanto monitora-se simultaneamente uma
outra transi¢do.!"! No caso da Ressondncia Dupla Eletrénica ¢ Nuclear (ENDOR), a ressonfncia
do spin nuclear (NMR) ¢ detectada através do seu efeito sobre as transi¢des do spin eletrénico
(EPR), observadas a partir da mudanca de intensidade de uma linha EPR saturada pelo campo
de microondas.”! Este método foi originalmente concebido e aplicado por George Feher
(1956).%1 Os objetivos da ressondncia Dupla sdo varios e incluem a polarizagdo nuclear,
aumento de sensibilidade, simplificagdo e aumento da resolugio de espectros complexos ¢

principalmente a determinagio de constante de acoplamento hiperfino. !

2.2.- O Hamiltoniano de um sistema de spins eletronico ¢ nuclear

Considera-se um sistema composto de um nucleo com spin I acoplado a um elétron com
spin S, sobre o qual aplica-se um campo magnético externo H,. O hamiltoniano para este
sistema pode ser escrito como;

N=g,B,H,S+SAI —g pH, I (2.1)

onde o primeiro termo descreve a interagio Zeeman eletronica, o segundo a interagio hiperfina
entre o spin do elétron e o spin do nicleo e o terceiro termo corresponde a interagdo Zeeman
nuclear. Assumindo-se a aproximagio de campo forte (gof:Ho >> A),™ 0 hamiltoniano dado por
(2.1) torna-se:

N=g,B.H,S, +4S.1, - g,B,H,l. (2.2)
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e os autovalores de energia sdo dados por:

EzgeﬂeHOmS +Am1mS —grrﬂnHDml (23)

Os autoestados sio identificados por

|'¥) =) @4

onde ¢ = 2 ms e p = 2 m. As regras de selegio para transi¢bes induzidas pelo campo
eletromagnético aphicado sdo Amg = *1, Am; = 0 (EPR) e Amg =0, Am; = 1 (NMR). As

freqiiéncias de ressonancia correspondenties, wepr € Wik, SA0, respectivamente:

. geﬂeHO + Aml

WDgpr = (27) (2.5)
- gnﬂnH() _AmS

Oppir = (h/27) (2.6)

Quando S = %2 ¢ I = %%, das equagdes acima deduz-se que hd quatro transi¢cdes permitidas que
sio mostradas na Fig. 2.1. Os valores de 4| e g,8.Ho influenciam as posi¢des relativas dos

niveis de energia como mostrado na Fig. 2.1,

Nas equagdes acima considerou-se a forma isotropica do acoplamento entre o spin

eletrénico e o nuclear que se constitui na expresséo hiperfina de contato de ¥ermi, ou seja:

Sor () =" B B 27)
Aoy (f ) = Bl By @8)

3h

onde t, = (2n/h)g:L.S, t, = (2n/h) gL e w(r) € a fungio de onda do elétron desemparelhado no
nucleo. Contudo, a expressdo mais geral do hamiltoniano hiperfino inclui o acoplamento dipolar

de natureza anisotropica dado por:
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8, (1) = ;‘;{u 7, -3 BT HELT) } 2.9)
A, :3”%(3 cos2 0 - 1) (2.10)

onde 7 € o vetor que une o dipolo eletronico ao nuclear e #¢ o dngulo entre o vetor 7 e o vetor

campo magnético aplicado Hy.

Ml=-'l/2
M =+1/2 T NS F AMd
Vi NMR 1
'_/ ’
+1/2
E,/h EPR II EPR 1
Ve
-1/2 E Y
NMR 11
Mg =-1/2
+1/2

Eith = v2 + vo/2 — As4

Exth= v J2 + v, /2 + A/4

Esth = v/2 - vi/2 + A/

Euoh = ~vJ2 - vy/2 — AJd

Onde: v, = g BHyh, vo=gofHoh ¢ A= 4!

Figura 2.1.- Transi¢ies permitidas de EPR ¢ NMR em um sistema de spins com S = I= 14,

A solugio do Hamiltoniano mais geral ainda resulta no diagrama de niveis de energia
mostrado na Fig. 2.1 enquanto g./4Ho >> A, lA,J e .|, onde 4., Ay e A, sdo as componentes
principais do tensor hiperfino. No entanto, as funges de onda na aproximagio de 1* ordem ndo

sd0 mais dadas por:

|y,) = |mgm, ) @.11)
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e sim por combinagdes lineares destes estados

|WT> = Zci',mg,mflmSmI> (212)

nrg .y

Como ainda ha somente quatro niveis de energia, a notagdo anterior ainda possui
validade para distingui-los. O uso da forma mais geral das autofungdes dadas por (2.12) tem
como consegiiéncia a possibilidade de ocorréncia de transigdes de spin diferentes daquelas
mostradas na Fig. 2.1, quando um campo eletromagnético é aplicado. Estas transigdes sdo

denominadas de “transigdes proibidas”.

Na auséncia de campos eletromagnéticos aplicados, as popula¢des dos niveis de energia
do sistema de spin sdo dados pelos fatores de Boltzmann quando o sistema estd em equilibrio
térmico. O retorno de um sistema ao equilibrio térmico (relaxa¢do) pode ser considerado como

resultante de transigdes induzidas pelo acoplamento deste sistema com um reservatério térmico,

no qual a probabilidade de transi¢do termicamente induzida W, ., do estado |8n) ao estado

‘ g 77') esta relacionado a taxa W, o, por:

Wone _ Pen (2.13)
W

£'.sn P En

onde p., ¢ a probabilidade de ocupagio de estado l&?}) no equilibrio térmico. Utilizando a

relagdo de Boltzmann, a eq. (2.13) se torna:

W._ .. E_-FE..

_mg;q,gq =ex —_817 £ = _B ) (2 14
p EIL,E 7]

W oo om kT

Transformando-se a equacgdo acima para uma notacfo mais compacta, tem-se:

By

il Bohi) g 2.15
T U @13

i
Ji

ondei=gnej=¢en’.
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2.3.- O experimento de Feher e o principio da técnica de ENDOR

Os principios da ressondncia dupla descritos acima foram utilizados por Feher (1959)
em seu estudo da ressondncia do spin de elétrons ligados a atomos doadores em cristais de
silicio.”) No sistema estudado por Feher, 5% dos micleos de silicio possuem momento
magnético nuclear (isétopo »8i com spin %). Como conseqliéncia do grande raio das orbitas
eletronicas, o spin do elétron se acopla magneticamente a muitos ntcleos de *’Si situados em

diferentes sitios da rede cristalina dando origem a muitos campos hiperfinos.

A situacdio acima pode ser descrita considerando-se o Hamiltoniano de um elétron

interagindo com N spins de nacleos de *Si, ou seja:

— I N o
N=g BHS+8> 4.1, - g,8,Hy 1, (2.16)
i=]

1

i [

onde 4; € o acoplamento hiperfino do i-ésimo nicleo. Os valores de 4; sdo determinados pela
localizagdo cristalografica do i-ésimo nucleo relativo ao atomo doador. A solugio é uma

generalizagdo da eq. (2.3), usando N nimeros quénticos m;, os autovalores de /;,

N N
£ =geﬂeH0mS +ZAimimS _ZgnﬂnHOmf (217)

i=1 i=1

A ressondncia do spin eletrdnico ocorre quando Amg = t1, Am; = 0 para todo i. A freqiiéncia de

ressonancia sera:

N
geﬂeHO + ZA‘rmJ
— =1

L = T (2.18)

w

Como ha muitos valores possiveis de 4;, ¢ como cada m; pode ser +'2 ou -4, a eq. (2.18) indica
que a freqiéncia de ressondncia de EPR ¢ formada pela contribui¢io de muitos termos

hiperfinos (interagdes hiperfinas ndo resolvidas).
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Feher percebeu que cada micleo de *°Si sofre a agdo do campo hiperfino de somente um
elétron. Portanto, as ressondncias dos spins nucleares sfo estreitas e cada sitio de **Si resulta em
duas transi¢Oes ressonantes, conforme o campo hiperfino do elétron esteja orientado paralela ou

antiparalelamente ao campo magnético aplicado, ou seja:

@ = gniﬁanO _AimS (219)
" (h/27)

As freqiiéncias de transigio nuclear dos micleos de *°Si localizados em cada sitio
cristalografico em relagio ao atomo doador produzem um par distinto de linhas. Através da
técnica experimental de ENDOR, concebida em 1956, Feher conseguiu detectar ressondncias
correspondentes as interagdes hiperfinas ndo resolvidas atribuidas a interagido do elétron com
micleos de *’Si em diferentes sitios. O experimento de Feher demostrou portanto um grande

potencial da técnica de ressondncia magnética dupla e ampliou as aplicagdes da EPR.

2.4.- Descricio simplificada do experimento de ENDOR transiente

Para descrever o fenomeno de ENDOR, analisa-se o diagrama de niveis de energia com
suas respectivas populacdes para um sistema de spincom S =% e I = % (Fig. 2.2). Inicialmente,
considera-se 0s 4 niveis em equilibrio térmico entre si, implicando, desta forma, na existéncia
de processos de relaxacio spin-rede. Todos os processos de relaxagdo, com excec¢io de W, =
(27T7.)" (relaxagio spin eletrénico-rede), foram desprezados. Para temperaturas acima de alguns

Kelvins, o fator de Boltzman eletronico pode ser expandido da seguinte forma:

M exp[— —gef}ﬂ OJ =1- ——_gf;ﬂ 0 (2.20)

4
A diferenga de populagio entre os niveis nucleares (1 e 3, 2 e 4) (Fig. 2.2) pode ser desprezada
porque estas diferengas sio da ordem de g,f8,Ho/kT, que é aproximadamente 107 vezes a
diferenga de populagdo entre os niveis eletronicos. Fazendo-se & = g LHy/2kT e Ny = 145, a
primeira ordem as populagSes iniciais dos niveis de energia sdo mostradas na Fig. 2.2a.

Induzindo-se transi¢oes de EPR entre os niveis 4 e 3 com poténcia de microondas

suficientemente baixa para evitar saturagdo, estas popula¢des de equilibrio térmico serdo
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mantidas pela relaxagio spin eletronico-rede. Contudo, aumentado-se a poténcia de microondas
de modo que a taxa de absor¢do induzida se torne comparavel a taxa de relaxagiio do spin do
elétron, a transicdo de EPR seri saturada e as populagdes relativas dos dois niveis evolvidos

serdo igualadas, como mostra a Fig. 2.2b. Nesta situagio o sinal de EPR atinge a condigdo de

® t+-> 1-6 1-5 1-2__-_ 1.6
NMR
) |++>? 1-8 y 'y o-e- 1 1-%1——0-0—1

saturacao.

EPR €PR | EPR EPR
@ |- -> Jeeee 1.0 Jeeee 1.0 Jeoee 1.5 - e 1.%
@ I-+>doose 6 dea——1 dpe — 1 - 1.%
(a) (b) (c) (d)

Figura 2.2.- Diagrama de populacdes dos niveis de energia para ENDOR transiente com S=1=%;, A> 0,
2x > 0, A/2 > v,. (a) EPR niio saturado; (b) EPR saturade; (c) aplicacio da RF; (d) segundo sinal de ENDOR.

Finalmente, aplica-se uma radiofreqiiéncia nuclear (RF) entre os niveis 3 ¢ 1 como ¢é
mostrado na Fig. 2.2c. Como foi assumido que a taxa de relaxagio spin nuclear-rede é
efetivamente nula, o campo RF saturaré esta transigdo e igualara as populagdes destes estados.
O resultado € a produgdo de uma nova diferenca de populagio entre os niveis 3 e 4
correspondentes a transicdo de EPR. Portanto, a aplicagiio de RF parcialmente desatura o sinal
de EPR fazendo com que o mesmo aumente de intensidade. Este aumento no sinal de EPR é
registrado e constitui-se no sinal de ENDOR. Se a freqiiéncia nuclear fosse aplicada entre os
niveis 2 e 4, o sinal de EPR seria também desaturado e um segundo sinal de ENDOR seria
observado (Fig. 2.2d). A desaturacio parcial do sinal de EPR pelo campo RF pode ser

considerado como um aumento na taxa de relaxacio W, efetiva.”!

No exemplo mostrado na Fig. 2.2 obter-se-ia apenas o chamado sinal de ENDOR
transiente. Isto € porque, na presenga de um campo de microondas e de um campo RF
saturantes, os trés niveis de energia envolvidos eventualmente se tornariam todos iguaimente

populados com uma popula¢io menor que a do nivel 2, e novamente nio haveria sinal de EPR.
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Este sinal de ENDOR transiente decai com o tempo de relaxagdo spin do elétron-rede (77.). A

descricdo acima do efeito ENDOR foi usada no primeiro experimento de ENDOR realizado por

Feher

2.5.- ENDOR de estado estacionario

A descrigio de experimento de ENDOR dado na se¢do anterior € muito intuitiva e muito
util para um entendimento fundamental deste método. Entretanto, ela é simplificada, ja que
assume-se que todos os processos de relaxaglo, com exceglo de 7', sio despreziveis e como
conseqiiéncia obter-se-ia apenas um sinal de ENDOR transiente. Para se obter uma mudanca de
estado estacionario na intensidade do sinal de EPR (ENDOR estacionario), altera-se a taxa de
relaxacio efetiva W7 através da introdugdo de caminhos de relaxacgio paralelos para os spins

eletronicos. Esta taxa de relaxagio efetiva ¢ igual & soma das relaxagdes paralelas, ou seja:

1 1
A =SW =" 2.21
le 2Tlif Z i ,Z 27: ( )

onde W; ¢ uma taxa de relaxag@io spin-rede individual do spin eletrénico, nuclear ou ambos

(caso de relaxaco cruzada).

Este caso € ilustrado na Fig.2.3, onde as setas solidas simbolizam as transi¢des dos spins
eletrénico e nuclear induzidas por radiagdo, enquanto que as setas tracejadas caraterizam as
taxas de relaxaciio spin-rede para o elétron (W,.) e para o nicleo (W;,) e os processos de
relaxacdo cruzada (W, e Wy;). Nestes dois ultimos processos, as transigdes de relaxagio dos
spins eletrénico e nuclear ocorrem simultaneamente. Uma forma comum de relaxacgéo cruzada é
a chamada relaxacdo dipolar elétron-niicleo, geralmente observada quando ha interagio
hiperfina dipolar com prétons. Desta forma, a obtengdo de um sinal de ENDOR estacionirio
pode ser explicada pela presenca de um mecanismo que envolve uma mudanga induzida por

NMR no tempo de relaxagio efetivo spin eletrdnico-rede (7,7 = 1/2W,.9).

Num experimento de ENDOR estacionario, uma transi¢do de EPR (vgpr;, Fig.2.3) ¢
irradiada continuamente com uma intensidade alta o suficiente para que a relaxacio spin-rede

ndo possa mais competir com a taxa de transigdo induzida. Isto resulta na perturbagio da
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distribuigdo de equilibrio térmico de Boltzman, ou seja, a diferenga de populagdo entre os dois
niveis se torna menor fazendo com que a transi¢io seja parcialmente saturada. Qualquer
mudanga subsequente na intensidade do sinal de EPR dependera da taxa de transigdo induzida
pelo campo de microondas competindo com todos os outros processos que contribuem para a
relaxagdo efetiva do spin eletrdnico entre os dots niveis envolvidos. Esta faxa de relaxagdo
efetiva é composta pela relaxagdo do spin do elétron W, entre os niveis | e 2 ¢ o processo de
atalho (“bypass”) 1 - 3 —» 4 — 2, envolvendo uma relaxacdo do spin nuclear #, do nivel 1
para o nivel 3 (W},), uma relaxagdo do spin do elétron W2, de 3 para 4, e finalmente uma
relaxagio nuclear de 4 para 2 (W>,). Outros processos de atalho envolvem as taxas de relaxagdo
cruzadas W, e W, juntamente com W, (Fig.2.3). A taxa de relaxagio efetiva entre os niveis 1 e
2 descrita acima pode ser aumentada (intensidade) a partir da aplicagdo de um forte campo de
RF em ressondncia com as transi¢des dos spins nucleares, em competigdo com W, (1 — 3 ou 2
— 4). Isto causa uma maior eficiéncia da relaxagio 1 - 3 — 4 —> 2, aumentando a taxa de
relaxa¢io spin-rede efetiva e, portanto, levando a desaturagio da transi¢do de EPR juntamente
com um aumento da intensidade do sinal de EPR. E exatamente este efeito que é detectado no

experimento de ENDOR_ ¥l
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Figura 2.3.- Diagrama de niveis de energia, na aproximacio de campo magnético alto, para a interagio
magnética de um ¢létron desemparelhado (S = %) com um nicleo de I="% ¢ para v, > A/2. As seta solidas

representam transicoes de EPR ¢ NMR induzidas, as setas tracejadas representam as taxas de relaxaciio.
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Desta forma, os resultados da discussdo apresentados até agora claramente mostram que
a eficiéncia do efeito ENDOR depende criticamente das intensidades relativas das taxas W, W,
Wi € Wa. Se os processos W, forem desprezados, o melhor sinal de ENDOR ¢ obtido quando
W. e W, sio comparaveis em intensidade, porque nestas condigbes ndo havera interrupgdes no

caminho efetivo da relaxagdo do spin eletronico.!®

2.6.- ENDOR em amostras policristalinas: Principio da selecdo de orientacdes

moleculares

Em sistemas pélicristalinos 0s mono-cristais s3o ortentados aleatoriamente na amostra.
Como resultado, os eixos de simetria destes mono-cristais (€ também os eixos de simetria dos
centros paramagnéticos) podem ter qualquer orientagfo em relagdo ao vetor campo magnético
aplicado. Apesar do campo magnético possuir uma direcdo fixa durante o processo de medida,
assume-se por conveniéncia que o vetor campo magnético pode Ter uma orientagdo arbitraria
num certo sistema de eixos moleculares fixos no espago. Considera-se também que a interagéo
Zeeman ecletrdnica é o termo dominante no Hamiltoniano de spin, portanto o sistema de

coordenadas no qual o tensor g é diagonal, € o sistema de referéncia apropriado (Fig.2.4).

- Az'z'
AX,X.'.: gzz | E
R — ON
~. |
Hp g
v
A .
N |
& 4 '

Figura 2.4.- Angulos polares que descrevem a diregiio do vetor campo magnético aplicado, H, e a direcdo do

vetor r que conecta 0 centro paramagnético com o niicleo no sistema de coordenadas do tensor g.
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Os espectros de EPR de materiais policristalinos séo obtidos a partir da contribuigiio das
ressondncias correspondentes a todas as ornentagGes moleculares (cada orientacio sendo
definida por um conjunto de dngulos & e @) com relagiio ao campo magnético aplicado. Toda
ornientagdo molecular individual possui uma ou mais contribuigdes para o espectro de EPR de
po, dependendo dos valores de m;, onde m; € nimero quantico magnético do spin nuclear, de

acordo com a equacio do campo de ressonancia (H..) de 1% ordem para sistemas com S = %-
p P

H - "V gpr —m, A0, $)
“ p.£0.4)

(2.22)

Onde £ ¢ o magneton de Bohr, A( 6 ¢) ¢ a constante hiperfina, g(0,¢) ¢ o fator g efetivo, vipr é

a frequéncia de microondas e / € a constante de Planck. Os valores de g e 4 siio dados por :

£(0,4) = [Z (gh)1” (2.23)
[3(24,8,h )"

A8, ¢) =2 224

(6.9) 20.9) (2.24)

onde A (1 = 1,2 e 3) sdo os cosenos diretores do vetor campo magnético no sistema de eixos do
tensor-g, ou seja (Fig.2.6):

h = cos@dsend, h, = sengpsend, 7 = cosB,

As equacdes (2.22), (2.23) e (2.24) revelam que cada orienta¢io molecular possui muitas

contribuigbes para o espectro de EPR de po.

Num experimento de ENDOR, a situag@o ¢ diferente, pois o campo magnético é mantido
fixo em um certo valor. Portanto, para se encontrar as orientagdes moleculares que estdo em
ressonancia para um dado valor de Hrs tem-se que efetuar um calculo inverso ao que resultou
nas egs (2.22-2.24). Estas onentacdes moleculares s3o representadas por um conjunto de
valores 8¢ ¢ em relagdo aos eixos principais do tensor g. Deste modo, ao se obter o espectro de
ENDOR em um dado campo de ressondncia (), se esta fazendo uma selegio das orientagdes

moleculares que mais contribuem para este espectro. O principio da selecdo de orentagdes
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moleculares foi primeiramente sugerido por Rist e Hyde (1970) e forma a base da interpretacéo
do espectro de ENDOR de po.""! Posteriormente, este principio foi desenvolvido e aperfeigoado
por outros autores, como Hoffman et al. (1984, 1985), Hurst et al. (1985}, True et al. (1988) ¢
Gurbiel et al. (1993).[]

Para um dado valor do campo de ressonancia determina-se as freqiiéncias de ressondncia
do spin nuclear que constituem o espectro de ENDOR. Estas freqiiéncias estdo associadas as
orientagdes moleculares selecionadas pelo campo de ressonincia, podendo-se, com isto, se

estabelecer uma relacdo entre elas. Em primeira ordem, tem-se:

hv g = K(my) (2.25)
cOom
—~ —~ 2
K(mg) =57 4), g, 8,H 1] (2.26)
onde
§ef _ ’nS[gIhI:g2h2>g3h3] (2.27)
£(0.4)

O tensor-4 ¢ uma soma das interagles superhiperfinas isotropica (di.) € anisotropica.
Assumindo-se que a interagdo entre os spins do elétron e do nicleo ¢ dada somente pelo termo

dipolar pode-se escrever:'’!

- ﬂegnﬂn
Ay = Tgi @rir; —6,)+ 4,6 (2.28)

Onde r; (i = 1,2 e 3) sfio 0s cosenos diretores que descrevem a diregdo do nucleo no sistema de
eixos do tensor-g, ou seja.

) = cosgy senbh, 72 = sengn senfh, 73 = cos By

onde r ¢ a distdncia entre os spins eletrdnico e nuclear (ver Fig.2.4). Quando a anisotropia do
tensor-g é pequena comparada com o fator g médio (Ager << Zmes), 0s spins do elétron e do
nucleo sio quantizados quase ao longo da mesma direcdo (direcio do campo aplicado) e a eq.

(2.28) se torna:
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Alp) = WE—E;WQ’G cos? p—1)+ 4, (2.29)
/s

onde @ ¢ o angulo entre a diregdo do campo magnético aplicado ¢ a diregio que conecta os spins
eletrénico ¢ nuclear. Os fatores g. e g, sdo, respectivamente, os fatores g do spin eletronico e do

spin nuclear.

Portanto, a expresséo final das freqii€éncias de ENDOR ¢ obtida substituindo-se as eqs.
(2.26) e (2.27) na eq. (2.25), entdo

Hm,)= S (S hA)-hv, P 2.30
v(H,my) [?:1 [g(é?,qb)(,z-:l'g’ A —hv ] (2.30)
Onde
_ &Pl s
Vo = =2 (2.31)

A equacdo (2.30) mostra que as freqiiéncias de ENDOR dependem dos fatores-g
eletronicos, do tipo de nicleo, da direcio [/, #2, ] e do valor do campo aplicado (H,e;), bem
como da posigio do nicleo no sistema de eixos principais do tensor g (r, ¢n e &y, ver Fig.2.6).
Como H,.s e [/, hn, /] variam quando o campo magnético é varrido através do espectro de

EPR, as freqiiéncias de ENDOR também variam com o campo aplicado.

Quando os micleos que interagem com o elétron desemparelhado estdo muito distantes
do centro paramagnético, as constantes hiperfinas dipolares se tornam pequenas. Quando estas
se tornam menores que a largura de linha de ENDOR, o espectro consistira de uma ou mais
ressondncias isotropicas centradas em torno da freqiiéncia do nucleo livre. Este fendmeno ¢

chamado de ENDOR matricial. !

O tensor nuclear hiperfino pode ter qualquer simetria ou orientagdio. Para o caso mats
geral, quando o tensor € totalmente assimétrico € impossivel encontrar um sistema de
coordenadas onde o tensor hiperfino ¢ diagonal. Quando a anisotropia de g ¢ pequena
comparada com o valor médio de g, os spins eletrOnico e nuclear sdo quantizados na diregéo do
campo magneético aplicado. Nestas condigdes, a energia hiperfina maxima acontece quando o

campo aponta na dire¢do do vetor que conecta o metal com o nicleo (4>} € 0 minimo quando
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0 campo esta perto ao plano Axx Ay (Fig. 2.4)."M No caso de sistemas com tensor g axial, a
dire¢do do campo magnético no sistema de coordenadas do tensor g é determinada somente pelo
angulo polar 8 (Fig. 2.4). Quando o campo magnético tem um valor H(0), a contribuigdo para a
ressonancia serd devida principalmente aqueles cristais para os quais o dngulo entre a dire¢io do

campo aplicado e o eixo g, ¢ 0.1'
A interpretagio dos picos de ENDOR num campo magnético dado devem ser
consistentes com a interpretacio em todos os outros valores de campo, isto impde condigdes

estritas entre a identificagfo dos picos e determinagio das coordenadas nucleares.
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Capitulo 3

Materiais e Métodos

3.1.- Preparacio de Amostras

Hemoglobina humana foi obtida de acordo com o procedimento padrio;!!!
Sangue humano fot coletado em heparina (anticoagulante) e as hemacias foram lavadas
trés vezes com solugdo de cloreto de sodio (NaCl) 0.9% (W/v). As células empacotadas
foram hemolisadas com agua destilada e cloroformio (concentragio final de
cloroformio: 10% v/v) durante a noite a 4°C. Solugio de Hb ¢ obtida por centrifugacio e
estocada a -20°C em solugdo com 50% de glicerol v/v em tamp@o Tris pH 8.5. Para
retirar os fosfatos orgdnicos da Hb e ajustar o pH, usamos colunas de filtragdo
(Sephadex G-25, Sigma Co.) equilibradas com tampdo fosfato 0.1 M e pH 7.1.
Mioglobina de cavalo (Sigma) foi diluida (5 mM) em tampéo fosfato 0.1 M e pH 7.0.

Gas de oxido nitrico (NO) foi preparado reagindo acido nitrico a 30% com cobre
metalico, na auséncia de oxigénio, lavado em solugio de KOH e armazenado em balio

de 4dgua destilada para evitar que pequenas quantidades de NO, permanecessem no gas.

Nitrosil  hemoglobina (HbNQO) foi preparada através da reagio da Hb
desoxigenada com gas de NO, em atmosfera anaerobica (N;). Nitrosil mioglobina
(MbNO) foi preparada através da reagéio da Mb desoxigenada com gas de NO também
em atmosfera anaerobica. A Mb ¢ desoxigenada através da reacgio com ditionito de

sodio enquanto que a Hb com fluxo de gas de Na.

3.2.- Medidas de EPR ¢ ENDOR

Medidas de EPR ¢ ENDOR em banda X foram feitas a baixas temperaturas
utilizando um espectrémetro modelo Bruker ESP300E, com uma cavidade retangular
para baixa temperatura (EN 801). A temperatura da amostra foi controlada utilizando
um criostato de fluxo de hélio liguido (Oxford ESR 900) com um controlador de

temperatura Oxford ICT4. As temperaturas foram medidas com um termopar AuFe



33

versus Cromel localizado abaixo da amostra. A flutuagdo na leitura indica que a
variagdo na temperatura foi de cerca 0.1 K. Foi feita uma variagdo térmica dos espectros

de ENDOR, tanto para MbNO e HbNO na faixa de temperatura entre 4 K e 45 K.

Foram feitas medidas de ENDOR em trés faixas diferentes de radio freqiiéncia,
que correspondem as fzixas de interago hiperfina do complexo paramagnético com
diferentes &tomos. Entre 5 MHz e 11 MHz, o N; da His-F8, entre 11 MHz e 17.5 MHz,
os protons na vizinhanca da protoporfirina e entre 17.5 MHz e 25 MHz, com o N do
ligante. Lamentavelmente nesta ultima faixa somente conseguimos obter espectros para

valores de campo magnético baixo, e mesmo assim muito fracos.

Em 10 K foram medidos espectros de ENDOR em fun¢do a posi¢do do campo
magnético no espectro de EPR (isto € em fungio a valores de g), tanto para MbNQ
quanto para HbNO. Esta variacdo foi feita para aplicar a metodologia de selecdo de
orientagdes. Nesta temperatura os espectros de EPR foram parcialmente saturados com
10 mW de poténcia de microonda, e os espectros de ENDOR de protons e N, foram
medidos com uma freqiiéncia de modulagio fixa de 12.5 kHz, uma amplitude de
modulagio de 354 kHz, uma poténcia de radiofregiiéncia de 120 W e acumulando 50

passagens.

3.3.- Simulacdes dos espectro de ENDOR

Os espectros de ENDOR de prétons e N foram ajustados usando o programa
GENDOR.? Este programa simula espectros ENDOR de sistemas policristalinos com
espectros de EPR com estrutura hiperfina ndo resolvida. Os tensores g, hiperfino (4) e
quadrupolar {P) podem ter simetria arbitraria e onientagdes diferentes. Os espectros
simulados dependem dos fatores g, da largura de linha do espectro de EPR e da
freqiéncia de microonda, determinados por simulagdes de EPR de hemoproteinas em
solugio congelada.” E foram considerados como parimetros de ajuste: os valores
principais dos tensores A e P, os dngulos de Euler entre 4 e g, os dngulos de Euler entre
P e 4, a largura de linha do espectro de ENDOR e o valor de g observado (campo

magnético).



O programa simula a contribvigio de cada nicleo independentemente. Para
construir os espectros resultantes, cada componente é multiplicada por um fator
escolhido de tal forma que a soma delas se ajuste, visualmente, 0 melhor possivel, ao

espectro experimental,
3.3.1.- Simulacées para 'H (prétons)

Em nitrosil hemoproteinas o centro paramagnético é o complexo N(HisF8)-Fe®'-
N(NO), e este se apresenta em duas simetrias (rombica e axial).’] O sistema axial é
definido no sistema da heme, com g, conectando os nitrogénios NI e NIII e g,
conectando os nitrogénios NII e NIV da protoporfirina; g, é perpendicular ao plano da
heme. No sistema rémbico g; € inclinado 35° em relagéio a normal da heme, g, conecta

os nitrogénios NI e NIII da heme, e g, é perpendicular ao plano gy g,.

A densidade de spin nfo esta localizada num atomo somente, pelo contrario a
densidade esta distribuida entre os trés atomos que formam o complexo. Existem varias
distribuigdes conhecidas para estes complexos, mas a mais utilizada considera: 70% da
densidade no Fe*”, 23% no N(NO) e 7% no N(HisF8).t¥

Com o objetivo de simplificar o problema, calculamos um centro de spin
reduzido (CSR),”! que é uma espécie de “centro de massa” dos trés atomos, que
substituira o complexo com a densidade de spin total. Utilizando a distribuigio de spin

acima, a posicdo deste CSR (rcsr) fica definida pelaeq. 3.1

Fesg = 0.7 I’Fez++ 023 rN(No) + 0.07 l‘N(Hjng) (3 1)

Os vetores Fe2+, Fywoy © Fuws S840 obtidos de dados de ENDOR a baixa
temperatura,’®” ja que nossos experimentos foram realizados a 10 K. Para as duas
simetrias o centro de spin reduzido se encontra 0.25 A do Fe®’ na diregio da ligagio

Fe”"-N(NO) e na Fig. 3.1 esta representada a simetria axial.
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Figura 3.1.- Localizacio do centro de spin reduzido na simetria axial.

Para iniciar as simulagdes calculamos os valores das interagdes hiperfinas e os
angulos de Euler entre o tensor g e os tensores hiperfinos para cada préton da
vizinhanga da protoporfirina (His-E7, Val-E11 e His-F8), estes valores foram calculados
em relagio ao centro de spin reduzido. Para 1sso usamos os dados de raios-X de cadeias
aef de HbNO.'! Com as coordenadas de raios-X, podemos calcular as posi¢oes dos
prétons em relagdo ao centro de spin reduzido, e usando as equagdes 2.28 (ver Cap. 2)
calculamos os valores principais do tensores A para cada proton. Os angulos de Euler

respectivos sao os dngulos O e ¢n, como definidos no capitulo 2 (Fig. 2.4).

Para o caso de protons a interagdo quadrupolar ¢ nula, j4 que o spin nuclear é
igual a ¥2. Quando se considera, o tensor hiperfino isotropico e coincidente com o tensor
g, o espectro de ENDOR de prétons carateristico tem a forma mostrada na Fig. 3.2. Os
picos estdo centrados na frequéncia de Larmor para protons (vn) e a distincia entre os
picos da o valor do acoplamento hiperfino nessa diregdo, neste caso este valor sera o

mesmo em todas as direches de campo magnético.
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Figura 3.2.- Espectro de ENDOR de proitons no caso de interacio hiperfina isotrépica

No caso que o tensor hiperfino € anisotropico e néo coincidente com o tensor g,
os espectros de ENDOR dependem da posi¢cdo do campo magnético no espectro de
EPR. Se o campo magnético € fixado num ponto critico do espectro de EPR em baixos
campos (g = 2.078),) pode-se, em principio, selecionar uma unica orientagdo, para a
qual resultaria um espectro de ENDOR de monocristais (Fig. 3.3 a). Em outros campos,
seleciona-se orientagdes com 6 fixo mas com uma faixa de valores para ¢; nestes casos
resulta num espectro de ENDOR de po bidimensional, como mostrado na Fig. 3.3 a. A
interpretagio dos picos de ENDOR para um dado campo magnético devem ser
consistentes com a interpretacio em todos os outros valores de campo, isto impde
condicdes estritas entre a identificagio dos picos e determinagio das coordenadas
nucleares. Por outro lado os espectros de ENDOR também dependem da posigio do
proton em relacio ao campo magnético, portanto espectros de prétons da heme, da His-

E7, da Val-E11 e da His-F8 sdo diferentes (Fig. 3.3 b-c).
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um campo magnético correspondente a2 uma dire¢io intermedidria (g =

e (¢) para simetria rombica.

Figura 3.3.- Espectros de ENDOR simulados: (a) Comportamento dos espectros com a orientagio
para o priton HNE2 da His-E7 para simetria rémbica nas diregdes correspondentes aos valores g

indicados, (b) Espectros de trés diferentes prétons na vizinhan¢a do complexo paramagnético para

2.0065) para simetria axial
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3.3.2.- Simulagées para *N

O espectro de ENDOR de "N quando se considera os tensores hiperfino e
quadrupolar isotrépicos e coincidentes com o tensor g, ¢ mostrado na Fig. 3.4. Os picos
estdo centrados no valor da interagio hiperfina dividido por dois (A/2 = 8 MHz), nessa
diregdo de campo magnético. As distdncias entre picos, marcadas na Fig. 3.4, ddo o
valor dos acoplamentos Zeeman nuclear (v,) ¢ quadrupolar (P = 0.4 MHz) nessa
dire¢do, no caso isotrOpico estes valores serdo os mesmos em todas as direcdes de

campo magnético.

J M,A/z
: 4
2v,
i T v ! 1 T 1 T T
5 6 7 8 9 10 11

Fregiiéncia [MHz}

Figura 3.4.- Espectro de ENDOR de N no caso de interagdes hiperfina e quadrupelar isotrapicas e

coincidentes com o tensor g.

Quando os tensores hiperfino e quadrupolar ndo sdo coincidentes com o tensor g,
¢ entre si, e 530 anisotropicos, os espectros de ENDOR tém a forma apresentada na Fig.
3.5 c. Este espectro foi simulado para uma campo magnético intermediario (g = 2.0065),
com uma interagdo hiperfina de 16 MHz e uma interagio quadrupolar de 0.75 MHz,

para esta diregdo.
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Outro aspecto importante que deve ser considerado nas simulagdes € a diferenca
de intensidade entre as linhas de uma mesma espécie, esta desigualdade se manifesta
quando existem processos de relaxacio cruzada, e podem acontecer tanto em espectros
ENDOR de prétons como de "*N.} Para simular este tipo de espectro o programa
GENDOR oferece a possibilidade de simular pares de linhas equivalentes. Figuras 3.5 a
e 3.5 b mostram as simulagbes de pares de linhas, separadas pelo dobro da interacdo
quadrupolar, correspondentes as menores e maiores radiofrequéncias, respectivamente.
Cada par pode ter uma intensidade diferente o que permite obter uma composicdo que
se ajusta melhor ao espectro experimental no que se refere a relagio de intensidade de

linhas (Fig. 3.5 c).

~ ) /
N /
e / /_7
/ !
!
\/ /
1/
\/
« YT T T v T r
4 5 6 7 8 10 N 12
Freqiiéncia [MHz]

Figura 3.5.- Espectros de ENDOR de N, (a) para fregiiéncias maiores, (b) para fregiiéncias

menores e {c) composiciio considerando diferentes intensidades causadas por relaxagiio cruzada.
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3.4.- Metodologia usada pelo programa THOR

3.4.1.- O Campo de Forca

A conformagdo de um sistema molecular pode ser obtida pela resolu¢do mecano-
quantica do problema. Porém, o elevado nmimero de atomos das macromoléculas
biologicas e as atuais limitagSes computacionais levam a utilizagdo de uma fungio
potencial relativamente simples, descrevendo de forma classica a interacio entre as
unidades atdmicas. Genericamente atribui-se a denomina¢io de Campo de Forga a
descrigio de um sistema de muitas particulas pela soma de termos simples, que
descrevem a interagdo com os 1% até 4°° vizinhos. Para o tratamento de centenas ou
milhares de atomos existentes nas proteinas e acidos nucleicos s3o introduzidas fungdes
potenciais empiricas, ajustadas por informac¢des experimentais e calculos quénticos
sobre pequenas moléculas. Freqiientemente se refere ao conjunto desses pardmetros de

ajuste, juntamente com as respectivas fungdes, como “campo de forga molecular.!®

Na simulagdo da dindmica molecular, as for¢as que atuam sobre cada atomo sdo
obtidas calculando-se a primeira derivada do potencial nas posi¢des desses dtomos. A
partir dessas forgas resolve-se as equages de movimento para descrever as variagoes
das posi¢des atdmicas com o tempo. A cada passo da dinimica as forgas sio
reavaliadas. Esse processo iterativo sobre um elevado niimero de atomos impde que a
escolha da fungdo para a energia potencial seja baseada num compromisso entre
precisdo e simplicidade. Ela deve ser complexa o suficiente para uma analise precisa e
realistica da estrutura e da dindmica do sistema e, a0 mesmo tempo, simples o suficiente
para que os calculos sejam efetuados com rapidez e baixo custo computacional,
possibilitando que a evolugdo temporal do sistema seja longa o suficiente para uma

significativa amostragem do espago de configuragdes.

Diversas fungdes potenciais tém sido propostas na literatura. ) Como fatores
comuns entre elas aparecem termos harménicos para descrever a energia em fungdo da
distdncia entre 4tomo de ligagdes covalentes e dos dngulos entre ligacGes quimicas
vizinhas; um termo para descrever as rotagdes em torno de ligagdes e termos que

descrevem interagdes entre atomos nao ligados, que consideram a impenetrabilidade das
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nuvens eletrOnicas, as forgas de dispersdo e indugdo dipolar, assim como atragdes e

repulsSes eletrostaticas.

A fungido energia potencial para um sistema molecular constituido de N,

atomos, com vetores posigao 1; (1 = 1, 2, ..., Nawomos), 10 programa Thor, tem a forma:

Ne NO NE
E({r}) =Y %Kbalbu-bon)’+ X KOO -00)’ + Y, Y%KE(Ea- Eon) +
n=1 n=1 n=1

N(IJ Na
Y. Kol +cos(Nu@a-8)] ++ ¥ [Cialij)/ri'? - Coli,jyri® + qiqifdnaser;]

n=1 i<j

onde os trés primeiros termos 2 direita da igualdade s&o os potenciais harménicos que
descrevem as Ny, ligagBes quimicas da molécula, os Ny dngulos entre pares de ligagSes
consecutivas € 0s Nz angulos diedrais impréprios respectivamente. Esses termos
determinam como a energia varia alterando-se os valores dos comprimentos b, e dos
angulos 0o ¢ &o de equilibrio das ligages quimicas. O quarto termo é o potencial
torcional somado sobre os N, dngulos diedrais proprios, para as ligagbes quimicas com
liberdade de rotacdo de 360°. O termo seguinte corresponde aos potenciais de van der
Waals e Coulomb somados sobre todos os pares de atomos i e j excluindo-se os
primeiros e segundos vizinhos quimicamente ligados, cujas interagdes sdo descritas

pelos termos harmonicos.

Os parametros Ks, bo, Ko, 80, Kz, &0, Ky, N, 3, as constantes Ci2 (i,j) e Cs(i,]) € as
cargas atGmicas parciais q; € ¢;, para proteinas ¢ acidos nucleicos, sdo encontrados na

literatura.
3.4.2.- Otimizagdo da Geometria Molecular

Calculando-se a energia de um sistema molecular para diversos valores de
coordenadas, pode-se explorar a hipersuperficie de energia potencial para o mesmo.
Dependendo das dimensdes ¢ caracteristicas do sistema, a hipersuperficie apresentara
um grande numero de minimos locais de energia, que correspondem a pontos no espago

de configuragbes onde todas as forgas sobre os &tomos do sistema sdo balanceadas.



42

Devido ao elevado mumero de graus de liberdade das macromoléculas biologicas, uma
exploragio completa da superficie multidimensional de energia é praticamente
impossivel. Uma maneira de explorar tal superficie se da pela minimizagio da energia

potencial molecular.

A otimiza¢do da geometria € uma técnica que visa encontrar um conjunto de
coordenadas que minimizam a energia potencial dos sistema de interesse. O
procedimento basico consiste em caminhar sobre a superficie de potencial na diregio en
que a energia decresce de maneira que o sistema € levado a um minimo de energia local
proximo. A minimizagdo da energia cobre, portanto, somente uma pequena parte do
espago de configuragdes. Porém, pelos ajustes nas posicdes atdomicas, ela relaxa as
distor¢des nas ligagdes quimicas, nos adngulos entre ligagdes e nos contatos de van der

Waals.

A mimimizagdo de energia, ou otimizagdo da geometria, é um processo iterativo

que em coordenadas cartesianas pode ser representado por:
T =Tt AR, (=12, ., Ny (3.1)

na qual n € o niimero de iteragdes e Ar;, é 0 enésimo incremento nas coordenadas do
atomo 7. Existem diferentes maneiras de determinar o médulo e a diregio do passo Ar;p,
os métodos mais comuns empregam a primeira derivada da fungio energia potencial,
enquanto métodos mais sofisticados usam também a segunda derivada para methorar a

taxa de convergéncia.
a) O algoritmo “steepest-descent” para minimizacio de energia

O método steepest-descent,'™ que & um método de primeira derivada, converge
vagarosamente nas proximidades de um minimo, mas € poderoso para configuragbes
cuja energia esta distante de um minimo. O algoritmo steepesi-descent foi implantado
na versdo inicial do programa THOR devido a sua robustez e facilidade de implantacio.
Com este algoritmo € possivel construir pequenas moléculas, como aminoacidos, a

partir de coordenadas atdmicas aleatérias com relativamente poucos passos de
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otimizacio e posteriormente conecta-los para formar cadeias peptidicas. De um modo
geral, com o algoritmo steepest-descent ¢ possivel melhorar estruturas cristalograficas
pouco refinadas, ofimizar as construidas graficamente a partir de informag¢des de NMR

ou por homologia de estruturas conhecidas.

b) Métodos dos gradientes conjugados

Um método mais sofisticado de busca de um minimo da fungdo energia, além de
utilizar a informagdo sobre a primeira derivada (gradiente), considera o caminho ji
percorrido na busca do minimo. Este método denominado de gradientes conjugados
permite em geral uma convergéncia mais rapida que o método steepest-descent que

utiliza somente a informagio do gradiente na coordenada atualizada.

Neste método a diregio do gradiente no novo ponto (Iine = ria + Ari,) é sempre
ortogonal ao gradiente do ponto anterior (r;,), e consequentemente a todos os
anteriores. Esta propriedade determina um caminho mais direto ao fundo do pogo de
potencial, evitando o retorno sobre caminhos ja percorridos, ao contrario do algoritmo
steepesi-descent que utiliza somente a informagio em um ponto e que portanto néio pode

excluir esta possibilidade.

Na pratica, para os sistemas macromoleculares, o algoritmo steepest-descent se
mostra mais efetivo e rapido nos passos iniciais muito longe do minimo, entretanto
quando se esta perto de atingir 0 minimo o método do gradiente é muito mais rapido e
preciso. Desta forma pode-se conjugar os dois métodos utilizando no inicio o steepest-
descent com um critério de convergéncia relativamente fraco e o método dos gradientes

conjugados para o refinamento final.
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Capitulo 4
Resultados

4.1.- Introducio

A Fig. 4.1 apresenta os espectros de EPR em banda X de MbNO ¢ HbNO a 10 K

e 1 mW. Em baixas temperaturas estes espectros apresentam uma forte dependéncia

com a poténcia. e

//\m,/‘m"\ MbNO

/m/ HbNO

/
ey eegeereemesit
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e
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Figura 4.1.- Espectros de EPR em banda X de MbNO e HbNO a 10 K.

Estes espectros apresentam estrutura hiperfina ndo resolvida devido as interagdes
entre o complexo paramagnético e os nicleos na sua vizinhanga tais como o N; da
histidina proxima, o N do ligante, os quatro nitrogénios da protoporfirina e os protons

da protoporfirina e os dos residuos dos amino dcidos His-F8, His-E7 e Val-E11.

Neste trabalho estamos interessados em estudar e caraterizar as intera¢des

. 1 . e g .. . . . , .
hiperfinas com '*N da histidina préxima e com os protons dos residuos de amino acidos,
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j& que estes nicleos estdo envolvidos na estabilizagdo e defini¢do das conformacgdes

importantes para o funcionamento destas proteinas.

De acordo com resultados anteriores, os espectros EPR de nitrosil
hemoproteinas, estdio compostos de duas espécies paramagnéticas correspondentes a
duas configuragdes estereoquimicas, uma com simetria rOmbica e outra com simetria
axial. Num estudo recente de EPR por banda Q (Fig. 4.2), os espectros foram
reconstruidos considerando que a fragdo, as larguras de linhas e os fatores g destas

componentes variam em fungdo da temperatura, entre 19 K e 200 K.

® y%w’"ﬁ \J\

/\"v/

Figura 4.2.- Componentes do espectro de EPR em banda Q de MbNO a 40 K. {(a) espectro

experimental, (b) componente rémbica e (c) componente axial.

Estes fatos serio usados na anilise e interpretacdo dos espectros de ENDOR,
tanto para "N como para 'H (prétons). Também serd usado o método de selegdo de
orientacdes devido a complexidade apresentada nestes espectros (principalmente para

prétons), compostos por uma superposigdo de muitas componentes.
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4.2.- Medidas de ENDOR de "*N da histidina préxima

A Fig. 4.3 apresenta os espectros de ENDOR de '*N de MbNO a 10 K, na faixa
de radiofreqiiéncia correspondentes as interagbes com o N, da His-F8 O espectro

superior foi medido para campo baixo e o outro para campo alto.

3238 G f“\,\
St \ M'/\ a

Fregiiéncia [MHz]
Figura 4.3.- Espectros de ENDOR de "N de MbNO em 3245 G e 3345G a 10 K.

Kapp! ¢ Hittermann,”! encontraram espectros similares. Eles analisaram estes
espectros constderando s6 uma espécie paramaggética, a rombica. Na literatura existente

ndo existem trabalhos que considerem as duas simetrias.

Portanto de acordo com o0s nossos resultados de banda Q, os espectros na regiio
de campo baixo (3238 G) s6 tém contribui¢io da componente rémbica enquanto a
campo alto (3345 G) as duas simetrias contribuem. Analisaremos nossos espectros de
ENDOR considerando as mesmas combinag¢des espectrais. As figuras 4.4 e 4.5 mostram
os ajustes dos espectros, tanto para campo baixo como para campo alto. Em ambos
casos foram considerados os tensores 4 ¢ P ndo coincidentes com g € também nio

coincidentes entre si,
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Figura 4.4.- Espectros experimental a 10 K e simulade de ENDOR de "N de MbNO em 3238 G.
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Figura 4.5.- Espectros experimental a 10 K e simulado de ENDOR de "N de MbNO em 3345 G,

mostrando as suas respectivas componentes,
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Para HbNO, medimos uma série de espectros em fungio do campo magnético

(Fig. 4.6) a 10 K, para poder observar detalhadamente a variagdo das componentes dos

e W\ ;

3328 G

espectros.

3349G

3362 G /
- - NP

f T T T T LI | T T ¥ T T T 1

Frequencia [MHz]
Figura 4.6.- Espectros de ENDOR de '*N de HbNO a 10 K, em funcio do campo magnético.

De forma similar a MbNO, ajustamos os espectros considerando a superposigio
das duas simetrias em campos altos ¢ somente simetria rombica para campos baixos. As
figuras 4.7 e 4.8 mostram a simulagdes dos espectros de ENDOR de “N em 3252 G ¢
3349 G.

A Tabela 4.1 refine os parimetros de ajuste para os espectros ENDOR de "*N, de
MbNO e HbNO, tanto para simetria rombica como para a simetria axial. E importante
ressaltar que para iniciar estas simulagdes tomamos como referéncia os valores da
literatura para 4 e P.”) Estes pardmetros foram iterativamente modificados para obter

bons ajustes com os espectros experimentais, chegando aos valores da Tabela 4.1.
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Figura 4.7.- Espectros experimental 2 10 K e simulado de ENDOR de N de HbNQ em 3252 G.
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Figura 4.8.- Espectros experimental a 10 K e simulado de ENDOR de N de HbNO em 3349 G,

suas respectivas componentes,

[



Tabela 4.1.- Parimetros de ajuste das simulagdes dos espectros de ENDOR de “Na 10 K para

MBNO ¢ HbNO.
Simetria Rémbica
Nitrosil Mioglobina Nitrosil Hemoglobina
Zo=2078 | g2=2005 | g, =1982 [ga=2075] g==2005 |g,=1973
A (MHz2) | Az (MHz) | Ay (MHz) | A (MHz) | 4, (MHz) | Ay (MHz)
16.4 15.7 15.9 16.7 16 16.2
Angulos de Euler de 4 emrelagio a g
$=39° [0=170°| w=0° |[¢$=39°]8=170° | y=0°
P (MHz) | P (MHz) { Py, (MHz) | Py (MHz) | Py (MHz) | Py, (MiZ)
0 -0.7 0.7 g -0.75 -0.75
Angulos de Euler de P em relagio a 4
a=-20° p=0° ¥y=0° 1@=-20° P=0° y=0°
Simetria Axial
Nitrosil Mipglobina Nitresil Hemoglobina
gr=2.030 21 =1.976 2r=2.028 2.~1999
Ay (MHz) 4 (MH2) Ay (MHz) AL (MHz)
17 16.3 17.2 16.5
Angulos de Euler de 4 emrelagio a g
p=0° |6=180° | y=0° ¢=0° |B=180°| wy=(°
Py (MHz) P (MHz) Py (MHz) | P, (MHz)
0 -0.27 0 -0.2
Angulos de Euler de P em relagio a 4
=85 | P=0° | y=0° | a=60°| p=0° | y=0°

A boa qualidade dos ajuste se deve a duas consideragdes. A primeira leva em
conta a diferenca de intensidade nas linhas de uma mesma espécie, provocada pela
relaxacio cruzada, j& observada nestes sistemas;® e como descrito no Cap.3 as regides
de alta freqiiéncia (7 MHz a 11.5 MHz) e baixa freqiiéncia (5 MHz a 9 MHz) podem ser
ajustadas separadamente. A segunda considera as diferentes orientacdes dos tensores A
e P, que na simetria rombica (-20°) € em sentido inverso que na simetria axial (85° para

MbNO e 60° para HDNO).



Neste problema temos as seguintes consideragdes geométricas: o valor maximo
da interagdo hiperfina (4may) s encontra na dire¢do da ligagio Fe**-N(His-F8) e o valor
minimo (Amin) numa dire¢io perpendicular a Amax, mas ndo perpendicular ao plano do
imidazol. Nos ajustes consideramos P, coincidente com Ama, € da literatura sabemos
que Puin € perpendicular ao plano do imidazol,"”! portanto o é o dngulo entre as direcdio

do Amin € 2 normal do plano do imidazot (Fig. 4.9).

8y

Figura 4.9.- llustracdo das diregdes miximas ¢ minimas dos tensores 4 ¢ P em relacio a

configuraciio geométrica da His-F8 e o complexo paramagnético no caso axial.

Portanto nossos resultados indicam que para as estruturas rombica de HbNO e
MbBNO o plano da His-F8 tem orientagdes diferentes, ¢ ambas tém orienta¢des

diferentes da estrutura axial.

Foi feita uma varia¢ao com a temperatura, entre 5 K e 40 K, dos espectros de
ENDOR de "N para campos magnéticos baixo e alto, tanto para MbNO quanto para
HbNO. Para ambos casos os espectros ndo mudam nesta faixa de temperatura (Fig.

4.10).
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Figura 4.10.- Espectros de ENDOR de"*N de MbNO em 3238 G a10 Ke 40 K.



4.3.- Medidas de ENDOR de 'H

4.3.1.- Nitrosil Mioglobina

A Fig. 4.11 mostra os espectros de ENDOR de prétons de MbNO em solugiio congelada
a 10 K de temperatura, nas dire¢des correspondentes a g = 2.069, 2.0065 ¢ 1.987;

selecionados por terem melhor resolucio.

g=2.069

\/\,\W\U U

g = 2.0065

Freqiiéncia [MHz]

Figura 4.11.- Espectros de ENDOR de prétons de MbNO a 10 K em campos magnéticos

correspondentes aos fatores g indicados.

A faixa de freqiéncia entre 11 MHz e 17.5 MHz apresenta as linhas
correspondentes as interagGes hiperfinas entre o complexo paramagnético e os protons
que se encontram na vizinhanga da protoporfirina. Estes espectros se apresentam com
bastante simetria de forma e intensidade. Uma variagido com a temperatura entre 4 K e
40 K mostra que os espectros de protons de MbNO nio mudam nesta faixa de

temperatura (Fig. 4.12).



Freqgiiéncia | MHz]
Figura 4.12.- Espectros de ENDOR de prétons de MbNO em g =2.0065 a4 Ke 40 K,

Como manifestamos no primeiro capitulo, a dificuldade na reconstrugio das
estruturas implica no uso de técnicas ¢ métodos alternativos, com a finalidade de
encontrar uma configuragio coerente com nossos dados de EPR e ENDOR.
Primeiramente usamos o método de selegio de orientagdes,!”) j& que a analise e
interpretagdo dos espectros de ENDOR de prétons € complicada devido a superposicdo
de muitas espécies (para certos valores de campo tém que ser considerada a
superposi¢do de protons pertencentes as estruturas rombica e axial). Com esse objetivo
fizemos medidas de ENDOR para diferentes campos magnéticos do espectro de EPR
(Fig. 4.13).

Por outro lado usamos as coordenadas de cadeias o, obtidas por raios-X em
baixas temperaturas,’® para calcular as interagGes hiperfinas dos protons da His-E7, da
Val-El1, da His-F8 e da heme, em relagio ao centro de spin reduzido (definido no
capitulo 3), para as duas simetrias (rémbica e axial). Para simetria rombica usamos a eq.
2.28 (ver capitulo 2), e para a simetria axial a expressdo simplificada.”’! Estes valores
foram usados como dados iniciais nas simulagdes dos espectros de ENDOR. Porém para
espectroscopia ENDOR, com resolugdo melhor que a cristalografia de raios-X, as

coordenadas de mioglobina n#o sdo necessariamente idénticas as coordenadas de

cadeias o
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Figura 4.13.- Espectros experimentais de ENDOR de prétons de MbNO a 10 K para diferentes

valgres de campo magnético.

Depois de calcular os valores principais do tensor 4 para cada um dos treze
protons observados nas simetrias rombica e axial do complexo N (His-F8)-Fe*'-N(NO),
analisamos o comportamento do espectro de cada proton nas dire¢des selecionadas pelo
campo magnético. Cinco protons na simetria axial ¢ oito na simetria rémbica foram
identificados nos espectros (Fig. 4.14). Logo os pardmetros iniciais foram
iterativamente modificados, de acordo com a teoria de ENDOR de policristais, com o
objetivo de obter melhores ajustes dos espectros experimentais. A dependéncia dos

espectros do campo magnético foi reproduzida (Fig. 4.15).
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Figura 4.14.- Composicio tipica dos espectros de ENDOR de prétons de MbNO simulados para um
campo magnético de 3345 G. As cinco superiores correspondem i estrutura axial e as oito seguinies

a estrutura rombica.
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Figura 4.15.- Espectros de ENDOR de préotons de MbNQ, experimentais e simulados para
diferentes valores de campe magnético a 10 K. A seta indica a posi¢iio da linha dos protons

matriciais.
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Os parimetros finais (Tabela 4.2) ddo nwmito bom ajuste para os espectros
experimentais (Fig. 4.15). Consideramos somente simetria rombica em 3245 G e 3256

G, e superposi¢io de ambas simetrias em 3308 G, 3325 G, 3345 G, 3377 G e 3390 G.

Na estrutura robmbica o complexo paramagnético interage com os protons HNE2
e HCE1 da His-E7, com HCG2I e HCG2II1 da Val-E11, com HND1 ¢ HCE]1 da His-F8
e com 0s mesoprotons HCHA e HCHB que foram considerados equivalentes a HCHC e
HCHD respectivamente. Por outro lado na estrutura axial, a interagdo é com o proton
HNE?2 da His-E7, com HCG2I1 e HCG2III da Val-E11, com HCE1 da His-F8 e com os

quatro mesoprétons que foram considerados equivalentes.

Tabela 4.2.- ParAmetros de ajuste das simulacdes dos espectros de ENDOR de prétons,

considerando os prétons identificados em nitrosit mioglobina.

Simetria Rombica
Fatores g 8= 2.078 | 2,=2.005 [ gy = 1.982
Acoples Hiperfinos | Ax(MHz) | Aw (MHz} | Ay, (MIE2)
HNE2 (His-E7) -4.2 2.57 13
HCE1 (His-E7) -0.36 -0.38 0.68
HCG2I (Val-E11) 1.47 0.73 1.47
HCG2IIL (Val-El1l) 0.7 0.7 -0.35
HND1 (His-F8) -2.07 -0.25 -0.9
HCE1 (His-F8) 2 1.13 44
HCHA, HCHC (heme)| -0.95 -0.6 L9
HCHB, HCHD t¢heme) 1.5 071 0.71
Simetria Axial
Fatores g £:=2.030 gL =1.976
Acoples Hiperfinos Ay {MHz) Ay (MH2)
HNE2 (His-E7) 58 -2.9
HCG21I (Val-E11) 37 -16
HCG2IIT (Val-E11) 2.1 -1.2
HCE1 (His-F8) 3.35 -4.8
mesoprotons i1 .55
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Tabela 4.3.- Coordenadas dos prétons identificados em MbNO em relacio ao sistema de eixos de g

<om prigem no cenirop de spin reduzido, obtidos dos parimetros da Tabela 4.2.

Simetria Rombica
Prétons &O | Wy | 1A
HNE2 (His-E7) 52 71 2.72
HCE1 (His-E7) 61 57 4.17
HCG2I (Val-E11) 62 46 3.88
HCG21IT (Val-E11) 55 31 419
HND1 (His-F8) 142 54 4.44
HCE1 (His-F8) 155 64 3.48
HCHA, HCHC 75 81 432
HCHB, HCHD 86 1 4.80
Simetria Axial

Prétons 6y r(A)

HNE2 (His-E7) 30 3.35

HCG21I (Val-E11) 42 3.99

BCG2III (val-E11) 24 4.68

HCE] (His-F8) 116 3.46

heme 90 5.89

Com os pardmetros da Tabela 4.2, calculamos r, dos protons identificados,
usando a eq. 2.28 (ver Cap. 2). Ox e ¢n sdo obtidos da simulacio (como foi explicado no
capitulo 3). Estas coordenadas foram calculadas em relagdo ao sistema de eixos
principais do tensor g, tomando como origem do sistema o centro de spin reduzido

(Tabela 4.3).

Kappl e Hitttermann,'” analisaram espectros de ENDOR de cristais de MbNO
considerando somente a estrutura rombica, e identificaram nove protons da His-E7, Val-
E11, Phe-CD1 e da protoportirina. Os protons da Phe-CD1 ndo foram aqui considerados
porque se encontram a uma distincia grande (> 6 A) do complexo paramagnético, ¢ em
consegliéncia a interagdo ¢ muito fraca. Por outro lado observar-se diferengas entre

protons da Val-E11 e dois protons da His-F8 foram identificados na estrutura rombica.
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4.3.2.- Nitrosil Hemoglobina

Para a interpretagio dos espectros de HbNO usamos a metodologia descrita

anteriormente (Fig. 4.16).
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Figura 4.16.- Espectros experimentais de ENDOR de priotens de HbNO a 10 K para diferentes

valores de campo magnético.
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A maior parte destes espectros apresenta assimetrias na forma e intensidade das
linhas espectrais, devido provavelmente aos efeitos de relaxagéio cruzada, observada nos
espectros de "N de MbNO e HbNO. Foi feita uma variacio com a temperatura entre 5
K e 45 K. Observa-se que os espectros de protons de HONO mudam nesta faixa de

temperatura (Fig. 4.17).
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Figura 4.17.- Espectros de ENDOR de prétons de HbNO em g = 2,0065 a 10 K e 45 K. As linhas

tracejadas indicam uma variacio no valor da interacio hiperfina nessa direcio.

Para analisar os espectros de protons de HDNO a 10 K, temos que considerar
além da superposi¢do de estruturas rombica e axial, a superposi¢do de cadeias o e P.
Desta vez usamos as coordenadas das duas cadeias obtidas por raios-X,!®! que sio
diferentes. Como anteriormente calculamos as interagdes hiperfinas, usando a
aproximagio do centro de spin reduzido, dos protons da His-E7, da Val-El1, da His-F8
¢ da heme, para as duas simetrias. No caso rdmbico usando a eq. 2.28 (ver capitulo 2), e

para o caso axial usando a expressio simplificada ”!
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Para os campos de 3225 G, 3242 G e 3249 G (Fig. 4.18) consideramos somente

a estrutura rombica de cadeias o e f3.

3225

3242

3249
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Figura 4.18.- Espectros de ENDOR de prétons de HbNOQ, experimentais e simulados para 3225 G,
3242 Ge3249Gal0 K

Foram identificados sete protons na simetria rombica e cinco na simetria axial de
cadeias o, e oito protons na simetria rombica e quatro na simetria axial de cadeias [

(Figs. 4.19 ¢ 4.20).
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Figura 4.19.- Composicéio dos espectros de ENDOR de prétons de HbNO simulados, para um
campo magnético de 3242 G (somente simetria rombica). As cinco componentes superiores
correspondem As cadeias «, as seis seguintes as cadeias e as duas viltimas a os prétons da heme

considerados equivalentes para as duas cadeias,
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Figura 4.20.- Composi¢iio dos espectros de ENDOR de prétons de HbNO simulados, para um
campo magnético de 3366 G (superposiciio de simetrias rémbica e axial). De cima para baixo, a
primeira componente corresponde a soma das simetrias rombica de cadeias o e f, as quatro
seguintes a simetria axial de cadeias o, as trés seguintes as cadeias P e a iltima a os pritons da

heme considerados equivalentes para as duas cadeias.
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Uma vez identificados os protons, os parametros iniciais foram iterativamente
modificados, com o objetivo de obter os melhores ajustes dos espectros experimentais.
A dependéncia dos espectros em relagiio ao campo magnético também foi reproduzida

(Figs. 4.18 e 4.21). Em 3276 G, 3297 G, 3324 G, 3352 G e 3363 G foi considerada a

superposicdo das simetrias rémbica e axial.
D

Os parametros finais estdo dados na Tabela 4.4, para HbNO os pardmetros finais
foram bastante proximos aos parametros iniciais quando comparados com a variagio
dos parimetros de MbNO. Isto mostra simplesmente que as coordenadas de MbNO sio

diferentes de o-NO. Da mesma forma a partir destes dados obtem-se as posigdes dos

protons identificados em «-NO e B-NO (Tabela 4.5).

Na estrutura rdmbica de cadeias o o complexo paramagnético interage com o
proton HNE2 da His-E7, com HCG2II e HCG2III da Val-E11, com HCE1 ¢ HND1 da
His-F8. Para a estrutura rémbica de cadeias B a intera¢do ¢ com os protons HNE2 e
HCE1 da His-E7, com HCG2I1 e HCG2II da Val-E11, com HCD2 e HND1 da His-F8.
Os protons HCHA e HCHB da protoporfirina foram considerados equivalentes a HCHC

e HCHD, respectivamente, nas cadeias «, e todos eles equivalentes a seus similares em

cadeias J.

Na estrutura axial de cadeias o o complexo paramagnético interage com o
proton HNE2 da His-E7, com HCG2I da Val-El1, com HCE1 e HND1 da His-F8. Na
estrutura axial de cadeias [} a interagio é com o proton HCG21 da Val-Ell e com HCE1
da His-F8. Os quatro mesoprotons foram considerados equivalentes nas cadeias o, e

equivalentes a seus similares em cadeias f3.

Da analise destes espectros em fungio ao campo magnético, observamos que os
espectros de protons da His-F8, tanto para simetria rombica quanto para simetria axial,
sofrem um forte alargamento da suas larguras de linha em campos intermediarios

(orientacdes proximas a g = 2.005).
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Figura 4.21.- Espectros de ENDOR de prdtons de HbNO, experimentais e simulados em 3276 G,

3297 G,3324 G, 3352 Ge3363Gal0 K.
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Tabela 4.4.- Parimetros de ajuste das simulacées dos espectros de ENDOR de prétons de nitrosil

hemoglobina.

Cadeias o (rdmbica)

Fatores g 8= 2075 [ 25,=2.005 | g, = 1.975
Acoples Hiperfinos | 4«(MHz) | Az(MHz) | Ay (MHz)
HNE2 (His-E7) -35 1 26
HCG21I (Val-Ell) 34 -1.5 -1.5
HCG21II (Val-E11) 0.9 -0.45 -0.45
HCE1 (His-F8) -2.4 3.4 0.67
HND1 (His-F8) -1.95 -lol -0.79
HCHA, HCHC (heme) | -0.95 -0.6 19
HCHB, HCHD (heme) 1.6 -0.85 -0.83
Cadeias B (rdmbica)

HCE!} (His-E7) -0.3 -0.22 0.5
HNE2 (His-E7) -3.7 -2.4 58
HCG2Y (Val-El11) 1.3 -0.65 -0.65
HCG21H (Val-El11) 3.6 -1.5 -1.8

HCD2 (His-F8) -3.05 -0.63 -3.05
HND1 (His-F8) -1.8 -1.3 -1.3
Cadeias o (axial)

Fatores g gr=2.028 £1=1.999
Acoples Hiperfinos Ay (MHz) 4, (MHz)
HNE2 (His-E7) 4.7 -2.35

HCG2I (Val-E11) 1.3 -0.65
HCE1 (His-F8) 27 42
HND]1 (His-F8) -0.5 -2.1
esoprotons 1.8 -0.9

Cadeias B (axial)

HNE2 (His-E7) 6.12 -3.06
HCG2] (val-E11) 1.2 -0.6
HCE] (His-F8) 1.05 -3.83
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Tabela 4.5.- Coordenadas dos pritons identificados em HNO em relagiio ao sistema de eixos de g

com origem no centro de spin reduzido, obtidos dos parimetros da Tabela 4.4.

Cadeias o (rombica)

Protons A | & | r(A)
HNE2 (His-E7) 50° 84° 2.84
HCG21I (Val-E11) §2° 14° 3.46
HCG211I (Val-E11) 67° 32° 4.17
HCE] (His-Fg) 106° 60° 3.31
HNDI1 (His-F8) 119° B3° 53
HCHA, HCHC 109° 89° 4.45
HCHB, HCHD 93° 0° 451
Cadeias B (rdbmbica)
HCELI (His-E7) 60° 122° 4.6
HNE2 (His-E7) 70° 89° 2.82
HCG21 (Val-E11) 60° 1° 4.86
HCG2I (Val-E11) 73° 5° 34
HCD?2 (His-F8) 141° 141° 3.46
HND1 (His-Fg8) 133° 65° 5.5
Cadeias o (axial)
Prétons & r(A)
HNE2 (His-E7) 31° 3.12
HCG21 (Val-E11) 28° 4.98
HCEI1 (His-F8) 116° 3.29
HND1 (His-F8) 141° 53
mesoprotons 90° 4.5
Cadeias B (axaal)
HNE2 (His-E7) 49° 2.97
HCG21 (Val-E1l) 51° 5.1
HCE1 (His-F8) 151 3.67
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4.3.3.- Variagcdo do espectro de ENDOR de protons de HDNQ com a temperatura

Como foi colocado no item anterior, foi observada variagdo dos espectros de
ENDOR de protons de HbNO com a temperatura, para varios valores de campo
magnético. A variagdo mais notoria é observada para campos altos. Comparando os
espectros em 3345 G para 10 K e 45 K (Fig. 4.17), observamos diferencas em varias
faixas de radiofrequéncia. A analise desta variagdo com a temperatura ¢ em geral
complicada devido a grande superposi¢io de componentes, e esta superposicio gera

multiplas possibilidades na variagio dos parimetros de ajuste.

T
12,25

Freqiiéncia [MHz)

Figura 4.22.- Espectro de ENDOR de pratons de HbNO a 45 K na regifio que apresenta variacio
com a femperatura. Ajuste com os novos parimetros (linha continua grossa), ajuste com os

pariametros de 10 K (finha continua fina) e componentes (linhas tracejadas).

Para o campo magnético de 3345 G e na faixa entre 11.75 MHz e 12.75 MHz
temos a superposi¢io de somente trés componentes (Fig. 4.22, linhas tracejadas), o que
facilita a analise nesta regido do espectro. Mostramos esta regiio do espectro simulado a
10 K de temperatura (Fig. 4.22, linha continua fina), que ndo ¢ satisfatorio. Foi
necessario mudar os valores das interagdes hiperfinas de duas das trés componentes para

obter um bom ajuste (Fig. 4.22, linha continua grossa). Isto implica duas possibilidades;



71

variagdo dos valores principais dos tensores ou das suas orientagdes em relagio a seu
respectivo tensor g. As duas componentes cuja variagio foi considerada, correspondem
aos protons HNE2 da His-E7 na simetria rombica e HCE1 da His-F8 na simetria axial,
ambos da cadeia B. Em ambos casos, a constante de acoplamento hiperfino nesta

dire¢io diminui com aumento da temperatura.

No caso do proton HNE2 da His-E7, considerando s6 a variagio na orientagio
do tensor 4 em relagé@o ao tensor g, com uma variagdo de 2° em relagio a sua posigio a
10 K. Por outro lado se consideramos somente a variagio nos valores principais do

tensor hiperfino (ou seja na distancia), ele se afasta 0.1 A da sua posigio a 10 K.
Também observamos diferengas no espectro em outras faixas de

radiofreqiiéncia, como a faixa dos protons da Val-E11 (entre 13.1 MHz ¢ 13.8 MHz).

Neste caso a superposigio de componentes € grande ¢ dificulta a interpretagdo.
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Capitulo 5

Discussio e Conclusoes

5.1.- Otimizacao das estruturas de MbNQO e HbNO

Desde os experimentos pioneiros realizados por Feher,!"! primeiro a usar a
técnica de ENDOR no estudo das hemoproteinas, muitos trabathos tém descrito
diferentes aspectos da estrutura eletronica de prétons e nitrogénios na regido da heme:
principalmente em meta- e nitrosil hemoglobina e mioglobina,” devido a grande
similaridade da estrutura eletrénica do Fe*'-NO parmagnético a do Fe*'-0, fisiolégico.
Porém ndo conhecemos nenhum trabatho na literatura que estude os espectros de
ENDOR de MbNO em solugdo congelada e considere a superposi¢io das simetrias

rémbica e axial.

Neste trabatho, os espectros de ENDOR foram obtidos usando o método de
selegdo de orientagdes, e analisados considerando as duas conformagdes presentes em
baixas temperaturas, utilizando a aproximagéo do centro de spin reduzido. Dentro desta
aproximagéo, observamos diferengas entre as duas simetrias caracteristicas de MbNQ e
HbNQ, entre cadeias o e § de HbNQ, ¢ finalmente entre protons de um mesmo amino

acido presente no bolso da heme, na regido distal.

Os espectros de ENDOR foram bem ajustados permitindo identificar,
caraterizar, e observar as diferencas entre as interagdes hiperfinas de protons na
vizinhanca da heme. As coordenadas obtidas para prétons identificados para a estrutura
axial ndo se ajustam com as posigdes dos respectivos amino acidos na estrutura
completa de MbNO e HbNO (axiais),”! disponiveis no banco de estrutura de proteinas
(PDB) obtidas por raios-X a temperatura ambiente. No caso da simetria rdmbica nio

existe uma estrutura completa tanto para MbNQ quanto para HbNO.

Considerando que a baixa temperatura a estrutura das proteinas € diferente da
temperatura ambiente, € interessante obter uma estrutura de amino acidos coerente com

nossos dados de protons identificados por ENDOR e com as distancias e dngulos das
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ligagbes quimicas (C-H, H-C-H, etc.). No caso axial as coordenadas calculadas dos
espectros de ENDOR foram introduzidas no sistema de referéncia da proteina e estas
posi¢des sdo consideradas como vinculos geométricos. O programa THOR, ¢ entiio
usado para otimizar a estrutura e verificar que conformacdo da proteina é consistente
com nossas identificagdes. Para o caso rombico a posi¢io do ligante foi construida a
partir dos dados de EPR ¢ ENDOR," o mesmo procedimento do axial foi seguido com

os respectivos protons, incluindo o complexo paramagnético nos vinculos geométricos.

As figuras 5.1, 5.2 € 5.3 apresentam o resultado da otimizagio para MbNO, a-
NO e 3-NO, em ambas simetrias. As coordenadas finais para ambas simetrias estdo em
bom acordo com os valores tedricos de comprimentos de ligagio C-H e dos dngulos

diedrais H-C-H.

No caso de HbNO a dependéncia com a temperatura nio foi reproduzida
totalmente devido a grande superposi¢do de componentes, que leva a mais de uma
interpretagdo. De fato esta mudanga pode ser relacionada com duas questdes, a primeira
¢ uma mudanca da posi¢do do ligante (a variagio da interagdo hiperfina do proton
HCEI da His-F8 reforga esta hipotese), a outra € uma mudanga na posigio dos residuos
dos amino acidos (His-E7 € Val-E11) que ¢ compativel com a flexibilidade do esqueleto

da proteina com a temperatura.®® Uma mistura dos dois efeitos nio pode ser descartada.
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()

Figura 5.1.- Estruturas finais de MbNOQ tanto para a simetria (a) axial quanto para a simetria (b)
rombica mostrando os pritons identificades por ENDOR (verde). Ferre (laranja), nitrogénio (azul),

carbono {cinza) e oxigénio (vermelho).



Figura 5.2.- Estruturas finais da simetria rémbica para (a) «-NQ, (b) para f-NO mostrando os
pritons identificados por ENDOR (verde). Ferro (laranja), nitrogénio (azul), carbono (cinza) e

oxigénio (vermelho).
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(@)

(b)

Figura 5.3.- Estruturas finais da simetria axial para (a) a-NO, (b) para B-NO mostrande os protons
identificados por ENDOR (verde). Ferro (laranja), nitrogénio (azul), carbono (cinza) e oxigénio

(vermelho)
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5.2.- Papel da His-E7 e Val-E11 em nitrosil hemoproteinas

O papel da histidina distal, His-E7, em mioglobina de mamiferos e
hemoglobinas tem sido estudado intensivamente, ja que existe a suspeita de que este é o
residuo chave no controle da afinidade pelo oxigénio.m A vahna distal, Val-El1, ¢
também de interesse porque ela tem contato com o ligante do Fe e com a His-E7,
restringindo o tamanho do sitio de ligagdo nestas proteinas. Diferentes autores tém
sugerido que a Val-El 1, tanto em miogobina quanto em hemoglobina podem orientar a
ligagdo do oxigénio junto com o N, da His-E7 para estabelecer uma mais eficiente ponte
de hidrogénio ¢ que sua proximidade ao ligante inibe a ligagdo do CO, impedindo a sua

geometria Fe-C-Q linear mais favoravel.™

Trés mecanismo foram propostos para explicar a habilidade da mioglobina para
estabilizar O; e evitar a ligagdo do CO. Primeiro, acessibilidade estérica: a proximidade
da histidma distal (His-E7) ao ferro da heme reduz a afinidade pela ligagio do CO
prevenindo a formagdo da ligagio Fe-C-O linear, configuragdo perpendicular ao plano
da heme que foi observada por analise de dados de cristalografia de raios-X no estudo
dos complexos heme CO.”! Em contraste, a configura¢do inclinada favorecida pela
coordenagdo do Oz ndo seria estericamente impedida pela histidina distal.""® Dois, ponte
de hidrogénio: estudos de difragfio de neutrons em mioglobina de cachalote revelaram
uma ponte de hidrogénio entre a His-E7 e o ligante para a ligagio do O, mas ndo para a
ligagio do CO." Terceiro, polaridade local: Traylor et al. (1985) mostraram que a
composi¢do do solvente e a polaridade local também contribuem para a discriminagio

entre CO e 02.[12]

Dos experimentos de Frauenfelder,™”! sabemos que o hgante em carboxi
mioglobina (MbCO) pode assumir trés conformagdes (4o, A1, 43). Na conformagiio Ao, a
ligagdo Fe-C-O é quase linear,""*! sendo a conformacio equivalente para a conformagdo
axial em MbNO e HbNO. Diversos experimentos mostraram que a His-E7 ndo interage
com o ligante CO na conformagio 4, de MbCO.!"”) Nzo obstante, nossos resultados de
prétons mostram que a His-E7 e Val-El1 interagem com o NO na conformacdo axial de

MbNO e HbNO (ligagdo linear), e estas interagdes s30 mais intensas que na
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conformacédo rombica (Tabelas 4.2 e 4.4). Este resultado é muito importante , ja que a

conformagio axial € dominante a temperaturas fisiologicas.

Esta diferenga pode ser entendida considerando que a His-E7 e Val-El1 estio
dentro do bolso da heme e ajudam a estabilizar a conformagido axial em MbNO e
HbNOQ, enquanto na conformagédo Ay quase linear de MbCO, experimentos e simulacdes
por dindmica molecular mostram que a His-E7 é relativamente mébil e provavelmente

sai fora do bolso distal (Fig. 5.4.).1'%)

Figura 5.4.- Estrutura da conformacio 4 de MbCO a baixa temperatura, obtida por raios-X.

Por outro lado Braunstein et al. (1993),"""! usando espectroscopia infravermelha
estudaram a influéncia de diferentes mutantes da His-E7 ¢ da Val-E11 na orientagio do
CO em MbCO de cachalote. Para a maioria deles, foi observada somente uma simples
conformacgio o qual indicaria que a His-E7 tem um papel crucial na determinagdo do
espectro de conformagdes do CO na estrutura nativa. Mas o fato de alguns mutantes
apresentarem mais de uma simpies conformagdo para CO indica que a aparigio de

multiplos estados 4 nao esta exclusivamente conectada a presenga da His-E7. Esta
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hipétese esta de acordo com Hiittermann et al. (1994),'"1 que usando as espectroscopias
EPR ¢ ENDOR observaram as conformagdes rombica e axial em nitrosil tetrafenil
porfirina-imidazol (NO-TPP-Im) que n#o contém a His-E7 nem a Val-El1, e o imidazol

no lugar da His-F8.

Neste trabatho a aplicagéo da espectroscopia ENDOR, devido a alta resolugio
espectral, nos estudos de MbNO e HbNO em solugdo congelada levou a um conjunto de
detalhada informagdo estrutural a respeito dos protons no bolso da heme e o N, da His-
F8. Devemos lembrar que a solugio congelada estd mais proxima das condiges
fisiologicas que os cristais. Equilibrio conformacional entre as simetria rémbica e axial
¢ observada, e segundo Frauenfelder o equilibrio conformacional é relevante para a
fungdo da proteina.!"™ Nossos resultados em MbNO complementam o trabalho de Kappl
¢ Hiittermann sobre cristais de MbNO que estdo na conformagio puramente rdmbica,*!
e em HbNO estabelecem um resultado novo. E bastante provavel que na escala de
resolugdo de ENDOR aparecam diferengas estruturais entre solugdes congeladas e

cristais.

A dependéncia com a temperatura dos espectros de EPR em banda Q de nitrosil
hemoproteinas (MbNO e HbNO) mostraram que as simetrias rémbica e axial estio
presentes em baixas temperaturas.”” Figuras 5.1a e 5.4 apresentam as diferencas entre a
estrutura axial de MbNO e MbCO, as interagdes hiperfinas dos prétons em MbNO
estabilizam esta orientagio. Neste trabalho os resultados de ENDOR de prétons
mostram que a His-E7 e Val-E11 estdo presentes no bolso da heme e ajudam a
estabilizar a ligagdo do NO nas conformagdes rdmbica e axial de MbNO ¢ HbNO, em
contraposi¢do a usual hipotese de que somente a His-E7 ¢ importante no controle do
ligante. Nossos resultados em protons mostram que quando ambos amino acidos estio
presentes, eles interagem com o Fe-NO em cada uma das conformagdes. Porém &

. ~ s . - 7
conhecido que as duas conformagdes podem existir também sem eles. ("]

Todos estes experimentos mostram que o aparecimento das conformactes
rémbica e axial em MbNO e HbNQO ndo podem ser explicadas simplesmente pela
presenga da His-E7 ¢ a Val-E11l. Resultados tedricos sugerem que a orientagdo do
ligante & também determinada pela histidina proxima.!** Nosso resultado em N, da His-

F8 estdo de acordo com esta hipotese, ja que observamos orientagdes diferentes do
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plano do imidazol, nas estruturas rombica (HbNO diferente de MbNO) e axial; este
resultado foi obtido como conseqiiéncia da superposi¢io destas estruturas que
reproduziram muito bem os espectros experimentais, I'azemos este comentario porque
nos trabalhos do grupo de Hiittermann, se apresentam simulagdes pouco proximas aos

espectros experimentais sobre tudo em campos altos.
5.4.- Conclusdes

* A combinagio de dados estruturais obtidos por raios-X, EPR ¢ ENDOR, junto com
otimizagio por mecinica molecular nos permitiu obter estruturas coerentes para as duas

conformagdes carateristicas de nitrosil hemoproteinas.

* A dependéncia com a temperatura dos espectros de ENDOR de protons de HbNO
indicam uma mudanga na conformagio da proteina, e esta pode ser causada pela
flexibilidade com a temperatura do complexo N(I—Ijs-FS)-FeZ+-N(NO) ¢ do esqueleto da

proteina.

* A alta resolucado do ENDOR permitiu observar diferencas entre as duas simetrias
(rombica e axial) de MbNO e HbNO, diferencas entre as cadeias o e B de HbNO, ¢

diferengas entre protons dum mesmo amino acido presente no bolso da heme.

* A His-E7 e Val-Ell ajudam a estabilizar as duas conformagdes em nitrosil
hemoproteinas, que indica que ambos residuos exercem o controle do ligante nestes
sistemas. Sendo relevante na conformagio axial, ja que ela € a majoritaria e mais

importante a temperatura ambiente.

* Os resultados em N. da His-F8 indicam, que este amino acido também esta

relacionado com as conformagdes do ligante.

* As diferengas entre as conformagdes axiais de MbCO e MbNO, ratificam que nos
sistemas nitrosil o sitio ativo apresenta bastante afinidade pelo NO. Deveria ser
estudada com mais profundidade a conformagio axial a temperatura ambiente e

. . . N . . ;. 2+
comparada com o sistema de maior importancia fisiologica (Fe*™-0,).
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* A dependéncia com a temperatura de espectros de ENDOR de protons ainda € um
topico que fica em aberto. A evolugdo do sistema com a temperatura, a partir de 10 K
poderia ser estudada por dindmica molecular e para uma certa temperatura (por exemplo

45 K) usar os dados da dindmica para ajustar os espectros de ENDOR.
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