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SUMARIO

As bactérias redutoras de sulfato têm uma cadeia de trans

ferência electrónica complexa, que conduz à redução do sulfato

através da oxidação de substâncias orgânicas ou de hidrogénio me
lecular. Isolaram-se e caracterizaram-se duas proteínas, isol~

das de um organismo redutor de sulfato (Desulfovibrio gigas),

contendo dois novos tipos .de centros ferro-enxofre: a desulfore

doxina, com um centro de lFe, semelhante ao da rubredoxina, e a

ferredoxina II, com um centro [3Fe,x~ recentemente também iden­

tificado numa ferredoxina de Azotobacter vinelandii. A presença

de ferro nestas proteínas permite a aplicação de técnicas espec­

troscópicas, de modo a que possa ser obtida informação estrutu­

ral (nomeadamente ressonância magnética nuclear (RMN), ressonân­

cia paramagnética electrónica (RPE) e espectroscopia de Môssbaueo.

A desulforedoxina é um novo tipo de proteína contendo feE

ro nao hémico sem enxofre lábil. A proteína é isolada como um

dImero, de peso molecular 7 900, consistindo de duas subunidades

idênticas, com um átomo de ferro e quatro cisternas por monómero.

A composição de ácidos aminados é invulgar, pois no total

estão ausentes sete ácidos aminados (arginina, histidina, tripto

fano, serina, prolina, isoleucina e fenilalanina).

Determinou-se a sequência em ácidos aminados da desulfore

doxina. A elucidação da sequência foi obtida por degradação da

proteIna inteira no sequenciador de proteínas e pela determina­

ção da sequência dos peptídeos, obtida pela digestão com a pro­

tease de Staphvlococus aureus.
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Quando se compara a sequência da desulforedoxina com as

sequências das rubredoxinas, a desulforedoxina mostra pouca ho

mologia e só é conservada a sequência Tir-X-Cis-X-X-Cis-Gli na

sequência N-terminal. As outras duas cisteínas encontram-se

nas posições 28 e 29.

Esta sequência invulgar das cisteínas levantou~nos a dú­

vida se todas as cisteínas estariam ligadas ao ferro. Realiza­

ram-se experiências com o ácido iodoacético e titulações com

PCMB, que nos levaram a concluir que as quatro cistelnas da de­

sulforedoxina devem estar ligadas ao ferro.

A sequência invulgar das cistelnas levou-nos a propor

duas possíveis estruturas para a desulforedoxina

O espectro de ultra-violeta e visível da desulforedoxina,

bem como o de dicroismo circular magnético, mostram bastantes

semelhanças com os das rubredoxinas. No entanto, existem algu­

mas diferenças, que sugerem que o 19 estado excitado do ferro

tem uma maior simetria na desulforedoxina.

Realizaram-se medidas de susceptibilidade magnética e

de ressonância magnética nuclear nas formas oxidada e reduzida

da desulforedoxina. Obtiveram~se 5,7~B para a forma oxida

da e 4,9~B para a forma reduzida. O valor dos momentos

magnéticos obtidos para a desulforedoxina indicam que o ferro

associado com a desulforedoxina é Fe(III) de spin alto na forma

oxidada e Fe(II) de spin alto na forma reduzida. Os espectros

de ressonância magnética nuclear das duas formas redox não apr~

sentam ressonâncias dependentes da temperatura. Tal como para

a rubredoxina, os espectros de RMN são pouco informativos devi­

do ao elevado momento magnético do ferro, que origina uma baixa

resolução.
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Os estudos de RPE e M6ssbauer mostraram a existência de

algumas diferenças geométricas entre a desulforedoxina e a ru­

bredoxina; o valor baixo do parâmetro de rombicidade E/D=O,08

(E/O= 0,28 para a rubredoxina) faz com que a desulforedoxina

tenha um espectro de RPE mais axial (isto não implica neces­

sáriamente uma coordenação geométrica mais axial). Ambas as

protelnas, na forma oxidada e reduzida, têm praticamente os me~

mos desvios isoméricos, caracterlsticos de coordenação tetraé­

drica a enxofre. A constante de acoplamento magnética hiper­

fina, Ao, dada pelo campo de saturação Hs at = -5 Ao/29nan' da

desulforedoxina é Hs at= -385 KG, sendo ainda mais pequena do que

o valor encontrado para as rubredoxinas de ~.pasteurianum e de

~.gigas, Hs at= -410 KG. Isto sugere uma ligação ligando-metal

mais covalente para a desulforedoxina (compostos iónicos têm

campos de saturação próximos de -550 KG).

Na forma reduzida, o ferro da desulforedoxina está no

estado ferroso, com spin alto, 5=2. O desvio de quadrupolo

não depende da temperatura, o que implica que o estado orbital

fundamental esteja separado do 19 estado orbital excitado pelo
-1menos 800 cm • Os resultados mostram que LlEQ> O e n<0,5;

isto implica um estado orbital fundamental de caracter predomi-

nantemente d 2 2. Em contraste, o estado orbital fundamentalx -y

da rubredoxina é praticamente uma orbital dz2 pura.

A forma tetramérica da ferredoxina de ~.gigas, FdII,

media a transferência electrónica entre o citocromo ~3 e a sul­

fito reductase. Estudámos dois estados de oxidação desta pro_

telna, por ressonância paramagnética electrónica e espectros­

copia..de Massbauer. Encontramos 3 átomos de ferro/monÓIDero e

uma concentração de spin de 0,9 spins/monómero, na forma oxidada.
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o espectro --.nético de Môssbauer da PdIY oxidada a 4,2 K

mostra três sItios de ferro distintos, que produzem o sinal de

RPE. Após redução o centro torna-se silencioso em RPE. As me­

didas de susceptibilidade magnética e os resultados de MOssbauer

mostram que, após redução, a FdII é paramagnética 5 >;>() (provavej,

mente 5=2). Os espectros de Môssbauer mostram duas vizinhanças

distintas para o ferro, numa. proporçao de 2:1. A forma do espe~

tro de MOssbauer e o comportamento com a aplicação de campo ma~

nético sugerem um spin electrónico comum, ou seja, um centro

com spins acoplados. O acoplamento de spins é apoiado pelo facto

de observarmos campos magnético hiperfinos positivos e negativos.

Os desvios isoméricos observados sugerem que os ferros

têm coordenação tetraédrica a átomos de enxofre. Isto contudo

nao põe de parte a possibilidade de que um dos sItios possa ter

um ligando oxigenado ou azotado.

Na forma oxidada do centro os três ferros sao distintos.

Na forma reduzida no entanto, dois átomos de ferro são indistin

~veis mesmo em campos magnéticos elevados. O aumento do desvio

isomérico e do desdobramento de quadrupolo quando da redução sugere

que os dois átomos de ferro do dobleto I partilham o electrão

que entra após a redução. Cada um destes ferros terá um estado

de oxidação formal +2,5.

Além da forma tetramérica FdII, a mesma subunidade básica

pode formar um trlmero designado por FdI. Estudou-se por RPE e

Môssbauer uma amostra desta proteIna e chegou-se à conclusão

que 30% do ferro estava presente em centros de três ferros, en­

quanto que 70% do ferro se apresentava na forma de centros [4Fe, 45] •
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Quando a Ferredoxina II é convertida em apoprotelna coa

ácido tricloroacético e o centro de ferro-enxofre é reconsti­

tuido por adição de ferro e enxofre, a protelna transforma-se

numa ferredoxina com centros [4Fe,4S].

Os resultados obtidos cam as duas formas oligoméricas da

ferredoxina de D.gigas e com a ferredoxina reconstituida, mos­

tram que a mesma cadeia polipeptldica pode acomodar tanto centros

[3Fe,xs] como centros [4Fe,4S].

Com o estudo destas duas protelnas contendo dois novos

tipos de centros obtivemos um conjunto de informações que permi­

tem alargar o conhecimento sobre estruturas básicas em protelnas

contendo centros ferro-enxofre.

Estas proteínas simples, cujo centro activo é bem defini­

do, podem ser usadas como modelos de protelnas mais complexas.

Nestas protelnas, devido à multiplicidade de centros, seria difI­

cil identificar estes novós tipos de centro, se não se conheces­

sem previamente as suas propriedades.
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SUMMARY

The electron transfer chain of sulphate reducing bacteria

is very complex, the oxidation of organic substrates leading

either to the reduction of sulphate or to molecular hydrogen. ln

an effort to further elucidate this chain we have isolated and

characterized two proteins from a sulphate reducing organism

(Desulfovibrio gigas), containing two new types of iron-sulphur

centres: desulforedoxin, with a centre similar to rubredoxin

and ferredoxin II with one [3Fe,xs] , also recently identified

in a ferredoxin from Azotobacter v1nelandii. The presence of

iron in these proteins allows the utilization of spectroscopic

techniques to obtain structural information (such as nuclear

magnetic resonance (NMR), electron paramagnetic resonance (EPR)

and Môssbauer spectroscopy) .

Desulforedoxin is a new type of protein containing non­

-heme iron and no labile sulphur.

The protein is isolated as a dimer of 7900 molecular

weight consisting of two identical subunits with one iron atam

and four cysteines per monomer. The amino acid composition

is very unusual, since in tne total tnere are seven amino acids

absent (arginine, histidine, tryptophan, serine, proline,

isoleucine and phenylalanine) •

The amino-acid sequence was determined. T.he sequence

was ilucidated by the degradation of the all protein in the

protein sequenator and from the sequence determination of the

peptides obtained by the clevage of the protein with S.aureus

protease.
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The N-terminal series of residues Tyr-x-Cys-x-x-Cys-Gly

is the only homologous portion of the sequence to that of the

rubredoxins. The other two cysteines are placed at the 28 and

29 position.

This unusual sequence of cysteines raises the question

of whether alI four cysteines are iron ligands. The experiments

on the sulphydryl content of apo and holoprotein and the PCMB

titrationsL~ indicate that each iron atom is coordinated to

four cysteines.

With the unusual sequence of cysteines it is possible

to postulate two structures for desulforedoxin.

The visible and magnetic circular dichroism spectra of

desulforedoxin show close similarities to those of rubredoxin

type proteins. However there are certain differences that

indicate a lower symmetry for the first electronic excited state

of iron in the desulforedoxin.

Magnetic susceptibility measurements of the oxidized and

reduced states of the proteins were also carried out. The

magnetic moments are 5.70 and 4.90 Bohr magnetons for the

oxidized and reduced form, respectively. These susceptibility

results indicate that the iron associated with desulforedoxin

is high-spin Fe(III) in the oxidized form and high-spin Fe(II}

in the reduced formo

The nuclear magnetic resonancespectra of both redox

forros does not show temperature dependent resonances. As in

rubredoxin the NMR spectra are of low resolution due to the

high magnetic moment of the iron.

The EPR and MOssbauer data indicate certain geometrical

differences between desulforedoxin and rubredoxin; the small
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rhombicity parameter E/D = 0.08 (as compared to an E/D = 0.28

for rubredoxin) gives a more axial EPR spectrwn for desulfo...

redoxin (this does not necessarily imply a more axial coordination

geometry). Both proteins, in the oxidi.zed and in the reduced

state, have nearly the same isomeric shifts, characteristic of

tetrahedral sulphur coordination. Magnetic hyperfine

coupling constant, Ao of desulforedoxin, generally quoted as the

saturation field, Hs at = SAo/2gn~n' by M~ssbauer spectroscopists,

is Hs a t = - 38S kG, and has an even lower value than that found

for the rubredoxins from ~.pasteurianum and ~.giqas, Hs a t=-4l0 kG.

This suggests a larger metal-ligand bond covalency for desulfo­

redoxin (ionic-compounds have saturation fields of about -SSO kG).

ln the redu'",:ed form the iron sites of desulforedoxin are

in a high spin ferrous state, 5=2. The nearly temperature

independent quadrupole splitting implies an isolated orbital

ground state, separated in energy by at least 800 cm- l from the

first excited (orbital) state. The data shows that AE
O

> O and

?<O.S; this implies an orbital gr6und state of predominantly

d 2 2 cha~acter. ln contrast, the ground state of rubredoxinx -y

is almost apure dz2 orbital.

The tetrameric form of the Desulfovibrio gigas ferredoxin,

named Fdll, mediates electron transfer between cytochrome ~3 and

the sulfite reductase. We have studied two stable ;oxidation

states of this protein with electron paramagnetic resonance and

MOssbauer spectroscopy. We found 3 iron atoms/monomer and a

spin concentration of 0.9 spins/monomer for the oxidized protein.

The magnetic MOssbauer spectrum of oxidized FdII observed

at 4.2 K shows three distinct iron sites belonging to EPR-
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-active centres. Upon reduction by I electron the centres becorne

EPR-silent. The magnetic susceptibility measurernents and the

M~ssbauer results reveal that reduced Fdll is paramagnetic S > O

(probably S=2). The Môssbauer spectra demonstrate two distinct

iron environments which are present in the ratio 2:1

The features of the magnetic Môssbauer spectra and their

response to applied magnetic field, suggest a common electronic

spin. Spin coupling is indicated by the observation of positive

ando negative magnetic hyperfine fields.

The observed isomeric shifts suggest that the irons have

tetrahedral environments of sulphur atoms. This, however, does

not rule out the possibility that a site migth have one oxygenic

or nitrogenic ligando The three irons are distinguishable in

the oxidized state of the cluster. ln the reduced state,

however, two iron atoms (doublet I) are indistinguishable even

in strong applied fields. The ~reased isomeric shift and the

quadrupole splitting sugg~sts that the two iron atoms of doublet I

share the electron that eriters the complex upon reduction; both

sites have a formal oxidation of Fe+ 2. 5.

Besides the tetrameric FdII the basic subunit can form a

trimeric protein, named FdI. EPR and Môssbauer studies of this

protein show that approximately 30% of the iron is present as

a three-iron centre and 70% of the iron in a [4Fe,4S] centre.

When ferredoxin II is converted into apoprotein with

tricloroacetic acid and the iron sulfur centre is reconstituted

by the ~tion of iron and sulfide the protein becornes a

ferredoxin with [4Fe,4S] centres.
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The obta1ned results w1th the two ol1gomer1c forros of

~.g1gas ferredox1n and w1th the reconst1tuted ferredox1n show

that the sarne pol1pept1de cha1n can accomodate e1ther [3Fe,xs]

or [4Fe,4S] centres.

W1th the study of these two prote1ns conta1n1ng two new

types of centres a set of 1nformat1ons was obta1ned about bas1c

structures 1n prote1ns conta1n1ng 1ron-sulphur centres. These

s1mple prote1ns w1th a very well def1ned centre can be used as

models for more complex prote1ns. ln these prote1ns, due to

the mult1pl1c1ty of centres 1t would be d1ff1cult to 1dent1fy

these new types of centres w1thout prev10usly know1ng their

propert1es.
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A redução dos sulfatos em ácido sulf!drico pode reali-

zar-se segundo duas vias diferentes, nos organismos vivos.

A via assimilativa é utilizada por diversos organismos

para a biossIntese de certos compostos orgânicos sulfurados,

em particular os ácidos aminados (cisteIna e metionina). A

via dissimilativa, específica das bactérias redutoras de sul­

fato, utiliza o sulfato como aceitador final de electrões con

duzindo à acumulação de quantidades importantes de sulfureto.

As bactérias redutoras de sulfato são os primeiros micr~

-organismos anaeróbicos estrictos nos quais uma· fosforilação

oxidativa ligada ao transporte de electrões pode ser posta em

evidência. Pode-se considerar estas bactérias como os repre­

s'entantes actuais de um processo mui to antigo: a redução dis

similativa (ou "respiração") dos sulfatos. Com efeito, os de­

pósitos mais antigos de e~xofre reduzido biologicamente a paE

tir dos sulfatos datariam de dois ou três x 109 anos (1).

As bactérias redutoras de sulfato estão presentes nas

águas doces e nos sedimentos marinhos; em certas condições fa

voráveis para o seu desenvolvimento, produzem quantidades enoE

mes de sulfureto de hidrogénio (H2S) tóxico para os outros

organismos vivos.

o papel ecológico e económico das bactiriàs redutoras

de sulfato é particularmente importante. Se por um lado elas

são responsáveis pela formação de depósitos de enxofre não vul

cânico como os da Sicília e Texas, por outro lado são respon­

sáveis pela corrosão anaeróbica de metais.
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-A corrosao associada com as bactérias redutoras de sul-

fato em tanques de armazenamento de petróleo tem sido um pr~

blema para a navegação, especialmente em navios que usam a

água do mar para substituição da carga. A corrosao dá-se

por um processo de despolarização catódica no qual as bacté-

rias retiram hidrogénio da superfície do metal e usam os elec

trões para reduzir o sulfato e formar sulfureto. Es~ sulfu-

retos sao muito acídicos e fazem com que o líquido onde se

dissolvem se torne corrosivo.

Uma outra propriedade importante das bactérias reduto­

ras de sulfato é a produção ou consumo de hidrogénio molecu­

lar (ver Fig. I.I). ° hidrogénio produzido pode ser oxidado

pelas bactérias metanogénicas para produzir metano por redu-

ção de CO2 ou acetato. A formação de hidrogénio a partir da

degradação de compostos orgânicos tem sido discutida várias

vezes como uma possível fonte energética. Thauer (2) calculou

que só 33% da energia combustível presente no substraba -org~

nico é conservada na forma de hidrogénio molecular, através

do processo fermentativo. No entanto 85% de energia
..
e con-

s.ervada se o produto final for metano.

I • 2 - MET·ABOLISMO DAS; BAC~;RIASREDUTORAS DE SULFATO

As bactérias redutoras de sulfato podem reduzir o sulfa

to por oxidação de substratos orgânicos ou de hidrogénio mole

cular.



SUBSTRATO ENERG~TICO SO 2­
4

DE SULFATO
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REDUZIDO

SUBSTRATO OXIDADO

DOADOR DE ELECTRÕES

Figura I. 1 - Esquema simplificado dos processos metabólicos em bactérias

redutoras de sulfato.
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As cadeias de transferência electrónica que permitem a

realização destas reacções são complicadas e muitos dos com­

ponentes são ainda desconhecidos.

O papel biológico das proteínas de transferência elec­

trónica justifica a quantidade de trabalho dedicado à compree~

sao do seu mecanismo de acção (3,4).

As proteínas de transferência electrónica pertencem ao

grupo de proteínas melhor caracterizadas em termos das propri~

des fisico-químicas e estruturais. Muitos dos conhecimentos

sobre os diversos tipos de centros activos têm sido proporci~

nados pelo estudo de compostos sintéticos análogos (5,6,7).

O uso de diversas técnicas espectroscópicas que permitem

urna melhor caracterização estrutural destas proteínas tem le­

vado a desenvolver várias hipóteses e por outro lado a eliminar

outros mecanismos possíveis.

Urna compreensão dos mecanismos das reacçoes de transfe­

rência electrónica é importante na procura de novas formas de

energia (como por exemplo a produção biológica de hidrogénio

a partir de resí.duos agrícolas).

I. 3 - OS TRANSPORTADORES DE ELECTRõES NAS BACTtRIAS REDUTORAS

DE SULFATO

são necessários quatro pares de electrões para reduzir

o sulfato a sulfureto de hidrogénio. A redução dissimilativa

do sulfato faz intervir uma ou várias cadeias de transferên­

cia de electrões e nem todos os intermediários foram a~nda

caracterizados.
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Na verdade é já conhecida uma variedade enorme de trans

portadores electrónicos que têm sido purificados e caracteri­

zados (8,9,10): sistema citocrómico (tipo c, b e d), prote!

nas com ferro não-hérnico (ferredoxinas, rubredoxinas, hidr.og~

nase,etc.), flavoproteInas, quinonas,proteInas complexas con­

tendo molibdénio, cobalto, etc. Na Tabela 1.1 são indicadas

algumas propriedades de transportadores tIpicos. No entanto,

a cadeia de transferência electrónica está longe de ser conhe

cida em detalhe, e uma das principais razões deve-se ao facto

de existir uma heterogeneida~e importante nas espécies de

Desulfovibrio, o que permite uma grande variação do equipa­

mento enzimático.

Para dar uma ideia da variedade de proteínas já identi­

ficadas nas várias espécies oesulfovibrio,apresenta-se na

Tabela 1.2 a distribuição de algumas das proteínas trans­

portadoras de electrões mais importantes.

Em seguida descreve-se de um modo resumido algumas das

suas propriedades mais relevantes.



TABELA 1.1

PROTEtNA PESO MOLECULAR TIPO DE CENTRO PROPRIEDADES POTENCIAL REDOX ABSORTIVIDADE
x-lO- 3 DE RPE (mV) MOLAR x 10-3

Valores de g (Monómero)

Ferredoxina I 18 (3x6) 3 [4Fe,4S] 2,07;1,94;1,92 -455 16(405)~20,Q(30Qt

(forma reduzida)

Ferredoxina II 24 (4x6 ) 4 [3Fe, xSJ 2,02;2,00;1,97 -130 15,1'(415) ;23,1(305)

Rubredoxina 6 1 Rd 9,4;4,3 +6 7(493) ;8,4(376)

Desulforedoxina 7,6(2x3,8) 2Fe 7,7;5,7;4,1;1,8 -35 4,6 (5 07); 7,8 (370r~
(2 "Rd" distorcidos) I

Flavodoxina 16 lFMN 10,2(456,5)8,2(374)

Citocromo ~3 13 4 hemos 2,96;2.85;2,30; -315 ;-306 ;-235; 47(533); 540 (409)
(PM 13,000) 1,65;1,54 -235

Citocromo ~3 26 8 hemos 2,97;2,00;1,57 negativo 108(533); 1040(409)
(PM 26.000)

Citocromo ~553 9 1 hemo 2,06;2,25;1,25 O a -100 mV



TABELA 1.2

ESPt:C1ES DE
DESULFOV1BR10

FERREDOX1NA FLAVODOX1NA RUBREOOX1NA C1TOCROMO c CI'!OCR.M) c
(PM 13,000) -3 CPM 26 000r3

crr<x::R:M:> c553

gigas

yulgaris
Hildenborough

vulgaris
Miyazaki

desu1furicans
Norway 4

desu1furicans
E1 A1gheilã-Z

salexigens

s

P

NE

P

PNP

PN!?

P

s

PNP

NE

P

P

S

s

ND

P

P

P

S

S

P

s

s

s

P

P

ND

NE

ND

PNP

PNP

s

ND

P

ND

PNP

I
--..J
I

s - sequência conhecida NE - não encontrada PNP - presente mas não purificado

P - purificado ND - não descri ta
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1.3.1 - OS CITOCROMOS DAS 'BACTERIAS REDUTORAS DE SULFATO

Existem três famílias de citocromos c nas bactérias

redutoras de sulfato no tipo Desulfovibrioi citocromo ~3'

?"1 26 000, ci tocromo ~3' PM 13 000 e ci tocromo E55 r

1.3.1.1 - O Citocromo ~3 (PM 13000)

O citocromo E3 (peso molecular 13 000 Daltons) foi des

coberto em 1954 por Postgate (13) e Ishimoto (14) e está pr~

sente em todas as bactérias do género Desulfovibrio. Foi o

primeiro citocromo a ser descoberto num microorganismo anae­

róbico não fotossintético. Difere do ci tocromo c mi tocondrial

pelo seu potencial de oxidação-redução muito baixo (em média

à volta de -250 mV), pela sua autoxibilidade e pela presença

de quatro hemos por molécula que são ligados à proteína por

dois tipos de cadeia: -Cis-x-x-Cis-His- ou -Cis-X-X-X-X-Cis­

-His.

As posições de coordenação axiais do ferro são feitas

através de dois resíduos histidina da molécula (15,16). Os

citocromos ~3 pertencem à classe de citocromos do tipo c

devido à ligação covalente dos hemos à apoproteína, embora

eles se aproximem aos do tipo ~ pela natureza dos ligandos

de ferro (com excepção do citocromo ~562 de Escherichia~

que tem uma histidina e uma metionina como ligandos de ferro)

(17) •
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~ conhecida a composição de ácidos aminados de vários

ci tocromos ~3 de várias espécies DêSulfovibrio: .2... vulgaris

Hildenborough (18), D.·g'igas (19), ,Q.salexig'ens British Guiana

(20), ~.des-ul:fur.1.0ans·ElAlgheila z (21), D.·des:ulfuri·cans

Norway (22) e D.stra1.n 9974 (23). A comparação das estruturas

pr1.márias e as homologias de sequência permitem agrupar os

citocromos ~3 numa famIlia de protelnas homólogas (24).

O papel fis1.ológico do citocromo ~3 é ainda mal conhe­

cido, parecendo que o citocromo ~3 tem um efeito estimulador

nas reacções em que está implicado: redução do sulfito (25),

sistema fosforOclástico (26), redução do tiosulfato (27). O

doador fisiológico de electrões ao citocromo ~3 é a hidroge­

nase pois a hidrogenase reduzida na presença de hidrogénio ga­

soso reduz completamente o citocromo ~3.

Os quatro hemos do citocromo ~3 não têm o mesmo potencial

de oxidação-redução, como tem sido bem demonstrado por titula­

ções redox fei.tas por RMN (15,16) e RPE (28). DerVartanian et

aI. (28) mostraram que os quatro hemos do citocromo ~3 de

D. vulg:a·ri·s, Hildenborough têm potenciais de oxidaçãc -redução

variando entre -324 mV e -284 mV. Estes valores estão próximos

do único valor determinado por Niki (29) para o potencial redox

do citocromo ~3 de D.vulgaris Miyazaki por polarografia e vol­

tametria ciclica (E'o= -270 mV). Por espectroscopia de RPE,

o ferr1.citocromo ~3 de D.g:igas, mostra somente duas ressonân­

cias "low-spin" hémicas: cada uma delas corresponde a dois

hemos que são titulados com valores diferentes de potencial

(30). A diferença de potencial entre os vários hemos do cito

cromo ~3 de Q.g'1gas é de 80 mV. O c1tocromo ~3 de D. desulfu;;

ricans· ·Norway é um citocromo ~3 completamente homólogo e a
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sua estrutura foi elucidada por Raios-~ (31,32). A distância

entre os vários hemos varia entre 11 A e 15 A. Três dos

hemos têm uma orientação mais ou menos paralela estando o qua~

to orientado perpendicularmente aos outros.

A determinação do potencial de oxidação-redução deste

citocromo E3 foi feita por RPE por Cammack (33). Os valores

encontrados foram -125, -125, -305, -375 mV.

O citocromo E3 (PM 26 000) foi isolado em Q.gigas,

Q.vulga:ris e ,E.de:sulfur:i,can-s _'El Algheila z (34,35). Têm

oito hemos por molécula e possuem um número suficiente de

resíduos de cisteina para ligar estes hemos de maneira cova­

lente. Cristalizam muito facilmente e o potencial de oxida­

ção-redução é negativo. Hatchi~ian etal. (36) mostraram que

o citocromo E3 (PM 26000) de Q.gigas é o transportador mais

efi.caz no acoplamento entre a hidrogenase e a tiosulfato-reduc

tase.

O citocromo E553 foi isolado em Q.vulgaris Hildenborough

em 1968 por Le Gall e Bruschi-Heriaud (37). A composição de

ácidos aminados (38) e a estrutura primária (39) são conhecidas.

O citocromo E553 difere do citocromo E3 ~solado do mesmo orga­

nismo pelo seu peso molecular pouco elevado (PM 9100), pela
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composição de ácidos aminados, pelo espectro de absorção

(existem dois picos na forma oxidada a 280 nm e a 695 nm)

a presença de um único hemo por molécula e pelo potencial de

oxidação-redução mais elevado (entre O e -100 mV), o que ex­

plica a sua redução pelo ácido ascórbico. Como nos citocro­

mos c de tipo mitocondrial a quinta e a sexta ligações de

coordenação ao ferro fazem-se pelo res!duo de histidina adj a­

cente às cistelnas e por um reslduo de metionina. O papel

fisiológico do citocromo ~553 é desconhecido. No entanto,

Yagi (41) isolou um citocromO ~553 (PM 6500) de ,E.vulgaris

Miyakazi que serve de aceitador de electrões da formiato

desidrogenase iS0lada do mesmo organismo.

1.3.2 - TRANSPORTADORES DE ELECTROES Nlo-ClTOCROMlCOS

Um grande número de prote!nas de oxidação-redução têm

sido isoladas e caracterizadas nas diferentes espécies de bac

térias redutoras de sulfato.

I • 3•2 • 1 -A ·Fe:rredoxi:na

A presença de ferredoxina nas bactérias redutoras de

sulfato foi primeiro posta em evidência em 1962 por Taqawa

e Arnon (41). Em 1967 Akagi~ (25) purificou parcia~te uma

ferredoxi.na de ,E.:vulç:a:ris· Hildenborough, que é activa na. rea~
-.

ção fosforoclástica do ptruvato. Le Gall e Dragonl (42) .purl

ficaram a~ ferredoxina de D.gigas e mostraram que ela está
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implicada na redução do sulfito. Mais tarde três formas oli

goméricas da ferredoxina de Q.giqas foram isoladas (43) e

caracterizadas por RMN (44) e RPE (45). são dois trimeros

(FdI e FdI') e um tetramero (FdII) da mesma unidade base de

PM 6000 Da1tons mas cujos potenciais redox e actividades bio

lógicas são diferentes. Recentemente várias ferredoxinas fo-

ram isoladas de D.desulfuri:c:ans Norway (22), D.africanus (46)

e Q.vulgaris, H!ldenborough (47). Nestas espécies foram encon

tradas duas ferredoxinas com diferente composição em ácidos

aminados.

I • 3.2. 2 . -F1:avodoxina

A f1avodoxina i.so1ada a parti.r de D.gigas foi purificada

a primeira vez em 1967 (48). ~ um proteína de peso molecular

igual a 15000 Da1tons e intervém na redução do sulfito (49).

Mai.s tarde, outra'f1avodoxina foi isolada a partir de

Q.vu1qar~s'Hi.1denborough(50). Em 1972, Watenpaugh e co1. (51)

obtiveram a primei.ra estrutura tridimensional da f1avodoxina

- ode D.vu1garis Hi1denborough a uma reso1uçao de 2.5 A. A se-

quênci.a desta f1avodoxina foi determinada em 1973 por Dubourdieu

e colo (52).

Recentemente foram isoladas duas f1avodoxinas a partir

de Q.sale·x:iqéns ,(53) e D.desulfuricans 27774 (54).



-13-

1.3.2.3 - Rubredoxina

Nas bactérias redutoras de sulfato a rubredoxina foi pri

meiramente isolada em .Q.gigas por Le Gall e Dragoni,de.pois a

partir c.e Q.desulfur:i:oansazotovorans "Berre S" por Newman e

Postgate (55) e em D.vulgaris Hildenborough por Bruschi e

Le Gall (56). Recentemente foram isoladas rubredoxinas de

.Q.desulfuricans Norway (22), E.salexig'ens~53), D.africanus

(46) e I.desulfurioans 27774 (51)

·.Af rubredoxinas são proteínas de peso molecular 6 000

DaItons, tendo ura átomo de ferro ligado a quatro resíduos de

cisteíné num arrervio tetraédrico. As sequências das rubredo­

xinas dE .Q.vulgaris Hildenborough e .Q.gigas foram determinadas

e comparadaa com outras rubredoxinas de bactérias anaeróbicas

(57,58), Em 1968, Le Gall (59) purificou uma NADH-rubredoxina-

-oxido-reductase. Odom e coI. (60), mostraram a especificidade

desta enzima para a rubredoxina de .Q.gigas. Vogel e coI. (61)

mostraram que as ferredoxinas das bactérias, as ferredoxinas

das plantas e as rubredoxinas têm uma ancestralidad~ comum.

1.3.2.4 - Hidrogenase

Das bactérias redutoras de sulfato foi purificada uma

hidroçenase solúvel a partir de .Q.vulgari,s Hildenborough (62)

e de D.gigas (63) enquanto que a partir de .Q.vul'<;la-r-is Miyatlaki

(64) foi isolada uma h.idrogenase membranar. Recentemente"

Hatchik.ian e col. (65) caracterizaram a hidrogenase periplas-
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mática de D.giqas: é uma proteína de peso molecular 89.500

Daltons, composta por duas subunidades diferentes e contem

12 átomos de ferro.

I • 3. 2 • 5 - Outras P'rote·!nas

Outras proteínas foram recentemente purificadas e cara~

terizadas: uma proteína com molibdénio contendo centros

[2Fe-2S] foi isolada a partir de D.qiqas por Moura e coI. (66).

A desulforedoxina (cuja caracterização faz parte desta tese)

foi isolada a partir de .Q.gigas e é uma prote!na de peso moI!:,

cular 7 900 Daltons, contendo dois átomos de ferro e não tendo

enxofre lábil. Uma proteína contendo cobalto foi isolada a

partir de .Q.giqas por Moura et ,alo (70).

A superoxido-dismutase de D.desulfuricans Norway foi iS2

lada e caracterizada por Hatchikian (71). Uma proteína azul,

que contém moli.bdéni.o foi isolada a partir de D.africanus (67)

e ~ .salex·i.gens- (68).
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1.4 - HlPRRTANCIA DO FERRO E ENXOFRE NA CONITI'l'UIÇJp

DB CENTROS ACTIVOS DE PROTEfNAS

Muitas das protelnas de transferência electrónica

contém ferro como elemento constituinte do centro activo.

O ferro pode estar inserido em virios tipos

de estruturas:

hemo , I Fe (tipo rubredoxina) , [2Fe-2S] e [4Fe,4S]

descritas na Figura 1.2.

O enxofre desempelma também um papel importante em

sistemas biológicos. Na Figura I.3 põe-se em evidência o

papel das cisteInas em quase todas as proteInas de oxida­

ção-redução ~ssim como o do enxofre inorgânico (ou lábil).

O ferro é especialmente importante nos processos de

vida, uma vez que está directamente envolvido no transporte e

armazenamento de oxigénio Oiemoglobina e mioglobina), trans­

porte de electrões (citocromos e ferredoxinas), no metabolis­

mo do hidrogénio pela hidrogenase, na utilização do peróxido

(peroxidases)e noutras funçõ'es metabólicas vitais. Pode dizer-

-se, salvo raras excepções, que não existiria vida sem o ferro.

Em geral, a ~mportância do ferro nos vários processos de vida

deve~ao facto de o ferro poder existir em dois estados de

oxidação, Fe (I I) e Fe (I-II) e, ocasionalmente, como Fe (I) e Fe (IV)

assim como em diferentes estados de spin (spin alto ou spin

baixo, conforme a natureza dos ligandos e simetria~. Os poten­

c~ais de oxidaçio-redução do ferro que ocorre em diferentes

funções metaból:l:cas-, podem variar numa gama muito grande, de­

pendendo do tipo dos seus ligandos e da vizinhança polipeptI­

dica. Na tabela l.3, apresenta-se o valor dos potenciais redox

para diferentes- tipos de centros activos de proteínas contendo

ferro.
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FERREDOXINA "BACTERIANA"

1 Fe
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Figura 1.2. Estru'turas básicas em proteínas contendo

ferro .
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TABELA 1.3

GAMA DE POTENCIAIS REDOX APRESENTADO POR

FImROImO'I'E1NAS

Proterna E' (mV)
-o~;;;;.;."-

Miog1obina +50

Citocromo b -O (média)

Citocromo c +250 (média)

Citocromo ~3
-300

Citocromo a +210

Cito'cromo ~3
+390

Perredoxinas -400 (média)

Rubredoxinas -O

HiPIP +350

Peroxidase -170
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Ponte dissulfureto CIS -CIS

Abertura reverslvel
aà. ponte dissulfureto

CIS

I
CIS

2e<

•
CISH

CISH

Quelação de metais
(além de ferro) X(CIS)4 x = Zn,Pb,Cd

ICC

Z
Quelação de ferro Fe(CIS)4 Rubredoxina,

t-l

l'z:I

E-t
[2Fe,2S] Ferrecloxina

CIl "tipo Planta*

H
Inserção de

enxofre
o [4Fe,4S] Ferredoxí.na

"tipo bacteriana"

Adição de
molibdénio

Quelação indirecta de ferro

[xFe,XS}••• MO..... [xFe,xsJ
x = 2,3 e 4

Desaparecimento das cistelnas ... Cit.E,

Figura I.3 ~Papel da cistelna e enxofre lábil emp~ote1na8 de

'oxidação-redução (75).,
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Têm sido discutidos na literatura os factOD:!S.. que :.afectam

o potencial redox (72,73,74). Moore e Williams.sistematiza­

ram estes factores a partir dos resultados obtidos em compostos

modelo, em solventes aquosos:

a) a existência de carga electrostática (negativa) no ligando,

favorece estado~ de oxidação elevados; quanto maior a carga

negativa, mais negativo é o valor do potencial redox;

b} Quanto maior o poder doador electrónico 'do ligando (relaci~

nado cam um maior pKa) mais negativo é o potencial redox;

c) quando aumenta o poder aceitador electrónico do li~do

(por exemplo, maior caracter1f) mais positi.vo se torna o

potencial redox;

d) a quelação preferencial de um dado estado de oxidação pode

var~ar o potencial redox (pois de uma maneira geral a es­

tabilização da forma reduzida diminui o potencial redox);

e) mudanças de estado de spin e factores estereoqu!micos podem

ainda alterar os pontos anteriores.

Na Tabela I.4 aprésenta-se a distribuição de certos iões

metáli:cJ:os de tranl~içã'o em proteInas que desempenham funções mo­

leculare5 especIficas. O sinal + quer dizer que o ião metálico

está pelo menos presente numa prote!na com função especIfica e

- indi.ca que não ~ conhece nenhuma proteína com função espec!

fica contendo eS5e ião metálico. Nesta tabela vê-se bem a im­

portância do ferro na constituição de proteínas desempenhando

as mais diversas funções.
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TABELA I.4

PAPEL DE ALGUNS IOES METALICOS~ SISTEMAS BIOLOICOS

Função molecular Fe Fe Cu Mo Zn

(não-porf.iríni.c.o) -{porfirlnico)

Transportadores de O2 + + +

Consumo de O2 + + + +

Catálise de H202
+

Transferência electrónica + + +

Transferência do átomo
de hidrogénio + +

Consumo de azoto + +

Consumo de hidrogénio +

Catálise do radical super-
oxido + + +
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Além dos centros ferro-enxofre descritos foi recentemente

posta em evidência a presença de um centro contendo três ferros

cujos dados estruturais preliminares foram des critos por di­

fracção de Raios-X a 2,5 A de resolução (11) .Um dos capItulos

desta Tese caracteriza uma proteína , ferredoxina II de D.gigas ,

que contem este tipo de centro.

A maior parte desta Tese é dedicada ao estudq de uma nova

proteína contendo dois átomos de ferro por molécula, designada

por desulforedoxina.Os centros contendo ferro têm propriedades

semelhantes ãs proteínas tipo rubredoxina, e podem representar

uma variação deste tipo de centro.
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I I • 1 - PURIFICAÇÃO OOS TRANSPORTAooRES ELECTRóNICOS ESTUDADOS

11.1.1 - NOTAS PRELIMINARES

- 40
Todas as etapas- de purificaçao foram realizadas a C

e com tampões de pff=7,6.

Usou-se um gradiente descontínuo em vez de contLnuo d!:,

v í.do ao facto de as quantidades relativas dos diversos trans-

portadores electrónicos variarem de um extracto para outro.

~ aastm muito mad.s fácil modificar a migração das bandas das

proteínas ao longo das colunas.

Durante os primeiros passús de purificação, o factor

maí.a importante reside nos olhos do experimentador, uma vez

que as· proteínas a purificar têm todas elas uma cor caracte­

rls·ti.ca. A rubredoxina e a des·ulforedoxina sao vermelho-púr-

pura (1), a flavodoxina (2) é amarelo-vivo, as ferredoxinas I

e II (3) são cas-tanhas, a ferredoxina II (3) é castanho-aver-

melhada, o citocromo ~3 (4) é vermelho vivo, a desulfoviridina

(5) é verde, a molfbdo-proteína (6) é castanho-avermelhada e

a cobalto-proteína (7) é violeta.

Urna das maiores dificuldades- encontradas na purificação

de algumas destas proteínas- a partir de extractos de Desulfovi-

hrio spp ~ deve-sse ao facto de haver proteínas, tais como a

des·ulfoviridina (5), que existem em grandes quantidades e que

podem mascarar espectralmente a existência de outras, cujos

coefici.entes· de extinçã·o molar são baixos. Por exemplo, a pr!:,

sença de traços de citocromo pode mascarar completamente a pr!:,

sença de centros ferro-enxofre, uma vez que a banda de Soret

doa citocromos· se encontra a 410 nm (com um E: ..c:: 700 000) enquan-

to que um centro ferro-enxofre pode ter um valor de E: muito

menor (entre 10 000 e 20 000) como é o caso da proteína de
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molibdénio). Só nos últLffios passos de purificação, após elimi

nação do citocromo, se. consegue obter o espectro característi

co desta proteína.

~ devido a este facto que só ultimamente se conseguiu

por em evidência a presença da desuLfoz-edoxf.na (1) e da cobal

to-proteína (7).

Uma revisão dos métodos gerais de purificação de prote!

nas componentes das cadeias de transferência electrónica das

bactérLaa redutoras de sulfato foi apresentada por Le Gall e

Forget (8).

1:1. 1.2 - PREPARAÇ~O DO EXTRACTO BACTERIANO

A pasta de células é homogeneizada em tampão de Tris'

Q,.ol 1"1, pR=7, 6, a que se adiciona DNase para diminuir a visco

s.idade. As bactérias são partidas pela prensa de French

onde o princIpio é o seguinte: a suspensao bacteriana é sub­

metida a uma pressão que pode atingir 250Kg por cm2; depois,

passa atravéS- de um orifIcio de pequeno diâmetro, onde a dife­

rença de pressão faz rebentar as células. O extracto obtido é

centrifuqado 30 minutos a 78000 g e o sobrenadante é o extracto

bruto.

1"1. 1. 3 - PURIFTCAÇ~O 00 CI'TOCROMO ~3

O citocromo ~3 (PM 13 000) de Q.gigas foi purificado

pelo método descrito por Le Gall e Forget (8) com algumas al­

terações de modo a tornar mais rápido o processo.
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ETAPA 1 - Adsorção em s í.Lí.ca (processo em "batch")

Adicionam-se .300 mI de silica gel ao extracto bruto.

Deixa-se 'três horas sob agitação a OoC. Após este tempo par~

-se a agitaçao e espera-se que a sLlí.ca decante. Retira-se o

s.obrenadante que é sujeito a 29 batch de silica de maneira se-

melhante ao anterior. A silica que contém o citocromo ~3 adso,E

vido é lavada várias vezes com tampão Tris-HCl 0101 M, pH=7,6

até as águas de lavagem se apresentarem limpas (livres de sulfu

reto de ferro).

A s~lica gel contendo o citocromo ~3 é colocada num funil

Buck.ner de la cm de diâmetro. O citocromo ~3 é desadsorvido da

s'Ll.Loa com monohidrogenofosfato de potássio (1M) em cloreto de

sódi.o (lM}.

ETAPA 2 - C;pmatografia em DEAE-celulose

Após diálise durante 36 horas (contra um volume de água

destilada suficiente pará baixar a concentração desal a 0101 M

e após várias mudanças de água destilada) a solução contendo o

citocromo ~3 é adsorvida numa coluna de DEAE 52 (40x250 mm) equ!

librada com Tris-HCl O,OlM. Após um gradiente muito fino em

Tris/HCl pH 7,6 (0,01,0,02,0,03,0,04,0,05 .•• ) recolhe-se a

banda principal do citocromo ~3 (eluída entre 0,03 e 0,05).

Existem bandas menores que se retêm na DEAE.

O coeficiente de pureza do citocromo ~3 já é elevado nes

ta etapa (2 a 2,3). O índice de pureza é definido pela razão

red red ox
A5 55 - A5 70 / A280•
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ETAPA 3 - Adsorção em Hidroxiapatite

o citocromo ~3 é adsorvido numa coluna (40xlOO mm) de

hidroxiapatite equilibrada com Tris/HCl O,Ol M pH=7,6. Após

lavagem com o mesmo tampão faz-se um gradiente em tampão de

fosfato a pH=7,6 (0,01, 0;05, 0,1, 0,15 ... ). O citocromo ~3

após esta etapa tem um coeficiente da ordem de 2,8 e pode con

siderar-se puro.

ETAPA 4 - Filtração em Sephadex G-50

Para garantir a nao existência de espécies poliméricas

o citocromo ~3 proveniente da etapa anterior é passado numa c2

luna de Sephadex G-50 (50xlOOO mm) sendo usado Tris-HCl, C,Ol M

como eluente.

Após esta etapa o citocromo ~3 apresenta um coeficiente

da ordem de 2,9 a 3,0.

11.1.4 - PREPARAÇÃO DO EXTRACTO ACtD1CO DE D.G1GAS

Após os dois "batches" de silica o sobrenadante é sujeito

a dois "batches" de DEAE 52. Cerca de 400 mI de DEAE-52 prévia­

mente lavada e seca num funil Buckner sobre vácuo são adiciona-

dos ao sobrenadante. A mistura é agitada durante quatro horas a

OoC.

A DEAE-celulose é separadà do extracto por filtração sob

vácuo num funil Buckner (10 cm de diâmetro). R~aliza-se segundo
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"batch" no sobrenadante de maneira idêntica. A DEAE-celulose

na qual ficam adsorvidas todas as proteínas acídicas é lavada

várias vezes com tampão Tris-HCl 0,01 M, pH=7,6 até as águas

de lavagem estarem livres de sulfureto de ferro.

As proteínas acídicas sao depois desadsorvidas ·com Tris­

-HCl 1 M, pH=7,6. Este extracto contendo as proteínas acídicas

é em seguida dialisado contra água destilada durante uma noite.

Após diálise, o extracto contendo as proteínas acídicas

é adsorvido numa coluna de DEAE-52 (50 x 400 mm). As proteínas

adsorvidas são desadsorvidas com um gradiente descontínuo de

Tris-HCl, pH=7,6 (200 mI de cada uma das seguintes molaridades:

0,05, 0,10, 0,15, 0,20, 0,25, 0,30, 0,35, 0,40, 0,45, 0,50,

0,60 ... 1 M). Este gradiente permite a separação em cinco

fracções principais:

a) até O, 15M - flavoproteínas, APS reductase (9) e uma pr~

teína contendo molibdénio e ferro (7).

b) de 0,15 a 0,25M;" desulfoviridina (sulfito-reductase)

(5) e citocromo ~3 (10).

c) de 0,25 a 0,30 M - fracção contendo rubredoxina (1)

desulforedoxina (1) e citocromo ~3 (10).

d) de 0,30 a 0,35 - flavodoxina (2).

e) 0,40 M ... - ferredoxinas (3).

Na figura 11.1 apresenta-se o esquema geral da purifica-

çao.
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Células + Tris O.OIM

+ DNAse

Prensa de French

Centrifugação a 78.000g

Extracto bruto

Batch Srlica

Extracto
acrdico

Diálise

Adsorção em DEAE 52

~r~
Desulfov!r!dina + Rb+Dx Fx Fd

+ Mo (Fe ,S)

pigur-a Tr.~l - Esquema Geral de Purificação

Proteínas não
adsorvidas
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11.1.4.1 - BJêR!s de Purificação ESpecIficas

ETAPA D1 - Cromatoqrafia em DEAE

A fracção contendo a rubredoxina e desulforedoxinafoi dia

lisada durante a noite contra 10 1 de água destilada e adsorvida

numa coluna de DEAE-52 (40x350 mm). Utilizou-se um gradiente

fino de NaCl, usando 200 mI de cada uma das seguinte molaridades

em NaCl em Tris-HCl, 0,01 M: 0,010, 0,025, 0,075, 0,100 ati 0,500

Durante a eluição entre 0,25 - 0,30 M NaCl, obteve-se uma

boa separação entre a rubredoxina e a desulforedoxina que é mais

acidica. Estas fracções de proteínas foram colectadas em volumes

de 170 mI e 420 mI, respectivamente.

ETAPA D2 - Cromatografia em Silica

A fracção contendo desulforedoxina i adsorvida numa colu­

na (25 x 270 mm) de silica (Backer) equilibrada com NaCl 0.30 M.

A fracção não fixada contim desulforedoxina e traços de desulfo­

viridina (300 ml). Traços de rubredoxina ainda presentes sao s~

parados nesta etapa, uma vez que a rubredoxina se retarda sob

silica. Todo o citocromo presente i eliminado nesta etapa por

adsorção na sílica.
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ETAPA ·:P3- Cromatografia em hidroxiapatite

A remoçao de traços de desu1foredoxina é realizada por

cromatografia em hidroxiapatite numa coluna (25 x 50 mm) equi­

librada com 0,30 M NaCI e e1uida com tampão de fosfato 0.01­

-Ó,Os M. A proteína obtida num volume de 25 mI tem uma razão

ETAPA Õ4- Cromatografia em Sephadex G-sO

A fracção concentrada de desulforedoxina é pa8aada nu.a

coluna de sephadex G-sO (sOx1000 mm) equilibrada com Tris/BCl

0,01 M. A protelna obtida num volume de 75 m1 tem um razão

11.1.4.1.2 - Rubredoxina

ETAPA RI - Cromatografia em silica

A fracção contendo rubredoxina proveniente da etapa 01

da purificação da desu1foredoxina foi adsorvida numa coluna

(25x270 mm) de si1ica (Backer) equilibrada com NaC1 0,30 M.

A rubredox1na fixa-se e é desadsorvida quando se faz ua 9radl~

te em HaCI decrescente. Neste passo todo o citocromo é fixado

na 8i11ca.
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ETAPA R2 - Cromatografia em Hidroxiapatite

A rubredoxina e dialisada e adsorvida numa coluna de

hidroxiapatite (25x50 mm) equilibrada com tampão Tris/HCl 0,01 M

pH=7,6. Após lavagem com o mesmo tampão a rubredoxina é eluída

com tampão de fosfato 0,01-0,05 M. A proteína obtida num volu-

me de 20 mI tem uma razão de A278/A497= 2,35.

11.1.4.1.3 - Ferredoxina

ETAPA FI - Cromatografia em DEAE-52

A fracção contendo ferredoxina (fracção e» e diluída

duas vezes e adsorvida numa coluna de DEAE-52 (40x350 mm). Uti-

Lí.z a >- se um gradiente fino de NaCl usando 200ml de cada uma das

seguintes molaridades em NaCl em Tris/HCl 0,01 M: 0,150, 0,200,

0,225, 0~250, 0,300, 0,3~5, 0,350, 0,375 ... ati 0,500. Este

gradiente permite eliminar parte do contaminante que absorve a

260 nm.

As fracções com menos contaminante sao concentradas nu-

ma coluna pequena de DEAE-52 e a ferredoxina é eluida com Tris/

/HCl, 0,,7 M, pH=7,-6.

ETAPA F2 - Cromatografia em Sephadex G-50

A fracção concentrada de ferredoxina i passada numa col~

na de Sephadex G-50 (50xlOOOrnrn) equilibrada com Tr1s/BCl 0,01 M.

Formam-se duas bandas correspondentes à Fd11 (peso molecular
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mais elevado} e FdI + FdI'. As bandas sao concentradas em

DEAE-s2 e desadsorvidas com tampão Tris-HCl 0,5 M, pH=7,6

ETAPA F3 - Cromatografia em DEAE - Sephadex A-50

As duas fracções de ferredoxina sao adsorvidas em duas

colunas de DEAE Sephadex A-50 (40x300 mm) equilibradas com

Tris/HCl usando 300 mI de cada uma das seguintes molaridades:

0~4s0, 0,475, 0,500, 0,525, 0,550, 0,600. Na coluna onde se

adsorve a FdI+FdI' formam-se quatro bandas. A primeira corres­

ponde à FdI', a segunda à FdI, a terceira foi designada por

FdII' e a quarta corresponde à FdII. Na coluna correspondente

à FdII formam-se algumas bandas menores e no topo mais acidico

a FdII.

ETAPA F4 - Cromatografia em hidroxiapatite

As várias ferredoxínas provenientes da etapa anterior co~

tém ainda muito contaminante a 260 nrn. Este contaminante é eli­

minado pela passagem por uma coluna de hidroxiapatite. As ferre

doxinas provenientes da etapa anterior são concentradas em DEAE­

-52 e desadsorvidas com NaCl 0,5 M, em Tris/HCl 0,01 M, pH=7,6

e passadas em colunas de hidroxiapatite equilibradas com a mesma

força iónica. Em geral as ferredoxinas não se adsorvem mas o

contaminante fica adsorvido. O gradiente usado nestas colunas

quando a ferredoxina se adsorve é de fosfato de potássio, pH=7,6

(0,001,0,005,0,010,0,015 M ••• i ,

A ferredoxina I tem uma razão A40s/A300=0, 77 e a ferredo­

xina II tem uma razão A4ls/A30s=0,68.
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II.2 - ANALISE DOS CONSTITUINTES-DAS"PROTE!NAS EM ESTUDO

II.2.l - FERRO E ENXOFRE

O ferro foi determmnado por absorção atómica, usando

um espectrofotómetro modelo SP1900 (Pye Unicam Ltd., Cambridge,

UK) e por espectrometria, usando o método da O-fenantrolina

(11,12) ou o método da 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) des-

crito por Fisher e Price (13). Ambos os métodos dão os mesmos

resultados.

O enxofre inorgânico foi determinado pelo método descri

to por Fogo e Popowsky (14).

II.2.2 - COMPOSIÇÃO EM ACIDOS AMINADOS

As análise de ácidos aminados foram feitas num analisador

de ácidos aminados Beckmah Multichrom e num LKB 3201.

HCl 6M

As amostras de proteínas foram hidrolizadas em 200 ~l de

oa 110 C durante 18 horas (15) em tubos selados onde pr~

viamente se tinha feito o vacuo. Os valores de treonina, serina,

e tirosina foram corrigidos depois de extrapolação ao tempo zero

de hidrólise. A cisteína e a metionina foram analisadas depois

de oxidação perfórmica com o ácido cisteico e metionina sulfona

(16). O triptofano foi determinado pelo método colorimêtrico

de Spies e Charnbers (17).
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,
II.2.3 - PONTO ISOELECTRICO

O ponto isoelectrico foi determinado por focalização

electroforética na presença de amfolinas LKB

pH entre 3 e 10) num aparelho LKB Multiphor (18).

II.2.4 - PESO MOLECULAR

(gradiente de

O peso molecular foi determinado por filtração em gel

numa coluna de Sephadex G-sO pelo método de Whitaker (19) usando

os seguintes padrões: quimotripsinogénio A (PM 24 000), cito-

cromo ~ (PM 12 500), citocromo ~ss3 de ~.vulgaris (PM 9 100) e

rubredoxina de ~.vulgaris (PM 6.000).

II.2.s - DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO EM PROTEíNA

As concentração em proteína foram determinadas por anál!

se de ácidos aminados e baseadas no peso molecular determinado.

Como base de cálculo escolheram-se resíduos glutâmico, aspártico,

alanina e glicina, por serem estáveis durante a hidrólise em

meio ácido, determinando-se assim um valor médio para a concen­

tração em proteIna.
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II.3 - T!CNICAS DE ANALISE DA ESTRUTURA PRIMARIA DE UMA PROTEtNA

II.3.l - IDENTIFICAçAO DOS REStDUOS C-TERMINAL

II.3.l.l - Hidrazinólise. Método de Akabori

Para identificar o reslduo C-terminal foi utilizado o

método de hidrazinólise, proposto por Akabori et aI. (20) e modi

ficado por Niu e Fraenkel-Conrat (21).

Aquecendo uma protelna com hidrazina anidra todos os áci

dos aminados são transformados em hidrazidos menos o ácido ami­

nado C-terminal, que fica no estado de ácido aminado livre.

A protelna (0,5 ~moles) é introduzida num tubo de hidró­

lise e seca na estuDa. Adicionam-se 0,2 mI de hidrazina seca

recentemente destilada. O tubo é selado sob azoto e incubado

durante 8 horas a 1000C. O conteúdo dos tubos é evaporado sob

vazio. O reslduo seco é dissolvido em 1 mI de água e os hidra­

zidos presentes são então' precipitados por 0,2 mI de benzaldeido.

A mistura é agitada durante 2 horas e depois centrlfugada. O

precipitado é lavado duas vezes com 0,2 mI de água. Os sobre­

nadantes contêm os ácidos aminados e juntam-se, sendo depois

lavados com éter para eliminar todos os traços de benzaldeido.

Após evaporação a seco, os ácidos aminados sao caracterizados

num analisador de ácidos aminados.
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11.3.1.2 - Carboxipept~dase

A carboxipeptidase A degrada sequencialmente uma cadeia

peptldica em que o ácido aminado C-terminal contém um reslduo

aromático ou um reslduo de cadeia alifática longa. Também a

glicina e os ácidos aminados acldicos são degradados pela carbo

xipeptidase A, ~ra mais lentamente.

A carboxipeptidase B tem uma especificidade mais pequena,

ataca rapidamente a lisina e a arginina, mas pode em alguns ca­

sos retirar ácidos aminados neutros.

As condições experimentais são as seguintes:

Utilizam-se 10 ~g de carboxipeptidase A para 0,02 ~moles

de amostra (relação enzima/substrato 1/70). A hidrólise é feita

- opor incubaçao a 37 C. Alíquotas do hidrolisado são retiradas em

função do tempo. Estas fracções são secas e dissolvidas em 1 mI

de tampão de citrato a pH=2,2 e caracterizadas por um analisador

de ácidos aminados.

Em alguns casos podem-se identificar por electroforese os

ácidos aminados libertados pela carboxipeptidase. O peptldeo re

sidual é separado dos acidos aminados por electroforese em papel

Whatman n9 1 durante 1 hora (60 V/cm). Esta separação faz-se a

pH=6,5, se o peptldeo :inicial está electricamente carregado a es

te pH, e a pH=3,5 se o peptldeo inicial é electricamente neutro

a pH=6,5.

Depois da electroforese, a r~gião do papel contendo os

ácidos libertados não é relevada mas cosida com uma máquina de

costura a uma outra folha de papel. Os ácido aminados são en­

tão separados e identificados em relação a ácidos aminados' tes-

temunhas por electroforese a pH=2, O (120 volts/cm durante 20 min.) •

O papel é revelado por uma mistura de ninidrina/colidina (22,23).
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II.3.2 - HIDROLISE SELECTIVA DAS CADEIAS POLIPEPT!DICAS

II.3.2.1 - Corte químico das ligações peptídicas pelo brometo de

cianogénio

o brometo de cianogénio é capaz de produzir a ruptura de

ligações tioéter, no caso de proteínas. Gross e Witkop (24)

mostraram que o brometo de cianogénio reage com a metionina dan

do origem a uma quebra da ligação peptídica. O resíduo da metio

nina é convertido em homoserina (lactona) ficando na extremidade

carboxílica do fragmento peptldico.

A proteína é dissolvida em ácido fórmico a 50% e tratada

com um peso igual de brometo de cianogénio durante 20 horas a 20 0C·

O pro,duto da reacção é diluido duas vezes com agua e liofilizado.

Os peptldeos são purificados por filtração em gel em Sephadex G-25

com ácido fórmico a 10%. Completa-se depois a purificação por

electroforese de alta voltagem em papel.

II.3.2.2 - Hidrólise enzimática

Certos enzimas hidrolisam unicamente as ligações peptídi

cas formadas por ácidos aminados específicos, o que permite ob­

ter peptldeos com um bom rendimento.

As condições exactas de digestão ~pendem dal,enzima empr~

gue mas de maneira geral é importante controlar os seguintes

factores: pH, temperatura, relação enzima/substrato e tempo de

incubação.
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As condições óptimas para uma digestão completa devem

ser determinadas para cada proteína. Fazem -se ensaios sobre

pequenas quantidades de proteína e o hidrolisado é examinado

pela técnica bidimensional da impressão digetal, que dá infor­

mações úteis com respeito ao número de peptídeos ácidos, bás!

cos e neutros, assim como a complexidade de cada grupo de pep-

tídeos.

A tripsina corta a ligação entre o resíduo carboxílico

de um ácido aminado básico e o resíduo aminado de um outro áci

do aminado.

A ruptura é mais lenta quando o resíduo básico está ad-

jacente a um resíduo ácido ou a uma cisteína. Por outro lado,

a ligação nao é cortada quando o resíduo básico está adjacente

a uma prolina ou quando o- grupo e::-~H2 da lisina está bloqueado.

A proteína é dissolvida em acetado de amónio 0~2 M,

pH=8,5. Adiciona-se uma solução de enzima (10 mg/ml) preparada

na altura. A razão de enzima/substrato é de 1:50. A digestão

é feita a 270C durante três horas. A reacção é parada por lio

filização.

II.3.2.2.2 - Peptidase isolada de Staphylococus aureus

(oferta do Dr.R.P.Ambler)

A peptidase de Staphylococus aureus corta a ligação entre

o grupo carboxílico do ácido glutâmico e o grupo amino de um
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outro ácido aminado (25).

A hidrólise é feita de maneira semelhante a da tripsina

e a reacção é parada por liofilização.

Outros enzimas proteoliticos, como por exemplo a quimo­

tripsina, subtilisina, termolisina, etc., nao foram usados na

determinação da sequência da desulforedoxina de Q.gigas.

II.3.3 - PURIFICAÇÂO DOS PEPT!DEOS

A electroforese de alta voltagem em papel é wna técnica

frutuosa e rápidü que pode ser utilizada para a separaçao de

peptldeos e para a caracterização de ácidos aminados.

Os peptídeos foram purificados por electroforese de alta

voltagem em papel usando um aparelho de electroforese de alta

voltagem Gilson a pH=1,9, 3,5 e 6,5. Usaram-se os seguintes

sistemas de tampão: piridina/ácido acético/água (25:1:225, em

volume) pH=6,5; piridina/ácido acético/água (1:10:89) pH=3,5;

ácido fórmico/ácido acético/água (1:4:45, em volume) pH-=1,9.

As tinas do tipo "Michl" (26) são cheias de solvente or­

gânico "Whith Spirit 100 ESSO" ou Varsol.

A voltagem usada é de 60V/cm e a duração da separaçao va

ria de 20 min a 4 horas.

Para separar pequenas quantidades de pept~ utiliza-se

papel Wh~tman n9 1 e 0,02.aJQ~1 ~mole de peptideo por cm de

depósito. Para maiores quantidades, escolhe-se papel Whatman

n9 3 MM e 0,1 a 0,5 u mol.es Zcm de depósito.

Os peptldeos são depositados no papel com a ajuda de uma

pipeta capilar de maneira a ter 1 mg de enzima digerido por cm

de comprimento.



-44-

Prepara-se a folha fazendo dois depósitos de 1 cm e um

outro de vários cm que serve para eluir os peptídeos depois da

purificação. Para localizar a posição dos peptídeos ou grupo

de peptídeos nas outras bandas,uma das bandas de 1 cm é cortada

depois da electroforese e revelada pela ninidrina a 0,2%. As

bandas correspondentes a cada grupo de peptídeos localizado

são cortadas e cosidas sobre uma outra folha de papel para serem

posteriormente purificadas.

II. 3.3.1 - Oxidação pelo Acido Perfórmico

Alguns peptídeos foram oxidados no papel pelos vapores

do ácido perfórmico (ácido fórmico /30% H20 2 (95:5, V/V» durante

1,5 horas num excicador sob vácuo. Deste modo, os resíduos de

cisteína são transformados em ácido cisteico, o que facilita a

sua identificação posterior.

11.3.4 - DETERMINAÇÃO DA SEQU~NCIA DE ACIDOS AMINADOS

DEGRADAÇÃO DE EDMAN

11.3.4.1 - Mecanismo de Degradação pelo Isotiocianato

A degradação de uma proteína ou de um peptídeo utilizando

.0 isotiocianato foi descrita há uns trinta anos por Edman (27,

28). Desde então esta técnica não deixou de se desenvolver e

de se aperfeiçoar, tendo sido automatizada. O mecanismo da

reacção é o seguinte:
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Derivado feniltiocarbamil(PTC)

Reacção de condensação

(2) C H -NH-CS-NH-CHR-CO-NHX
6 S

H+ +
~ C H -NH-C =NH

6 S I I
S... C..... CHR

H
O

S-tiazolinona

Reacção de clivagem

(3a)
+

C6HS-NH-y :. i,lH + H20

S....C.....CHR
II
O

Conversão

+C H -NH-CS-NH-CHR-COOH+H
6 S

(3b) S~ . - ~H

C6HS-N ..... C...CHR
JI
O

Feniltioidantolna

PTH ácido aminado

A reacçao (1) é a formação do derivado feniltiocarbamil

do peptldeo por condensaçào do grupo aminado o( livre com o fenil

isotiacianato.

A segunda reacçao e a clivagem do peptldeo PTC ao nível

da ligação peptldica perto do grupo p~C, por um ácido forte

(ácido trifluoracético) que dá origem a formação de um derivado
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2-anilino-5-tiazolinona e de um peptídeo, um resíduo mais curto.

Este peptídeo tendo de novo um grupo a-amino livre pode ser su-

jeito a um novo ciclo de degradação.

O derivado tiazolinona libertado podia em princípio ser

identificado, mas como é instável é convertido numa forma está-

vel, a 3-fenil-2-tioidantoína e depois identificado. Esta reac

çao e feita em meio ácido e aquoso.

11.3.4.2 - Degradação de Edman em Fase L!quida

As determinações das sequências foram feitas num sequen­

ciador de proteínas Socosi (p.s. 100). Adicionou-se apocitocro-

mo de coração de cavalo (Sigma) como proteína protectora durante

a reacção da proteína no vaso reaccional (29). Usou-se o tampão

DMBA (NiN,dimetilbenzilamina) em vez de quadr0l, como e costume

usar-se para proteínas de peso molecular pequeno.

A determinação quantitativa dos derivados PTH (fenil ti9

hidantoína) foi feita em relação às quantidades conhecidas dos

padrões apropriados, num cromatógrafo em fase gasosa (cromató-

grafo em fase gasosa Beckman GC45, com SP400 como fase estacio

nária, segundo o método de Pisano et aI. (30». Os derivados

PTH sililados foram também analisados por cromatografia em fase

gasosa. Identificaram-se também os derivados PTH por cromato-

grafia em camada fina em gel de silica, contendo um indicador

fluorescente no ultravioleta (silica gel GF254, Merck) pelo mé-

todo de Edman (30,31), particularmente para a identificação dos

resíduos Glu/Gln e Asp/Asn (32). Em algumas ocasiões, os deri-

vados PTH foram caracterizados por análise de ácidos aminados
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depois da conversao ao ácido aminado correspondente por hidró­

lise com ácido clorídrico (33) ou iodídrico (34) para os resf-

duos serina.

11.3.4.3 - Degradação de Edman em Fase Sólida

A degradação foi feita utilizando o método de Laursen

(35). Neste método a proteína ou o peptídeo é ligada ao suporte

(amino ethyl propyl glass) quer através do grupo carboxílico

C-terminal, usando carbodiimida, quer através de grupos funcio­

nais laterais, usando p-fen±leno diisotiocianato (D11C) para

fazer ligações com grupos NH2.

11.4 - RECONST1TU1ÇAo DA DESULFOREDOX1NA

o enriquecimento em 57Fe· (90% em 57Fe) foi cor.seçut.do

do seguinte modo:

Pr~~r~ção_d~ ap~Eoiein~ - A desulforedoxina foi preci­

pidada a 40C com ácido tricloroacético (5% de concentração final)

na presença de mercaptoetanol 0,5 M. O precipitado incolor foi

recolhido por centrifugação e foi dissolvido em Tris-base 0,5 M

contendo mercaptoetanol 0,06 M, con~ tem sido descrito por Lode

e Coon (36).

~r~~r~çªo_d~ ~esu!f2r~d2x!n~Ee~o~sii~uida - A apopro­

teína numa concentração de 5mg/ml em Tris-base 0,5 M contendo

mercaptoetanol 0,06 M (solução incolor e transparente) foi
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incubada sob argon à temperatura de 25 0C. Ap6s trinta minutos

57adicionou-se uma solução aquosa de Fe numa concentração molar

igual a duas vezes a concentração molar em apoproteína. Deixou-

-se esta mistura ligeiramente amarela durante 10 minutos sob

argon. Apos exposição ao ar, a solução tornou-se rapidamente

vermelha escura. Usou-se uma coluna de Sephadex G-25 (lx25 cm)

equilibrada com um tampão de Tris-HCl 0,01 M, pH=7,6 para dessa

linizar. A desulforedoxina foi eluida da coluna corno uma banda

vermelha. A esta banda principal seguia-se uma banda mais pe-

quena rosada, que continha um complexo de ferro-tiol formado pelo

excesso de reagentes de peso molecular mais pequeno.

A percentagem de reconstituição é de cerca de 80% e o es­

pectro de U.V e visível da proteína reconstituida é idêntico ao

da proteína nativa.

IIo5 - REACÇÃO DA DESULFOREDOXINA NATIVA COM ACIOO IODOAC~ICO

Para estabelecer a ausência de tióis livres, desnatura-

ram-se 200 nmoles de proteína nativa ( 800 nmoles de cisteínas)

em ureia 7M sob azoto. Seguiu-se a absorvância a 507 nrn durante

30 minutos. Durante esse tempo não houve variação da absorvância

o que indica que o centro de ferro se manteve intacto. Ao fim

deste tempo, adicionaram-se 30 ~l de ácido 3H-iodoacético

(1 mCi/800 ~lj 82 roCi /nmolej obtido de Arnersham/Searle) e

deixou-se reagir durante 10 minutos. Parou-se a reacção .pela

adição de mercaptoetanol (concentração final 150 mM) e passou-se
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a mistura reaccional numa coluna de Sephadex G-25 (30x200 mm)

equilibrada com tampão de acetato de amónio 10 mM, pH=8,5.

Aliquotas da fracção de proteína e do solvente foram contadas

num contador de cintilação para verificar a incorporação. Só se

encontraram 0,3% das oito cisteínas marcadas'por dímero.

Para verificar que a proteína não continha cisteínas li-

vres a experiência foi repetida em condições muito mais drásti­

cas. Usou-se uma concentração de 'ácido iodoacétioo 25 mM e a 'ab­

sorvância a 507 nm diminuiu 15% ao fim de dez minutos. Adicio-

nou-se mercaptoetanol, para parar a reacçao. Retirou-se o ferro

baixando o pH a 2 na presença de EDTA 10 mM. Passou-se a solu-

çao numa coluna de Sephadex G-25 (30x200 mm) equilibrada com

tampão de acetato de amónio 10 mM, pH=8,5. O rendimento da car

boximetilação foi determinado por análise de ácidos aminados,

depois da hidrólise, como descrito por Moore e Stein (15). A

análise mostrou que 40% de um resíduo por monómero ou 10% de

todas as cisteínas foram carboximetiladas.

II.6 - PESQUISA DE PONTES DISSULFURETO NA DESULFOREDOXINA

o número de cisteínas possivelmente envolvidas em pontes

dissulfureto foi determinado por carboximetilação da apoprotelna

seguida por redução exaustiva e carboximetilação com ácido iodo-

~ d 3acetico marca o com H.

o ferro foi removido a 200 nrnoles (rnonómero) de desulfo-

redoxina baixando o pH com ácido clorídrico até 2, na presença

de EOTA 10 mM. Depois de a proteína ter perdido toda a cor
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adicionou-se ácido iodoacético (concentração final 25 mM) e au­

mentou-se o pH com Tris sólido (base) até pH=8. Parou-se a reac

çao ao fim de dez minutos com a adição de mercaptoetanol (concerr

tração final 0,15 M). A reacção foi realizada sob azoto e após

a adição do ácido iodoacético na ausência de luz. A mistura

reaccional foi passada numa coluna de Sephadex G-25 (30x200 mm)

equilibrada com acetato de amónio pH=e,5. A fracção contendo

a proteIna foi liofilizada e dissolvida em 0,5 mI de uma solução

1 M Tris-HCl, pH=8, 6 M guanidina e 10 mM EDTA (37). Desarejou-

-se a solução sob argon. Para reduzir alguma ponte dissulfureto

eventualmente existente, adicionou-se um excesso de 10 vezes de

ditiotreitol e manteve-se a mistura reaccional durante quatro

horas a 500C para a desnaturar. Após este tempo adicionaram-se,

na ausência de luz, 100 ~ de ácido 3H-iodoacético (lmCi/lOO ~

e 82 mCi/mmoles) e 1,95 mg de ácido iodoacético não marcado.

Após 30 minutos parou-se a reacçao pela adição de mercaptoetanol.

Passou-se a mistura por uma coluna de Sephadex G-25 e as fracções

contendo a proteIna e o pico do solvente foram contadas num con-

tador de cintilação. A incorporação de radioactividade corres-

ponde a 30% do valor esperado se houvesse uma ponte dissulfureto

Por análise de ácidos aminados obtiveram-se 3,6 cisteInas carbo-

ximetiladas (ou seja 90%).

Para se ter a certeza se o valor de 30% de marcaçao de um

resIduo era devido a uma ponte de dissulfureto especIfica ou a

ligações aleatórias quer na apoproteína quer provenientes de li

mitações do método, repetiu-se a experiência com as seguintes

modificações: usou-se 6 M-guanidina-HCl na primeira carboxime­

tilação para permitir uma melhor desnaturação e ácido [2_1 4c]
iodoacético (0,72 mCi/mmole, obtido de Amersham/Searle) para a
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redução exaustiva, que foi seguida por uma carboximetilação, p~

ra evitar a possibilidade de permuta com o solvente. A proteína

foi sequenciada e alíquotas de cada resíduo foram contados num

cintilador. As actividades específicas dos quatro resíduos de

cisteína foram 145, 185, 205 e 163 cpm/nmole, correspondendo no

total à actividade encontrada por monómero. Portanto, a marcaçao

encontrada é aleatória e não corresponde à existência de uma po~

te dissulfureto.

IIo7 - TITULAÇXO DOS GRUPOS SULFIDRILO - REACÇÃO COM

REAGENTES ORGÂNICOS MERCURIAIS

O p-cloromercuribenzoato (PCMB) e o p-hidroximercuriben-

zoato (PHMB) reagem com os grupos SH formando um mercaptidico

mercurial conforme a reacção

Proteína - SH + R - Hg - X ~ XH + Proteína - SHg - R

As condições experimentais da titulação do grupo SH pelo

PCMB foram descritas por Boyer (38). O PCI~ reage na razão 2:1

com enxofre inorgânico, e 1:1 com os grupos sulfidrilo. Caso

haja uma ponte dissulinreto o PCMB não reage a não ser em condi

çoes redutoras para as quais a ponte dissulfureto é quebrada.

Fizeram-se várias soluções em que se manteve constante

- -5 -a concentraçao de PCMB (5,13xlO mmoles) em tampao de fosfato

(0,05 M, pH=7,0) e se foi aumentando a concentração de proteína.

Calculou-se a concentração máxima de proteína de modo a que todo

o I!CMB reaja. Espera-se 2 horas e lê-se no espectrómetro a

255 nm, comprimento de onda ao qual o mercaptidico mercurial
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tem umJmáximo de absorção (desconta-se a absorvância da proteína

nesta zona que é mínima). Traça-se o gráfico da densidade ópti­

ca em função da concentração de proteína. Os por.tos experimen­

tais distribuem-se por duas rectas. O ponto de intersecção en­

tre as duas rectas corresponde ao máximo de absorção e permite

determinar o número total de grupos sulfidrilo que reagiram com

a quantidade de PCMB introduzido.

11.8 - ESPECTROS ÓPTICOS (VIStVEL, ULTRA-VIOLETA)

Os espectros ópticos (vIsivel e ultra-violeta) foram ob­

tidos num Cary 14 (Varian Associated, Palo Alto, California) ou

num Beckman, modelo 35.

~o~f!c!e~t~s_d~~x~i~ç~0_m2lar

Os coeficientes de· extinção molar foram calculados a paE

tir da densidade óptica de soluções da proteína cuja concentra

çao foi determinada conforme anteriormente descrito.

II. 9 - ESPECTROS DE DICROtSMO CIRCULAR MAGNtTICO

Os espectros de dicroísmo circular magnético foram traça

dos com um espectrómetro de dicroísmo circular Cary 61, adaptado

com um selenóide superconductor capaz de gerar um campo magnéti­

co de 5,1 T. As amostras usadas para traçar os espectros a baixa
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temperatura foram saturadas com sucrose e colocadas em células

especialmente construidas com um percurso óptico de 0,8 mm e

rapidamente congeladas abaixo de 100K num crióstato semelhante

ao construido por Briat (39). A temperatura da amostra foi me-

dida por um termopar Au/Fe e variada controlando a velocidade

do fluxo de hélio gasoso.

Os resultados são apresentados em termos de ~E/~BB em

-1 -1
função do comprimento de onda. ~E (1 mole cm )=EL-E R' onde

EL e ER são os coeficientes de extinção molar para a luz pol~

rizada circularmente, respectivamente para a esquerda e para a

direita. B é o campo magnético (T). Os espectros de dicroísmo

circular magnético foram realizados no Laboratório do Prof.A.J.

Thomson, na School of Olemical Sciences, Universidade de East Anglia.

11.10 - ESPECTROS DE RESSONÂNCIA MAGN~TICA NUCLEAR

Os estudos de RMN do protão foram realizados num espec-

trómetro Bruker 270 MHz, "equipado com um computador Nicoleta

1080. Quando necessário, o pico do solvente foi suprimido, atr~

vés da aplicação à amostra de uma segunda frequência de irradia­

çao f 2, em adição à frequência de observação fI. A frequência

f 2 foi escolhida de modo a coincidir com a frequência de resso­

nância do pico do solvente e aplicada continuamente durante cer-

ca de 1 segundo, sendo suprimida 40 ~segundos antes do pulso de

frequência fI (40,41).

Valores positivos de desvio químico correspondem a des-

vios para campo baixo referidos ao DTSS (ácido propiónico

2,2,3,3-tetradeutero-3-(trimetilsilil) sal sódico.

A temperatura da amostra é controlada a ±loC, tendo sido

realizada uma calibração prévia do aparelho, através do desvio
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químico das ressonâncias do metanol e etilenoglicol (42).

11.10.1 - MEDIDAS DE SUSCEPTIBILIDADE MAGN~TICA

Dickinson (43) mostrou que o desvio do campo induzido

num meio diamagnético é dado por:

--ê.!!- = (-!..2L - a) !:l K
H 3
-o

onde a é o factor de diamagnetização (relacionado com a simetria

da amostra) que tem em conta a orientação relativa do eixo prin-

cipal de simetria do tubo contendo a amostra e o campo polariza~

te, Ho • Os valores de a para as várias geometrias postuladas

estão indicados na Tabela 11.1 e !:lK mede em Hz a mudança na sus-

ceptibilidade volumétrica causada pela introdução do soluto. A

equação pode ser descrita na forma (44,45,46):

!:lfx =
(4lT _ ex) fm

3

X- susceptibilidade magnética

+ X +o
m

f - frequéncia de ressonância do meio

!:lf- mudança de frequência observada por introdução do soluto

paramagnético

X - susceptibilidade mássica do solventeo

do e d s - densidade, respectivamente do solvente e da solução

m - concentração mássica da amostra.

O método usado na determinação de susceptibilidades mag­

néticas por RMN foi o seguinte: num tubo de RMN (4 mm de diâme

tro interno) introduziu-se a amostra a analisar (solvente +
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Introduziu-se também uma sonda em pequena quanti-

dade. Podem usar-se uma grande variedade de sondas como por

exemplo o tetrametilsilano para solventes não aquosos ou o 2,~~

til-2-sDapentanosulfunato ou cloreto de tetrametilamónio, para

solventes aquosos. A sonda é escolhida de modo a que a resso­

nância a que dá origem aparece em regiões espectrais onde possa

ser facilmente detectada e não interfira com o soluto em estudo.

Introduz-se um capilar contendo só a sonda de susceptibilidade

e o solvente no tubo de RMN em que se encontra a amostra com

a sonda. Quando se usam soluções diluidas (do=ds) o último ter

mo da equação pode ser desprezado.

TABELA II.I

Factores de diamagnetização (a) para várias geometrias da amostra

Geometria da amostra

esférica

cil~ndrica transversal (a)

cilIndrica longitudinal (b)

4n/3

2n

o

4n/3 - a

o

-2rr/3

4n/3

(a) geometria frequentemente encontrada para as células normais

em espectrómetros de ressonância nuclear com magnetos per­

manentes ou electro-magnetos (caso do JEOL PFT-IOO usado

neste estudo) em que o eixo da amostra é perpendicular a Ho•

(b) geometria referente a superconductQres (~elenqid~~) ~m ~qe

o eixo da amostra é paralelo aRo.
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II.lO.l.l - Condições Experimentais

A concentração das soluções de proteína usadas variam e~

tre 3 e 4 mM, 0,005 M Tris/HCl e pH nominal 7,6. As concentra­

ções de proteína foram determinadas usando-se os valores dos

coeficientes de extinção molar.

As medidas de susceptibilidade magnética foram feitas em

células cilíndricas concêntricas com o tubo de RMN (Wilmad

Glass Co., Inc. WGS-5BL). O tubo capilar interno continha só

solvente e o marcador de susceptibilidade magnética. Usou-se

como marcador o protão do grupo metil do 2,2,3,3-tetradeutero­

-3-(trimetilsilil) propionato de sódio.

II.ll - ESPECTROS DE REssoNANcIA PARAMAGNtTICA ELECTRONICA

Os espectros de RPE foram registados ou num espectrómetro

Varian E9 (Varian Associates, Palo Alto, California,USA) ou num

Bruker ER 200tt. As amostras foram arrefecidas com hélio l~qui

do através de um "flow cryostat" da Oxford Instruments. A te~

ratura foi calibrada com um termopar de ouro/chromà colocado na

corrente gasosa. As condições experimentais (velocidade da cor­

rente gasosa) foram ajustadas e calibradas colocando um diodo

de silicon calibrado (Lake Shore Cryotronics, Inc.) num tubo de

RPE. Com uma corrente gasosa apropriada, a temperatura da amos

tra podia ser estabilizada a 4,8 ± O,lK, como pode ser julgado

pela reproducibilidade da amplitude do sinal de RPE depois de

ter variado, a temperatura numa gama larga.
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Os espectros de RPE foram obtidos em condições experi­

mentais (temperatura e potência) nas quais não havia saturação

de intensidade do sinal. As condições experimentais encontram­

-se descritas nas legendas das figuras.

As integrações foram feitas numericamente através da fOE

mula de Wyard (47) com correcção para a inclinação da linha de

base. Foi aplicada ainda a correcção sugerida por Aasa e

Vanngard (48) para a dependência da probabilidade de transição

do valor de g.

11.11.1 - TITULAÇÃO REDOX POR RPE

O método usado para a determinação do potencial de oxid~

ção-redução baseia-se no uso quantitativo da intensidade do si­

nal de ressonâneia paramagnétic4 electrónica (RPE) originado por

cada espécie componente do par redox. Para este fim, procedeu­

-se a uma titulação potenciométrica de rnetaloprotelna (com ele~

trodo de platina) na presença de mediadores redox, e retirararn­

-se amostras a diferentes valores de potencial para posterior

quantificação por RPE. Construiu-se uma célula anaeróbica, se­

melhante à usada por Dutton (49) e representada esqqematicarnente

na Figura 11.2.

~ - oMantem-se a so~uçao (3 a 10 mI) a 25 C no interior da

célula. Mediu-se o potencial redox através de um electrodo

de platina e um electrodo de referência (Radiometer PlOl e K40l).

O sistema foi calibrado com quinohidrona (50). O pH foi medido

directamente no vaso de titulação com um electrodo combinado

(Radiometer GK 230113). Manteve-se o sistema numa atmosfera de

Argon, o qual foi purificado por passagem num aparelho NlLOX
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mV

OXIDANTE

REDUTOR
t-e:::I----------.

ENTRADA
DE ARGON

SAtDA DE ARGON
(tomada de amostra~

pH

~~--ELECTRODO COMBINADO

T+a-~--ELECTRODO DE Pt

~~~--ELECTRODODE REFERtNCIA
( E.S.C. )

Figura 11.2. Célula anaeróbia usada nas titulações

redox segundo o esquema descrito por Dutton.
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(Jencons Scientific Ltd., Hemel Hempstead, UK), contendo uma so

lução alcalina de ditionito, e introduzido no aparelho por

agulhas de aço inoxidável.

° potencial redox do sistema foi ajustado com pequenas

adições de Na
2
s 20 4, 0,1 M (em Tris/HCl 0,2 M, pH=9,0) e K

3Fe(CN)6'

0,2 M, e as amostras foram transferidas a diferentes valores de

potencial directamente do vaso de titulação para o tubo de RPE

(calibrado e de diâmetro interno cerca de 3 mm) através de

sobrepressão de argon. As amostras foram congeladas em azoto

líquido sempre. sob atmosfera de azoto.

11.11.2 - SISTEMAS DE MEDIADORES

Na Tabela II.2 apresenta-se uma lista de mediadores de oxida-

ção-redução usados nas titulações redox. A escolha dos mediado

res a usar obedece aos seguintes pontos:

1. Devem ser adequados à gama de potenciais redox a medir.

2. Não interferirem quimicamente com o sistema em estudo

(o que pode ser detectado através do uso de diferentes concen­

trações de mediadores e posterior comparação dos resultados ob-

tidos (51»).

3. Não originarem sinais de RPE que se sobreponham aos do

sistema em estudo e que se pretende quantificar.
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TABELA 11.2

Mediadores redox usados nas titu1ações redox descritas

Mediador

tetrameti1-p-feni1enodiamina

2,6-dic1oroindofeno1

2,5-dimeti1benzoquinona

fenazinametasu1fato

azul de metileno

indigotetrasu1funato

piocianina

2-hidroxi-1,4-naftoquinona

antraquinona-1,5-disu1fonato

antraquinona-2-su1fonato

fenosafranina

safranina T

benzi1vio1ogénio

diquat

meti1vio1ogénio

triquat

N,N'-dimetil-3-metil-4,4 'bipiridi1

! ' o~(....p_H_·=_7...;.._0.....)_m_V

+260

+217

+180

+ 80

+ 11

- 46

- 60

-145

-170

-225

-255

-289

-311

-350

-440

-540

-617
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III.12 - ESPECTROS DE MOSSBAUER

Os espectros de MOssbauer foram realizados no laborató-

'rio do Prof. Eckard Münck, no Gray Freshwater Biological Insti

[tute, unive:Sidade de Minnesota, ~UA. Os espectrómetros de

IMOssbauer sao do tipo de aceleraçao constante. A fonte de 57Co

(30 mCi) está implantada em Rodium e tem uma largura mínima de

linha de 0,24 mm/s. O sistema foi calibrado com uma amostra de

ferro metálico. Para as medidas realizadas em campos aplicados

de 600 gauss usou-se um "Dewar" Banis Super Vari Temp. As amos'

tras são Lrrt rodus í.das dentro do dewar e os raios y da fonte de

57Co passam através da amostra através de duas janelas "mylar".

Tanto para campos perpendiculares como para campos paralelos,

usou-se um pequeno magneto permanente feito de placas de Index V

colocado na parte inferior do crióstato. As medidas a.campo ele

vado foram realizadas num sistema de magneto supercondutor

(Janis Research Co., Dewar and Amer1can Magnet1cs magnet with

quick null). A fonte de .57co e a amostra foram colocadas num

sistema de suspensão vertical e introduzidas no hélio líquido.

Os desvios 1soméricos apresentados são medidos em relação ao

centro do espectro do ferro (metal) à temperatura ambiente.
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II!.l - INTRODUÇÃO

A desulforedoxina é uma proteína nova, recentemente

isolada, de ~.gigaS. A razão deste nome não está directamen

te relacionada com alguma propriedade especial desta proteí-

-na. Desulfo porque foi isolada de um desulfovibrio, nao qu~

rendo isto implicar que esta proteína nao possa existir nou-

tros organismos (uma proteína semelhante parece estar prese~

te em Desulfuromonas acetoxidans (1». O restante nome impl!

ca que é uma proteína de oxidação-redução.

Este tipo de nomenclatura é desencorajado pelas rece~

tes normas sugeridas pela IUPACIUB (2) para as proteínas de

'Eerro-enxofre" ,que sugere que a proteína deve ser designada

de acordo com o tipo de centro activo presente. O facto de

o centro activo desta proteína nao se enquadrar nos tipos de

centros conhecidos levou-nos até agora a continuar a usar es

te nome.

Esta proteína no entanto assemelha-se em algumas pro-

priedades à classe das proteínas tipo rubredoxina, como se

irá demonstrar neste capítulo e, futuramente, deverá ser in-

cluida nesta classe.

Uma vez que esta proteína contém um tipo de centro

que é pela primeira vez caracterizado, iremos sempre compa-

rá-la com as propriedades das rubredoxinas •

-,



I I I • 2 - PROPRIEDADES DAS RUBREDOXINAS

III.2.1 - GENERALIDADES

~s rubredoxinas constituem'um grupo de proteinas de peso

molecular pequeno iso1acas a partir de bactérias aeróbicas e

anaeróbicas. são classificadas conjuntamente devido

ao seu distinto espectro óptico e porque contém geralmente um

só átomo de ferro por molécula. A grande diferença entre as

rubredoxinas e as outras proteínas de ferro-enxofre é exacta-

mente a ausência de enxofre 1ábi1. O conhecimento ~obre es­

tas proteínas encontra-se numa· situação invulgar. Enquanto

que a estrutura a três dimensões da rubredoxina de C10stridium

pasteurianum (3,4) e Des'u1fovibrio vu1garis (5) é conhecida a

partir de estudos de difracção de Raios-X, não se sabe qual a

função bioquímica destas p~oteínas ou de qualquer outra isola

da de outro organismo anaeróbico.

O nome rubredoxina foi pela primeira vez aplicado a

uma proteína de "ferro-enxofre" isolada de ,f.pasteurianum. A

proteína tinha sido primeiramente observada por Buchanan et al.--
(6) e Mortenson (7) corno urna fracção avermelhada durante o

isolamento da ferredoxina, que é castanha escura. Em 1965,

Lovenberg e Sobe1 concentraram e purificaram esta proteína e

conseguiram obter cristais de boa qualidade por fraccionação

em sulfato de amónio. Verificaram que esta proteína podia re-
duzir-se e oxidar-se reversivelmente e que podia actuar como

transportadora de electrões em certas reacçoes que requerem

ferredoxina. Contudo não há absoluta necessidade da presença
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da rubredoxina nestas reacçoes em organismos anaeróbicos.

Após o aparecimento desta rubredoxina al~ outras foram en

contradas em outros organismos anaeróbicos, tendo proprieda­

des muito semelhantes, particularmente o espectro de visível

muito característico (8 a 19).

De grande interesse foi a descoberta por Peterson et

alo (20) de uma rubredoxina de Pseudomonas oleovorans. ~ só

neste organismo aeróbico que se conhece um papel fisiológico

definido para a rubredoxina. Neste organismo, a rubredoxina

é um transportador electrónico no sistema w-hidroxilação.

Nesta reacção, a rubredoxina parece ser o doador electrónico

directo da w-hidrcxi.lase. A rubredoxina por sua vez, é redu­

zida pelo nucleotideo piridínico e um sistema reductor. Es­

ta reacção é esquematizada na Figura III.I.

FIGURA 111.1

NADH REDUCTASE RUBREDOXINA CH3R

(FADOX)
(FE2+)

°2

(FE3~
H2°

REDUCTASE RUBREDOXINA HOCH2R

(FADRED)
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Neste sistema, que hidroxila alcanos, a rubredoxina é

relativamente específica observando-se muito pouca activida­

de com rubredoxinas de organismos anaeróbicos ou com ferredo

xinas de várias fontes.

A rubredoxina de P.oleovorans foi imobilizada em

Sepharose 4B (25) tratada por brometo de aianogénio e as

propriedades espectrais observadas são semelhantes. Esta

forma imobilizada pode aceitar electrões do ditionito e do

NADPH na presença da ferredoxina _NADP reductase, de espina­

fre. O potencial de redução da proteína imobilizada é seme­

lhante ao da proteína solúvel e o átomo de ferro pode ser

retirado e substituido. A rubredoxina ligada
~

e no entanto

mais resistente à desnaturação pelo cloreto de guanidina.

Considerando o sucesso obtido na determinação da estru­

tura da rubredoxina de organismos anaeróbicos estrictos é par~

doxal que não se conheça ainda o seu papel fisiológico. O po­

tencial relativamente e~evado das rubredoxinas (perto de O mV)

(21) torna difícil acomodá-la nas reacções fisiológicas mais c~

muns, que são usadas para testar actividade, como é o caso das

bactérias redutoras de sulfato.

A proteína prototípica desta classe é a rubredoxina de

f.pasteurianum. Estudos de Raios-X mostraram que o ferro est4

ligado a quatro átomos de enxofre de cisteínas numa forma apro-

xamadamente tetraédrica.



Para além da robredoxina

-69-

de ~.pasteurianum, também as rubreCbxinas

de E.vulgaris e de E.gigas foram cristalizadas e sujeitas a

análise de Raios-X (23). Apesar dos parâmetros da célula e

os grupos espaciais serem idênticos, tanto os mapas de difra~ão de

Raios-X, corno as sequências e a reactividade revelam

diferenças estruturais. As três proteInas têm 37 amino-áci-

dos totais comuns às três cadeias polipeptIdicas.

Os aspectos filogenéticos das sequências de ácidos

aminados da rubredoxina de E.vulgaris e de D.gigas foram dis­

cutidos por Vogel (24). As estruturas primárias quando com-

paradas com as rubredoxinas de outros organismos anaeróbicos

revelam só 12 resrduos idênticos na proximidade dos dois gr~

pos de cisternas que ligam o ferro.

+Odom ~ ,aI. (26) isolaram uma NADH+H rubredoxina oxi

do-reductase em E.gigas, que tem uma elevada especificida-

de para a rubredox1na isolada do mesmo organismo (Tabela III.i).

TABELA III.l

de diversas origens em relação
.. NADH+H+Km de rubredoxinas a

rubredoxina oxido-reductase

Rubredoxina de E·gigas 6,2 x 10-6 M

Rubredoxina de ,E.vulgaris 5,3 x 10-5
M

Rubredoxina de S' pas teuri anum 1,0 x 10-4
M
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Na Figura III.2 faz-se uma comparaçao interessante

entre as sequências de .ácidos aminados das rubredoxinas de

f.pasteurianum, Q.vulgaris e Q.gigas (15,16,24). Verifica­

-se que a posição de um grande número de resíduos carregados

nao é mantida ao longo das três proteínas. Estas diferenças

sao dramáticas numa proteína tão pequena e podem explicar as

diferenças observadas entre a afiniaade para a reductase. A

Figura III.2 mostra no entanto que a cadeia peptídica perto

do centro activo se mantém praticamente inalterada.

III.2.2 - ANALISE DOS RESULTADOS DE DIFRACÇÃO DE RAIOS-X

EM RUBREDOXINAS

A informação estrutural em rubredoxinas proveio ini­

cialmente de duas fontes além de vários compostos modelo.

O enrolamento da rubredoxina foi determinado origina!

mente a partir de um mapa de densidade electrónica a 3,0 A

(27) (subsequentemente analisado a 2,5 A com dois derivados)

e é bastante simples (ver Figura III.3). A parte N-terminal

forma duas das três cadeias em folha 8-antiparalela que for­

ma um dos lados de uma caixa de três lados e fornece duas das

quatro cisteínas que ligam o ferro. A porção seguinte da ca

deia está enrolada num "loop" em zig-zag mantido em conjunto

por ligações de hidrogénio formando assim o segundo lado da

caixa; a fracção seguinte da cadeia forma uma curva que for

nece os dois ligandos que faltavam ao ferro e corresponde ao

terceiro lado da caixa. Os resíduos finais formam a terce~ra



C.pasteurianum f-~t-Li.s-Li.s

lle Glu-h;p h;p

O.vulgaris ~t-Lis-Li.s Glu Tre-Asn

O.gi.gas

0 •.9:.

Met-h;p-lle-Tir-Val~/iS-Gli-Tir-Glu-Tir-Asp-Pro-Ala-Lis-Gli-Asp-Pro-AsP-Ser-Gi

~ I~

h;p-Gli-eis-G1U-Fen-Ala-Asp-LiS-Ser-Ala-Gli-~1-P~S-A~""..r-Trp-Asp-h;P-Pro-IeU-Arg-G1U-Fen-LiS-Tre-Gli-Pro-Lis

O.v o Ala Glu Ala Lis Ser

f •.e. Glu Glu Glu Glu

Figura 111.2 - Oi ferenças nos resíduos carregados nas

rubredoxinas de f.pasteurianurn, Q.vulgaris e Q.gigas

h;p
I

-..J
......
I



-72-

Figura I~I.3 - Esquema da estrutura da rubredoxina de

Q.vulgaris. O interior aparentemente vazio está preenchido

por resíduos hidrofóbicos. 'A' representa a direcção hipo­

tética de expansão perto do centro.
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cadeia em folha 8. O interior é hidrofóbico e há uma super-

fície hidrofóbica praticamente contínua que vai desde

o cimo da cadeia até ao centro ferro-enxofre.

Perto do ferro e enxofre os peptídeos estão orienta­

dos com os grupos carbonílicos dirigidos exteriormente, a

não ser que haja ligações de hidrogénio a outras porções peE

t!dicas, sugerindo que há uma neutralização parcial do centro

FeS 4 carregado negativamente por estes hidrogéniosam!dicos.

Não existe nenhum grupo carregado positivamente na vizinhan

ça.

Com vista a examinar com mais detalhe a geometria do

centro de ferro-enxofre, a rubredoxina de f.pasteurianum

(oxidada) foi cristalograficamente refinada em dois passos.

Os resultados do refinamento a 1,5 A indicaram que três das

quatro ligações Fe-S não diferiam apreciavelmente de 2,28 A

enquanto que a quarta era 2,02 A (3). Contudo, estudos mais

recentes com dados num cristal maior a 1,2 A, mostram que

o comprimento da ligação ,é 2,24 ± 0,01 A (28). Estes resul

tados mais recentes estão de acordo com os valores de 2,26

±0,06 A (29) e 2,30 ± 0.04 A (30) obtidos a partir de estu­

dos de absorção de estrutura fina de Raios-X (EXAFS). Estes

resultados estão mais de acordo com os resultados de dicrois

mo circular magnético que sugerem que a maior simetria que

o centro pode ter é D2d (31) enquanto que uma ligação mais

curta sugeriria uma simetria trigonal.

Ainda mais evidência de comprimentos de ligações equi-
valentes provém da estrutura da rubredoxina de ~.vulgaris(5).
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Num artigo recente Adrnan et aI. (15) apresentaram a

determinação da estrutura da rubredoxina de ~.vulgaris a

2 A de resolução usando os dados de Raios-X em conjunto

com um método de substituição molecular. O modelo de partl

da foi derivado do da rubredoxina de E.pasteuriaum usando os

átomos em comum às duas proteínas de acordo com a sequência.

Usaram métodos de Fourrier diferenciais para obter um refi­

namento parcial e verificaram que as duas rubredoxinas dife­

rem principalmente no minero de grunos exposnos à superfície da nolecu

la. Não notaram diferenças na conformação ou ligações de hi

drogénio. O comprimento da ligação Fe-S variava entre 2.15

a 2.35 A mas não difere significativamente do valor médio

2.29 A.

Alguns anos atrás obtiveram-se dados de difracção de

dois cristais da rubredoxina de E.pasteurianum (32) que

tinha sido reduzida com ditionito. A análise dos resultados

tornou-se complicada devi~o a um certo número de factores.

Primeiro o cristal não se manteve completamente reduzido

durante a recolha de dados,uma vez que apareceu no cristal

alguma cor vermelha. Este cristal foi usado para um grande

conjunto de resultados a 2.5 A. O segundo cristal manteve-se

reduzido; contudo só se obteve um conjunto de dados parciais

a 2.5-2.0 A. Parece pela análise qualitativa dos resulta­

dos que a extensão de simetria de grau dois local (S(9)-Fe­

-5(42) e S(6)-Fe-5(39)) é menor na forma reduzida.

Estudos de compostos análogos da rubredoxina oxidada

e reduzida, nomeadamente bis(O-(xylyl-a,a'-ditiolato)ferrato

(II,III) (40,41) mostraram que (1) o potencial redox deste
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par é 0,7 V mais negativo do que na proteína, o que acontece

tamb~m para compostos 'análogos da ferredoxina e (2) a média

do comprimento da ligação Fe-S no anião oxidado é 2,267 A

enquanto que é 2,356 A no anião reduzido. Os aniões que

são formados com dois ligando bidentados podem ter simetria

de grau 2 mas de facto não a têm. Cada metade da molécula

comporta-se semelhantemente na redução e o átomo de ferro

move-se para o plano formado pelos dois enxofres 'e pelos

átomos de carbono a eles ligados. Foram determinadas as es

truturas de três outros aniões Fe(SR)4(III) (33,34): os par!

metros da estrutura estão indicados na Tabela III.2. A va-

riação das comprimentos das ligações é signaficativa em ter­

mos da determinação de estrutura. Estes resultados levam a

concluir que: (1) a geometria local é bastante insensível

aos ligandos envolvidos; (2) os comprimentos das ligações

Fe-S são consitentemente O ,1 A maiores na forma reduzida;

e (3) não há geometria previsível a não ser assimétrica.

Na proteína há um aspecto especial na estrutura que

possivelmente pode permitir uma extensão do compr.imento das

ligações Fe-S na proteína reduzida. O centro de ferro é

mantido ligado ã proteína por duas "pinças". Uma vez que

no interior dessas pinças só existem resíduos hidrofóbicos

-pode ser favorecida uma expansao que afasta as pinças uma'

da outra como se indica na Figura III.3 pela letra A•.

Contudo as distâncias movidas seriam pequenas.
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TABELA TIT. 2

Comprimentos das ligações Fe-S em rubredoxinas e compostos

análogos

E.pasteur!a:num

Análogos

oxidada

2.29 A

re4uzida

bis (o-xylyl-a.-d-ditiolato> 2.267 (2,252-2,279) 2,356 (2, 324-2, 378)

[(SPM~) 2NJ2 2,360{2,3~2,38»

ditiosquarate 2,390 (2,380-2,397)

,f;:i;.ofenolato 2,356(2,353-2,372)

111.2.3 - AN!LOGOS SINT~TICOS AO TIPO DE CENTRO RUBREDOXlNA

Vários complexos de ferro mononuclear com quatro li­

gandos sulfurados foram já sintetizados incluindo Fe[(SPR2)2N]2

(35) Fe[(SPR2)2CH]2 (36) bis(ditiosquarato)ferrato(II),

[Fe(dtS)~2- (37) e [Fe(dts) (SPh) 2] 2- (38). Apesar de ter

sido demonstrada coordenação tetraédrica Fe(II)-S4 pelas est~

turas de Raios-X de Fe[(SPMe2)2N]2 (33) e [Fe(dts)';J2- (34)

os ligandos nestes complexos não são claramente ligandos

tiois simples análogos aos resíduos cisteinilos mercaptIdioos

dum polipept!deo.
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Nas secçoes que se seguem apresentam-se somente a1gu

mas propriedades dos complexos tetraédricos mercaptídicos

férricos e ferrosos que são modelos mais semelhantes ao cro

móforo das rubredoxinas.

I II • 2. 3. 1 - S!nte:se e Estrutra

o primeiro complexo mononuc1ear Fe(II)-(SR)4 referido

na literatura usava o dodecapeptídeo BOC(G1i-Cis-G1i)4-NH2;

dava-se a formação de um complexo tetraédrico ferroso em so­

lução (39) mas este não podia ser isolado. O uso subsequente

de mercaptídeos mal.s simples por outros grupos deu origem ã

formação de [Fe (S 2-0-xy1) 2J - (40), [Fe (SPh) 4J 2- (38) e

'[Fe(S2-0-xy1) 2J 2- (41) como sais cristalinos.

Na Figura III.4 comparam-se as estruturas dos análo­

gos sintéticos com o centro Fe-S 4 da rubredoxina. ~ particu­

larmente interessante a comparação dos parâmetros estruturais

da Rdo x e do análogo [Fe(S2-0-xy1) 2]-. O centro Fe-S 4 deste

último apresenta só uma pequena distorção da simetria tetraé-

drica em contraste com o da Rdo x que mostra grandes desvios

de simetria tetraédrica nos ângulos das ligações e distâncias.

A ausência de uma ligação mais curta Fe-S ( 2,05 A) no aná-

logo sugere que este facto seja o resultado de uma forte ten-

são exercida pela proteína ou um artifacto de refinamento.

,Este último caso parece ser o verdadeiro pois recentes estu-

dos de EXAFS (Extended X-Ray Absorption Fine Structure) fei-

tos em duas rubredoxinas diferentes (29,30) sugerem que as

ligações Fe-S não podem di ferir mais do que O, 7 A •
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Figura 111.4. Estrutura das unidades Fe - S4

aproximadamente com a mesma orientação:

2­
( D ) [Fe ( SPh ) ~

A

c

C.pasteurianum ( B ) [Fe ( S 2

J2-
xiI )2

- o -xiI ) 2J -
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Os resultados de EXAFS da Rdr e d mostram um aumento de 0.05 A

na média das ligações Fe~S (29). Isto está de acordo com os

dados estruturais de (Fe (SPh) 4J 2- e [Fe (S20-xyl) ~ 2- nos quais

os comprimentos das ligações Fe-S são em média 2,36 A o que

é o. O5 A maior do que o valor médio obtido para [~(S2-o-xyl)~- •

III.2.3.2 - semelhança entre o Análogo e a Prot~ína

Os espectros ôptrí.eos do [Fe (S2-0-xyl) ~ - e Rdo x

(Figura III.5) são claramente semelhantes, com as bandas do

lado dos comprimentos de onda mais elevados deslocadas para

a zona do vermelho no análogo comparado com a proteína. Além

disso os espectros de infra-vermelho pr§ximo do [Fe(S2-o-XYl) 2]­

2-
(41), Fe (SPh) 4 (38) e Rdr e d (31) mostram bandas semelha,!1

-1
tes a 5,600, 5,900 e 6,250 cm , respectivamente; para um

ião metálico de alto-spin d 6 com simetria tetraédrica Ta esta

transição (SE +5 T2) corresponde directamente ao desdobramento

do campo dos ligandos L\..
Os resultados das medidas de susceptibilidade magné­

tica mostram que tanto o [Fe2 (S 2-0-xyl) 2J(40) corro a Rdo x (42)

obedecem ao comportamento simples da lei de Curie com um

~eff/Fe de 5,8-5,9 Magnetões de Bohr, consistente com Ferro(II)

de alto spin.

Os parâmetros de Môssbauer para os complexos ferrosos

e Rdr e d indicam também uma semelhança estrutural electrónica.

Ambos apresentam desdobramentos de quadrupolo independentes

-1
da temperatura e grandeza semelhante (3,1-3,3 mm seg ) assim
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400 500 600

À(nm)

Figura 111.5 - Espectro óptico da rubredoxina de E.pasteurianum

(-); Fe (S2-o-·xyl) 2 em 80% DMSO-H20 (----)
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como valores muito semelhantes de desvio isomérico (0,54-0,66

mm seg- l) e o mesmo sinál (negativo) para a principal compo­

nente do gradiente de campo eléctrico (41,43,44,45).

Todos os métodos espectroscópicos aplicados a estes

sistemas até agora mostram que os complexos sintéticos sao

análogos bastante bons do centro da Rdox e Rdr e d•

Só o complexo monomérico com o-xililditiol é estável

no estado férrico assim como no estado ferroso. O potencial

deste par determinado polarograficamente em dimetil formamida

é -790 mV (9). Este potential é significativamente mais baixo

do que o do par Rdox/Rdred' cujo potencial tem valores que

variam entre O e -60 mV (21,42,46). Isto pode ser devido

ao facto de as condições em que sao feitas as medidas nao se­

rem as mesmas. Contudo é claro que os análogos Fe-S 4 sofrem

uma oxidação- redução equivalente à cbservada nas rubredoxinas.

111.2.3.3 -Extru$·ão do Centro Ac·tivo

No caso das rubredoxinas o nome extrusão nao tem o

mesmo significado que no caso das ferredoxinas. Neste caso

é possível remover um único átomo de ferro e nao um centro

subestrutural por molécula de proteína.

A reacçao que se dá é t:!Illa simples substituição de

ligandos

Rdo x + 2 o-xyl (SH) 2~[Fe (S2-xyl) 2J - + apo - Rd.
...: -., .
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Na Figura 111.6 apresenta-se o espectro obtido utili­

zando este composto para extrair o ferro da rubredoxina de

C.acidi-urici

111.3 - CARACTERIZAÇKo rtsICO-QUtMICA DA DESULFOREDOXINA

DE D.GlGAS

111.3.1 - PESO MOLECULAR

O peso molecular foi determinado por filtração mole­

cular em Sephadex G-SO. Na Figura 111.7 apresenta-se a recta

do logaritmo do peso molecular em função do volume de eluição

(referida ao azul de dextran) para os padrões usados. A par­

tir do valor de volume de eluição da desulforedoxina obteve­

-se um valor de peso molecular de 7 900 Daltons.

Além do peso molecular da proteína nativa foi deter­

minado o peso molecular da apoproteína. O valor obtido é

semelhante ao da proteína nativa.

Testou-se também o valor do peso molecular da desul­

foredoxina com as cisteinas carboximetiladas e aminoetiladas.

Em nenhum dos casos se detectou a presença de espécies com

peso molecular de 4 000.

No entanto, após a determinação da sequência da desul

foredoxina demonstrou-se que esta proteína se apresenta na

forma de um dímero.
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Figura Ir!". 7 - Determinação do peso molecular da desulforedoxina

de .!?.gigas em Sephadex G-50. Recta de correlação do logaritmo

de peso molecular em função do volume de retenção relativo ao

azul de dextran.
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111.3.2 - COMPOSlçKO DE ACIDOS AMINADOS DA DESULFOREDOXINA

Na Tabela 111.3 apresenta-se a composição de ácidos

aminados da desulforedoxina. Não contém histidina, arginina,

serina, prolina, isoleucina, fenilalanina nem triptofano, o

que é bastante invulgar numa proteína. Tem quatro resíduos

de cisterna por ferro e tem um elevado conteúdo em valina e

ácido glutâmico. Os cálculos para os valores da treonina e

tirosina foram obtidos por extrapolação ao tempo zero de

hidrólises de maior duração.

111.3.3 - PONTO ISOELECTRICO

O valor do ponto isoeléctrico obtido para a desulfor~

doxina Pi=3,5 é muito semelhante ao da rubredoxina de Q.gigas

(p.=.3,2) e D.salexigens (p.=3,1> também determinados por nós.
~ - - ~
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TABELA III.3

Composição em ácidos arninados da desulforedoxina

inteiro mais próximo

24h 48h 72h por dímero por monórnero

Lisina 6,0 6,0 6,0 6 3

Histidina O O O O O

Arginina O O O O O

Triptofano O O O O O

J\cido Aspártico 6,1 6,0 6,1 6 3

Treonina 2,2 1,9 1,7 2 1

Serina 1,0 0,7 0,5 (1) O

J\cido glutâmioo 13,9 14,0 13,5 14 7

Prolina O O O O O

Glicina 11,7 11,5 11,4 12 6

Alanina 2,0 2,2 2,0 2 1

Cistina(Meia) 8 4

Valina 11,5 12,2 11,5 12 6

Metionina 2 1

Isoleucina O O O O O

Leucina 6,2 6,5 6,8 6 3

Tirosina 1,8 1,4 1,1 2 1

Fenilalanina O O O O O

TOTAL 72 36
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III.3.4 - ESPECTRO DE ABSORçAO, VIS!VEL E ULTRA-VIOLETA

Na Figura III.8 é apresentado o espectro óotico da

desu1foredoxina oxidada. Na sua forma geral o

espectro da desu1foredoxina é semelhante ao da rubredoxina

parecendo indicar urna espécie semelhante de ferro. Contudo

há certas 4iferenças.

Os máximos do espectro de visível da desu1foredoxina

estão deslocados e o ombro caracteristico da rubredoxina a

350 nm não é observado na desu1foredoxina. A absorção da

desu1foredoxina na região do u1tra-vio1eta é devida à pre­

sença de tirosina (1 Tir/monomero). A contribuição mais bai

xa do e~pectro na zona do u1tra-vio1eta em comparaçao com a

rubredoxina é devida ao diferente conteúdo em resíduos aro­

máticos (1 Trp, 3 T ir, e 2 Fen na rubredoxina) •

III.3.5 - PROPRIEDADES DE OXIDAÇÃO-REDUÇÃO

A desu1foredoxina é reduzida pelo ditionito e nao con

tribui na zona do visível. Por reoxidação ao ar 90-95%

da cor é recuperada. A redução pelo ácido ascórbico é muito

lenta e o processo para quando a proteína ainda mantém 90%

da cor. No entanto, a rubredoxina de Q.gigas é completamente

reduzida pelo ácido ascórbico. Existem outras rubredoxinas

estudadas por nós que ftao são completamente reduzidas pelo

ácido ascórbico, corno por exemplo a rubredoxina de Q.sa1exigens

(18). Isto sugere que nem todas as rubredoxinas têm pote~
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ciais de oxidação-redução semelhantes, o que nos levou à

determinação dos potenciais redox de várias rubredoxinas

(2l) •

A desulforedoxina deve ter um potencial de oxidação­

-redução mais negativo do que a rubredoxina de ~.gigas, o que

foi provado pela determinação do potencial redox por espe~

troscopia de RPE (47).

111.3.6 - ANALISE DO FERRO DA DESULFOREDOXINA

-Nas preparaçoes de desulforedoxina em que a razao ultra

-violeta/visível é de 1,23 a análise de ferro foi de 1,9 ± 0,1

átomos de ferro/8 000 Daltons.

No entanto, no decorrer do estudo desta proteína nem

sempre se trabalhou com amostras com 1,23 de razão U.V./visível

As amostras no entanto estavam puras, como indicava a composi­

ção de ácidos aminados, o que leva a concluir a existência de

apoproteína misturada com proteína nativa. Este facto parece

indicar uma certa instabilidade desta proteína em comparação

com a rubredoxina. A desulforedoxina é pouco estável a pH

à volta de 4,5 podendo perder completamente a cor ao fim de

alguns dias, o que nao acontece com a rubredoxina que tem sido

muitas vezes purificada a pH=4,5 com tampão de citrato (lO).

No entanto, se se aumenta o pH da solução grande parte da de­

sulforedoxina é reconstituida.

Para que se possa determinar sempre a razao

proteína/ferro existente,só pelo traçado do espectro ultra-

-violeta e visível sem ser necessário recorrer a uma análise
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de f~ e a uma ocmoosãçâo de ácidos aminados, fez-se o seguinte: calculou­

-se·o coeficiente de extinção molar ~or ferro na zona do visí

vel (fez-se uma análise de ferro e teve-se em conta a per­

centagem de ferro impureza visto por espectroscopia de

MOssbauer). Deste modo é sempre possível numa amostra saber

a quantidade de ferro envolvido num centro tipo desulforedo­

xina. Não se pode calcular directamente a concentração de

proteína pela absorção a 280 nm uma vez que o cromóforo contri

bui nesta região espectra11 além disso esta contribuição

vai variar conforme a razão ultra-violeta/visível (ou seja,

conforme o número de átomos de ferro/proteína).

Para estimar a contribuição do cromóforo debaixo da

banda a 278nrn traçou-se um espectro da apoproteína (preparada

acidificando o meio com HC1) em que se contrabalançou no bra~

co a absorção a 330 nm devida ao cloreto férrico formado.

Fazendo a diferença entre o espectro da proteína nativa e es

te último, obtem-se a contribuição do -cromóforoa 278nm. Na

Figura 111.9 apresenta-se este espectro. A concentracão de pro­

telna hesta amostra foi determinada por análise de ácidos

aminados.

Descontando 86% da absorvância lida a 507 nm à absor­

vância a 278 nm obtém-se a absorvância devida à proteína,

que dividida pela concentração da proteína determinada pela

análise de ácidos aminados nos dá o valor do coeficiente de

extinção molar.

Na Tabela 111.4 apresenta-se o valor dos coeficientes

de extinção molar da desulforedoxina. Na mesma Tabela apre-
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sentam-se os coeficientes de extinção molar da rubredoxina.

Deste modo é rapidamente determinada a razão de fãrrol

Imole da proteína, após o traçado do espectro óptico.

TABELA III. 4

desulforedoxina
(por monómero)

rubredoxina

À (nm)

278

370

507

278

376

493

1940

7790

4580

17210

8450

6970

(depois de descon­
tar 80% da A50 7)

III.3.7 - ANALISE DE ENXOFRE LÂBIL

Não se observou enxofre lábil pelo método de Fogo e

Popowski. Tal como a rubredoxina esta proteína não contem

enxofre lábil.

III.3.8 - RECONSTITUIÇAo COM 57Fe

O espectro óptico de uma amostra de desulforedoxina

reconstituida com 57 Fe é perfeitamente idêntico ao da proteina

nativa. Neste caso a proteina nativa tinha uma razão Ultra-

-Violeta/Visivel = 1,23.
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A razao U.V./visível da protelna reconstituida é semelhante

e a reconstituição deu-se com um rendimento de cerca de 90%.

Realizaram-se experiências de reconstituição em que a

quantidade de S7Fe era inferior à quantidade estequeométrica

(50% do necessário). Procedendo desta maneira, as fracções re­

colhidas à saída da coluna de Sephadex G-SO apresentam razões

U.V./vis!vel que variam de 1,4 a 1,9. Estes resultados sugerem­

-nos que as moléculas reconstituidas contém dois ferros (proces­

so designado por "all or nothing" (48». Se fosse um processo

por etapas, em que primeiro entrasse um ferro e só depois o se­

gundo, a pre~araçao devia ser homogénea e com razão igual a 1,6,

que é a razão ~ara a qual haveria um ferro por cada molécula de

dímero. O facto de se obterem algumas fracções com razões muito

inferiores indica que estamos em presença de urna mistura de molé­

culas de 2Fe com apoproteína que não são separadas na coluna de

Sephade G-SO utilizada.

111.3.9 - TITULAÇXO DAS CISTEtNAS PELO p-CLOROMERCURIOBENZOATO

A titulação dos grupos sulfidrilo foi seguida pelo método

de Boyer (49). O p-cloromercuribenzoato reage na razão 2:1 com

enxofre inorgânico e 1:1 com grupos sulfidrilo. Se houver cis­

teinas envolvidas em pontes dissulfureto, estas nao reagem.

Na Figura 111.10 apresenta-se a titulação da desulforedo­

xina com o PCMB. O número de cisteinas que reagiram por monómero

é quatro.

•

•
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Como reagiram quatro equivalentes de ~CMB por mole

de proteína (monómero) não-há possibilidade de existência

de uma ponte disulfureto.

Esta experiência no entanto, nao prova conclusivamente

que todas às cisteínas estão ligadas ao ferro.

III.3.l0 - ESTUDO DO ESTADO DAS CISTEtNAS

Para testar se as quatro cisteínas por monómero es-

tão todas ligadas ao ferro realizaram-se várias experiências

que foram descritas nas secções II.5,6 e 7.

o cromóforo mantém-se intacto em ureia 7M como pode

ser demonstrado pelo espectro óptico. Usando baixas concen
3

trações de ácido °H-iodoacético só se encontraram marcadas

0,03% das cisteínas. Usando concentrações mais elevadas de

ácido iodoacético (25 mM) 15% do cromóforo é destruído

(oambase na diminuição da.absorvância a 507 nm). Isto está

de acordo com o valor de 10% encontrado para o número de eis

teín~carboximetiladas (o que pressupõe quatro 1igandos cis-

teína por ferro). Em conjunto, estas duas experiências su-

gerem a ausência de resíduos de cisterna livres.

Numa outra experiência (secção II.7) os resultados

indicavam 30% de uma ponte disulfureto por dímero. Contudo

os resultados de sequência mostraram que a marcaçao radio­

-activa das cisteínas não era específica, o que indica a

ausência de pontes dissulfureto na desulforedoxina.
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As experiências realizadas sugerem que todas as cisteínas

estão envolvidas na ligação ao ferro.

111.3.11 - SEQutNCIA

I 11.3.11.1 - Análise da Sequência N-·terrninal

Realizaram-se duas análises da sequência a partir

do N-terminal. A desulforedoxina oxidada (cisteínas trans-

formadas em ácido cisteico) foi sujeita a uma degradação de

Edman sequencial num sequenciador automático Socosi. Em

tampão DMBA identificaram-se 32 ácidos aminados.

Usando um sequenciador de fase sólida a desulforedo-

xina oxidada foi acoplada através dos resíduos de lisina ao

diisotiocianato de fenileno (DIIC). Identificaram-se 30

ácidos aminados a partir de 94 nmoles de proteína. Os resul

tados são apresentados na Figura 111.11

1 5 10 15

Ala-Asn-Glu-Gli-Asp-Val-Tir-Lis-Cis-Glu-Leu-Cis-Gli-Gln-Val-
~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~

20 25 30
-Val-Lis-Val-Leu-Glu-Glu-Gli-Gli-Gli-Thr-Leu-Vã.l-( )-( )-Gli-

~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~

-Glu-ASp ....
~ ~

Figura 111.11 - Sequência de ácidos aminados do N-ter­

minaI da desulforedoxina oxidada. Os parentesis indicam que

os resíduos nessas posições não poderam ser identificados.
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III. 3 .11. 2 - Diges,tão da; ;Protelna: com Carboxi;peptidase A

As condições experimentais para a acçao da carboxipeE

tidase são descritas por Ambler (50). Para a reacçao com a

carboxipeptidase, a proteína (0,2 nmoles) foi dissolvida em

0,2 ml de N-etilmorfolina 0,2 M (pH=8.4). A" mistura foi incu­

bada depois de adição de 0,01 ml de uma solução de carboxipep­

tidase a 37oC. Ret-irararn.,..se amostras após três horas e nos t.e

riores tempos de incubac:::ão, que foram secas sobre vácuo.

Os ácidos aminados libertados foram identificados por

electroforese em papel a pH=2,O ou com o analisador de ácidos

aminados: realizaram-se sempre digestões de brancos simultâ-

neamente.

Os resultados obtidos sao consistentes com a seguinte

sequência C-terminal

Val-Lis-Gl.I1

III.3.ll.3 -Peptldeos Obtidos pelo Brometo de Cianogéneo

A desulforedoxina contém só um resíduo de metionina

por cadeia. Os peptfdeos obtidos foram separados por filtra

çao de gel em Sephadex G-25 e electroforese em papel, e oxi­

dados pelo ácido perfórmico.

Na Tabela III.s mostrarn-se as composições de ácidos

aminados dos dois fragmentos obtidos pelo CNBr e na Figura

III.l 2 as sequências obtidas pela degradação de Edman.
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TABELA III.5

Composição em ácidos aminados dos peptídeos obtidos por

tratamento da desulforedoxina com o brometo de cianogénio

ácido aminado CNBr FI CNBr FIl

Lisina 2 1

Histidina

Arginina

Triptofano

Acido aspartico 3

Treonina 0,9

Serina(homoserina) 1

Acido glutâmico 6 1

Prolina

Glicina 6

Alanina 1

Cistina (Meia) 3,8 1

Valina 5

Metionina

Isoleucina

Leucina 3

Tirosina 0,8

Fenilalanina

Rendimento 45% 27%

Total de res·rduos 33 3
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o pe9tIdeo CnBr FIl foi identificado como sendo o peptI-

deo contendo o N-termina1, uma vez que a carboxipeptidase 1iber-

tou Val-Lis-Gln

CnBr-FI

1 5 10 15
Ala-Asn-Glu-Gli-As9-Va1-Tir-Lis-Cis-Glu-Leu-Cis-Gli-Gln-Val-

19
-Val-Lis-Val-Leu •••

CnBr-FII

Va1-Lis-Gln

Figura 111.12 ~ Sequência de ácidos aminados dos peptIdeos

obtidos pelo brometo de cianogénio na desulforedoxina
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III. 3.11.4 - peptídeos Obt·idos por Hidrólise Triptica

Oa peptídeos obtidos por digestão da desulforedoxina

com a tripsina foram purificados por electroforese de alta

voltagem a pH=6#5 e posteriormente a pH=3,5 e 2,0. Fez-se

a oxidação pelo ácido perfórmico no papel.

Na Tabela III.6 mostram-se análises àm ácidos amina

dos dos peptídeos obtidos. As sequências de alguns destes

peptídeos foram obtidas pelo método da fase líquida em tam-

pão de DMBA.

De acordo com a sequência de N-terminal, pode identi-

ficar-se o peptídeo Tlal (resíduos 1-8) como o peptídeo cor­

respondente ao N-terminal. O peptídeo TIc corresponde ao

resíduo C-terminal. O pepfídeo Tld pela composição de ácidos

aminados corresponde praticamente ao restante da sequência
17 18

nao tendo sido portanto hidrolisada a ligação Lis-Val.

O único peptídeo sugeito a sequência de ácidos aminados

foi o Tld cujo resultado foi o seguinte:

Cis-Glu-Leu-Cis-Gli-Glu-Val-Val-Lis-Val-Leu-Glu-Glu-Gli •••
~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~

Figura III.13 - Sequência de ácidos aminados do pep­

tídeo Tld obtido por hidrólise tríptica.
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TABELA I II • 6

Composição em ácidos aminados dos peptídeos obtidos por

hidrólise com a tripsina

ácido aminado T1a1 T1C T1d 'l'2d

Lisina 1 2 1

Histidina

Arginina

Triptofano

A.cido aspártico 2 1 1

Treonina 1 1

Serina

A.cido G1utâmico 2 1 5-6 3

Pro1ina

G1icina 1 4-5 3-4

Alanina 1

CistinaXMeia) 4 2

Va1ina 1 4-5 2-3

Metionina 1 1

Iso1eucina

Leucina 3 2

Tirosina 1

Fenilalani.na

Total 8 1 26-28 16-18

Rendimento 60% 21% 20% 7%

Purificação pH6,5 pH6,5 tsH6 , 5 pH6,5

pH3,5 pH3,5 e pH3,5

e e pH3,5 e

pH2,O pH2,0 pH2,0



-102-

III.3.ll.5 - Pept{deos Obtidos por Hidrólise com a Protease

de Staphi loco.cus aureus

Os peptídeos obtidos por digestão da desulforedoxina

com a protease de StaphilococoUs aureus foram separados e an~

lisados pela técnica de "fínger print". Foram oxidados pelo

ácido perfórmico no papel.

A mobilidade electroforética "m" foi medida a pH=6,5

relativa à lisina com um sinal positivo para os peptídeos

básicos e relativa ao aspártico com um sinal negativo para

'os peptídeos acídicos.

Na Tabela III.7 mostram-se as análises em ácidos ami­

nados destes peptídeos. As sequências foram obtidas pelo

método da fase sólida, ou pelo método da fase líquida em

tampão DMBA. Os estudos das sequências estão sumarizados

na Tabela III.8.

Os peptídeos G-4a (resíduos 1-3) e G-4b (resíduos 4-10)

fazem parte do N-terminal da proteína. A ordem dos peptídeos

G-3, G-4d e G-4c foi inequivocamente estabelecida pelo fac­

to de a sequência ser conhecida até ao resíduo 32, pela pa~

sagem directa da proteína no sequenciador automático.

Alguns resíduos que não foram identificados a partir

da prote!na ir' ,ira foram t&mbém caracterizados.Por exem~lo a

presença de cisteína nas posições 28 e 29 e a sequência da

parte C-terminal da proteína (resíduos 32-36) foi estabelecida

~ partir dos peptídeos G-4c e G-4d.
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TABELA III. 7

Composição em ácidos aminados dos peptIdeos obtidos por

hidrólise com a protease de Staphi1ococus aureus

ácido aminado G-3 G-4a G-ab G-4c G-4d

Lisina 1 1 1

Histidina

Arginina

Triptofano

Acido aspártico 1 1 1 1

Treonina 1 1

Serina

Acido G1utâmico 2 1 1 2 3

Pro1ina

G1icina 1 1 4 4

Alanina 1

Cistina(Meia) 1 1 2 2

Va1ina 3 1 2 2

Metionina* 1 1

Iso1eucina

Leuc1.na 2 1 1

Tirosina 1

Feni1alan1.na

Total 10 3 7 15 16

Rendimento 53% 52% 49% 17% 2.6%

PurLf:tc.acâo.* * pH6;5 pH6,5 pH6,5 pH6,5 pH6,5

pH3,S e e e pH3,5

pR2,0 pH3,5 pH3,5 pH3,5 pH2,0

* Como ácido cisteico e metionina su1fona depoi:s de oxida

ção pelo ácido perfórmico.

** E1ectroforese em papel a pR 6,5, 3,5 e 2,0.
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TABELA 111.8

Sequência em ácidos aminados dos peptídeos obtidos por

hidrólise com a protease de staphylococus aureus

Peptídeo

G-3

G-4a

G-4b

G-4c

G-4d

posição na
cade.í.a

11-20

1-3

4-10

22-36

21-36

Sequência

Leu-Cis-Gli-Gln-Val-Val-Lis-

val-Leu=Glu

Ala-Asn-Glu

Gli-Asp-Val-Tir-Lis-Cis-Glu
~ ~ ~ ~ ~ ~ ~

Gli-Gli-Gli-Thr-Leu-Val-Cis-

Cis-Gli-Glu-Asp-Met-Val-Lis-
~ ~ ~ ~ ~ ~ ~

(Gln)
~

Glu-Gli-Gli-Gli-Thr-Leu-Val-

Cis-Cis-Gli-Glu-Asp-Met-Val-
~ ~ ~

Lis-Gln
~ ~

As meias setas indicam os resíduos que foram identificados

usando o sequenciador de proteínas. Os parentesis indi-

cam q~e os resíduos naquelas posições não puderam ser i

identificados.
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A sequência total da desulforedoxina pode portanto ser

estabelecida após a obtenção da sequência destes peptIdeos,

com a ajuda do N-terminal já determinado. O resultado é apr~

sentado na Figura 111.14.

1 5 10 15
Ala-Asn-Glu-Gli-Asp-Val-Tir-Lis-Cis-Glu-Leu-Cis-Gli·Gln-Val

20 25 30
-Val-Lis-Val-Leu-Glu-Glu-Gli-Gli-Gli-Tre-Leu-Val-Cis-Cis-Gli

35
-Glu-Asp-Met-Val-Lis-Gln

Fiqlira -111.14 - Sequência de ácidos aminados da desulforedo­

xina de Q.gigas·
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IrI~3.l2 - DISCUSSÃO

A composição em ácidos aminados da desulforedoxina

é bastante invulgar (Tabela III. 3). Tal cooo a rubrédaK.ina não

contém histidina e arginina. Out~s resíduos ausentes sao a

orolina, a isoleucina, a fenilalanina, o triotofano e a

serina. No total' estão ausentes sete tipos de resí­

duos de ácidos arninados. Vale a pena frisar a ausência de

prolina, cujo conteúdo tem sido relacionado com a estabili

dade da estrutura terciária das proteínas (51).

A sequência total da desulforedoxina de ~.gigas foi

determinada pela degradação da proteína inteira no sequen­

ciador de proteínas e pela determinação da sequência dos

peptídeos obtidos pela digestão com a protease e ~.aureus

(Figura III.14). O peso molecular da desulforedoxina deter

minado por filtração em Sephadex G-50 é 7 900, o que corre~

ponde a urna cadeia de 73 ~cidos aminados. No entanto a com

posição em ácidos arninados mínima é de 36. A elucidação da

sequência mostra que a desulforedoxina consiste de duas ca­

deias idênticas de um peptídeo contendo 36 ácidos arninados.

De facto, o corte pelo brometo de cianogénio, a hi­

drólise pela peptidase isolada de ~.aureus, a hidrólise p~

la tripsina e a acção da carboxipeptidase mostraram que a

desulforedoxina é composta de duas cadeias idênticas de 36

ácidos arninados.

O grau de h?mologia entre as seguências da desulfo­

redoxina e as sequênof-as -conhecí.das das ruhredox-i..nas ê
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pequeno. Só no N-terminal é conservada a sequência Tir-x-Cis­

-x-x-Cis-Gli. Se fizermos alinhar as cisternas da segunda me­

tade a única coincidência é a sequência Cis-Gli da última cis­

terna. (Figura III.15).

A cadeia polipeptrdica da desulforedoxina tem as quatro

cisternas nas posições 9, 12, 28 e 29. As várias rubredoxinas

cujas sequências são conhecidas (14, 15, 52) têm as cisternas

nas posições 6, 9, 39 e 42 e sabe-se que elas· são

ligandos do único átomo de ferro. As experiências realizadas

com o ácido iodoacético (s~cção II.7 e 8) e a titulação com

PcMB suqere que as quatro cisternas nadesulforedoxina estão

ligadas ao ferro.

Olhando para a sequência invulgar dos resíduos de cis­

terna na desulforedoxina podemos pensar que é este facto que

confere propriedades distintas ao cromóforo.

Existem duas possibilidades em relação ã formação desta

proterna. Uma das possibilidades é a de cada átomo de ferro

estar ligado às quatro cisternas da mesma cadeia polipeptr­

dica e neste caso a modificação do cromóforo é devida à pos!

ção adjacente das cisternas 28 e 29.

-Tir-Lis-Cis-Glu-Leu-Cis-Gli - _
"'-Fe/' '~
/\ ',

-Gli-C:Ls-Cis-Val - - - - ..

Figura I:II. 16
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1 5 10

Dx Ala-Asn-Glu-Gli-Asp-Va~ Ti.r- Lis Cis Glu-Leu-

Q.9:. rb Met-Asp-Ile Tir Val Cis Tri-Val-

D.v. rb Met-Lis'::Lis Tir Val Cis Thr-Val-

f·E rb Met-Lis-Lis Tir Val Cis Thr-Val

15 20

Cis-Gli Gln-Val-Val-Lis-Val-Leu-Glu-Glu-Gli-

Cis-Gli Tir-Glu-Tir-Asp-Pro-Ala-Lis-Gli-Asp-

Cis-Gli Tir-Glu-Tir-Asp-Pro-Ala-Lis-Gli-Asp-

Cis-Gli Tir-Ile-Tir-Asp-Pro-Glu-Asp-Gli-Asp-

25 30

16 a. a.

Gli-Gli-Thr-Leu-Val-Cis Cis-Gli Glu-Asp

Asp-Ksp-Trp-Ala-Cis-Pro-Val Cis-Gli Ala-Ser-

Asp-Asp-Trp-Ala-Cis-Pro-Val Cis-Gli~Glu-Ser-

Ala-Asp-Trp-Ala-Cis-Pro-Val- Cis-Gli Glu-Ser-

35

Met-Val-Lis-Gln

Lis-Asp-Ala-Fen-Glu-Lis-Gli-Asp-

Lis-Asp-Glu-Fen-Glu-Glu-Gli-Glu-Glu

Lis-Asp-Glu-Fen-Glu-Ala-Gli

Figura III.15

Comparação das sequências de ácidos aminados da

desulforedoxina de D.gigas e das rubredoxinas de

D.gigas,D.vulgaris e C.pasteurianum.
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A outra possibilidade é a de três cisternas de uma ca­

deia como por exemplo as cisternas 9, 12 e 28 actuarem como

ligandos de um dos átomos de ferro e as cisternas 9', 12' e

28' da segunda cadeia actuarem como ligandos do segundo átomo

de ferro deixando a cisterna 29 para a quarta ligação do se­

gundo átomo de ferro e a cisterna 29' como ligando da quarta

posição do primeiro átomo de ferro.

N

c'------

c

N'

Figura 111.17

A elucidação de qual destas estruturas será a verdadei

ra só pode ser conseguida pelo conhecimento da estrutura de

Raios-X. A desulforedoxina já foi cristalizada por Sieker

(53) e os estudos de Raios-X estão em progresso.
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111.4 - ANALISE DO ESPECTRO DE VIsíVEL E DOS ESPECTROS DE

DICROíSMO CIRCULAR MAGN~TICO DA DESULFOREDOXINA ­

- COMPARAÇÃO COM A RUBREDOXINA

111.4.1 - TEORIA

A análise do espectro óptico da rubredoxina, feita por

Eaton e Lovenberg com a ajuda de espectros polarizados de um

cristal único e do espectro de dicroismo circular magnético(DCM) à

temperatura ambiente permite tirar as seguintes conclusões (31):

duas transições de transferência de carga do enxofre para o ião

férrico dominam o espectro entre 15 000 e 30 000 cm-I. As duas

transições sao ambas permitidas, sendo de 6Al ~ 6Tl e de p~

rentesco tetraédrico. Ambos os estados excitados estão sujei-

-1
tos a distorções axiais. Os picos a 26 200 e 20 200 cm foram

atribuidos à transição 6Al ~ 6E e os picos a 28 800 e 17 700

-1 ~ . - 6 6 -cm a translçao Al~ A2. O desdobramento rombico do esta-

do excitado é menor do que metade da distorção axial. Pelo uso

dos dados de polarização do cristal único foi possivel relacio­

nar o eixo da distorção axial ocm a geometria do estado funda-

mental. O único eixo de distorção tem de ser ao longo do eixo

S4 do tetraedro Fe(S-R)4 sugerindo urna geometria do estado ex­

citado do tipo D2d"

Um estado excitado 6T2 de parentesco tetraédrico pode

ser desdobrado por distorções estáticas na vizinhança ou por

acoplamento spin-órbita. Para ilustrar o efeito destas duas

perturbações actuando conjuntamente Rivoal et aI. (54) calcul~

ram as matrizes da distorção uniaxial estática ao longo do eixo

S4' gerando urna simetria D2d, e a do acoplamento spin-Orbita.
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Na Figura 111.18 indicam-se as energias resultantes, em função da

razão entre os dois parâmetros, o parâmetro de distorção axial

V, e o parâmetro de acoplamento spin-Orbita ~, ambos definidos

nesta figura. No limite de distorção axial nulo os três esta-

dos de spin-órbita provenientes de 6T estão separados em ener-
2

gia por 5 ~/12 (J=7/2) , -2~/12 (J=5/2) e -7~/12 (J=3/2) . Por

outro lado, no limite de não-acoplamento spin-órbita temos só

dois estados 6E e 6B2" Um diagrama semelhante foi também cons­

truido para uma distorção estática de sinal oposto ao apresen~

tado (54).

Estudando a variação de temperatura do espectro de OCM

pode medir-se a contribuição do acoplamento spin-órbita na dis-

- 6 ~torçao do estado T2. No limite de acoplamento spin-orbita nulo

6 6 6o espectro de OCM correspondente às transições Al -+ E e B
2

seria independente da temperatura e consistiria qe um termo aI

e de um termo b O respectivamente. No outro extremo, de distor

ção axial zero e um acoplamento de spin-órbita de l~ ordem, o

espectro consistirá essencialmente de três termos c o dependen­

tes da temperatura, dois positivos e um negativo, corresponde!!,

6do a transições do estado fundamental das componentes de T
2,

nomeadamente U'3/2' E'5/2+ U'5/2 e E'7/2+ E"7/2+ U"7/2·

Além disso, uma análise do momento da banda completa peE

mite estimar o valor do sinal da constante de acoplamento spin-

-órbita do estado excitado (55). O sinal deste parâmetro pode

dar uma indicação do tipo de orbital envolvido na transição de

carga.

As experiências realizadas a baixa temperatura por RlVoaletal.

(54) evidenciam a presença de duas transições de transferência

de carga na região entre 15 000 e 28 000 cm-I. O primeiro
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~ E' 7/2, E"7/2' U' 7/2
.. \ 0,6
I

..
,. 0,4
l-

r E
,. b. /1+(;/b.)2-

r -0,2

~ -0,4

~ 6B2
-0,6~

U'3/2
~

° 0,5 1,0 0,5 O

b./V V/b.

Figura III.18 - Diagrama dos níveis de energia, mostrando

o efeito da aplicação da perturbação spin­

-orbita e distorção axial (D2d) a um esta

do 6T2. No caso da rubredoxina oxidada a

transferência de carga do enxofre para o

f . Ld - 6 T Aerro permltl a e T2 no grupo d. s esc~

las de energia estão normalizadas e os pa-

râmetros V, distorção axial e b., parâmetro

do acoplamento spin-orbita são definidos do

seguinte modo: 6 6V=-3/2 < T20 IVD2d I T20>

6 6
b. =- 2/ /35 < T2 I IE~ . u I I T2 >
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momento da banda de menor energia é consistente com uma transi

ção orbital tl~ 2e. O valor de ~ ~ 85 cm- l determinado experi

mentalmente pode ser usado para se determinar a importância rela

tiva do parâmetro de distorção axial V, necessário para obter a

separação de energia entre os picos a 17 800 e a 20 500 cm- l

Examinando a FiguraIII.18 ~seque o espectro só é compatIvel com

um valor de ~/V muito menor do que 0,1. Uma vez que ~ é muito

pequeno, V deve ser o responsável pela grande separação dos dois

picos no espectro de absorção. Portanto, V pode ser considerado

igual a 2 500 cm- l e ~/V < 0,01. Isto confirma o ponto de vista

de Eaton e Lovenberg, que consideram que a distorção axial é res

ponsável pelo desdobramento da banda. O acoplamento spin-órbita

é importante para explicar a dependência da temperatura do espe~

tro de DCM.

Esta análise só permite tirar conclusões acerca da geo-

metria do estado excitado de transferência de carga de menor

energia. Isto não está directamente relacionado com a simetria

do estado fundamental, como é observado por RPE, Raios-X ou

EXAFS.

III.4.2 - ESPECTRO OPTICO DA DESULFOREDOXINA DE Q.gigas

Na Figura IIL19 apresenta-se o espectro de Ultra-Violeta

e VisIvel da desulforedoxina comparado com o da rubredoxina de

Q.gigas.

O espectro da rubredoxina de ~.gigas é semelhante aos e!

pectros obtidos para outras rubredoxinas (11,46,56,57,58,13,59).
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Figura 111.19. Espectro de u.v.-visíve1 da desu1foredoxina

de D. gigas (--) e rubredoxina de D. gigas (--- --- -) na forma

oxidada. As concentrações são 9,6 . 10-5 M e 6,0 • 10-5 M

respectivamente (em ferro) •



-115-

A análise do espectro pode ser feita de maneira semelhante ao

realizado por Eaton e Lovenberg (31) e Rivoal et aI. (54). As

bandas a 515 e 493 nm são portanto resultado de um desdo­

bramento do primeiro estado excitado devido a um abaixamento de

simetria.

Se compararamos os espectros da desulforedoxina e da ru

bredoxina nos seus traços gerais, eles são bastante semelhantes

No entanto, no espectro de Visível da desulforedoxina não é dis

cernível o desdobramento das bandas, distinctamente observado

no espectro da rubredoxina. Em primeira análise, estas obser­

vações levam-nos a concluir que o primeiro estado excitado de

transferência de carga nao está desdobrado, o que indicaria uma

maior simetria para o caso da desulforedoxina.

111.4.3 - ESPECTROS DE DICRO!SMO CIRCULAR MAGN~TICO

Para aprofundar melhor as diferenças entre a desulfored2

xina e a rubredoxina traçaram-se os seus espectros de dicroísmo

circular magnético (OCM) a baixa temperatura, para as formas

oxidadas e reduzidas. Nas Figuras 111.21 e 22, apresenta-se uma

comparaçao dos espectros das duas proteínas. Os espectros da

rubredoxina de Q.gigas são semelhantes aos observados por Eaton

e Lovenberg ( 3l) e Rivoal et aI. (54) para outras rubredoxinas.

Como se pode ver no espectro de DCM a baixa temperatura,

a banda correspondente à do espectro de visível a 507 nm aprese~

ta-se desdobrada. No entanto não é tão nítido o desdobramento,

em comparaçao com o da rubredoxina e a diferença entre os dois

máximos é muito menor. Isto está de acordo com as conclusões
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Figura 111.20. Espectros de dicroismo circular magnético das

formas oxidadas da desulforedoxina ( A ) e rubredoxina B)

de O.gigas ás temperaturas indicadas. Inseridas na figura são

indicadas a dependência da temperatura de algumas das bandas

de absorção.
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que se tinham tirado quando da observação do espectro de visí­

vel. O desdobramento do 19 estado excitado de transferência de

carga é menor no caso da desulforedoxina.
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111.5 - ESTUDOS DE RESSONÂNCIA MAGNtTICA NUCLEAR NA DESULFO­

REDOXINA DE D.gigas - COMPARAÇÃO COM A RUBREDOXINA

111.5.1 - INTRODUÇÃO

A ressonância magnética nuclear tem sido pouco aplicada

a rubredoxinas, sendo a rubredoxina de f.pasteurianum a única

à qual foi aplicada esta técnica (42). A razão principal do po~

co sucesso obtido por aplicação desta técnica deve-se ao elevado

momento magnético do ferro de spin elevado das duas formas redox

e à elevada relaxação dipolar com ele associada.

As susceptibilidades magnéticas desta proteína nos dois

estados de oxidação foram determinadas pelo método de RMN descri

to na Secção 11.10.1 e obedecem à lei de Curie. Philips et aI.

(42) determinaram um valor de 5,85 ± 0,2 ~B para a forma oxidada

e 5,05 ±0,2 ~B para a forma reduzida (48). Estes resultados sao

compatíveis com ferro(III) the spin alto na forma oxidada e

ferro (II) de spin alto na forma reduzida.

Os espectros de ressonância magnética nuclear de proteínas

sem estrutura terciária podem ser reproduzidos relativamente bem

por uma sobreposição dos espectros dos ácidos aminados componen­

tes entrando com a proporção relativa destes (60). No entanto,

o espectro de RMN de uma proteína diamagnética é geralmente dife­

rente do espectro obtido para a forma desnaturada, devido a per­

turbações locais resultantes do enrolamento da cadeia polipeptí­

dica. Além disso, na rubredoxina as ~sonâncias devem ser afec­

tadas por desvios de contacto e efeitos de relaxação devido ao

paramagnetismo de ambas as formas redox da proteina.
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A identificação de ressonâncias sujeitas a desvios de

contacto é relativamente fácil pois a sua dependência da tem­

peratura é semelhante à da susceptibilidade magnética. As resso

nâncias não afectadas por desvios de contacto são independentes

da temperatura a não ser que a proteína sofra mudanças conforma­

cionais com a temperatura.

As ressonâncias dos protões nao permutáveis de uma pro­

teína nativa (os protões CH da cadeia lateral e os protões -CH

da cadeia principal) encontram-se na região de -2 a 9 ppm.

As ressonªncias que ocorrem fora desta região podem

ser devidas a protões sujeitos a campos produzidos por correntes

de anel devidas a aneis aromáticos, ou a protões sofrendo inter­

acçoes de contacto do centro paramagnético.

Na Figura III. 22 .. apresentam-se os espectros de RMN da

forma oxidada e reduzida da rubredoxina de f.pasteurianum (42).

Os espectros das duas formas são diferentes. Na rubredoxina exis

te a possibilidade de em ambos os estados redox haver ressonâncias

desviadas por interacção de contacto e alargadas por relaxação

dipolar. Nas zonas de +9 a +40 ppm e de -1,5 a -27 ppm foram

pesquisadas ressonâncias sujeitas a desvios de contacto. As úni­

cas ressonâncias dependentes da temperatura foram as ressonâncias

designadas por e , "4' e n na forma reduzida (Figura III. 23) .

Devido às larguras destas linhas, posição e dependência

da temperatura, os protões que originaram estas ressonâncias devem

estar sujeitos a desvios do tipo pseudo-contacto. A ausência de

outros desvios de contacto nos espectros de ambos os estados

redox da rubredoxina só pode ser atribuido ao elevado momento

magnético do ferro de spin-alto em ambos os estados de oxidação e

à elevada relaxação dipolar. Neste caso os protões afectados es­

tariam tão desviados e alargados que seria impossível detectá-los.
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~~ ~~~~ reduzida

~
! I I I I I I

10 8 7 6 4 3 2 1 O -1 ppm

Figura III.22 - Espectro de RMN da rubredoxina de f.pasteurianum

a 220 MHz, T = 318 K (42).

\

1 O -1 -2 -3 -4 -5 -6 pprn

Figura III.23 - Espectro de RMN da região a campo alto da

rubredoxina reduzida de f.pasteurianurn a 220 MHz,

T = 300 K (42).
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Possivelmente a única razao para o facto de observarem três res-

sonância na forma reduzida é o momento magnético do ferro (II) ser

muito menor.

111.5.2 - RESULTADOS

111.5.2.1 - Susceptibilidade Magnética

Determinaram-se as susceptibilidades magnéticas da rubre-

doxina e desulforedoxina de ~.gigas na forma oxidada e reduzida

pelo método descrito na Secção 11.10.1. Ambas as formas oxidada

e reduzida das duas proteinas são paramagnéticas e as suas susceE

tibilidades magnéticas seguem a lei de Curie.

Na Tablea 111.9 apresentam-se os valores dos momentos

magnéticos efectivos de ambas as proteinas nos dois estados de

oxidação, assim como uma comparaçao com o valor obtido para a

rubredoxina de ~.pasteurianum.

TABELA 111.9

forma oxidada

3 P
10 ,X

M

forma reduzida

l1 eff

Des ulforedoxina

Rubredoxina

Rubredoxina de
f·pasteurianum(48)

18,1

13,62

5,70

5,73

5,85

13,10

10,13

4,90

4,96

5,05

25

28

4-60
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Os valores dos momentos magnéticos da rubredoxina e desul

foredoxina de Q.gigas mostram que o ferro está na forma de Fe(111)

com spin alto na forma oxidada e na forma Fe(11) com spin alto na

forma reduzida. Os valores são semelhantes aos da rubredoxina de

~.pasteurianum (42). Em relação às propriedades magnéticas parece

não haver diferença entre o centro de ferro da rubredoxina e o da

desulforedoxina.

111.5.2.2 - Espectros de R.M.N.

Na Figura 111.24 apresenta-se o espectro de RMN da forma

oxidada e reduzida da rubredoxina de Q.gigas. Os espectros não

diferem grandemente dos obtidos com a rubredoxina de ~.pasteurianum.

Não se observam outras ressonâncias nas regiões de -5 a-27,S ppm

e de +10,0 a +40,0 ppm. A rubredoxina oxidada contudo origina es­

pectros com pior resolução do que a rubredoxina reduzida, especial

mente na região de campo baixo. Não se observaram picos desloca­

dos da região normal de um espectro de uma proteína e portanto não

há picos que possam ser identificados imediatamente como estando

sujeitos a desvios de contacto.

Na Figura 111.25 apresentam-se os espectros de RMN da for­

ma oxidada e reduzida da desulforedoxina de Q.gigas. são espec­

tros de baixa resolução devido sobretudo ao paramagnetismo dos

dois estados redox. Como acontece na rubredoxin~não se observam

ressonâncias na região de -27,5 a -1,5 ppm e de +10 a +40 ppm.

Portanto, não há ressonâncias que possam ser identificadas imedia­

tamente como sujeitas a desvios de contacto. Na região aromática

só deveria ser observada a ressonância do único resíduo aromático

que é uma tirosina. No entanto, observa-se um conjunto de resso-
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la 9 8 7 6 5 4 3 2 1 O -1 -2 ppm

Figura III.24 - Espectro de RMN da rubredoxina de ~.gigas a

270 MHz, T = 310 K
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oxidada

reduzida

ppm 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 a -1 -2 -3

Figura IrI.25 - ~spectro de RMN da desu1foredoxina de ~.gigas a

270 MHz, T=303 K.
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nâncias entre +10 e +5 ppm. Estas ressonâncias nao sao dependen­

tes da ,temperatura, como se pode observar na Figura 111.26.

Quando se desnatura uma amostra de desulforedoxina (por

aquecimento prolongado a 1000C) e se realiza o espectro de RMN,

só se observa na região aromática a ressonância da única tirosina

desaparecendo todas as outras ressonâncias que se observam na re­

gião aromática da proteína nativa (Figura 111.26). No entanto,

se traçarmos espectros até temperaturas de 60 0C, as ressonâncias

da região entre 10 e 5 ppm nao desaparecem.

A técnica de RMN não é a mais indicada para o estudo deste

tipo de proteínas, como sugerimos anteriormente. Devido ao elevado

momento magnético do ferro tanto na forma oxidada como na forma

reduzida, os espectros resultantes são de baixa resolução e pouco

informativos. Não se observam ressonâncias sujeitas a desvios de

contacto ou de pseudo-contacto, pois a sua posição e largura devem

torná-las muito difíceis de detectar.

Contudo, existe uma diferença entre o espectro da desulfo­

redoxina e o da rubredoxina. são as :ressonâncias que se observam na

região aromática da desulforedoxina, independentes da tempera­

tura. Uma possível explicação para a presença de ressonâncias na

região aromática (sem pertencerem a resíduos aromáticos, uma vez

que existe só uma tirosina) será a existência de uma região que,

devido à estrutura da proteína, não é acessível à permuta com o

solvente. Possíveis candidatos seriam os grupos NH da cadeia

polipeptídica si tuados numa regi.ão em que a permuta não se pode

dar.

Estudos de Raio-X em p roçrze s s o poderão confirmar esta

hipótese, que ficamos a aguardar com interesse.
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APOS DESNATURAÇKo

303 K

293 K

283 K

273 K

11 9 7 5 PPM

Figura 111.26 - Dependência da temperatura da região aromática

da desu1foredoxina oxidada. O espectro superior repre­

senta a região aromática de uma amostra de desu1foredo­

xina desnaturada.
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111.6 - ESTUDOS DE RESSONÂNCIA PARAMAGNtTICA ELECTRONICA

E DE MOSSBAUER NA DESULFOREDOXINA - COMPARAÇÃO

COM A RUBREDOXINA

111.6.1 - INTRODUÇÃO Â TEORIA DA ESPECTROSCOPIA DE MOSSBAUER

E R.P.E.

Na espectroscopia de visível e U.V. o que se observa

sao transições entre o nível electrónico fundamental,e o ní­

vel excitado. Na espectroscopia de Môssbauer, ou seja na res

sonância nuclear por radiação y as transições observadas dão-

-se entre o estado fundamental do núcleo e o seu primeiro es­

tado excitado. Para o núcleo do 57Fe a energia do quantum

de energia E" = 14,4 KeV com umay

largura a meia altura de r=4,7xlO- 9 eV (esta largura é dada

pelo tempo de vida do

~ -13matica (f/Ey=3.l0 )

estado excitado). A radiação monocro­

emitida por uma fonte (57Co embebido

numa matriz apropriada tal como cobre ou rádio) penetra a

amostra (a proteína em estudo) e a radiação transmitida é

detectada por um contador proporcional.

Uma das maiores diferenças em relação aos outros H.pos de

espectrosa:lpia é o facto de as absorções observadas corresponderem

a transições altamente energéticas comparadas com as transi-

ções observadas entre os spins nucleares em RMN ou transições

electrónicas observadas na espectroscopia de U.V. e visível.

A fonte de radiação tem de ser um núcleo radioactivo do mesmo

isótopo no qual a absorção ocorre. A fonte decai de um esta­

do excitado para um estado fundamental, emite radiações e
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excita um núcleo idêntico, pertencente à amostra absorvedora,

ao mesmo estado excitado.

Uma das vantagens deste tipo de espectroscopia deve-se à

relação fonte e absorvedor, o que torna inequivoca a origem quí­

mica das linhas de absorção. Se a fonte é um isótopo excitado de

ferro só os núcleos de ferro poderão absorver na amostra.

A variação da frequência num espectro de Môssbauer é

feita por movimento da fonte. O facto da fonte ser um estado

excitado de tempo de vida bastante grande faz com que a radia­

ção seja altamente monocromática. Movendo a fonte em relação

à amostra utiliza-se o efeito de Doppler electromagnético que

modifica a energia da fonte de radiação ~ conforme a fonte se

afasta ou se aproxima da amostra. O desvio de Doppler na ener

gia da fonte é E '=(v/c)E onde v é a velocidade da fonte e cy

é a velocidade da luz. A radiação transmitida através da amos
57tra é registada em função da velocidade (para Fe, lmm/s=4Bx

xlO- B eV=11,6 MHz). Esta resolução é adequada para conseguir

resolver as interacções hiperfinas(tipicamente da ordem de

5 10 - 7 ) ... 1 57 1 ...x ev do nuc eo do Fe com a vizinhança e ectronica.

Os desdobramentos hiperfinos dos níveis nucleares reflectem

as interacções electrostáticas e magnéticas dos momentos nu-,

cleares com os electrões d. Por sua vez a distribuição dos

electrões d depende da vizinhança quImica e estrutural do

átomo de ferro.

Há dois factos que fazem com que a espectro~

copia de MOssbauer seja uma técnica importante. Primeiro

observa-se sempre um espectro de Môssbauer qualquer que seja

a carga ou estado de spin do ferro (não há ferro silencioso

em Môssbauer). Segundo, o espectro de Môssbauer é caracteris

..,
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tico do estado de oxidaç~o e do valor de spin do ferro.

As proteínas de ferro enxofre que têm 'sido isoladas

têm o átomo de ferro coordenado a quatro átomos de enxofre

dispostos num tetraedro distorcido. Pela teoria do campo

cristalino, a coordenação tetraédrica produz sempre um cam-

po fraco e o ferro por consequência está no

i ~. 3+ ( )5-sp n. Portanto, ferro ferr1co Fe , 3d

2+ 6
e ferro ferroso Fe (3d) tem um spin 8=2.

estado de alto-

tem um spin S=5/2

Os ferros III e II de alto spin mostram caracte-

rísticas específicas nos espectros de M~ssbauer e é possível,

em geral, caracterizar a carga e o estado de spin do ferro.

Ferro(II) de alto spin tem geralmente um desvio isomérico

mais positivo do que o ferro (III) de alto spin. Além disso

o desvio isomérico é menor para coordenação tetraédrica do que p~

ra octaédrica e menor para ligandos sulfurados do que para os

oxigenados (ye~ Tabela III.lO) .

TABELA III.lO

IS (mm/s) [~EQ) (mm/s) -A(MHz)

Fe 3+-O(6) 0,35-0,60 ~ 0,9 26-29

( 4) 0,3-0,4 -t:. 0,9 22-28

Fe 3+-S (6) 0,2-0,45 " 0,8 18-26

(4 ) 0,J.5-0,25 ~ 0,5 12-27

Fe 2+-O(6)
0,9-1,3 ~ 4 17-38

(4 ) 0,8-0,95 .f 2,5

Fe 2+-S(6)
0,8-1,° 22

(4 ) 0,5-0,7 ~ 3,2 10-26
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III.G.l.l - O Hamiltoneano Nuclear

Os desdobramentos em energia dos níveis nucleares são

descritos pelo hamiltoneano nuclear

I +
eQ Vz z

12
( 1)

-+-

onde gnBn I é o momento magnético nuclear (g~=gg=O,180

para o estado fundamental e gn=ge=O,103 para o estado excitado).

He f f é um campo magnético efectivo que actua no núcleo. Este

termo representa a interacção de Zeeman do momento nuclear

-+- .... •
~n=Bngn I com um um campo externo H (Flgura 111.27)

O segundo termo representa a interacção do momento de

quadrupolo Q do estado excitado com um tensor do gradiente

Q = O.

e o parâmetro

componentes do ten
v ­
yy

sor segundo os eixos principais; n = ------~--

do campo eléctrico (V , V e V sao asxx yy zz v x x
v zz

de assimetria). para o estado nuclear fundamental,

-+- ~

Na ausência de interacções magnéticas He f f = O e so o esta-

do excitado é desdobrado de um valor 6EQ=1/2 e Q Vz zli+l/3 J.
6EQ é o desdobramento do quadrupolo e é dado em unidades de

velocidade (Figura 111.28).

Além das interacções de quadrupolo e magnéticas

o espectro de Môssbauer dá-nos uma outra grandeza, o desvio

isomérico,ô. Este último resulta da diferença da distrubui­

ção da carga nuclear nos estados fundamental e excitado. O

desvio isomérico é proporcional à densidade electrónica, s,

no núcleo e origina um desvio total do espectro, relativo à

velocidade zero (ver Figura 111.29).
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Em geral estes termos estão presentes simultânea-

mente e as "pattern" hiperfinas resultantes são complexas

e têm que ser analisadas por computador. Esta complexidade

provém em geral, da anisotropia espacial
~

He f f, da sua

orientação relativa ao tensor, do gradiente do campo, da tem

peratura e do campo magnético aplicado.

111.6.1.2 - O Hamiltoneano do Spin

O espectro de Mõssbauer depende directamente das

propriedades dos estados electrónicos devido às interacções

hiperfinas. Portanto, estudando os desdobramento hiperfinos

dos níveis nucleares pode inferir-se da natureza do estado

electrónico de mais baixa energia. As caracterfsticas des-

tes estados, por sua vez, dão origem a informações estrutu-

rais e químicas. Em geral é útil conhecer o desdobramento

do "zero-field" e a estrutura hiperfina do estado electrónico

de menor energia dada por um certo número de parâmet.ros.

Isto é conseguido pelo hamiltoneano de spin.

Um hamiltoneano adequado para descrever os nossos

resultados será dado por:

( 2)

sendo: He = D [S;-1/2 S(S+l) + E/D (S~

-+ -+ -+ -+ -+ -+
e ( 4)



-136-

He depende só de variáveis electrónicas. Os três

primeiros termos da equação 3 ) representam o desdobrameg

to do "zero field" e Sx' Sy e Sz são as componentes do oper~

dor do spin electrónico num sistema de coordenadas adequadas,

fixado para a molécula. O último termo da equação ( 3

é a interacção electrónica de Zeeman que tem de ser especi:

ficada por um tensor g. Em RPE estamos só interessados em He•

Os termos da equação ( 4
-+ -+

descrevem as interacções

hiperfinas. S. A • I representa a interacção magnética da
-+ -+

núvem electrónica com o núcleo; I. P • I é a interacção de

quadrupolo, "que quando expressa no sistena cE, 'eixo;; do tensor do

gradiente do campo eléctrico, toma a forma especificada na

equação (1 ). Finalmente o último termo é o termo de

Zeeman nuclear que descreve a interacção do momento nuclear
-+ -+

gn 6n I com um campo aplicado H •

Nas equações ( 3 ) e ( 4 as grande zasdos tenros correspo,!!

dentes às Várias interacçx)es estão dispostas -por ordem decrescente. Os par§

metros do desdobramento do "zero field" são da ordem de gra!!

-1deza de alguns números de onda (D·c::6-10 cm para proteínas

h ~ . D 1 5 -1 e 8 cm- l ub d' . d dem1cas, =, cm para a r re OX1na OX1 a a

e reduzida, respectivamente; -1D >1 cm para siderocromos) •

Para campos exteriores pouco intensos, de cerca de la gauss,

a interacção electrónica de Zeeman é comparável com os termos

do desdobramento do "zero field"; para campos aplicados

maiores que 100 gauss os termos electrónicos dominam a inter

acção hiperfina. Nestas condições é possível separar as

coordenadas nucleares e electrónicas e a equação ( 4 ) pode
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ser trans formada em:

I + IHh f = <5 > A
.... ..

p I ( 5)

Na equaçao ( 5)
...

<5) representa um valor expectável do

spin electrónico, calculado de nodo apropriado. A estrutura fina

(desdobramento de "zero field") e os termos de Zeeman elec-

trónico, são elevados comparados com as interacções hiperf!

nas e o eixo de quantificação do spin electrónico é inteira-

mente comandado pelo sistema electrónico e o efeito do nú-

cleo na orientação do spin é desprezável. Isto permite-nos

~ --substituir o operador 5 pelo seu valor expectavel, que e de-

terminado por He•

A equação

seguinte modo:

5 ) pode, em consequência, ser escrita do

-+ -+
I + I p

....
I

(6 )

-+ ...
A Hi n t =-<5> • A/gn~ dá-se o nome de campo magnético

interno do núcleo. Sobre o núcleo actua um campo

. magnético efectivo, correpondente à soma vectorial
... ~ ..
He f f = Hi n t + H. As equações ( 5 )e( 6 ) estabelecem a rela

ção entre o hamiltoniano de spin (equação 2 ) e o hamiltoniano

nuclear (equação 1 ). Uma vez que <S> depende através de fI ,dee

D, E e g, estes parâmetros electrónicos podem ser deteE

- ~minados pelo espectro de Môssbauer. Alem disso, <5 >depende

da temperatura T e da intensidade e orientação do campo magn~
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-+
tico aplicado H. Portanto, a forma do espectro de MOssbauer

pode ser modificada por variação das condições experimentais,
-+

ou seja, T e H.

111.6.1. 3 - Aplicação do Formalismo do Hamil toniano a um

Sistema de Krarner

Os sistemas de Kramer têm uma característica comum: Na

ausência de um campo aplicado os níveis electrónicos são pelo

menos duas vezes degenerados: a maior parte são dobletes

(dobletes de Kramer).
..

Em geral, qualquer sis~ema com um nu-

mero ímpar de electrões, isto é, com um spin electrónico igual

a metade de um número inteiro, origina dobletes de Kramer com

propriedades magnéticas observáveis. Os desdobramentos hiper­

finos magnéticos detectados em espectroscopia de MOssbauer
...

(Hint~ O, <S) ~ O) e as transições magnéticas detectadas em

espectroscopia de RPE são algumas das características destes

sistemas de Kramer. Em sistemas com S ~ 3/2 o termo do desdo-

brarnento "zero-field" remove' a degenerescência de 2S+l vezes

e obtém-se (2S+l)/2 dobletes de Kramer (ver Figura 111.30).

,.
1 ±5/2,.,.,., 3,53 D,,.,,

t
,.
;:;: -- --- --- ±3/2
" .. ....

.... 3,53 D...
"" l.... ... ±1/2

"zero-field" splitting E/D=0,33

Figura 111.30 - Exemplo S = 5/2
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Para campos aplicados fracos, tais corno SeH« I D !

os dobletes estão bem separados e o campo aplicado não mistu

ra os dobletes. Cada doblete pode ser tratado com um spin

fictício Sl= 1/2; os dados de RPE e MOssbauer sao muitas ve-

zes analisados desta maneira. Para tempos de relaxação de

-Gspin electrónico longos (Te >10 s) cada doblete dá origem

a um espectro de Môssbauer separado.

III.G.l.3.l - sistema com S = 5/2

Vamos considerar agora ferro (III) de spin-alto

(S = 5/2}. Muitas proteínas contém este tipo de ferro em diferentes

vizinhanças (hemos, siderocromos, dioxigenases e rubredoxina).

Corno estamos interessados em sistemas parecidos com o da rubre

doxina vamos utilizá-la como exemplo.

Para o ferro (III), de spin-alto a equaçao (2)

simplifica-se, urna vez que tanto a interacção electrónica de

Zeeman corno a interacção magnética hiperfina são em geral iso
~ ~ ~

tropicas (geSe H • S

to do "zero field" na

~ ~

e Ao S • I i .

equação ( 3

o termo do desdobramen

remove parcialmente a

degenerescência do sexteto e obtêm-se três dobletos de Kramer.

Usando então o spin fictício para cada dobleto S'= 1/2, as

propriedades de Môssbauer e RPE para cada dobleto podem ser

descritas por:

A

H =
-+
SI.

~ ~.

H + S' A.
l

~ ~

I + I P
~

I ( 7)
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As equaçoes ( 7 ) e ( 2 sao equivalentes se esco-

lhermos apropriadamente os tensores gi e Ai para cada um dos

três dobletos com i = 1,2,3. Para ferro (III) de spin elev~

do, ge = 2,00023; assim o tensor g depende só de E/D. Nes

te formalismo as componentes do tensor Ai são proporcionais

às do tensor gi. Especificamente teremos:

A A Az Ax ...:i.. o (8)= = - = -
gx gy gx ge

para cada um dos três dobletos.

Peisach et alo (61) e Blumberg e Peisach (62) estudaram

por ressonância paramagnética electrónica a rubredoxina de

Pseudomonas oleovorans. Como já tinha sido observado para

várias rubredoxinas, (57,63) aquela apresenta um sinal compl~

xo a g = 4,3 e a temperaturas muito baixas detecta-se um sinal

a g = 9. Para temperaturas inferiores a 9K e à medida que

diminui a temperatura, o sinal a g=4,3 diminui de intensidade

e o sinal a g=9,4 aumenta de intensidade. Isto pode explicar-

-se pelo facto de o sinal a g=4,3 provir de um dobleto de

Kramer (dobleto do meio) que se torna despopulado à medida

que a temperatura diminui, enquanto que a ressonância a g=9,4

provém do dobleto fundamental que se torna mais populado à

medida que a temperatura diminui.

Na Figura 111.31, apresenta-se um gráfico dos valores

de g de cada um dos dobletos de Kramer em função do valorx,y,z

de À=E/D. Como se pode ver pelo gráfico o valor de À para a

rubredoxina aproxima-se muito do limite À=1/3.
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Recentemente, Debruner et aI. (64,65) estudaram deta-

lhadamente a rubredoxina de C10stridiurn pasteurianurn. Na

Figura 111.32 apresentam-se os espectros de Môssbauer a bai-

xa temperatura. A forma destes espectros é facilmente perce-

bida com a informação obtida por espectroscopia de RPE.

A temperatura baixa, 1,5 K, só o dobleto de Kramer fun-

damental está populado. O espectro de Môssbauer associado a

este dobleto é um espectro simples de seis linhas (Figura 111.32)

A direcção dum campo magnético aplicado não afecta muito as

intensidades; isto implica que o dobleto fundamental tenha

um eixo fácil de magnetização. Esta direcção tem de ser a da

componente com g = 9,4, isto é, a direcção do eixo dos yy

do termo de desdobramento do "zero field" (o spin electrónico

e portanto Hi n t tende a alinhar-se ao longo do eixo dos yy,

Do desdobramento magnético total obtém-se

qualquer que seja a orientação da molécula relativa ao campo

aplicado~ Portanto, os desdobramentos dos níveis nucleares

são independentes da orientação, obtendo-se seis linhas bas-

tante aguçadas).

H =int,y

= - AI <s'y> /(g S ) = - 365 KG. O desdobramento de qua-,y n n

drupolo,que é pequeno comparado com o desdobramento magnético,

desvia as quatro linhas interiores (para a esquerda) relati-

vamente às duas linhas exteriores (que se desviam para a di-

reita) de urna quantidade proporcional a eQVyy ' que é a com­

ponente do tensor de quadrupolo ao longo do campo interno pre-

valecente (eQvyY ~ 0,56 mm/s).
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Figura III.32 . Espectros de Mossbauer duma solução de rubredoxina

de C.pasteurianum num campo magnético de 1,3 KG aplicado perpendi­

cularmente à radiação ~ de observação: (a) a 1,5 K , (b) a lO K ,

e (c) a 20 K .As linhas a cheio representam as simulações teóricas.

Os parâmetros usados foram: D=2, 5~ 0,5 K , E=O, 43:!:-0, 03 K , /,=0, 3~0, 1 ,

A E
Q=

-0,5+0,1 rnrn/s , '1= 0,2+0,1, A = -22,7+1,5 MHz "
- I - X -

A = -21,5+0,4 MHz , A = -23,5+0,4 MHz , r =0,3 rnrn/s (largura a meiay - z-
altura) .
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A 4,2 K tanto o dobleto de Kramer do meio como o supe­

rior começam a estar populados, sendo as populações dadas p~

la distribuição de Bolzmann. A teoria (equação 8

prediz que o desdobramento magnético do dobleto do meio no es

pectro de MOssbauer seja metade do dobleto fundamental. O

aumento de absorção na Figura III. 32 entre a gama de - 3 mm/s

e +3 mm/s é essencialmente devido ao dobleto do meio. Além

disso o espectro da figura 11132 mostra outros picos a -6,5 mm/s

e +5,5 mm/s e um ombro a +6,5 mm/si estas linhas provém do

dobleto superior. Para este dobleto o hamiltoneano de spin

para E/D = 0,28 prediz um tensor g3= (0,65, 0,41 e 9,77).

Estes valores de g predictos para o dobleto superior originam

um espectro de MOssbauer semelhante ao do dobleto fundamental

com uma diferença: agora o valor dominante de g é gz=9,7, isto

é, o campo interno tem um eixo fácil de magnetização ao longo

do eixo dos zz e o espectro mede vzz(eQVz z= -1,0 mm/s). O

desdobramento magnético para o dobleto superior é 13% maior

do que o dobleto fundamental. Isto contradiz a suposição im-

posta pela equação ( 8 ) de que a interacção magnética é

isotrópica.

A figura 111.33 mostra espectros simulados para cada

um dos dobletos de Kramer. Para ter em conta os resultados

experimentais da Figura 111.32 estes espectros têm que ser

adicionados de acordo com a população de cada dobleto. Isto

dá um resultado interessante. O hamiltoneano de spin com

E/D = 0:,28 prediz uma razão de energia E'3/E2 = 2,12 do do­

bleto superior e do meio relatívo ao dobleto fundamental; os

dados de MOssbauer necessitam de uma razão E
3/E2 = 3,3 ± 0,5.
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indicados na Figura 111.32 .
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Spartalian e Oosterhuis ( 66) acharam que era necessário, para

interpretar os resultados de Môssbauer e RPE de alguns sidero­

cromos, aumentar o hamiltoneano de spin da equação (9)

com um termo de quarta ordem

M = O ~ (S4 + s4 + s4 707
s -6- x y z 16

A introdução deste termo permite variar a razao E3/E2

enquanto se mantêm os valores de g

Escolhendo E/O = 0,17, ~ = 0,3 e O

à volta de g = 9 e 4,3.

-1
= 1,76 cm Oebruner (65

foi capaz de conciliar os dados de RPE e Môssbauer. As cur-

vas teóricas na Figura III.33 foram sil'lllulados utilizando o conjunto

de parâmetros apresentados na Figura 111.32.

A parte isotrópica da interacção magnética hiperfina

Aa v = Ao = -22,6 MHz é consideravelmente inferior a

-30 MHz, valor observado para compostos altamente iónicos. O

valor de Ao é semelhante ao encontrado para o sItio ferro (III)

das ferredoxinas de [2Fe-2S] reduzidas e parece ser indicativo

de coordenação tetraédrica a enxofre. O valor baixo de Ao

indica que os electrões d estão altamente deslocalizados na

rubredoxina.

Em conclusão, ferro de spin-alto dá origem a três doble

tos de Krarner, cada um com espectro de M8ssbauer diferente

(isto só é verdade se a velocidade de relaxação do spin electró
_., ..-

nico fo.r lenta, comparada com a frequência de precessao nuclear) •

A temperaturas tais que KT é comparável com o desdobramento de

II ze r o- f i e l d " obtem-se um espectro composto. Os espectros com'::

ponentes contribuem de acordo com a população do dobleto de
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Kramer a que estão associados. Decompondo apropriadamente os

espectros traçados a temperaturas diferentes pode-se obter D,

o parâmetro do desdobramento de "zero field". ~ de notar que

os três espectros medem componentes diferentes do tensor de

quadrupolo. Para velocidade de relaxação do spin electrónico

rápida (o spin saltando rapidamente entre os estados do sex-

teto de spin termicamente acessrveis) não se observa desdobra

mento hiperfino magnético. Contudo, a aplicação de campos

magnéticos intensos induz um campo magnético interno que é
-+

proporcional ao Ao e ao valor expectável de <S > obtido por mé-

dia térmica. Este último depende dos parâmetros do "zero-field"

e da temperatura. Portanto quer a velocidade de relaxação seja

lenta ou rápida é sempre possrvel determinar a interacção hipeE

fina magnética e os parâmetros de estrutura fina.

111.6.1.4 - Sistemas não-Kramer

Todos os sistemas não-Kramer têm uma c araccer Ect í.ca

-+ -comum: < S> e por consequencia Hi n t são iguais a zero a não

ser que a amostra seja estudada num campo aplicado elevado.

Consequentemente, para "zero-field"só interessa considerar a

interacção de quadrupolo e o espectro consiste de duas linhas

de absorção, um dobleto de quadrupolo. Experimentalmente ob-

tem-se o desvio isomérico ó e o valor mas não o sinal do desdo-

bramento_ de-",quadrupolo. Se um dos estados electrónicos orbitais

de mais baixa energia se torna populado então A E
Q

é dependente

da temperatura.
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Vamos agora falar de sistemas com S~O que é o caso das

rubredoxina e desulforedoxina reduzidas.

Os espectros de MOssbauer de iões não-Kramer sao muito

ricos em informação, uma vez que o campo magnético interno p~

de ser induzido por aplicação de um campo magnético elevado.

Isto permite a determinação do desdobramento do "zero-field"

e de parâmetros hiperfinos. O efeito de MOssbauer é particu-

larmente útil uma vez que os iões não Kramer não são observá-

veis em RPE, visto que o estado fundamental é um singuleto

não magnético.

Como exemplo vamos só discutir algumas características

do ferro (II) de alto-spin (S=2) caso da rubredoxina e desul

foredoxina reduzidas. Para simetrias mais baixas que trigonal

e tetragonal a degenerescência de grau cinco do quinteto de

spin é completamente removida pelo termo do desdobramento de

"zero-field" (O, E~O eq). No entanto este desdobramento é

maior do que a energia de ressonância usada em RPE e nao se

observa sinal devido a transições entre estes níveis. Na au­

sência de um campo magnético aplicado, um estado singuleto

não tem momento magnético «5> = O) e o espectro de MOssbauer

consiste só de um dobleto de quadrupolo. No entanto, um cam

po magnético aplicado mistura os estados electrónicos e pr~

-+
duz uma pOlarização. O valor expectável de spin <S> ~ O

deixa de ser zero. A baixas temperaturas só o singuleto de
-+

mais baixa energia é populado e o valor <S> que aparece na



equaçao (6)
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diz só respeito a este estado. A alta tem-

peratura outros estados de spin estão populados. Se a velo­

cidade de relaxação do spin electrónico é rá9ida (isto é o

spin salta rapidamente entre os níveis termicamente populados)

o valor expectável < S > e uma média térmica tomada

sob todos os estados de spin e o espectro resultante é único.

Se a velocidade de relaxação electrónica é lenta cada nível

de spin populado dá origem a um espectro de Môssbauer cuja i~

tensidade é dada pelo factor de Boltzmann do respectivo estado.

A espectroscopia de Môssbauer de iões paramagnéticos

não-Kramer usando campos aplicados elevados (até 60 KG) tem

sido aplicada só recentemente (64,67,68,69).

As informações obtidas com esta técnica nao podem ser

obtidas com outras técnicas espectroscópicas.

Como veremos na desulforedoxina reduzida a aplicação de

campos magnéticos elevados permi tiu·-nos conhecer um certo núme

ro de parâmetros da estrutura electrónica não observáveis por

outras técnicas.

111.6.2 - ESTUDOS DE RESSONÂNCIA PARAMAGN~TICA ELECTRÓNICA

NA DESULFOREDOXINA

111.6.2.1 - Espectro de RPE da desulforedoxina

Na Figura 111.34 apresenta-se um espectro de RPE da

desulforedoxina na forma férrica a 4,8K. Observam-se sinais a

g= 7,7, 5,7, 4,1, e 1,8. Os valores de g observados podem
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Figura 111.34. Espectros de R.P.E. da desulforedoxina de D.gigas a 4,8 K ,potência de

micro-onda 0,2 mW ,frequência 9,24 GHz ,amplitude de modulação 10 G ,ganho 8 000 e con­

centração de proteína 1,1 mM.No canto superior da figura apresenta-se o diagrama dos ní­

veis de energia e os valores teóricos de g para go = 2,0 e E/D = 0,08 .
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ser reproduzidos por um hamiltoneano de spin válido para fer-

ro na forma de alto-spin (S=5/2)

He = O [s; - 1/3 S (S+l) + E/O (S; - S~)J + go 8 ; H

onde O e E sao os parâmetros de desdobramento do "zero-field".

o termo de desdobramento do "zero-field" remove a degeneres-

cência de grau seis do sexteto de spin para dar origem a três

dobletos de Kramer. Na Figura 11134 mostram-se estes doble-

tos para O > O e E/O = O, O8; mostram-se também os valores de g

teóricos para cada dobleto. Corno se vê este harniltoneano sim-

pIes reproduz bastante bem as ressonâncias

=7,7, gx=4,1 e gz=l,8 (para o dobleto

(para os níveis com mg = 3/2).

m =s

observadas a gy=

1/2) e gz=5,7

Estudaram-se várias amostras provenientes de"batches"

diferentes e todas elas contêm urna impureza que dá origem a

urna ressonância â volta de g=8,9 (ver Figura 111.34).

Este tipo de ferro foi encontrado nas amostras em qua~

tidades varáveis. Estava praticamente ausente em amostras

reconstituidas em que se usou urna quantidade de ferro menor do

que a quantidade estequeométrica. O sinal a g=8,9 não existe

só no material reconstituido mas também na desulforedoxina tal

corno e isolada.

Não se observou espectro de RPE na proteína reduzida.
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III.6.2.2 - Calculo do valor de D

Para determinar o valor de D, parâmetro do desdobramento

do "zero-field",que está relacionado como sabemos com a ener­

gia de separação entre os dobletos, traçámos um espectro de

RPE a 4,8 K. Usou-se o método de Aasa e Vãnngard (70) para

quantificar as concentrações de spin do dobleto fundamental e

do meio.

Como se sabe

e semelhantemente para I gy e I •gz

Utilizando os valores teóricos de g apresentados na

Figura III.34 calculou-se a intensidade do sinal a g=7,70

(dobleto fundamental) e a g=5,79 {dobleto do meio) que sao

respectivamente I 7,7=25,06 e I 5,79=7,22.

Como sabemos a população de cada um dos níveis está re-

lacionada com a diferença de energia entre estes

N (19 estado exci·tado)

N (estado fundamental)

ó ~ 2D para À= 0,08

= e

As áreas dos picos foram determinadas por pesagem.



-153-

~ (área de g=5,7)
-KT 71,5 24,06

e = x
794,0(- d 7 7)area e g= ,

D = 2,0

~

- kT = ln 0,300 = -1,2037

~

k = 5,78 K
-1

cm

Na nossa opinião, o dewar da Oxford Instruments nao

funciona de maneira a nos dar a temperatura da amostra com

maior precisão que 0,5 K numa gama grande de temperaturas.

Por isso não se calculou o valor a partir de estudos de varia

çao de temperatura.

Na Figura 111.35 mostra-se um conjunto de espectros

observados a várias temperaturas. Como era de esperar os 5i-

nais pertencentes ao dobleto fundamental diminuem de intensi-

dade com um aumento de temperatura, enquanto que os correspo~

dentes ao dobleto do meio aumentam de intensidade com um au-

lento de temperatura.

111.6.2.3 - Efeito da f?rça iónica num espectro de RPE

Quando se traça um conjunto de espectros de RPE da desul-

foredoxina em diferentes concentrações de nitrato de sódio, a

intensidade do sinal aumenta com o aumento da concentração de sal

até atingir um máximo.

Quantificando o sinal de RPE em relação ao citocromo P 450

corrplexado mm imidazol varifica-se que ao máximo de intensidade do

sinal se obtem 0,93 spin/Fe.
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Figura III. 35. Espectros de R.P.E. da desulforedoxina de

D.gigas em função da temperatura.Outras condições : potên­

cia de micro-onda 20)JJiJ (B,C e D) e 200.fW (A) ; frequência

9,23 GHz ; amplitude de modulação 10 G i ganho 2.10 4 (A) ,

10 4 (B) e 6,3.10 3 (C e D) •
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representa-se a intensidade do sinal

a g=7,8 em função da concentração de nitrato de sódio.

111.6.2.4 - Exemplificação de urna quantificação de spin

o citocrorro P450 ronplexado cam imidazol apresenta ressO'lâncias a

valores de 9 (2,53, 2,25 fa 1,85). Pela fórmula de . Aasa e

Vãnngard (70) a intensidade relativa a g=2,53 é igual a

(2,25)2 + (1,85)2

Pesou-se o pico do P 45 0+ imidazole a g=2,53 assim como

o pico a g=7,8 da desulforedoxina.

As concentrações em Ferro eram P 45 0=450 ~M e Dx=557~M.

*area ganho potência ( W) area corrigida

405 (g=2,53) 4xl0 4 2 4
P450

2,63xlO

892 (g=7 ,8) 4
200 2,13xlO·Dx 1,25xlO

* tendo em conta o factor de Aasa e Vanngard, potência e ganho

sera

A concentração de spins da amostra de desulforedoxina

2,13xl0 4 -2D/kTx 0,450 (1 + e ) .
2,63x10 4

Tornando D = 2,0 cm- l e T =10 K a concentração de

spins é 0,561 mM ou seja 1,01 spin/ferro.
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III.6.2.5 - Titulação redox

o potencial de oxidação-redução foi estimado a partir

de medidas dos sinais a g=7,72 e 5,73.

As intensidades destes dois sinais, em função do poten-

cial redox medido estam representadas na Figura III.37.

A curva que melhor se adapta aos valores experimentais

foi calculada para a redução de um electrão com o potencial

de meia onda de - 35 ± 15 mV.

II1.6.2.6 - Velocidade de relaxação

o sinal de RPE da desulforedoxina na forma oxidada pode

ser observado à temperatura de azoto líquido. A velocidade

de relaxação do spin electrónico parece ser bastante lenta

mesmo a estas temperaturas o que permite observar o

sinal.

lII.6 .2. 7 - Espectro de RPE da Rubredoxina de D. gigas

A forma oxidada da rubredoxina de Q.gigas apresenta um

espectro com sinais à volta de 4,02, 4,27, 4,61 e 9,4 (Figura

III.3B ). O espectro é muito semelhante ao observado noutras

rubredoxinas (61,62,63 ). O espectro foi interpretado por

Blumberg ( 62 ) como sendo devido aos dobletos de Kramer do

3+meio e fundamental do sistema Fe de alto-spin com um grande

grau de distorção rômbica. Â medida que a temperatura é dimi

nuida o sinal a g=4,27 diminui em intensidade uma vez que o
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Figura 111.37 • Curva de titulação redox da desulforedoxina

de D. gigas .As intensidades dos sinais de R.P.E. a g=7,8 (e)

e g=5,4 (6) foram medidas em função do potencial redox,em

Tris-HCl 0,1 M e pH=8,0 • As intensidades foram ajustadas de

modo a darem a mesma intensidade máxima. A curva teórica apre­

sentada na figura foi calculada a partir da equação de Nernst.
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dobleto de Kramer do meio se despolula e o sinal a g=9,4

proveniente do estado fundamental aumenta.

O hamiltoneano de spin (10) reproduz estes

valores de g para E/O = 0,25 (ver Figura 111.31).

Na figura 111.38 c0mpara-se o espectro da rubredoxina de

~.gigas com o da rubredoxina de f.pasteurianum. A única di­

ferença consiste no sinal a g=4,02 que é melhor resolvido na

rubredoxina de ~.gigas possivelmente devido a uma menor lar­

gura de linha.

111.6.2.8 - Determinação de potenciais redox de várias rubre­

doxinas

Nesta secçao vamos descrever os resultados obtidos pela

determinação dos potenciais redox de três rubredoxinas isola­

das de Desulfovibrio gigas ( 14 ), Desulfovibrio salexigens

18) e Desulfuromonas acetoxidans ( 17 ).

As titulações potenciométricas na presença de mediadores

de oxidação-redução foram seguidas por medidas de RPE de modo



-161-

a determinar os potenciais de oxidação-redução dos centros

activos como descrito na Secção 11.11.1.

Os potenciais de oxidação-redução foram estimado a partir

de medidas do sinal de RPE a g=4,3 observado a 77K que é típico

das rubredoxinas (61,62,63).

A intensidade do sinal foi representada em função do po­

tencial medido e as curvas são apresentadas na Figura 111.39

Os potenciais determinados foram: -46 mV para a rubredo­

xina de Drm.acetoxidans, -31 mV para a rubredoxina de D.sale­

xigens e +6 mV para a rubredoxina de ~.gigas.

Um valor de -57 mV foi publicado para a rubredoxina de

f.pasteurianum por medidas ópticas a pH=7,O (43 ).

A comparação das composições de várias rubredoxinas é

apresentada na Tabela III.lOa. A distribuição dos ácidos ami­

nados é bastante semelhante. No entanto, podem-se observar

algumas diferenças em relação a resíduos carregados. As estru

turas primárias das rubredoxinas de ~.gigas, ~.vulgaris e

f.pasteurianum são conhecidas (14,15,52) e na Figura 111.2

apresenta-se um comparação. 31 resíduos sao conservados qua~

do se comparam a três sequências, tendo sido mantidas todas

as posições das cisteínas, prolinas e resíduos aromáticos. A

cadeia polipeptídica próxima do centro de ferro é homóloga.

As estruturas de Raios-X até agora conhecidas (3,5,23)

mostram que os parâmetros estruturais do centro activo não

sao significativamente modificados. Este facto é apoiado

por outras técnicas espectrostópicas: espectroscopia de ultra-
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Figura 111.39 . Curvas de titulação redox. As intensidades

do sinal de R.P.E. a g=4,3 são representadas em função do

potencial redox. Rubredoxinas isoladas de D.gigas (~)

!2~salexigens (.) , Drm. acetoxidans (O) em Tris-HCl 0,1 !'1

a pH=8,4. As intensidades dos sinais de R.P.E. foram norma­

lizadas de lnodo a darem a mesma intensidade máxima. As curvas

teóricas apresentadas na figura foram calculadas a partir da

equação de Nernst.



TABELA III.I0a

Comparação da composição em ácidos aminados de

várias rubredoxinas

C.~teurianum O.gi.qac:; o.salexiÇJ;mS o.desulfuricans Orm. aretoxidans O.wlFs O.No:rway
(85) (14) (18) (Berre S) (17) (14 (16)

Lis 4 6 3 4 2 4 5

Ris O O O O O O O

Arg O O O O O O O

Tri 2 1 1 1

Asp 11 8 8 7 8 7 13

Tre 3 2 2 2 2 3 4

Ser O 2 1 2 2 2 O
I

Glu 6 4 7 8 4 3 5 ~

(TI

Pro 5 5 5 6-7 5 6 5 w
I

Gli 6 5 6 6 6 6 7
Ala O 4 3 6 4 4 5
Cis 4 4 4 4 4 4 4
VaI 5 3 2 5 4 5 6
Met 1 1 1 1 2-3 1 1
Ile 2 2 O 2 2 O O

Leu 1 1 2-3 O 1 1 1
Tir 3 3 2 3 3 3 4
Fen 2 2 2 3 2 2

Total 55 52 48-49 60-61 51-52 52 62
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-violeta e visível - f.pasteurianum Rd ( 31 ), Q. gigas Rd (10

Q.Norway Rd (16 i , Q.vulgaris Rd ( 14 ), Q.salexigens Rd (18)

o. africanus Rd ( 19), e Dzrn, ace:toxidans Rd ( 17 );

RPE - f.pasteurianum Rd (71 i • Q. gigas Rd

MCO - f.pasteurianum Rd ( 54 ) e Q.gigas Rd

As diferenças observadas nos valores dos potenciais de

oxidação-redução nas rubredoxinas estudadas pode resultar de

Para urna moléculadiferenças estruturais no centro activo. I
I

pequena corno a rubredoxina as diferenças nos grupos carregado~
I
I

atrás indicados pode ser determinante no constrangimento impos
T

to pela cadeia polipeptídica no centro de ferro assim corno na l

especificidade das interacções proteína-proteína. A importâ~

cia das diferenças nos resíduos carregados foi usada ( 72)

+
para explicar a elevada especificidade da NAOH-H'" rubredoxina

oxido-reductase de R.gigas para a rubredoxina do mesmo organi~

mo quando comparada com rubredoxinas de outras espécies

(Q. vulgaris e f.pasteurianurn) •

A possibilidade de o mesmo tipo de centro variar o seu

potencial de oxidação-redução é bem conhecida para outras pro­

teínas corno as ferredoxinas de [4Fe,4S] (73)e proteínas hémi-

cas ( 74).

~ interessante notar que ao estudar a interacção do ci-

tocromo E3 com a rubredoxina de Q.gigas por RPE o valor obtido

para o potencial de oxidação~redução da rubredoxina é'~35 mV

mais positivo.
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III.6.3 - ESTUDOS DE MOSSBAUER

III.6. 3.1 - Desulforedoxina Oxidada

III.6.3.l.l - Estudos a Campo Baixo

Na Figura III.40 mostra-se um espectro de Môssbauer

da desulforedoxina férrica a 4,2 K num campo magnético de

600 Gauss aplicado paralelamente à radiação de observação de

Môssbauer. A amostra utilizada foi a mesma do espectro de

RPE apresentado na Figura III.34 Para se poder compree~

der o espectro da figura tem que se acrescentar o hamiltoneano da

equação {lO)oorn termos que descrevem as interacções hiperfinas

... 1 d 57com o nuc eo o Fe.

-+
I +

eQVz z
12

com n=
v -vxx yy

V z z

e V +V +V = Ozz yy xx

O primeiro termo descreve a interacção magnética da

núvern electrónica com o núcleo~ o segundo termo é o termo de

Zeeman nuclear que descreve a interacção do momento nuclear
~ -+

magnético gnen I com o campo aplicado H e o terceiro termo re

presenta a interacção de quadrupolo.

-= x,y,z sao as componentes do tensor de quadru-

polo ou seja o negativo do gradiente do campo eléctrico.O sis~ema

de edxoe' principais x,y.,z não necess1t:a, ,de coincidir com o eixo
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V E L O C I D A D E
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O
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12

Figura 111.40 . Espectro de Mossbauer da desulforedoxina

(estado férrico) a 4,2 K num campo magnético de 500 G apli-

cado paralelamente à radiação de observação.A amostra tinha

as seguintes caracterIsticas: l,l'~~ em proteIna e 110 mM em

nitrato de sódio.Foram determinados 2,0 átomos de ferro por

dImero. 10% do ferro observado corresponde à impureza respon­

sável pelo sinal a g=8,9. A linha desenhada a cheio é a curva

teórica simulada com os parâmetros apresentados na Tabela 111.11.
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x,y,z do desdobramento do "zero field". -Usando a convençao

IVxx 1< IVyyl < IVz z I o parâmetro de assimetria i e limitado

aos valores 0< T1 < 1.

Na ausência de interacções magnéticas observa-se um des

dobramento de quadrupolo ÃEQ = 1/2 eQVz z(1+1/31)1/2

o espectro da figura 111.40 provém essencialmente do

dobleto fundamental ms= 1/2 que a 4,2 K tem uma população de

80%. A linha sólida na figura é resultante de uma simulação

espectral usando o hamiltoneano

parâmetros da Tabela 111.11.

e os

Na Figura 111.41 apresentam-se os espectros simulados

de cada um dos dobletos de Kramer usando os parâmetros da

Tabela 111.11. A 4,2 K só está praticamente populado o

dobleto fundamental e o espectro resultante tem as caracte-

rísticas deste.

Estudaram-se amostras provenientes pelo menos de quatro

purificações distintas. Como já referimos nos estudos de

RPE quase todas as amostras contêm uma impureza que dá ori-

gem a uma ressonância muito pouco intensa a g=8,9 (ver Figu-

ra 111.34 ). Depois de a amostra ser reduzida com di-

tionito a impureza aparece como um dobleto de quadrupolo no

espectro de MOssbauer (ver Figura 111.42 ). Nas amostras re-

constituidas com menos ferro do que a quantidade estequeomé-

trica necessária estava praticamente ausente.

Como já observamos o sinal a g=8,9 não existe só nas

amostras reconstitui das mas está também presente nas amostras
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Figura 111.41 Espectros componentes dos três dobletes de Kramer

da desulforedoxina oxidada: (A) nível superior, (B) nível do meio

e (C) nível fundamental.
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Figura 111.42. Espectro de Mossbauer da desulforedoxina ( A )

e rubredoxina B de D.gigas na forma reduzida redução com

ditionito a 4,2 K na ausência de campo magnetico aplicado.

A espécie ferrosa presente em pequena percentagem(menor que

10%) assinalada na figura em ( A ) representa o mesmo material

que origina o sinal de R.P.E. a g=8,9 na forma férrica.Uma

impureza semelhante está também presente na amostra de rubre­

doxina.
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de desulforedoxina nutiva.

As amostras reconstituidas estudadas por Môssbauer co~

tém muito pouco (menos do que 10% do ferro total) desta esp~

cie.

Além do espectro magnético observado na Figura 111.40

nas amostras com baixa concentração de sal observou-se sempre

a baixa temperatura um dob1eto de quadrupolo com ÁEO= 0,75 mm/s

(ver Figura 111.43) que nalguns casos podia representar mais

do que 50% do ferro total. O desvio isomérico 0=0,25 mm/s é o

mesmo da componente magnética sugerindo-nos que tanto o espe­

tro magnético como o dobleto provém do cromóforo tipo desulfo­

redoxina. Esta afirmação é comprovada por três observações:

1) amostras com diferentes concentrações das duas componentes

apresentam o mesmo tipo de espectro óptico e a mesma relação

concentração em ferro/intensidade do espectro; 2) a campos

magnéticos elevados (H>IO kG) as duas componentes originam o

mesmo espectro de Môssbauer; 3) o espectro de Môssbauer na

forma reduzida (ver Figura 111.42) só apresenta um dobleto de

quadrupolo parq além do correspondente à espécie com g=8,9,

que e sempre inferior a 10%.

Estas observações sugerem que o dobleto representa ferro

com velocidade de relaxação de spin electrónico elevada, possi

velmente devida à agregaçao da protelna. A concentração de

dobleto diminui à medida que a concentração de sal aumenta. O

espectro de Môssbauer da Figura 111.40 realizado na presença

de sal não tem praticamente nenhum dobleto. Como já tinhamos

visto por RPE, o ferro que contribuiu para o dobleto não é ob­

servado, pois tem uma velocidade de relaxação rápida. Só a

concentrações mais elevadas de sal é que é possível quantifi­

car o sinal de RPE de modo a obter-se lspin/Fe.
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Figura III. 43 • Espectro de Mõssbauer da desulforedoxina férrica

a 4,2 K num campo magnético de 500 G aplicado paralelamente à

radiação ~ de observação.O espectro foi obtido na ausência de

sal.
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Sugerimos anteriormente que o dobleto representa possi­

ve l men t v a protcoína agregada. No entanto, sendo a desulforedo­

xina um dímero que contém dois átomos de ferro não podemos por

de parte a possibilidade de interacção entre os spins dos dois

ferros. O efeito do sal poderia ser o de desacoplar esta inter

acção por'perturbação da estrutura da proteína. Cammack (75)

observou que na ferredoxina de f.pasteurianum a interacção en­

tre os dois centros [4Fe,4S] era destruida na presença de cloreto

de sódio. O espectro de RPE na presença de sal consistia na

superimposição de dois centros enquanto que na ausência de sal

o espectro é mais complexo, talvez devido à interacção entre os

dois centros.

Na desulforedoxina, no entanto, o espectro de RPE nao

se modifica na forma ao longo da titulação com nitrato. Além

disso, um dobleto com propriedades de MOssbauer praticamente

idênticas foi observado na rubredoxina de f.pasteurianum­

(P.G.Debruner, comunicação pessoal)~ esta rubredoxina con­

tudo só tem um átomo de ferro por molécula. No entanto, na

rubredoxina de Q.gigas nunca observámos este dobleto.

A velocidade de relaxação electrónica de spin da amos­

tra da Figura 111.40 é lenta quando comparada com as frequê~

cias de precessão nuclear, mesmo a 200 K. Portanto não se
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observa um dobleto de quadrupolo a esta temperatura. Para

analisar os resultados obteve-se o valor de ÓEQ do dobleto

do material agregado. Ao é determinado directamente a par-

tir do desdobramento magnético do espectro da Figura III.40.Para

Fe metálico. o Hi n t=330 kG correspond@nte a um desdobramento

de 10,6 mm/s. Portanto, obtem~se directamente do espectro

um desdobramento de 9,5 mm/s a que corresponde (Hi n t)y=296 kG.

(uma vez que o maior valor de g é na direcção dos yy, as mole

culas orientam-se ao longo deste eixo).

..
Como (H i n t ) y = < Sy

um valor de 154 kG.

ra 385 KG.

~=
gn n

O campo

para

5/2 A se-

Sabendo D e E/D a partir dos resultados de RPE o único

parâmetro desconhecido é o parâmetro de assimetria n=(Vxx-Vyy)/

/Vz z da interacção de quadrupolo. O valor deste parâmetro e

facilmente estimado a partir do valor de Vy y e de AEQ já

conhecidos. O valor de Vy y pode ser estimado pela posição

das linhas exteriores do espectro apresentado na Figura III. 40

em relação ao centro do espectro. Obtêm-se assim uma primeira

aproximação para o valor de ~, que foi depois optimizada por

simulações sucessivas, obtendo-se o e va Lo r n=O,6 (Tabela 111.11).

111.6.3.1.2 - Estudos a Campo Elevado

Não é possIvel fazer uma estimativa do valor de D a bai

xo campo por variação de temperatura dos espectros de Môssbauer

como foi feito para a rubredoxina de f.pasteurianum porque o
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TABELA III. 11

Parâmetros de hamiltoneano de spin da desulforedoxina oxidada

e reduzida de D.gigas

D (cm-l)

E/D

gx

gy

gz

Ax/gne n (kG)

Ay/gnS n (kG)

Az/gnen (kG)
bt.EQ (mm/s)

n
I

Ô (mm/s)

e (graus) c

Desulforedoxin
oxidada

+2,2 (3)

c.oso (5)

2,0

2,0

2,0

-154 (lO)

-154 (5)

-154 (lO)

-0,75 (5)

0,6 (3)

+0,25 (6)

90

Desulforedoxina
reduzida

-6 (l)

0,19 (5)

2,Oaa

2,02

2,20

-200 (30)

-209 (30)

-67 (3)

t+3,55 (2)

0,35 (5)

+0,70 (2)

10

a O valor de gz foi escolhido de modo a reproduzir os valores

D, E/D, A, t.EQ e n

dos a partir de D e

os valores de 9 e 9 foram determina­x y

E/D a partir das relações 9 =g -2(D-E}/Àx z

e 9 =g -2 (D+E}/À , onde À, constante de acoplamento spin­y z
-1

-orbita,é igual a -ao cm •

b Valores a 4,2 K.

c ~ é o ângulo polar entre os eixos dos z dos sis temas de

eixos principais dos tensores 9 e gradiente do campo eléctrico.
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espectro magnético da impu~eza com g=8,9 tem componentes de­

baixo do espectro do centro tipo desulforedoxina. Não~é pos­

sível, portanto, fazer uma estimativa da contribuição para i~

tensidades de cada um dos dobletos ao longo da temperatura,

uma vez que não sabemos exactamente a contribuição da impureza

nestes.

De qualquer modo, foi possível, a partir dos espectros

traçados a campo magnético elevado, confirmar o valor de D o~

tido por RPE. Para isso traçaram-se espectros da desulforedo

xina em campos magnéticos aplicados de 10, 20 e 45 kG (ver

Figura III.44 ). ~ de notar que os espectros a campo elevado

têm sinais mais aguçados do que a 500 Gauss (Figura III.40 ).

O facto de o espectro a 500 Gauss ser alargado deve-se à exis

tência de uma grande anisotropia nos valores eapectáveis de

spin do estado fundamental, <sx> = - ~ = -1,03, <Sy> = - ~ =

= -1,93 e <Sz> = - 1r = -0,45. A 45 kG há mistura dos níveis,

o que produz um sistema quase axial. Na Figura III.45 apr~

senta-se o diagrama de energia dos níveis electrónicos em fun­

ção do campo aplicado e do valor exPectável de-spin para as

três direcções. Oa valores expectáveis de Sx' Sy e Sz sao

respectivamente -2,34, -2,42 e -0,52. As curvas foram calcu­

ladas usando os parâmetros da Tabela III. 11 •

A posição das linhas no espectro a campo elevado é mui­

to sensível ao valor de D.. Um campo magnético elevado produz

no dobleto electrónico fÜndãmental um grande desdobra-
.-. - _. --'-- -

mento (ver Figura III. 46 ) 1 para os estudos apresentados

aqui só nos interessa considerar o nível com Ms=-1/2, uma vez
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Figura III. 44 . Espectros de Mossbauer da desulforedoxina

oxidada a 4,2 K em campos magnéticos paralelosà radiação O
de observação.
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Figura III.45 • Diagrama de variação da energia dos vários

subníveis do Fe 3+ (5=5/2 (desu1foredoxina oxidada ) em

função do campo magnético aplicado.Em baixo,na figura. está

representada a variação do valor expectável do spin elec­

trónico a 4,2 K em função do campo magnético.

Os cálculos foram realizados a partir do conjunto

de parâmetros indicados na Tabela III.l1
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Figura rrr. 46 .Espectro de Mossbauer da desu1foredoxina férrica

a 4,2 K num campo magnético de 45 KG aplicado paralelamente à
radiação 1 de observação.
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que a 4,2 K só este nível está populado. O núcleo sente um
.... .. ..

campo magnético efectivo Heff=Hint+lI. Como já vimos as compo-

nerttes do campo interno são dadas por:

i = x, y, z

onde gi sao os valores observados experimentalmente. O campo

aplicado mistura o nível com MS= -3/2 com o de MS= -1/2,
~

fazendo aparecer um termo dependente de D no valor de Heffo

Para o caso do campo aplicado na direcção do eixo dos xx

obtem-se

He f f =
2g B

+ ( o + 1) H
xgn~n D

O primeiro termo dentro de parentesis resulta da mistu

ra do nível Ms= -3/2 com o de Ms = -1/20

... ~

Como se ve o He f f depdende do valor de D. Variando O

obtêm-se posições diferentes das linhas para um determinado

campo aplicado.o valor foi estimado usando os espectros traça­

dos a diferentes valores de campo de modo a haver o melhor aju!

te às posições das linhas.

Portanto, sem necessidade de quantificar a intensidade

do sinal, o que induziria em erro, uma vez que não sabemos sub-
trair o espectro da impureza, foi possível estimar para O um

-1
valor de 2,2 ± 0,3 cm • Este valor está de acordo com o valor

calculado por RPE.
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111.6.3.2 - Desulforedoxina reduzida

Na Figura 111.42 comparam-se os espectros de MOssbauer

da desulforedoxina (A) e rubredoxina (B) reduzidas pelo diti~

nito. Os espectros foram realizados a 4,2 K e sem campo apl!

c ado , Os parâmetros de MOssbauer obtidos foram flEQ=3,55 mm/s

e --ô =0,70 -nun/s para a desulforedoxina e flEQ=3, 37 mm/s e

ô=0,7l mm/s para a rubredoxina. Dentro da incerteza (±O,02

mm/s) os parâmetros da rubredoxina de Q.gigas coincidem com

os encontrados para a rubredoxina de f.pasteurianum (64 ). O

desdobramento de quadrupolo na desulforedoxina é prãticamente

inaependente da temperatura tal como na rubredoxina; a T=200K

encontrou-se flEQ=3,50 mm/s.

O desvio isomérico da desulforedoxina reduzida é típico

de ferro(II) de spin-alto, 5=2, com coordenação tetraédrica

a enxofre.

Para se aprofundar mais as diferenças entre a desulfore­

doxina e a rubredoxina, mediram-se espectros a 200K em campos

paralelos de 55 KG. A "p attern" invertida do tripleto e do­

bleto da Figura III. 47 mostra bem as diferenças entre as

duas proteínas: a desulforedoxina tem flEQ >0 e n<0,5 (o es­

tado fundamental orbital tem simetria dx2~y2) enquanto que a

rubredoxina tem flE
Q

> O e n <0,5 (orbital d z2). O valor ele­

vado de desdobramento de quadrupolo é característico de ferro

(II) de alto spin com um estado fundamental orbital não dege­

nerado. Em simetria tetraédrica cinco electrões estão esferi

camente distribuidos pelos cinco orbitais 3d e o sexto electrão

está igualmente distribuido pelos os orbitais degenerados
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Figura 111.47. Espectro de Mossbauer da desulforedoxina ( A

e rubredoxina ( B ) de D.gigas a 200 K num campo magnético de

55 KG aplicado paralelamente à radiação O de observação.

A estrutura de tripleto e dobleto está invertida quando

se comparam os dois espectrüs.A linha a cheio é o espectro

teórico simulado a partir dos parâmetros apresentados na

Tabela 111.11 . O espectro foi calculado admitindo que a

relaxação é rápida.
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(d 2, d 2 2). Devia-se obter um desdobramento de quadrupoloz x -y

igual a zero porque um electrão numa orbital d z2 produz um

gradiente de campo eléctrico de intensidade igual mas de sinal

oposto ao produzido por um electrão numa orbital d 2- 2. Ox -y

valor elevado de desdobramento de quadrupolo indica que os

dois estados d z2 e d 2 2 estão bem separados em energia. Comox -y

6EQ tem sinais diferentes para a desulforedoxina e rubredoxina

somos levados a concluir que os estados fundamentais são dife-

rentes para as duas proteínas; portanto, d z2 para a rubredo­

xina e d 2 2 para a desulforedoxina.x -y

O espectro da Figura 111.47 confirma a análise de

Shulz e Debruner (65 ) que concluiram, a partir dos resultados

a baixa temperatura, que 6EQ < O para a rubredoxina de ~.pasteu­

rianum (a velocidade de relaxação de spin da rubredoxina de

~.pasteurianum é demasiado lenta para permitir a observação

da estrutura do tripleto para velocidades positivas).

Na Figura 111.48 mostram-se quatro espectros da desul-

foredoxina reduzida realizados a 4,2 K em campos elevados para-

lelos.

Para analisar os espectros das Figuras IIIA7 e 48 simu

lamos por computador espectros teóricos para moléculas orien-

tadas ao acaso, usando o hamiltoneano de spin, equações para

5=2. Em contraste com o caso de ferro(III) de spin-alto

ferro(II) requer anisotropia no termo electrónico de Zeeman

(ª) e na interacção magnética hiperfina (Ã).

A metodologia para extrair parâmetros a partir de um con

junto de espectros tem sido descrita na literatura (76 ).
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Figura III. 48 . Espectro de Mossbauer da desulforedoxina

reduzida a 4,2 K em função do campo magnético aplicado para­

lelamente à radiação ~ de observação. As linhas desenhadas a

cheio representam espectros teóricos calculados a partir dos

parâmetros apresentados na Tabela 111.11 .As diferenças obser­

vadas entre as curvas teóricas e as experimentais na região à

volta de +3 mm/s são provavelmente devidas ao ferro impureza.
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Como já observamos, devido à nao variação do desdobra-

mento de quadrupolo com a temperatura, o primei~QJ estado or-

bital exc~tado (5T2) está bem separado do estado orbital funda

mental (5 E). Isto permite-nos exprimi~ duas componentes do

tensor g em função dos parâmetros de estrutura fina O e E,

gx=gz-2(0-E)/ À, e g =g -2(0+E)/À; sendo À a constante de acoy z -

plamento spin-orbita, este resultado é baseado numa perturba-

çao de segunda ordem (76).

A grandeza crucial que controla os espectros
~

e o campo

~t· . t -+H ~ A d ~5 1magne ~co ~n erno . t= - <5> • sen o < > o va or eÀpec-
a n gn n

tável do spin electrónico. No limite da relaxação lenta a

baixa temperatura (kT < toI I
, kT < 13 H),e

.. ~

<5> e essencialmente

o valor e~pectável do estado mais baixo do quinteto de spin.

Para velocidade de relaxação rápida e temperaturas elevadas

(para T >200 K na desulforedoxina reduzida)
-+ ~

<5> = <5> th sen-
~

do <5>th obtido fazendo uma média térmica dos cinco subníveis

de spin (77 ) 5
r

N=l

5
r e

N=l

e

onde i designa a componente do spin electrónico e N represen-

ta cada um dos cinco estados. EN é a energia do estado N rela

tiva ao estado de mais baixa energia.

o número de parâmetros ajustáveis nas equaçoes é bastan

te grande. Há dois parâmetros do "zero-field" (O e E/O),

três componentes principais do tensor A (~x' Ay e Az)' o par~

metro de assimetria n (conhece-se 6EQ) e os três ângulos de

Euler a,l3, e y(gz é geralmente próximo de 2 e os resultados
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nao sao muito sensíveis a este parâmetro). ~ portanto neces-

sário determinar nove parâmetros. Felizmente que, por escolha

apropriada das condições experimentais, podem determinar-se

subconjuntos destes parâmetros.

Dois factos são notáveis nos espectros a baixa tempera-

tura da Figura 111.48 Primeiro, o desdobramento magnético

é saturado para campos aplicados relativamente fracos, o que

implica que a velocidade de relaxação do spin electrónico a

4,2 K seja lenta quando comparada com as frequências de pre-

cessão nuclear. Segundo, o espectro para campo elevado con-

siste de linhas razoavelmente aguçadas, em vez de bandas alar

gadas, devido ao facto de se estar a estudar uma proteína numa

solução congelada, ou seja, o campo aplicado tem uma orienta­

ção diferente para cada molécula relativa ao tensor de quadr~

polo, que é fixo na molécula. Esta observação implica que

na desulforedoxina reduzida o campo interno tenha uma direcção

fixa relativa aos eixos moleculares. Além disso, o espaçamen-

to relativo das linhas de absorção na Figura 111.48 levam a

concluir que a maior componente do gradiente

está desviada de 8 ~lOo relativamente a ~int'

lise semelhante .a de Kündig ( 78).

de campo VZ '" I.Z

segundo uma anã

-+
O facto de Hi n t ter uma direcção fixa implica que a 4,2K

-+
duas componentes de <S> são muito pequenas comparadas com a

55KG mostra que loj> 4 cm- l
começa a

terceira. Uma análise não muito aprofundada do espectro de

-1
Para iol < 4 cm

- ~ ~
haver duas direcçoes para as quais <8> e semelhante.
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o desdobramento dos dois estados de menor energia e

dado por ( 76)

t = 20 t ] 1 + 3 ( E/O) 2 ] 1/2 - 1 }

Usando um programa que calcula espectros de Môssbauer

a partir da equação (ll) testaram-se vários valores de ~

de modo a traduzir o comportamento de saturação em função do

campo aplicado. A partir destas simulações os dois estados

de spin de energia mais baixa do quinteto, S=2, estão separ~

dos por menos de lcm- l na ausência de campo aplicado. Isto

implica que O < O. A partir de simulação detalhada encontrou

-1
-se um valor de t::. = 0,6 cm • Para O < O o campo interno a

.... ~

4,2 K tem a direcção do eixo dos zz, Hi n t = - <Sz> Az/gnB n,
-+

onde <Sz>é o valor expectável do spin electrónico do estado

fundamental (x,y, z são definidos pelo termo de "zero-field")
~

Uma vez que <Sz> é praticamente independente de E/O e O para
~

H >lOKG (-2 « Sz> <-1,95) obtem-se Az/gne n = -67 KG directa

mente do desdobramento magnético total.

Uma vez que t::. E
Q

>O e, é pequeno, a banda de absorção

do lado direito na Figura 111.47 provém de transições para

os subestados m = ±3/2 do estado nuclear excitado. O desdo­
'S

bramento magnético desta banda de absorção é determinado p~

~

la componente de H'nt ao longo de V I I' Esta componente é
1 Z z

dada aproximadamente por HZ I= <Sz>th ..::Az cos f3/gnBn onde

8=10
0

• Portanto <Sz>th (a 200K) pode ser determinado pelo

desdobramento da banda do lado direito na Figura 111.47

Para a determinação de Ax e Ay, uma vez que t::.EQ> O e n<0,5

o desdobramento magnético da banda de absorção a velocidades
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negativas é controlado por A e A. Tendo em conta a simetriax y

quase axial do tensor do gradiente do campo eléctrico, pode-se

considerar A = A o que é uma suposição razoável (76 ) e obter-x y
<s e -230 kG < A /g 8 < -170 kG. Com esta restrição o parâmetro O

x n n
desdobramento de "zero-field" e portanto E/O podem ser determina

dos a partir do espectro da Figuralll.48.As linhas a cheio das

figuras são o resultado de simulações espectrais usando os parâ-

metros da Tabela 111.11 . Considerando que a amostra tem cerca

de 10% de impureza, o que parece dar origem a bandas alargadas a

alto campo, as simulações dos espectros são bastante satisfatórias.

Na Figuras 111.49 apresenua-se o diagrama de

energia e do valor expectável de spin para cada uma das direc

çoes em função do campo aplicado, calculado usando o valor de

O e E/O apresentados na Tabela IlI.ll.Como se vê, só ao longo

do eixo dos zz e que <S> toma valores apreciáveis. A 4,2 K

so o estado de mais baixa energia é que se encontra populado

e é este que dá origem aos espectros de Môssbauer observados.

111.6.3.3 - Rubredoxina oxidada de O.gigas

Na Figura III. 50 mostram-se os espectros de Môssbauer

da rubredoxina de Q.gigas em soluções congeladas a 1,5 K ,

4,2 K e 19 K, num campo magnético fraco aplicado paralelame~

te à direcção dos raiosy.

Os espectros nao diferem dos observados na rubredoxina

de f.pasteurianum •
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Figura 111.49 . Diagrama de variação da energia dos vários

subniveis do Fe 2+ ( 8=2) desulforedoxina reduzida ) em

função do campo magnético aplicado. Em baixo,na figura ,

está representada a variação do valor expectáveldo spin

electrónico a 4,2 K em função do campo magnético.

Os cálculos teóricos foram realizados a partir do

conjunto de parâmetros indicados na Tabela I11.ll
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Na Tabela 111.12 apresenta-se urna comparaçao entre os

parâmetros obtidos para esta rubredoxina e a de f.pasteurianu~

Os valores apresentados para a rubredoxina de Q.gigas devem

ser conside~ados corno urna primeira tentativa.
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TABELA 111.12

Rd de .s..pasteurianum Rd de Q.gigas

Ó (mm/s) 0,32 0,25

'i' 0,3 0,3

6EQ
(mm/s) -0,50(5) -0,47

n 0,2(1) 0,19

D(cm
-1 1,92 1,5)

À 0,23(2) 0,25

A (kG) 165 108
x

A (kG) 159 156
Y

A (kG) 169 158
z
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III.G.4 ~ DISCUSSÂO

Os estudos apresentados nas secçoes anteriores sugerem

grandes semelhanças entre os cromóforos da desulforedoxina e

da rubredoxina.

Os resultados de RPE e Môssbauer apoiam esta sugestão

mas também revelam alguma disparidade estrutural entre as

duas proteínas, o que parece ser bastante interessante.

Várias rubredoxinas têm sido isoladas de diversos organi~

mos e estudadas por diversas técnicas físicas (31). O ferro na

rubredoxina está coordenado numa forma aproximadamente tetraédri

ca a quatro cisternas (3). Estudos de EXAFS na rubredoxina (29,

30) ede difracção de Raios-X em dois modelos de rubredoxina

(34,41) sugerem fortemente que os ligandos sulfurados na rubredg

xina estão essencialmente numa configunação não constrangida. Este

ponto de vista foi conprovado pela cx:mparação dai resultados- de !o&sbauer(79,80) .

O espectro de absorção e de MCD da desulforedoxina su­

gere bastante semelhança com a rubredoxina. Os resultados

de RPE contudo, indicam algumas diferenças geométricas~ o

valor pequeno ~o parâmetro de rombicidade E/D=0,08 (E/D=0,28

para a rubredoxina) origina um espectro de RPE mais axial para

a desulforedoxina (isto contudo não implica necessariamente

uma geometria de coordenação mais axial (81».

Ambas as proteínas no estado oxidado e reduzidd têm quase

o mesmo desvio isomérico que aliás é característico de coordena­

ção tetraédrica a enxofre (82). O campo de saturação da desulfo-
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redoxina dado por H t=-sA j2g a é - ~s kG o que é uma medidasa o n n

do valor da constante de acoplamento hiperfino A. Este valor é
o

ainda mais baixo dQ q~ e enCQnt~ado para as rtibredoxinas de

f·pasteurianum e ~.gigas, Hs a t=-410 kG. Isto sugere uma maior

covalência da ligação metal-ligando para a desulforedoxina (com­

postos iónicos têm campos de saturação de cerca de -550 kG) .

Na forma reduz~da o centro de ferro da desulforedoxina

está no estado ferroso de alto-spin 5=2. Devido ao desdobra­

mento de quadrupolo não depender da temperatura isto implica a

existência de um nível orbital fundamental isolado, separado

-1
pelo menos de 800 cm do primeiro estado excitado orbital. Os

resultados mostram que ~EQ> O e n<O,s, o que implica um estado

orbital fundamental de características predominantes d 2 2.x -y

Em contraste o estado fundamental da rubredoxina é uma orbital

d z2. No contexto da teoria do campo dos ligandos os parâmetros

que descrevem as distorções tetragonais têm sinais contrários

para ambas as proteínas. ~ interessante notar que parâmetros

de campo de ligando tetragonal com sinais opostos aparecem ta~

bém para ferredoxinas de 2Fe reduzidas. O local ferroso da

putidaredoxina ( 83) e adrenodoxina (84) têm ~EQ >0, ehqua~

to que as ferredoxinas de espinafre e salsa (84) têm ~EQ< O.

Durante o estudo desta proteína temos pensado várias

vezes na sequência invulgar das cisteínas e se não será esta a

razao que origina uma diferença nas propriedades do cromóforo.

As experiências realizadas em relação ao estado das cisteínas

levaram a concluir que cada átomo de ferro está coordenado por

quatro cisteínas. Os desvios isoméricos observados são consis

tentes com os valores propostos por Reiff (82) como sendo diag-

t
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nóstico de ferro com coordenação tetraédrica a enxofre. Se o

ferro está ligado a quatro resíduos de cisteína seria de con­

cluir que a desulforedoxina tem um centro activo electronica­

mente distorcido e a distorção deve ser causada pelos resíduos

28 e 29. Como já díscutímos atrás, nao podemos saber se as

quatro cisternas pertencem à mesma cadeia polipeptídica uma

vez que a molécula é um dímero.

Iniciámos recentemente estudos de EXAFS que possivelme~

te nos darão mais detalhes sobre a geometria do centro activo.

Estudos de difracção de rai~Xestão em progresso e num futuro

próximo a estrutura desta proteína será conhecida.
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IV. 1 - INTRODUçAo

IV.1.1 - PROTEíNAS DE FERRO-ENXOFRE

As proteínas de ferro-enxofre sao proteínas que contém

ferro não hémico ligado a ligandos sulfurados por resíduos cis­

teína da cadeia polipeptídica e,com excepção das rubredoxinas,

por enxofre lábil (1,2,3).

De acordo com a classificação proposta pela IUPAC IUB

(4) as proteínas de ferro-enxofre podem dividir-se em proteínas

simples e conjugadas, contendo estas últimas grupos prostéticos

adicionais (4).

Uma vez que os centros ferro-enxofre podem aceitar ou

doar electrões, um de cada vez, a sua função mais vulgar está

relacionada com processos de oxidação-redução. Desempenham um

papel importante no metabolismo do carbono, hidrogénio, enxofre

e azoto,'utilizando uma larga gama de potenciais redox (+350 mV

na bactéria fotossintética a -600 mV nos cloroplastos) •

Muitas das proteínas de ferro-enxofre são classificadas

como ferredo~inas, proteínas que transferem electrões de um sis­

tema enzimático para outro, mas que não têm actividade enzimática

própria. Contudo, conhecem-se proteínas com outras funções, como

a hidrogenase, 'que contém centros ferro-enxofre e para a qual tem

sido postulado que estes centros são activos na catálise. A aco­

nitase (5) contem um único tipo de centro, e tem um papel princi­

pal no ciclo do ácido cítrico. Contudo, o centro ferro-enxofre,

embora não seja o centro catalítico, parece ter um papel regula­

dor na actividade enzimática.

Algumas das proteínas de ferro-enxofre mais simples têm

sido extensivamente caracterizadas tela cristalografia de Raies-X, espec­

troscopia, e até à pouco tempo, era conhecida a presença de
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três tipos de centros (FiguraI..2.). Estes sao o centro de

l-ferro ['RdJ, 2-ferros 12Fe-2s J e 4-ferros [4Fe-4S} Este

último pode ser subdividido, dependendo do estado de oxida

çao em que se apresenta. Corro se verá adiante supõe-se qu= a proteína

de férro-enxofre conjugada "corrcêm oentzos & ferro-enxofre seme-

lhantes)o que nalguns casos tem sido demonstrado. Contuá.o,

têm sido observados centros com propriedades anómalas que,

como iremos ver neste capItulo, representam uma nova clas-

se de centro.

As proternas de ferro-enxofre conjugadas contém ou­

tros grupos prostéticos, tais como flavina, hemo, molibdé-

nio, clorofila, pirofosfato de tiamina ou uma combinação

destes. Mui tas destas proteínas são enzimas com actividacE prépria.

Os centros de ferro-enxofre conferem cor às proteínas

quer vermelho qlEr castanho. Os espectros ópticos são carac-

terísticos do tipo de centro, (ver Figura IV.l) mas são alar

gados e em sistemas complexos são difíceis de resolver. Os

espectros de RPE dos centros em estados de oxidação a~ropriados

s-ão distintos (Tabela IV.l) (6) e é o rrétcdo rrais comum de detecção deste

tipo de.-proteínas em sistemas complexos. Devido a estas

propriedades, as proteínas de ferro-enxofre são frequenteme~

te isoladas antes de se conhecer o seu papel fisiológico. A

análise do tipo e número de centros de ferro-enxofre nas pr~

teínas nem sempre é fácil. A análise de ferro e enxofre lá-
,

bil pode dar valores errados devido a interferência da pro-
,

terna e a incerteza na determinação da concentração e do peso

moíecular da proteína. Têm sido desenvolvidos métodos para
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TABELA IV.I

Características do sinal de R.P.E.

SinaJ. a g=4, 3 que se pode observar faci lmente

a 77 K com sinais adicionais a g=9,4 para

T < 20 K, na forma oxidada. Não se observa

sinal na forma reduzida.

Sinal a g < 2 na forma reduzida, observável a

77 K. O sinal pode variar de aguçado (putid~

redoxina) a alargado e rômbico (ferredoxinas

de plantas). Observa-se um sinal de R.P.E.

isotrópico em 80% de DMSO em condições reduto

ras para T <77 K.

R.P.E. em 80% de DMSO (em condições redutoras)

produz um sinal do tipo axial para temperatu­

ras inferiores a 35 K.
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analisar o tipo de centros ferro-enxofre presentes, baseados

na extrusão dos centros da proteína (7) ou na espectrosco-

pia de RPE (8).

IV. 1. 1. 1 - Ferredo'xinascom centros.L4Fe-4sl

As ferredoxinas de 8 Fe dePeptococusaerogenes

(E=-400 mV) e a proteína de ferro-enxofre de alto potencial

(HiPIP) da bactéria fotossintéticaChromatium vanósum" (E =

= +350 mV). contém o mesmo tipo de centro [4Fe-4S] (9). A

grande diferença no potencial redox foi explicada por Carter

(10) em termos dos diferentes estados de oxidação que os cen

tros poderiam tomar nas duas proteínas. Allhipótese dos três

estadosllé apresentada na Tabela IV.2. A ferredoxina de

P.aeroge:nes é diamagnética no estado oxidado, enquanto que a

HiPIP é diamagnética na forma reduzida. A ferredoxina redu­

zida é paramagnética, com um sinal de RPE centrado a g=1,96

(ll),.enquanto que a HiPIP dá origem a um sinal de RPE no es­

tado oxidado com valores de g maiores que 2 (12). O estado

de oxidação do centro é designado por +1, +2, +3, adicionando

as cargas formais do ferro e enxofre lâbil. Portanto, a fe!

redoxina de ~.aerogenestem dois centros do tipo 1+/2+,en­

quanto que a HiPIP tem um centro do tipo 2+/3+.

Cammack (13) conseguiu reduzir o centro de [4Fe-4S]

da HiPIP de Ch.vinosum ao estado 1+, quando a protéína é

desenrolac1a em dimetilsulfóxido. De maneira semelhante ,os

centros da ferredoxina de C.pasteur,ianum podem ser oxidados



TABELA IV.2

Estados de oxidação do centro (4Fe-4S]

"Valência formal dos
átomos de ferro"

estado de
oxidação

estado
magnético

Transições redox tlpicas
em algumas protelnas

4Fe 3+

3Fe 3+, lFe 2+

2Fe 3+, 2Fe 2+

lFe 3+, 3Fe 2+

4Fe 2+

+4

para HiPIPo x Fd+3
t super oxt +350mV I

I•
Fd IV+2 dia Hi!IPred (estado ox ot -400 mV

0\: nativo) I
+1 para HiPIPsuper rede Fd

red

O



-207-

ao estado 3+ por tratamento com K3Fe(CN}6 (14).

IV.l.2.- AS FERREDOXINAS DE D.GIGAS

A ferredoxina de Q.gigaspode ser isolada em difere~

tes formas oligoméricas (IS) designadas por FdI,-FdI I e FdII.

Os pesos moleculares das formas oligoméricas são 18 000,

18 000 e 24 000, respectivamente. Com base na composição de

ácidos aminados elas são polímeros da mesma subunidade báSi­

ca de peso molecular, aproximadamente 6 000. A sequência

desta subunidade é conhecida (16,17) e apresentada na Figura

IV. 2.

Os resultados de RMN, de susceptibilidade magnética e 00

RPE levaram à conclusão que a FdI era semelhante às ferre­

doxinas bacterianas típicas. Apresenta um pararnagnetismo

residual na forma oxidada. Ao ser reduzida com ditionito,a

molecula torna-se naramaqnética (18). Na forma oxidada

apresenta um máximo de absorção a 405 nm e por redução a

contribuição no visível diminui (15). De acordo com a ter­

minologia de Carter (10) esta forma representaria o estado

1+ do centro de ferro-enxofre. O sinal de RPE na forma re­

duzida é tínico de uma ferredoxina reduzida no estado 1+

(g=1,94). No entanto, na forma oxidada observa-se um sinal

.~isotrópico" a g=2 ,02 ,que corresponde a 10% do sinal obser­

vado anós a redução (18).

A FdII é paramagnética na forma oxidada e o espectro

de visível tem um máximo a 415 nm (15). Na forma oxi-

dada (proteína nativa) aoresenta um sinal de RPE do tipo

"Lao t rôp í.co" a g=2, 02 ,muito intenso (18) .Por redução com ditionito
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1 5 10 15
Pro-I1e-G1u-Va1-Asn-Asp-Asp-Cis-Met-A1a-Cis-G1u-A1a-Cis-Va1-

20 25 30
-G1u-I1e-Cis-Pro-Asp-Va1-Fen-G1u-Met-Asn-G1u-G1u-G1i-Asp-Lis-

35 40 45
-A1a-Va1-Va1-I1e-Asn-Pro-Asp-Ser-Asp-Leu-Asp-Cis-Va1-G1u-G1u-

50 55
-A1a-A1a-I1e-Asp-Ser-Cis-PrO-A1a-G1u-A1a-I1e-Arg-Ser

Figura IV.2 - Sequência de ácidos aminados da ferredoxina de

Q.gigas (esta sequência é igual tanto na ferre

doxina I,: ferredoxina II e ferredoxina II) .
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aparece um sinal a g=I,94, que só corresponde a 2% do sinal

observado na forma oxidada.

A reconstituição da FdII passando pela apoprote!na

produz urna ferredoxina cujas propriedades são semelhantes às

daferredoxina I (18).

A FdII tem um peso molecular mais elevado do que a

FdI, o que poderia indicar que a sua formação estivesse as­

sociada com a transformação do trímero a tetramero.

A FdI' comporta-se duma maneira intermediária. Apre-

senta um sinal de RPE na forma oxidada e reduzlda,semelhan­

tes aos da FdII Qx±dada e FdI reduzida em proporções seme­

lhantes.

Foram determinados· os potenciais redox associados~com

a redução do sinal isotrópico e com o aparecimento do sinal

a g = 1,94 (l8). Na TabelaIV.~ apresenta-se o valor des-

tes potenciais para as três formas,conjuntamente com o valor

obtido para a integração de spins.

Tabela IV.3

FdI (ox)

FdI (red)

FdI' (ox)

FdI' (red)

FdII (ox)

FdII (red)

g=2,,0 2

g=l ,94
g=2,02

g=1,94
g=2,1)2

g=I,94

n9 spins/6 000

0,07

0,68

0,28

0,33

0,73

0,02

Potencial redox EmV)

- 50

-4~0

- 30

-430

-130

-437
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A ferredoxina de Q.gigas é activa na transferência

de electrões na reacção fosforoclástica assim corno na trans

ferência de electrões do hidrogénio molecular, via hidroge­

nase e citocromo ~3 para a redução de sulfito (15,19). Co­

rno se mostra na Figura IV.3 os electrões são transferidos a

valores diferentes de potencial para cada urna das reacções.

A participação da FdI e FdII nestas duas reacções foi

testada por Moura et aI. (15,19). Verificou-se que tanto a

FdI corno a FdII eram activas na transferência electrónica

entre a hidrogenase e a redução do sulfito. No entanto, pa­

ra concentrações inferiores à concentração saturante a FdII

é mais eficiente que a forma trimérica FdI, corno se pode ver

na Figura IV.4. Na reacção fosforoclástica as duas ferredo­

xinas não são equivalentes no transporte de electrões entre

o piruvato e o hidrogénio molecular. Corno se vê na Figura

IV.4 a FdI é mais activa na transferência d~ electrões en­

tre o piruvato e o hidrogénio molecular. A ferredoxina II

começa a ser activa no transporte de electrões do piruvato após

urna fase inicial em que não é activa-(Figura IV.5).

Neste capItulo apresentam-se novos resultados de análise

de ferro, de susceptibilidade magnética, de RPE e de MOssbauer

que levam à conclusão da existência de um novo tipo de centro

activo contendo três ferros na ferredoxina II. Este tipo de
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inicial no qual a FdII não é activa(19) .Os valores foram corrigidos tendo em conta

a actividade endogénica.
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centro foi posto primeiramente em evidência numa ferredoxina

da Azotobacter vinelandii (20). Estudos de difracção de

Raios-X feitos por Stout (21) nesta proteína apoiam os resul

tados obtidos por espectroscopia de Môssbauer (20). No entanto,

para analisar os espectros de Môssbauer nesta proteína foi

necessário realizar processos de análise bastante invulgares

urna vez que, além do centro de 3Fepexiste um centro [4Fe-4~

No caso da ferredoxina II de .Q.giças a análise é simplifica­

da, pois esta proteína só contém um tipo de centro.

IV.2 - RESULTADOS

IV.2.l - ANALISE DE FERRO

Realizaram-se análises de ferro,repetidas vezes,em

quatroarncmtras diferentes de ferredoxina II, provenientes

de diferentes "batches" de purificação.

A concentração de proteína foi determinada por aná­

lise de ácidos aminados. O valor de concentração de prote!

na determinado, utilizando o valor de e 415 (15), concorda

bem com o da análise de ácidos aminados.

Na Tabela IvA apresenta-se o conjunta de valores

obtidos para as diversas análises, assim corno a média.
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Tabela IV.4

Amostra A Amostra B Amostra C Amostra D

Ferro/ 2,87 3,11 2,95 2,92/monómero

2,96 3,10 2,93 3,20

3,13 3.,20 2,97 3,00

média 2,99 3,14 2,95 3,04

Podemos considerar estas análises reproductiveis e,ponAnbD,

II ..
que a ferredoxina II proveniente de diferentes batches con-

tém sempre 3,03 ± O,11 Fe/mon.

IV.2.2 - MEDIDAS DE SUSCEPTIBILIDADE MAGN~TICA

A contribuição paramagnética para a susceptibilidade

Pmolar (XM) dos estados oxidado e reduzido da ferredoxina II

de Q.gigas foi determinada pelo método descrito na secçao

rr.lO.l,oqualenvolve o uso da espectroscopia de ressonância

magnética nuclear (22). Foram medidas as diferenças entre

a posição da ressonância da referência (DTSS) dentro da sol~

ção de proteína e do tubo capilar, ~f,e convertidas em sus­

ceptibilidades magnéticas usando a relação

3 ~ f
47T fc

Na expressao usou-se (l = O pois as medidas foram fei-

tas num selenoide. Considerou-se que a densidade do soluto

nao era muito diferente da do solvente.
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Na Tabela IV.5 apresentam-se os valores obtidos para

XM na forma oxidada e reduzida. A componence paramagnética

da suscePtibilidade/K~ é obtid~ a partir de

P D
XM = X M + XM

onde X~ é a componente diamagnética da susceptibilidade ma~

nética. O valor da susceptibilidade diamagnética deve ser

determinado a partir do valor da apoproteína. Como não se

realizou esta experiência por razões óbvias (destruição do
";3 3

material) tomou-se um valor de -1 x 10 cm /m~le (21).

Tabela IV .,5

Concentração
3

!lf XM (cm / mole)
(Hz) (sem correcção)

Oxidada 3,49 mM 11,9 3,01 x 10';3

Reduzida 3,49 mM 45,6 11,55 x 10-3

O valor da susceptibilidade paramagnética molar es.

tá relacionado com o momento magnétiéo efectivo pela

expressao

2
1..1 eff =

P
X M

onde N, B, k e T são respectivamente o numero de Avogadro,

magnetão de Bohr, constante de Boltzmann e temperatura ab-

soluta.

O momento magnético efectivo está relacionado com o

número quântico de spin S pela relação lJeff=g.Js (S+l)
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-Na Tabela IV.6 apresenta-se o valor de ~eff para va-

rios valores de S

Tabela IV.6

s lJeff

1/2 1. 73

1 2.83

3/2 3.87

2 4.90

5/2 5.92

Na Tabela IV.7 apresenta-se o valor de lJeffobt1do

por centro para a FdII.

Tabela IV .7

~ P D -3
XM ~eff ' XM {X W,.=::-lx10 > ~eff

(s/correcção> . (c! correcção>

Oxidada 3.01 2.68 4.01 3.09

Reduzi.da
.'

11.55 5.24 13.55 5.47
:

.;
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o valor da correcçao diamagnética é mais importante

para a forma oxidada do que para a forma reduzida porque aqu~

la tem menor susceptibilidade magnética, o que vai introduzir

uma maior variação no valor de ~I e f f '

Como é sabido a susceptibilidade nas prote!nas de

ferro-enxofre não segue a lei de Curie (22). O momento ma~

nético aumenta com a temperatura devido à população de ou­

tros estados paramagnéticos.

O valor encontrado para a forma oxidada da ferredoxi

na II é semelhante ao observado para a forma reduzida das

ferredoxinas de[4F~4~{24,25) e parece estar de acordo com

um valor de S=1/2 para o spin electrónico do centro. Na for

ma reduzida o valor do momento magnético efectivo parece in­

dicar um valor de S=2. De qualquer modo este valor à tempe­

ratura ambiente pode não corresponder ao valor de S a baixa

temperatura e pensamos realizar futuramente determinações a tem

peratura do hélio lIquido para esclarecer este problema.

IV.2.3 - ESTUDOS DE RPE

A ferredoxina II tal corno isolada tem um sinal do ti

po "isotrópico" à volta de g=2. Um espectro tIpico é apre­

sentado na Figura IV.6 a 8K.

Fizeram-se estudos extensivos deste sinal numa gama

de temperaturas entre 2,7K a l6K. Na figura IV.7 apresenta­

-se um conjunto de espectros obtidos a diferentes temperat~

raso A temperaturas superiores a l2K o espectro começa a alargar

e desaparece a estrutura observada a baixa temperatura para g=2,OO.
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Figura IV.6. Espectro de R.P.E. da Ferredoxina II de D.gigas na forma oxidada (nativa),

0,185 mM (em monõmero).O espectro foi traçado nas condições indicadas: potência 30 ~W;

frequência 9,218 GHz ; amplitude de modulação 4G ; temperatura 8K e ganho 1.250.
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Figura IV.? Espectro de R.P.E. da Ferredoxina II de D.gigas na forma oxidada. Estudo da

dependência da Temperatura.Condições experimentais usadas: potência 30 UW ; frequência

9,220 GHz ; ãrnplitude de modulação 4G .
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Na Figura IV.B apresenta-se um estudo da dependência

do sinal em função da potência da frequência aplicada a 2, 7K.

Na Figura IV.9 a~resenta-se o gráfico do log I//P em função

da potência.

o sinal satura para potências da ordem dos 10 ~W

Na mesma figura compara-se o comportamento da Fd Methanosarcina

barkerii (26)e o sinal a g=2, 02 da FdI.

o comportamento destes sinais com a potência é

semelhante. Estes estudos sugerem fortemente que o

material é homogéneo, isto é, no espectro de RPE só existe

urna espécie presente.

Quantificou-se os espectros da ferredoxina II de

E.gigas traçados a 6K,8K e l2K em relação ao Cu-EDTA.

Na Tabela IV.8 apresenta-se os valores das áreas ob­

tidas por dupla integração numérica dos espectros da Ferre­

doxina II e Cu EDTA.

TABELA IV.8

Coooentração 'lenperatura Power Ganho
lJW

Diâmetro Area
tubo (mm)

CuEDTA

FdII

2,08 mM

0,185 mM

6K

8K

l2K

6K

8K

l2K

30

30

30

30

30

30

1000

1250

1600

1000

1250

1600

3,65

3,.65

3,53

3,64

3,64

3,. 64

35486

34808

24438

2882

2679

1974
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4)(102

Fd Ir D.GIGAS

0.6 )J-W 3.2)(103

0.3 jJ-W 3.21C103

0.1 ,..W 3
6.3x10

0.03 )A-W 104

30 )AW

200 f-W

2.1 2.05 2.0 1.95 1.9

Figura IV.8. Espectros de R.P.E. da Ferredoxina II de D.gigas

na forma oxidada a várias potências: frequência 9,220 GHz ;

amplitude de modulação 4G ; temperatura 2,7 K.
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FdlI

FdI

0.1 1 10 100 log P

Figura IV.9. Curvas de saturação do sinal de R.P.E. a g 2,02

obtido para a FdI e FdII de D.gigas e para a Fd de Methano-

sarcina barkeri •
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Como os valores de g sao diferentes para as duas

amostras tem que se usar a correcção deAàsa e Vanngard (27)

para a dependência da probabilidade de transição com o va­

lor de g

média
gprob 2/3 + 1/9 (g +g +g )

X Y z

pode

Tendo em conta os valores de g. para o CuEDTA e FdII
J.

média
calcular-se o valor de gprob

CuEDTA

FdII

2,337 2,09 média 2,17g /1 = g.l. = g =
prob

2,02 2,00 1,97 média 2,00gz = gy = gx = g =
prob

Com estes dados podemos calcular a concentração de spins

na amostra de FdII às várias temperaturas, segundo a expressão:

spins /monómero =
A/A' x (d/d,)2 x ,medial

g prob

C ­monomero

media
gprob x CCuEDTA

em que A e A' sao áreas dos sinais, d e d' sao os diâmetros dos

média ,média-
tubos e gprob e g prob sao os valores das probabilidades

médias para a FdII e o CuEDTA respectivamente.

Os resultados obtidos estão resumidos na Tabela IV.9.

TABELA IV.9

Temperatura

6K

8K

l2K

n9 spin /monómero

0,95

0,93
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Fazendo uma média dos valores encontrados para as

várias temperaturas e tendo em conta a análise de ferro pode-

mos dizer que se enoon~am 0,95 ±0,10 spin 13Fe. O facto de

não se ter obtido exactamente ó mesmo número de spin" às
..

va-

rias temperaturas' deve-se ao facto de ser difIcil traçar os

espectros da amostra e do CuEDTA exactamente à mesma tempera-

tura.

Tentou-se simular o espectro de RPE da FdII. Conse­

guiu-se uma boa aproximação do espectro observado usando gz =

= 2,02, g = 2,02 e g = 1,97, com largur~gaussiánas de 15,35y x·

e 80 gauss a gz' gy e gx respectivamente. Na Figura IV.lO mo!,

tra-se o espectro simulado comparado com o espectro da FdII.

IV.2.4 - ESTUDOS DE MOSSBAUER

Na Figura I~J.l mostra-s-e o espectro de MOssbauer da

ferredoxina II oxidada a 77K. A linha sólida foi traçada pelo

método dos mínimos quadrados supondo que os três ferros produ-

zem o mesmo espectro. A largura das linhas (O, 28mm/s) permite

tirar esta conclusão. Os valores do desdobramento de quadru­

polo ~EQ= 0.,54 ± 0,03 mmls são praticamente os mesmos dos obse,E

vados para a rubredoxina, sugerindo uma coordenação tetraédri­

ca a átomos de enxofre.



A

B I
N
N
0\
I

Figura IV.IO. Comparação do espectro de R.P.E. da FdII de D.gigas ( A ) com o

espectro simulado ( B ) usando g = 2,02 ; g = 2,00 e g = 1,97 com larguras gaussi-z y x

anas de 15 , 35 e 80 G a g,g e g respectivamente.z y x
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II

2.0
I

-4 -2

Figura IV.II. Espectros de Mossbauer da FdII de D.gigas

sem campo aplicado:

A - forma oxidada a 77 K.

B - Forma reduzida a 4,2 K.
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A 4.2K observa-se um espectro magnético (ver Figura

IV.l~) onde se observam três espectros magnéticos distintos,

o espectro é muito semelhante ao observado para o centro com

g = 2,01 da ferredoxina d~ ~.vinelandii(28). Na Figura IV.12

mostra-se urna simulação das três componentes magnéticas e corno

asoma reproduz o espectro observado.

Na Figura IV.ll apresenta-se o espectro da FdII redu-

zida a 4,2K,sem campo magnético aplicado. Os dobletes I e II, ,

indicados na Figura IV~l têm resdobrarrentos de quadrupolo e desvios

isoméricos semelhantes aos encontrados na ferredoxina de A.

vinelandii (20). Ambos os dobletes são simétricos e têm linhas

de absorção aguçadas. As linhas a cheio na Figura IV.ll são o

resultado do método dos mínimos quadrados. A razão das inten-

sidades dos dobletes r e II est' na proporção de 2:1. Os

parâmetros são flEQ= 1,47 ±0,03 mm/s e ô= 0,46. ± 0,02 .rnmz's para

o doblete I e flEQ = 0,47 ± 0,02 mm/s e ó = 0,30 ± 0,02 mm/s

para o doblete II.

O ferro associado com o doblete II tem característi-

cas de ferro de alto spin. Realizaram-se estudos da FdII re-

duzida a 4,2 K, a vários valores de campo magnético. Na Figura

IV.13 mostra-se um espectro a 10 kG.

Urna das propriedades pouco vul~ares na FdII reduzida,

é que um campo de poucas centenas de gauss produz um alarga-

mento substancia~ tanto do dobleto I corno do dobleto II, dev!

do a interacções magnéticas hiperfinas. Este comportamento

invulgar sugere fortemente que os espectros magnéticos dossí­
-+

tioo I e II são controlados pelo mesmo spin electrónico S.
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Figura IV.12. Espectros de Mossbauer da Ferredoxina II de O.gigas

na forma oxidada a 15 K num campo de 600 G aplicado paralelamente

à radiação l de observação.A linha sólida desenhada sobre o espec­

tro é a sobreposição de três espectros calculados a partir do ha­

miltoneano de spin.Os valores dos parametros hiperfinos usados

são indicados na Tabela IV.10.
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Figura IV.13. Espectro de Mossbauer da Ferredoxina II de

D.gigas na forma reduzida a 4,2 K num campo magnético de

10 KG aplicado paralelamente à radiação ~ de observação. t
mostrada também a curva teórica e adecomposição do espectro

em duas subcomponentes com intensidade 2:l.A subcomponente

correspondente ao doblete I é traçada com uma linha continua.

Para o doblete II observa-se um campo magnético interno po­

sitivo.Os espectros foram calculados para um hamiltoneano

de spin com 8=2,. usamo C6 parânetros da Tabela IV.lI.
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Os espectros realizados na FdII reduzida permitem-nos tirar

as seguintes conclusões:

1. A velocidade de relaxação do spin electrónico a

4.2 K é lenta, comparada com as frequências de precessão nu­

clear.

2. O spin electrónico S tem que ser um numero inteiro

(possivelmente 8=2) pelas medidas de susceptibilidade.magnética.

3. Uma vez que os campos magnéticos hiperfinos satu-

ram para campos aplicados fracos os níveis electrónicos mais

baixos são dois estados com uma separação de energia 6= 0. 35an-i

4. A análise dcs resul t.ados revela que os dois ferros

do dobleto I contlnuam i!1distingu!veis em campos aplicados,

elevados. O espectro da Figura Iv.13 é a sobreposição

dois espectros com uma intensidade de 2:1. Além disso o nú­

cleo de ferro associado com o sítio II está sujeito a um

campo magnético interno positivo provando que este núcleo

tem de pertencer a uma estrutura de spins acoplados. O sis­

tema electrónico tem um eixo de magnetização fácil e para canpos

de valor máximo 10 kG o espectro ae Môssbauer dos sítios I e II é

caracterizado por campos internos de -237 KG e 250 KG res­

pectivamente. Na Figura IV.13 apresenta-se wna simulação;

mostra-se também a decomposição do espectro em sub-compo­

nentes.

O resultado mais importante é o facto de o compor­

tamento magnético dos ferros ser descrito por um spin elec­

trónico comurn,o que sugere,fortemente,um centro com spins

acoplados.
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IV.3 - DI8CU8SAo

Nesta discussão vamos apresentar primeiramente os

factos que nos levam a concluir a presença de um novo tipo

de centro, contendo três ferros na ferredoxina II de Q.gigas.

As várias amostras de ferredoxina II analisadas con­

tém três átomos de ferro por monómero, sem evidência de

existência de impurezas contendo ferro, tanto por RPE (não

existe sinal a g = 4,3), como por Môssbauer. Os resultados

de RPE revelam a presença de um só tipo de centro paramagné­

tico na forma oxidada e a quantificação de spin dá 0.,95

spin/3Fe. O espectro magnético de Môssbauer da FdII oxida­

da a 4,2K mostra a presença de três sítios de ferro distin­

tos o que confirma que eles pertencem ao centro que dá ori­

gem ao sinal de RPE.

O valor da susceptibilidade magnética encontrado para

a forma oxidada ~eva a concluir que os três ferros com carac

teristicas de alto-spin (8=5/2) têm que estar acoplados para

produzir um sistema com 8=1/2.

Após a redução por um electrão o centro torna-se si­

lencioso por RPE. Os resultados das medidas de susceptibil!

dade magnética mostram que a FdII reduzida é paramagnética

e provavelmente 8=2. O espectro de Mô~sbauer mostra duas

vizinhanças de ferro distintas numa razão de 2:1. A forma

do espectro magnético de Môssbauer e o comportamento com o

campo magnético aplicado sugere um spin electrónico comt~,

ou seja um centro de spin acoplado. O acoplamento de spin e



-233-

indicado pela observação de campos magnéticos hiperfinos

positivos e negativos (ver Tabela IV.lOt. Tanto a forma ox!

dada corno a reduzida mostram independentemente a presença

de um centro de três ferros.

~ interessante o facto de ambos os ferros serem dis-

tintos na forma oxidada (há três espectros distintos de Mõ§

sbauer a 4~2K). Na forma reduzida dois ãtomos de ferro

(doblete I) são indistinguiveis, mesmo em campos magnéticos

elevada:; (ver Tabela DT.ll). O aurrento no desdclbranento de quaéirc:t?olo e no

desvio isomérico sugerem que os dois átomoS' de ferro do

doblete I partilham o electrão que entra na estrutura ap5s

a redução; a~os os ferros têm aproximadamente um estado de

. - f 1 +2,5 ( . IV 14)ox~daçao orma Fe ver F~gura . .

As propriedades do centro da ferredoxina II sao com-

paráveis às do novo centro descoberto na ferredoxina de

A.vinelandii(20). Neste caso o potencial redox é de -l30mV

(l8) •

Estudos de Raios-X realizados na ferredoxil'a de

A.v~~ urna resolução de 2, 5 ~ (21) mostram que esta mo­

lécula contém dois centros de Fe/S separados por 12 X mas

d~ fo~~a e tamanho diferentes. O centro maior é um centro

L4Fei4S]ligado à protelna por cada átomo de ferro. O centro

mais pequeno é planar e possuf uma estrutura [3Fe,}<$]. O mod~

lo deste novo tipo de centro pode ser descrito a partir de

um centro~Fe,2S1 que abriu um dos lados para poder acomodar

um átomo de ferro com coordenação tetraédrica di.storcida. (21) •
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TABELA IV.lO

Parâmetros hiperfinos usados na simulação do espectro de

Q.gigas na forma oxidada. Os desvios isoméricos à tempe-

ratura de 77 K foram calculados relativamente ao ferro

metálico,à temperatura ambiente. O sinal de A para o sí

tio 3 é extremamente difícil de determinar e deve ser con

siderado uma tentativa. Usou-se um valor de'" =1 e O, 4mm/s

para a largura de linha.

Sítio 1 2 3

A~g ~3' (kG) -197 +211 (+) 26n n

A /g (3' (kG) -321 +117 (+)26y n,n

A /g S (kG) -321 +117 (+) 26z n n

flEQ(mm/s) +0,54 +0,54 +0,54

o(mm/s) 0,27 0,27 0,27
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TABELA IV.ll

Parâmetros hiperfinos usados na simulação do espectro da

ferredoxina II de Q.gigas na forma reduzida.

Os parâmetros do desdobramento do "zero-field" usados fo­

-1
ram D=2, 5 cm e À:;::O, 22. Esta escolha origina um dia-

grama de energias com dois níveis de energia separados

de fl=O, 35 cm-1.

Sítio 1 Sítio II

flEQ'mm/s) 1,47 -0,47

n 0,4 -2

õ(mm/s) 0,46 0,30

Ax/gnSn (kG) -160 +70

\r/gnSn -120 +1.30

A -120 +127z/gnBn

B
20 15
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Fe l-Fe 2 3,17 A

Fe2-Fe 3 3,72 A

Fel-Fe3 3,65 A
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Forma oxidada

3 Fe 3+

Figura IV.14.
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Forma reduzida

1 t;' 3+ 2 F 2,5+... e, e

( A ) Estrutura do centro 3Fe,xS observada por difracção de

Raios-X a 2,5 A de resolução (21 ) . ~ i provavelmente igual a

3 pois análises efectuadas na aconitase parecem indicar razões

equimoleculares de Fe e S ( 5 ).

( B ) Modelo para a redução do centro 3Fe,xS em que o electrão

adquirido pelo centro reduzido i partilhado por dois átomos de

ferro de acordo com os dados obtidos por espectroscopia de

Mossbauer.
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o novo centro [3Fe,xs] com três átomos de ferro ligados

covalentemente, parece ser urna estrutura presente em diversos

sitemas biológicos, uma vez que pode ser encontrada em proteínas

tão diferentes corno a aconitase, isolada a partir do coração de

boi, e a glutamato sintetase (29). Estas proteínas apresentam

um sinal característico de Mõssbauer na forma reduzida idêntico

ao obtido na Ferredoxina II de Q.gigas (ver Figura IV.ll).

Uma análise cuidadosa da literatura publicada para protel

nas contendo centros ferro-enxofre, permite suspeitar da presen­

ça deste novo tipo de centro noutros sistemas. Possíveis candi­

datos, devido às características do sinal de RPE e outras propri~

dades gerais, tais como o potencial redox, são: FdI de Mycobac­

terium flavum (30) ;Fdde Thermus therrnophylus (31); succinato

desidrogenase da rnitocondria (32); FdIV de Rodospirillurn rubrum

(33); e a hidrogenase de Desulfovibrio gigas (resultados nao pu­

blicados) .

A observação por RPE de um sinal isotrópico associ.ado a

um potencial redox não positivo, poderá sugerir a presença deste

novo tipo de centro. Contudo, presentelnente, só a complementação

da sua caracterização por espectroscopia de Mõssbauer, em parti­

cular na forma reduzida, pode, como vimos, dar prontamente esta

resposta.

Como exemplo, apresentamos na Figura IV.15 o espectro

de RPE da ferredoxina de Methanosarcina barkerii. O sinal iso­

trópico é observado na forma nativa e é semelhante ao da FdII de

Q. gigas. Para testar se este novo tipo de centro exi.stiria tam­

bém nesta ferredoxina, realizou-se o espectro de Mõssbauer na

forma reduzida, a 4,2K. O espectro apresenta dois dobletos,

de intensidade 2:1, com desdobramentos de quadrupolo e desvios

isoméricos semelhantes aos da FdII de Q. gigas reduzida.
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Figura IV.15 - Espectro de RPE da ferredoxina de Methanosarcina barkerii.

Condiçõ~~ experimentais: potência 10 ~W; frequência 9,215 GHz;

amplitude de modulacão 4G: tem?eratura 8 K: qanho 1,25 x 10 4
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Uma das técnicas utilizadas para identificar centros

[4Fe,4S] tem sido a realização de espectros de RPE na forma red~

zida na presença de 80% DMSO. Tanto as protelnas contendo cen­

tros [4Fe,4S] do tipo HiPIP (+3, +2) como as contendo centros

[4Fe,4S] (+2, +1) produzem o mesmo tipo de espectro quando redu­

zidas na presença de DMSO. Cammack, observou que por redução

da HiPIP de Chromatium (13) na presença de 80% DMSO se obtinha

um espectro caracteristica dos centros [4Fe,4S] e cuja quantifi­

cação correspondia a 60% do valor esperado.

No caso da FdII de ~.gigas, este tratamento produz um

sinal deste tipo, mas cuja quantificação só representa 0,04

spin/monómero (18). Este sinal seria portanto correspondente

a uma pequena percentagem de centros [4Fe, 4SJ existentes na FdII,

cuja presença tinha sido detectada na redução da protelna (0,02

spin/monómero) (18).

As técnicas de extrusão,até ao presente momento,parecem

nar dar um resultado satisfatório.Tanto a aconitase (34) como a

ferredoxina de A.vinelandii (20) dão origem a centros [2Fe-2S]

quando os processos de extrusão são aplicados.Suspeitamos que os

centros de três ferros se podem decompor dando origem a centros

de [2Fe-2SJ . Averill et.al. (35) observaram que o espectro de

absorção da ferredoxina de A. vinelandii em 80 % DMSO e 10 rnM em

benzenotiol nao podia ser sifuulado como uma soma de centros

[2Fe-2S] e [4Fe-4S] . Além disso,o espectro obtido após extrusão

modificava-se lentamente cOJ:~ o tempo. Seria interessante saber

em que estágio do processo de extrusão ocorre a decomposição do

centro de três ferros. Resultados experimentais sobre e s t.a ques­

tão podem elucidar alguns aspectos estrut~rais deste novo tipo de

centro.Se o terceiro átomo de ferro se mantém na proteína ,expe­

riências de marcaçao isotópica seriam interessantes se se conse-
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guissem condições reversíveis.

Os dados de Raios-X obtidos sobre a nova estrutura de

três ferros na ferredoxina de Azotobacter vinelandii (21) sugerem

a possibilidade de um dos ligandos de ferro ser um resíduo carbo-

xílico em vez de uma cisteína (os resultados de MOssbauer não são

incompatíveis com esta sugestão)

Se compararmos as sequências da ferredoxina de A.vinelandii

ferredoxina II de Q.gigas e ferredoxina de Methanosarcina barkerii

existe uma região (indicada na Figura IV.16) em que há um resíduo

de um ácido aminado acídico na mesma posição, candidato a possível

ligando do ferro. Só uma melhor elucidação desta.estrutura por

Raios-X poderá indicar quais os ligandos deste novo tipo de estru

tura.

Na Tabela IV.12 apresenta-se, como resumo! um con-
r 1

junto de características do novo tipo de centro L3~e,xSj .

Consideramos que a ferredoxina II de D.gigas pode ser usada

como proteína protótipo contendo este tipo de centro.



Fd Q.gigas Pro-Ile-Glu-Val-Asn-Asp-Asp-Cis-Met-Ala-Cis- Glu-Ala-eis-Val-Glu-lle-eis-Pro

Fd A.vinelandii Ala-Fen-Val-Val-Tre-Asp-Asn-Cis-Ile-Lis-Cis-Lis-Tir-Tre-Asp-els-Val-Glu-Val-Cis-Pro

Fd M.sarcina

barkerii

(Met

Pro)
Ala-Tre (Pro) Asn-Ala-Asp-Glu-Cis (Tre) Glu-Cis Gli ( )Cis-Val-Asp-Glu-Cis-Pro

I
N
.a:>­
I-'
I

Figura IV.l6 - Comparação de parte das sequência de ácidos aminados da ferredoxina de Q.gigas

ferredoxina de A.vinelandii e ferredoxina de Methanosarcina barkerii.
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TABELA IV.12

Caracteristicas do novo centro 3Fe-xS

(A FdII de Q.gigas é considerada o protótipo)

Propriedades

Espectro de absorção

€mm (À ma x ' nm)

Dicroismo circular(a)

À, (nm)

Forma oxidada Forma reduzida

23,1(305) 15,7(405) 9,6(425 "ombro")

13 , 3 (453 II ornbro " )

bandas negativas a
317, 423

bandas positivas a
474, 580

Espectro de R.P.E

~spectro de MOssbauer

(mm/s)

E
Q

(mm/s)

g=2,02 próximo de
isotrópico

(g =2,02, g =2,00,
gZ=1(97) Y

z

alargarrento para T>16 K

saturação a 10 fW (2,7 K)

0,27 -to 0,03

0,54 ... 0,03

nao tem sinal(b)

(c)
0,46!O,ü2(dob1eto I)
0,30!0,02(dobleto II)
1,47~O,03(ddbletoI)
O,47!O,02(dcbleto II)

razão dos dol:::letos

I/II ~ 2,00

alargarrent.o caracte­
nstiro para canpos
~600 G

(a) Na forma geral o espectro de C.O. da FdII não é semelhante ao
fios centros [4Fe.-4SJ excepto na sua int.ensidade (18).

(b) Um sinal muito pouco intenso do tipo 1,94 pode ser observado
na FdII (menos do que 2%) (18).

(c) Os dobletos I e II estão indicados na Figura IV.
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IV.4 - POSS!VEL INTERCONVERSÃO ENTRE OS CENTROS [3Fe-xS] E

[4Fe-4s]

Estudámos recentemente duas novas amostras de ferredoxi-
57

na II de ~.gigas, reconstituida com Fe, tanto por RPE corno por

Môssbauer. ApÓs reconstituição as amostras não apresentam sinal

de RPE na forma oxidada e quando reduzidas o sinal é semelhante

ao de uma ferredoxina no estado +1 (ver Figura IV.ln). Estas

amostras, foram estudadas por Môssbauer e confirmaram a análise

feita por RPE: a amostra de ferredoxina II reconstituida só con

tém centros [4Fe-4S] , cujas propriedades são semelhantes às do

centro [4Fe-4S] da ferredoxina de !!.stearothermophylus (36).

Na figura IV.la comparam-se os espectros de Môssbauer da FdII

reconstituida na forma reduzida com o espectro simulado usando

parâmetros da ferredoxina de !!.stearothermophylus (36).

Novos estudos, realizados numa amostra de ferredoxina I,

mostram que na forma oxidada esta protelna apresenta em RPE um

sinal isotrópico que corresponde a 30% do ferro total (Figura

IV.19) ~ verificámos que a percentagem de sinal isotrópico pre­

sente nas amostras de FdI parece variar de 10 a 30%). Após

redução, apresenta um intenso sinal de RPE com valores de 9 a

gz=2,07, gy=1,94 e gx=1,92.

A intensidade do sinal na forma reduzida correponde à

intensidade que faltava na forma oxidada, A 4,2 K, esta forma

tem um espectro magnético de Môssbauer praticamente sobreponI-

vel ao espectro de Môssbauer obtido para a FdII reconstituida

na forma reduzida (Figura IV.IS). Após oxidação, o sinal a

g=1,94 desaparace e o espectro de Môssbauer modifica-se numa

"p attern" de quadrupolo. Estudos a campo alto mostram que



180 G I

1.94
I

ii

1.92

I
I

I\,)

oe:.
oe:.
I

Figura IV.17. Espectro de R.P.E. da Ferredoxina II de D.gigas reconstituida com 57Fe,

na forma reduzida.O espectro foi obtido nas seguintes condições: potência 2 mW ; fre­

quência 9,223 GHz ; amplitude de modulação 10 G ; temperatura 18 K e ganho 1.000.



-245-

~

~

.t!J

<0.0
E-l

z
~

u

~ 05
~

~

0 0.0

~~j
~~

V E L O C I D A D E M M / 5 )

Figura IV.IS.

( A ) Espectro de Mossbauer simulado usando os parame t ros

obtidos para a Ferredoxina de B.stearothermophilus na for-

ma reduzida obtido a 4,2 K num campo magnético de 600 G apli­

cado paralelamente à radiação r de observação (36) .Os va­

lores de A E
Q

e ~ usados foram os determínados· .paza a Ferre­

doxina II de D.gigas reconstituída ,na forma reduzida.

( B ) Espectro de Mossbauer da Ferredoxina II de D.gigas

reconstituída ,na forma reduzida, a 4,2 K num campo magné­

tico de 600 G aplicado paralelamente à radiação ~ de obser­

vaçao.

( C ) Espectro de Mossbauer da Ferredoxina I de D.gigas na

forma reduzida (amostra não enriquecida em 57 Fe ) após

ter sido subtraído 30% do sinal correspondente ao centro

3Fe,xS .Condições idênticas ao do espectro ( B ) .
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2.02
I

2.07

I

50 G

1.94

I

1.92

I
100 G

Figura IV.19 - Espectro de RPE da ferredoxina I (A) forma oxidada

(B) forma reduzida. Condições experimentais: potencia

10 W; frequência 9,220 GHz; amplitude de modulação 4Gj

temperatura 8 K e ganho 4 000 (A) e 8 000 (B).
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esta "pattern" provém de átomos de ferro em sitios diamagnéticos

confirmando a presença de centros [4Fe-4~

importante na FdI.

Os resultados obtidos com as formas oligoméricas da fer-

redoxina de g.gigas e o material reconstituido, levam-nos a con­

cluir que a mesma cadeia polipeptídica pode acomodar centros

[3Fe,xSJ ou centros ~Fe-4S]. A FdII representa uma preparação

muito pura e homogénea, sendo um exemplo duma proteína que só

contém centros do tipo ~Fe-xSJ. A FdI é isolada numa forma que

contém centros [4Fe-4S]
~

e um pequeno numero de centros [3Fe-xs]

Esta situação é diferente da ferredoxina de ~.vinelandii, em que

cada molécula da estrutura nova está associada com centros

[4Fe-4S] do tipo HiPIP.

A FdII e FdI de g.gigas intervêm em dois passo metabólicos

importantes deste organismo redutor de sulfato: a reacção fosfo

roclástica e o sistema sulfito reductase. Os estudos estrutu.

rais descritos acima podem ser analisados em relação aos poten-

ciais redox e actividade fisiológica das duas formas oligoméri-

cas:

1) O valor do potencial redox do centro ~Fe-xsJ é -130 mV.

Para a FdI o potencial do centro [3Fe-xsJé -50 mV e o do

[4Fe-4S] é -455 mV (18).

2) A FdII é mais eficiente no sistema de transporte de

electrões da sulfito reductase.

3) A FdI é activa no transporte de electrões na reacçao

fosforoclástica (19). Nas mesmas condições a FdII não é activa.

Contudo, depois de uma fase inicial a FdII também estimula a

reacçao.

Tomando em conjunto estas considerações, podemos tirar

algumas conclusões.
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Como o potencial redox da sulfito reductase é cerca de

-110 mV e o da piruvato desidrogenase é cerca de -600 mV, é na­

tural que os centros [lFe-xs ] que têm potenciais redox menos ne

gativos, sejam os mais eficientes na redução do sulfito e que

só os centros [4Fe-4S] que têm potenciais redox suficientémente

negativos sejam activos na reacçao fosforoclástica. Isto impli­

ca que os centros [3Fe-xS] da FdII se possam converter em [4Fe-4S].

Esta interconversão é apoiada pelo facto de que a FdII só é ac­

tiva neste sistema depois de uma fase inicial e pelo facto de se

obterem centros [4Fe-4S] após reconstituição da FdII.

O facto de a mesma cadeia polipeptídica poder acomodar

estes dois tipos de centros levanta dois problemas: qual é o

processo que controla a síntese de um centro de três ou quatro

ferros? Haverá interconversão entre as duas estruturas (como

sugere a reconstituição e a participação da FdII na reacção

fosforoclástica)? Haverá um papel biológico especifico para

cada tipo de estrutura? Serão as estruturas ~Fe-4SJ mais fá­

ceis de construir? Mas, se é o caso, porque é que as estrutu­

ras [3Fe-xs] sao tão estáveis? A resposta a estas perguntas

necessita de um estudo bioquímico mais profundo para o qual o

sistema metabólico da DesulÍovibrio gigas é adequado.
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