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SUMARIO

As bactérias redutoras de sulfato tém uma cadeia de trans
feréncia electrdnica complexa, que conduz & redugao do sulfato
através da oxidagao de substidncias organicas ou de hidrogénio mo
lecular. Isolaram-se e caracterizaram-se duas protelnas, isola

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,xS] recentemente também iden-

tificado numa ferredoxina de Azotobacter vinelandii. A presencga

de ferro nestas proteinas permite a aplicagao de técnicas espec-
troscopicas, de modo a que possa ser obtida informagao estrutu-
ral (nomeadamente ressonancia magnética nuclear (RMN), ressonan-

cia paramagnética electrdnica (RPE) e espectroscopia de MYssbauer).

A desulforedoxina & um novo tipo de proteina contendo fer
ro nao hémico sem enxofre 1labil. A proteina € isolada como um
dimero, de peso molecular 7 900, consistindo de duas subunidades
idénticas, com um atomo de ferro e quatro cisteinas por mondmero.

A composigao de acidos aminados & invulgar, pois no total
estao ausentes sete acidos aminados (arginina, histidina, tripto
fano, serina, prolina, isoleucina e fenilalanina).

Determinou-se a sequéncia em acidos aminados da desulfore
doxina. A elucidagao da sequéncia foi obtida por degradagaoc da
proteina inteira no sequenciador de proteinas e pela determina-
gao da seguéncia dos peptideos, obtida pela digestao com a pro-

tease de Staphylococus aureus.
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Quando se compara a sequéncia da desulforedoxina com as
sequéncias das rubredoxinas, a desulforedoxina mostra pouca ho
mologia e s6 & conservada a sequéncia Tir-X-Cis-X-X-Cis-Gli na
sequéncia N-terminal. As outras duas cistelnas encontram-se
nas posigoes 28 e 29.

Esta seéuéncia invulgar das cisteinas levantou-nos a du-
vida se todas as cisteinas estariam ligadas ao ferro. Realiza-
ram-se experiéncias com o dcido iodoacético e titulagoes com
PCMB, que nos levaram a concluir que as quatro cistelinas da de-
sulforedoxina devem estar ligadas ao ferro.

A sequéncia invulgar das cistelnas levou-nos a propor
duas possiveis estruturas para a desulforedoxina

O espectro de ultra-violeta e visivel da desulforedoxina,
bem como o de dicroismo circular magnético, mostram bastantes
semelhangas com os das rubredoxinas. No entanto, existem algu-
mas diferengas, que sugerem que o 1?9 estado excitado do ferro
tem uma maior simetria na desulforedoxina.

Realizaram-se medidas de susceptibilidade magnética e
de ressondncia magnética nuclear nas formas oxidada e reduzida
da desulforedoxina. Obtiveram=se 5,7ug para a forma oxida
da e 4,9uB para a forma reduzida. O valor dos momentos
magnéticos obtidos para a desulforedoxina indicam que o ferro
associado com a desulforedoxina & Fe(III) de spin alto na forma
oxidada e Fe(II) de spin alto na forma reduzida. Os espectros
de ressonancia magnética nuclear das duas formas redox nao apre
sentam ressonancias dependentes da temperatura. Tal como para
a rubredoxina, os espectros de RMN sao pouco informativos devi-
do ao elevado momento magnético do ferro, que origina uma baixa

resolugao.
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Os estudos de RPE e M8ssbauer mostraram a existéncia de
algumas diferengas geométricas entre a desulforedoxina e a ru-
bredoxina; o valor baixo do parametro de rombicidade E/D=0,08
(E/D= 0,28 para a rubredoxina) faz com que a desulforedoxina
tenha um espectro de RPE mais axial (isto nao implica neces-
sariamente uma coordenagcao geamétrica mais axial). Ambas as
proteinas, na forma oxidada e reduzida, tém praticamente os mes
mos desvios isoméricos, caracteristicos de coordenagao tetraé-
drica a enxofre. A constante de acoplamento magnética hiper-
fina, A, dada pelo campo de saturagao H .= -5 AO/Zgan, da
desulforedoxina & Hsat= =385 KG, sendo ainda mais pequena do que
0 valor encontrado para as rubredoxinas de C.pasteurianum e de

D.gigas, H_,, = -410 KG. Isto sugere uma ligagdo ligando-metal
mais covalente para a desulforedoxina (compostos idnicos tém
campos de saturagao proximos de -550 KG).

Na forma reduzida, o ferro da desulforedoxina esta no
estado ferroso, com spin alto, S=2. O desvio de quadrupolo
nao depende da temperatura, o que implica que o estado orbital
fundamental esteja separado do 19 estado orbital excitado pelo
menos 800 cm-l. Os resultados mostram que AlEQ> 0 e n<0,5;
isto implica um estado orbital fundamental de caracter predomi-
nantemente dxz_yz. Em contraste, o estado orbital fundamental
da rubredoxina & praticamente uma orbital d,2 pura.

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

media a transferéncia electronica entre o citocromo c, e a sul-

3
fito reductase. Estudamos dois estados de oxidagao desta pro-
telna, por ressonidncia paramagnética electrdonica e espectros-
copia de M#ssbauer. Encontramos 3 atomos de ferro/mondmero e

uma concentragao de spin de 0,9 spins/mondmero, na forma oxidada.
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O espectro magnético de MUssbauer da PAIY oxidada a 4,2 K
mostra trés sitios de ferro distintos, que produzem o sinal de
RPE. Apds redugao o centro torna-se silencioso em RPE. As me-
didas de susceptibilidade magnética e os resultados de Mdssbauer
mostram que, apds redugao, a FAdII & paramagnética S>>0 (provavel
mente S=2). Os espectros de MUssbauer mostram duas vizinhangas
distintas para o ferro, numa proporgao de 2:1. A forma do espec
tro de M3ssbauer e o comportamento com a aplicagao de campo mag
nético sugerem um spin electrdnico comum, ou seja, um centro
com spins acoplados. O acoplamento de spins & apoiado pelo facto
de observarmos campos magnético hiperfinos positivos e negativos.

Os desvios isoméricos observados sugerem que os ferros
tém coordenagao tetraédrica a atomos de enxofre. Isto contudo
nao poe de parte a possibilidade de que um dos sitios possa ter
um ligando oxigenado ou azotado.

Na forma oxidada do centro os trés ferros sao distintos.
Na forma reduzida no entanto, dois atomos de ferro sao indistin
quiveis mesmo em campos magnéticos elevados. O aumento do desvio
isomérico e do desdobramento de quadrupolo quando da redugao sugere
que os dois atomos de ferro do dobleto I partilham o electrao
que entra apds a redugao. Cada um destes ferros terda um estado
de oxidagao formal +2,5.

Alem da forma tetramérica FAII, a mesma subunidade basica
pode formar um trimero designado por FdI. Estudou-se por RPE e
M8ssbauer uma amostra desta proteina e chegou-se 3 conclusao
que 30% do ferro estava presente em centros de trés ferros, en-

quanto que 70% do ferro se apresentava na forma de centros[}Fe,4S].



Quando a Ferredoxina II & convertida em apoproteina com
acido tricloroacético e o centro de ferro-enxofre & reconsti-
tuido por adigao de ferro e enxofre, a proteina transforma-se
numa ferredoxina com centros [4Fe,4s].

Os resultados obtidos com as duas formas oligomericas da
ferredoxina de D.gigas e com a ferredoxina reconstituida, mos-
tram que a mesma cadeia polipeptidica 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 informagoes que permi-
tem alargar o conhecimento sobre estruturas basicas em protelnas
contendo centros ferro-enxofre.

Estas proteinas simples, cujo centro activo & bem defini-
do, podem ser usadas como modelos de protelnas mais complexas.
Nestas proteinas, devido A multiplicidade de centros, seria difi-
cil identificar estes novos tipos de centro, se nao se conheces-

sem previamente as suas propriedades.



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. In -
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 vinelandii. 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 M8ssbauer 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 atom
and four cysteines per monomer. The amino acid composition
is very unusual, since in the total there are seven amino acids
absent (arginine, histidine, tryptophan, serine, proline,
isoleucine and phenylalanine).

The amino-acid sequence was determined. The segquence
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 all four cysteines are iron ligands. The experiments
on the sulphydryl content of apo and holoprotein and the PCMB
titration study 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
nagnetic 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 form.

The nuclear magnetic resonance spectra of both redox
forms does not show temperature dependent resonances. As in
rubredoxin the NMR spectra are of low resolution due to the
high magnetic moment of the ironm.

The EPR and M8ssbauer 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 spectrum for desulfo-
redoxin (this does not necessarily imply a more axial coordination
geometry). Both proteins, in the oxidized 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, Hoae™ 5A°/2gnpn, by Mdssbauer spectroscopists,
is Hg, .= - 385 kG, and has an even lower value than that found

t
for the rubredoxins from C.pasteurianum and D.gigas, Hsat=-410 kG.

This suggests a larger metal-ligand bond covalency for desulfo-
redoxin (ionic -compounds have saturation fields of about =550 kG).
In the redu-ed form the iron sites of desulforedoxin are
in a high spin ferrous state, S=2. The nearly temperature
independent quadrupole splitting implies an isolated orbital

1

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

first excited (orbital) state. The data shows that AEQ> 0 and

#<0.5; this implies an orbital ground state of predominantly
dxz_yz character. 1In contrast, the ground state of rubredoxin
is almost a piure dzz orbital.

The tetrameric form of the Desulfovibrio gigas ferredoxin,

named FAII, mediates electron transfer between cytochrome c, and

the sulfite reductase.A We have studied two stable .oxidation

states of this protein with electron paramagnetic resonance and

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

spin concentration of 0.9 spins/monomer for the oxidized protein.
The magnetic MUssbauer spectrum of oxidized FAII observed

at 4.2 K shows three distinct iron sites belonging to EPR-
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~active centres. Upon reduction by 1 electron the centres become
EPR-silent. The magnetic susé¢eptibility measurements and the
M8ssbauer results reveal that reduced FdII is paramagnetic S >0
(probably S=2). The MYssbauer spectra demonstrate two distinct
iron environments which are present in the ratio 2:1

The features of the magnetic M8ssbauer spectra and their
response to applied magnetic field, suggest a common electronic
spin. Spin coupling is indicated by the observation of positive
and negative magnetic hyperfine fields.

The observed isomeric shifts suggest that the irons have
tetrahedral environments of sulphur atoms. This, however, Qdoes
not rule out the possibility that a site migth have one oxygenic
or nitrogenic ligand. The three irons are distinguishable in
the oxidized state of the cluster. 1In the reduced state,
however, two iron atoms (doublet I) are indistinguishable even
in strong applied fields. The increased isomeric shift and the
quadrupole splitting suggests that the two iron atoms of doublet I
share the electron that enters the complex upon reduction; both
sites have a formal oxidation of Fe+2'5.

Besides the tetrameric FAII the basic subunit can form a
trimeric protein, named FdlI. EPR and MUssbauer 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,4§] centre.

When ferredoxin II is converted into apoprotein with
tricloroacetic acid and the iron sulfur centre is reconstituted
by the addition of iron and sulfide the protein becomes a

ferredoxin with [4Fe,4s] centres.



The obtained results with the two oligomeric forms of
D.gigas ferredoxin and with the reconstituted ferredoxin show
that the same polipeptide chain can accomodate either [3Fe,x$]
or [4Fe,4$] centres.

With the study of these two proteins containing two new
types of centres a set of informations was obtained about basic
structures in proteins containing iron-sulphur centres. These
simple proteins with a very well defined centre can be used as
models for more complex proteins. In these proteins, due to
the multiplicity of centres it would be difficult to identify
these new types 0f centres without previously knowing their

properties.



1. INTRODUCAO GERAL
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I.1 = INTERESSE DAS BACTERIAS REDUTORAS DE SULFATO

A redugao dos sulfatos em acido sulffidrico 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 organicos sulfurados,
em particular os dcidos aminados (cistelna e metionina). A
via dissimilativa, especifica das bactérias redutoras de sul-
fato, utiliza o sulfato como aceitador final de electrdes con
duzindo 3@ acumulagao de gquantidades importantes de sulfureto.

As bactérias redutoras de sulfato sao os primeiros micro
-organismos anaerdObicos estrictos rnos quais uma. fosforilagao
oxidativa ligada ao transporte de electroes pode ser posta em
evidéncia. Pode-se considerar estas bactérias como os repre-
sentantes actuais de um processo muito antigo: a redugao dis
similativa (ou "respiragao”) dos sulfatos. Com efeito, os de-
positos mais antigos de enxofre reduzido biologicamente a par
tir dos sulfatos datariam de dois ou trés x lO9 anos (1).

As bactérias redutoras de sulfato estao presenrtes nas
aguas doces e nos sedimentos marinhos; em certas condigdes fa
voraveis para o seu desenvolvimento, produzem quantidades enor
mes de sulfureto de hidrogénio (HZS) toxico para os outros
organismos vivos.

O papel ecoldgico e econdmico das bactérias redutoras
de sulfato € particularmente importante. Se por um lado elas
sdo responsidveis pela formagao de depdsitos de enxofre n3o vul
c@nico como os da Sicllia e Texas, por outro lado sao respon-

saveis pela corrosao anaerdbica de metais.



"A corrosdo associada com as bactérias redutoras de sul-
fato em tanques de armazenamento de petrdleo tem sido um pro
blema para a navegagao, especialmente em navios que usam a
agua do mar para substituigao da carga. A corrosdo da-se
por um processo de despolarizagao catddica no qual as bacteé-
rias retiram hidrogénio da superficie do metal e usam os elec
troes para reduzir o sulfato e formar sulfureto. Estes sulfu-
retos sao muito acidicos e fazem com que o liquido onde se
dissolvem se torne corrosivo.

Uma outra propriedade importante das bactérias reduto-
ras de sulfato & a produgao ou consumo de hidrogénio molecu-
lar (ver Fig. I.1). O hidrogénio produzido pode ser oxidado
pelas bactérias metanogénicas para produzir metano por redu-
cao de CO, ou acetato. A formagao de hidrogénio a partir da
degradagao de compostos organicos tem sido discutida varias
vezes como uma possivel fonte energética. Thauer (2) calculou
que s 33% da energia combustivel presente no substrata orgé
nico € conservada na fofma de hidrogénio molecular, através
do processo fermentativo. No entanto 85% de energia & con-

servada se o produto final for metano.

I.2 - METABOLISMO DAS BACTERIAS REDUTORAS DE SULFATO

As bactérias redutoras de sulfato podem reduzir o sulfa
to por oxidagao de substratos orgadnicos ou de hidrogénio mole

cular,



SUBSTRATO ENERGETICO SO 4
REDUZIDO
DOADOR DE ELECTROES BACTERIAS REDUTORAS ACEITADOR DE
DE SULFATO ELECTROES
SUBSTRATO OXIDADO s~
ut H,

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

redutoras de sulfato.




As cadeias de transferéncia electrdnica que permitem a
realizagao destas reacgdes sao complicadas e muitos dos com-
ponentes sao ainda desconhecidos.

O papel bioldgico das proteinas de transferéncia elec-
tronica justifica a quantidade de trabalho dedicado & compreen
sao do seu mecanismo de acgao (3,4).

As proteinas de transferéncia electrdnica pertencem ao
grupo de proteinas melhor caracterizadas em termos das proprie
des fisico~gquimicas e estruturais. Muitos dos conhecimentos
sobre os diversos tipos de centros activos tém sido proporcio
nados pelo estudo de compostos sinteéticos analogos (5,6,7).

O uso de diversas técnicas espectroscopicas que permitem
uma melhor caracterizag¢ao estrutural destas proteinas tem le-
vado a desenvolver varias hipdteses e por outro lado a eliminar
outros mecanismos possiveis.

Uma compreensao dos mecanismos das reacgoes de transfe-
réncia electrdnica € importante na procura de novas formas de
energia (como por exempio a producao bioldgica de hidrogénio

a partir de residuos agricolas).

I.3 - OS TRANSPORTADORES DE ELECTROES NAS BACTERIAS REDUTORAS

DE SULFATO

Sao necessarios quatro pares de electroes para reduzir
o sulfato a sulfureto de hidrogénio. A reducaoc dissimilativa
do sulfato faz intervir uma ou varias cadeias de transferén-

cia de electroes e nem todos os intermediirios foram a#nda

caracterizados.



Na verdade € ja conhecida uma variedade enorme de trans
portadores electronicos que tém sido purificados e caracteri-
zados (8,9,10): sistema citocrdmico (tipo ¢, b e d), protei
nas com ferro nao-hémico (ferredoxinas, rubredoxinas, hidroge
nase,etc.), flavoproteinas, quinonas,proteinas complexas con-
tendo molibdénio, cobalto, etc. Na Tabela I.l sao indicadas
algumas propriedades de transportadores tipicos. No entanto,
a cadeia de transferéncia electrdnica esta longe de ser conhe
cida em detalhe, e uma das principais razoes deve-se ao facto
de existir uma heterogeneidade importante nas espécies de

Desulfovibrio, o que permite uma grande variagao do equipa-

mento enzimatico.

Para dar uma ideia da variedade de proteinas ja identi-

ficadas nas varias espécies Desulfovibrio,apresenta-se na

Tabela I.2 a distribuigdo de algumas das proteinas trans-
portadoras de electroes mais importantes.
Em seguida descreve-se de um modo resumido algumas das

suas propriedades mais relevantes.



TABELA I.1l

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

Valores de g (Mondmero)

Ferredoxina I 18 (3x6) 3 [4Fe,4S] 2,07;1,94;1,92 -455 16 (405) ;20,6 ¢300).
(forma reduzida)

Ferredoxina II 24 (4x6) 4 [3Fe,xS] 2,02;2,00;1,97 -130 15,7(415) ;23,1(305)

Rubredoxina 6 1 R4 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(507);7JH37Ufé

(2 "RA" distorcidos) . !

Flavodoxina 16 1FMN 10,2(456,5) 8,2(374)

Citocromo C3 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 C3 26 8 hemos 2,97;2,00;1,57 negativo 108(533); 1040 (409)

(PM 26.000)

Citocromo ¢ 9 1 hemo 2,06;2,25;1,25 0 a =100 mV

553




TABELA TI.2

ESPECIES DE FERREDOXINA FLAVODOXINA RUBREDOXINA CITOCROMO g3 (ﬂﬂOCle)c3 CEKﬁRJ{)E$53
DESULFOVIBRIO (PM 13 000) (PM 26 000)

glgas S P S S P PNP
vulgaris P S S S P S
Hildenborough

vulgaris NE PNP ND P ND ND
Miyazaki

desulfuricans P NE P ] NE P
Norway 4

desulfuricans PNP P P S ND ND
El Algheila z

salexigens PNP P P S PNP PNP
S - sequéncia conhecida NE - nao encontrada PNP - presente mas nao purificado

P - purificado ND - nao descrita



I.3.1 - OS CITOCROMOS DAS BACTERIAS REDUTORAS DE SULFATO

Existem trés familias de citocromos c nas bactérias

redutoras de sulfato do tipo Desulfovibrio; citocromo C3

PM 26 000, citocromo C3 PM 13 000 e citocromo Csg53-

I.3.1.1 - O Citocromo c., (PM 13000)

O citocromo ¢3 (peso molecular 13 000 Daltons) foi des
coberto em 1954 por Postgate (13) e Ishimoto (14) e esta pre

sente em todas as bactérias do género Desulfovibrio . Foi o

primeiro citocromo a ser descoberto num microorganismo anae-
robico nao fotossintético. Difere do citocromo ¢ mitocondrial
pelo seu potencial de oxidag3ao-redugao muito baixo (em média

a volta de -250 mV), pela sua autoxibilidade e pela presenca
de quatro hemos por molécula que sao ligados 3 proteina por
dois tipos de cadeia: -Cis=x-x-Cis-His- ou =-Cis-X-X-X-X-Cis-
-His.

As posigoes de coordenagdo axiais do ferro sao feitas
através de dois residuos histidina da molécula (15,16). Os
citocromos c; pertencem a classe de citocromos do tipo ¢
devido a ligagao covalente dos hewmos a apoproteina, embora
eles se aproximem aos do tipo b pela natureza dos ligandos

de ferro (com excepgao do citocromo 9562 de Escherichia coli

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

(17).



£ conhecida a composi¢do de acidos aminados de varios

citocromos c; de varias espécies Desulfovibrio: D.vulgaris

Hildenborough (18), D.gigas (19), D.salexigens British Guiana

(20) , D.desulfuricans El Algheila z (21), D.desulfuricans

Norway (22) e D.strain 9974 (23). A comparagado das estruturas
primarias e as homologias de sequéncia permitem agrupar os
citocromos c, numa familia de protelnas homdlogas (24).

O papel fisioldogico do citocromo (=) é ainda mal conhe-
cido, parecendo que o citocromo c, tem um efeito estimulador
nas reacgoes em que esta implicado: reducao do sulfito (25),
sistema fosforoclastico (26), redugdo do tiosulfato (27). O
doador fisioldgico de electroes ao citocromo C3 é a hidroge-
nase pois a hidrogenase reduzida na presenca de hidrogénio ga-
soso reduz completamente o citocromo c3-

Os quatro hemos do citocromo c, nao tém o mesmo potencial
de oxidagao-redugao, como tem sido bem demonstrado por titula-
¢oes redox feitas por RMN (15,16) e RPE (28). DerVartanian et
al. (28) mostraram que os quatro hemos do citocromo C3 Ge
D.vulgaris Hildenborough tém potenciais de oxidagac-redugao
variando entre -324 mV e -284 mV. Estes valores estao proximos
do tnico valor determinado por Niki (29) para o potencial redox
do citocromo ¢, de D.vulgaris Miyazaki por polarografia e vol-
tametria ciclica (E'o= -270 mV). Por espectroscopia de RPE,

o ferricitocromo c, de D.gigas mostra somente duas ressonan-
cias "low-spin" hémicas: cada uma delas corresponde a dois
hemos que sao titulados com valores diferentes de potencial
(30). A diferenga de potencial entre os varios hemos do cito
cromo Cy de D.gigas € de 80 mV. O citocromo ¢, de D.desulfu-

ricans Norway € um citocromo c3 completamente homSlogo e a
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sua estrutura foi elucidada por Raios-X (31,32). A distancia
entre os varios hemos varia entre 11 A e 15 A . Trés dos
hemos tém uma orientagao mais ou menos paralela estando o quar
to orientado perpendicularmente aos outros.

A determinagao do potencial de oxidagao-reducgao deste
citocromo C3 foi feita por RPE por Cammack (33). Os valores

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

I.3.1.2 - Citocromo c, (PM 26 000)

0O citocromo C3 (PM 26 000) foi isolado em D.gigas,

D.vulgaris e D.desulfuricans El Algheila z (34,35). Tém

oito hemos por molécula e possuem um nimero suficiente de
resfduos de cisteina para ligar estes hemos de maneira cova-
lente. Cristalizam muito facilmente e o potencial de oxida-
gao-redugao € negativo. Hatchikian et al. (36) mostraram que

o citocromo c; (PM 26000) de D.gigas & o transportador mais
eficaz no acoplamento entre a hidrogenase e a tiosulfato-reduc

tase,

I.3.1.3 - Citocromo Ce53_

O citocromo Cs553 foi isolado em D.vulgaris Hildenborough
em 1968 por Le Gall e Bruschi-Heriaud (37). A composigao de
acidos aminados (38) e a estrutura primaria (39) sao conhecidas.
O citocromo C553 difere do citocromo C3 Psolado do mesmo orga-

nismo pelo seu peso molecular pouco elevado (PM 9100), pela
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composigao de acidos aminados, pelo espectro de absorgao
(existem dois picos na forma oxidada a 280 nm e a 695 nm)

a presenga de um Unico hemo por molécula e pelo potencial de
oxidagao-redugao mais elevado (entre 0 e -100 mV), o gue ex-
plica a sua redugao pelo acido ascorbico. Como nos citocro-
mos ¢ de tipo mitocondrial a quinta e a sexta ligagoes de
coordenagao ao ferro fazem—se pelo residuo de histidina adja-
cente as cisteinas e por um residuo de metionina. O papel
fisioldgico do citocromo Cg53 € desconhecido. No entanto,
Yagi (41) isolou um citocromo Cs53 (PM 6500) de D.vulgaris
Miyakazi que serve de aceitador de electroes da formiato

desidrogenage is:lada 4o mesmo organismo.

I.3.2 - TRANSPORTADORES DE ELECTROES NXO-CITOCROMICOS
Um grande nimero de proteinas de oxidagao-redugac tém

sido isoladas e caracterizadas nas diferentes espécies de bac

térias redutoras de sulfato.

A presenga de ferredoxina nas bactérias redutoras de
sulfato foi primeiro posta em evidéncia em 1962 por Tagawa
e Arnon (41). Em 1967 Akagi® (25) purificou parcialmente uma
ferredoxina de D.vulgaris Hildenborough, que € activa na: reac
cao fosforoclastica do piruvato. Le Gall e Dragoni (42):pu:£

ficaram a ferredoxina de D.gigas e mostraram que ela esta
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implicada na redugao do sulfito. Mais tarde trés formas oli
goméricas da ferredoxina de D.gigas foram isoladas (43) e
caracterizadas por RMN (44) e RPE (45). Sao dois trimeros
(FAI e FAI') e um tetramero (FAII) da mesma unidade base de
PM 6000 Daltons mas cujos potenciais redox e actividades bio
logicas sao diferentes. Recentemente varias ferredoxinas fo-

ram isoladas de D.desulfuricans Norway (22), D.africanus (46)

e D.vulgaris Hildenborough (47). Nestas espécies foram encon
tradas duas ferredoxinas com diferente composigao em acidos

aminados.

I.3.2.2.- Flavodoxina

A flavodoxina isolada a partir de D.gigas foi purificada
a primeira vez em 1967 (48). £ um proteina de peso molecular
igual a 15000 Daltons e intervém na redugao do sulfito (49).

Mais tarde, outra  flavodoxina foi isolada a partir de
D.vulgaris Hildenborough (50). Em 1972, Watenpaugh e col. (51)
obtiveram a primeira estrutura tridimensional da flavodoxina

de D.vulgaris Hildenborough a uma resolugao de 2.5 A°. A se-

quéncia desta flavodoxina foi determinada em 1973 por Dubourdieu
e col., (52).
Recentemente foram isoladas duas flavodoxinas a partir

de D.salexigens :(53) e D.desulfuricans 27774 (54).
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I.3.2.3 - Rubredoxina

Nas bactérias redutoras de sulfato a rubredoxina foi pri
meiramente isolada em D.gigas por Le Gall e Dragoni,depois a

partir ¢ce D.desulfuricans azotovorans "Berre S" por Newman e

Postgate (55) e em D.vulgaris Hildenborough por Bruschi e
Le Gall (56). Recentemente foram isoladas rubredoxinas de

D.desuliuricans Norway (22), D.salexigens (53), D.africanus

(46) e [ .desulfuricans 27774 (51)

‘At rubredoxinas sao proteinas de peso molecular 6 000
Daltons, tendo uia atomo de ferro ligado a quatro residuos de
cistein: num arranjo tetraédrico. As sequéncias das rubredo-
xinas de D.vulgaris Hildenborough e D.gigas foram determinadas
e comparadas com outras rubredoxinas de bactérias anaerobicas
(57,58). Em 1968, Le Gall (59) purificou uma NADH-rubredoxina-
-oxido-reductase. Odom e col. (60), mostraram a especificidade
desta enzima para a rubredoxina de D.gigas. Vogel e col. (61)
mostraram que as ferredo#inas das bactérias, as ferredoxinas

das plantas e as rubredoxinas tém uma ancestralidade comum.

I.3.2.4 - Hidrogenase

Das bactérias redutoras de sulfato foi purificada uma
hidrogenase soluvel a partir de D.vulgaris Hildenborough (62)
e de D.gigas (63) enquanto que a partir de D.vulgaris Miyazaki
(64) foi isolada uma hidrogenase membranar. Recentemente,

Hatchikian e col. (65) caracterizaram a hidrogenase periplas-
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mdtica de D.gigas: & uma proteina de peso molecular 89 500
Daltons, composta por duas subunidades diferentes e contem

12 3tomos de ferro.

I.3.2.5 - Outras Proteinas

Outras proteinas foram recentemente purificadas e carac
terizadas; uma proteina com molibdénio contendo centros
[2Fe-2$] foi isolada a partir de D.gigas por Moura e col. (66).
A desulforedoxina (cuja caracterizagao faz parte desta tese)
foi isolada a partir de D.gigas e € uma proteina de peso mole
cular 7 900 Daltons, contendo dois atomos de ferro e nao tendo
enxofre 1labil. Uma proteina contendo cobalto foi isolada a
partir de D.gigas por Moura et al. (70).

A superoxido-dismutase de D.desulfuricans Norway foi iso

lada e caracterizada por Hatchikian (71). Uma proteina azul,
que contém molibdénio foi isolada a partir de D.africanus (67)

e D.salexigens (68).
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I.4 - IMPORTANCIA DO FERRO E ENXOFRE NA CONSTITUICKO

DE CENTROS ACTIVOS DE PROTEINAS

Muitas das proteinas de transferéncia electronica
contém ferro como elemento constituinte do centro activo.

O ferro pode estar inserido em varios tipos
de estruturas:
hemo , 1 Fe (tipo rubredoxina) ,[2Fe-25] e [4Fe,ds]
descritas na Figura I.2.

O enxofre desempenha também um papel importante em
sistemas bioldgicos. Na Figura I.3 poe-se em evidéncia o
papel das cisteinas em quase todas as proteinas de oxida-
gao-redugao zssim como o do enxofre inorgadnico (ou 1labil).

O ferro é especialmente importante nos processos de
vida, uma vez que esta directamente envolvido no transporte e
armazenamento de oxigénio (hemoglobina e mioglobina), trans-
porte de electrdoes (citocromos e ferredoxinas), no metabolis-
mo do hidrogénio pela hidrogenase, na utilizagao do perdxido
(peroxidases)e noutras fungdes metabdlicas vitais. Pode dizer-
-se, salvo raras excepgoes, que hso existiria vida sem o ferro.
Em geral, a importancia do ferro nos varios processos de vida
deve-se ao facto de o ferro poder existir em dois estados de
oxidagao, Fe(Il)e Fe(III) e, ocasionalmente,comp 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-
cliais de oxidagdo-redugdao do ferro que ocorre em diferentes
fungdes metabdlicas, podem variar numa gama muito grande, de-
pendendo do tipo dos séus ligandos e da vizinhanga polipepti-
dica. Na tabela I.3, apresenta-se o valor dos potenciais redox
para diferentes tipos de centros activos de proteinas contendo

ferro.
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TABELA I.3

GAMA DE POTENCIAIS REDOX APRESENTADO POR

PERROPROTEINAS
Proteina E! (mV)
Mioglobina +50
Citocromo b ~0 (média)
Citocromo ¢ +250 (media)
Citocromo ¢, =300
Citocromo a +210
Citocromo a, +390
Perredoxinas ~-400 (média)
Rubredoxinas : ~0
HiPIP +350

Peroxidase -170
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Figura I.3 .Papel da cisteina e enxofre labil em proteinas de
‘oxidagao-redugao (75). .
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Tém sido discutidos na literatura os factores gue :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 existéncia de carga electrostatica (negativa) no ligando,
favorece estados de oxidacao elevados; quanto maior a carga
negativa, mais negativo € o valor do potencial redox;

b) Quanto maior o poder doador electrdnico do ligando (relacio

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

c) quando aumenta o poder aceitador electrdnico do ligando
(por exemplo, maior caracter ) mais positivo Se torna o
potencial redox;

d) a quelacao preferencial de um dado estado de oxidagao pode
variar o potencial redox (pois de uma maneira geral a es-
tabilizagao da forma reduzida diminui o potencial redox);

e) mudancas de estado de spin e factores estereoquimicos podem
ainda alterar os pontos anteriores.

Na Tabela I.4 apresenta-se a distribuicao de certos ides
met3licos de transic3o em protefnas que desempenham fungdes mo-
leculares especificas. O sinal + quer dizer que o iao metalico
esta pelo menos presente numa proteina com fungdo especifica e
- indica que nado se conhece nenhuma proteina com fungdo especi
fica contendo esse iao metalico. Nesta tabela vé-se bem a im-
portancia do ferro na constituicao de proteinas desempenhando

as mais diversas fungdes.
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TABELA I.4

PAPEL DE ALGUNS IQJES METALICOS 'EM SISTEMAS BIOLBICOS

Fungao molecular Fe Fe

(nao-porfirinico) tporfirinico)

Transportadores de O2 + +
Consumo de O2 + +
Catalise de H202 - +
Transferéncia electrdnica + +

Transferéncia do atomo

de hidrogénio + +
Consumo de azoto + -
Consumo de hidrogénio + -

Catalise do radical super-
oxido + -
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Além dos centros ferro-enxofre descritos foi recentemente
posta em evidéncia a presenga de um centro contendo trés ferros
cujos dados estruturais preliminares foram des critos por di-
fracgao de Raios-X a 2,5 A de resolugao (11) .Um dos capitulos

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

que contem este tipo de centro.

A maior parte desta Tese é dedicada ao estudo de uma nova
proteina contendo dois atomos de ferro por molécula, designada
por desulforedoxina.Os centros contendo ferro tém propriedades
semelhantes as proteinas tipo rubredoxina, e podem representar

uma variagao deste tipo de centro.
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II.1 - PURIFICACAO DOS TRANSPORTADORES ELECTRONICOS ESTUDADOS

IT.1.1 - NOTAS PRELIMINARES

Todas as etapas de purificagao foram realizadas a 4°c
e com tampoes de pH=7,6.

Usou-se um gradiente descontinuo em vez de continuo de
vido ao facto de as quantidades relativas dos diversos trans-
portadores electrdnicos variarem de um extracto para outro.

E assim muito mais facil modificar a migragdo das bandas das
protefnas ao longo das colunas.

Durante os primeiros passos de purificagao, o factor
mais importante reside nos olhos do experimentador, uma vez
que as proteinas a purificar tém todas elas uma cor caracte-
ristica. A rubredoxina e a desulforedoxina sao vermelho-pur-
pura (1), a flavodoxina (2) & amarelo-vivo, as ferredoxinas I
e I' (3) sao castanhas, a ferredoxina II (3) é castanho-aver-
melhada, o citocromo S, (4) é vermelho vivo, a desulfoviridina
(5) é verde, a molibdo-proteina (6) & castanho-avermelhada e
a cobalto-protefna (7) é violeta.

Uma das maiores dificuldades encontradas na purificagao
de algumas destas proteinas a partir de extractos de Desulfovi-
brio spp. deve-se ao facto de haver proteinas, tais como a
desulfoviridina (5), que existem em grandes quantidades e que
podem mascarar espectralmente a existéncia de outras, cujos
coeficientes de extingao molar sao baixos. Por exemplo, a pre
senca de tragos de citocromo pode mascarar completamente a pre
senga de centros ferro-enxofre, uma vez que a banda de Soret
dos citocromos se encontra a 410 nm (com ume=700 000) enquan-
to que um centro ferro-enxofre pode ter um valor de € muita

menor (entre 10 000 e 20 000) como € o caso da proteina de
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molibdénio). SO nos {iltimos passos de purificacao, apds elimi
nacao do citocromo, se consegue obter o espectro caracteristi
co desta proteina.

E devido a este facto gue s6 ultimamente se conseguiu
por em evidéncia a presenga da desulforedoxina (1) e da cobal
to-proteina (7).

Uma revis3o dos métodos gerais de purificagdo de protei
nas componentes das cadeias de transferéncia electrdnica das
bactérias redutoras de sulfato foi apresentada por Le Gall e

Forget (8).

IT1.1.2 - PREPARAGCAO DO EXTRACTO BACTERIANO

A pasta de células & homogeneizada em tampao de Tris-
0,01 M, pH=7,6, a que se adiciona DNase para diminuir a visco
sidade. As bactérias sao partidas pela prensa de French
onde o principio & o seguinte: a suspensao bacteriana & sub-
metida a uma pressao que pode atingir 250Kg por cm2; depois,
passa através de um orificio de pequeno diametro, onde a dife-
renca de pressao faz rebentar as células. O extracto obtido e
centrifugado 30 minutos a 78000 g e o sobrenadante € o extracto

bruto,
IT.1.3 — PURIFICAGAO DO CITOCROMO c,
O citocromo c; (PM 13 000) de D.gigas foi purificado

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

teragoes de modo a tornar mais rapido o processo.
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ETAPA 1 - Adsorc¢ao em silica (processo em "batch")

Adicionam-se 300 ml de silica gel ao extracto bruto.
Deixa-se trés horas sob agitagao a 0°c. Apés este tempo para
-se a agitagdo e espera-se que a silica decante. Retira-se o
sobrenadante que € sujeito a 29 batch de silica de maneira se-
melhante ao anterior. A silica que contém o citocromo ¢, adsor
vido & lavada varias vezes com tampao Tris-HCl1l 0,01 M, pH=7,6
até as aguas de lavagem se apresentarem limpas (livres de sulfu
reto de ferro).

A silica gel contendo o citocromo C3 € colocada num funil
Buckner de 10 cm de didmetro. O citocromo S5 é desadsorvido da
silica com monohidrogenofosfato de potassio (1M) em cloreto de

sodio (1M).

ETAPA 2 - Cromatografia em DEAE-celulose

Apds dialise durante 36 horas (contra um volume de agua
destilada suficiente para baixar a concentragao desal a 0,01 M
e apos varias mudancas de agua destilada) a solugao contendo o
citocromo S5 & adsorvida numa coluna de DEAE 52 (40x250 mm) equi
librada com Tris-HC1l 0,01M. Apds um gradiente muito fino em
Tris/HCl pPH 7,6 (0,01, 0,02, 0,03, 0,04, 0,05 ...) recolhe-se a
banda principal do citocromo C3 (eluida entre 0,03 e 0,05).

Existem bandas menores que se retém na DEAE.

O coeficiente de pureza do citocromo c, ja & elevado nes

ta etapa (2 a 2,3). O indice de pureza & definido pela razao
red _ ,red (o34
Asss = B579 / Aggo-



-30-

ETAPA 3 - Adsor¢ao em Hidroxiapatite

O citocromo ¢, €& adsorvido numa coluna (40x100 mm) de
hidroxiapatite equilibrada com Tris/HC1l 0,0L M pH=7,6. Apos
lavagem com o mesmo tampac faz-se um gradiente em tampao de
fosfato a pH=7,6 (0,01, 0,05, 0,1, 0,15 ...). O citocromo c,
apos esta etapa tem um coeficiente da ordem de 2,8 e pode con

siderar-se puro.

ETAPA 4 - Filtracao em Sephadex G-50

Para garantir a nao existéncia de espécies poliméricas
O citocromo <3 proveniente da etapa anterior & passado numa co
luna de Sephadex G-50 (50x1000 mm) sendo usado Tris-HCl, C,01 M
como eluente.

ApOs esta etapa o citocromo c3 apresenta um coeficiente

da ordem de 2,9 a 3,0.

II.1.4 - PREPARAGAO DO EXTRACTO ACIDICO DE D.GIGAS

Apbos os dois "batches" de silica o sobrenadante & sujeito
a dois "batches" de DEAE 52. Cerca de 400 ml de DEAE-52 previa-
mente lavada e seca num funil Buckner sobre vacuo sao adiciona-
dos ao sobrenadante. A mistura & agitada durante quatro horas a
0°c.

A DEAE-celulose é separada do extracto por filtrag¢ao sob

vacuo num funil Buckner (10 cm de diametro). Realiza-se segundo
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"batch" no sobrenadante de maneira idéntica. A DEAE-celulose
na qual ficam adsorvidas todas as proteinas acidicas é lavada
varias vezes com tampaoc Tris-HCl 0,01 M, pH=7,6 até as aguas
de lavagem estarem livres de sulfureto de ferro.

As proteinas acidicas sao depois desadsorvidas .com Tris-
-HC1 1 M, pH=7,6. Este extracto contendo as proteinas acidicas
€ em seguida dialisado contra agua destilada durante uma noite.

Apds dialise, o extracto contendo as proteinas acidicas
é adsorvido numa coluna de DEAE-52 (50 x 400 mm). As proteinas
adsorvidas sao desadsorvidas com um gradiente descontinuo de
Tris-HC1l, pH=7,6 (200 ml 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 separag¢ao em cinco

fracgoes principais:

a) até 0,15M - flavoproteinas, APS reductase (9) e uma pro
teina contendo molibdénio e ferro (7).
b) de 0,15 a 0,25M= desulfoviridina (sulfito-reductase)

(5) e citocromo c, (10).

3
c) de 0,25 a 0,30 M - fracgao contendo rubredoxina (1)

desulforedoxina (1) e citocromo c., (10).

3
d) de 0,30 a 0,35 - flavodoxina (2).

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

Na figura II.1l apresenta-se 0 esquema deral da purifica-

¢ao.



-32-

Células + Tris 0.01M

+ DNAse

Prensa de French

Centrifugagao a 78.000g

)

Extracto bruto

Batch Sflica
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desadsorgao
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Extracto Proteinas nao
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l
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II.1.4.1 - Egapas de Purificagdo Especificas

I1.1.4.1.1 - Desulforedoxina

ETAPA D1 - Cromatografia em DEAE

A fracgao contendo a rubredoxina e desulforedoxinafoi dia
lisada durante a noite contra 10 1 de agua destilada e adsorvida
numa coluna de DEAE-52 (40x350 mm). Utilizou-se um gradiente
fino de NaCl, usando 200 ml de cada uma das seguinte molaridades
em NaCl em Tris-HC1l, 0,01 M: 0,010, 0,025, 0,075, 0,100 atée 0,500

Durante a eluigao entre 0,25 - 0,30 M NaCl, obteve-se uma
boa separagao entre a rubredoxina e a desulforedoxina que é mais
acidica. Estas fracgoes de proteinas foram colectadas em volumes

de 170 ml e 420 ml, respectivamente.

ETAPA D2 - Cromatografia em Silica

A fracgao contendo desulforedoxina & ;dsorvida numa colu-
na (25x 270 mm) de silica (Backer) equilibrada com NaCl 0,30 M.
A fracgao nao fixada conkém desulforedoxina e tragos de desulfo-
viridina (300 ml). Tragos de rubredoxina ainda presentes sao se
parados nesta etapa, uma vez gque a rubredoxina se retarda sob

silica. Todo o citocromo presente & eliminado nesta etapa por

adsorgao na silica.
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ETAPA -P3- Cromatografia em hidroxiapatite

A remogao de tragos de desulforedoxina & realizada por
cromatografia em hidroxiapatite numa coluna (25 x 50 mm) equi-
librada com 0,30 M NaCl e eluida com tampao de fosfato 0,01-
-0,05 M. A proteina obtida num volume de 25 ml tem uma razao

A278/ A507 = 1,41.

ETAPA D4- Cromatografia em Sephadex G-50

A fracgao concentrada de desulforedoxina € passada numa
coluna de Sephadex G-50 (50x1000 mm) equilibrada com Tris/HCl
0,01 M. A proteina obtida num volume de 75 ml tem um razao

Ry78/R507 = 1.23.

ETAPA Rl - Cromatografia em silica

A fracgao contendo rubredoxina proveniente da etapa Dl
da purificagao da desulforedoxina foi adsorvida numa coluna
(25270 mm) de silica (Backer) equilibrada com NaCl 0,30 M.

A rubredoxina fixa-se e & desadsorvida quando se faz um gradien
te em NaCl decrescente. Neste passo todo o citocromo @ fixado

na ailica.
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ETAPA R2 - Cromatografia em Hidroxiapatite

A rubredoxina €& dialisada e adsorvida numa coluna de
hidroxiapatite (25x50 mm) equilibrada com tampao Tris/HCl 0,01 M
pH=7,6. ApdOs lavagem com 0 mesmo tampao a rubredoxina & eluida
com tampao de fosfato 0,01-0,05 M. A proteina obtida num volu-

me de 20 ml tem uma razao de A278/A497= 2,35.

II.1.4.1.3 - Ferredoxina

— — — — — —

ETAPA Fl1 - Cromatografia em DEAE-52

A fracgao contendo ferredoxina (fracgao e)) & diluida
duas vezes e adsorvida numa coluna de DEAE-52 (40x350 mm). Uti-
liza = se um gradiente fino de NaCl usando 200ml de cada uma das
seguintes molaridades em NaCl em Tris/HC1l 0,01 M: 0,150, 0,200,
0,225, 0,250, 0,300, 0,325, 0,350, 0,375 ... até 0,500. Este
gradiente permite eliminar parte do contaminante que absorve a
260 nm.

As fracgOes com menos contaminante sdao concentradas nu-
ma coluna pequena de DEAE-52 e a ferredoxina é eluida com Tris/

JHC1, 0,7 M, pH=7,6.
ETAPA F2 - Cromatografia em Sephadex G-50
A fracgao concentrada de ferredoxina & passada numa coly

na de Sephadex G-50 (50x1000mm) equilibrada com Tris/ECl 0,01 M.

Formam-se duas bandas correspondentes a FdII (peso molecular
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mais elevado) e FAI + FdI'. As bandas sao concentradas em

DEAE-52 e desadsorvidas com tampao Tris-HCl1l 0,5 M, pH=7,66

ETAPA F3 -~ Cromatografia em DEAE - Sephadex A-50

As duas fracgoes de ferredoxina sao adsorvidas em duas
colunas de DEAE Sephadex A-50 (40x300 mm) equilibradas com
Tris/HCl usando 300 ml de cada uma das seguintes molaridades:
0,450, 0,475, 0,500, 0,525, 0,550, 0,600. Na coluna onde se
adsorve a FAI+FdI' formam-se quatro bandas. A primeira corres-
ponde & FdI', a segunda & FdI, a terceira foi designada por
FAII' e a quarta corresponde a FdII. Na coluna correspondente

a FAII formam-se algumas bandas menores e no topo mais acidico

a FdII.

ETAPA F4 - Cromatografia em hidroxiapatite

As varias ferredoxinas provenientes da etapa anterior con
tém ainda muito contaminante a 260 nm. Este contaminante & eli-
minado pela passagem por uma coluna de hidroxiapatite. As ferre
doxinas provenientes da etapa anterior sao concentradas em DEAE-
~-52 e desadsorvidas com NaCl 0,5 M, em Tris/HCl1l 0,01 M, pH=7,6
e passadas em colunas de hidroxiapatite equilibradas com a mesma
forga idnica. Em geral as ferredoxinas nao se adsorvem mas o
contaminante fica adsorvido. O gradiente usado nestas colunas
quando a ferredoxina se adsorve € de fosfato de potassio, pH=7,6
(0,001, 0,005, 0,010, 0,015 M ...).

A ferredoxina I +tem uma razao A405/A300=0,77 e a ferredo-

xina II tem uma razao A415/A305=0,68.
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II.2 - ANALISE DOS CONSTITUINTES DAS PROTEINAS EM ESTUDO

IXI.2.1 - FERRO E ENXOFRE

O ferro foi determinado por absorcao atdmica, usando
um espectrofotometro modelo SP1900 (Pye Unicam Ltd., Cambridge,
UK) e por espectrometria, usando o método da 0-fenantrolina
(11,12) ou o método da 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) des-
crito por Fisher e Price (13). Ambos os métodos dao os mesmos
resultados.

O enxofre inorganico foi determinado pelo método descri

to por Fogo e Popowsky (14).

II.2.2 - COMPOSICAO EM ACIDOS AMINADOS

As analise de acidos aminados foram feitas num analisador
de acidos aminados Beckman Multichrom e num LKB 3201.
As amostras de proteinas foram hidrolizadas em 200 yl de

HC1 6M a 110°C durante 18 horas (15) em tubos selados onde pre

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

e tirosina foram corrigidos depois de extrapolagao ao tempo zero
de hidrdlise. A cisteina e a metionina foram analisadas depois
de oxidagao perfdrmica com o acido cisteico e metionina sulfona
(16). O triptofano foi determinado pelo método colorimétrico

de Spies e Chambers (17).
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7/
II.2.3 - PONTO ISOELECTRICO
O ponto isoelectrico foi determinado por focalizagao
electroforética na presenca de amfolinas LKB (gradiente de

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

II.2.4 - PESO MOLECULAR

O peso molecular foi determinado por filtragao em gel
numa coluna de Sephadex G-50 pelo meétodo de Whitaker (19) usando
os seguintes padroes: gquimotripsinogénio A (PM 24 000), cito-
cromo ¢ (PM 12 500), citocromo S553 de D.vulgaris (PM 9~100) e

rubredoxina de D.vulgaris (PM 6.000).

II.2.5 - DETERMINAGAO DA CONCENTRACAO EM PROTEINA

As concentragao em proteina foram determinadas por anali
se de acidos aminados e baseadas no peso molecular determinado.
Como base de calculo eséolheram—se residuos glutamico, aspartico,
alanina e glicina, por serem estaveis durante a hidrdlise em
meio acido, determinando-se assim um valor médio para a concen-

tragao em proteina.
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II.3 - TECNICAS DE ANALISE DA ESTRUTURA PRIMARIA DE UMA PROTEINA

II.3.1 - IDENTIFICAGAO DOS RESIDUOS C-TERMINAL

II.3.1.1 - Hidrazinolise. Metodo de Akabori

Para identificar o residuo C-terminal foi utilizado o
método de hidrazindlise, proposto por Akabori et al. (20) e modi
ficado por Niu e Fraenkel-Conrat (21).

Aquecendo uma proteina com hidrazina anidra todos os aci
dos aminados sao transformados em hidrazidos menos o acido ami-
nado C-terminal, que fica no estado de acido aminado livre.

A protelna (0,5 umoles) & introduzida num tubo de hidro-
lise e seca na estufa. Adicionam-se 0,2 ml de hidrazina seca
recentemente destilada. O tubo & selado sob azoto e incubado
durante 8 horas a 100°C. O contelido dos tubos & evaporado sob
vazio. O regiduo seco & dissolvido em 1 ml de dgua e os hidra-
zidos presentes sao entao precipitados por 0,2 ml de benzaldeido.
A mistura @ agitada durante 2 horas e depois centrifugada. O
precipitado e lavado duas vezes com 0,2 ml de agua. Os sobre-
nadantes contem os acidos aminados e juntam-se, sendo depois
lavados com éter para eliminar todos os tragos de benzaldeido.
ApOs evaporagao a seco, os acidos aminados sao caracterizados

num analisador de acidos aminados.



-40-

I1.3.1.2 ~ Carboxipeptidase

A carboxipeptidase A degrada sequencialmente uma cadeia
peptidica em que o acido aminado C-terminal contém um residuo
aromatico ou um residuo de cadeia alifatica longa. Também a
glicina e os acidos aminados aclidicos sao degradados pela carbo
xipeptidase A, embora mais lentamente.

A carboxipeptidase B tem uma especificidade mais pequena,
ataca rapidamente a lisina e a arginina, mas pode em alguns ca-
sos retirar acidos aminados neutros.

As condigoes experimentais sao as seguintes:

Utilizam-se 10 ug de carboxipeptidase A para 0,02 umoles
de amostra (relagao enzima/substrato 1/70). A hidrdlise & feita
por incubagdo a 37°C. Alfquotas do hidrolisado sio retiradas em
fungao do tempo. Estas fracgdes sao secas e dissolvidas em 1 ml
de tampio'de citrato a pH=2,2 e caracterizadas por um analisador

de acidos aminados.

Em alguns casos podem-se identificar por electroforese os
acidos aminados.libertados pela carboxipeptidase. O peptideo re
sidual & separado dos acidos aminados por electroforese em papel
Whatman n? 1 durante 1 hora (60 V/cm). Esta separagao faz-se a
pH=6,5, se o peptldeo :inicial esta electricamente carregado a es
te pH, e a pH=3,5 se o peptldeo inicial & electricamente neutro

a pH=6,5.

Depois da electroforese, a rggiéo do papel contendo os
acidos libertados nao & relevada mas cosida com uma maquina de
costura a uma outra folha de papel. Os acido aminados sao en-
tao separados e identificados em relagao a acidos aminados tes-
temunhas por electroforese a pH=2,0 (120 volts/cm durante 20 min.).

O papel e revelado por uma mistura de ninidrina/colidina (22,23).
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II.3.2 - HIDROLISE SELECTIVA DAS CADEIAS POLIPEPTIDICAS

II.3.2.1 - Corte quimico das ligacoes peptidicas pelo brometo de

cianogénio

O brometo de cianogénio & capaz de produzir a ruptura de
ligagOes tioéter, no caso de proteinas. Gross e Witkop (24)
mostraram que o brometo de cianogénio reage com a metionina dan
do origem a uma quebra da ligagao peptidica. O residuo da metio
nina & convertido em homoserina (lactona) ficando na extremidade
carboxilica do fragmento peptidico.

A proteina é& dissolvida em acido formico a 50% e tratada
com um peso igual de brometo de cianogénio durante 20 horas a 20°¢"
O produto da reaccao e diluido duas vezes com agua e liofilizado.
Os peptideos sao purificados por filtragac em gel em Sephadex G-25

com acido formico a 10%. Completa-se depois a purificagao por

electroforese de alta voltagem em papel.

II.3.2.2 - Hidrolise enzimatica

Certos enzimas hidrolisam unicamente as ligagoes peptidi
cas formadas por acidos aminados especificos, © que permite ob-
ter peptideos com um bom rendimento.

As condigOes exactas de digestao “ependem da:.enzima empre
gue mas de maneira geral € importante controlar os seguintes
factores: pH, temperatura, relagao enzima/substrato e tempo de

incubagao.
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As condigOes Optimas para uma digestao completa devem
ser determinadas para cada protelna. Fazem -se ensaios sobre
pequenas quantidades de proteina e o hidrolisado & examinado
pela técnica bidimensional da impressao digetal, que da infor-
magoes Uteis com respeito ao numero de peptideos acidos, basi
cos e neutros, assim como a complexidade de cada grupo de pep-

tideos.

A tripsina corta a ligagao entre o residuo carboxilico
de um acido aminado basico e o residuo aminado de um outro aci
do aminado.

A ruptura é mais lenta quando o residuo basico esta ad-
jacente a um residuo acido ou a uma cisteina. Por outro lado,
a ligagao nao & cortada quando o residuo basico esta adjacente
a uma prolina ou guando o grupo e—NHz da lisina esta bloqueado.

A proteina & dissolvida em acetado de amdnio 0.2 M,
pH=8,5. Adiciona-se uma solug%o de enzima (10 mg/ml) preparada
na altura. A razao de enzima/substrato € de 1:50. A digestao
& feita a 27°C durante trés horas. A reacgao & parada por lio

filizagao.

IT.3.2.2.2 - Peptidase isolada de Staphvlococus aureus

(oferta do Dr.R.P.Ambler)

A peptidase de Staphylococus aureus corta a ligagao entre

o grupo carboxilico do acido glutamico e o grupo amino de um



-43-

outro acido aminado (25).

A hidrolise & feita de maneira semelhante a da tripsina
e a reacgao é parada por liofilizacao.

Outros enzimas proteoliticos, como por exemplo a quimo-
tripsina , subtilisina, termolisina, etc., nao foram usados na

determinagao da sequéncia da desulforedoxina de D.gigas.

II.3.3 - PURIFICAGAO DOS PEPTIDEOS

A electroforese de alta voltagem em papel & uma técnica
frutuoesa e rapida que pode ser utilizada para a separagao de
peptideos e para a caracterizagdo de acidos aminados.

Os peptlideos 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 tampao: piridina/acido acético/agua (25:1:225, em
volume) pH=6,5; piridina/acido acético/agua (1:10:89) pH=3,5;
acido formico/acido acético/agua (l:4:45, em volume} pH-=1,9.

As tinas do tipo "Michl" (26) sao cheias de solvente or-
ganico "Whith Spirit 100 ESSO" ou Varsol.

A voltagem usada é de 60V/cm e a duragao da separagao va
ria de 20 min a 4 horas.

Para separar pequenas quantidades de peptidecs utiliza-se
papel Whatman n? 1 e 0,02 a.0,l umole de peptideo por cm de
deposito. Para maiores quantidades, escolhe-se papel Whatman
n? 3 MMe 0,1 a 0,5 umoles/cm de depdsito.

Os peptideos sao depositados no papel com a ajuda de uma
pipeta capilar de maneira a ter 1 mg de enzima digerido por cm

de comprimento.
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Prepara-se a folha fazendo dois depdsitos de 1 cm e um
outro de varios cm que serve para eluir os peptideos depois da
purificagao. Para localizar a posigao dos peptideos ou grupo
de peptideos nas outras bandas,uma das bandas de 1 cm e cortada
depois da electroforese e revelada pela ninidrina a 0,2%. As
bandas correspondentes a cada grupo de peptideos localizado
sao cortadas e cosidas sobre uma outra folha de papel para serem

posteriormente purificadas.

II.3.3.1 - Oxidacao pelo Acido Perfdrmico

Alguns peptideos foram oxidados no papel pelos vapores
do acido perfdrmico (acido formico /30% H202(95:5, V/V)) durante
1,5 horas num excicador sob vacuo. Deste modo, os residuos de
cisteina sao transformados em acido cisteico, o que facilita a

sua identificagao posterior.

I1.3.4 - DETERMINACAO DA SEQUENCIA DE ACIDOS AMINADOS

DEGRADACAO DE EDMAN

II.3.4.1 - Mecanismo de Degradacao pelo Isotiocianato

A degradagao de uma proteina ou de um peptideo utilizando
©0 isotiocianato foi descrita ha uns trinta anos por Edman (27,
28). Desde entao esta técnica nao deixou de se desenvolver e
de se aperfeigoar, tendo sido automatizada. O mecanismo da

reacgao & o seguinte:



(1) CGHS-NCS-FNHZ-CHR-CO-NH—X — C6HS—NH-CS-NH-CHR—CO-NHX

Derivado feniltiocarbamil (PTC)

Reacgdo de condensagao

+ + o+
(2) C_H_-NH-CS-NH-CHR-CO-NHX E——) C_H_-NH-C = NH +NH3—X

65 65 [
S\C,CHR
H
0
5-tiazolinona
Reacgao de clivagem
+ +
(3a) CGHS—NH-(I: = i}IH + HZO — C6H5—NH-CS—NH-CHR-COOH+H
S\C,CHR
]
0]
Conversao
H+
(3b) CGHS-NH-CS-NH-CHR—COOH —_—3 SC': . = NH
C6H5—N \C,CHR
1l
0]

Feniltioidantoina
PTH acido aminado

A reacgao (1) & a formagao do derivado feniltiocarbamil
do peptideo por condensagiu do grupo aminado o livre com o fenil
isotiacianato.

A segunda reacgao €& a clivagem do peptideo PTC ao nivel
da ligacgao peptidica perto do grupo PTC, por um acido forte

(acido trifluoracético) que da origem & formagao de um derivado
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2-anilino-5-tiazolinona e de um peptideo, um residuo mais curto.
Este peptideo tendo de novo um grupo g-amino livre pode ser su-
jeito a um novo ciclo de degradagao.

O derivado tiazolinona libertado podia em principio ser
identificado, mas como & instavel & convertido numa forma esta-
vel, a 3-fenil-2-tioidantoina e depois identificado. Esta reacg

cao é feita em meio acido e aquoso.

II.3.4.2 - Degradacao de Edman em Fase Liquida

As determinagoes aas sequéncias foram feitas num sequen-
ciador de proteinas Socosi (p.s. 100). Adicionou-se apocitocro-
mo de coragao de cavalo (Sigma) como proteina protectora durante
a reacgao da proteina no vaso reaccional (29). Usou-se o tampao
DMBA (N;N,dimetilbenzilamina) em vez de quadreol, como & costume
usar-se para proteinas de peso molecular pequeno.

A determinagao quantitativa dos derivados PTH (fenil tio
hidantoina) foi feita em relagao as quantidades conhecidas dos
padroes apropriados, num cromatdgrafo em fase gasosa (cromato-
grafo em fase gasosa Beckman GC45, com SP400 como fase estacio
naria, segundo o método de Pisano et al. (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 ultravicleta (silica gel GF254, Merck) pelo mé-
todo de Edman (30,31), particularmente para a identificagao dos
residuos Glu/Gln e Asp/Asn (32). Em algumas ocasides, os deri-

vados PTH foram caracterizados por analise de acidos aminados
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depois da conversdao ao acido aminado correspondente por hidro-
lise com acido cloridrico (33) ou iodidrico (34) para os resi-

duos serina.

11.3.4.3 - Degradacao de Edman em Fase Solida

A degradagao foi feita utilizando o método de Laursen
(35). Neste método a proteina ou o peptideo & ligada ao suporte
(amino ethyl propyl glass) quer através do grupo carboxilico
C-terminal, usando carbodiimida, quer através de grupos funcio-
nais laterais, usando p-fenileno diisotiocianato (DIIC) para

fazer ligagoes com grupos NH,.

II.4 - RECONSTITUICAO DA DESULFOREDOXINA

57 57

O enriquecimento em Fe (90% em Fe) foi corseguido

do seguinte modo:

pidada a 4°C com acido tricloroacético (5% de concentragdo final)
na presenga de mercaptoetanol 0,5 M. O precipitado incolor foi
recolhido por centrifugagac e foi dissolvido em Tris-base 0,5 M
contendo mercaptoetanol 0,06 M, como tem sido descrito por Lode

e Coon (36).

teina numa concentragao de 5mg/ml em Tris-base 0,5 M contendo

mercaptoetanol 0,06 M (solugao incolor e transparente) foi
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incubada sob argon a temperatura de 25°¢. ApSs trinta minutos

>’Fe numa concentragao molar

adicionou-se uma solugao aquosa de
igual a duas vezes a concentragao molar em apoproteina. Deixou-
-se esta mistura ligeiramente amarela durante 10 minutos sob
argon. ApOs exposigao ao ar, a solugao tornou-se rapidamente
vermelha escura. Usou-se uma coluna de Sephadex G-25 (1x25 cm)
equilibrada com um tampao de Tris-HCl1l 0,01 M, pH=7,6 para dessa
linizar. A desulforedoxina foi eluida da coluna como 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 reconstituigao € de cerca de 80% e o es-

pectro de U.V e visivel da proteina reconstituida & idéntico ao

da proteina nativa.

II.5 - REACCAO DA DESULFOREDOXINA NATIVA COM ACIDO IODOACETICO

Para estabelecer a auséncia de tidis livres, desnatura-
ram-se 200 nmoles de proteina nativa ( 800 nmoles de cisteinas)
em ureia 7M sob azoto. Seguiu-se a absorvancia a 507 nm durante
30 minutos. Durante esse tempo nao houve variagao da absorvancia
o que indica que o centro de ferro se manteve intacto. Ao fim
deste tempo, adicionaram-se 30 ul de acido 34-iodoacético
(1 mCi/800 ul; 82 mCi /nmole; obtido de Amersham/Searle) e
deixou-se reagir durante 10 minutos. Parou-se a reac¢ao .pela

adigao de mercaptoetanol (concentragao final 150 mM) e passou-se
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a mistura reaccional numa coluna de Sephadex G-25 (30x200 mm)
equilibrada com tampao de acetato de amonio 10 mM, pH=8,5.
Aliquotas da fracgao de proteina e do solvente foram contadas
num contador de cintilagao para verificar a incorporagao. SO se
encontraram 0,3% das oito cisteinas marcadas por dimero.

Para verificar que a proteina nao continha cisteinas 1li-
vres a experiencia foi repetida em condigoes muito mais drasti-
cas. Usou-se uma concentragao de acido iodoacético 25 mM e a ab-
sorvancia a 507 nm diminuiu 15% ao fim de dez minutos. Adicio-
nou-se mercaptoetanol, para parar a reacgao. Retirou-se o ferro
baixando o pH a 2 na presenga de EDTA 10 mM. Passou—-se a solu-
¢ao numa coluna de Sephadex G-25 (30x200 mm) equilibrada com
tampao de acetato de amdnio 10 mM, pH=8,5. O rendimento da car
boximetilagao foi determinado por andlise de acidos aminados,
depois da hidrolise, como descrito por Moore e Stein (15). A
analise mostrou que 40% de um residuo por monomero ou 10% de

todas as cistelnas foram carboximetiladas.

II.6 - PESQUISA DE PONTES DISSULFURETO NA DESULFOREDOXINA

O numero de cisteinas possivelmente envolvidas em pontes
dissulfureto foi determinado por carboximetilagao da apoproteina
seguida por redugao exaustiva e carboximetilagao com acido iodo-~
acético marcado com 3H.

O ferro foi removido a 200 nmoles (monomero) de desulfo-
redoxina baixando o pH com acido cloridrico até 2, na presen¢a

de EDTA 10 mM. Depois de a proteina ter perdido toda a cor
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adicionou-se acido iodoacético (concentragao final 25 mM) e au-
mentou-se o pH com Tris sdlido (base) até pH=8. Parou-se a reac
¢ao ao fim de dez minutos com a adigao de mercaptoetanol (concen
tragao final 0,15 M). A reacgao foi realizada sob azoto e apds
a adigao do acido iodoacético na auséncia de luz. A mistura
reaccional foi passada numa coluna de Sephadex G-25 (30x200 mm)
equilibrada com acetato de amdénio pH=8&, 5. A fracgao contendo

a proteina foi liofilizada e dissolvida em 0,5 ml de uma solugao
1 M Tris-HC1l, pH=8, 6 M guanidina e 10 mM EDTA (37). Desarejou-
-se a solugao 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 50°C para a desnaturar. ApOs este tempo adicionaram-se,
na ausencia de luz, 100 ul de acido 3H—iodoacético (lmCi/100 wul
e 82 mCi/mmoles) e 1,95 mg de acido iodoacético nao marcado.
Apds 30 minutos parou-se a reacgao pela adigdao de mercaptoetanol.
Passou-se a mistura por uma coluna de Sephadex G-25 e as fracgoes
contendo a proteina e o pico do solvente foram contadas num con-
tador de cintilagao. A incorporagao de radioactividade corres-
ponde a 30% do valor esperado se houvesse uma ponte dissulfureto
Por analise de acidos aminados obtiveram-se 3,6 cisteinas carbo-
ximetiladas (ou seja 90%).

Para se ter a certeza se o valor de 30% de marcagao de um
residuo era devido a uma ponte de dissulfureto especifica ou a
ligagOes aleatdrias quer na apoproteina quer provenientes de 1i
mitagoes do método, repetiu-se a experiéncia com as seguintes
modificagOes: usou-se 6 M-guanidina-HCl na primeira carboxime-
tilagao para permitir uma melhor desnaturagao e acido [2—14C]

iodoacetico (0,72 mCi/mmole, obtido de Amersham/Searle) para a
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redugao exaustiva, que foi seguida por uma carboximetilagao, pa
ra evitar a possibilidade de permuta com o solvente. A proteina
foi sequenciada e aligquotas de cada residuo foram contados num

cintilador. As actividades especificas dos quatro residuos de

cisteina foram 145, 185, 205 e 163 cpm/nmole, correspondendo no
total 3 actividade encontrada por mondmero. Portanto, a marcagao
encontrada & aleatdria e nao corresponde a existéncia de uma pon

te dissulfureto.

II.7 - TITULACAO DOS GRUPOS SULFIDRILO -~ REACCAO COM

REAGENTES CRGANICOS MERCURIAIS

O p-cloromercuribenzoato (PCMB) e o p-hidroximercuriben-
zoato (PHMB) reagem com os grupos SH formando um mercaptidico

mercurial conforme a reacgao

Proteina - SH + R - Hg - X — XH + Proteina - SHg - R

As condi¢Oes experimentais da titulagao do grupo SH pelo
PCMB foram descritas por Boyer (38). O PCMB reage na razao 2:1
com enxofre inorganico, e l:1 com os grupos sulfidrilo. Caso
haja uma ponte dissulriureto o PCMB nao reage a nao ser em condi
¢Ooes redutoras para as quais a ponte dissulfureto & quebrada.

Fizeram-se varias solugoOes em que se manteve constante

3 mmoles) em tampao de fosfato

a concentragao de PCMB (5,13x10"
(0,05 M, pH=7,0) e se foi aumentando a concentragao de proteina.
Calculou-se a concentragao maxima de proteina de modo a que todo

o BCMB reaja. Espera-se 2 horas e lé-se no espectrometro a

255 nm, comprimento de onda ao qual o mercaptidico mercurial
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tem um.maximo de absorgao (desconta-se a absorvancia da proteina
nesta zona que & minima). Tragca-se o grafico da densidade Opti-
ca em fungao da concentragao de proteina. Os portos experimen-
tais distribuem-se por duas rectas. O ponto de intersecgao en-
tre as duas rectas corresponde ao maximo de absorgao e permite
determinar o numero total de grupos sulfidrilo que reagiram com

a quantidade de PCMB introduzido.

II.8 - ESPECTROS OPTICOS (VISIVEL, ULTRA-VIOLETA)

Os espectros Opticos (visivel e ultra-violeta) foram ob-~
tidos num Cary 14 (Varian Associated, Palo Alto, California) ou

num Beckman, modelo 35.

Os coeficientes de extingdo molar foram calculados a par
tir da densidade dptica de solugoes da proteina cuja concentra

¢ao foi determinada conforme anteriormente descrito.

II.9 - ESPECTROS DE DICROISMO CIRCULAR MAGNETICO

Os espectros de dicroismo circular magnético foram traga
dos com um espectrometro de dicroismo circular Cary 61, adaptado
com um selendide superconductor capaz de gerar um campo Mmagnéti-

co de 5,1 T. As amostras usadas para tragar os espectros a baixa
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temperatura foram saturadas com sucrose e colocadas em células
especialmente construidas com um percurso Optico de 0,8 mm e
rapidamente congeladas abaixo de 100K num cridostato 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 sao apresentados em termos de Ae/uBB em
fungao do comprimento de onda. Ae (1 mole-lcm-l)=eL-eR, onde
sao os coeficientes de extingao molar para a luz pola

€ e €

L R
rizada circularmente, respectivamente para a esquerda e para a
direita. B & o campo magnético (T). Os espectros de dicroismo
circular magnéticc foram realizados no Laboratdrio do Prof.A.J.

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

II.10 - ESPECTROS DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

Os estudos de RMN do protao foram realizados num espec-
trometro Bruker 270 MHz, ‘equipado com um computador Nicoleta
1080. Quando necessario, o pico do solvente foi suprimido, atra
vés da aplicagao a amostra de uma segunda frequéncia de irradia-

cao f,, em adigao a frequéncia de observagao £,. A frequéncia

2'

f., foi escolhida de modo a coincidir com a frequéncia de resso-

2
nancia do pico do solvente e aplicada continuamente durante cer-
ca de 1 segundo, sendo suprimida 40 usegundos antes do pulso de
frequéncia £, (40,41).

Valores positivos de desvio quimico correspondem a des-
vios para campo baixo referidos ao DTSS (acido propidnico
2,2,3,3-tetradeutero-3-(trimetilsilil) sal sodico.

A temperatura da amostra e controlada a iloc, tendo sido

realizada uma calibragio prévia do aparelho, atraves do desvio
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quimico das ressonancias do metanol e etilenoglicol (42).

I1.10.1 - MEDIDAS DE SUSCEPTIBILIDADE MAGNETICA

Dickinson (43) mostrou que o desvio do campo induzido
num meio diamagnético & dado por:

4

= mo_
- = ( 3 a) AK

ondea €& o factor de diamagnetizagao (relacionado com a simetria
da amostra) que tem em conta a orientagao relativa do eixo prin-
cipal de simetria do tubo contendo a amostra e o campo polarizan
te, Ho' Os valores de o para as varias geometrias postuladas
est3o indicados na TabelaII.le AK mede em Hz a mudanga na sus-

ceptibilidade volumétrica causada pela introdugao do soluto. A

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

X, (@ _-=d_)
X = - Af +Xo+ O O S

4
(TT - ) fm

m

X- susceptibilidade magnética

f - frequéncia de ressonancia do meio

Af— mudanga de frequéncia observada por introdugao do soluto
paramagnético

Xo~ susceptibilidade massica do solvente

do e ds - densidade, respectivamente do solvente e da solugao

m - concentragao massica da amostra.

O método usado na determinagao de susceptibilidades mag-
néticas por RMN foi o seguinte: num tubo de RMN (4 mm de diame

tro interno) introduziu-se a amostra a analisar (solvente +
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+ soluto). Introduziu-se também uma sonda em pegquena quanti-
dade. Podem usar-se uma grande variedade de sondas comO por
exemplo o tetrametilsilano para solventes nEo"‘aquosos ou O 2,zdime
til-2-silapentanosulfunato ou cloreto de tetrametilambnio, para
solventes aquosos. A sonda & escolhida de modo a que a resso-
nancia a que da origem aparece em regices espectrais onde possa
ser facilmente detectada e nao interfira com o soluto em estudo.
Introduz-se um capilar contendo s a sonda de susceptibilidade
e o0 solvente no tubo de RMN em que se encontra a amostra com

a sonda. Quando se usam solugodes diluidas (d,=d4y) o Gltimo ter

mo da equagao pode ser desprezado.

TABELA II.1l

Factores de diamagnetizagao (a) para varias geometrias da amostra

Geometria da amostra o ar/3 - o
esférica 4n/3 0
cilindrica transversal (a) 2m -2r/3
cilindrica longitudinal (b) 0 4n/3

(a) geometria frequentemente encontrada para as células normais
em espectrOmetros de ressonancia nuclear com magnetos per-
manentes ou electro-magnetos (caso do JEOL PFT-100 usado

neste estudo) em que o eixo da amostra & perpendicular a Ho'

(b) geometria referente a superconductqres (selenoides) em que

o eixo da amostra & paralelo a H-
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I1.10.1.1 - Condicoes Experimentais

A concentragao das solugoes de proteina usadas variam en
tre 3 e 4 mM, 0,005 M Tris/HCl e pH nominal 7,6. As concentra-
¢oes de proteina foram determinadas usando-se os valores dos

coeficientes de extingao molar.

As medidas de susceptibilidade magnética foram feitas em
células cilindricas concentricas com o tubo de RMN (Wilmad
Glass Co., Inc. WGS-5BL). O tubo capilar interno continha so
solvente e o marcador de susceptibilidade magnética. Usou-se
como marcador o protao do grupo metil do 2,2,3,3-tetradeutero-

-3=-(trimetilsilil) propionato de sodio.

ITI.11 - ESPECTROS DE RESSONANCIA PARAMAGNETICA ELECTRONICA

Os espectros de RPE foram registados ou num espectrdmetro
Varian Eg (Varian Associates, Palo Alto, California,USA) ou num
Bruker ER 200tt. As amostras foram arrefecidas com hélio liqui
do através de um "flow cryostat" da Oxford Instruments. A tempe
ratura fol calibrada com um termopar de ouro/chromel colocado na
corrente gasosa. As condigoes 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 % 0,1K, 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 condigoes experi-
mentais (temperatura e poténcia) nas quais nao havia saturagao
de intensidade do sinal. As condigOes experimentais encontram-
-se descritas nas legendas das figuras.

As integragdes foram feitas numericamente através da for
mula de Wyard (47) com correcgao para a inclinagao da linha de
base. Foi aplicada ainda a correcgao sugerida por Aasa e
Vanngard (48) para a dependéncia da probabilidade de transigao

do valor de g.

II.11.1 - TITULAGAO REDOX POR RPE

O método usado para a determinagao do potencial de oxida
¢ao-redugao baseia-se no uso quantitativo da intensidade do si-
nal de ressondneia paramagnética electrodonica (RPE) originado por
cada espécie componente do par redox. Para este fim, procedeu-
-se a uma titulagao potenciométrica de metaloproteina (com elec
trodo de platina) na presenga de mediadores redox, e retiraram-
-se amostras a diferentes valores de potencial para posterior
quantificagao por RPE. Construiu-se uma célula anaerdbica, se-
melhante a usada por Dutton (49) e representada esqguematicamente
na Figura II.2,

Mantém-se a solugdo (3 a 10 ml) a 25°C no interior da
célula. Mediu~se o potencial redox através de um electrodo
de platina e um electrodo de referéencia (Radiometer P10l e K401).
O sistema foi calibrado com quinohidrona (50). O pH foi medido
directamente no vaso de titulagao com um electrodo combinado
(Radiometer GK 230113). Manteve-se o0 sistema numa atmosfera de

Argon, o qual foi purificado por passagem num aparelho NILOX
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Figura II.2. Célula anaerdbia usada nas titulagoes

redox segundo o esquema descrito por Dutton.



(Jencons Scientific Ltd., Hemel Hempstead, UK), contendo uma so
lugao alcalina de ditionito, e introduzido no aparelho por
agulhas de ago inoxidavel.

O potencial redox do sistema foi ajustado com pequenas
adigoes de Na,$,0,, 0,1 M (em Tris/HCl1 0,2 M, pH=9,0) e K3Fe(CN)6.
0,2 M, e as amostras foram transferidas a diferentes valores de
potencial directamente do vaso de titulagao para o tubo de RPE
(calibrado e de diametro interno cerca de 3 mm) através de

sobrepressao de argon. As amostras foram congeladas em azoto

liquido sempre sob atmosfera de azoto.

IT.11.2 - SISTEMAS DE MEDIADORES

Na Tabela II.2 apresenta-se uma lista de mediadores de oxida-
cao-redugao usados nas titulagoes redox. A escolha dos mediado

res a usar obedece aos seguintes pontos:

1. Devem ser adequédos a gama de potenciais redox a medir.

2. Nao interferirem quimicamente com o sistema em estudo
(0 que pode ser detectado atravées do uso de diferentes concen-
tragdoes de mediadores e posterior comparacao dos resultados ob-
tidos (51)).

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

sistema em estudo e que se pretende quantificar.



-60-

TABELA II.2

Mediadores redox usados nas titulagoes redox descritas

Mediador

tetrametil-p-fenilenodiamina
2,6-dicloroindofenol
2,5-dimetilbenzoquinona
fenazinametasulfato

azul de metileno
indigotetrasulfunato
piocianina
2-hidroxi-1,4-naftoquinona
antraquinona-1l,5-disulfonato
antraquinona-2-sulfonato
fenosafranina

safranina T

benzilviologénio

diquat

metilviologénio

triquat

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

E' (pH=7.0)mV

+260
+217
+180
+ 80
+ 11
- 46
- 60
-145
=170
=225
-255
-289
=311
=350
-440
=540

-617
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II.12 - ESPECTROS DE MOSSBAUER

Os espectros de M8ssbauer foram realizados no laboratd-
rio do Prof. Eckard Mlinck, no Gray Freshwater Biological Insti
tute, Universidade de Minnesota, EUA. Os espectrOmetros de

57CO

M8ssbauer sao do tipo de aceleragao constante. A fonte de
(30 mCi) estd implantada em Rodium e tem uma largura minima de
linha de 0,24 mm/s. O sistema foi calibrado com uma amostra de
ferro metalico. Para as medidas realizadas em campos aplicados
de 600 gauss usou-se um "Dewar" Banis Super Vari Temp. As amos’
tras sao introduzidas dentro do dewar e os raios vy da fonte de
57Co passam através da amostra atraves de duas janelas "mylar".
Tanto para campos pzrpendiculares como para campos paralelos,
usou-se um pequeno magneto permanente feito de placas de Indox V
colocado na parte inferior do cridstato. As medidas a. campo ele
vado foram realizadas num sistema de magneto supercondutor
(Janis Research Co., Dewar and American Magnetics magnet with

57
Co e a amostra foram colocadas num

quick null). A fonte de-
sistema de suspensao vertical e introduzidas no hélio liquido.

Os desvios isomericos apresentados sao medidos em relagao ao

| centro do espectro do ferro (metal) a temperatura ambiente.
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III.1 - INTRODUCAO

A desulforedoxina & uma proteina nova, recentemente
isolada, de D.gigas. A razao deste nome nao estad directamen
te relacionada com alguma propriedade especial desta protei-
na. Desulfo porque foi isolada de um desulfovibrio, nao que
rendo isto implicar que esta proteina nao possa existir nou-
tros organismos (uma proteina semelhante parece estar presen

te em Desulfuromonas acetoxidans (1l)). O restante nome impli

ca que & uma proteina de oxidagao-reducgao.

Este tipo de nomenclatura & desencorajado pelas recen
tes normas sugeridas pela IUPACIUB (2) para as proteinas de
'ferro-enxofre",que sugere que a proteina deve ser designada
de acordo com o tipo de centro activo presente. O facto de
o centro activo desta proteina nao se enquadrar nos tipos de
centros conhecidos levou-nos até& agora a continuar a usar es

te nome,

Esta proteina no entanto assemelha-se em algumas pro-
priedades a classe das proteinas tipo rubredexina, como se
ird demonstrar neste capitulo e, futuramente, devera ser in-

cluida nesta classe.

Uma vez que esta proteina contém um tipo de centro
que & pela primeira vez caracterizado, iremos sempre compa-

ra-la com as propriedades das rubredoxinas.
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ITI.2 - PROPRIEDADES DAS RUBREDOXINAS

ITI.2.1 - GENERALIDADES

s rubredoxinas constituem um gruvo de proteinas de peso
molecular pequeno isoladas a partir de bactérias aerdbicas e
anaerdbicas. Sao classificadas conjuntamente devido
ao seu distinto espectro Optico e porque contém geralmente um
sb atomo de ferro por molécula. A grande diferenga entre as
rubredoxinas e as outras proteinas de ferro-enxofre & exacta-
mente a auséncia de enxofre 1abil. O conhecimento dobre es-
tas proteinas encontra-se numa.situagéo invulgar. Enquanto

que a estrutura a trés dimensodes da rubredoxina de Clostridium

pasteurianum (3,4) e Desulfovibrio vulgaris (5) & conhecida a

partir de estudos de difracgao de Raios-X, nao se sabe qual a
fungao bioguimica destas proteinas ou de qualquer outra isola

da de outro organismo anaerdbico.

O nome rubredoxina fol pela primeira vez aplicado a

uma proteina de "ferro-enxofre" isolada de C.pasteurianum,

A
proteina tinha sido primeiramente observada por Buchanan et al.
(6) e Mortenson (7) como uma fracgao avermelhada durante o
isolamento da ferredoxina, que € castanha escura. Em 1965,
Lovenberg e Sobel concentraram e purificaram esta proteina e
conseguiram obter cristais de boa qualidade por fraccionagao
em sulfato de amdnio. Verificaram que esta proteina podia re
duzir-se e oxidar-se reversivelmente e que podia actuar como

transportadora de electroes em certas reaches que requerem

ferredoxina. Contudo nao ha absoluta necessidade da presenga
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da rubredoxina nestas reacgOes em organismos anaerdbicos.

Apds o aparecimento desta rubredoxina algumas cutras foram en
contradas em outros organismos anaerdbicos, tendo proprieda-
des muito semelhantes, particularmente o espectro de visivel

muito caracteristico (8 a 19).

De grande interesse foi a descoberta por Peterson et

31.(20) de uma rubredoxina de Pseudomonas oleovorans. £ so

neste organismo aerdbico que se conhece um papel fisioldgico
definido para a rubredoxina. Neste organismo, a rubredoxina
€ um transportador electrdnico no sistema w-hidroxilagao.

Nesta reacgao, a rubredoxina parece ser o doador electrdnico
directo da w=-hidrcxilase. A rubredoxina por sua vez, & redu-
zida pelo nucleotideo piridinico e um sistema reductor. Es=-

ta reacgao & esquematizada na Figura III.l.

FIGURA IITI.1l

NADH REDUCTASE RUBREDOXINA CH3R

2+
(FADOX) (FE“")
C ?
H20
(Fe*

+
NAD REDUCTASE RUBREDOXINA HOCH9R

(FAD,_.)

RED
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Neste sistema, que hidroxila alcanos, a rubredoxina é
relativamente especifica observando-se muito pouca activida-

de com rubredoxinas de organismos anaerdbicos ou com ferredo

xinas de varias fontes.

A rubredoxina de P.oleovorans foi imobilizada em

Sepharose 4B (25) tratada por brometo de cianogénio e as
propriedades espectrais observadas sao semelhantes. Esta
forma imobilizada pode aceitar electroes do ditionito e do
NADPH na presen¢a da ferredoxina -~ NADP reductase, de espina-
fre. O potencial de redugao da proteina imobilizada € seme-
lhante ao da proteina soliivel e o atomo de ferro pode ser
retirado e substituido. A rubredoxina ligada € no entanto

mais resistente a desnaturagdao pelo cloreto de guanidina.

Considerando o sucesso obtido na determinacdo da estru-
tura da rubredoxina de organismos anaerdbicos estrictos & para
doxal que nao se conhega ainda o seu papel fisioldgico. O po-
tencial relativamente elevado das rubredoxinas (perto de 0 mV)
(21) torna diflcil acomodi~la nas reacgoes fisioldgicas mais co
muns, que sao usadas para testar actividade, como & o caso das
bactérias redutoras de sulfato.

A proteina prototipica desta classe & a rubredoxina de

C.pasteurianum. Estudos de Raios-X mostraram que o ferro esta

ligado a quatro atomos de enxofre de cisteinas numa forma apro-

xamadamente tetraédrica.
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Para além da rubredoxina de C.pasteurianum, também as rubredoxinas

de D.vulgaris e de D.gigas foram cristalizadas e sujeitas a
anidlise de Raios~X (23). Apesar dos parametros da célula e

os grupos espaciais serem idénticos, tanto os mapas de difracgao de
Ralos-X, como as sequéncias e a reactividade revelam
diferengas estruturais. As trés protelInas tém 37 amino-aci-

dos totais comuns as trés cadeias polipeptidicas.

Os aspectos filogenéticos das sequéncias de acidos
aminados da rubredoxina de D.vulgaris e de D.gigas foram dis-
cutidos por Vogel (24). As estruturas primarias quando com-
paradas com as rubredoxinas de outros organismos anaerobicos
revelam s 12 resfduos idénticos na proximidade dos dois gru

pos de cisteinas que ligam o ferro.

Odom et al. (26) isolaram uma NADH+H' rubredoxina oxi
do-reductase em D.gigas, que tem uma elevada especificida-

de para a rubredoxina isolada do mesmo organismo (Tabéla III.1l).

TABELA III.l
~ = +
Kn de rubredoxinas de diversas origens em relagao a NADH+H
rubredoxina oxido-reductase

-6
Rubredoxina de D.gigas 6,2 x 10 5 M
Rubredoxina de D.vulgaris 5,3 x 10 4 M
Rubredoxina de C.pasteurianum 1,0 x 10 M
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Na Figura III.2 faz-se uma comparagao interessante
entre as sequéncias de .acidos aminados das rubredoxinas de

C.pasteurianum, D.vulgaris e D.gigas (15,16,24). Verifica-

-se que a posicdo de um grande nimero de residuos carregados
nao € mantida ao longo das trés proteinas. Estas diferengas
sao dramaticas numa proteina tao pequena e podem explicar as
diferencgas observadas entre a afinidade para a reductase. A
Figura III.2 mostra no entanto que a cadeia peptidica perto

do centro activo se mantém praticamente inalterada.

ITI.2.2 - ANALISE DOS RESULTADOS DE DIFRACGAO DE RAIOS-X

EM RUBREDOXINAS

A informagao estrutural em rubredoxinas proveio ini-

cialmente de duas fontes além de varios compostos modelo.

O enrolamento da rubredoxina foi determinado original
mente a partir de um mapa de densidade electrdnica a 3,0 A
(27) (subsegquentemente analisado a 2,5 A com dois derivados)
e € bastante simples (ver Figura III.3). A parte N-terminal
forma duas das trés cadeias em folha B-antiparalela que for-
ma um dos lados de uma caixa de trés lados e fornece duas das
quatro cisteinas que ligam o ferro. A porgac seguinte da ca
deia estd enrolada num "loop" em zig-zag mantido em conjunto
por ligagoes de hidrogénio formando assim o sequndo lado da
caixa; a fracgao seguinte da cadeia forma uma curva que for
nece os dois ligandos que faltavam ao ferro e corresponde ao

terceiro lado da caixa. Os residuos finais formam a terceira



C.pasteurianum f-Met-Lis-Lis

Ile Glu-Asp Asp
D.vulgaris Met-Lis-Lis Glu Tre—Asn
D.gigas Met-Asp-Ile~Ti IHVal-CiiTre—Val-Cis-Gli—Tir—Glu—TirAsp—Pro—Ala—Lis—Gli—Asp—Pro—Asp—Seth?_i

Fe I
Ae,p—Gli-Cis—Glu-Fen—Ala-Asp—Lis-SeﬁMa-Gh—Cls—Val—Phis—Ai;—'I‘rp—Asp—Asp—Pro—]’.eu—Arg—Glu—Fen-Lis—Tre—Gli-Pro-Lis

0 Ala Glu Ala Lis Ser

Glu Glu Glu Glu Asp

Figura III.2 - Diferengas nos residuos carregados nas

rubredoxinas de C.pasteurianum, D.vulgaris e D.gigas

..."[L—
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Figura III,3 - Esquema da estrutura da rubredoxina de

D.vulgaris. O interior aparentemente vazio esta preenchido
por residuos hidrofdbicos. 'A' representa a direcgao hipo-

tética de expansao perto do centro.
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cadeia em folha B. O interior & hidrofdbico e ha uma super-
ficie hidrofdbica praticamente continua que vai desde

o cimo da cadeia até ao centro ferro-enxofre.

Perto do ferro e enxofre os peptideos estao orienta-
dos com os grupos carbonilicos dirigidos exteriormente, a
nao ser que haja ligagdes de hidrogénio a outras porgdes pep
tidicas, sugerindo que ha uma neutralizagao parcial do centro
FeS4 carregado negativamente por estes hidrogéniosamidicos.

Nao existe nenhum grupo carregado positivamente na vizinhan
ca.

Com vista a examinar com mais detalhe a geometria do

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

(oxidada) foi cristalograficamente refinada em dois passos.
Os resultados do refinamento a 1,5 A indicaram que trés das
quatro ligagdes Fe-S nao diferiam apreciavelmente de 2,28 A
enguanto que a quarta era 2,02 A (3). Contudo, estudos mais
recentes com dados num cristal maior a 1,2 A, mogtram que

O comprimento da ligagao ,€ 2,24 +0,01 A (28). Estes resul
tados mais recentes estao 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 absorgao de estrutura fina de Raios-X (EXAFS). Estes
resultados estao 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) enguanto gue uma ligacgao mais

curta sugeriria uma simetria trigonal.

Ainda mais evidéncia de comprimentos de ligagoes equi

valentes provém da estrutura da rubredoxina de D.vulgaris(5).
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Num artigo recente Adman et al. (15) apresentaram a
determinagao da estrutura da rubredoxina de D.vulgaris a
2 A de resolugao usando os dados de Raios—-X em conjunto
com um método de substituigao molecular. O modelo de parti

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

atomos em comum ds duas proteinas de acordo com a sequéncia.
Usaram métodos de Fqurrier diferenciais para obter um refi-
namento parcial e verificaram que as duas rubredoxinas dife-
rem principalmente no nirero de grunos expostos a superficie da molecu
la. Nao notaram diferengas na conformagao ou ligag¢oes de hi
drogénio. O comprimento da ligagao Fe-S variava entre 2.15

a 2.35 A mas ndo difere significativamente do valor médio

2,29 A,

Alguns anos atrds obtiveram-se dados de difracgao de

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

tinha sido reduzida com ditionito. A analise dos resultados
tornou-se complicada devido a um certo numero de factores.
Primeiro o cristal nao 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 s se obteve um conjunto de dados parciais
a 2.5-2.0 A. Parece pela analise qualitativa dos resulta-
dos que a extensao de simetria de grau dois local (S(9)-Fe-

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

Estudos de compostos andlogos da rubredoxina oxidada
e reduzida, nomeadamente bis (0-(xylyl-o,c'—-ditiolato) ferrato

(IT,III) (40,41)mostraram que (1) o potencial redox deste
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par é 0,7 V mais negativo do que na proteina, o que acontece
também para compostos ‘andlogos da ferredoxina e (2) a média
do comprimento da ligagdo Fe-S no anido oxidado & 2,267 A
enquanto que é 2,356 A no anido reduzido. Os aniGes que

sao formados com dois ligando bidentados podem ter simetria
de grau 2 mas de facto nao a tém. Cada metade da molécula
comporta=-se semelhantemente na redugdo e o atomo de ferro
move-se para o plano formado pelos dois enxofres ‘e pelos
atomos de carbono a eles ligados. Foram determinadas as es
truturas de trés outros anides Fe(SR) ,(III) (33,34): os para
metros da estrutura estao indicados na Tabela IIT.2. A va-
riagao dos comprimentos das ligagoes & signaficativa em ter-
mos-da determinagao de estrutura. Estes resultados levam a
concluir que: (1) a geometria local & bastante insensivel
aos ligandos envolvidos; (2) os comprimentos das ligagoes
Fe-S sao consitentemente 0,1 A maiores na forma reduzida;

e (3) nao had geometria previsivel a nao ser assimétrica.

Na proteina ha um aspecto especial na estrutura que
possivelmente pode permitir uma extensdo do comprimento das
ligagoes Fe-S na proteina reduzida. O centro de ferro &
mantido ligado 3 proteina por duas "pingas". Uma vez que
no interior dessas pingas s3 existem resIduos hidrofdbicos
pode ser favorecida uma expansao que afasta as pingas uma
da outra como se indica na Figura III,.3 pela letra A. :

Contudo as dista@ncias movidas seriam pequenas.
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TABELA TIIT.2

Comprimentos das liga¢des Fe-S em rubredoxinas e compostos

analogos

oxidada reduzida
C.pasteurianum 2,29 A
Analogos

bis (o-xylyl-a-d-ditiolato) 2,267(2,252-2,279) 2,356(2,324-2,378)

[(SPMez) 2N] 2,36042,339-2, 380)
2

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

£iofenolato 2,356 (2,353-2,372)

II1T.2.3 - ANALOGOS SINTETICOS AO TIPO DE CENTRO RUBREDOXINA

Varios complexos de ferro mononuclear com quatro li-
gandos sulfurados foram ja sintetizados incluindo Fe[(SPRz)zN]2

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

2)2
2= 2=

[Fe(ats),] ©~ (37) e [Fe(ats) (sPh),] (38). Apesar de ter

sido demonstrada coordenagao tetraédrica Fe(II)-S, pelas estru

turas de Raios-X de Fe[ (SPMe,),N], (33) e [Fe(ats),]?™ (34)

os ligandos nestes complexos nao sao claramente ligandos

tiois simples anidlogos aos resfduos cisteinilos mercaptidicas

dum polipeptideo.
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Nas secgdes que se seguem apresentam-se somente algu
mas propriedades dos complexos tetraédricos mercaptidicos
férricos e ferrosos que saoc modelos mais semelhantes ao cro

moforo das rubredoxinas.

I11.2.3.1 - Sintese e Estrutra

O primeiro complexo mononuclear Fe(II)-(SR)4 referido
na literatura usava o dodecapeptideo BOC(Gli-Cis-Gli)4'NH2;
dava-se a formagao de um complexo tetraédrico ferroso em so-
lugcao (39) mas esie nao podia ser isclado. O uso subsequente
de mercaptideos ma.z simples por outros grupos deu origem a
formagao de [Fe(Sz-o-xyl)zj_ (40), [Fe(SPh)4]2- (38) e

'{Fe(Sz—o-xyl)é]z_ (41) como sais cristalinos.

Na Figura 1III.4 comparam~se as estruturas dos analo-
gos sintéticos com o centro Fe-S4 da rubredoxina. E particu-
larmente interessante a cqmparagEo dos parametros estruturais
da Rdox e do analogo [Fe(Sz-o-xyl)zj_. O centro Fe—S4 deste
dltimo apresenta sd uma pequena distorcao da simetria tetraé-
drica em contraste com o da Rdox que mostra grandes desvios
de simetria tetraédrica nos angulos das ligagoes e distancias.
A ausencia de uma ligagao mais curta Fe-S ( 2,05 A) no ana-
logo sugere que este facto seja o resultado de uma forte ten-
sao exercida pela proteina ou um artifacto de refinamento.
_Este ultimo caso parece ser o verdadeiroc pois recentes estu-
dos de EXAFS (Extended X-Ray Absorption Fine Structure) fei-
tos em duas rubredoxinas diferentes (29,30) sugerem que as

ligagdes Fe-S nao podem diferir mais do que 0,7 A .
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Figura IIXI.4. Estrutura das unidades Fe - S4

aproximadamente com a mesma orientacao:

( A ) C.pasteurianum ( B) [Fe ( S, - o -x1il )2]-

2

. 2- 2-
(C) [fe ( S, - o - xil )é] (D) [Fe ( sph )4
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Os resultados de EXAFS da Rd mostram um aumento de 0.05 A

red
na média das ligagdes Fe-S (29). 1Isto estd de acordo com os

. 2= 2-
dados estruturais de [Fe(SPh)4] e [Fe(szo—xyl)ﬂ nos quais
os comprimentos das ligagOes Fe-S sao em média 2,36 A o que

-

€ 0.05 A maior do que o valor médio abtido para [Ee (Sy—o-xy1) 2]-.

IITI.2.3.2 - Semelhanca entre o Anadlogo e a Proteina

Os espectros Opticos do [Fe(sz-o-xyl)z]- e Rd_
(Figura III.S5) sao claramente semelhantes, com as bandas do

lado dos comprimentos de onda mais elevados deslocadas para

a zona do vermelho no andlogo comparado com a proteina. Aléem
disso os espectros de infra-vermelho proximo do [Fe(sz-o-xy1)é]_
(41), Fe(SPh)4 2- (38) e Rdred (31) mostram bandas semelhan
tes a 5,600, 5,900 e 6,250 cm-l, respectivamente; para um

i3o metalico de alto-spin a® com simetria tetraddrica Ty esta

5

transigao (SE +"T,) corresponde directamente ao desdobramento

do campo dos ligandos At

Os resultados das medidas de susceptibilidade magné-
tica mostram que tanto o [Fez(s?_-o-xyl)z] (40) como a Rd, . (42)
obedecem ao comportamento simples da lei de Curie com um
ueff/Fe de 5,8-5,9 MagnetdOes de Bohr, consistente com Ferro(II)

de alto spin.

Os parametros de M8ssbauer para os complexos ferrosos
e Rd_ 4 indicam também uma semelhanca estrutural electronica.
Ambos apresentam desdobramentos de quadrupolo independentes

da temperatura e grandeza semelhante (3,1-3,3 mm seg—l) assim
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Figura III.5 - Espectro optico da rubredoxina de C.pasteurianum

(——); Fe(sz—o-xyl)2 em 80% DMSO-Hzo (====)
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como valores muito semelhantes de desvio isomérico (0,54-0,66
mm seg-l) e 0 mesmo sindl (negativo) para a principal compo-

nente do gradiente de campo eléctrico (41,43,44,45).

Todos os métodos espectroscOpicos aplicados a estes
sistemas até agora mostram que os complexos sintéticos sao

analogos bastante bons do centro da Rdox e Rdred‘

— e amwe e em s Pam o e asn P e

SO o complexo monomérico com o-xililditiol & estavel
no estado férrico assim como no estado ferroso. O potenc¢ial
deste par determinado polarograficamente em dimetil formamida
€ -790 mvV (9). Este potential & significativamente mais baixo

do que o do par Rdox/Rd cujo potencial tem valores que

red’
variam entre 0 e -60 mV (21,42,46). 1Isto pode ser devido
ao facto de as condigOes em que sdo feitas as medidas nao se-

rem as mesmas. Contudo & claro que os andlogos Fe-S, sofrem

uma oxidagao-redugao equivalente a cbservada nas rubredoxinas.

I11.2,.,3.3 - Extrusao do Centro Activo

No caso das rubredoxinas o nome extrusao nao tem o
mesmo significado que no caso das ferredoxinas, Neste caso
e possivel remover um unico atomo de ferro e nao um centro
subestrutural por molécula de proteina.

A reacgdo que se d3 € uma simples substituigdo de

ligandos

Rdox + 2 o-xyl(SH)2-—~>&é(82'xy1)£]- + apo - Rd.
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Na Figura III.6 apresenta-se o espectro obtido utili-
zando este composto para extrair o ferro da rubredoxina de

g.acidi-urici

IIT.3 - CARACTERIZAGCAO TrISICO-QUIMICA DA DESULFOREDOXINA

DE D.GIGAS

IITI.3.1 - PESO MOLECULAR

0 pesolmolecular foi determinado por filtragao mole-
cular em Sephadex G-50. Na Figura III.7 apresenta-se a recta
do logaritmo do peso molecular em fungdo do volume de eluigao
(referida ao azul de dextran) para os padroes usados. A par-
tir do valor de volume de eluigao da desulforedoxina obteve-

-se um valor de peso molecular de 7 900 Daltons.

Além do peso molecular da proteina nativa foi deter-
minado o peso molecular da apoproteina. O valor obtido &

semelhante ao da proteina nativa.

Testou-se também o valor do peso molecular da desul-
foredoxina com as cisteinas carboximetiladas e aminoetiladas.
Em nenhum dos casos se detéctou a presenca de espécies com

peso molecular de 4 000,

No entanto, apds a determinacao da sequéncia da desul
foredoxina demonstrou~se que esta proteina se apresenta na

forma de um dimero.
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A(nmM)

Figura III.6 - Espectro Optico da rubred .xina de

C.pasteurianum tratada com 0-xylylditiol em 80%

(v/V) HMPA~H,O
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QUIMOTRIPSINA

CITOCROMO c

DESULFOREDOXINA

- CITOCROMO Cc

1 12 13 1 15 16 r

Figura ITI.7 - Determinagao do peso molecular da desulforedoxina

de D.gigas em Sephadex G-50. Recta de correlagao do logaritmo
de peso molecular em fungao do volume de retengao relativo ao

azul de dextran.
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IIT.3.2 -~ COMPOSIGAO DE ACIDOS AMINADOS DA DESULFOREDOXINA

Na Tabela III.3 apresenta-se a composicao de acidos
aminados da desulforedoxina. Nao contém histidina, arginina,
serina, prolina, isoleucina, fenilalanina nem triptofano, o
que é bastante invulgar numa proteina. Tem quatro residuos
de cisteina por ferro e tem um elevado conteido em valina e
acido glutamico. Os calculos para os valores da treonina e
tirosina foram obtidos por extrapolagao ao tempo zero de

hidrdlises de maior duracgao.
II1.3.3 - PONTO ISOELECTRICO
O valor do ponto isoeleéctrico obtido para a desulfore

doxina p,;=3,5 é muito semelhante ao da rubredoxina de D.gigas

(p;=3,2) e D.salexigens (p,=3,1) também determinados por nds.




Composigao em acidos aminados da desulforedoxina

TABELA III.3
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inteiro mais préximo

24nh 48h 72h por dimero por mondomero
Lisina 6,0 6,0 6,0 6 3
Histidina 0 0 0 0 0
Arginina 0 0 0 0 0
Triptofano 0 0 0 0 0
Acido Aspartico 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) 0
Acido glutamico 13,9 14,0 13,5 14 7
Prolina 0 0 0 0 0
Glicina 11,7 11,5 11,4 12 6
Alanina 2,0 2,2 2,0 2 1
Cistina(Meia) 4
Valina 11,5 12,2 11,5 12 6
Metionina 2 1
Isoleucina 0 0
Leucina 6,2 ' .8 6 3
Tirosina 1, y 4 1 2 1
Fenilalanina 0 0 0 0
TOTAL 72 36
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III.3.4 - ESPECTRO DE ABSORGCAO, VISIVEL E ULTRA-VIOLETA

Na Figura III.8 & apresentado O espectro ootico da
desulforedoxina oxidada. Na sua forma geral o

espectro da desulforedoxina & semelhante ao da rubredoxina
parecendo indicar uma espécie semelhante de ferro. Contudo

ha certas diferengas.

Os maximos do espectro de visivel da desulforedoxina
estao deslocados e o ombro caracteristico da rubredoxina a
350 nm nao & observado na desulforedoxina. A absorgao da
desulforedoxina na regiao do ultra-violeta & devida a pre-
senca de tirosina (1 Tir/monomero). A contribuigéo mais baji
xa do espectro na zona do ultra-violeta em comparagaoc com a
rubredoxina & devida ao diferente contelido em residuos aro-

maticos (1 Trp, 3 Tir, e 2 Fen na rubredoxina).
IIT.3.5 - PROPRIEDADES DE OXIDAGAO-REDUCXO

A desulforedoxina & reduzida pelo ditionito e ndo con
tribui na zona do visivel. Por reoxidagdao ao ar 90-95%
da cor & recuperada. A redugao pelo acido ascOrbico & muito
lenta e o processo para quando a proteina ainda mantém 90%
da cor. No entanto, a rubredoxina de D.gigas é completamente
reduzida pelo adcido ascdorbico. Existem outras rubredoxinas
estudadas por nds que mao sao completamente reduzidas pelo

Acido ascérbico, como por exemplo a rubredoxina de D.salexigens

(18) . Isto sugere que nem todas as rubredoxinas tém poten
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Figura III.8 - Espectro de ultravioleta e visivel da

desulforedoxina de D.gigas

COMPRIMENTO DE ONDA (nm)
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ciais de oxidagao-redugao semelhantes, O que nos levou a
determinagcao dos potenc¢iais redox de varias rubredoxinas

(21).

A desulforedoxina deve ter um potencial de oxidagao-
-redugao mais negativo do que a rubredoxina de D.gigas, o que
foi provado pela determinacao do potencial redox por espec

troscopia de RPE (47).

IIT.3.6 - ANALISE DO FERRO DA DESULFOREDOXINA

Nas prepara¢des de desulforedoxina em que a razido ultra
-violeta/visivel & de 1,23 a analise de ferro foi de 1,9%0,1

atomos de ferro/8 000 Daltons.

No entanto, no decorrer do estudo desta proteina nem
sempre se trabalhou com amostras com 1,23 de razdo U.V./visivel
As amostras no entanto estavam puras, como indicava a composi-
¢ao de acidos aminados, o que leva a concluir a existéncia de
apoproteina misturada com proteina nativa. Este facto parece
indicar uma certa instabilidade desta proteina em comparagao
com a rubredoxina. A desulforedoxina & pouco estavel a pH
a 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 tampao de citrato (10).
No entanto, se se aumenta o pH da solugao grande parte da de-

sulforedoxina € reconstituida.

Para que se possa determinar sempre a razao
proteina/ferro existente,sd pelo tragado do espectro ultra-

-violeta e visfvel sem ser necessario recorrer a uma anialise
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de fe¥ro e a uma camposicao de Acidos aminados, fez-se o seguinte: calculou-
-se-o coeficiente de extingao molar mor ferro na zona do visi
vel (fez-se uma analise de ferro e teve-se em conta a per-
centagem de ferro impureza visto por espectroscopia de
M8ssbauer). Deste modo & sempre possivel numa amostra saber

a quantidade de ferro envolvido num centro tipo desulforedo-
xina. N3o se pode calcular directamente a concentragao de
proteina pela absorgao a 280 nm uma vez que o cromdforo contri
bui nesta regido espectral; além disso esta contribuicgao

vai variar conforme a razao ultra-violeta/visivel (ou seja,

conforme o numero de atomos de ferro/proteina).

Para estimar a contribuigdo do cromdforo debaixo da
banda a278mm tragou-se um espectro da apoproteina (preparada
acidificando o meio com HCl) em gue se contrabalangou no bran
co a absorgdo a 330 nm devida ao cloreto férrico formado.
Fazendo a diferenga entre o espectro da proteina nativa e es
te 4ltimo, obtem-se a contribuigao do .cromSforoa 278mm, Na
Figura ITI.9 apresenta—sé este espectro. A concentracao de pro-

telna hnesta amostra foi determinada Por analise de acidos

aminados.

Descontando 86% da absorvancia lida a 507 nm a absor-
vancia a 278 nm obtém-se a absorvancia devida a proteina,
que dividida pela concentragao da proteina determinada pela
analise de acidos aminados nos da o valor do coeficiente de

extingao molar,

Na Tabela III.4 apresenta-se o valor dos coeficientes

de extingao molar da desulforedoxina. Na mesma Tabela apre-
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Figaea ITI.9 - Espectro de ultravioleta e‘visivel da Desulforedo
xina oxidada sem a contribu1ca6 da nroteina.

é;



_92-

sentam~se os coeficientes de extingao molar da rubredoxina.

Deste modo é rapidamente detérminada a razao de ferro/

/mole da proteina, apds o tragcado do espectro Sptico.

TABELA ITI.4

A (nm) (M~ Lem™1)
desulforedoxina 278 1940 (depois de descon-
(por monomero) 370 7790 tar 80% da A507)
507 4580
rubredoxina 278 17210
376 8450
493 6970

III.3.7 - ANALISE DE ENXOFRE LABIL

N3ao se observou enxofre labil pelo método de Fogo e
Popowski. Tal como a rubredoxina esta proteina nao contem

enxofre labil. .
i

III1.3.8 - RECONSTITUIGCAO COM 57Fe

O espectro Optico de uma amostra de desulforedoxina

reconstituida com 57

Fe €& perfeitamente identico ao da proteina
nativa. Neste caso a proteina nativa tinha uma razao Ultra-

-Violeta/Visivel = 1,23.



-9 3-

A razao U.V./visfvel da proteina reconstituida é semelhante
e a reconstituigao deu-se com um rendimento de cerca de 90%.
Realizaram-se experiéncias de reconstituigao em que a
quantidade de >Tpe era inferior 3 quantidade estequeométrica
(50% do necessario). Procedendo desta maneira, as fracgbes re-
colhidas a safda da coluna de Sephadex G-50 apresentam razodes
U.V./visivel 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 s6 depois o se-
gundo, a preparagao devia ser homogénea e com razao igual a 1,6,
que &€ a razao para a qual haveria um ferro por cada molécula de
dImero. O facto de se obterem algumas fracgdes com razdes muito
inferiores indica que estamos em presenca de uma mistura de molé-
culas de 2Fe com apoproteina que nao sao separadas na coluna de

Sephade G-50 utilizada.

III.3.9 - TITULAGAO DAS CISTEINAS PELO p-CLOROMERCURIOBENZOATO

A titulagao dos grupos sulfidrilo foi seguida pelo método
de Boyer (49). O p-cloromercuribenzoato reage na razao 2:1 com
enxofre inorganico e 1l:1 com grupos sulfidrilo. Se houver cis-
teinas envolvidas em pontes dissulfureto, estas nao reagem.

Na Figura III.10 apresenta-se a titulagao da desulforedo-

Xina com o PCMB. O niimero de cisteinas que reagiram por monémero

& quatro.
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Figura TIT.10 - Aumento da absorvancia a 255 nm devido 3

reaccao do p-cloro-mercuribenzoato (PCMB) com a desulfo-

redoxina.

-pe-
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Como reagiram quatro equivalentes de PCMB por mole
de proteina (mondomero) nao ha possibilidade de existéncia

de uma ponte disulfureto.

Esta experiéncia no entanto, nao prova conclusivamente

gue todas as cisteinas estdo ligadas ao ferro.

ITIT.3.10 - ESTUDO DO ESTADO DAS CISTEINAS

Para testar se as quatro cisteinas por monOmero es-
tao todas ligadas ao ferro realizaram-se varias experiéncias

gque foram descritas nas secgoes II.5,6 e 7.

O cromo6foro mantém-se intacto em ureia 7M como pode
ser demonstrado pelo espectro Optico. Usando baixas concen
tragoes de acido 3H-iodoacético sO se encontraram marcadas
0,03% das cisteinas. Usando concentragoes mais elevadas de
acido iodoacético (25 mM) 15% do cromdforo & destruido
(combase na diminuigao da . absorvancia a 507 nm). Isto esta
de acordo com o valor de 10% encontrado para o numero de cis
teinas carboximetiladas (o que pressupoe quatro ligandos cis-
teina por ferro). Em conijunto, estas duas experiéncias su-

gerem a auséncia de residuos de cisteina livres.

Numa outra experiéncia (secgao II.7) os resultados
indicavam 30% de uma ponte disulfureto por dimero. Contudo
os resultados de sequéncia mostraram que a marcagao radio-
-activa das cisteinas nao era especifica, o que indica a

auséncia de pontes dissulfureto na desulforedoxina.
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As experiéncias realizadas sugerem que todas as cisteinas

estao envolvidas na ligagao ao ferro.

III.3.11 - SEQUENCIA

III.3.11.1 - Analise da Sequéncia N-terminal

Realizaram-se duas analises da sequéncia a partir
do N-terminal. A desulforedoxina oxidada (cisteinas trans-
formadas em acido cisteico) foi sujeita a uma degradagao de
Edman sequencial num sequenciador automatico Socosi. Em

tampao DMBA identificaram-se 32 acidos aminados.

Usando um sequenciador de fase sd6lida a desulforedo-
xina oxidada foi acoplada através dos residuos de lisina ao
diisotiocianato de fenileno (DIIC). Identificaram-se 30
acidos aminados a partir de 94 nmoles de proteina. Os resul

tados sao apresentados na Figura III.I1l

1 5 10 15
Ala-Asn-Glu-Gli-Asp-Val-Tir-Lis-Cis-Glu-Leu-Cis-Gli-Gln-val-
> > > > > > > > > > > > -> > >

20 25 30
-vVal-Lis-Val-Leu-Glu-Glu-Gli-Gli~-Gli-Thr-Leu-Val-( )-( )-Gli-
> > > > > > > > > -> > > > > >

-Glu-Asp....
-> ->

Figura III.ll - Sequéncia de aAcidos aminados do N-ter-

minal da desulforedoxina oxidada. Os parentesis indicam que

r . ~ ~ s . v
Os residuos nessas posigoes nao poderam ser identificados.
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I11.3.11.2 - Digestao da Proteina com Carboxipeptidase A

As condigOes experimentais para a acgao da carboxipep
tidase sao descritas por Ambler (50). Para a reacgao com a
carboxipeptidase, a proteina (0,2 nmoles) foi dissolvida em
0,2 ml de N-etilmorfolina 0,2 M (pH=8.4). A mistura foi incu-
bada denois de adigae de 0,01 ml de uma solucdo de carboxipep-
tidase a 37°cC. Retiraram-se amostras apds trés horas e noste

riores tempos de incubacdao, que foram secas sobre viacuo.

Os acidos aminados libertados foram identificados por
electroforese em papel a pPH=2,0 ou com o analisador de acidos
aminados; realizaram-se sempre digestoes de brancos simulta-

neamente.

Os resultados obtidos sao consistentes com a seguinte

sequencia C-terminal

e e e Val"'LiS“Gln

“« « «

III.3.11.3 - Peptideos Obtidos pelo Brometo de Cianogéneo

A desulforedoxina contém so um residuo de metionina
por cadeia. Os peptideos obtidos foram separados por filtra
¢ao de gel em Sephadex G-25 e electroforese em papel, e oxi-

dados pelo acido performico.

Na Tabela III.5 mostram-se as composigoes de acidos
aminados dos dois fragmentos obtidos pelo CNBr e na Figura

IIT.12 as sequéncias obtidas pela degradagdo de Edman.
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TABELA III.5

Composigao em acidos aminados dos peptideos obtidos por

tratamento da desulforedoxina com o brometo de cianogénio

acido aminado CNBr FI CNBr FII

Lisina 2 1
Histidina
Arginina
Triptofano
Acido aspartico
Treonina

Serina(homoserina)

A = O W

Ecido glutamico
Prolina

Glicina
Alanina

Cistina (Meia)

v w K o

Valina
Metionina
Isoleucina
Leucina
Tirosina 0,8

Fenilalanina

Rendimento 45% 27%

Total de residuos 33 3
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O pentideo CnBr FII foi identificado como sendo o pepti-
deo contendo o N-terminal, uma vez que a carboxipeptidase liber-

tou Val=Lis=Gln

CnBr-FI
1 5 10 15
Ala-Asn-Glu-Gli-Asp-Val-Tir-Lis-Cis-Glu-Leu-Cis-Gli-Gln-Val-
> -+ - -+ -+ > > > -+ - > > - - -
: 19
-Val-Lis-Val-Leu...
> -> -»> -»>
CnBr-FII

Val-Lis=-Gln

-> -+ -+

Figura III.l12 +» Sequencia de acidos aminados dos peptideos

obtidos pelo brometo de cianogenio na desulforedoxina
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III.3.11.4 - Peptideos Obtidos por Hidrdlise Triptica

Oa peptideos obtidos por digestao 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 oxidagao pelo acido perfdormico no papel.

Na Tabela III.6 mostramse analises dm acidos amina
dos dos peptideos obtidos. As sequéncias de alguns destes
peptideos foram obtidas pelo método da fase liquida em tam-

pao de DMBA.

De acordo com a sequéncia de N-terminal, pode identi-
ficar-se o peptideo T a; (residuos 1-8) como o peptideo cor-
respondente ao N-terminal. O peptideo Tlé corresponde ao
residuo C-terminal. O peptideo T,d pela composigao de acidos
aminados corresponde praticamente ao restante da sequéncia

17 18
nao tendo sido portanto hidrolisada a ligagao Lis-Val.

O Gnico peptideo sugeito a sequéncia de acidos aminados

foi o Tld cujo resultado foi o seguinte:

Cis=-Glu-Leu~-Cis-Gli-Glu-Val-vVal-Lis-Val-Leu-Glu-Glu-Gli...

-> -> - -> -> -> -> -> -> -> -> -> - >

Figura III.l3 - Sequéncia de acidos aminados do pep-

tideo T,d obtido por hidrdlise triptica.
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TABELA III.6

Composigao em acidos aminados dos peptideos obtidos por

hidrdlise com a tripsina

acido aminado T a; T,C T,d T,d

Lisina 1 2 1

Histidina

Arginina

Triptofano

Acido aspartico 2 1

Treonina

Serina

Acido Glutamico 2 1 5-6 3

Prolina

Glicina 1 4-5 3-4

Alanina 1

Cistinaf(Meia) 4 2

Valina 1 4-5 2-3

Metionina 1 1

Isoleucina

Leucina 3 2

Tirosina 1

Fenilalanina

Total 8 1 26-28 16-18

Rendimento 60% 21% 20% 7%

Purificagao pH6,5 pHA6,5 pHE,5 pH6 ,5
pH3,5 pH3,5 e pH3,5

e e pH3,5 e

pH2,0 pH2,0 pH2,0
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ITI.3.11.5 - Peptideos Obtidos por Hidrolise com a Protease

de Staphilococus aureus

Os peptideos obtidos por digestao da desulforedoxina

com a protease de Staphilococus aureus foram separados e ana

lisados pela técnica de "finger print". Foram oxidados pelo

acido perférmico no papel.

A mobilidade electroforética "m" foi medida a pH=6,5
relativa a lisina com um sinal positivo para os peptideos
basicos e relativa ao aspirtico com um sinal negativo para

‘os peptideos acidicos.

Na Tabela III.7 mostram-se as anadlises em acidos ami-
nados destes peptideos. As sequéncias foram obtidas pelo
método da fase sdlida, ou pelo método da fase liquida em
tampao DMBA, Os estudos das sequéncias estao sumarizados

na Tabela III.S.

Os peptideos G-4a (residuos 1-3) e G-4b (residuos 4-10)
fazem parte do N-terminal da proteina. A ordem dos peptideos
G-3, G-44d e G-4c foi inequivocamente estabelecida pelo fac-
to de a sequéncia ser conhecida até ao residuo 32, pela pas
sagem directa da proteina no sequenciador automatico.

Alguns residuos que nao foram identificados a partir

da proteina ir' 'ira foram também caracterizados,Por exemnlo a

presenga de cisteina nas posigdes 28 e 29 e a sequéncia da

parte C-terminal da proteina (residuos 32-36) foi estabelecida

a partir dos pentideos G-4c e 5-44d.
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TABELA III.7

Composicao em acidos aminados dos peptideos obtidos por

hidrolise com a protease de Staphilococus aureus

acido aminado G-3 G-4a G-ab G-4c G-44

Lisina 1 1 1

Histidina

Arginina

Triptofano

Acido aspartico 1 1 1 1

Treonina 1 1

Serina

Kcido Glutamico 2 1 1 2 3

Prolina

Glicina 1 1 4 4

Alanina 1

Cistina(Meia) 1 1

Valina 3 1

Metionina*

Isoleucina

Leucina 2' 1 1

Tirosina 1

Fenilalanina

Total 10 3 7 15 16

Rendimento 53% 52% 49% 17% 26%

Purificacao** pH6,5 pH6,5 pH6,5 pH6,5 pH6,5
pH3,5 e e e pH3,5

pH2,0 pH3,5 pH3,5 pH3,5 pH2,0

* Como acido cisteico e metionina sulfona depois de oxida
¢ao pelo acido performico.
** Electroforese em papel a pH 6,5, 3,5 e 2,0.
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TABELA III.S8

Sequéncia em acidos aminados dos peptideos obtidos por

hidrdlise com a protease de staphylococus aureus

Peptideo posigao na Sequéncia
cadeia
G-3 11-20 Leu-Cis-Gli-Gln-Val-Val-Lis-
- - - > > - >
val-Leu-Glu
> - -
G-4a 1-3 Ala-Asn-Glu
G-4b 4-10 Gli-Asp-Val-Tir-Lis-Cis-Glu
> > - - »> > >
G-4c 22-36 Gli-Gli-Gli-Thr-Leu-Val-Cis-
-+ > -> > > > -
Cis=Gli-Glu-Asp-Met-Val-Lis-
> - -+ > -> > >
(G1ln)
>
G-44 21-36 Glu-Gli-Gli-Gli-Thr-Leu-Val-
-> - > > > - >
Cis~Cis~-Gli-Glu-Asp-Met-Val-
-> -> -+ - - - .
Lis-Gln
> -

As meias setas indicam os residuos que foram identificados
usando o sequenciador de proteinas. Os parentesis indi-
cam que os residuos naquelas posigOes nao puderam ser |

identificados.
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A sequéncia total da desulforedoxina pode portanto ser
estabelecida apds a obtengao da sequéncia destes peptideos,
com a ajuda do N~terminal ja determinado. O resultado é apre

sentado na Figura III.1l4.

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~-Agp-Met-Val-Lis-Gln

Figura III.l4 - Sequéncia de acidos aminados da desulforedo-

xina de Q.Qigas
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II1.3.12 - DISCUSSAO

A composigao em acidos aminados da desulforedoxina
é bastante invulgar (Tabela III.3). Tal como a rubredoxina nao
contém histidina e arainina. Outros residuos ausentes sao a
prolina, a isoleucina, a fehilalanina, o triptofano e a
serina. No total estdo ausentes sete tipos de resi-
duos de acidos aminados. Vale a pena frisar a auséncia de
prolina, cujo contetdo tem sido relacionado com a estabili

dade da estrutura terciaria das proteinas (51).

A sequéncia total da desulforedoxina de D.gigas foi
determinada pela degradagao da proteina inteira no sequen-
ciador de protelnas e pela determinagao da sequéncia dos
peptideos obtidos pela digestao com a protease e S.aureus
(Figura III.14). O peso molecular da desulforedoxina deter
minado por filtragao em Sephadex G-50 & 7 900, o gque corres
ponde a uma cadeia de 73 acidos aminados. No entanto a com
posigcao em acidos aminados minima & de 36. A elucidagao da

sequéncia mostra que a desulforedoxina consiste de duas ca-

deias idénticas de um peptideo contendo 36 acidos aminados.

De facto, o corte pelo brometo de cianogénio, a hi-
drdlise pela peptidase isolada de S.aureus, a hidrdlise pe
la tripsina e a acgao da carboxipeptidase mostraram que a
desulforedoxina & composta de duas cadeias idénticas de 36

acidos aminados.

0 grau de homologia entre as seguéncias da desulfo-

redoxina e as sequéncias conhecidas das rubredoxinas €&
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pequeno. SO no N-terminal & conservada a sequéncia Tir-x-Cis-
~x-Xx-Cis-Gli. Se fizermos alinhar as cistelnas da segunda me-
tade a unica coincidéncia & a sequéncia Cis-Gli da Ultima cis-

telna. (Figura III.1l5).

A cadeia polipeptidica da desulforedoxina tem as quatro
cistelnas nas posicdes 9, 12, 28 e 29. As varias rubredoxinas
cujas sequéncias sao conhecidas (14, 15, 52) tém as cistelnas
nas posicgdes 6, 9, 39 e 42 e sabe-se que elas: sao
ligandos do Gnico atomo de ferro. As experiéncias realizadas

com o acido iodoacético (secgao II.7 e 8) e a titulagao com

PCMB sugere que as quatro cisteinas na desulforedoxina estao

ligadas ao ferro.

Olhando para a sequéncia invulgar dos residuos de cis-
telna na desulforedoxina podemos pensar que & este facto que

confere propriedades distintas ao cromdforo.

Existem duas possibilidades em relagdo a formagao desta
protelna. Uma das possibilidades é a de cada atomo de ferro
estar ligado as éuatro cisteinas da mesma cadeia polipepti-
dica e neste caso a modificagao do cromdforo & devida a posi

¢ao adjacente das cistefnas 28 e 29.

-Tir-Lis-Cis-Glu-Leu-Cis-Gli--‘
Fef’/’ :

/ \ )

-Gli-Cis-Cis-val - - - -~

Figura TIIX, 16
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1 5

10

Ala-Asn-Glu-Gli-Asp-ValqTir4List

rb Met-Asp-TleqTirA

(2]
o

Met-Lis=Lis+Tir-

Cis
ValtyCiss

-ValTCis-

Met-Lis-Lis+Tir

+tGlu-Leu-

rTri-Val-

+Thr-val-

rValrCisg

-Thr-val

15

Cis-Gli

Cis-Gli

Cis-Gli

Cis-Gli

25

20

30

Gln-vVal-Val-Lis-Val-Leu-Glu-Glu-Gli-
+FTir-Glu-Tir-Asp-Pro-Ala-Lis-Gli-Asp-
FTir-Glu-Tir-Asp-Pro-Ala-Lis-Gli-Asp-

-Tir-Ile-Tir-Asp-Pro-Glu-Asp-Gli-Asp-

Gli-Gli-Thr-Leu-Val-Cis-

Asp-Asp-Trp-Ala-Cis-Pro-Valj

lCis-Gli

rCis=Glid

+Cis-Gli

rGlu-Asp

FAla-Ser-

-FGlu-Ser-

rCis-Glij

FGlu-Ser-

35
Met-Val-Lis-Gln

Lis-Asp-Ala-Fen-Glu-Lis-Gli-Asp-

Lis-Asp-Glu-Fen-Glu-Glu-Gli-

Lis-Asp-Glu-Fen-Glu-Ala-Gli

Glu-Glu

Figura ITII.1l5

Comparagao das sequéncias de acidos aminados da
desulforedoxina de D.gigas e das rubredoxinas de

D.gigas,D.vulgaris e C.pasteurianum,
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A outra possibilidade &€ a de trés cisteinas de uma ca-
deia como por exemplo as cisteinas 9, 12 e 28 actuarem como
ligandos de um dos atomos de ferro e as cistelnas 9', 12' e
28' da segunda cadeia actuarem como ligandos do segundo atomo
de ferro deixando a cisteina 29 para a quarta ligagao do se-
gundo atomo de ferro e a cistefna 29' como ligando da quarta

posigao do primeiro atomo de ferro.

N Cis- X - X - Cis-Gli
Fe
c' Gli-Cis Cis
Cis Cis-Gli C
/
e
/F\ N
Gli-Cis-X~-X-Cis

Figura III.l7

A elucidagado de qual destas estruturas serd a verdadei
ra sO pode ser conseguida pelo conhecimento da estrutura de
Raios-X. A desulforedoxina ja fol cristalizada por Sieker

(53) e os estudos de Raios-X estao em progresso.
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III.4 - ANALISE DO ESPECTRO DE VISIVEL E DOS ESPECTROS DE

DICROISMO CIRCULAR MAGNETICO DA DESULFOREDOXINA =

- COMPARACAO COM A RUBREDOXINA

IIT.4.1 - TEORIA

A analise do espectro optico da rubredoxina, feita por
Eaton e Lovenberg com a ajuda de espectros polarizados de um
cristal Gnico e do espectro de dicroismo circular magnético (DOM) a
temperatura ambiente permite tirar as seguintes conclusoes (31):
duas transicoes de transferéncia de carga do enxofre para o iao

férrico dominam o espectro entre 15 000 e 30 000 cm_l. As duas

transigoes sao ambas permitidas, sendo de 6Al-—a 6Tl e de pa

rentesco tetraédrico. Ambos os estados excitados estao sujei-

tos a distorgoes axiais. Os picos a 26 200 e 20 200 cm_l foram
6

atribuidos 3 transigao 6Al —> 'E e os picos a 28 800 e 17 700

em™ ! 3 transigao 6Al—e- 6Az. O desdobramento rdmbico do esta-

do excitado & menor do que metade da distorgao axial. Pelo uso
dos dados de polarizagao do cristal Gnico foi possivel relacio-
nar o eixo da distorgao axial can a geometria do estado funda-
mental. O Gnico eixo de distorgao tem de ser ao longo do eixo
S4 do tetraedro Fe(S-R)4 sugerindo uma geometria do estado ex-
citado do tipo D2d’

Um estado excitado 6T de parentesco tetraedrico pode

2
ser desdobrado por distorgoes estaticas na vizinhanga ou por
acoplamento spin-orbita. Para ilustrar o efeito destas duas
perturbagoes actuando conjuntamente Rivoal et al. (54) calcula

ram as matrizes da distorgao uniaxial estatica ao longo do eixo

S4, gerando uma simetria D2d’ e a do acoplamento spin-&rbita.



-111-

Na Figura III.18 indicam-se as energias resultantes, em fungao da
razao entre os dois parametros, o parametro de distorgao axial
V, e o parametro de acoplamento spin-Orbita A, ambos definidos
nesta figura. No limite de distorgao axial nulo os trés esta-
dos de spin-Orbita provenientes de 6T2 estao separados em ener-
gia por 5 A/12 (J=7/2), -2A/12 (J=5/2) e -7A/12 (J=3/2). Por
outro lado, no limite de nao-acoplamento spin-Orbita temos s

6 6

dois estados E e B Um diagrama semelhante foi também cons-

2°
truido para uma distorgao estatica de sinal oposto ao apresen=-
tado (54).

Estudando a variagao de temperatura do espectro de DCM
pode medir-se a contribuigao do acoplamento spin-orbita na dis-
torgao do estado 6Tz. No limite de acoplamento spin-Orbita nulo
o espectro de DCM correspondente as transigoes 6A1—+ 6E e 632
seria independente da temperatura e consistiria de um termo a,

e de um termo b, respectivamente. No outro extremo, de distor

0
¢d3o axial zero e um acoplamento de spin-6rbita de 12 ordem, o
espectro consistira essencialmente de trés termos c, dependen=-

tes da temperatura, dois positivos e um negativo, corresponden

do a transigoes do estado fundamental das componentes de 6Tz,
nomeadamente U'3/2, E'5/2+ U'5/2 e E'7/2+ E"7/2+ U"7/2.

Além disso, uma analise do momento da banda completa per
mite estimar o valor do sinal da constante de acoplamento spin-
-0rbita do estado excitado (55). O sinal deste parametro pode
dar uma indicagao do tipo de orbital envolvido na transigao de
carga.

As experiéncias realizadas a baixa temperatura por Rivoal et al.
(54) evidenciam a presenga de duas transicoes de transferéncia

de carga na regiao entre 15 000 e 28 000 cm_l. O primeiro
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Figura III.18 - Diagrama dos niveis de energia, mostrando
o efeito da aplicagao da perturbagao spin-
-orbita e distorgao axial (D

do 6T

0g) @ um esta

2 No caso da rubredoxina oxidada a
transferéncia de carga do enxofre para o

ferro permitida é 6T2 no grupo T,

las de energia estao normalizadas e os pa-

. As esca

rametros V, distorgao axial e A, parametro

do acoplamento spin-orbita sao definidos do

6

. _ 6
seguinte modo: ==3/2 < TZOIVDZdI T.,0>

A=—2//35<6T |Z§.u||6T2>

5|
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momento da banda de menor energia & consistente com uma transi
gao orbital t;— 2e. O valor de A = 85 em™ ! determinado experi
mentalmente pode ser usado para se determinar a importancia rela
tiva do parametro de distorgdo axial V, necessario para obter a
separacao de energia entre os picos a 17 800 e a 20 500 cm-l.
Examinando a Figura III.18 w-seque o espectro so & compativel com
um valor de A/V muito menor do que 0,1. Uma vez que A & muito
pequeno, V deve ser o responsavel pela grande separagao dos dois
picos no espectro de absorgao. Portanto, V pode ser considerado

igual a 2 500 cm-1

e A/V < 0,01. 1Isto confirma o ponto de vista
de Eaton e Lovenberg, que consideram que a distorgao axial & res
ponsavel pelo desdobramento da banda. O acoplamento spin-6rbita
é importante para explicar a dependéncia da temperatura do espec
tro de DCM.

Esta analise sO permite tirar conclusoces acerca da geo-
metria do estado excitado de transferéncia de carga de menor
energia. Isto nao esta directamente relacionado com a simetria

do estado fundamental, como & observado por RPE, Raios-X ou

EXAFS.

I11.4.2 - ESPECTRO OPTICO DA DESULFOREDOXINA DE D.gigas

Na Figura IIL19 apresenta-se o espectro de Ultra-Violeta
e Visivel da desulforedoxina comparado com o da rubredoxina de
D.gigas.

O espectro da rubredoxina de D.gigas & semelhante aos es

pectros obtidos para outras rubredoxinas (11,46,56,57,58,13,59).
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A analise do espectro pode ser feita de maneira semelhante ao
realizado por Eaton e Lovenberg (31) e Rivoal et al. (54). As
bandas a 515 e 493 nm sao 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 tragos gerais, eles sao bastante semelhantes
No entanto, no espectro de Visivel da desulforedoxina nao & dis
cernivel o desdobramento das bandas, distinctamente observado
no espectro da rubredoxina. Em primeira andlise, estas obser-
vagoes levam-nos a concluir que o primeiro estado excitado de
transferencia de carga nao esta desdobrado, o que indicaria uma

maior simetria para o caso da desulforedoxina.

IIX1.4.3 - ESPECTROS DE DICROISMO CIRCULAR MAGNETICO

Para aprofundar melhor as diferengas entre a desulforedo
xina e a rubredoxina tragaram-se os seus espectros de dicroismo
circular magnético (DCM) a baixa temperatura, para as formas
oxidadas e reduzidas. Nas Figuras III.2] e 22, apresenta-se uma
comparagao dos espectros das duas proteinas. Os espectros da
rubredoxina de D.gigas sao semelhantes aos observados por Eaton
e Lovenberg ( 31) e Rivoal et al. (54) para outras rubredoxinas.

Como se pode ver no espectro de DCM a baixa temperatura,
a banda correspondente a do espectro de visivel a 507 nm apresen
ta-se desdobrada. No entanto nao & tao nitido o desdobramento,
em comparagao com o da rubredoxina e a diferenga entre os dois

maximos € muito menor. Isto esta de acordo com as conclusoes

~
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gue se tinham tirado quando da observagao do espectro de visi-
vel. O desdobramento do 19 estado excitado de transferéncia de

carga € menor no caso da desulforedoxina.
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III.5 - ESTUDOS DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR NA DESULFO-

REDOXINA DE D.gigas - COMPARACAO COM A RUBREDOXINA

III.5.1 - INTRODUGAO

A ressonancia magnética nuclear tem sido pouco aplicada

a rubredoxinas, sendo a rubredoxina de C.pasteurianum a unica

a qual foi aplicada esta técnica (42). A razao principal do pou
co sucesso obtido por aplicagao desta técnica deve-se ao elevado
momento magnético do ferro de spin elevado das duas formas redox
e a elevada relaxagao dipolar com ele associada.

As susceptibilidades magnéticas desta proteina nos dois
estados de oxidagao foram determinadas pelo método de RMN descri
to na Secgao II.10.1 e obedecem a lei de Curie. Philips et al.
(42) determinaram um valor de 5,85 0,2 uB para a forma oxidada
e 5,05+0,2 uB para a forma reduzida (48). Estes resultados sao
compativeis com ferro(III) the spin alto na forma oxidada e
ferro (II) de spin alto na forma reduzida.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de proteinas
sem estrutura terciaria podem ser reproduzidos relativamente bem
por uma sobreposigao dos espectros dos acidos aminados componen-
tes entrando com a proporgao relativa destes (60). No entanto,

o espectro de RMN de uma proteina diamagnética &€ geralmente dife-
rente do espectro obtido para a forma desnaturada, devido a per-
turbagoes locais resultantes do enrolamento da cadeia polipepti-
dica. Além disso, na rubredoxina as ressonancias devem ser afec-
tadas por desvios de contacto e efeitos de relaxagao devido ao

paramagnetismo de ambas as formas redox da proteina.
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A identificagao de ressonancias sujeitas a desvios de
contacto €& relativamente facil pois a sua dependéncia da tem-
peratura & semelhante a da susceptibilidade magnética. As resso
nancias nao afectadas por desvios de contacto sao independentes
da temperatura a nao ser que a proteina sofra mudangas conforma-
cionais com a temperatura.

As ressonancias dos protoes nao permutaveis de uma pro-
teina nativa (os protdes CH da cadeia lateral e os protdes -CH
da cadeia principal) encontram-se na regiao de -2 a 9 ppm.

As ressonancias que ocorrem fora desta regiao podem
ser devidas a protoes sujeitos a campos produzidos por correntes
de anel devidas a aneis aromaticos, ou a protoes sofrendo inter-
acgoes de contacto do centro paramagnético.

Na Figura IIT.22. apresentam-se os espectros de RMN da

forma oxidada e reduzida da rubredoxina de C.pasteurianum (42).

Os espectros das duas formas sao diferentes. Na rubredoxina exis
te a possibilidade de em ambos os estados redox haver ressonancias
desviadas por interacgao de contacto e alargadas por relaxagao
dipolar. Nas zonas de +9 a +40 ppm e de -1,5 a -27 ppn foram
pesquisadas ressonancias sujeitas a desvios de contacto. As uni-
cas ressonancias dependentes da temperatura foram as ressonancias
designadas por ¢, 9 en na forma reduzida (Figura III.23).

Devido as larguras destas linhas, posicao e dependéncia
da temperatura, os protoes que originaram estas ressonincias devem
estar sujeitos a desvios do tipo pseudo-contacto. A auséncia de
outros desvios de contacto nos espectros de ambos os estados
redox da rubredoxina s pode ser atribuido ao elevado momento
magnético do ferro de spin-alto em ambos os estados de oxidagao e
a elevada relaxagao dipolar. Neste caso os protdes afectados es-

tariam tao desviados e alargados que seria impossivel detecta-los.
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Figura III.22 - Espectro de RMN da rubredoxina de C.pasteurianum

a 220 MHz, T = 318 K (42).

Figura I111.23 - Espectro de RMN da regiao a campo alto da

rubredoxina reduzida de C.pasteurianum a 220 MHz,

T = 300 K (42).
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Possivelmente a Unica razdo para o facto de observarem trés res-

sonancia na forma reduzida € o momento magnético do ferro (II) ser

muito menor.

ITI.5.2 - RESULTADOS

III.5.2.1 - Susceptibilidade Magnética

Determinaram-se as susceptibilidades magnéticas da rubre-
doxina e desulforedoxina de D.gigas na forma oxidada e reduzida
pelo método descrito na Secgao II.10.1. Ambas as formas oxidada
e reduzida das duas proteinas sao paramagnéticas e as suas suscep
tibilidades magnéticas seguem a lei de Curie.

Na Tablea III.9 apresentam-se os valores dos momentos
magnéticos efectivos de ambas as proteinas nos dois estados de
oxidagao, assim como uma comparagao com o valor obtido para a

rubredoxina de C.pasteurianum.

TABELA III.9

forma oxidada forma reduzida T(OC)
3 P 3.P
107Xy Heff 107 Xy Heff
Desulforedoxina 18,1 5,70 13,10 4,90 25
Rubredoxina 13,62 5,73 10,13 4,96 28

Rubredoxina de
C.pasteurianum(48) 5,85 5,05 4-60
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Os valores dos momentos magnéticos da rubredoxina e desul
foredoxina de D.gigas mostram que o ferro esta na forma de Fe(III)
com spin alto na forma oxidada e na forma Fe(II) com spin alto na
forma reduzida. Os valores sao semelhantes aos da rubredoxina de

C.pasteurianum (42). Em relagao as propriedades magnéticas parece

nao haver diferenga entre o centro de ferro da rubredoxina e o da

desul foredoxina.

I11.5.2.2 - Espectros de R.M.N.

Na Figura III.24 apresenta-se o espectro de RMN da forma
oxidada e reduzida da rubredoxina de D.gigas. Os espectros nao

diferem grandemente dos obtidos com a rubredoxina de C.pasteurianum.

Nao se observam outras ressondncias nas regices de -5 a -27,5 ppm
e de +10,0 a +40,0 ppm. A rubredoxina oxidada contudo origina es-
pectros com pior resolugao do que a rubredoxina reduzida, especial
mente na regiao de campo baixo. Nao se observaram picos desloca-
dos da regiao normal de um espectro de uma proteina e portanto nao
ha picos que possam ser identificados imediatamente como estando
sujeitos a desvios de contacto.

Na Figura III.25 apresentam-se o0s espectros de RMN da for-
ma oxidada e reduzida da desulforedoxina de D.gigas. Sao espec-
tros de baixa resolugao devido sobretudo ao paramagnetismo dos
dois estados redox. Como acontece na rubredoxina, nao se observam
ressonancias na regiao de -27,5 a -1,5 ppm e de +10 a +40 ppm.
Portanto, nao ha ressonancias que possam ser identificadas imedia-
tamente como sujeitas a desvios de contacto. Na regiao aromatica
sO deveria ser observada a ressonancia do unico residuo aromatico

que € uma tirosina. No entanto, observa-se um conjunto de resso-



-124-

M
oxidada
reduzida
| 1 i J S | S 1 1 } ] A [ - i | -
10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 -1 -2 ppn

Figura III.24 - Espectro de RMN da rubredoxina de D.gigas a

270 MHz, T = 310 K
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nancias entre +10 e +5 ppm. Estas ressonancias nao sao dependen-
tes da temperatura, como se pode observar na Figura III.26.

Quando se desnatura uma amostra de desulforedoxina (por
aquecimento prolongado a 100°C) e se realiza o espectro de RMN,
sO se observa na regiao aromatica a ressonancia da unica tirosina
desaparecendo todas as outras ressonancias que se observam na re-
giao aromatica da proteina nativa (Figura III.26). No entanto,
se tragarmos espectros até temperaturas de 60°C, as ressonancias
da regiao entre 10 e 5 ppm nao desaparecem.

A técnica de RMN nao é a mais indicada para o estudo deste
tipo de proteinas, como sugerimos anteriormente. Devido ao elevado
momento magnético do ferro tanto na forma oxidada como na forma
reduzida, os espectros resultantes sao de baixa resolugac e pouco
informativos. Nao se observam ressonancias sujeitas a desvios de
contacto ou de pseudo-contacto, pois a sua posigao e largura devem
torna-las muito dificeis de detectar.

Contudo, existe uma diferenga entre o espectro da desulfo-
redoxina e o da rubredoxina, Sac as ressonancias que se observam na
regiao aromatica da desulforedoxina, independentes da tempera-
tura. Uma possivel explicagao para a presenga de ressonancias na
regiao aromatica (sem pertencerem a residuos aromaticos, uma vez
que existe sO uma tirosina) sera a existéncia de uma regiao que,
devido a estrutura da proteina, nao & acessivel a permuta com o
solvente. Possiveis candidatos seriam os grupos NH da cadeia
polipeptidica situados numa regiao em que a permuta nao se pode
dar.

Estudos de Raio-X em progresso poderao confirmar esta

hipbtese, que ficamos a aguardar com interesse.
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III.6 - ESTUDOS DE RESSONANCIA PARAMAGNETICA ELECTRONICA

E DE MOSSBAUER NA DESULFOREDOXINA - COMPARACAO

COM A RUBREDOXINA

III.6.1 - INTRODUGAO X TEORIA DA ESPECTROSCOPIA DE MOSSBAUER

E R.P.E.

Na espectroscopia de visivel e U.V. o que se observa
sao transigdes entre o nivel electrdnico fundamental e o ni-
vel excitado. Na espectroscopia de M&ssbauer, ou seja na res
sonancia nuclear por radiagao y as transig¢des observadas dao-
-se entre o estado fundamental do nacleo e o seu primeiro es-

. - 57 .
tado excitado. Para o nucleo do Fe a energia do quantum
absorvido & uma radiacgao de energia Ey = 14,4 KeV com uma

9

largura a meia altura de I'=4,7x10 ° eV (esta largura é dada

pelo tempo de vida do estado excitado). A radiagao monocro-

-13 7Co embebido

matica (F/EY=3.10 ) emitida por uma fonte (5
numa matriz apropriada tal como cobre ou radio) penetra a
amostra (a proteina em estudo) e a radiagdao transmitida &

detectada por um contador proporcional.

Uma das maiores diferengas em relagaoc aos outros tipos de
espectrosegpia € o facto de as absorgdes observadas corresponderem
a transigoes altamente energéticas comparadas com as transi-
coes observadas entre os spins nucleares em RMN ou transigoes
electrdnicas observadas na espectroscopia de U.V. e visivel.
A fonte de radiagao tem de ser um nlicleo radioactivo do mesmo
is6topo no qual a absorgido ocorre. A fonte decai de um esta-

do excitado para um estado fundamental, emite radiagoes e
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excita um nicleo idéntico, pertencente 3 amostra absorvedora,
ao mesmo estado excitado.

Uma das vantagens deste tipo de espectroscopia deve-se a
relagao fonte e absorvedor, o que torna inequivoca a origem qui-
mica das linhas de absorgao. Se a fonte & um isdtopo excitado de

ferro s6 os nicleos de ferro poderao absorver na amostra.

A variacao da frequéncia num espectro de M8ssbauer &
feita por movimento da fonte. O facto da fonte ser um estado
excitado de tempo de vida bastante grande faz com que a radia-
cao seja altamente monocromidtica. Movendo a fonte em relagao
a amostra utiliza-se o efeito de Doppler electromagnético que
modifica a energia da fonte de radiagao y conforme a fonte se
afasta ou se aproxima da amostra. O desvio de Doppler na ener
gia da fonte & Ef=(v/c)E onde v é a velocidade da fonte e ¢
& a velocidade da luz. A radiagao transmitida através da amos
tra & registada em fungao da velocidade (para 57Fe, lmm/s=48x
xlO“8 ev=11l,6 MHz). Esta resolugao & adequada para conseguir
resolver as interacgoes hiperfinas(tipicamente da ordem de

5x10" 7

ev) do nucleo do 57Fe com a vizinhanga electronica.
Os desdobramentos hiperfinos dos niveis nucleares reflectem
as interacgoes electrostaticas e magnéticas dos momentos nu-
cleares com os electroes d. Por sua vez a distribuigao dos
electroes d depende da vizinhanga quimica e estrutural do
atomo de ferro. . ]

H3i dois factos que fazem com que a espectros
copia de M8ssbauer seja uma té¢nica importante. Primeiro
observa-se sempre um espectro de M8ssbauer qualquer que seja

a carga ou estado de spin do ferro (nao ha ferro silencioso

em M8ssbauer). Segundo, o espectro de M8ssbauer & caracteris
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tico do estado de oxidagao e do valor de spin do ferro.

As proteinas de ferro enxofre que tem sido isoladas
tém o atomo de ferro coordenado a quatro atomos de enxofre
dispostos num tetraedro distorcido. Pela teoria do campo
cristalino, a coordenagao tetraédrica produz sempre um cam-
po fraco e o ferro por consequéncia esta no estado de alto-

3+

-spin. Portanto, ferro férrico Fe™ , (3d)5 tem um spin S=5/2

e ferro ferroso Fe2+ (3d)6 tem um spin S=2,

Os ferros III e II de alto spin mostram caracte-
risticas especificas nos espectros de M8ssbauer e & possivel,
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 & menor para coordenagao tetraédrica do que pa
ra octaédrica e menor para ligandos sulfurados do que para os

oxigenados (ver Tabela III.1l0).

TABELA IIX.10

§ (mm/s) [AEQJ (mm/s) -A(MHz)

Fe>T-0 (6) 0,35-0,60 £ 0,9 26-29
(4) 0,3-0,4 € 0,9 22-28
re3t-s(6) 0,2-0,45 € 0,8 18-26
(4) 0,15-0,25 £ 0,5 12-27
re2*-0 (6) 0,9-1,3 < 4 17-38
(4) 0,8-0,95 £ 2,5 —
re2t-s(6) 0,8-1,0 p— 22

(4) 0,5-0,7 £ 3,2 10-26
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IIT.6.1.1 - O Hamiltoneano Nuclear

Os desdobramentos em energia dos niveis nucleares sao

descritos pelo hamiltoneano nuclear

> eq Vzz 2 15 2 2
a = - —-"_z—— - — -—
Hy = -9nBp Hoge - I+ = [31z X + n(I, Iy)] (1)

>

onde g,8, I €& o momento magnético nuclear (gn=gg=0,180

para o estado fundamental e g,=g9,=0,103 para o estado excitado).
->

Hogg € um campo magnético efectivo que actua no nicleo. Este
termo representa a interacgao de Zeeman do momento nuclear

>
Uh=fh9p I com um um campo externo i1 (Figura III.27)

O segundo termo representa a interacgao do momento de
quadrupolo Q do estado excitado com um tensor do gradiente

do campo electrico (Vxx’ v eV sao as componentes do ten

YY 2z Vg V
sor segundo 0s eixos principais; n =-—17——XX— € o parametro
22

de assimetria). Para o estado nuclear fundamental, Q = 0.

Na auséncia de interacgoes magnéticas ﬁeff = 0 e sC o esta-
do excitado & desdobrado de um valor AEQ=1/2 e Q sz¢{+l/3n .
AE €& o desdobramento do quadrupolo e & dado em unidades de

Q
velocidade (Figura I17171.28).

Além das interacgoes de quadrupolo e magnéticas
o espectro de M8ssbauer da-nos uma outra grandeza, o desvio
isomérico,8. Este Ultimo resulta da diferenca da distrubui-
¢ao da carga nuclear nos estados fundamental e excitado. O
desvio isomérico & proporcional & densidade electronica, s,
no nicleo e origina um desvio total do espectro, relativo a

velocidade zero (ver Figura II11.29).
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Em geral estes termos estao presentes simultanea-
mente e as "pattern" hiperfinas resultantes sao complexas
e tém que ser analisadas por computador. Esta complexidade
provém em geral, da anisotropia espacial E;ff, da sua
orientagao relativa ao tensor, do gradiente do campo, da tem

peratura e do campo magnético aplicado.

I1I1.6.1.2 - O Hamiltoneano do Spin

O espectro de MUssbauer depende directamente das
propriedades dos estados electrdnicos devido as interacgoes
hiperfinas. Portanto, estudando os desdobramento hiperfinos
dos niveis nucleares pode inferir-se da natureza do estado
electrdnico de mais baixa energia. As caracteristicas des-
tes estados, por sua vez, dao origem a informagoes estrutu-
rais e quimicas. Em geral & Gtil conhecer o desdobramento
do "zero-field" e a estrutura hiperfina do estado electrdnico
de menor energia dada por um certo numero de paramei.ros.

Isto € conseguido pelo hamiltoneano de spin.

Um hamiltoneano adequado para descrever 0s hnossoOs

resultados serz dado por:

H = He + th
sendo: H_ =D [52-1/2 S(g+1) + E/D (82 - 3| + 8 5.q9.1
L] e z X y e L] w
-~ > o~ > > o~ o > >
e H_=S.A.I+I.P.I-qgB H.I

hf nn °

(2)
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-

H_, depende s6 de variaveis electronicas. Os trés
primeiros termos da equagao ( 3 ) representam o desdobramen

to do "zero field" e Syr S, e 8, sao as componentes do opera

Y
dor do spin electrdonico num sistema de coordenadas adequadas,
fixado para a molécula. O Ultimo termo da equagao ( 3 )

€ a interacgao electrdnica de Zeeman dque tem de ser especi-

~ -

ficada por um tensor g. Em RPE estamos s6 interessados em He'

Os termos da equagd3o ( 4 ) descrevem as interacgoes
>

-~ >
hiperfinas. S .A .I representa a interacgao magnética da
navem electrdonica com o nucleo; ; .; .; € a interacgao de
quadrupolo, "que quando expressa no sistema de eixos do tensor do
gradiente do campo electrico, toma a forma especificadana

equagao ( 1 ). Finalmente o Ultimo termo & o termo de

Zeeman nuclear que descreve a interacgao do momento nuclear

> >
gan I com um campo aplicado H .
Nas equagdes ( 3 ) e ( 4 ) as grandezas dos termos correspon

dentes as varias interacgoes estdo dispostas POr ordem decrescente. Os para
metros do desdobramento do "zero field" sao da ordem de gran
deza de alguns numeros de onda (D=®5-10 em L para proteinas
hémicas, D = 1,5 cm-1 e 8 cm_l para a rubredoxina oxidada

e reduzida, respectivamente; D >1 cm-l para siderocromos) .
Para campos exteriores pouco intensos, de cerca de 10 gauss,

a interacgao electrdnica de Zeeman €& compardvel com os termos
do desdobramento do "zero field"; para campos aplicados
maiores que 100 gauss os termos electronicos dominam a inter
acgao hiperfina. Nestas condigoes é possivel separar as

coordenadas nucleares e electrdnicas e a equacao ( 4 ) pode
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ser transformada em:

(5)

fae 2
H ¢
+
(K]
Lo R}
H

- - ~ >
Ho=¢5>.A.I=-gqg

Na equagao ( 5) <§> representa um valor expectavel do
spin electronico, calculado de modd apropriado. A estrutura fina
(desdobramento de "zero field") e os termos de Zeeman elec-
trénico, sao elevados comparados com as interacgoes hiperfi
nas e o eixo de quantificagao do spin electrdonico € inteira-
mente comandado pelo sistema electrdnico e o efeito do ni-
cleo na orientagao do spin €& desprezavel. Isto permite-nos
substituir o operador g pelo seu valor expectavel, que & de-

terminado por He.

A equagao ( 5 ) pode, em consequéncia, ser escrita do

seguinte modo:

_’N
~  _  =X<8>.A i A S~
th = 5 99 n - I InB n .I+I .P .1

nn

e A A
=-g B (H;i y +H . I +I.P.I (6)

-» S o~ _ -
A Hint =-<S> . A/gnf% da-se o nome de campo magnetico

interno do nucleo. Sobre o nucleo actua um campo

. magnético efectivo, correpondente a soma vectorial

-y - -» -
H gg = Hy . + H. As equagoes ( 5 Je( 6 ) estabelecem a rela
cao entre o hamiltoniano de spin (equacao 2 ) e o hamiltoniano

- > -
nuclear (equagao 1 }. Uma vez que <S> depende atraves de ﬁe,de
D, E e g, estes parametros electrdonicos podem ser deter

- ->
minados pelo espectro de M&ssbauer. Alem disso, <S8 > depende

da temperatura T e da intensidade e orientagao do campo magné
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>
tico aplicado H. Portanto, a forma do espectro de M8ssbauer
pode ser modificada por variagao das condigoes experimentais,

-'
ou seja, T e H.

I1I1.6.1.3 - Aplicacao do Formalismo do Hamiltoniano a um

Sistema de Kramer

Os sistemas de Kramer tém uma caracteristica comum: Na
auséncia de um campo aplicado os niveis electrdnicos sao pelo
menos duas vezes degenerados; a maior parte sao dobletes
(dobletes de Kramer). Em geral, qualquer sistema com um nua-
mero Impar de electrdes, isto &€, com um spin electrdnico igual
a metade de um numero inteiro, origina dobletes de Kramer com
propriedades magnéticas observaveis. Os desdobramentos hiper-
finos magnéticos detectados em espectroscopia de M8ssbauer
(Hint# 0, <§> # 0) e as transigoes magnéticas detectadas em
espectroscopia de RPE sac algumas das caracteristicas destes
sistemas de Kramer. Em sistemas com S 3 3/2 o termo do desdo-
bramento "zero-field" remove : a degenerescéncia de 2S+1 vezes

e obtém-se (2S+1)/2 dobletes de Kramer (ver Figura III.30).

y t5/2
Pad 3,53 D

STETEes T i3/2
b 3,53 D

+1/2

"zero-field" splitting E/D=0,33

Figura III.30 - Exemplo § = 5/2
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'

Para campos aplicados fracos, tais como RggH <<| D |
os dobletes estao bem separados e o campo aplicado nao mistu
ra os dobletes. Cada doblete pode ser tratado com um spin
ficticio S'= 1/2; os dados de RPE e M8ssbauer sao muitas ve-
zes analisados desta maneira. Para tempos de relaxagao de
spin electrdonico longos (T >1070 s) cada doblete da origem

a um espectro de MUssbauer separado.

I11.6.1.3.1 - Sistema com S = 5/2

Vamos considerar agora ferro (III) de spin—alto
(S = 5/2). Muitas proteinas contém este tipo de ferro em diferentes
vizinhangas (hemos, siderocromos, dioxigenases e rubredoxina).
Como estamos interessados em sistemas parecidos com o da rubre

doxina vamos utiliza-la como exemplo.

Para o ferro (III), de spin-alto a equagac (2)

simplifica-se, uma vez que tanto a interacgao electrdnica de

Zeeman como a interacgao magnética hiperfina sao em geral iso

- . > > > >
tropicas (gese H .S e Ao S .I). O termo do desdobramen
to do "zero field" na equagao ( 3 ) remove parcialmente a

degenerescéncia do sexteto e obtém-se trés dobletos de Kramer.
Usando entao o spin ficticio para cada dobleto S'= 1/2, as
propriedades de MYUssbauer e RPE para cada dobleto podem ser

descritas por:

A e d ~ - > . = d =g
H=g, S'.g; .H+S' . A . I+I.P.,I (7)
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As equagoes ( 7 ) e ( 2 ) sao equivalentes se esco-
lhermos apropriadamente os tensores ;i e gi para cada um dos
trés dobletos com i = 1,2,3. Para ferro (III) de spin eleva
do, 9o = 2,00023; assim o tensor g depende sO de E/D . Nes

te formalismo as componentes do tensor Ai sao proporcionais

as do tensor g; . Especificamente teremos:
A
X-YX-_2- _° (8)

para cada um dos trés dobletos.

Peisach et al. (61) e Blumberg e Peisach (62) estudaram
por ressonancia paramagnética electrdonica a rubredoxina de

Pseudomonas oleovorans. Como ja tinha sido observado para

varias rubredoxinas, (57,63) aquela apresenta um sinal comple
X0 ag=4,3 e a temperaturas muito baixas detecta-se um sinal
a g =9, Para temperaturas inferiores a 9K e a 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 3 medida

que a temperatura diminui, enquanto que a ressonancia a g=9,4
provém do dobleto fundamental que se torna mais populado a

medida que a temperatura diminui.

Na Figura III.3l, apresenta-se um grafico dos valores
de g, v,z de cada um dos dobletos de Kramer em fungao do valor
14 4
de A=E/D. Como se pode ver pelo grafico o valor de) para a

rubredoxina aproxima-se muito do limite A=1/3.
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Figura III.31 . Valores de I v,z de cada um dos dcbletes
’ ’

de Kramer em fungao de A= E/D.

doblete fundamental (———)
doblete do meio (= — —— )
doblete superior (RS- )
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Recentemente, Debruner et al. (64,65) estudaram deta-

lhadamente a rubredoxina de Clostridium pasteurianum. Na

Figura 1III.32 apresentam-se o0s espectros de M8ssbauer a bai-
xa temperatura. A forma destes espectros € facilmente perce-

bida com a informagao obtida por espectroscopia de RPE.

A temperatura baixa, 1,5 K, sO0 o dobleto de Kramer fun-
damental esta populado. O espectro de M8ssbauer associado a
este dobleto € um espectro simples de seis linhas (Figura III.32)
A direcgao dum campo magnético aplicado nao afecta muito as
intensidades; isto implica gque o dobleto fundamental tenha
um eixo facil de magnetizagao. Esta direcgao tem de ser a da
componente com g = 9,4, isto &, a direcgao do eixo dos yy
do termo de desdobramento do "zero field" (o spin electrdnico
e portanto Hint tende a alinhar-se ao longo do eixo dos yy,
qualquer que seja a orientagéo da molécula relativa ao campo
aplicado. Portanto, os desdobramentos dos niveis nucleares

sao independentes da orientagdao, obtendo-se seis linhas bas-

tante agugadas).

Do desdobramento magnético total obtém-se Hint y
(4

= - A <s' > /(gnen) = - 365 KG. O desdobramento de qua-

1,y Y

drupolo,que € pequeno comparado com o desdobramento magnético,
desvia as quatro linhas interiores (para a esquerda) relati-
vamente as duas linhas exteriores (que se desviam para a di-
reita) de uma quantidade proporcional a eQVy?, gue € 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 solugao de rubredoxina

de C.pasteurianum num campo magnético de 1,3 KG aplicado perpendi=-

cularmente a radiagao Y de observagao : (a) a 1,5 K, (b) a 10 K ,

e (c) a 20 K .As linhas a cheio representam as simulagoes tedricas.
Os parametros usados foram: D=2,5+ 0,5 K , E=0,43+0,03 K » #=0,3+0,1,
A EQ= -0,5x0,1 mm/s , 7= 0,2+0,1 , A= -22,7+1,5 MHz ,

Ay= -21,5+0,4 MHz , A = ~23,5+0,4 MHz , YV =0,3 mm/s (largura a meia

altura).
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A 4,2 K tanto o dobleto de Kramer do meio como o supe-
rior comegam a estar populados, sendo as populagoes dadas pe
la distribuigdao de Bolzmann. A teoria (equagao 8 )
prediz que o desdobramento magnético do dobleto do meio no es
pectro de M8ssbauer seja metade do dobleto fundamental. o]
aumento de absorgao na Figura 171,32 entre a gama de -3 mm/s
e +3 mm/s & essencialmente devido ao dobleto do meio. Além
disso o espectro da figura III32 mostra outros picos a -6,5 mm/s
e +5,5 mm/s e um ombro a +6,5 mm/s; estas linhas provém do
dobleto superior. Para este dobleto o hamiltoneano de spin
para E/D = 0,28 prediz um tensor ;3= (0,65, 0,41 e 9,77}).
Estes valores de g predictos para o dobleto superior originam
um espectro de M8ssbauer semelhante ao do dobleto fundamental
com uma diferenca: agora o valor dominante de g & gz=9,7, isto
€, o campo interno tem um eixo facil de magnetizagao ao longo
do eixo dos zz e o espectro mede sz(eQVZZ= -1,0 mm/s). O
desdobramento magnético para o dobleto superior € 13% maior
do que o dobleto fundamental. Isto contradiz a suposigao im-
posta pela equagao ( 8 ) de que a interacgao magnética &

isotropica.

A figura IIT.33 mostra espectros simulados para cada
um dos dobletos de Kramer. Para ter em conta os resultados
experimentais da Figura IIT.32 estes espectros tem que ser
adicionados de acordo com a populagao de cada dobleto. Isto
da um resultado interessante. O hamiltoneano de spin com
E/D = 0,28 prediz uma razao de energia E,3/E2 = 2,12 do do-
bleto superior e do meio relativo ao dobleto fundamental; os

dados de M8ssbauer necessitam deuma razao E3/E2 = 3,3 +0,5.
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Figura III. 33 . Espectros componentes dos trés dobletes de

Kramer da rubredoxina oxidada.Os parametros usados sao os
indicados na Figura I1I.32 .
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Spartalian e Oosterhuis ( 66) acharam que era necessario, para
interpretar os resultados de M8ssbauer e RPE de alguns sidero-
cromos, aumentar o hamiltoneano de spin da equagéo (9)

com um termo de quarta ordem

o _ DU .4 . .4, A _ 707
H = 75 (s +Sy+Sz T)

A introdugdo deste termo permite variar a razao E,/E,
enquanto se mantém os valores de g a volta de g = 9 e 4,3,

1,76 — Debruner (65 )

Escolhendo E/D = 0,17, u = 0,3 e D
foi capaz de conciliar os dados de RPE e M8ssbauer. As cur-
vas tedricas na Figura IIL33 foram simulados utilizando o conjunto

de parametros apresentados na Figura III.32,

A parte isotroOpica da interacgao magnética hiperfina
A, = A, = -22,6 MHz é consideravelmente inferior a
-30 MHz, valor observado para compostos altamente idnicos. O
valor de A é semelhante ao encontrado para o sitio ferro (III)
das ferredoxinas de [2Fe-2S]reduzidas e parece ser indicativo
de coordenagao tetraédrica a enxofre. O valor baixo de Aj

indica que os electroes d estao altamente deslocalizados na

rubredoxina.

Em conclus3o, ferro de spin-alto da origem a trés doble
tos de Kramer, cada um com espectro de M8ssbauer diferente
(isto s6 & verdade se a velocidade de relaxagao do spin elegt{Q
nico for lenta, comparada com a frequéncia de precessao nuclear).
A temperaturas tais que KT € comparavel com o desdobramento de
"zero-field" obtem-se um espectro composto. Os espectros com—

ponentes contribuem de acordo com a populagao do dobleto de
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Kramer a que estao associados. Decompondo apropriadamente os
espectros tragados a temperaturas diferentes pode-se obter D,

o parametro do desdobramento de "zero field". £ de notar que
os trés espectros medem componentes diferentes do tensor de
guadrupolo. Para velocidade de relaxagao do spin electronico
rapida (o spin saltando rapidamente entre os estados do sex-
teto de spin termicamente acessiveis) nao se observa desdobra
mento hiperfino magnético. Contudo, a aplicagao de campos
magnéticos intensos induz um campo magnético interno que é
proporcional ao A, e ao valor expectavel de <S > obtido por mé-
dia térmica. Este Gltimo depende dos parametros do "“zero-field"
e da temperatura. Portanto quer a velocidade de relaxagao seja
lenta ou rapida € sempre possivel determinar a interacgao hiper

fina magnética e os parametros de estrutura fina.

ITII.6.1.4 -~ Sistemas nao-Kramer

Todos os sistemas nao-Kramer tém uma caracteristica
> " > - -

comum: < S> e por conseguencia Hint sao iguais a zero a nao
ser que a amostra seja estudada num campo aplicado elevado.
Consequentemente, para "zero-field"sd interessa considerar a
interacgao de quadrupolo e o espectro consiste de duas linhas
de absorgao, um dobleto de guadrupolo. Experimentalmente ob-
tem-se o desvio isomérico §e o valor mas nao o sinal do desdo-
bramento. de’ quadrupolo . Se um dos estados electronicos orbitais

de mais baixa energia se torna populado entac AE. € dependente

Q
da temperatura.
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Vamos agora falar de sistemas com S#¥0 que & o caso das

rubredoxina e desulforedoxina reduzidas.

Sistemas_com S#0_

Os espectros de M8ssbauer de ides nao-Kramer sao muito
ricos em informagao, uma vez que o campo magnético interno po
de ser induzido por aplicagao de um campo magnético elevado.
Isto permite a determinagao do desdobramento do "zero-field"
e de parametros hiperfinos. O efeito de M8ssbauer & particu-
larmente Util uma vez que os ides nao Kramer nao sao observa-
vels em RPE, visto que o estado fundamental € um singuleto

nao magnético.

Como exemplo vamos s$d discutir algumas caracteristicas
do ferro (II) de alto-spin (S=2) caso da rubredoxina e desul
foredoxina reduzidas. Para simetrias mais baixas que trigonal
e tetragonal a degenerescéncia de grau cinco do quinteto de
spin & completamente removida pelo termo do desdobramento de
"zero~-field" (D, E#0 eq). No entanto este desdobramento &
maior do que a energia de ressonancia usada em RPE e nao se
observa sinal devido a transigoes entre estes niveis. Na au-
séncia de um campo magnético aplicado, um estado singuleto
n3o tem momento magnético (<8> = 0) e o espectro de M8ssbauer
consiste sO de um dobleto de quadrupolo. No entanto, um cam
po magnético aplicado mistura os estados electrdnicos e pro
duz uma polarizagao. O valor expectavel de spin <§> #0
deixa de ser zero. A baixas temperaturas sO0 o singuleto de

>
mais baixa energia & populado e o valor <S> qgue aparece na
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equacgcao (6) diz sO respeito a este estado. A alta tem-
peratura outros estados de spin estao populados. Se a velo-
cidade de relaxagao do spin electrdnico é rapida (isto é o
spin salta rapidamente entre os niveis termicamente populados)
o valor expectavel < s > e uma média termica tomada
sob todos os estados de spin e o espectro resultante & unico.
Se a velocidade de relaxagao electrdnica & lenta cada nivel

de spin populado da origem a um espectro de M8ssbauer cuja in

tensidade € dada pelo factor de Boltzmann do respectivo estado.

A espectroscopia de M8ssbauer de iOes paramagnéticos
nao-Kramer usando campos aplicados elevados (até 60 KG) tem

sido aplicada s6 recentemente (64,67,68,69).

As informagoes obtidas com esta técnica nao podem ser

obtidas com outras técnicas espectroscopicas.

Como veremos na desulforedoxina reduzida a aplicagao de
campos magnéticos elevados permitiu-nos conhecer um certo nﬁmg
ro de parametros da estrutura electrdnica nao observaveis por

outras técnicas.

II1.6.2 - ESTUDOS DE RESSONANCIA PARAMAGNETICA ELECTRONICA

NA DESULFOREDOXINA

I11.6.2.1 - Espectro de RPE da desulforedoxina

Na Figura III, 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 III. 34 . Espectros de R.P.E. da desulforedoxina de D.gigas a 4,8 K ,poténcia de
micro-onda 0,2 mW ,frequéncia 9,24 GHz ,amplitude de modulaq.éo 10 G ,ganho 8 000 e con-
centragao de proteina 1,1 mM.No canto superior da figura apresenta-se o diagrama dos ni-
veis de energia e os valores tedricos de g para 90 = 2,0 e E/D = 0,08 .
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ser reproduzidos por um hamiltoneano de spin valido para fer-
ro na forma de alto-spin (S=5/2)

>

H, =D [si - 1/3 8 (S+1) + E/D (si - si)} + g, B S . H
onde D e E sao os parametros de desdobramento do "zero-field".
O termo de desdobramento do "zero-field" remove a degeneres-
céncia de grau seis do sexteto de spin para dar origem a trés
dobletos de Kramer. Na Figura III34 mostram-se estes doble-
tos para D>0 e E/D = 0,08; mostram-se também os valores de g
tedricos para cada dobleto. Como se vé este hamiltoneano sim-
ples reproduz bastante bem as ressonancias observadas a gy=
=7,7, gx=4,l e gz=l,8 (para o dobleto mg = 1/2) e gz=5,7

(para os niveis com mg = 3/2).

Estudaram-se varias amostras provenientes de"batches"
diferentes e todas elas contém uma impureza que da origem a

uma ressonancia a volta de g=8,9 (ver Figura III.34).

Este tipo de ferro foi encontrado nas amostras em gquan
tidades varaveis. Estava praticamente ausente em amostras
reconstituidas em gue se usou uma quantidade de ferro menor do
que a quantidade estequeométrica. O sinal a g=8,9 nao existe
40 no material reconstituido mas também na desulforedoxina tal
como € isolada.

Nao se observou espectro de RPE na proteina reduzida.



-152~

III.6.2.2 - Calculo do valor de D

Para determinar o valor de D, parametro do desdobramento
do "zero-field", que estd relacionado como sabemos com a ener-
gia de separagao entre os dobletos, tragamos um espectro de
RPE a 4,8 K. Usou-se o método de Aasa e Vdnngard (70) para
quantificar as concentragoes de spin do dobleto fundamental e
do meio.

Como se sabe

2 2
L - (9,) " + (g,)

) {[2- (g-f) 1 [2- (-:—:) l

gx 1/2

e semelhantemente para I eI .
P gy € gz

Utilizando os valores tedricos 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=25,06 e I5 79=7,22.
14 14

Como sabemos a populagao de cada um dos niveis esta re-

lacionada com a diferenga de energia entre estes

= A

a—

N (19 estado excitado) _ . kT
N (estado fundamental)

A = 2D para A= 0,08

As areas dos plcos foram determinadas por pesagem.
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A (area de g=5,7)
57 71,5 24,06
e = X ———
794’O(érea de g=7,7) 7,22
A
- &% = 1n 0,300 = -1,2037
A -1
T=5’78K D=2,0 cm

Na nossa opiniao, o dewar da Oxford Instruments nao
funciona de maneira a nos dar a temperatura da amostra com
maior precisao que 0,5 K numa gama grande de temperaturas.
Por isso nao se calculou o valor a partir de estudos de varia

cao de temperatura.

Na Figura III.35 mostra-se um conjunto de espectros
observados a varias temperaturas. Como era de esperar Os si-
nais pertencentes ao dobleto fundamental diminuem de intensi-
dade com um aumento de temperatura, enquanto que Os correspon
dentes ao dobleto do meio aumentam de intensidade com um au-

lento de temperatura.

I11.6.2.3 - Efeito da forca ionica num espectro de RPE

Quando se traga um conjunto de espectros de RPE da desul-
foredoxina em diferentes concentragoes de nitrato de sddio, a
intensidade do sinal aumenta com o aumento da concentracao de sal

até atingir um maximo.

Quantificando o sinal de RPE em relagao ao citocromo Psco
camplexado com imidazol varifica-se que ao maximo de intensidade do

sinal se obtem 0,93 spin/Fe.
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D *~“*WJ,/

57 4.7

' a 32 K

Figura III. 35 . Espectros de R.P.E. da desulforedoxina de

D.gigas em fungao da temperatura.Outras condigdes : potén-
cia de micro-onda 20‘#W (B,C e D) e 200‘#W (A) ; frequéncia
9,23 GHz ; amplitude de modulacdo 10 G ; ganho 2.10% (@A) ,

10% B) e 6,3.10% (c e D)
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Na Figura III. 36 representa-se a intensidade do sinal

a g=7,8 em funcao da concentragdo de nitrato de sddio.

II1.6.2.4 - Exenmplificacdo de uma quantificacao de spin

O citocromo P450 complexado cam imidazol apresenta ressonancias a
valores de g (2,53, 2,25¢1,85). Pela formula de Aasa e

V8nngard ( 70) a intensidade relativa a g=2,53 & igual a

(2,25)% + (1,85)2

I
2,53

' 2,25,2 1,85

\/fl (53 ] [1- =3

Pesou-se o pico do P,g,+ imidazole a g=2,53 assim como

o pico a g=7,8 da desulforedoxina.

As concentracoes em Ferro eram P450=450 LM e DX=557uM.

®*
area ganho poténcia ( W) area corrigida
4 4
P4so 405 (g=2,53) 4xl10 2 2,63x10
Dx 892 (g=7,8) l,25xlo4 200 2,l3x104
* -
tendo em conta o factor de Aasa e Vanngard, potencia e ganho
A concentragao de spins da amostra de desulforedoxina
- 4 -
sera 2,13x10 x 0,450 (1 + e 2D/kT).
2,63x104
Tomando D = 2,0 cm Y e T =10 K a concentragao de

spins & 0,561 mM ou seja 1,01 spin/ferro.
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[MaNO,] (mM)

Figura III.36 . Efeito da concentragado de nitrato de sddio

na amplitude do sinal de R.P.E. a g=7,8 .
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II1.6.2.5 - Titulacao redox

O potencial de oxidagao-redugao foi estimado a partir

de medidas dos sinais a g=7,72 e 5,73.

As intensidades destes dois sinais, em fungao do poten-

cial redox medido estam representadas na Figura III.37.

A curva que melhor se adapta aos valores experimentais
foi calculada para a redugao de um electrao com o potencial

de meia onda de -35 %15 mV.

I1T.6.2.6 - Velccidade de relaxacao

O sinal de RPE da desulforedoxina na forma oxidada pode
ser observado a temperatura de azoto liquido. A velocidade
de relaxagcao do spin electronico parece ser bastante lenta
mesmo a estas temperaturas o que permite observar o

sinal.

ITI.6.2.7 - Espectro de RPE da Rubredoxina de D.,gigas

A forma oxidada da rubredoxina de D.gigas apresenta um
espectro com sinais a volta de 4,02, 4,27, 4,61 e 9,4 (Figura
IT11.38 ). O espectro & muito semelhante ao observado noutras
rubredoxinas (61,62,63 ). O espectro foi interpretado por
Blumberg ( 62 ) como sendo devido aos dobletos de Kramer do
meio e fundamental do sistema Fe3+ de alto-spin com um grande
grau de distorgao rombica. A medida que a temperatura & dimi

nuida o sinal a g=4,27 diminui em intensidade uma vez que o



DO SINAL

AMPLTITUDE

1 ‘l 1 l L . - _
-200 ~-100 ' 0 100 200
POTENCIA AL REDOX ( mV )

Figura III.37 . Curva de titulacido redox da desulforedoxina
de D. gigas .As intensidades dos sinais de R.P.E. a g=7,8 (@)
e g=5,4 (A) foram medidas em fungdo do potencial redox,em
Tris-HCl1 0,1 M e pH=8,0 . As intensidades foram ajustadas de
modo a darem a mesma intensidade maxima. A curva tedrica apre-

sentada na figura foi calculada a partir da equagao de Nernst.

-8G6T-
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Figura III. 38 .

Comparagao dos espectros de R.P.E. das

rubredoxinas de C.pasteurianum e de D.gigas.
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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/D = 0,25 (ver Figura III.3l).

Na figura III.38 compara-se o espectro da rubredoxina de

D.gigas com o da rubredoxina de C.pasteurianum. A Unica di-

ferenca consiste no sinal a g=4,02 que & melhor resolvido na
rubredoxina de D.gigas possivelmente devido a uma menor lar-

gura de linha.

I11.6.2.8 - Determinacao de potenciais redox de varias rubre-

doxinas

Nesta secgao vamos descrever os resultados obtidos pela
determinagao dos potenciais redox de trés rubredoxinas isola-

das de Desulfovibrio gigas ( 14 ), Desulfovibrio salexigens

( 18) e Desulfuromonas acetoxidans ( 17 ).

As titulagoes potenciométricas na presenga de mediadores

de oxidagao-redugao foram seguidas por medidas de RPE de modo
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a determinar os potenciais de oxidagdao-reducao dos centros

activos como descrito na Secgao II.1l.1.

Os potenciais de oxidagao-redugao foram estimado a partir
de medidas do sinal de RPE a g=4,3 observado a 77K que é tipico

das rubredoxinas (61,62,63).

A intensidade do sinal foi representada em fungao do po-

tencial medido e as curvas sao apresentadas na Figura III.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 D.gigas.

Um valor de -57 mV foi publicado para a rubredoxina de

C.pasteurianum por medidas Opticas a pH=7,0 (43 ).

A comparagao das composigoes de varias rubredoxinas é
apresen£ada na Tabela III.10a. A distribuigao dos acidos ami-
nados é bastante semelhante. No entanto, podem-se observar
algumas diferengas em relagao a residuos carregados. As estru

turas primarias das rubredoxinas de D.gigas, D.vulgaris e

C.pasteurianum sao conhecidas (14,15,52) e na Figura III.2

apresenta-se um comparagao. 31 residuos sao conservados quan
do se comparam a trés sequéncias, tendo sido mantidas todas
as posigoes das cisteinas, prolinas e residuos aromaticos. A

cadeia polipeptidica prdoxima do centro de ferro & homdloga.

As estruturas de Raios-X até agora conhecidas (3,5,23)
mostram que os parametros estruturais do centro activo nao

sao significativamente modificados. Este facto & apoiado

por outras técnicas espectrostdpicas: espectroscopia de ultra-
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s nel

O
L
Figura III.39 . Curvas de titulagao redox. As intensidades

do sinal de R.P.E. a g=4,3 sao representadas em funcao do
potencial redox. Rubredoxinas isoladas de D.gigas (@) ,
D.salexigens (e) , Drm.acetoxidans (0) em Tris-HCl1l 0,1 M

a pH=8,4. As intensidades dos sinais de R.P.E. foram norma-
lizadas de modo a darem a mesma intensidade maxima. As curvas

tedricas apresentadas na figura foram calculadas a partir da

equagao de Nernst.




TABELA III.lO0a

Comparagao da composigao em acidos aminados de
varias rubredoxinas

C.pasteurianum D.qgigas D.salexigens D.desulfuricans Drm.acetoxidans D.vulgaris D.Norwa

(85) (14) (18) (Berre S) (17) (14) Wx
Lis 4 6 3 4 2 4
His 0 0 0 0 0 0
Arg 0 0 0 0 0 0
Tri 2 1 1 1
Asp 11 8 8 7 8 7 13
Tre 3 2 2 2 2 3 4
Ser 0 2 1l 2 2 2 0
Glu 6 4 7 8 4 3 5 i
Pro 5 5 5 6-7 5 6 5 ¢
Gli 6 5 6 6 6 6 7
Ala 0 4 3 6 4 4 5
Cis 4 4 4 4 4 4 4
Val 5 3 2 5 4 5 6
Met 1 1 1 1 2-3 1 1
Ile 2 2 0 2 0 0
Leu 1 1 2-3 0 1 1
Tir 3 3 2 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 visIvel - C.pasteurianum Rd ( 31 ), D.gigas R4 (10 )

D.Norway Rd (16 ), D.vulgaris Rd ( 14 ), D.salexigens R4 (18)

D.africanus Rd ( 19), e Drm.acetoxidans Rd ( 17 );

RPE - C.pasteurianum Rd (71 ), D.gigas Rd

MCD - C.pasteurianum Rd ( 54 ) e D.gigas Rd

As diferengas observadas nos valores dos potenciais de
oxidagao-redugao nas rubredoxinas estudadas pode resultar de

diferengas estruturais no centro activo. Para uma molécula }
pequena como a rubredoxina as diferengas nos grupos carregado#
atras indicados pode ser determinante no constrangimento impoé
to pela cadeia polipeptidica no centro de ferro assim como na'
especificidade das interacg¢des protelna-proteina. A importan
cia das diferengas nos residuos carregados fol usada ( 72)

para explicar a elevada especificidade da NADH-H‘t rubredoxina

oxido-reductase de D.gigas para a rubredoxina do mesmo organis

mo quando comparada com rubredoxinas de outras espécies

(D.vulgaris e C.pasteurianum).

A possibilidade de o mesmo tipo de centro variar o seu
potencial de oxidagao~redugao € bem conhecida para outras pro-
teinas como as ferredoxinas de [4Fe,4S] (73)e proteinas hémi-

cas ( 74).

£ interessante notar que ao estudar a interacgao do ci-
tocromo c; com a rubredoxina de D.gigas por RPE o valor obtido
para o potencial de oxidagao-redugao da rubredoxina &:+35 mvV

mais positivo.
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III.6.3 - ESTUDOS DE MOSSBAUER

IIT1.6.3.1 - Desulforedoxina Oxidada

ITII.6.3.1.1 - Estudos a Campo Baixo

Na Figura III.40 mostra-se um espectro de M8ssbauer
da desulforedoxina férrica a 4,2 K num campo magnético de
600 Gauss aplicado paralelamente 3 radiagao de observagao de
M8ssbauer. A amostra utilizada foi a mesma do espectro de
RPE apresentado na Figura III. 34 . Para se poder compreen
der o espectro da figura tem que se acrescentar © hamiltoneano da

equagao (1l0)com termos que descrevem as interac¢oes hiperfinas

com o nuacleo do 57Fe.
- 2 g > = e,y 2 15 2 .2
= - —— - = - (11)

Hoe=HhA, S.I-g8 H.IH+ 5 (3 12 - 2 4+ 0 (1 Iy)]

Vxx-V

E—4 —___XL =
com n " e vzz+vyy+vxx 0
22

O primeiro termo descreve a interacgao magnética da
nivem electrdonica com o nicleo; o segundo termo € o termo de
Zeeman nuclear que descreve a interacg¢ao do momento nuclear

e d -+
magnético 9,8, I com o campo aplicado H e o terceiro termo re

n
presenta a interacg¢ao de quadrupolo.

Vii’ i = x,y,z 830 as componentes do tensor de quadru-
polo ou seja o negativo do gradiente do campo eléctrico.0 sistema

de eixos principais x,y,z nao necessita .de coincidir com o eixo
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~12 -6 0 6 12

VELOCIDADE ( MM/ S )

Figura III. 40 . Espectro de Mossbauer da desulforedoxina
(estado férrico) a 4,2 K num campo magnético de 500 G apli-
cado paralelamente a radiagao de observagao.A amostra tinha
as segqguintes caracteristicas: 1,1 mM em proteina e 110 mM em
nitrato de sddio.Foram determinados 2,0 atomos de ferro por
dimero. 10% do ferro observado corresponde a impureza respon-
savel pelo sinal a g=8,9. A linha desenhada a cheio & a curva

tedrica simulada com os parametros apresentados na Tabela III . 1l.
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Xx,¥Y,2z do desdobramento do "zero field". Usando a convengao
IVXX|'<|Vyy|‘<'sz| o pardmetro de assimetria 4 & limitado

aos valores O<n< 1.

Na auséncia de interacgoes magnéticas observa-se um des

dobramento de quadrupolo AEQ = 1/2 eQsz(l+l/3»’12)l/2

O espectro da figura III.40 provém essencialmente do
dobleto fundamental M= 1/2 que a 4,2 K tem uma populagao de
80%. A linha sdlida na figura & resultante de uma simulagao

espectral usando o hamiltoneano H--=He + th e os

parametros da Tabela III.1l.

Na Figura III.4]1 apresentam-se o0s espectros simulados
de cada um dos dobletos de Kramer usando os parametros da
Tabela III.11. A 4,2 K sO esta praticamente populado o
dobleto fundamental e o espectro resultante tem as caracte-

risticas deste.

Estudaram—-se amostras provenientes pelo menos de guatro
purificagoes distintas. Como ja referimos nos estudos de
RPE quase todas as amostras contém uma impureza que da ori-
gem a uma ressonancia muito pouco intensa a g=8,9 (ver Figu-
ra III.34 ). Depois de a amostra ser reduzida com di-
tionito a impureza aparece como um dobleto de quadrupolo no
espectro de M8ssbauer (ver Figura III.42 ). Nas amostras re-
constituidas com menos ferro do que a quantidade estequeomée-

trica necessaria estava praticamente ausente.

Como ja observamos o sinal a g=8,9 ni3o existe sd nas

amostras reconstituidas mas esta também presente nas amostras
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Figura III.41 . Espectros componentes dos trés dobletes de Kramer
da desulforedoxina oxidada: (A) nivel superior, (B) nivel do meio

e (C) nivel fundamental.
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Figura (II, 42

Espectro de Mossbauer da desulforedoxina ( A )

e rubredoxina ( B ) de D.gigas na forma reduzida ( redugao com
ditionito ) a 4,2 K na auséncia de campo magnético aplicado.

A espécie ferrosa presente em pequena percentagem(menor que
10%) assinalada na figura em ( A ) representa 0 mesmo material
que origina o sinal de R.P.E. a g=8,9 na forma férrica.Uma
impureza semelhante esta também presente na amostra de rubre-

doxina.
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de desulforedoxina nativa.

As amostras reconstituidas estudadas por Mdssbauer con
tém muito pouco (menos do que 10% do ferro total) desta espé
cie.

Além do espectro magnético observado na Figura III.40
nas amostras com baixa concentragao de sal observou-se sempre
a baixa temperatura um dobleto de quadrupolo com AEQ= 0,75 mm/s
(ver Figura III.43) que nalguns casos podia representar mails
do que 50% do ferro total. O desvio isomérico 6=0,25 mm/s € o
mesmo da componente magnética sugerindo-nos que tanto o espe-
tro magnético como o dobleto provém do cromoforo tipo desulfo-
redoxina. Esta afirmagao & comprovada por trés observagoes:
1) amostras com diferentes concentrag¢oes das duas componentes
apresentam o mesmo tipo de espectro Optico e a mesma relagao
concentragao em ferro/intensidade do espectro; 2) a campos
magnéticos elevados (H>10 kG) as duas componentes originam o
mesmo espectro de M8ssbauer; 3) o espectro de Mdssbauer na
forma reduzida (ver Figura II1I1.42) sO apresenta um dobleto de
quadrupolo para além do correspondente a espécie com g=8,9,
que é sempre inferior a 10%.

Estas observacgoes sugerem que o dobleto representa ferro
com velocidade de relaxagao de spin electrdnico elevada, possi
velmente devida a agregacao da proteina. A concentragao de
dobleto diminui & medida que a concentragao de sal aumenta. O
espectro de Mdssbauer da Figura III.40 realizado na presenga
de sal nao tem praticamente nenhum dobleto. Como ja tinhamos
visto por RPE, o ferro que contribuiu para o dobleto nao & ob-
servado, pois tem uma velocidade de relaxagao rapida. SO a
concentragoes mais elevadas de sal & que ¢& possivel quantifi-

car o sinal de RPE de modo a obter-se lspin/Fe.
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Figura III. 43 . Espectro de Mossbauer da desulforedoxina férrica
a 4,2 K num campo magnético de 500 G aplicado paralelamente a

radiagao J de observagdo.0 espectro foi obtido na auséncia de

sal.
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Sugerimos anteriormente que O dobleto representa possi-
velmente a proteina agregada. No entanto, sendo a desulforedo-

xina um dimero que contém dois atomos de ferro nao podemos por

de parte a possibilidade de interacgao entre os spins dos dois
ferros. O efeito do sal poderia ser o de desacoplar esta inter
acgao por' perturbagao da estrutura da proteina. Cammack (75)

observou que na ferredoxina de C.pasteurianum a interacgao en-

tre os dois centros[4Fe,4S] era destruida na presenga de cloreto
de sddio. O espectro de RPE na presencga de sal consistia na
superimposicao de dois centros enquanto gue na auséncia de sal

o espectro é mais complexo, talvez devido a interacgao entre os

dois centros.

Na desulforedoxina, no entanto, o espectro de RPE nao
se modifica na forma ao longo da titulagao com nitrato. Além
disso, um dobleto com propriedades de MUssbauer praticamente

idénticas foi observado na rubredoxina de C.pasteurianum”

(P.G.Debruner, comunicagéo pessoal); esta rubredoxina con-
tudo sO tem um 3tomo de ferro por molécula. No entanto, na

rubredoxina de D.gigas nunca observamos este dobleto.

A velocidade de relaxagao electrdnica de spin da amos=-
tra da Figura IIT.40 €& lenta quando comparada com as frequén

cias de precessao nuclear, mesmo a 200 K. Portanto nao se
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observa um dobleto de guadrupolo a esta temperatura. Para
analisar os resultados obteve-se o valor de AEQ do dobleto

do material agregado. Ao é determinado directamente a par-

tir do desdobramento magnético do espectro da Figura III.40.Para
Fe metdlico. O H, ,.=330 kG correspondente a um desdobramento

de 10,6 mm/s. Portanto, obtem-se directamente do espectro

um desdobramento de 9,5 mm/s a que corresponde (H =296 kG.

int)y
(uma vez que o maior valor de g & na direcgao dos yy, as mole

culas orientam-se ao longo deste eixo).

<> - -
Como (Hint) = <S> Bo _ Zdy Bo obtem-se para
y Y 95 n 4 gnPn

A_ um valor de 154 kG. O campo de saturagao Ho

° = 5/2 A se-

t
ra 385 KG.

Sabendo D e E/D a partir dos resultados de RPE o unico

)/

parametro desconhecido & o parametro de assimetria n=(Vxx-Vyy
/sz da interacgao de quadrupolo. O valor deste parametro é

facilmente estimado a partir do valor de V e de AF, ja

Yy
conhecidos. O valor de V pode ser estimado pela posicao

YY
das linhas exteriores do espectro apresentado na Figura III. 40
em relagao ao centro do espectro. OQbtém-se assim uma primeira

aproximagao para o valor de n: que foi depois optimizada por

simulagSes sucessivas, obtendo-se a:valor n=0,6 (Tabela III.1ll).
I11.6.3.1.2 - Estudos a Campo Elevado
Nao é possivel fazer uma estimativa do valor de D a bai

X0 campo por variagao de temperatura dos espectros de M8ssbauer

como foi feito para a rubredoxina de C.pasteurianum porque o
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TABELA TII, 11

Parametros de hamiltoneano de spin da desulforedoxina oxidada

e reduzida de D.gigas

Desul foredoxin Desul foredoxina
oxidada reduzida
D(cm™ 1) +2,2 (3) -6 (1)
E/D 0,080 (5) 0,19 (5)
9, 2,0 2,082
gy 2,0 2,02
9, 2,0 2,20
Ax/gnsn (kG) -154 (10) -200 (30)
Ay/gnen (kG) -154 (5) —209 (30)
A /g B_ (kG) -154 (10) -67 (3)
2z’ ?n"n b
AEQ (rm/s) -0,75 (5) 3,55 (2)
§ (mm/s) +0,25 (6) +0,70 (2)
8 (graus) € 90 10

3 0 valor de 9, foi escolhido de modo a reproduzir os valores

D, E/D, A, AE

0 e n ; os valores de 9, © gy foram determina-

dos a partir de D e E/D a partir das relagoes gx=gz-2(D-E)/k

e g =gz-2 (D+E) /x , onde

y

-orbita,é igual a -80 cm .

b

1

Valores a 4,2 K.

¢ (*é o angulo polar entre os eixos dos z

A, constante de acoplamento spin-

dos sistemas de

eixos principais dos tensores g e gradiente do campo eléctrico.
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espectro magnético da'impufeza com g=8,9 tem componentes de-
baixo do espectro do centro tipo desulforedoxina. Nao é pos-
sivel, portanto, fazer uma estimativa da contribuig¢ao para in
tensidades de cada um dos dobletos ao longo da temperatura,
uma vez que nao sabemos exactamente a contribuigao da impureza

nestes.

De qualquer modo, foi possivel, a partir dos espectros
tragados a campo magnético elevado, confirmar o valor de D ob
tido por RPE. Para isso tragaram-se espectros da desulforedo
xina em campos magnéticos aplicados de 10, 20 e 45 kG (ver
Figura III.44 ). E de notar que os espectros a campo elevado
tém sinais mais agugados do que a 500 Gauss (Figura III.40 ).
O facto de o espectro a 500 Gauss ser alargado deve-se a exis
téncia de uma grande anisotropia nos valores espectiveis de
spin do estado fundamental, <Sx> = - %? = -1,03, <Sy> = - %F =
=-1,93 e <S> == & = -0,45. A 45 KG hi mistura dos niveis,
0 que produz um sistema quase axial. Na Figura III.45 apre
senta-se o diagrama de energia dos niveis electrdnicos em fun-
¢ao do campo aplicado e do valor egpectidvel de spin para as

trés direcgoes. Oa valores expectaveis de Syr S, e S, sao

Y
respectivamente -2,34, -2,42 & -0,52., As curvas foram calcu-

ladas usando os parametros da Tabela III. 1l .

A posigao das linhas no espectro a campo elevado & mui-
to sensivel ao valor de D. Um campo magnético elevado produz
no dobleto electrdnico fundamental um grande desdobra-
mento (ver Figura III. 46 ); para os estudos apresentados

aqui s nos interessa considerar o nivel com Ms=-1/2, uma vez



ABSORCAO EM PERCENTAGEM

|
0.0f I‘,Ilhw gw i ||,||| LAt -
h || |W| w |H
’ "oy |u'|'“lr'"l' )
0.5} I ﬂ .
Wy
I ", | m” |"' 10 kG
|| H I"l| I »
Y | | J | 7
o.o-mmmmwﬁh“, “m ”| A g —
' ' "”""'"'"u||| | . LA M
Mm| W
1.0 lu NM" ! F“M | —
: 'MMW" ” MWI E |
T A 20 kG
l AN |l
2.0 | |I ' | ~
' i l' i
z [ [ ||" Vi
0.0 h'I''““‘“nl""ﬂ'r"lmnm"lﬁl' { y Al m;,:,l,...,!hr"i‘lﬂl,l by
I il
l'|,|”" "'"Ml'l nn""'lll'll { u"'"l"n\ |"'I|'n""nI ml"l '
|
1.0F o ||| llll ! II | |
| o |
| ! 'l 45 kG
2.0 ! -
| :
J H
3.0} || 4
12 -10 -8 -6 -4 -2 IIJ 'Ie «It ; sls 1lo 1|?.

Figura III. 44 .
oxidada a 4,2 K em campos magnéticos paralelosd radiagao 6

de observagao.
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Espectros de MOssbauer da desulforedoxina
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Figura III.45 . Diagrama de variagao da energia dos varios

3+

subniveis do Fe ( S=5/2 ) (desulforedoxina oxidada ) em
fungao do campo magnético aplicado.Em baixo,na figura. esta
representada a variagao do valor expectavel do spin elec-
trénico a 4,2 K em fungdo do campo magnético.

Os calculos foram realizados a partir do conjunto o

de parametros indicados na Tabela III.11l
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Figura III. 46 .Espectro de Mossbauer da desulforedoxina ferrica
a 4,2 K num campo magnético de 45 KG aplicado paralelamente 3

radiagao Y de observagao.
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que a 4,2 K 80 este nivel esta populado. O niacleo sente um
- -» -»> -»> -
campo magnetico efectivo Heff=Hint+"' Como ja vimos as compo-

nerftes do campo interno sao dadas por:

A
(1) _ 91 %o .
“mt-zg—n'an—— 1 =X, 9, 2

onde 94 sao os valores observados experimentalmente. O campo

aplicado mistura o nivel com Mg= -3/2 com o de M_= -1/2,

S
-
fazendo aparecer um termo dependente de D no valor de Heff'

Para o caso do campo aplicado na direcgao do eixo dos xx
obtem-se

gXAO Zgo B
gt

46n n Inn D

H

eff + 1) Hx

O primeiro termo dentro de parentesis resulta da mistu

ra do nivel M = -3/2 com o de Ms= -1/2.

RS
Como se vé o H_¢¢ depdende do valor de D, Variando D

obtém-se posi¢does diferentes das linhas para um determinado

campo aplicado.0Q valor foi estimado usando os espectros traga-
dos a diferentes valores de campo de modo a haver ¢ melhor ajus

te 4as posigdOes das linhas.

Portanto, sem necessidade de quantificar a intensidade
do sinal, o que induziria em erro, uma vez que nao sabemos sub
trair o espectro da impureza, foi possivel estimar para D um
valor de 2,2:0,3 cm_l. Este valor esta de acordo com o valor

calculado por RPE,
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IITI.6.3.2 - Desulforedoxina reduzida

Na Figura III.42 comparam-se oOs espectros de MUssbauer
da desulforedoxina (A) e rubredoxina (B) reduzidas pelo ditio
nito. Os espectros foram realizados a 4,2 K e sem campo apli
cado. Os parametros de M8ssbauer obtidos foram AEQ=3,55 mm/s
e 6=0,70"mm/s para a desulforedoxina e AEQ=3,37 mn/s e
§=0,71 mm/s para a rubredoxina. Dentro da incerteza (:0,02
mm/s) os parametros da rubredoxina de D.gigas coincidem com

os encontrados para a rubredoxina de C.pasteurianum (64 ). O

desdobramento de guadrupolo na desulforedoxina & praticamente
independente da temperatura tal como na rubredoxina; a T=200K

encontrou-se AEQ=3,50 mm/s.

O desvio isomérico da desulforedoxina reduzida & tipico
de ferro(II) de spin-alto, S=2, com coordenagao tetraédrica

a enxofre,

Para se aprofundar mais as diferen¢as entre a desulfore-
doxina e a rubredoxina, mediram-se espectros a 200K em campos
paralelos de 55 KG., A "pattern" invertida do tripleto e do-
bleto da Figura III. 47 mostra bem as diferengas entre as
duas proteinas: a desulforedoxina tem AEQ >0 e n<0,5 (0 es-
tado fundamental orbital tem simetria dx2= 2) enguanto que a

Y
rubredoxina tem AE.>0 e n<0,5 (orbital dZZ). O valor ele-~

Q
vado de desdobramento de quadrupolo & caracteristico de ferro
(II) de alto spin com um estado fundamental orbital nao dege-
nerado. Em simetria tetraédrica cinco electrdes estao esferi

camente distribuidos pelos cinco orbitais 3d e o sexto electrao

estd igualmente distribuido pelos os orbitais degenerados
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Figura III.47 . Espectro de Mossbauer da desulforedoxina ( A )

e rubredoxina ( B ) de D.gigas a 200 K num campo magnético de

55 KG aplicado paralelamente a radiagao ¥ de observagao.

A estrutura de tripieto e dobleto esta invertida quando

se comparam os dois espectrus.A linha a cheio & o espectro

tedrico simulado a partir dos parametros apresentados na

Tabela III. 1l

. O espectro foi calculado admitindo que a

relaxagao €& rapida.
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(dZZ, dx2_y2). Devia-se obter um desdobramento de quadrupolo
igual a zero porque um electrao numa orbital dZZ produz um
gradiente de camm eléctrico de intensidade igual mas de sinal
oposto ao produzido por um electrao numa orbital dx2;y2. 0
valor elevado de desdobramento de quadrupolo indica que os

dois estados d,2 e dx2_y2 estao bem separados em energia. Como
AEO tem sinais diferentes para a desulforedoxina e rubredoxina
somos levados a concluir que os estados fundamentais sao dife-

rentes para as duas proteinas; portanto, dZZ para a rubredo-

xina e dx2_y2 para a desulforedoxina.

O espectro da Figura III.47 confirma a analise de
shulz e Debruner (65 ) que concluiram, a partir dos resultados
a baixa temperatura, que AEQ< 0 para a rubredoxina de C.pasteu-
rianum (a velocidade de relaxacao de spin da rubredoxina de

C.pasteurianum é demasiado lenta para permitir a observacao

da estrutura do tripleto para velocidades positivas).

Na Figura 1III. 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 III47 e 48 simu
lamos por computador espectros tedricos para moléculas orien-
tadas ao acaso, usando o hamiltoneano de spin, equagoes para
sS=2, Em contraste com o caso de ferro(II1) de spin~alto
ferro(II) requer anisotropia no termo electronico de Zeeman

(g) e na interacgdo magnética hiperfina (X).

A metodologia para extrair parametros 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 fungao do campo magnético aplicado para-
lelamente a radiagao Y de observagao. As linhas desenhadas a
cheio representam espectros tebdricos calculados a partir dos
parametros apresentados na Tabela III.li .As diferencas obser-
vadas entre as curvas tedricas e as experimentais na regiao a

volta de +3 mm/s sao provavelmente devidas ao ferro impureza.
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Como ja observamos, devido 3 nao variag¢ao do desdobra-
mento de quadrupolo com a temperatura, o primeira ., estado or-
bital excitado (57,) estd bem separado do estado orbital funda
mental (SE). Isto permite-nos exprimir duas componentes do
tensor g em fungao dos parametros de estrutura fina D e E,

qx=gz—2(D-E)/ A, eqg =gz-2(D+E)/A; sendo A a constante de aco

Yy
plamento spin-orbita, este resultado & baseado numa perturba-

cao de segunda ordem (76).

A grandeza crucial que controla os espectros & o campo

- . . > > A -
magnetico interno Hint= - <8 ,—~——— sendo <S> o valor expec-
n n

tavel do spin electrdnico. No limite da relaxagao lenta a
baixa temperatura (kT < D! , kT <seH), <35> & essencialmente
o valor ex.pectavel do estado mais baixo do quinteto de spin.

Para velocidade de relaxagao rapida e temperaturas elevadas

&>
(para T >200 K na desulforedoxina reduzida) <8> = <§;th sen-
’
do <S>th obtido fazendo uma média térmica dos cinco subniveis
de spin (77) 5
DA
- _ N=1 “Pi7N KT
<Si>th 5 = IE,
by e —
N=1 kT

onde 1 designa a componente do spin electrdonico e N represen-
ta cada um dos cinco estados. Ey & a energia do estado N rela

tiva ao estado de mais baixa energia.

O nimero de pardmetros ajustaveis nas equagdes & bastan
te grande. HA dois parametros do "zero-field" (D e E/D),

trés componentes principais do tensor A (B,+ A, e A)), o para

Y
metro de assimetria n (conhece-se AEQ) e os trés angulos de

Euler o,8, e v(g, € geralmente préximo de 2 e os resultados
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nao sao muito sensiveis a este parametro). E portanto neces-
sario determinar nove pardmetros. Felizmente que, por escolha
apropriada das condigoes experimentais, podem determinar-se

subconjuntos destes parametros.

Dois factos sao notaveis nos espectros a baixa tempera-
tura da Figura III.48 |, Primeiro, o desdobramento magnético
€ saturado para campos aplicados relativamente fracos, o que
implica que a velocidade de relaxacao do spin electrdnico a
4,2 K seja lenta gquando comparada com as frequéncias de pre-
cessao nuclear. Segundo, o espectro para campo elevado con-
siste de linhas razoavelmente agugadas, em vez de bandas alar
gadas, devido ao facto de se estar a estudar uma proteina numa
solugao congelada, ou seja, o campo aplicado tem uma orienta-
gao diferente para cada molécula relativa ao tensor de quadru
polo, que é fixo na molécula. Esta observacao implica gque
na desulforedoxina reduzida o campo interno tenha uma direcgao
fixa relativa aos eixos moleculares. Além disso, o espagamen-
to relativo das linhas de absorgao na Figura III. 48 levam a
concluir que a maior componente do gradiente de campo V

->

esta desviada de B =10° relativamente a : P

ztz!
segundo uma ana
lise semelhante .a de K#indig ( 78).

-’ -~
© facto de H, ter uma direccao fixa implica que a 4,2K

int
9 ~ (3
duas componentes de <S> sao muito pequenas comparadas com a
terceira. Uma analise nao muito aprofundada do espectro de

55KG mostra que |Dj> 4 cm Y. Para 'D| < 4 cm t comeca a

~ R - .
haver duas direcgoes para as quais <S> e semelhante.
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O desdobramento dos dois estados de menor energia €

dado por ( 76)

1/2 _

b=2D {[1+3 (E/D)?] 1}

Usando um programa que calcula espectros de M8ssbauer
a partir da equagao (11) testaram~-se varios valores de A
de modo a traduzir o comportamento de saturagiao em fungao do
campo aplicado. A partir destas simulagoes os dois estados
de spin de energia mais baixa do quinteto, S$=2, estao separa
dos por menos de lcm_l ra auséncia de campo aplicado. Isto
implica que D < 0. A partir de simulagao detalhada encontrou
-se um valor de A= 0,6 cm-l. Para D <0 o campo interno a
4,2 K tem a direcgao do eixo dos zz, gint = - <§z> Az/gnsn,
onde <§;>é o0 valor expectavel do spin electrdnico do estado
fundamental (x,y,z sao definidos pelo termo de "zero-field")

-5
Uma vez que <S> €& praticamente independente de E/D e D para

H >10KG (-2 << S_> <=-1,95) obtem-se A /9B, = -67 KG directa

mente do desdobramento magnético total.

Uma vez que AE, >0 ea,é pequeno, a banda de absorgao
do lado direito na Figura III.47 provém de transigoes para
0s subestados ms= +3/2 do estado nuclear excitado. ©O desdo-
bramento magnético desta banda de absorgao & determinado pe
la componente de aint ao longo de Vz'z" Esta componente é

dada aproximadamente por Hz.= <Sz>thtAz coslVgan onde

8=10°. Portanto <S,>h (a 200K) pode ser determinado pelo

desdobramento da banda do lado direito na Figura III .47 .

Para a determinagao de A, e Ay' uma vez que AEQ> 0 e n<0,5

o desdobramento magnético da banda de absorgao a velocidades
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negativas & controlado por Ax e Ay. Tendo em conta a simetria
quase axial do tensor do gradiente do campo electrico, pode-se
considerar A = Ay 0 que & uma suposigao razoavel (76 ) e obter-
~se -230 kG‘:Ax/gan< -170 kG. Com esta restrigao o parametro D
desdobramento de "zero-field" e portanto E/D podem ser determina
dos a partir do espectro da Figuralll.48.As linhas a cheio das
figuras sdao o resultado de simulagoOes espectrais usando os para-
metros da Tabela III.11 . Considerando que a amostra tem cerca
de 10% de impureza, o que parece dar origem a bandas alargadas a

alto campo, as simulagoes dos espectros sao bastante satisfatdrias.

Na Figuras ITI.49 apresenta-se o diagrama de
energia e do valor expectavel de spin para cada uma das direc
¢oes em funcao do campo aplicado, calculado usando o valor de
D e E/D apresentados na Tabela III.1ll.Como se vé, sO ao longo
do eixo dos 2z & que <S> toma valores apreciaveis. A 4,2 K
sO o estado de mais baixa energia & que se encontra populado

e é este que da origem aos espectros de M8ssbauer observados.

III.6.3.3 - Rubredoxina oxidada de D.gigas

Na Figura III. 50 mostram—-se os espectros de MUssbauer
da rubredoxina de D.gigas em solugoes congeladas a 1,5 K ,
4,2 K e 19 K, num campo magnético fraco aplicado paralelamen

te a direcgao dos raiosvy.

Os espectros nao diferem dos observados na rubredoxina

de C.pasteurianum .
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Figura III.49 . Diagrama de variagao da energia dos varios

subniveis do Fe2+ { S=2 ) ( desulforedoxina reduzida ) em

fungao do campo magnético aplicado. Em baixo,na figura ,
esta representada a variagdo do valor expectaveldo spin
electrdonico a 4,2 K em fungdao do campo magnético.

Os calculos tedricos foram realizados a partir do

conjunto de parametros indicados na Tabela III.1l
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Figura III.50 . Espectros de Mossbauer da rubredoxina de D.gigas
num campo magnético de 500 G aplicado paralelamente i radiagdo de

observagao .



nae

RS

-190-

Na Tabela III.]2 apresenta-se uma comparagéo entre os

parametros obtidos para esta rubredoxina e a de C.pasteurianum

Os valores apresentados para a rubredoxina de D.gigas devem

ser considerados como uma primeira tentativa.
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TABELA III. 12

Rd de C.pasteurianum Rd de D.gigas
§ (mm/s) 0,32 0,25
v 0,3 0,3
AEQ (mm/s) -0,50(5) -0,47
n 0,2(1) 0,19
D(cm-l) 1,92 1,5
A 0,23(2) 0,25
Ax(kG) 165 108
Ay(kG) 159 156

Az(kG) 169 158
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IXI.6.4 = DISCUSSAO

Os estudos apresentados nas secgoOes anteriores sugerem
grandes semelhangas entre os cromdforos da desulforedoxina e

da rubredoxina.

Os resultados de RPE e M8ssbauer apoiam esta sugestao
mas também revelam alguma disparidade estrutural entre as
duas proteinas, o que parece ser bastante interessante.

Varias rubredoxinas tém sido isoladas de diversos organis
mos e estudadas por diversas técnicas fisicas (31). O ferro na
rubredoxina esta coordenado numa forma aproximadamente tetraédri
ca a quatro cisteinas (3). Estudos de EXAFS na rubredoxina (29,
30) e de difracgao de Raios-X em dois modelos de rubredoxina
(34,41) sugerem fortemente que os ligandos sulfurados na rubredo

xina estao essencialmente numa configuragao nao constrangida. Este

ponto de vista foi comprovado pela comparagao dos resultados' de Mdssbauer (79, 80) .

O espectro de absorgao e de MCD da desulforedoxina su-
gere bastante semelhanga com a rubredoxina. Os resultados
de RPE contudo, indicam algumas diferengcas geométricas; o
valor pequeno do parametro 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 nao implica necessariamente

uma geometria de coordenagao mais axial (81)).

Ambas as proteinas no estado oxidado e reduzidd tém quase
o mesmo desvio isomérico que alias & caracteristico de coordena-

gao tetraédrica a enxofre (82). O campo de saturagao da desulfo-
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redoxina dado por Hsat=-5Ao/ZgnBn € - 385 kG o que &€ uma medida

do valor da constante de acoplamento hiperfino Ao' Este valor é

ainda mais baixo do que o encuntrado para as rubredoxinas de

C.pasteurianum e D.gigas, Hsat=—410 kG. 1Isto sugere uma maior
covaléncia da ligagao metal-ligando para a desulforedoxina (com-
postos idnicos tém campos de saturagao de cerca de =550 kG).

Na forma reduzida o centro de ferro da desulforedoxina
esta no estado ferroso de alto-spin S=2. Devido ao desdobra-
mento de quadrupolo nao depender da temperatura isto implica a
existéncia de um nivel orbital fundamental isolado, separado

1 do primeiro estado excitado orbital. Os

pelo menos de 800 cm
resultados mostram gque AEQ> 0 e n<0,5, o que implica um estado
orbital fundamental de caracteristicas predominantes dx2_y2.

Em contraste o estado fundamental da rubredoxina & uma orbital
dZZ. No contexto da teoria do campo dos ligandos os parametros
que descrevem as distorgoes tetragonais tém sinais contrarios
para ambas as proteinas. E interessante notar que parametros
de campo de ligando tetragonal com sinais opostos aparecem tam
bém para ferredoxinas de 2Fe reduzidas. O local ferroso da
putidaredoxina ( 83) e adrenodoxina (84) tém AEQ >0, ehquan

to que as ferredoxinas de espinafre e salsa (84) tém AEQ< 0.

Durante o estudo desta proteina temos pensado varias
vezes na sequéncia invulgar das cisteinas e se nao sera esta a
razao que origina uma diferenga nas propriedades do cromdforo.
As experiéncias realizadas em relagao ao estado das cisteinas
levaram a concluir que cada atomo de ferro esta coordenado por
quatro cisteinas. Os desvios isoméricos observados sao consis

tentes com os valores propostos por Reiff (82) como sendo diag-
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nostico de ferro com coordenagao tetraédrica a enxofre. Se o
ferro esta ligado a quatro residuos de cisteina seria de con-
cluir que a desulforedoxina tem um centro activo electronica-
mente distorcido e a distorgdo deve ser causada pelos residuos
28 e 29. Como ja discutimos atras, nao podemos saber se as
quatro cisteinas pertencem 3 mesma cadeia polipeptidica uma

vez que a molécula & um dimero.

Iniciamos recentemente estudos de EXAFS que possivelmen
te nos darao mais detalhes sobre a geometria do centro activo.
Estudos de difracgao de raios-X estao em progresso e num futuro

proximo a estrutura desta proteina sera conhecida.
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IV.1 - INTRODUCAO

IV.1l.1 - PROTEINAS DE FERRO-ENXOFRE

As proteinas de ferro-enxofre sdo proteinas que contém
ferro nao hémico ligado a ligandos sulfurados por residuos cis-
teina da cadeia polipeptidica e,com excepgao das rubredoxinas,
por enxofre labil (1,2,3).

De acordo com a classificagao proposta pela IUPAC IUB
(4) as proteinas de ferro-enxofre podem dividir-se em proteinas
simples e conjugadas, contendo estas Ultimas grupos prostéticos
adicionais (4).

Uma vez que os centros ferro-enxofre podem aceitar ou
doar electrdoes, um de cada vez, a sua fungao mais vulgar esta
relacionada com processos de oxidagao-redugao. Desempenham um
papel importante no metabolismo do carbono, hidrogénio, enxofre
e azoto,:utilizando uma larga gama de potenciais redox (+350 mVv
na bactéria fotossintética a -600 mV nos cloroplastos).

Muitas das proteinas de ferro-enxofre sao classificadas
como ferredoxinas, proteinas que transferem electrces de um sis-
tema enzimatico para outro, mas que nao tém actividade enzimatica
propria. Contudo, conhecem-se proteinas com outras fungdes, como
a hidrogenase, que contém centros ferro-enxofre e para a qual tem
sido postulado que estes centros sao activos na catalise. A aco-
nitase (5) contem um Gnico tipo de centro, e tem um papel princi-
pal no ciclo do acido citrico. Contudo, o centro ferro-enxofre,
embora nao seja o centro catalitico, parece ter um papel regula-
dor na actividade enzimatica.

Algumas das proteinas de ferro-enxofre mais simples tém
sido extensivamente caracterizadas pela cristalografia de Raios-X, espec-

troscopia, e até a pouco tempo, era conhecida a presenga de



trés tipos de centros (FiguraI.2.). Estes sao o centro de

. Este

1-ferro [Rd], 2-ferros [2Fe-25] e 4-ferros [ 4Fe-4s~
4ltimo pode ser subdividido, dependendo do estado de oxida
cao em que se apresenta. Como se vera adiante supoe-se que a proteina
de férro-enxofre conjugada contém centros de ferrc-enxofre seme-
lhantes,o que nalguns casos tem sido demonstrado. Contuao,
tém sido observados centros com propriedades anomalas que,
como iremos ver neste capitulo, representam uma nova clas-

se de centro.

As proteinas de ferro-enxofre conjugadas contém ou-
tros grupos prostéticos, tais como flavina, hemo, molibdé-
nio, clorofila, pirofosfato de tiamina ou uma combinagao

destes. Muitas destas proteinas sao enzimas com actividade propria.

Os centros de ferro-enxofre conferem cor as proteinas
quer vermelho quer castanho. Os espectros Spticos sao carac-
teristicos do tipo de centro, (ver Figura IV.l) mas sao alar
gados e em sistemas complexos sao dificeis de resolver. Os
espectros de RPE dos centros em estados de oxidagao apropriados
sao distintos (Tabela IV.1)(6) e € o metodo mais comum de deteccdo deste
tipo de. proteinas em sistemas complexos. Devido a estas
propriedades, %s proteinas de ferro-enxofre sao frequentemen
te isoladas antes de se conhecer o seu papel fisioldogico. A
analise do tipo e nimero de centros de ferro-enxofre nas pro
teinas nem sempre é facil. A analise de ferro e enxofre la-
bil pode dar valores errados devido 3 interferéncia da pro-
tefna e a incerteza na determinagao da concentragao e do peso

molecular da proteina. Tém sido desenvolvidos métodos para
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TABELA IV.1l

Caracteristicas do sinal de R.P.E.

Sinal a g=4,3 que se pode observar facilmente
a 77 K com sinais adicionais a g=9,4 para
T <20 K, na forma oxidada. Nao se observa

sinal na forma reduzida.

Sinal a g< 2 na forma reduzida, observavel a
77 K. O sinal pode variar de agugado (putida
redoxina) a alargado e rombico (ferredoxinas
de plantas). Observa-se um sinal de R.P.E.
isotropico em 80% de DMSO em condigoes reduto

ras para T ¢77 K.

R.P.E. em 80% de DMSO (em condigoes 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 extrusao dos centros da proteina (7) ou na espectrosco-

pia de RPE (8).

IV.1.1.1 - Ferredoxinas com centros[4Fe-4Sl

As ferredoxinas de 8 Fe de Peptococus aerogenes

(E=-400 mV) e a proteina de ferro-enxofre de alto potencial

(HiPIP) da bactéria fotossintética Chromatium wvinosum (E =

= 4350 mV) contém o mesmo tipo de centro E4Fe-4é] (9). A
grande diferenca no potencial redox foi explicada por Carter
(10) em termos dos diferentes estados de oxidagao que os cen
tros poderiam tomar nas duas proteinas. A"hipOtese dos treés
estados"é apresentada na Tabela IV.2. A ferredoxina de
P.aerogenes & diamagnética no estado oxidado,enquanto que a
HiPIP & diamagnética na forma reduzida. A ferredoxina redu-
zida é paramagnética, com um sinal de RPE centrado a g=1,96
(11) ,engquanto que a HiPIP da origem a um sinal de RPE no es-
tado oxidado com valores de g maiores que 2 (12). O estado
de oxidag¢ao do centro é designado por +1, +2, +3,adicionando
as cargas formais do ferro e enxofre labil. Portanto, a fer
redoxina de P.aerogenes tem 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-4sS]
da HiPIP de Ch.vinosum ac estado 1+, quando a proteina &
desenrolada em dimetilsulfdxido. De maneira semelhante,os

centros da ferredoxina de C.pasteurianum podem ser oxidados




TABELA IV.2

Estados de oxidagao do centro [4Fe—4S]

"Valéncia formal dos estado de estado Transigoes redox tipicas
atomos de ferro" oxidagao magnético em algumas proteinas
4Fe3+ +4
3Fe3+, lFe2+ +3 para HiPIP Fd
ox A super ox
+350mV M
ore3t, 2re??t +2 dia HiPIP Fd
~ red(estado ox
3+ o : nativo) I -400 mv
1lFe™ , 3Fe +1 para HiPIP Fd
super red. red
aFe?* 0

-902-
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ao estado 3+ por tratamento com K3Fe(CN)6 (14).

IV.1l.2.- AS FERREDOXINAS DE D.GIGAS

A ferredoxina de D.gigas pode ser isolada em diferen
tes formas oligoméricas (15) designadas por FdI, FdI' e FAIIL
Os pesos moleculares das formas oligoméricas sao 18 000,

18 000 e 24 000, respectivamente. Com base na composigao de
dcidos aminados elas sao polimeros da mesma subunidade basi-
ca de peso molecular, aproximadamente 6 000. A sequéncia

desta subunidade & conhecida (16,17) e apresentada na Figura

Iv.2.

Os resultados de RMN, de susceptibilidade magnética e g
RPE levaram a conclusao que a FdI era semelhante as ferre-
doxinas bacterianas tipicas. Apresenta um paramagnetismo
residual na forma oxidada. Ao ser reduzida com ditionito,a
molecula torna-se paramagnética (18). Na forma oxidada
apresenta um maximo de absorcao a 405 nm e por reducao a
contribuigao no visivel 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 tivico de uma ferredoxina reduzida no estado 1+
(g=1,94). No entanto, na forma oxidada observa-se um sinal
"isotropico" a g=2,02,que corresponde a 10% do sinal obser-

vado apds a reducao (18).

A FAII é varamagnética na forma oxidada e o espectro
de visivel tem um maximo a 415 nm (15). Na forma oxi-
dada (proteina nativa) apmresenta um sinal de RPE do tipo

"isotrépico" a g=2,02,muito intenso (18).Por redugao com ditionito
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1 5 10 15
Pro-Ile-Glu-Val-Asn-Asp-Asp-Cis-Met-Ala-Cis~Glu-Ala-Cis-Val-

20 25 30
-Glu-Ile-Cis-Pro-Asp-Val-Fen-Glu-Met-Asn-Glu-Glu-Gli-Asp-Lis-

35 40 : 45
-Ala-Val-Val-Ile-Asn-Pro-Asp-Ser-Asp-Leu-Asp-Cis-Val-Glu-Glu-

50 55
-Ala-2la-Ile-Asp-Ser-Cis-Pro-Ala-Glu-Ala-Ile-Arg-Ser

Figura IV.2 - Sequéncia de acidos aminados da ferredoxina de

D.gigas (esta sequéncia & igual tanto na ferre

doxina I, ferredoxina I' e ferredoxina II).
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aparece um sinal a g=1,94, que 80 corresponde a 2% do sinal

observado na forma oxidada.

A reconstituigao da FAIT passando pela apoproteina
produz uma ferredoxina cujas propriedades sao semelhantes as

da ferredoxina I (18).

A PFAII tem um peso molecular mais elevado do que a
FAI, o que poderia indicar que a sua formagao estivesse as-

sociada com a transformagdao do trimero a tetramero.

A FAI' comporta-se duma maneira intermediaria. Apre-
senta um sinal de RPE na forma oxidada e reduzida,semelhan-
tes aos da FAII oxidada e FAI reduzida em propor¢oes seme-

lhantes.

Foram determinados- os potencials redox associados-:com
a redugao do sinal isotrdpico e com o aparecimento do sinal
ag=1,94 (18). Na TabelalV.3 apresenta-se o valor des-
tes potenciais para as trés formas,conjuntamente com o valor

obtido para a integracao de spins.

Tabela IV.3
n? spins/6 000 Potencial redox {(mV)
FAI (ox) g=2,02 0,07 - 50
FAI (red) g=1 94 0,68 -450
FAI' (ox) g=2,02 0, 28 - 30
FAI' (red) g=1,94 0,33 -430
FAII (ox) g=2,02 0,73 -130
FAII (red) g=1,94 0,02 -437
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A ferredoxina de D.gigas & activa na transferéncia
de electroes na reacgao fosforoclastica assim como na trans
ferencia de electrdes do hidrogénio molecular, via hidroge-
nase e citocromo c, para a redugao de sulfito (15,19). Co-
mo se mostra na Figura IV.3 os electroes sao transferidos a

valores diferentes de potencial para cada uma das reacgoes.

A participagao da FAI e FAII nestas duas reacgoes foi
testada por Moura et al. (15,19). Verificou-se que tanto a
FAI como a FAII eram activas na transferéncia electrdhica
entre a hidrogenase e a redugao do sulfito. No entanto, pa-
ra concentragoes inferiores a concentragao saturante a FdII
é mais eficiente que a forma trimérica Fdl, como se pode ver
na Figura IV.4. Na reacgao fosforoclastica as duas ferredo-
xinas nao sao equivalentes no transporte de electrdes entre
o piruvato e o hidrogénio molecular. Como se vé na Figura
IV.4 a FAI € mais activa na transferéncia de electrdes en-
tre o piruvato e o hidrogénio molecular. A ferredoxina II

comega a ser activa no transporte de electroes do piruvato apods

uma fase inicial em que nao € activa. (Figura IV.5).

Neste capitulo apresentam-se novos resultados de analise
de ferro, de susceptibilidade magnetica, de RPE e de MYssbauer
que levam a4 conclusao da existéncia de um novo tipo de centro

activo contendo trés ferros na ferredoxina II. Este tipo de



PIRUVATO-=-mmmmmm >Fd 1
(-600mV )

Figura IV.3. Representagao esquematica de dois percursos metabdlicos importantes

no transporte electronico das espécies Desulfovibrio , a reacgao fosforoclastica e

o sistema de redugao do sulfito.
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Figura IV.4. Estimulagao pela Ferredoxina de D.gigas do transporte electronico

em dois percursos metabdlicos relevantes : A dependéncia da actividade sulfito
reductase da concentragao de Fd I e II.Os valores de consumo de hidrogénio re-
presentam a actividade medida ao fim de 12 min.(15); B Dependencia da actividade
piruvato desidrogenase da concentragao de Fd I e II.Os valores determinados para

a produgao de hidrogénio representam a actividade medida durante 12 min. (entre

R~2N min naxra a FAL a entre 2R-40 min nara A FATT devido A existdnaia dum neriondo

inicial no qual a FAII nao & activa(l9).0s valores foram corrigidos tendo em conta

a actividade endogénica.
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centro foi posto primeiramente em evidéncia numa ferredoxina

da Azotobacter vinelandii (20). Estudos de difracgao de

Raios-X feitos por Stout (21) nesta proteina apoiam os resul
tados obtidos por espectroscopia de Mdssbauer (20). No entanto,
para analisar os espectros de M8ssbauer nesta proteina foi
necessario realizar processos de analise bastante invulgares
uma vez que, além do centro de 3Fe, existe um centro [4Fe-4é]

No caso da ferredoxina II de D.gigas a analise e simplifica-

da, pois esta proteina s contém um tipo de centro.

IV.2 - RESULTADOS

IV.2.1 - ANALISE DE FERRO

Realizaram-se analises de ferro, repetidas vezes,em
quatro ama@stras diferentes de ferredoxina II, provenientes

de diferentes "batches" de purificagao.

A concentragao de proteina foi determinada por ana-
lise de acidos aminados. O valor de concentragao de protei
na determinado, utilizando o valor de € 415 (15), concorda

bem com o da analise de acidos aminados.

Na Tabela IV4 apresenta-se o conjunta de valores

obtidos para as diversas analises, assim como a média.
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Tabela IV.4

Amostra A Amostra B Amostra C Amostra D
Ferro/
/mondmero 2,87 3,11 2,95 2,92
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 analises reproductiveis €, portante,
que a ferredoxina II proveniente de diferentes batches” con-

tém sempre 3,03+ 0,11 Fe/mon.
Iv.2.2 - MEDIDAS DE SUSCEPTIBILIDADE MAGNETICA

A contribuigao paramagnética para é susceptibilidade
molar (x;) dos estados oxidado e reduzido da ferredoxina II
de D.gigas foi determinada pelo método descrito na secgao
I1.10.1,oqual envolve o uso da espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear (22). Foram medidas as diferengas entre
a posigao da ressonancia da referéncia (DTSS) dentro da solu
cao de proteina e do tubo capilar, Af,e convertidas em sus-
ceptibilidades magnéticas usando a relacao

_ _ 3Af
XM 47 fc

Na expressao usou~se o= 0 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
Xy Da forma oxidada e reduzida. A componenté paramagnética
da susceptibilidade,gﬁ é obtida a partir de

XM < XPM + Xg
onde xg € a componente diamagnética da susceptibilidade mag
nética. O valor da susceptibilidade diamagnética deve ser
determinado a partir do valor da apoproteina. Como nao se

realizou esta experiéncia por razoes Gbvias (destruigao do

-3
material) tomou-se um valor de -1 x 10 cm3/mble (23).

Tabela IV.5
Concentragao Af XM (cm® / mole)
(H2) (sem correcgao)
Oxidada 3,49 mM 11,9 3,01 x 10”3
Reduzida 3,49 mM 45,6 11,55 x 1072

O valor da susceptibilidade paramagnética molar es+
ta relacionado com o momento magnétic¢o efectivo pela -
expressao

2 3 kT P

H = X
eff N 82 M

onde N, B, k e T sao respectivamente o nimero de Avogadro,
magnetao de Bohr, constante de Boltzmann e temperatura ab-
soluta.,

O momento magnético efectivo estd relacionado com o

nimero quintico de spin S pela relagao ueff=gVS (s+1)
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Na Tabela IV.6 apresenta-se o valor de U g¢ Para va-

rios valores de S

Tabela IV.6
S Uaff
1/2 1.73
l 2.83
3/2 3.87
2 4,90
5/2 5.92

Na Tabela IV.7 apresenta-se o valor de ueffobtido

por centro para a FdII,

Tabela IV.7

Xy Hegg | Xy (Xppr=m1x10 7) Hegf

(s/correcgao) | (e correcgao)
Oxidada 3.01 2.68 4.01 3.09
Reduzida 11.55 15.24 13.55 5.47
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O valor da correc¢ao diamagnética € mais importante
para a forma oxidada do que para a forma reduzida porque aque
la tem menor susceptibilidade magnética, o que vai introduzir

uma maior variagao no valor de u_c.-

Como é sabido a susceptibilidade nas proteinas de
ferro-enxofre nao segue a lei de Curie (22). O momento mag
nético aumenta com a temperatura devido a populag¢ao 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[4FaAS](24,25) e parece estar de acordo com
um valor de S=1/2 para o spin electrdnico 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 a tempe-

ratura ambiente pode nao corresponder ao valor de S a baixa

temperatura e pensamos realizar futuramente determinagoes a tem

peratura do hélio liquido para esclarecer este problema.

Iv.2.3 - ESTUDOS DE RPE

A ferredoxina II tal como isolada tem um sinal do ti
po "isotrdpico" a volta de g=2. Um espectro tipico & apre-

sentado na Figura IV.6 a 8K.

Fizeram-se estudos extensivos deste sinal numa gama
de temperaturas entre 2,7K a 16K. Na figura IV.7 apresenta~
-se um conjunto de espectros obtidos a diferentes temperatu
ras. A temperaturas superiores a 12K o espectro comega a alargar

e desaparece a estrutura observada a baixa temperatura para g=2,00.



D. gigas FdII

g=2.02 @g=2.00

Figura IV.6. Espectro de R.P.E. da Ferredoxina II de D.gigas na forma oxidada (nativa),

0,185 mM (em monomero) .0 espectro foi tragado nas condigOes indicadas: poténcia 30 uW;

frequéncia 9,218 GHz ; amplitude de modulag&o 4G ; temperatura 8K e ganho 1.250,

-61¢C~-
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Figura IV.7. Espectro de R.P.E. da Ferredoxina II de D.gigas na forma oxidada. Estudo da
dependéncia da Temperatura.CondigOes experimentais usadas : poténcia 30 HW ; frequéncia

9,220 GHz ; amplitude de modulagao 4G
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Na Figura IV.8 apresenta-se um estudo da dependéncia
do sinal em fungao da poténcia da frequéncia aplicada a 2,7K.
Na Figura IV.9 apresenta-se o grafico do log I//P em fungao

da poténcia.

0 sinal satura para poténcias da ordem dos 10 uW

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 poténcia e
semelhante. Estes estudos sugerem fortemente que o
material & homogéneo, isto &, no espectro de RPE s0 existe

uma espécie presente.

Quantificou-se os espectros da ferredoxina II de

D.gigas tragados a 6K,8K e 12K em relagao aoc Cu-EDTA.

Na Tabela IV.8 apresenta-se os valores das areas ob-

tidas por dupla integragao numérica dos espectros da Ferre-

doxina II e CuEDTA,

TABELA IV.8
Concentragao Temperatura Power Ganho Diametro Area
uw tubo (mm)

6K 30 1000 3,65 35486
CuEDTA 2,08 mM 8K 30 1250 3,65 34808
12K 30 1600 3,53 24438

6K 30 1000 3,64 2882

FAII 0,185 mM 8K 30 1250 3,64 2679
12K 30 1600 3,64 1974
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2.1

205 20 1.95 19

Figura IV.8. Espectros de R.P.E. da Ferredoxina II de D.gigas
na forma oxidada a varias poténcias : frequéncia 9,220 GHz ;

amplitude de modulagao 4G ; temperatura 2,7 K.
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Figura IV.9. Curvas de saturacao do sinal de R.P.E. a g 2,02
obtido para a FAI e FAII 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 correccao deAasa e Vanngard (27)

para a dependéncia da probabilidade de transicao com o va-

lor de g
- 1/2
media 2 2 2
Drob 2/3 {(gx +gy ¥ gz)/3} +1/9 (g,+g,%q,)

Tendo em conta os valores de 9 para o CuEDTA e FdII

média
pode calcular-se o valor de gprob :
CuEDTA g,= 2,337 g, =2,09 media_ 5 17
prob
FAII g. = 2,02 g, = 2,00 g _=1,97 gmedta _ 5 oo
z Y prob

Com estes dados podemos calcular a conc¢entragao de spins

na amostra de FAII as varias temperaturas, segundo a expressao:

2 media media
A/A' x (d4/4')" xgqg'
spins /monOmero = / / J prob / gPrOb ¥ CcuEpTa

C -
monomero

em que A e A' sac areas dos sinais, d e d' sao os didmetros dos

média ,media

tubos e gprob e g prob

sao os valores das probabilidades
médias para a FAII e o CuEDTA respectivamente.

Os resultados obtidos estao resumidos na Tabela IV.9.

TABELA IV.%

Temoveratura n? spin /mondmero
6K 0,99
8K 0,95

12K 0,93
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Fazendo uma média dos valores encontrados para as
varias temperaturas e tendo em conta a analise de ferro pode-
mos dizer que se encontraram 0,95 +0,10 spin /3Fe. O facto de
ndo se ter obtido exactamente 3 mesmo nimero de spin' as va-
rias temperaturas deve-se ao facto de ser dificil tragar os
espectros da amostra e do CuEDTA exactamente 3 mesma tempera-

tura.

Tentou-se simular o espectro de RPE da F4II. Conse-
guiu-se uma boa aproximagao do espectro observado usando g, =
= 2,02, gy = 2,02 e 9y = 1,97, com larguras gaussianas de 15,35
e 8Q gauss a g,r 9

Yy
tra-se o espectro simulado comparado com o espectro da FdII.

e g, respectivamente. Na Figura IV.l0 mos

Iv.2.4 - ESTUDOS DE MOSSBAUER

Na Figura IV.11l mostra-se o espectro de M8ssbauer da
ferredoxina II oxidada a 77K. A linha sdlida foi tragada pelo
método dos minimos quadrados supondo que os trés ferros produ-
zem o mesmo espectro. A largura das linhas (0,28mm/s) permite
tirar esta conclusao. Os valores do desdobramento de quadru-
polo AEQ= 0,54%0,03 mm/s sao praticamente os mesmos dos obser
vados para a rubredoxina, sugerindo uma coordenagao tetraédri-

ca a atomos de enxofre.



Figura IV.10. Comparagao do espectro de R.P.E. da F3II de D.gigas ( A ) com o
espectro simulado ( B ) usando g9,= 2,02 ; gy= 2,00 e 9= 1,97 com larguras gaussi-

anas de 15 , 35 e 80 G a 9,9, € 9, respectivamente.

y
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A\

\1

Figura IV.1ll. 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.1?) onde se observam tré&s espectros magnéticos distintos,
O espectro € muito semelhante ao observado para o centro com

g = 2,01 da ferredoxina de A.vinelandii (28). Na Figura IV.1l2

mostra-se uma simulacdo das trés componentes magnéticas e como

asoma reproduz o espectro observado.

Na Figura IV.1ll apresenta-se o espectro da FAII redu-
zida a 4,2K,sem campo magnético aplicado. Os dobletes I e II, ,
indicados na Figura IV11l tém desdobramentos de quadrupolo e desvios
isoméricos semelhantes aos encontrados na ferredoxina de A.
vinelandii (20). Ambos os dobletes sao simétricos e tém linhas
de absorcao agugadas. As linhas a cheio na Figura IV,1ll sao o
resultado do método dos minimos quadrados. A razao das inten-
sidades dos dobletes I e II esti na proporgao de 2:1. Os
parametros sao AEQ= 1,47 +0,03 mm/s e 6= 0,46 +0,02 mm/s para

o0 doblete I e AE., =0,47+0,02 mm/s e § = 0,30+0,02 mm/s

Q
para o doblete II.

O ferro associado com o doblete II tem caracteristi-
cas de ferro de alto spin. Realizaram-se estudos da FAII re-
duzida a 4,2 K, a varios valores déwéampo magnético. Na Figura

IV.13 mostra-se um espectro a 10 kG.

Uma das propriedades pouco vulgares na FAII reduzida,
€ que um campo de poucas centenas de gauss produz um alarga-
mento substancial, tanto do dobleto I como do dobleto II, devi
do a interacgdes magnéticas hiperfinas. Este comportamento
invulgar sugere fortemente que os espectros magnéticos dossi-

~ - >
tios T e II sao controlados pelo mesmo spin electrdonico S.
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Figura IV.12. Espectros de Mossbauer da Ferredoxina II de D.gigas
na forma oxidada a 15 K num campo de 600 G aplicado paralelamente
a radiagao Y de observagao.A linha sdlida desenhada sobre o espec-
tro € a sobreposigao de trés espectros calculados a partir do ha-

miltoneano de spin.Os valores dos parametros hiperfinos usados
sao indicados na Tabela IV.1Q.
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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 a radiagao ¥ de observagao.g
mostrada também a curva tedrica e adecomposig¢ao do espectro
em duas subcomponentes com intensidade 2:1.A subcomponente
correspondente ao doblete I & tragada com uma linha continua.
Para o doblete II observa-se um campo magnético interno po-
sitivo.0Os espectros foram calculados para um hamiltoneano

de spin com S=2,,usando os parametros da Tabela IV.1l.
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Os espectros realizados na FdII reduzida permitem-nos tirar

as sequintes conclusoces:

1. A velocidade de relaxagao do spin electronico a
4.2 K €& lenta,comparada com as frequéncias de precessao nu-
clear.
2. O spin electronico S tem que ser um numero inteiro
(possivelmente S=2) pelas medidas de suSceptibilidadeAmagnética.
3. Uma vez que os campos magnéticos hiperfinos satu-
ram para campos aplicados fracos os niveis electronicos mais

baixos sao dois estados com uma separagao de energia 15:0.35::11—‘-l

4. A analise dcs resultados revela que os dois ferros
do dobleto I continuam ipdistinguiveis em campos aplicados,
elevados. O espectro da Figura IV.13 é 2 sobreposicgao
dois espectros com uma intensidade de 2:1. Além disso o ni-
cleo de ferro associado com o sitio II estad sujeito a um
campo magnético interno positivo provando que este nicleo
tem de pertencer a uma estrutura de spins acoplados. O sis-
tema electréniéo tem um eixo de magnetizagdo ficil e para campos
de valor maximo 10 kG o especitro de M8ssbauer dos sitios I e II &
caracterizado por campos internos de =237 KG e 250 KG res-
pectivamente. Na Figura IV.13 apresenta-se uma simulagao;
mostra-se também a decomposicao do espectro em sub-compo-
nentes.

O resultado mais importante & o facto de o compor-

tament© magnético dos ferros ser descrito por um spin elec-
tronico comum,o que sugere ,fortemente,um centro com spins

acoplados.
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IV.3 - DISCUSSA0
Nesta discussao vamos apresentar primeiramente os
factos que nos levam a concluir a presenga de um novo tipo

de centro,contendo trés ferros na ferredoxina II de D.gigas.

As varias amostras de ferredoxina II analisadas con-
tém trés atomos de ferro por mondmero, sem evidéncia de
existéncia de impurezas contendo ferro, tanto por RPE (nao
existe sinal a g = 4,3) como por M8ssbauer. Os resultados
de RPE revelam a presenga de um sO tipo de centro paramagné-
tico na forma oxidada e a quantificagao de spin dé 0.,95
spin/3Fe. O espectro magnético de M&ssbauer da FAII oxida-
da a 4,2K mostra a presenca de trés sitios de ferro distin-
tos o que confirma que eles pertencem ao centro que da ori-

gem ao sinal de RPE.

O valor da susceptibilidade magnética encontrado para
a forma oxidada dleva a concluir que os trés ferros com carac
teristicas de alto-spin (S=5/2) tém que estar acoplados para

produzir um sistema com S=1/2.

Apds a redugao por um electrao o centro torna-se si-
lencioso por RPE. Os resultados das medidas de susceptibili
dade magnética mostram que a FAII reduzida & paramagnética
e provavelmente S=2, O espectro de M8sgsbauer mostra duas
vizinhangas de ferro distintas numa razao de 2:1. A forma
do espectro magnético de M8ssbauer e o comportamento com o

campo magnético aplicado sugere um spin electronico comum,

M

ou seja um centro de spin acoplado. O acoplamento de spin
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indicado pela observacao de campos magnéticos hiperfinos
positivos e negativos (ver Tabela IV.10). Tanto a forma oxi
dada como a reduzida mostram independentemente a presenga

de um centro de trés ferros.

E interessante o facto de ambos os ferros serem dis-
tintos na forma oxidada (hd trés espectros distintos de M8s
sbauer a 4,2K). Na forma reduzida dois atomos de ferro
(doblete I) sao indistinguiveis, mesmo em campos magnéticos
elevados (ver Tabela IV.11). O aumento no desd;.:braﬁ;énto de gquadrooolo e no
desvio isomérico'sugerem que os dois atomos de ferro do
doblete I partilham o electrdao que entra na estrutura apods
a redugao; ambos os ferros tém aproximadamente um estado de

+2,5

oxidagao formal Fe (ver Figura IV.14).

As propriedades do centro da ferredoxina II sao com—
paraveis as do novo centro descoberto na ferredoxina de

A.vinelandii (20). Neste caso o potencial redox é de -130mv

(18).

Estudos de Raios-X realizados na ferredoxira de
A.virelandii uma resolucao de 2,5 A (21) mostram que esta mo-
lécula contem dois centros de Fe/S separados por 12 K mas
de forma e tamanho diferentes. O centro maior & um centro
|4Fe;4s]ligado & proteina por cada dtomo de ferro. O centro
mais pequeno € planar e possui uma estrutura Eﬂb,xﬂ. O mode

lo deste novo tipo de centro pode ser descrito a partir de

um centroB&é,Zﬂ_que abriu um dos lados para poder acomodar

um atomo de ferro com coordenagao tetraédrica distcrcida. (21).
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TABELA IV.l0

Parametros hiperfinos usados na simulagao do espectro de
D.gigas na forma oxidada. Os desvios isoméricos a tempe-
ratura de 77 K foram calculados relativamente ao ferro
metalico,a temperatura ambiente. O sinal de A para o si
tio 3 é extremamente dificil de determinar e deve ser con
siderado uma tentativa. Usou-se um valor de’q=l e 0,4mm/s

para a largura de linha.

Sitio 1 2 3
A /9,8, (kG) -197 +211 (+) 26
A,/ 9By (KG) -321 +117 (+) 26
a,/g, B (kG) -321 +117 (+) 26
AE (mm/s) +0,54 +0,54 +0,54

§ (mm/s) 0,27 0,27 0,27
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TABELA IV.ll

Parametros hiperfinos usados na simulagao do espectro da
ferredoxina II de D.gigas na forma reduzida.

Os parametros do desdobramento do "zero-field" usados fo-

ram D=2,5 cm-l e A=0,22. Esta escolha‘ofigina um dia-
grama de energias com dois niveis de energia separados

de A=0,35 cm L.

Sitio 1 Sitio II
AEQ(mm/s) 1,47 -0,47
n 0,4 -2
S (mm/s) 0,46 0,30
Ax/gan(kG) -160 +70
L -120 +1.30
2, /gngn -120 +127
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Fe.-Fe 3,17 A

"1 2
Fel—Fe3 3,65 A

v

/N, =

@ - > @ @ = @

Forma oxidada Forma reduzida

2
3 Fe3+ 1 Fe“+, 2 Fe2'5+

Figura IV.14.

( A ) Estrutura do centro 3Fe,xS observada por difraccao de
Raios-X a 2,5 A de resolugao (21 ) . X é provavelmente igual a
3 pois analises efectuadas na aconitase parecem indicar razoes

equimoleculares de Fe e S (5 ).

( B ) Modelo para a redugao do centro 3Fe,xS em gque o electrao
adquirido pelo centro reduzido & partilhado por dois atomos de
ferro de acordo com os dados obtidos por espectroscopia de
Mossbauer.
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0 novo centro [3Fe,xé} com trés atomos de ferro ligados
covalentemente, parece ser uma estrutura presente em diversos
sitemas bioldgicos, uma vez que pode ser encontrada em proteinas
tao diferentes como a aconitase, isolada a partir do coragao de
boi, e a glutamato sintetase (29). Estas proteinas apresentam
um sinal caracteristico de M8ssbauer na forma reduzida idéntico
ao obtido na Ferredoxina II de D.gigas (ver Figura IV.1l1l).

Uma analise cuidadosa da literatura publicada para protei
nas contendo centros ferro-enxofre, permite suspeitar da presen-
ca deste novo tipo de centro noutros sistemas. Possiveis candi-
datos, devido as caracteristicas do sinal de RPE e outras proprie
dades gerais, tais como o potencial redox, sao: FAdI de Mycobac-

terium flavum (30);FPd de Thermus thermophylus (31); succinato

desidrogenase da mitocondria (32); FdIV de Rodospirillum rubrum

(33); e a hidrogenase de Desulfovibrio gigas (resultados nao pu-

blicados) .

A observagao por RPE de um sinal isotrdpico associado a
um potencial redox nao positivo, podera sugerir a presencga deste
novo tipo de centro. Contudo, presentemente, 530 a complementagao
da sua caracterizagao por espectroscopia de M3ssbauer, 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 barkexrii. O sinal iso-

tropico € observado na forma nativa e € semelhante ao da FAII de
D.gigas. Para testar se este novo tipo de centro existiria tam-
bém nesta ferredoxina, realizou-se o espectro de M8ssbauer 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 PAII de D.gigas reduzida.



Fd Metanosarcina barkeri

Figura IvV.15 -

Espectro de RPE da ferredoxina de Methanosarcina barkerii.

Condigoe= experimentais: potéencia 10 wW; frequéncia 9,215 GHz;

amplitude de modulacao 4G; temperatura 8 K; ganho 1,25 x 10

4

-8EC~-
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Uma das técnicas utilizadas para identificar centros
[4Fe,4S] tem sido a realizagao de espectros de RPE na forma redu
zida na presenga de 80% DMSO. Tanto as proteinas 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 presenga de DMSO. Cammack, observou que por redugao
da HiPIP de Chromatium (13) na presenga de 80% DMSO se obtinha
um espectro caracteristica dos centros [4Fe,4s] e cuja quantifi-
cagao correspondia a 60% do valor esperado.

No caso da FdIl de D.gigas, este tratamento produz um
sinal deste tipo, mas cuja quantificagao sO representa 0,04
spin/mondmero (18} . Este sinal seria portanto correspondente
a uma pequena percentagem de centros [4Fe,4S] existentes na FdlI,
cuja presenga tinha sido detectada na redugao da proteina (0,02
spin/mondmero) (18).

As técnicas de extrusao,até ao presente momento,parecem
nar dar um resultado satisfatdorio.Tanto a aconitase (34) como a

ferredoxina de A.vinelandii (20) dao origem a centros E2Fe-25]

quando os processos de extrusao sao aplicados.Suspeitamos que 0s
centros de trés ferros se podem decompor dando origem a centros
de [2Fe—2SJ . Averill et.al.(35) observaram que O espectro de

absorgao da ferredoxina de A.vinelandii em 80% DMSO e 10 mM e

benzenotiol nao podia ser simulado como uma soma de centros
[2Fe-2$] e [4Fe—4$] . Além disso,o espectro obtido apds extrusao
modificava-se lentamente cox o tempo. Seria interessante saber
em que estagio do processo de extrusao ocorre a decomposicao do
centro de tres ferros. Resultados experimentais sobre esta ques-
tao podem elucidar alguns aspectos estruturais deste novo tipo de
centro.Se o terceiro atomo de ferro se mantém na prcteina ,expe-~

riéncias de marcagao isotdpica seriam interessantes se se conse-



guissem condigdes reversiveis.

Os dados de Raios—-X obtidos sobre a nova estrutura de

trés ferros na ferredoxina de Azotobacter vinelandii (21) sugerem

a possibilidade de um dos ligandos de ferro ser um residuo carbo-
xilico em vez de uma cisteina (os resultados de M8ssbauer nao sao
incompativeis com esta sugestao)

Se compararmos as sequéncias da ferredoxina de A.vinelandii

ferredoxina II de D.gigas e ferredoxina de Methanosarcina barkerii

existe uma regiao (indicada na Figura IV.16) em que had um residuo
de um acido aminado acidico na mesma posigao, candidato a possivel
ligando do ferro. 54 uma melhor elucidagdo desta estrutura por

Raios-X podera indicar quais os ligandos deste novo tipo de estru

tura.

Na Tabela IV.l12 apresenta-se , COmO resumc, um COn-~
. Faa 3]
junto de caracteristicas do novo tipo de cerntro {3fe,xSj .
Consideramos que a ferredoxina II de D.gigas pode ser usada

como proteina protdtipo contende este tipo de centro.



Fd D.gigas Pro-Ile-Glu-Val-Asn-Asp-Asp-Cis-Met-Ala-Cis- Glu-Ala-Cis-Val-Glu-Ile-Cis-Pro

Fd A.vinelandii Ala-Fen-Val-Val-Tre-Asp-Asn-Cis-Ile-Lis-Cis-Lis-Tir-Tre-Asp-Cis-Val-Glu-Val-Cis-Pro
Fd M.sarcina (Met Ala-Tre (Pro)Asn-Ala-Asp-Glu-Cis(Tre) Glu-Cis Gli( )Cis-Val-Asp-Glu-Cis-Pro
barkerii Pro)
|
N
-9
H
!

Figura IV.16 - Comparagao de parte das sequéncia de acidos aminados da ferredoxina de D.gigas

ferredoxina de A.vinelandii e ferredoxina de Methanosarcina barkerii.
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TABELA IV.12

Caracteristicas do novo centro 3Fe-xS

(A FAII de D.gigas € considerada o protdotipo)

Propriedades

Forma oxidada

Forma reduzida

Espectro de absorcao

€ mm (Xmax' nm)

(a)

Dicroismo circular

A, (nm)

Espectro de R.P.E

Espectro de Mdssbauer

(mm/s)

EQ (mm/s)

23,1(305) 15,7(405)

13,3(453 "ombro")

bandas negativas a
317, 423

bandas positivas a
474, 580

g=2,02 proximo de
isotropico

(g,=2,02, g _=2,00,
gz=1,97)

alargamento para T>l6 K
saturagao a 10 p# (2,7 K)

0,27 > 0,03

0,54 * 0,03

9,6 (425 "ombro")

nao tem sinal(b)

, ) (c)
.02 (dobleto I)

£0

0,02 (dobleto II)
0,03 (dcbleto I)
0,02 (Gckleto II)

razao dos dokletos
I/I1=2,00
alargamento caracte-—

ristico para campos
»600 G

(a) Na forma geral o espectro de C.D. da F3II nao & semelhante ao
dos centros [4Fe-4S] excepto na sua intensidade ( 18).

(b) Um sinal muito pouco intenso do tipo 1,94 pode ser observado

na FAII (menos do que 2%)

(18).

(c) Os dobletos I e II estao indicados na Figura IV.
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IV.4 - POSSIVEL INTERCONVERSAO ENTRE OS CENTROS [3Fe-xS] E

[4Fe-45]

Estudamos recentemente duas novas amostras de ferredoxi-
na II de D.gigas, reconstituida com 57Fe, tanto por RPE como por
M8ssbauer. Apds reconstituigao as amostras nao apresentam sinal
de RPE na forma oxidada e gquando reduzidas o sinal & semelhante
ao de uma ferredoxina no estado +1 (ver Figura IV.17). Estas
amostras, foram estudadas por M8ssbauer e confirmaram a analise
feita por RPE: a amostra de ferredoxina II reconstituida so con
tém centros [4Fe-4S], cujas propriedades s3o semelhantes &s do

centro [4Fe-4SJ da ferredoxina de B.stearothermophylus (36).

Na figura IV.1l8 comparam-se os espectros de M8ssbauer da FdII
reconstituida na forma reduzida com o0 espectro simulado usando

parametros da ferredoxina de B.stearothermophylus (36).

Novos estudos, realizados numa amostra de ferredoxina I,
mostram que na forma oxidada esta proteina apresenta em RPE um
sinal isotropico que corresponde a 30% do ferro total (Figura
IV.19); verificamos que a percentagem de sinal isotrdpico pre-
sente nas amostras de FAI parece variar de 10 a 30%). Apds
redugao, apresenta um intenso sinal de RPE com valores de g a
gz=2,07, gy=1,94 e gx=l,92.

A intensidade do sinal na forma reduzida correponde a
intensidade que faltava na forma oxidada, A 4,2 X, esta forma
tem um espectro magnético de MYssbauer praticamente sobreponi-
vel ao espectro de MYUssbauer obtido para a FAII reconstituida
na forma reduzida (Figura IV.18). Apds oxidagao, © sinal a
g=1,94 desaparace e o espectro de MUssbauer modifica-se numa

"pattern"” de quadrupolo. Estudos a campo alto mostram gue



80 G

207

194

1.92

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 condi¢Oes: poténcia 2 mW ; fre-
quéncia 9,223 GHz ; amplitude de modulagdo 10 G ; temperatura 18 K e ganho 1.000.

-bve-
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EM PERCENTAGEM
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ABSORC CEAO
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——

| | | L i ! L1 | [
4 =2 O 2 2
VELOCIDATDE ( MM/ § )

Figura IV.18.
( A ) Espectro de Mossbauer simulade usandoc os parametros

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 a radiagao y de observagao (36) .0Os va-
lores de AQEQ e busados foram os determinados-para a Ferre-
doxina II de D.gigas reconstituida ,na forma reduzida.

( B ) Espectro de Mossbauer da Ferredoxina II de D.gigas
reconstituida ,na forma reduzida, a 4,2 K num campo magné-
tico de 600 G aplicado paralelamente & radiacao Yy de obser-
vagao.

( C ) Espectro de Mossbauer da Ferredoxina I de D.gigas na

57 Fe ) apos

forma reduzida ( amostra nao enriquecida em
ter sido subtralido 30% do sinal correspondente ao centro

3Fe,xS .Condigoes idénticas ao do espectro ( B ) .



100 G

Figura IV.19 - Espectro de RPE da ferredoxina I (A) forma oxidada

(B) forma reduzida. Condigoes experimentais: potencia
10 W; frequéncia 9,220 GHz; amplitude de modulacgac 4G;

temperatura 8 K e ganho 4 000 (A) e 8 000 (B).
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esta "pattern" provém de atomos de ferro em sitios diamagnéticos
confirmando a presenga de centros [4Fe—4é] como a espécie mais
importante na FdI.

Os resultados obtidos com as formas oligoméricas da fer-
redoxina de D.gigas e o material reconstituido, levam—nos a con-
cluir que a mesma cadeia polipeptidica pode acomodar centros
[3Fe,xS] ou centros @Fe-4S] . A FAII representa uma preparagao
muito pura e homogénea, sendo um exemplo duma proteina que so
contém centros do tipo [3Fe-xS]. A FAdI é isolada numa forma que
contém centros [4Fe-4S] e um pequeno nimero de centros [3Fe-xS]

Esta situagao & diferente da ferredoxina de A.vinelandii, em que

cada molécula da estrutura nova estad associada com centros
[4Fe-4s] do tipo HiPIP.

A FAII e FAdI de D.gigas intervém em dois passo metabdlicos
importantes deste organismo redutor de sulfato: a reacgao fosfo
roclastica e o sistema sulfité reductase. Os estudos estrutu~
rais descritos acima podem ser analisados em relagao acs poten-—
ciais redox e actividade fisioldgica das duas formas oligoméri-
cas:

1) O valor do potencial redox do centro [sFe-xSJ e -130 mV.
Para a FAI o potencial do centro [3Fe—xS]é =50 mV e o do
[4Fe-4s] & -455 mv (18).

2) A FAII é mais eficiente no sistema de transporte de
electroes da sulfito reductase.

3) A FdI € activa no transporte de electroes na reacqéo
fosforoclastica (19). Nas mesmas condigoes a FAII nao & activa.
Contudo, depois de uma fase inicial a FAII também estimula a
reacgao.

Tomando em conjunto estas consideragoes, podemos tirar

algumas conclusoes.
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Como o potencial redox da sulfito reductase & cerca de
-110 mV e o da piruvato desidrogenase é cerca de -600 mV, & na-
tural que os centros [3Fe-xS] que tem potenciais redox menos ne
gativos, sejam os mais eficientes na redugao do sulfito e que
s0 os centros [4Fe-4SJ que tem potenciais redox suficientémente
negativos sejam activos na reacgao fosforoclastica. Isto impli-
ca que os centros [3Fe-xS] da FAII se possam converter em [4Fe-4S].
Esta interconversio & apoiada pelo facto de que a FAII s & ac-
tiva neste sistema depois de uma fase inicial e pelo facto de se
obterem centros [4Fe-4S] apbs reconstituigio da FAII.

O facto de a mesma cadeia polipeptidica poder acomodar
estes dois tipos de centros levanta dois problemas: gqual e o
processo que controla a sintese de um centro de treés ou quatro
ferros? Havera interconversao entre as duas estruturas (como
sugere a reconstituicao e a participacao da FdII na reacgao
fosforaclastica)? Haver3a um papel bioldgico especifico para
cada tipo de estrutura? Serao as estruturas [}Fe-4SJ mais fa-
ceis de construir? Mas, se € o caso, porque € que as estrutu-
ras [3Fe-xS] s3o tdo estdveis? A resposta a estas perguntas
necessita de um estudo bioquimico mais profundo para o qual o

sistema metabolico da Desulfovibrio gigas & adequado.




-249-

IV.5 - BIBLIOGRAFIA

1. Lovenberg,W. (1973) Iron Sulfur Proteins, Vol. 1 e 2,
Academic Press, New York.

2, Orme~Johnson,W.H. (1973) Ann.Rev.Biochem., 42, 159.

3. Parmer,G. (1975) Iron-Sulfur Proteins. Em: The Enzymes,

ed.Boyer,P.D., 3% edicdo, 1975, Vol.1ll, p.1

4. TUB Nomenclature Committee on Ireﬁlsﬁlphur Proteins,
Eur.J.Biochem.; 93, 427-430 (1979); A 7

5. Rusicka,F.J. e Beinert,H., J.Biol.Chem., 253, 2514
(1978) .

6. Orme-Johnson,W7.H. and Sands,R.H. (1973) Probing Iron-
-Sulfur Proteins with EPR and ENDOR Spectroscopy. Em
Iron-Sulfur Proteins, ed. Lovenberg,W. (1973) Vol.2,
p.195.

7. Orme-Johnson,W.H. and Holm,R.H. (1978) Meth.Enzymol.,
53, 268.

8. Cammack,R. (1975) Biochem.Soc.Trans., 3, 482.

9. Carter,C.W. (1977) X.Ray Analysis of High Potertial
Iron-Sulfur Proteins and Ferredoxins. Em Iron-Sulfur
Proteins, ed. Lovenberg,W. (1977) Vol.3, p.157.

10. Carter, C.W., Kraut,J., Freer,S.T., Alden,R.A., Sieker,
L.C., Adman,E.T. and Jensen,L.H. (1972} Proc.Nat.Acad.
Sci., Usa, 69, 3526;

l1l. Stombaugh,N.A., Sundquist,J.E., Burris,R.H., and Orme-
Johnson,W.H. (1976) Biochemistry, 15, 2633.

12, Antanaitis,B.C., and Moss,T.H. (1975) Biochim.Biophys.

Acat, 405, 262,



13.
14,

15,

l6.

17.

18.

19.

20.

21.

22,

23.

24.

25.

26.

=250~

Cammack,R. (1973) Biochem.Biophys.Res.Commun., 54,548.
Sweeney,W.V., Bearden,A.J., and Rabinowitz, (1974)
Biochem.BiophyswRes.Commun., 59, 188.

Bruschi, M., Hatchikian,E.C., Le Gall,J., Moura,J.J.G.,

e Xavier,A.V. (1976) Biochim.Biophys.Acta, 449, 275.
Travis,J., Newman,J.D., Le.Gall,J., Peck,H.D.,Jr. (1971)
Biochem.Biophys.Res.Commun., 45, 452.

Bruschi,M. (1979) Biochem.Biophys.Res.Commun., 91, 623,
Cammack,R.x Rao,K.Xk., Hall,D.O., Moura,J.J.G., Xavier,
A.V., Bruschi,M., Le Gall,J., DeVille,A., e Gayda,J.P.
(1977) Biochim.Biophys.Acta, 490, 311.

Moura,J.J.G., Xavier,A.V., Hatchikian,E.C., e lLe Gall,Jd.,
(1978) FEBS Lett., 89, 177.

Emptage,M., Kent,T.A., Huynh,B.H., Rawlings,J., Orme-
-Johnson,W.H., e Minck,E. (1980) J.Biol.Chem., 255, 1793.
Stout,C.D., Gosh,D. Pattabhi e Robbins,A. (1980) J.Biol.
Chem., 255, 1797.

Poe,M. and Philips,W.D. (1972) Methods in Enzymology,

vol.44, p.304, Academic Press, New York.

Emptage,M.H., Xavier,A.V., Wood,J.M., Ambler,R., Alsadii,
B.M., Moore,G.R., Williams,R.J.P., e Bartsch,R., submeti-
do ao Biochem. (1980).

Poe,M., Philips,W.D., McDonald,C.C. e Orme-Johnson,W.H.,
Biochem.Biophys.Res.Commun., 42, 705 (1971).

Poe,M., Philips,W.D., McDonald,C.C., e Lovenberg,W.,
Proc.Natl.Acad.Sci., 65, 797 (1970).

Nossos resultados nao publicados.



27.
28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

-251-

Aasa,R. e Vanngard,T., J.Magn.Res., 19, 308 (1975).
Sweeney,W.V., Rabinowitz,J.C., e Yoch,D.C., J.Bicl.Chem,,
250, 7842 (1975).

Huynh,B.H. e Mlinck,E. (comunicagao pessoal).

Yates,H., Eur.J.Biochem., 85, 291 (1978).

Ohnishi,T., Blum,H., Sato,S., Nakazawa,K., Hon-hami, K.,

e Oshima,T., J.Biol.Chem., 255, 335 (1980).

Ohnishi,T., Lim,J., Winter,D.B., e King,T.E., J.Biol.Chem.,
251, 2105 (1976).

Yoch,D.C., Charithers,R.P., e Arnon,D.I., J.Biol.Chem.,
252, 7453 (1977).

Kurtz,D.W., Holm,R.H.,, Ruzicka,F.J., Beinert,H., Coles,
Cc.J., Singer,T.P., J.Biol.Chem., 254, 4967 (1979).
Averill,B.A., Bale,J.R., Orme-Jdohnson,W.H., J.Am.Chem.Soc.,
100, 3034 (1978).

Middleton,P., Dickson,D.P.E., Johnson,C.E. and Rush,J.D.,

Eur.J.Biochem., 88, 135 (1978).





