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O s metais de transicdo, essenciais a vida, formam complexos muito estaveis com as cadeias laterais dos residuos de
aminoacidos que compodem as proteinas, definindo centros metalicos com geometrias definidas. Complexos com esfe-
ras de coordenacao totalmente preenchidas ndo sdo propensos a interaccdo com substratos, pelo que, na maioria destes
casos, é antecipada a funcao de transferéncia electrénica (centros de transferéncia electrénica). Contudo, em alguns ca-
sos, estes complexos constituem centros cataliticos inactivos. Complexos com esferas de coordenacdo incompletas, ou
contendo grupos labeis, podem formar centros cataliticos activos, que poderdo coordenar substratos e activar reacgoes
conducentes a formacao de produtos. Desta forma, a actividade enzimatica pode ser controlada por alteracdes da esfera
de coordenacao do centro metélico catalitico. A conversdo de formas inactivas em formas activas pode ser despoletada
pela alteracdo do niimero de coordenagdo, acompanhada por alteragoes conformacionais, criando posicoes de coorde-
nacao disponiveis para os substratos.

Serdo discutidos exemplos que demonstram claramente que a esfera de coordenacdo do metal controla a actividade
enzimatica e, mais ainda, que mostram a dindmica da transformacdo das espécies inactivas com consequentes rearran-
jos estruturais. Um tema comum sera delineado onde ligandos e electroes controlam a actividade de metaloproteinas

usando conceitos da Quimica de Coordenagao.

Abreviaturas

ccNIR, nitrito redutase (penta-hémica)
CCP, peroxidase bacteriana (di-hémica)
cd,NIR, nitrito redutase (contendo hemos c e d,)

aminoacidos: asp, aspartato; cis, cisteina; gli, glicina; glu, glutamato; his, histidina; lis, lisina; met, metionina; tir, tirosina

1. INTRODUGAO

Os seres vivos desenvolveram mecanismos enzimadticos
e percursos metabolicos para obterem energia e assimila-
rem moléculas de importancia vital (assimilacdo e dissi-
milacdo) em resposta a variagdes ambientais. Muitas das
solucdes encontradas tém pontos comuns, reflectindo es-
tratégias optimizadas conducentes a adaptacdo dos centros
biolégicos cataliticos para a captura de substratos. Neste
artigo pretende-se ilustrar de que modo os metais que se
encontram em centros cataliticos de metaloenzimas podem
promover a activagdo e a inactivacao pelo simples contro-
lo/alteracdo da esfera de coordenacdo. O reconhecimento
destes padrdes de coordenagdo pode ser usado para prever
a ocorréncia de reacgodes bioldgicas.

A esfera de coordenagdo do metal controla a actividade
enzimatica [1]. Os enzimas sdo isolados em formas acti-
vas, capazes de interactuarem com os substratos e de ace-
lerarem a formacao de produtos diminuindo a energia de
activacdo da reaccdo, ou em formas inactivas, que ndo re-
agem com os substratos e que por isso requerem etapas de
activacdo. O processo de activacao envolve muitas vezes
mudanca do estado de oxidacdo do metal, interaccao com
doadores/aceitadores de electrdes e/ou com substratos,
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requerendo, em alguns casos, a presenca de ides externos
(e.g., calcio). Muitos destes processos alteram o nimero
de coordenacdo, que em alguns casos é acompanhada de
alteragGes conformacionais, gerando formas activas a par-
tir de formas inactivas. A remocao de ligandos da esfera de
coordenacdo resulta numa diminuicdo do nimero de co-
ordenagdo e promove a formacdo de posicoes livres para
a coordenacdo de substratos (Figura 1). Do mesmo modo,
a presenca de ligandos muito fracos (e.g., uma molécula
de agua) pode facilitar a competicdo do substrato para a
coordenacdo ao centro catalitico.

=

Figura 1 — Esquema de um centro metalico catalitico no estado
inactivo e activo

O estado hexacoordenado representa um forma inactiva na reac¢do com
um substrato (esfera de coordenacdo completa) e a forma pentacoordenada
uma forma activa, com uma posicdo vaga de coordenagdo, com capacidade
para ligar um substrato. A conversdo activo/inactivo pode resultar de uma
alteracao de ntiimero de coordenacdo.
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Neste contexto, este artigo apresenta alguns exemplos de
processos que ocorrem em proteinas hémicas e tem como
objectivo exemplificar como as metaloproteinas contro-
lam a actividade enzimatica alterando as caracteristicas do
centro metalico onde ocorre a catalise. Os casos a discutir
serao:

= uma proteina hémica isolada no estado activo, cujo
centro activo apresenta uma esfera de coordenagao nao
completamente preenchida - a nitrito redutase (ccNIR)
de Desulfovibrio desulfuricans (ponto 4.1.);

= duas proteinas hémicas que requerem activacdo para
atingir o estado activo - a nitrito redutase (cd,NIR)
de Paracoccus denitrificans e a peroxidase bacteriana
(CCP) de Marinobacter hydrocarbonoclasticus (pon-
tos 4.2.).

Serdo também descritos citocromos com esferas de coor-
denacdo completamente preenchidas, onde ndao pode ocor-
rer catalise e que estdo optimizados para efectuarem trans-
feréncia electrénica.

Muitos dos argumentos apresentados podem ser aplicados
a outras situacdes, sendo estes conceitos gerais observados
em metaloenzimas contendo centros de (i) ferro nao hémi-
co (e.g., superoxido redutases dependentes de ferro e hi-
drogenases dependentes de niquel e ferro); (ii) cobre (e.g.,
nitrito redutases dependentes de cobre e 6xido nitroso re-
dutase) e (iii) molibdénio/tungsténio (e.g., nitrato redutase
e formato desidrogenase), entre outras.

Na parte final, serda feita uma breve referéncia a alguns des-
tes casos (varias referéncias sdo indicadas para os leitores
interessados).

2. METAIS DE TRANSICAO, LIGANDOS, ESFERAS E NUMEROS
DE COORDENAGAO

Determinadas metaloproteinas tém como funcdo a catalise
de reacgdes bioldgicas e os metais de transicdo (oligoele-
mentos) nelas contidos tém fungdes especificas. Metal e
proteina desenvolveram uma interaccdo sinérgica, estabe-
lecendo controlo estrutural das propriedades do metal pela
estrutura proteica (relagGes estrutura/funcdo). Alguns me-
tais sdo activadores de enzimas, mas a maior relevancia é
em catalise, onde o centro metalico coordenado leva prio-
ritariamente a cabo reac¢des redox (mas também reacgoes
acido-base).

A Tabela 1 lista, de modo ndo exaustivo, o papel dos me-
tais na activagao e catalise enzimatica e no transporte de
moléculas/ides, dando relevo ao vasto uso de metais de
transicdo e a gama variada de reacgdes que sdo catalisa-
das.

Os centros cataliticos das metaloproteinas sdao formados
por interaccdo directa de atomos coordenantes de cadeias
laterais de aminodacidos, que formam ligagGes dativas com
o metal. Em geral, os a&tomos coordenantes sdo de oxigénio,
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azoto e enxofre e os aminoacidos que sdo mais frequente-
mente encontrados em centros activos a coordenar metais
de transicao sdo o acido glutamico (glu), acido aspartico
(asp), tirosina (tir), histidina (his), lisina (lis), cisteina (cis)
e metionina (met) (Figura 2, Tabela 2).

1439

aspartato  glutamato lisina histidina
irosi cisteina metionina

Figura 2 — Cadeias laterais de aminoacidos relevantes em coordenacao
de metaloproteinas

Representacdo da estrutura das cadeias laterais de aminoacidos e 4&tomos
coordenantes mais frequentemente envolvidos na interaccdo de proteinas
com metais: aspartato, glutamato, histidina, tirosina, cisteina e metionina.
A lisina, ndo frequentemente observada, é um ligando do hemo catalitico
da ccNIR. Atomos coordenantes: oxigénio (vermelho), azoto (azul) e
enxofre (amarelo). As imagens foram criadas com o programa Accelrys
DS Visualizer v2.0 (Accelrys Software Inc.).

Tabela 2 — I6es metalicos em Biologia: ligandos preferidos e geometrias
mais frequentes

ido metalico ligandos preferides

ligandos oxigenados neutros ou com

+ +
Na', K carga -1
Mag2* Mn2* carboxilatos, fosfato e dadores
CAE azotados (porfirinas)
Ca* carboxilatos e fosfato
Fe2* grupos -S- e >NH (imidazol,
porfirinas)
Fe¥ Co* fendis (tirosina), carboxilatos,
’ porfirinas
Cut grupos -S- (cisteina) e aminas
aromaticas
Cu® aminas, imidazol, grupos >N-
Zn2+

aminas, imidazol, grupos -S-

Ag’, Hg*, Cd* grupos -S- e aminas

Pb* carboxilatos e grupos -S-

ido metalico geometrias mais frequentes

tetragonal > coordenacdo 5 >

Cu* tetraédrica

Ni% octaédrica > outras

Co* octaédrica > tetraédrica > outras
Zn* tetraédrica > octaédrica
Mn?* octaédrica > outras

Fe3* octaédrica > tetraédrica
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Tabela 1 — Fungdes bioldgicas desempenhadas por ides metalicos

proteina

reaccao

funcao

catalise enzimatica / transporte de moléculas, ides

Ferro hémico

citocromo ¢ oxidase

redugdo do O,

fosforilagdo oxidativa

catalase

dismutagéo do H,0,

defesa antioxidante

ciclooxigenase

peroxidacdo acido araquidénico

metabolismo de prostanoides

citocromo ¢

transferéncia de electrdes

varios processos metabdlicos

hemoglobina ligagdo de O, transporte de O, no sangue
Ferro nao hémico
aconitase isomerizacdo do citrato ciclo de Krebs
ferredoxina transferéncia de electrdes varios processos metabolicos

superoxido dismutase / Fe @

dismutagéo do O,™-

defesa antioxidante

lipooxigenase peroxidacdo de acidos gordos metabolismo acidos gordos
transferrina ligacdo de Fe transporte, homeostase do Fe
Cobre

citocromo ¢ oxidase

redugdo do O,

fosforilacdo oxidativa

lacase

oxidacdo de fenois e derivados

metabolismo da lignina

ascorbato oxidase

oxidacdo do ascorbato

metabolismo do ascorbato

superéxido dismutase / Cu,Zn *

dismutagéo do O,

defesa antioxidante

dopamina hidroxilase

hidroxilacdo da dopamina

metabolismo das catecolaminas

plastocianina transferéncia de electrdes varios processos metabolicos
ceruloplasmina ligacdo de Cu transporte, homeostase do Cu
hemocianina ligagdo de O, transporte de O,
Molibdénio

xantina oxidase

hidroxilacdo da xantina

catabolismo das purinas, etc

nitrato redutase

redugdo do NO,-

desnitrificacdo, assimilacdo, etc

formato desidrogenase

redugdo CO,/oxidagdo HCO,-

vias produtoras de energia

nitrogenase / Mo, Fe ®

reducdo de N, a NH*

fixacdo de azoto

Manganés

piruvato oxidase

oxidacgdo do piruvato

metabolismo do piruvato

fosfoenolpiruvato carboxicinase

descarboxilacdo do oxaloacetato

gluconeogénese

superoxido dismutase / Mn ?

dismutagéo do O,™-

defesa antioxidante

arginase

conversao da arginina em ureia

ciclo da ureia

Cobalto

carboxitransfosforilase

transferéncia do grupo fosfato

varios processos metabdlicos
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- continuagdo -

nitrilo hidratase

hidratacdo de nitrilos a amidas

assimilacdo N e C

metionina aminopeptidase

hidrolise do residuo metionina

metabolismo das proteinas

metiltransferase transferéncia -CH, metabolismo de aminoacidos
Niquel
urease hidrolise da ureia a NH,* catabolismo da ureia
hidrogenase / Ni,Fe ¢ oxidagdo de H, / redugdo de H* vias produtoras de energia, etc
CO desidrogenase oxidagdo CO / redugdo de CO, vias prod. energia, fonte de C
glioxalase I isomerizacao metabolismo do metilglioxal
Zinco

anidrase carbdnica

hidratagdo do CO,

transporte CO,, controlo pH, etc

carboxipeptidase

hidrolise de péptidos

catabolismo de péptidos

superdxido dismutase / Cu,Zn @

dismutagéo do O,™-

defesa antioxidante

alcool desidrogenase

oxidacdo de alcoois a aldeidos

metabolismo dos é&lcoois

fosfatase alcalina

desfosforilacdo

varios processos metabolicos

activacao de enzimas e proteinas

Magnésio
enolase desidratacao fosfoenolpiruvato glicolise
piruvato carboxilase carboxilacdo do piruvato gluconeogénese

producdo de ATP, transporte de

ATPases sintese/hidrélise de ATP s
solutos através de membranas
Calcio
calmodulina ligacdo de Ca** mensageiro metabolismo do Ca
ATPases sintese/hidrolise de ATP produggo de ATP, transporte de

solutos através de membranas

? Existem diferentes tipos de super6xido dismutases: enzimas dependentes de cobre e zinco, presentes em eucariontes, enzimas dependentes de
manganeés, presentes em procariontes e na mitocondria de eucariontes, e enzimas dependentes de ferro, presentes em procariontes.

b Nitrogenase dependente de molibdénio e ferro.
¢ Hidrogenase dependente de niquel e ferro.

As geometrias frequentemente encontradas em Biologia
ndo diferem muito das observadas nos compostos inorga-
nicos anédlogos, sendo frequentes arranjos octaédricos e
tetraédricos, que podem apresentar distorcoes (Figura 3,
Tabela 2).

Uma compreensado e discussao da utilizacdo (escolha) da
estrutura e da reactividade de ides metalicos como consti-
tuintes de centros cataliticos de enzimas pode ser feita com
base em muitos dos conceitos da Quimica Inorganica sobre
coordenacdo e geometria de metais inseridos em compos-
tos de coordenacdo. A constante de associacdo de metais
em metaloproteinas e a facilidade de alteracdo de estado de
oxidacgdo sdo determinantes no comportamento dos centros
metdlicos descritos. A série dos metais de transicao utili-
zada pela Biologia oferece uma enorme versatilidade de
configuracgoes electrénicas (d' a d'?), estados de oxidagdo
e estados de spin (0 a 5/2, para centros monometalicos,
podendo ser detectados estados de spin mais elevados em
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agregados multimetalicos) (Tabela 3) [2-4]. Como se pode
ver na Tabela 2, a escolha dos ligandos preferidos pelos
diversos ides metalicos em sistemas bioldgicos, segue a
previsdo descrita na classificacado dos metais de Arhland,
Chatt e Davies [2-5].

3. PROTEINAS HEMICAS — HEMO, UMA ESTRUTURA VERSATIL

O ferro é dos metais de transicao o mais frequentemente
utilizado pelos sistemas biol6gicos e pode ser encontrado
em estruturas hémicas ou em centros contendo ferro ndo
hémico (centros de ferro-enxofre e outros). A estrutura hé-
mica (Figura 4-A) é uma das estruturas biolégicas mais
versateis. O anel da porfirina, que disponibiliza quatro ato-
mos de azoto para coordenar o ferro no plano equatorial,
pode apresentar diferentes tipos de saturacdo (e.g., hemo
¢, hemo b, hemo d, e sirohemo (Figura 4-B)), podendo
estar ou ndo ligado covalentemente a cadeia polipetidica
(citocromos c ou citocromos de outros tipos, respectivamen-
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Figura 3 — Geometrias de coordenacdo mais frequentes em Biologia
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Exemplos escolhidos mostrando o paralelismo entre as geometrias propostas pela Quimica Inorganica e arranjos estruturais encontrados em metalopro-
teinas. (A) Trigonal plano — plastocianina (Cu coordenado por S(met), S(cis), N(his)). (B) Quadrangular plano — factor transcripcdo dependente niquel
(Ni coordenado por 3 N(his), S(cis)). (C) Tetraedro — rubredoxina (Fe coordenado por 4 S(cis)). (D) Pirdmide quadrada — aldeido oxidorredutase (Mo
coordenado por 2 S(pterina), 30(oxo)). (E) Bipirdmide triangular — urease (Ni coordenado por 2 N(his), O(gli), O(oxo0), O(lis modif)). (F) Octaedro —
citocromo ¢ (Fe coordenado por 4 N(porfirina IX), N(his), S(met). (G) Trigonal prismatica — formato desidrogenase (W coordenado por 4 S(pterina),
S(cis), Se(Se-cis)). (H) Piramide pentagonal — fosfolipase A2 (Ca coordenado por O(asp), 2 O(gli), O(tir), 2 O(0x0)). As imagens foram criadas com o
programa Accelrys DS Visualizer v2.0 (Accelrys Software Inc.), com base nos ficheiros PDB 1BXV (plastocianina do choupo), 2Y3Y (factor de trans-
cripcao dependente de niquel de Helicobacter pylori), 2DSX (rubredoxina de Desulfovibrio gigas), 1VLB (aldeido oxidorredutase de Desulfovibrio gi-
gas), 2KAU (urease de Klebsiella aerogenes), 3ZCF (citocromo ¢ humano), 1HOH (formato desidrogenase de Desulfovivrio gigas), IKVW (fosfolipase
A2 bovina); representam-se os atomos coordenantes como esferas e restantes atomos do centro metalico como linhas.

Tabela 3 — Estados de spin em metais de transi¢do

iao metalico ocupacao das orbitais d estado de spin

Mo** 4d T S=1/2

e | IR
M T T T T T S =5/2, spin alto
TR 5= 2, spinalto
IR =0, spin baixo
R SR O T $=32,spn alto
Tl Tl Tl T S = 1/2, spin baixo
| T ety (nd it S- 1

S fetety 1t 5=0
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Co* 3d’
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A B

Figura 4 — Versatilidade de coordenacdo em estruturas hémicas

siro-hemo

Variabilidade no tipo de porfirina (N-ligandos no plano equatorial) e ligandos axiais. (A) Estrutura base de um hemo: anel de porfirina e dois ligandos
axiais (LA1 e LA2) coordenam um atomo de ferro. (B) Estruturas de diferentes hemos, mais frequentemente usados em biologia, hemos b, c, d, e
siro-hemo. As imagens foram criadas com o programa Accelrys Draw 4.0 (Accelrys Software Inc.).

te). A versatilidade da estrutura hémica é ainda conseguida
através da variabilidade de coordenacao nas posicGes axiais
(e.g., residuos de metionina, histidina, cisteina, lisina, tiro-
sina). Mais ainda, muitas destas propriedades podem ser
moduladas pela exposi¢cdo do hemo ao solvente, pela carga
e constante dieléctrica da vizinhanca. E de salientar que as
proteinas hémicas, assim como outros grupos de metalopro-
teinas, sao um exemplo claro de Quimica Supramolecular:
a introdugdo do ferro na estrutura da porfirina e posterior in-
sercao do hemo assim formado na cadeia polipetidica, a qual
vai fornecer os ligandos axiais e locais de ligagdo covalente
do hemo, resulta na formacgdo concertada de um catalisador
biolégico cujas capacidades ultrapassam a de cada uma das
partes individuais.

A porfirina e os ligandos axiais formam um centro hémico
sujeito a um campo de ligandos, que, dependendo do tipo de
atomos presentes nas posicoes axiais, pode ser fraco ou forte
[3,4]. A biologia encontrou uma solugao estrutural de grande
versatilidade, como referimos, e usando dois dos estados de

oxidacdo mais frequentes em biologia (Fe*, d°, e Fe*, d°)
e diferentes desdobramentos energéticos das orbitais d do
metal (campo forte e campo fraco) obtém-se quatro estados
de spin, que podem ser atingidos s6 por modulac¢do da vizi-
nhanca do atomo de ferro (Figura 5, Tabela 3). A riqueza es-
trutural e electrénica destes centros hémicos é ainda maior,
pois os estados redox Fe*', d*, e Fe**, d®, também sdo detecta-
dos em Biologia e existe ainda a possibilidade de se observa-
rem estados de spin intermédios (equilibrios de spin) [6,7].

Com base no tipo de porfirina, ligandos axiais presentes e
covaléncia (ou nao) estabelecida com a cadeia polipeptidica,
foram reunidos, na Figura 6, seis casos paradigmaticos que
contemplam estas questdes (outros exemplos foram sistema-
tizados na Tabela 4): (i) e (ii) Ferro hexacoordenado num
hemo c, i.e., ferro com a esfera de coordenacdo completa
num hemo ligado covalentemente a proteina: citocromo ¢
(coordenado por his, met) e citocromo c, (his, his), os quais
exercem exclusivamente a funcdo de transferéncia electréni-
ca (Figura 6-A e 6-B); (iii) e (iv) Ferro hexacoordenado num

ferrocit. ¢ ferricit. ¢

oxi-hemog. met-miog.

Fe*-0, Fe*-H0 Fe® Fe¥
—~ —+
& ’
.
1 ~
] T +
1
[}
!
!
] 10 Dg
A
1 —xa —t— 4+ H
\ —_—
\ P S G A A 4
e s S b H -
p et 4l b
distorgdo  distorgio
axial rémbica Fe?* Fe* Fe2* Fe*
§=2 S=512 S=0 S=112
spin alto spin baixo

Figura 5 — Orbitais d, hemos / estados de oxidacdo e de spin

Energia das orbitais d de hemo (porfirina IX-ferro) na presenca de campo de ligandos fraco e forte, para dois estados de oxida¢do do metal. Oxi-hemog.,
oxi-hemoglobina (Fe**-0,); met-miog., meta-mioglobina (Fe**-H,0); ferrocit. c, ferrocitocromo (Fe*"); ferricit. c, ferricitocromo (Fe*").
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hemo b, i.e., ferro com a esfera de coordenagdo completa
num hemo ligado ndo covalentemente: citocromo b e b,
(his, met e his, his), que exercem exclusivamente a fun-
cdo de transferéncia electrénica (Figura 6-C e 6-D); (v) e
(vi) Ferro pentacoordenado e/ou coordenado por um sexto
ligando 1abil, num hemo b, i.e., esfera de coordenagao in-
completa num hemo ligado ndo covalentemente: catalase
(tir, H,0,/H,O) e mioglobina (his, O,), as quais tém capaci-
dade catalitica (dismutagdo do H,0, a O, e H,0) e fungdes
especificas no transporte de oxigénio, respectivamente (Fi-
gura 6-E e 6-F). As proteinas hémicas com actividade cata-
litica serdo discutidas em mais detalhe no ponto seguinte.

4. PROTEINAS HEMICAS QUE SAO ENZIMAS

4.1. ENzIMAS HEMICAS ISOLADAS EM ESTADOS NATIVOS ACTIVOS
— A NITRITO REDUTASE DE DESULFOVIBRIO DESULFURICANS

A reducdo de nitrito a aménio (processo bioldgico de amo-
nificacdo dissimilativa) ocorre numa etapa unica que en-
volve seis electrdes (eq. 1) e é catalisada por uma proteina

penta-hémica, a ccNIR [8].

NO +8H'+6e - NHS'+2HO (1)
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Figura 6 — Estruturas paradigmaticas
do centro metalico de proteinas hémicas
demonstrando a versatilidade de
coordenacao e fungées biologicas

(A) Citocromo ¢, hemo ¢ (coordenado por
his,met), ligado covalentemente a proteina,
envolvido na transferéncia electrénica.
(B) Citocromo c, (tri-hémico), hemo ¢
(his,his), ligado covalentemente, envolvido
na transferéncia electrénica. (C) Cito-
cromo b, hemo b (his,met), ligado ndo
covalentemente, envolvido na transferén-
cia electronica. (D) Citocromo b,, hemo b
(his,his), ligado ndo covalentemente, en-
volvido na transferéncia electrénica. (E)
Catalase, hemo b (tir, H,0,), catélise. (F)
Mioglobina, hemo b (his, H,0), ligado ndo
covalentemente, envolvido no transporte de
oxigénio. As imagens foram criadas com
o programa Accelrys DS Visualizer v2.0
(Accelrys Software Inc.), com base nos fi-
cheiros PDB 3ZCF (citocromo ¢ humano),
1HHS5 (citocromo c¢7 de Desulfuromonas
acetoxidans; os restantes dois hemos estdo
representados com linhas), 256B (citocro-
mo b562 de Escherichia coli), 3NER (ci-
tocromo b5 humano), 1QQW (catalase do
eritrocito humano), 1YMB (mioglobina de
coragdo de cavalo).

A ccNIR de Desulfovibrio desulfuricans (oligémero com 2
subunidades, num arranjo «,f,) contém cinco hemos tipo
¢ (na subunidade «), que estao ligados de modo covalen-
te a cadeia polipeptidica por ligacOes tioéter a residuos de
cisteina [9,10] (Figura 7). O hemo catalitico encontra-se
na subunidade o e é o tinico hemo pentacoordenado, apre-
sentando um sé ligando proteico axial, um residuo de lisina
(identificado como hemo 1 (Figura 7)). Os outros quatro
hemos da subunidade « sdo coordenados por duas histidi-
nas, numa geometria octaédrica completa, sendo-lhes atri-
buidas fungoes de transferéncia de electrdes do parceiro
fisiol6gico para o centro activo. Assim, a analise estrutural
indica que o hemo 1 é o tinico hemo com capacidade ca-
talitica (interac¢do com substrato). A sexta posicao deste
hemo é ocupada por uma molécula de agua na estrutura
cristalina. Este é um exemplo de uma proteina hémica iso-
lada numa forma activa [7,9].

4.2. ENzIMAS HEMICAS ISOLADAS EM FORMAS INACTIVAS E QUE
REQUEREM ACTIVAGAO

As enzimas hémicas que sdo discutidas nesta secgcdo sdao
normalmente isoladas em estados inactivos, mas podem
ser activadas através de um passo que envolve alteragoes
conformacionais importantes, que resultam na formacao de
um centro catalitico competente, que pode interactuar com
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Tabela 4 — Proteinas hémicas: ligandos axiais, reac¢oes mediadas e funcdes biol6gicas

proteina ligandos axiais ::a:lci?:)
citocromo b his. hi transferéncia de electrdes
(hemo b) 15, s (cit. b) Fe* +1e- === (cit. b) Fe**
citocromo ¢ hi ; transferéncia de electrdes
(hemo c) 15, me (cit. ¢) Fe** +1e- === (cit. ¢) Fe*
citocromo ¢, . transferéncia de electrdes
(hemo ¢) his, met (cit. ¢) Fe*" +1e- === (cit. c) Fe*
citocromo ¢, his. met transferéncia de electrdes
(hemo c) ’ (cit. ¢) Fe** +1e- === (cit. ¢) Fe**
hemoglobina . o
(hemo b) his, O/H,0 transporte de oxigénio
peroxidase . remogdo do H,0,
(hemo b) his, H,0,/H,0 A-H,+H0,+H" -~ A+2H0
cloroperoxidase . remogdo do H,0,
(hemo b) cis, H,0/H,0 AH+X-+HO, -~ AX+H0
catalase . remogdo do H,0,
(hemo b) tir, H,0,/H,0 2H,0, » 2H,0+0,

oxido nitrico sintase

(hemo b) cis, arginina/H,0

sintese de 6xido nitrico
arginina + 20, + 3/2NADPH -
citrulina +'NO + 2H,O + 3/2NADP”

sistema microssomal P o

metabolismo de xenobiéticos, etc

(hemo b) cis, RH/H,0 RH + O, + 2e-+ 2H" — ROH +H,0
nitrito redutase ) _ reducao dissimilativa de nitrito
(hemo c) lis, NO,”/H,0 NO,- +6e-+8H" - NH,"+2H,0

nitrito redutase .
his, NO,~/H,0

reducdo dissimilativa de nitrito

(hemo d,) NO,- +1le-+2H" - 'NO+H,0
hidroxilamina oxidorredutase . nitrificacdo
(hemo P,) his, NH,OH/H,0 NHOH+HO - NO, +de-+5H"

nitrito redutase
e sulfito redutase

cis, NO,~/H,0
(siro-hemo)

reducdo assimilativa de nitrito
NO,- +6e-+8H" - NH,"+2H,0
SO~ +6e-+6H" - S* +3H,0

Figura 7 — Estrutura da subunidade a da ccNIR de Desulfovibrio
desulfuricans

(A) A estrutura do dimero é colorida pelos elementos de estrutura
secundéria. Os hemos sdo visualizados a preto. (B) Representacdo dos
hemos na mesma orientagdo do painel A. Os hemos numerados de 2 a 5
tém coordenagdo axial (his,his) e o hemo 1 é coordenado por (lis, H,0).
(C) Detalhe da coordenagdo do centro catalitico activo (hemo 1). Figuras
obtidas usando o DS Visualizer v2.0. (Accelrys Software Inc.), com base
no ficheiro PDB 10AH.
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o substrato. O processo de activacdo é complexo e a esfera
de coordenacdo do ferro hémico tem de ser controlada de
modo a que a reaccdo s6 ocorra na presenca de poder redu-
tor suficiente (controlo estrutural e redox).

Os dois exemplos escolhidos tém pontos em comum. A es-
trutura terciaria é desenhada de modo a conter um centro
de transferéncia electrénica e um centro catalitico inacti-
vo quando isolado, mas competente apés activagdo. Neste
caso, os processos de transferéncia electrénica sdo com-
plexos e pode ocorrer um processo intermolecular entre a
enzima e o doador/aceitador electrénico e outro intramole-
cular entre os dois hemos presentes na mesma subunidade
enzimatica. Nestes exemplos, a forma inactiva da enzima
apresenta uma esfera de coordenagdo completa, mas a re-
mocao de um ligando origina formas de menor nimero de
coordenacdo que podem ligar substratos.

4.2.1. A NITRITO REDUTASE DE PARACOCCUS DENITRIFICANS

A reducao do nitrito tem um lugar importante no biociclo
do azoto, participando em vérias vias metabdlicas [11].
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Uma dessas vias, de enorme importancia ambiental e in-
dustrial, é a desnitrificacdo através da qual o nitrato é redu-
zido a azoto (eq. 2) [12-16].

2NO,” +10e +12H" - N,+6H,0 )

A reaccdo global (eq. 3) compreende quatro etapas suces-
sivas,

NO,-

3

sendo conhecidas estruturalmente todas as metaloenzimas
envolvidas (eq. 4 a 7).

nitrato redutase
Mo, Fe

NO,” +2e +2H' > NO,-+H,0 (4)

nitrito redutase
Fe ou Cu

NO,” +e +2H' >NO+H0 (5

oxido nitrico redutase

2NO+2e +2H' = > N,O+H0 (6)

oxido nitroso redutase

N,O+2e+2H' o >N, + H,0 )

Em Paracoccus denitrificans, a reducao de nitrito a 6xido
nitrico (eq. 5) é levada a cabo pela cd,NIR. Esta é uma pro-
teina hémica dimérica e cada monémero é constituido por
dois dominios diferentes (Figura 8) [16]. Um dos dominios
liga de modo covalente um hemo c e o outro contém um
hemo d, ligado de forma ndo covalente. O hemo c apre-
senta o atomo de ferro hexacoordenado e tem um papel
na transferéncia de electrdes do parceiro fisiol6gico para o
centro activo (como antecipado pela coordenacdo octaédri-
ca). O hemo d, é o centro catalitico.

A cd NIR de Paracoccus denitrificans ¢ isolada numa
forma inactiva. Ap6s a reducdo do hemo c ocorrem al-
teracOes estruturais importantes em toda a proteina,
as quais conduzem a activacdo da enzima. (i) Na for-
ma oxidada, a esfera de coordenacdo do ferro do hemo
d, estd completamente ocupada por uma tirosina e uma
histidina como ligandos axiais, o que explica a inacti-
vacdo da enzima [17,18]. (ii) Apés a reducdo, a cadeia
lateral da tirosina € deslocada e o hemo d,, agora pen-
tacoordenado, esta pronto para interactuar com o subs-
trato (a molécula de nitrito coordenada pelo atomo de
azoto pode ser visualizada na estrutura cristalina, as-
sim como o produto, o 6xido nitrico (Figura 8)) [17].
(iii) O hemo c, embora se mantenha hexacoordenado,
sofre igualmente uma alteracdo na coordenagdo axial:
enquanto que na forma oxidada o ferro se encontra coor-
denado por duas histidinas, na forma reduzida a coorde-
nacao passa a ser feita por uma histidina e uma metionina.
Esta alteracdo conformacional é concertada com a alte-
racdo do nimero de coordenacdo do hemo d1 [17,19-21].
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4.2.2. A PEROXIDASE BACTERIANA (DI-HEMICA) DE MARINOBACTER HIDRO-
CARBONOCLASTICUS

As CCP isoladas de bactérias sdo proteinas diméricas que
catalisam a reducdo de per6xido de hidrogénio a agua (eq.
8) [22].

HO,+2e+2H - 2HO0 ®)

Cada mondmero contém dois hemos ¢ com fungdes distin-
tas: transferéncia electrénica e catalise (Figura 9) [23-25].
Na maioria dos casos, esta enzima é isolada numa forma
inactiva, em que ambos os hemos sao hexacoordenados:
o hemo de transferéncia electrénica tem como ligandos
axiais um residuo de metionina e outro de histidina e o
hemo peroxidético dois residuos de histidina. O processo
de activacdo requer poder redutor e a presenca de ides cal-
cio [22].

A reducdo do hemo de transferéncia electrénica é acoplada
a uma alteracdo conformacional muito relevante na proxi-
midade do hemo peroxidatico: este centro perde um dos
ligandos histidinilo e torna-se pentacoordenado e com ca-
pacidade de ligar o substrato [26,27].

Na auséncia de ides cdlcio, a conversdao do hemo peroxida-
tico a pentacoordenado ndo ocorre e a enzima permanece
inactiva.

Figura 8 — Estrutura da cd,NIR de Paracoccus denitrificans

(A) Estrutura do dimero da cd,NIR na forma inactiva, oxida-
da; a estrutura estd colorida de acordo com os de estrutura se-
cundaria. Os hemos sdo visualizados a preto. (B) Representa-
¢do dos hemos na mesma orientagdo do painel A. (C) Detalhe
da coordenagdo do hemo ¢ na forma inactiva, oxidada (his,his).
(D) Detalhe da coordenacdo do hemo c na forma activa, reduzida
(his,met). (E) Detalhe da coordenagdo do hemo d, na forma inactiva,
oxidada (his,tir). (F) Detalhe da coordenagdo do hemo d, na forma acti-
va, reduzida (his,NO,), com evidente remogéo da tir da esfera de coor-
denacao, criando uma posi¢ao vaga de coordenacdo, potencial local de
interac¢do com o substrato. Figuras obtidas usando o DS Visualizer v2.0.
(Accelrys Software Inc.), com base nos ficheiros PDB 1QKS (painéis A,
B, C e E) e 1AOF (painéis D e F).
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hemo transf.
electrénica

hemo peroxidatico

Figura 9 - Estrutura do monomero da CCP de Marinobacter
hydrocarbonoclasticus

(A) Estrutura do monémero da CCP na forma activa; a estru-
tura é colorida pelos elementos de estrutura secundéaria. Os he-
mos sdo visualizados a preto e o atomo de célcio a verde.
(B) Representacdo dos hemos e do calcio na mesma orientagdo do painel
A. (C) Detalhe da coordenacdo do hemo peroxidatico na forma inacti-
va (his,his). (D) Detalhe da coordenacdo do hemo peroxidatico na forma
activa (his, H,0); a ligacdo do célcio induz uma alteragdo conformacio-
nal que conduz a transformacdo do hemo inactivo em activo através da
remocdo da his. Figuras obtidas usando o DS Visualizer v2.0. (Accelrys
Software Inc.), com base nos ficheiros PDB 1RZ6 (painéis A, B e C) e
1RZ5 (painel D).

5. CONCLUSOES

Os exemplos discutidos demonstram que os sistemas hé-
micos tém grande diversidade e versatilidade: usando uma
estrutura basica comum que adaptou variacdes subtis (con-
forme mostrado na utilizagdo do hemo ¢, hemo b e hemo
d), o hemo pode estar ligado, ou ndo, de modo covalente
a cadeia polipeptidica, pode incorporar uma variedade de
ligandos em posigdes axiais e alterar o nimero de coor-
denacgdo, os estados de oxidacdo e spin. Outras variagdes
desta estrutura bésica sdo exploradas pela Biologia e po-
dem incorporar niquel (coenzima F,, da metil-coenzima
M redutase envolvido na oxidacdo anaerébia de metano)
[28], cobalto (corrina na vitamina B,,) e magnésio (clorina
nas clorofilas) [5].

Estas estruturas modulares sdo muitas vezes usadas em
Biologia, como blocos construtores de centros activos, re-
sultado de processos evolutivos e de conservagao/optimi-
zagao de energia metabdlica. Um outro caso paradigmatico
¢é o dos centros de ferro-enxofre, onde estruturas tetraédri-
cas basicas de Fe(S), permitem uma grande variabilidade
estrutural de agregados e de nuclearidade [29].

O nosso objectivo neste artigo foi demonstrar que a esfera
de coordenacdo “desenhada” pelos ligandos em torno do
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metal nos centros cataliticos de enzimas controla a acti-
vidade enzimatica. Grande parte das metaloproteinas sdo
isoladas em estados inactivos e para promoverem a cata-
lise requerem uma etapa de activacdo. Para gerar um sitio
catalitico é necessario poder redutor, alteracdes de estado
de oxidacado e spin, incubacdo com substratos e algumas
vezes a presenca de ides externos. Estes processos condu-
zem a importantes alteracoes conformacionais que levam
ao design de um centro catalitico competente. Os exemplos
indicados, demonstram claramente o controlo da esfera de
coordenacdo do metal na actividade enzimaética e, mais
ainda, a dinamica da transformacdo de espécies inactivas
com consequentes rearranjos estruturais.

Foi identificada uma estratégia comum e unificadora: es-
feras de coordenagdo completas ndo podem catalisar re-
accoes e formas activas podem ser obtidas por alteragcdo
do nimero de coordenacdo, e demonstrado que ligandos
e electrdes podem modular a actividade de metaloprote-
inas e que muitas das nogoes da Quimica de Coordena-
¢do sdo aplicaveis a Bioquimica. Os exemplos descritos
representam casos elucidativos. Proteinas de baixa massa
molecular, que actuam em processos de transferéncia elec-
tronica, nao alteram a esfera de coordenacdo do seu centro
activo. O seu hemo altera o estado de oxidacao sem alte-
rar o numero de coordenagdo. Em condigdes fisioldgicas,
o nimero de coordenacdo ndo é alterado e a porfirina e
os ligandos axiais tém um papel determinante no poten-
cial redox operacional. Foi descrito também que existem
casos que ndo requerem activacao, pois a esfera de coorde-
nacao tem disponibilidade para coordenar o(s) substrato(s)
(ccNIR de Desulfovibrio desulfuricans). Outras proteinas
sdo isoladas em estados inactivos onde o centro reaccional
apresenta uma esfera de coordenacdo completa. A remocao
de um ligando crucial da origem a um local para a ligacdo
do substrato. Na maioria dos casos estas alteragdes de co-
ordenacdo sdo acompanhadas de modificacOes estruturais
drasticas.

Estas nogoes sao reforgadas pelos exemplos listados na Ta-
bela 4, onde, para diferentes proteinas hémicas, se podem
correlacionar tipos de coordenacao/ligandos axiais com
tipos de reaccdo (transferéncia electrénica ou actividade
enzimatica) e funcoes bioldgicas.

Muitos dos argumentos apresentados podem ser aplicados
ao desempenho de outros metais de transicdo utilizados
por sistemas biologicos. A Tabela 5 recolhe informagdo
sobre estados activos e inactivos de metaloenzimas, onde
a alteracdo do niimero de coordenacao é evidente, usando
0s conceitos gerais observados em proteinas hémicas. O
mesmo tipo de aproximacao é aplicavel na interpretacao de
correlacOes estrutura/actividade de muitas enzimas e ago-
ra explicito em (i) proteinas contendo ferro ndo hémico,
como as superdéxido redutases e hidrogenases dependentes
de niquel e ferro, (ii) proteinas contendo cobre, nitrito re-
dutases e 6xido nitroso redutase, e (iii) enzimas contendo
centros mononucleares de molibdénio e tungsténio.

As enzimas contendo molibdénio e tungsténio apresentam
possibilidades de esferas de coordenacao flexiveis (em ge-
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Tabela 5 — Estados activos e inactivos em metaloenzimas: evidéncia para alteragdo do niimero de coordenacao

ido metalico

enzima

mecanismo de

forma inactiva

forma activa

Fe

superdxido redutase

activagao

saida de ligando axial
em equilibrio

saida de um ligando

nitrato redutase ("sulfur shift")

[30-34]

[51-61]
cis cis
Nie Fe _ 0-0- CN oN
. reducdo do g -
hlc[lgc;g‘elg;lse centro activo os co . co
: C1S
cis ) e CN
CI1S CiS
H,0
Cu .
nitrito redutase (isolada — !
[48-50] na forma activa) his is
his
Cu ~
L . reducdo do
6xido nitroso redutase Centro activo
[65-69]
cis s cis
s
Mo

" pterina Pedin
plerina

ral com ligandos pterinicos), elevados ntiimeros de coorde-
nacao, que estabilizam vérios estados de oxidacao, e eleva-
da afinidade para atomos de oxigénio e enxofre. Esferas de
coordenacdo incompletas introduzem flexibilidade na inte-
raccdo com substratos e proporcionam a estas enzimas um
modo expedito para inserir ou abstrair a&tomos, na maioria
dos casos de oxigénio, conforme se pode observar nas pro-
postas mecanisticas das molibdoenzimas aldeido oxidor-
redutase e xantina oxidase, nitrato redutase, CO desidro-
genase e sulfito oxidase [30-34]. Do mesmo modo, é claro
que a activacdo em hidrogenases dependentes de niquel e
ferro requer a remocdo de ligandos do centro catalitico,
isolado em geral numa forma inactiva [35-47]. A reducdo
do nitrito levada a cabo em etapas desnitrificantes por en-
zimas contendo cobre (eq. 5) revela, ap6s a anélise estru-
tural, que o centro catalitico (coordenado por trés ligandos
proteicos (his) e uma molécula de dgua (grupo 1abil)) se
encontra num estado activo e ndo requer activagao [48-50].
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No caso das superéxido redutases, é bem evidente uma
regulacdo fina conduzida por um grupo “axial”. O centro
catalitico contendo ferro ndo hémico esta coordenado por
quatro 4tomos de azoto (his) localizados num “plano equa-
torial”; uma cisteina e um glutamato completam a esfera
de coordenacdo. O ligar/desligar do residuo de glutamato
regula a actividade e pode ser um interruptor sensivel ao
pH do meio reaccional [51-61].

Mais ainda, o controlo exercido pela esfera de coordena-
¢do do metal, aqui demonstrado, no controlo de estados de
activacdo de metaloproteinas (activo versus inactivo), tem
maior generalidade, proporcionando mecanismos que per-
mitem a célula alterar a actividade/fungao de uma proteina.
A participagdo do citocromo ¢ na apoptose constitui um
dos exemplos mais bem documentado deste mecanismo
[62-64]: através de alteracdo da esfera de coordenacdo, de
hexa para pentacoordenada, desencadeada por interac¢oes
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com lipidos aniénicos, o citocromo ¢ mitocondrial altera a
sua funcdo de transferéncia electronica para catalise (pe-
roxidase). Este mecanismo de regulacdo da fungao de bio-
moléculas aumenta e amplifica ainda mais a importancia
da Quimica de Coordenagdo na compreensdo de processos
bioquimicos.
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AcTuALIDADES CIENTIFICAS

PRIMEIRA MOLECULA A REAGIR VISTA AO MICROSCOPIO

A observacgao da transformagdo quimica de uma molécula
individualizada a medida que sofre uma reacc¢ao ha muito
que é um desafio em termos de imagem molecular. Final-
mente este sonho quimico de podermos ver as moléculas
a reagir tornou-se realidade gracas a um grupo de quimi-

.

0A

CasH1s
Product 2

\ CasHis
Reactant 1

As imagens de microscopia de forca atémica (AFM) modo nédo-contacto
de uma molécula, antes e depois da reaccao (centro), revelam um muito
maior grau de resolucdo que as imagens obtidas por microscopia de efeito
de ttinel (STM). E notavel o grau de semelhanga com a representacéo que
se faz das moléculas ha mais de um século (parte inferior).

cos e fisicos da Universidade da Califérnia em Berkeley,
do Lawrence Berkeley National Laboratory e do Centro
Internacional de Fisica de Donostia e da Universidade do
Pais Basco, que recorreu a microscopia de forca atémica
(AFM) modo ndo-contacto. Os investigadores obtiveram
as primeiras fotos de alta resolucdo que mostram os atomos
de uma molécula da familia dos [oligo-(fenileno-1,2-etini-
lenos)] e as ligagdes covalentes entre eles. Conseguiram
igualmente obter as imagens dos produtos formados por
degradacao térmica desta molécula. Assinale-se que até ao
momento s6 tinha sido possivel inferir este tipo de infor-
macao a partir de dados de anélise espectroscopica.

A possibilidade de visualizar as reacgdes quimicas por esta
técnica podera nao s6 ser ttil aos estudantes de Quimica
como também podera indicar aos quimicos qual o ajuste
fino necesséario para obter das suas reacgdes os produtos
desejados.

A equipa liderada pelos professores Felix Fischer e Mi-
chael Crommie, de Berkeley, obteve estas imagens com o
objectivo inicial de construir novas nanoestruturas de gra-
feno, uma éarea de pesquisa das ciéncias de materiais com
grande impacto na actualidade pelas possiveis aplicacdes
em futuras geracoes de computadores. O uso deste tipo
de imagem molecular, todavia, podera ser ainda alargado
a outras areas como, por exemplo, a catalise heterogénea.

(adaptado de http://newscenter.berkeley.edu/2013/05/30/
scientists-capture-first-images-of-molecules-before-
and-after-reaction/ e de http://www.sciencemag.org/

content/340/6139/1434.abstract)

Joao Paulo André
(jandre@quimica.uminho.pt)

NOVOS SAIS DESAFIAM FUNDAMENTOS DA QUIMICA

Uma equipa de investigadores da State University of New
York, EUA, encontrou estequiometrias inesperadas para o
cloreto de sédio, mas correspondendo a formas estaveis
deste composto. A equipa desenvolveu um c6digo compu-
tacional que prevé estruturas cristalinas em condigdes de
pressdo e temperatura especificas a partir de uma determi-
nada composicdo quimica. Ao uséa-lo, a equipa descobriu
que podem ser obtidas novas estequiometrias para o cloreto
de sodio a pressdes elevadas. Compostos tais como NaCl,,
Na,Cl, Na,Cl,, Na,Cl e NaCl,, com ligagbes quimicas e
propriedades electrénicas pouco comuns, sdo teoricamen-
te estaveis até 250 GPa. No entanto, para estas pressoes,
o NaCl também é estavel. Os investigadores descobriram
igualmente que para a obtencdo das novas estruturas é ne-
cessario uma temperatura elevada e um excesso de Na ou

a sua publicacgdo trimestral
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de Cl. Para testar esta previsdo, obtiveram experimental-
mente duas formas cristalinas de NaCl,, uma acima de 18
GPa e outra acima de 54 GPa, na presenca de um excesso
de Cl. O aquecimento na presenca de um excesso de Na
produziu Na,Cl, estavel acima de 20 GPa.

(adaptado de http://www.rsc.org/chemistryworld/2013/12/
new-sodium-chlorides-assault-chemical-rules; http://
www.sciencedaily.com/releases/2013/12/131219142138.
htm e de W. Zhang et al., Science, 2013, DOI: 10.1126/
science.1244989)

Paulo Mendes
(pjgm@uevora.pt)
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