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INTRODUÇÃO

O ferro é um dos metais de
transição da tabela periódica mais
abundantes e disponíveis na Crusta
Terrestre, não sendo, por isso, sur-
preendente a sua vasta incorporação
em muitos sistemas biológicos. Exis-
tem dois grandes grupos de proteínas
que contêm ferro: as proteínas hémi-
cas e as proteínas de ferro não-hémi-
co. Ao primeiro grupo pertencem as
proteínas que possuem ferro inserido
num anel tetrapirrólico polidentado,
tal como as porfirinas. Ao segundo
grupo pertencem todas as proteínas
de ferro que não se inserem no pri-
meiro, desde as proteínas de ferro-
enxofre (1, 2) às proteínas que con-
têm centros binucleares do tipo
µ-oxo (3, 4).

A diversidade funcional dos
centros de ferro não-hémico, que vai
da manutenção da integridade estru-
tural à catálise, constitui a força mo-
triz para o empenho dos investigado-
res no estudo dos mesmos. A com-
preensão da relação estrutura-fun-
ção, isto é, da estrutura física do sítio
metálico e da estrutura electrónica
do metal em função do papel bioló-
gico da proteína, é de extrema im-
portância no sentido de compreen-
der o que modela a sua função. Para
tal, numerosos métodos físicos e es-
pectroscópicos têm sido aplicados no
seu estudo. Recentemente a deter-
minação das estruturas cristalográfi-
cas de muitas proteínas tem facilita-
do a interpretação dos centros metá-
licos (5, 6). No entanto, muito fica
por conhecer sobre o seu comporta-
mento. Uma estrutura cristalográfica
dá-nos uma ideia do centro activo
num processo estático, nada se po-
dendo estabelecer sobre as alterações
sofridas pelo centro durante um pro-
cesso dinâmico. Esta informação só
pode ser obtida pela aplicação de téc-
nicas espectroscópicas. Por exemplo,
no estudo de centros metálicos de
ferro com função catalítica, é muito
provável que alguns dos intermediá-
rios envolvam complexos metal-li-
gando com estados de valência ele-
vada, sobre os quais muito pouco
continua a ser conhecido. O uso das

técnicas espectroscópicas possibilita a
obtenção de informação sobre o en-
volvimento destes intermediários de
valência elevada na catálise, através
da caracterização das propriedades
magnéticas do sítio metálico. Como
o comportamento magnético de um
metal é uma consequência directa da
sua estrutura electrónica, a caracteri-
zação magnética do centro metálico
implica a caracterização da estrutura
electrónica do mesmo.

A ESPECTROSCOPIA
DE M6SSBAUER

A técnica espectroscópica que
permite adquirir maior informação
sobre proteínas que contenham co-
factores de ferro é a espectroscopia de
Mõssbauer. Para uma revisão à espec-
troscopia de Mõssbauer, o leitor é
aconselhado a consultar algumas refe-
rências que abordam detalhadamente
os fundamentos e aplicações gerais
desta técnica (7-11). No âmbito deste
artigo serão apenas abordadas algu-
mas noções necessárias à compreen-
são dos sistemas aqui apresentados.

A espectroscopia de Mõssbauer
é uma forma de espectroscopia de
ressonância nuclear, que utiliza uma
fonte de 57Co para gerar a absorção
ressonante no núcleo do átomo de
57Fe. O decaimento da fonte de 57 Co
num estado excitado do núcleo de
57Fe e posterior decaimento deste ao
seu estado fundamental, emite uma
partícula y, com a energia de 14.4
keV. Como a energia de absorção dos
núcleos de 57Fe nas amostras em es-
tudo depende do ambiente químico
em que eles estão inseridos, é neces-
sário fazer variar a energia da radia-
ção monocromática da fonte. Tal é
conseguido através do efeito de Dop-
pler. Ao fazer vibrar a fonte, conse-
gue-se fazer variar a energia da radi-
ação e portanto satisfazer a condição
de ressonância, observando-se picos
de absorção característicos. Dos es-
pectros, assim obtidos, podem-se de-
terminar parâmetros típicos dos cen-
tros metálicos nas amostras em estu-
do. Estes parâmetros (desvio isomé-
rico, desdobramento de quadrupolo,

desdobramento magnético) permi-
tem obter, por exemplo, informação
sobre o estado de oxidação e de spin
dos átomos de ferro, o número e tipo
de ligandos e a quantidade relativa
de cada tipo de átomo de ferro e/ou
agregados de átomos de ferro. Como
exemplo podemos descrever as mu-
danças observadas no desvio isomé-
rico (S) de um centro monomérico
de ferro. Este é o caso mais simples,
pois este tipo de centros apresenta
normalmente apenas dois estados de
oxidação: férrico e ferroso. Nos siste-
mas de ferro não-hémico podemos
ainda separar os centros monoméri-
cos em dois tipos de coordenação di-
ferente: i) tetraédricos e coordenados
por enxofres cisteicos (tipo rubredo-
xina) e ii) penta ou hexacoordenados
maioritariamente por oxigénios e
azotos. Como se pode verificar na fi-
gura 1A, a uma diminuição do esta-
do de oxidação e/ou aumento no
número de coordenação corresponde
um aumento no valor de desvio iso-
mérico. Tal facto implica um aumen-
to na energia necessária para satisfa-
zer a condição de ressonância, que é
directamente dependente da densi-
dade dos electrões d do átomo de
ferro (devido ao efeito de blinda-
gem), da sua esfera de coordenação e
da electronegatividade dos ligandos
(7). Na figura 1B apresenta-se a cor-
relação entre o desdobramento de
quadrupolo e o desvio isomérico
para sistemas de spin baixo e de spin
alto. Neste artigo serão descritos vá-
rios exemplos de sistemas de spin
alto. No entanto, sistemas de spin
baixo são comuns em proteínas hé-
micas, tendo sido também observa-
dos em proteínas não-hémicas, tais
como a hidratase do nitrilo ou as hi-
drogenases. É possível verificar que a
correlação descrita permite identifi-
car o tipo de sistema, bem como o
estado de oxidação, dos co-factores
de ferro em estudo.

Compreende-se, portanto, que a
espectroscopia de Mõssbauer seja ex-
tensivamente usada na caracteriza-
ção das proteínas de ferro não-hémi-
co, por permitir determinar o tipo de
coordenação e o estado de oxidação
dos co-factores presentes nessas pro-
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Fig. 1 - Efeito do estado de spin, estado de oxidação e esfera de coordenação dos átomos de ferro nos

parâmetros de Miassbauer. Painel A - Variação do desvio isomérico, 6 (mm/s), com o estado de oxidação e a

esfera de coordenação para um centro de ferro monomerico. Rd - Rubredoxina, Dfx - Desulfoferrodoxina, e
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teínas independentemente do seu
paramagnetismo.

A principal desvantagem desta
técnica advém do facto do isótopo
activo de ferro ( 57Fe) ter uma abun-
dância natural de apenas 2,2% e de
serem necessárias concentrações
deste na ordem dos milimolar para
que se obtenham dados de boa qua-
lidade. Para colmatar este problema
têm sido desenvolvidos processos de
enriquecimento em 57Fe, que pas-
sam pela adição controlada do
mesmo ao meio de crescimento bac-
teriano. Para proteínas cuja origem
não seja bacteriana, é usual recorrer
às técnicas de biologia molecular dis-
poníveis para se obter sobre-expres-

são dos genes que codificam para as
proteínas de interesse em bactérias
(normalmente Escherichia (E.) coli).
Em conjugação com cuidadosas téc-
nicas de purificação e isolamento de
proteínas é possível obter o material
biológico necessário à realização de
experiências tais como as que se des-
crevem neste artigo.

À DESCOBERTA DE NOVOS
CO-FACTORES

Em 1992 foi publicado o isola-
mento a partir de extractos celulares
de Desulfovibrio (D.) desulfuricans ATCC
27774 (uma estirpe bacteriana capaz

de reduzir sulfato ou nitrato) de uma
nova proteína, de função desconheci-
da, que continha centros de ferro com
características espectroscópicas peculi-
ares (12). Esta proteína, mais tarde de-
nominada fuscoredoxina (com base na
sua cor acastanhada e nas capacidades
de transferência electrónica), foi alvo
de estudos espectroscópicos pormeno-
rizados e a estrutura cristalográfica dos
seus centros foi elucidada recentemen-
te (13). Proteínas homólogas foram já
identificadas em diferentes estirpes
bacterianas, tais como Thiobacillus ferro-
oxidans, Morganella morganii, Methano-
coccus jannaschii, Methanobacterium ther-
moautotrophicum (DeltaH) e E. coli. (14-
17). De entre estas, a fuscoredoxina de
E. coli foi já clonada, sobre-expressa e
caracterizada bioquímica e espectros-
copicamente (18).

A espectroscopia de Mõssbauer
facilmente identificou a presença de
dois tipos diferentes de centros (19).
Observou-se que o centro 1, diamag-
netico na amostra nativa (i.e. resul-
tante do processo de purificação)
contribuía 50% para a absorção
total e apresentava parâmetros típi-
cos de um centro do tipo [4Fe-4S1
no estado 2+. A segunda componen-
te espectral, representando 50% da
absorção total, foi atribuída ao cen-
tro 2, tendo sido possível constatar a
sua interconversão em diferentes es-
tados de oxidação.

Através da desconvolução dos
espectros de Mõssbauer de várias
amostras preparadas por adição de
agentes oxidantes ou redutores fra-
cos à amostra nativa, foi possível ve-
rificar que, nestas condições, o cen-
tro 1 não era activo do ponto de
vista de oxidação-redução e que o
centro 2 poderia existir em três esta-
dos de oxidação diferentes, depen-
dentes do potencial de oxidação-re-
dução. No estado totalmente oxida-
do o centro 2 possui quatro átomos
de ferro no estado ferrico de spin
alto (S=5/2), cujo acoplamento de
spin dá origem a um centro diamag-
nético. A redução mono-electrónica
do centro produz um estado para-
magnético extremamente invulgar.
Com efeito, um dos quatro ferros
está agora no estado ferroso de spin

A

B
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Fig. 2 Espectro de Mõssbauer da fuscoredoxina evidenciando a contribuição do centro 2 no estado "te-

reduzido", cuja representação esquemática é apresentada na parte superior da figura. O espectro foi adquirido

na presença de um campo magnético baixo e a baixa temperatura (4.2 K, 0.5 mT). A linha sobreposta ao

espectro experimental representa a soma das contribuições individuais dos diferentes átomos de ferro.
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alto (S=2) e do espectro de Mõssbau-
er é possível deduzir que o spin se
encontra localizado. A figura 2 de-
monstra como é possível chegar a
esta conclusão. O centro encontra-se
agora num estado paramagnético
com S=912, designado estado " 1 e-re-
duzido". No espectro de Mõssbauer,
adquirido a campo baixo, identifi-
cam-se quatro componentes de igual
intensidade (um por cada ferro do
centro) mas com diferentes valores
de desvio isomérico, desdobramento
de quadrupolo e desdobramento
magnético. Com base nestes parâme-
tros é possível atribuir um tipo de
coordenação, bem como um estado
de oxidação, a cada ferro constituin-
te do centro. Pode-se agora correlaci-
onar estes dados com a estrutura ter-
ciária obtida por cristalografia de
Raios-X (13). Neste estudo os áto-
mos de ferro do centro 2 foram de-
signados por Fe 5 , Fe 6, Fe 7 e Fe8 . De
acordo com os parâmetros obtidos
conclui-se que Fe 8 sofreu redução,
enquanto que os restantes três ferros
permaneceram no estado ferrico. As
constantes de acoplamento hiperfino
observadas revelam que o sistema é
bem descrito pelo seguinte esquema
de acoplamento (ver figura 2). Os
spins de Fe 8 (S 1 =2) e Fe 6 (S2=5/2)
são paralelos e acoplados para for-
mar um spin intermediário, SA, igual
a 9/2. Por sua vez SA está antiferro-
magneticamente acoplado ao spin de
Fe 5 (S 3=5/2) para originar outro spin
intermediário, S B=2. Finalmente, SB
encontra-se ferromagneticamente
acoplado ao spin de Fe 7 (S4=5/2), re-
sultando num spin final igual a 9/2.

O que acontece se efectuarmos
nova redução da amostra anterior?
Amostras produzidas com um estado
de oxidação mais baixo revelam que
nestas circunstâncias ocorre a redu-
ção de Fe 7 , obtendo-se um centro
com igual número de iões ferrosos e
férricos (designado por "2e-reduzi-
do") com um spin total S=4. Este es-
tado pode agora ser explicado por
um esquema de acoplamento seme-
lhante ao anteriormente descrito
mas em que S 4=2.

Em amostras proteicas ainda
mais reduzidas é possível identificar

a presença de mais um ferro no esta-
do ferroso (Fe 6 ). No entanto, para
estes valores de potencial de oxida-
ção-redução ocorre a transferência
de um electrão para o centro 1, que
passa ao estado [4Fe-4S]  1 +, tornan-
do-se paramagnético e dificultando a
análise espectral.

Também no caso da ferroquela-
tase, enzima que catalisa o último
passo da biossíntese do grupo hémi-
co, foi através da espectroscopia de
Mõssbauer que se identificou a pre-
sença de um centro de [2Fe-2S]
como parte integrante desta enzima
(20). Menos recente, mas não menos
importante, foi a descoberta do cen-

tro de [3Fe-4S] em sistemas biológi-
cos (21-23). Neste caso a espectros-
copia de Mõssbauer permitiu esclare-
cer a identidade dos co-factores da
ferredoxina II de Desulfovibrio gigas e
da aconitase, enzima essencial ao
ciclo de Krebs.

Estamos assim na presença de
uma técnica que pode sondar todas
as propriedades estruturais e magné-
ticas dos co-factores de ferro. Mas
como obter a evolução destas propri-
edades com o tempo, isto é, num
processo dinâmico? Como veremos,
a resposta é a utilização de técnicas
de congelamento rápido ("Rapid
Rapid-Freeze Quench", RFQ).
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Fig. 4 - Estrutura cristalográfica da Ferritina. Molécula de ferritina esférica (A), constituída por 24 subunidades

do tipo M. Em cada monómero (B) existe um local único onde ocorre oxidação dos iões ferrosos com a

concomitante formação do centro binuclear,
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TÉCNICAS DE CONGELAMENTO
RÁPIDO OU "RAPID-FREEZE
QUENCH"

A combinação da espectroscopia
de Mõssbauer com técnicas de conge-
lação rápida tem possibilitado a iden-
tificação/caracterização de vários in-
termediários catalíticos (24-30). Se
quisermos estudar o percurso de uma
reacção vamos necessariamente ter
que preparar amostras com diferen-
tes tempos de reacção. Devido à velo-
cidade das reacções enzimáticas, a es-
cala de tempo terá de ser da ordem
dos milisegundos. A figura 3 esque-
matiza o dispositivo experimental
utilizado neste tipo de experiências.
As soluções de enzima e substrato
são mantidas em seringas separadas.
Um computador controla um meca-
nismo de direcção que impele (simul-
taneamente e a velocidade constan-
te) o êmbolo das seringas, projectan-
do o líquido nelas contido através de
uma câmara de mistura. Na saída da
câmara de mistura existe um tubo de
envelhecimento, cujo comprimento
determina o tempo de reacção. Após
atravessar o tubo de envelhecimento

Sermb., A
(cwnia)

Fig23 - Monta `	 "Rapid-Freeie Quench".

a mistura é pulverizada num banho
de isopentano arrefecido a -140 °C,
sofrendo congelação imediata. A
"neve proteica" assim gerada é depois
empacotada em células apropriadas à
análise espectroscópica a utilizar.
Para tubos de envelhecimento sufici-
entemente pequenos é possível obter
tempos de residência de aproximada-
mente 20 ms.

A primeira publicação que des-
creve a aplicação desta técnica à es-
pectroscopia de Mõssbauer data de
1994. Desde então, e com o conco-
mitante desenvolvimento de meto-
dologias de análise dos dados adqui-
ridos, foi possível descodificar inte-
ressantes mecanismos catalíticos tais
como os exemplos que de seguida se
apresentam.

UM EXEMPLO DE
BIOMINERALIZAÇÃO

O ferro é normalmente utilizado
pelos seres vivos no estado de oxida-
ção 2+. No entanto, neste estado de
oxidação e dependendo da sua con-
centração pode ser nocivo, afectando
o bom funcionamento da maquina-
ria celular. Por oxidação pode gerar
peróxido de hidrogénio, superóxido
e outras espécies reactivas de oxigé-
nio. Por outro lado, ao pH fisiológi-
co, a solubilidade do ião férrico é
muito baixa. Com efeito a concen-

tração de ferro utilizado é cerca de
100 biliões de vezes superior à solu-
bilidade do ião livre. Assim existe a
necessidade de um sistema biológico
que permita a concentração e arma-
zenamento do ferro. A ferritina é a
proteína responsável por este proces-
so, sendo a única que catalisa urna
transição de fase reversível entre os
iões em solução e numa matriz sóli-
da (31-33). A estrutura da ferritina é
comum em todos os organismos co-
nhecidos (animais, plantas e micror-
ganismos). Constituída por 24 subu-
nidades, cada uma organizada num
feixe de quatro hélices ("four helix
bundle"), possuindo a forma global
de uma coroa esférica com cerca de
12 nm de diâmetro (ver figura 4).
Durante a mineralização, o ião ferro-
so é inicialmente oxidado em canais
que atravessam a coroa esférica e
posteriormente depositado na cavi-
dade central sob a forma de mineral
(Fe 2 0 3 .nH 2 O). A cavidade central,
cujo diâmetro é de cerca de 8 nm,
pode acumular até 4500 átomos de
Fe. A velocidade de oxidação e mi-
neralização depende do tipo de
subunidade presente em proteínas.
Presentemente estão caracterizados
três tipos de subunidades (L, H e M),
cuja expressão depende do tecido ce-
lular. Estudos efectuados com proteí-
nas recombinantes constituídas so-
mente por um dos tipos de subuni-
dade provaram que as subunidades
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H e M apresentam uma taxa de oxi-
dação do ião ferroso aproximada-
mente 100 vezes superior à subuni-
dade L. Assim se quisermos estudar
as fases iniciais desta catálise as
subunidades H e M parecem ser as
melhores candidatas.

Num conjunto de experiências
(27) fez-se reagir a proteína recom-
binante constituída por subunidades
do tipo H com oxigénio, produzindo-
se amostras com tempo reaccionais
entre 10 ms e 1 s. Os resultados obti-
dos estão representados nas figuras 5
e 6. Foi pela primeira vez possível
obter uma medição directa do subs-
trato consumido (Fe 2+) ao longo do
tempo, pois nos dados adquiridos
com a aplicação de um campo mag-
nético externo de baixa magnitude
(figura 5) é possível quantificar com
grande rigor a linha de mais alta

Fig. 5 - Espectros de Mõssbauer (4.2 K, 0.5 mT) da

ferritina H reagida com 36 átomos de Fez , por

molécula, na presença de concentrações saturantes

de 02 . A - 20 ms, B-60 ms, C-130 ms, D-220

ms, E - 440 ms, e F - 1 s. Painel inferior: oxidação

do ião ferroso.

00

Ufi 0.e
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Fig. 6 - Espectros de Mõssbauer (4.2 K, 8 T) da

ferritina H reagida nas condições descritas na

figura 5. No painel inferior é apresentada a

evolução das espécies férricas formadas ao longo

do tempo reaccional. Espécie trimérica (quadrados

vazios) e diméricas (restantes curvas).

energia do dobleto de quadrupolo
atribuído ao substrato. Nestas condi-
ções é visível um aumento na quan-
tidade de espécies de desvio isoméri-
co mais baixo, ou seja férricas. Estas
espécies são diamagnéticas (S=0)
pois provêm do acoplamento antifer-
romagnético de dois ferros férricos.
Como tal, nestas condições experi-
mentais torna-se muito difícil efec-
tuar uma quantificação rigorosa.
Assim, é necessário adquirir os es-
pectros de Mõssbauer na presença de
um campo magnético aplicado de
magnitude significativa (I a 8 T). Na
figura 6 são apresentados dados ad-
quiridos com a aplicação de um
campo magnético de 8 T, aos quais
foi subtraída a contribuição do ferro
substrato (Fe 2+). Devido à maior re-
solução destes espectros é agora pos-
sível identificar diferentes dímeros e
uma espécie trimérica, em que cada
átomo de Fe possui uma esfera de
coordenação constituída por O e/ou
N. Da evolução temporal de todas

estas espécies podemos concluir que,
na ferritina do tipo H, o ferro subs-
trato é maioritariamente consumido
com uma constante cinética de pseu-
do-primeira ordem, k l , igual a 28.5
± 3 s - i, originando de forma paralela
três tipos de formas diméricas e uma
trimérica.

E o que acontece na ferritina do
tipo M? Com um conjunto de expe-
riências semelhantes às descritas an-
teriormente (28), foi detectado um
novo tipo de intermediário na etapa
inicial da oxidação. Como é possível
observar na figura 7, o consumo do
substrato é agora mais rápido (k 1

aproximadamente igual a 80 s- 1 ) ge-
rando apenas um intermediário fér-
rico. Este intermediário, que possui
parâmetros típicos de um complexo
peroxo-diférrico, posteriormente
decai em algumas das espécies dimé-
ricas já observadas na ferritina H.

Podemos portanto sugerir uma
interpretação mecanística para a
etapa de oxidação do ferro catalisada
pela ferritina (ver figura 8). Num
primeiro passo a apoferritina tem a
capacidade de coordenar o ferro fer-
roso existente em solução numa es-
tequiometria de dois ferros por sítio
de coordenação (formando um cen-
tro binuclear). Seguidamente ocorre
a oxidação com formação de um in-
termediário do tipo peroxo. Tal facto
implica necessariamente a existência
de um sítio único de ligação do ferro
ferroso. Devido à natureza da catáli-
se em causa, este sítio dá então ori-
gem a espécies diméricas múltiplas,
que num passo final são depositadas
na cavidade central. O facto de não
ter sido observado o intermediário
do tipo peroxo no caso da ferritina H
pode ser explicado se tivermos em
conta a velocidade de formação e de-
caimento deste intermediário. Para
que um intermediário seja detectável
é necessário que a diferença destas
duas velocidades seja tal que permita
a acumulação de quantidades iguais
ou superiores a 5% do ferro total
presente na amostra. Assim, e apesar
do caminho catalítico poder ser igual
para as duas ferritinas, no caso da
ferritina H a velocidade de formação
do intermediário do tipo peroxo é
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demasiado lenta e/ou o seu decai-
mento demasiado rápido para que se
torne detectável.

Uma dúvida subsiste neste me-
canismo. Qual a espécie que se
forma por decaimento do interme-
diário tipo peroxo? Duas possibilida-
des existem. Numa delas, o decai-
mento origina as espécies diférricas
com a formação de peróxido de hi-
drogénio. Uma segunda hipótese
contempla a existência de um inter-
mediário diferrilo (centro binuclear
de ferro com ambos os átomos de
ferro no estado +4). Este intermediá-
rio, já detectado em outras enzimas
contendo centros binucleares do tipo
µ-oxo, seria formado por homólise
da forma peroxo e poderia reagir
com uma ou mais moléculas de água
originando peróxido de hidrogénio e
as múltiplas formas das espécies di-
férricas observadas.

A COMPARAÇÃO DE
MECANISMOS E INTERMEDIÁRIOS

Até que ponto é que existe um
mecanismo geral para enzimas que
contenham no seu centro activo um

centro binuclear do tipo p-oxo e cujo
mecanismo de acção envolva a acti-
vação da molécula de 0 2 ? De mo-
mento apenas três destas enzimas
foram extensivamente estudadas por
técnicas de cinética rápida acopladas à
espectroscopia de Mõssbauer: a ferri-
tina, descrita no exemplo anterior, a
reductase de ribonucleotídeos perten-
cente à classe I, RNR (34), e a mono-
oxigenase do metano, MMO (35).

Como o nome indica, a RNR ca-
talisa a redução de ribonucleotídeos
a deoxiribonucleotídeos, sendo esta
reacção a primeira da via biossintéti-
ca do ADN. A proteína de E. coli, que
pertence à classe I, é constituída por
duas subunidades homodiméricas
designadas por R1 e R2. A subunida-
de R 1 é um homodímero de 86 kDa
que contém o local de ligação do
substrato e o resíduo de cisteína en-
volvido na catálise. A subunidade R2
é um homodímero de 43 kDa que
contém um radical tirosilo estável
(Y122•), necessário à actividade en-
zimática. Contém ainda um centro
binuclear de ferro do tipo p-oxo lo-
calizado na proximidade do radical
tirosilo. Só a forma activa da enzima
contém o radical tirosilo, que é gera-
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Fig. 8 - Mecanismo proposto para a etapa inicial da

oxidação do ferro catalisada pela ferritina.

do por reconstituição do centro binu-
clear de acordo com a seguinte reac-
ção:

apo-R2{Y122-OH}+2Fe2 '+02+H ° +e ->

-> R2 act {Y122-0',(p-O)Fe3'} +H20

A redução do oxigénio molecu-
lar da água requer quatro electrões,
três dos quais são obtidos via a oxi-
dação dos 2 equivalentes de iões fer-
rosos a férricos e pela oxidação do
resíduo de cisteína a radical tirosilo.
A fonte do quarto electrão é contro-
versa, mas in vitro pode ser doado
por excesso de Fel+ ou ascorbato
usado na reconstituição da apopro-
teína. Durante a reconstituição vá-
rios intermediários são formados
(ver figura 9). Foi recentemente de-
monstrado que o primeiro interme-
diário desta reacção é um complexo
peroxo-diférrico, que posteriormente
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decai num intermediário um equiva-
lente mais oxidado, que pode for-
malmente ser representado por
Fe 3+Fe4+. Este intermediário, deno-
minado X, é então cataliticamente
competente para oxidar o resíduo de
cisteína a radical tirosilo com a con-
comitante redução a um complexo
diférrico.

A MMO é um sistema enzimáti-
co isolado de bactérias metanotrófi-
cas, que catalisa o primeiro passo da
sua via metabólica transformando
metano em metanol:

CH 4 +02 + +NAD(P)H -n CH 30H+HZo+NAD(P)+

A forma solúvel deste sistema é
constituída por três diferentes pro-
teínas: uma redutase (MMOR) que
contém um centro [2Fe-2S] e um
grupo flavínico, uma proteína que
não contém qualquer cofactor
(MMOB) e a hidroxilase que contém
um centro binuclear do tipo t-oxo
(MMOH). Constituída por três tipos
de subunidades diferentes, (43Y) 2 , a
hidroxilase apresenta uma massa
molecular de aproximadamente 250
kDa. O centro binuclear encontra-se
localizado na subunidade a e é o
sítio onde ocorre a hidroxilação do
metano. O ciclo catalítico é iniciado
pela redução do centro binuclear de
Fe, mediada pela MMOR. Na ausên-
cia do substrato metano, o centro di-
ferroso reage com o oxigénio mole-
cular para formar o primeiro inter-
mediário. Tal como nos exemplos
anteriores este intermediário é um
complexo peroxo-diférrico denomi-
nado Hperoxo (ver figura 9). No en-
tanto, contrariamente a esses exem-
plos, a espécie Hperoxo decai no inter-
mediário Q cujos parâmetros de
Mõssbauer sugerem ser um comple-
xo diferrilo. Foi sugerido que este in-
termediário, devido ao seu elevado
poder oxidante, é cataliticamente
competente para realizar a oxidação
dielectrónica do substrato reduzindo-
se ao estado diférrico.

Deste modo, qualquer dos me-
canismos descritos envolvem um in-
termediário inicial comum (comple-
xo peroxo-diférrico) mas aparente-
mente diferem no segundo interme-

CH4

n1H+

CH301 I *-1

diário do ciclo catalítico. Sabemos
que o intermediário Q está num es-
tado de oxidação formal superior ao
intermediário X, mas até que ponto
existe uma diferença estrutural entre
estes intermediários? Será que pode-
mos utilizar a espectroscopia de
Mõssbauer para comparar os ciclos
catalíticos mesmo quando os inter-
mediários diferem no seu estado de
oxidação? O problema principal
advém do facto do intermediário Q
não possuir estrutura magnética de-
vido ao acoplamento antiferromag-
nético existente entre os dois Fe 4+
constituintes do centro (resultando
num spin total nulo). Este problema
foi solucionado com o auxílio da téc-
nica de redução radiolítica (30). Pre-
parou-se uma amostra de RFQ ao
tempo reaccional ao qual correspon-
dia a concentração máxima do inter-
mediário Q (6 s) e adquiriu-se o es-

TyrOH

H \ I1^\ IvFe	 Fe

X óY^\

- I s I1H2O

pectro de Mõssbauer em condições
óptimas. De seguida sujeitou-se a
amostra congelada a uma irradiação
com raios y de alta energia. Após a
irradiação foram novamente adquiri-
dos espectros de Mõssbauer. Verifi-
cou-se que a irradiação produziu a
redução mono-electrónica do inter-
mediário Q presente na amostra, cri-
ando uma espécie paramagnética,
QX, em que um dos ferros do centro
binuclear se encontra no estado de
oxidação 3+ e o outro continua no
estado 4+. Estamos na presença de
um sistema isotrópico com S=1/2, no
qual o espectro de Mõssbauer adqui-
rido na presença de um campo mag-
nético fraco é fortemente dependen-
te da direcção desse mesmo campo
(ver referência 9). Nestes casos as li-
nhas correspondentes à transição
Am=0 têm intensidades mínimas e
máximas quando o campo magnéti-

QUÍMICA • 77 • 2000 41



i

I u 1

i o	 z
Velocidade (mmis)

D

t é c n i c a s	 ex p e r i m e n t a i s

co é aplicado, respectivamente, para-
lelamente ou perpendicularmente à
radiação. Como, à excepção de QX,
todas as espécies presentes na amos-
tra são diamagnéticas ou de spin in-
teiro não apresentando dependência
do campo magnético aplicado, por
diferença dos espectros obtidos no
modo paralelo e perpendicular é
possível determinar as características
espectrais de Qx . A figura 10 mostra
a análise dos dados obtidos. Esta
análise revela que os intermediários
Q x e X possuem parâmetros seme-
lhantes, tendo sido possível estabele-
cer, pela primeira vez, um paralelis-
mo entre os mecanismos catalíticos
das duas enzimas (RNR e MMO).

Fig. 10 - Mõssbauer do intermediário Q x .

A - espectro adquirido a 4.2 K e 0.5 mT aplicado

perpendicularmente à radiação y. C - espectro

diferença entre o modo paralelo e perpendicular.

B e D correspondem a simulações obtidas para o

intermediário Xda RNR-R2.

COMENTÁRIOS FINAIS

Embora limitada a sistemas que
contenham co-factores com ferro, a
espectroscopia de Mõssbauer provou
ser uma ferramenta valiosa no estu-
do de sistemas biológicos. Por si só
permitiu a identificação inequívoca
de vários novos tipos de centros de
ferro. Por se poder estabelecer uma
forte correlação com a espectroscopia

de Ressonância Paramagnética Elec-
trónica (RPE) permitiu identificar
novos sistemas de spin, mas também
resolver ambiguidades que, estamos
certos, de outra forma seriam ainda
hoje fruto de discussões.

O desenvolvimento das técnicas
de RFQ permitiu adicionar mais uma
dimensão, o tempo reaccional, às
análises de Mõssbauer. De uma visão
estática dos sistemas, em que nor-
malmente apenas se estudava a mu-
dança de estados de oxidação-redu-
ção ou a ligação de substratos/inibi-
dores, passou-se a uma visão dinâ-
mica que permite caracterizar inter-
mediários catalíticos. Também neste
caso é possível conjugar diferentes
técnicas espectroscópicas. É possível
obter amostras de RFQ que podem
ser analisadas pela aplicação da es-
pectroscopia de Mõssbauer mas tam-
bém de RPE, EXAFS e Ressonância
de Raman. No entanto, devido às ca-
pacidades únicas de caracterização e
quantificação dos centros de ferro a
espectroscopia de Mõssbauer será
sempre uma peça central neste tipo
de estudos.

A integração das informações
obtidas pelas metodologias descritas
com as estruturas determinadas por
cristalografia de raios-X é também
fundamental. Cada vez mais são de-
terminadas as estruturas tridimensi-
onais de metaloproteínas. Podemos
assim conhecer os detalhes estrutu-
rais dos centros activos e estabelecer
uma visão global dos mecanismos
enzimáticos.

É nossa opinião que o início do
novo milénio se afigura prometedor
nesta área científica, pelo que espe-
ramos ter feito uma introdução cati-
vante das potencialidades da espec-
troscopia de Mõssbauer e das técni-
cas que a ela podem ser associadas.
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