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This work describes the basic applications of vibrational (Raman and infrared) techniques to struc-
tural studies on proteins. The main polypeptide amide modes, sidechain vibrations and low frequency
features are presented, together with some of the most usually employed methods for the estimation
of protein secondary structures. Experimental results on protein systems obtained by the authors il-
lustrate the kind of information that can be gained through the use of such techniques.

1. INTRODUCAO

A elucidagio de fungdes bioldgicas, em termos de estrutura
molecular, constitui uma questio de grande relevancia na pes-
quisa contemporinea em Bioquimica. Nesse contexto, o co-
nhecimento relativo da estrutura de biomacromoléculas reves-
te-se de particular interesse, visto que esses compostos em ge-
ral estao envolvidos em diversos aspectos ligados a funciona-
lidade de sistemas vivos.

Na categoria dos biopolimeros, as protefnas constituem um
dos grupos mais estudados, devido & sua reconhecida im-
portincia quer do ponto de vista estrutural, quer funcional em
bio-sistemas. Proteinas constituem elementos-chave em mui-
tos fendmenos biologicamente criticos, tais como transporte,
conversdo de energia, catdlise enzimdtica, especificidade imu-
nolégica, para muitos dos quais um conhecimento ainda insu-
ficiente € disponivel.

No contexto quimico, as moléculas protéicas caracteri-
zam-s€ por apresentar estrutura polimérica resultante da
combinagao entre vinte diferentes monémeros (aminodcidos) a
qual gera dessa forma moléculas muito diversificadas estrutu-
ralmente quando comparadas aos polimeros sintéticos e, mes-
mo, aos demais polimeros biolégicos. Aspectos da estrutura
tridimensional sio desse modo muito peculiares, assumindo
muitas vezes papel critico no que se refere a fungéo biolégica
dessas moléculas.

Apesar da evidente complexidade de tais compostos, no
entanto, € possivel racionalizar muitas de suas propriedades
biolégicas a partir da compreensdo dos principios que susten-
tam sua organizagdo estrutural. Nesse aspecto, a utilizagdo de
técnicas espectroscépicas, desenvolvidas ao longo das ltimas
décadas, tem se mostrado de grande valia. A potencialidade de
tais recursos permite que se busquem caminhos para o conhe-

cimento das interrelagbes estrutura-fungdo em proteinas, o -

que constitui na verdade a finalidade wltima da pesquisa estru-
tural nesses biopolimeros.

Este trabalho mostra a utilizagdo de métodos espectrosc6-
picos vibracionais (Raman e infravermelho) no estudo con-
formacional de proteinas.  Informagdes obtidas por técnicas
vibracionais permitem que se conhecam aspectos relativos a
estrutura secunddria do esqueleto polipeptidico e que se in-
vestiguem os microambientes das cadeias laterais de alguns
residuos de amino4dcidos como tirosina, triptofano, metionina,
bem como caracteristicas geométricas de algumas ligagdes de

QUIMICA NOVA 14(1) (1991)

interesse, como pontes dissulfeto entre resfduos de cistefnal-3,
Informagbes obtidas por técnicas vibracionais podem, desse
modo, concorrer com dados obtidos por outros métodos de
investigacdo estrutural na elucidagdo de questées conforma-
cionais de interesse nesses compostos.

2. METODOS ESPECTROSCOPICOS VIBRACIONAIS

A espectroscopia vibracional relaciona-se com a investi-
gacdo dos niveis energéticos ligados aos movimentos vibra-
cionais dos nicleos dos dtomos constituintes da molécula.
Constituem técnicas vibracionais a espectroscopia de absorgao
no infravermelbo e a espectroscopia de espalbamento Ra-
man3,

A primeira constitui-se em um processo de ressonincia que
ocorre quando um componente da radiacdo eletromagnética
incidente tem freqii€ncia idéntica aquela relativa a uma tran-
si¢ao entre dois niveis vibracionais. Nessa situagio, resulta ab-
sor¢do de energia, cuja freqiiéncia se situa na regiao infraver-
melha do espectro eletromagnético.

Na segunda, o fendmeno fisico envolvido € o de espalha-
mento de luz. Colisdes ineldsticos entre fétons de luz incidente
e moléculas da substéncia irradiada fazem com que as energias
dos fétons espalhados sejam aumentadas ou diminufdas em re-
lacao aos fétons incidentes por valores quantizados que cor-
respondem a diferengas de energia nos niveis vibracionais e
rotacionais da molécula. Esse efeito foi experimentalmente
demonstrado pela primeira vez em 1928 por Raman e Kri-
shan5, embora j4 fosse previsto teoricamente desde 1923, por
Smekal®.

Ambos os tipos de espectroscopia — de absorcéo no infra-
vermelho e de espalhamento Raman — fornecem, portanto, in-
formagdes sobre transicbes entre os niveis de energia vibra- .
cionais da molécula, embora os fenémenos fisicos envolvidos
em cada uma delas sejam distintos, conforme exposto.

Para que um modo vibracional apresente atividade no in-
fravermelbo € necessdrio que da interagdo entre a radiagdo
eletromagnética e a molécula resulte uma mudanga no mo-
mento de dipolo elétrico () da mesma durante a vibragdo. No
Raman, a condigao € que da interagio resulte mudanga na po-
larizabilidade da molécula (a); isto permite que ligacoes homo-
polares, inativas no infravermelho, possam ser aqui detects-
veis.
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O fendmeno vibracional € descrito, sob o ponto de vista
cldssico, através do modelo do oscilador harménico4. Esse
tratamento conduz 3 seguinte solucdo para o valor de
freqiiéncia para uma molécula diatonica:

U(Cm"l) = ——l— Vkip
) 2wc

onde p = massa reduzida = mlm2/(ml+m2); k = cte. de
forca
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Figura 1. Algumas das possiveis conseqiiéncias da interagdo féton-molé-
cula: a) espalhamento Rayleigh; b) espalhamento Raman an-
ti-Stokes; c) espalhamento Raman Stokes; d) espalhamento
Raman pré-ressonante; e,f) espalhamento Raman ressonante.

Sob o ponto de vista mecénico-quéntico (figura 1), o espa-
Ihamento de luz, tal qual ocorre no efeito Raman, ¢ um pro-
cesso de dois fétons>. O primeiro estégio desse processo con-
siste na combinagdo de um f6ton e uma molécula de tal modo
que esta tltima € levada a um estado de energia mais alta, de
duragao extremamente curta. O estado de alta energia pode ou
néo corresponder a um estado de energia quantizada da molé-
cula. Neste tltimo caso, o estado € dito virtual ou intermedid-
rio. O segundo estdgio envolve a liberagdo de um féton ap6s
um intervalo de tempo muito curto (< 10-11s), Observa-se
que o espalhamento Rayleigh as transi¢des para o estado de
maior energia e aquela de retorno ao estado fundamental en-
volvem energias de mesma magnitude e portanto neste caso a
freqiiéncia do f6ton € a mesma. O efeito Raman, por outro la-
do, consiste num espalhamento da radiacd@o com freqiiéncia
que difere daquela da radiagdo incidente. Tal diferenga cor-
responde & energia quantizada entre dois niveis vibracionais.
A transicao no Raman normal envolve estados virtuais con-
forme se vé na figura 1. Quando a freqiiéncia da luz espalhada
€ menor que a incidente (v, — yyjpy), tem-se 0 processo Sto-
kes, no qual a tansi¢do termina em um nivel vibracional mais
alto que aquele de partida. A transigdo poder4 no entanto ori-
ginar-se de um nivel vibracional mais alto e encerrar-se em
nivel de energia mais baixa; neste caso tem-se 0 chamado
processo anti-Stokes em que a freqiiéncia do segundo féton, o
féton espalhado, € igual a vy + Vyibr., Como em ambos os
processos hd conservagio de energia total, tem-se que no pro-
cesso Stokes a molécula ganha um quantum de energia vibra-
cional enaquanto que no processo anti-Stokes um quantum é
liberado com o espalhamento. As regras de selecio do trata-
mento quintico mostram que as transi¢des vibracionais permi-
tidas envolvem AV = * 1. O fato de que a populagéo dos v4-
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rios niveis ¢ governada pela distribuigdo de Boltzmann implica
que as linhas anti-Stokes resultardo em geral menos intensas,
uma vez que niveis de mais alta energia estario menos popu-
lados a temperaturas ordindrias.

Na figura 1 est4 indicado ainda o fendmeno chamado Ra-
man ressonante, no qual a radiacdo excitante possui uma
freqiiéncia muito préxima ou coincidente com o valor da
freqiiéncia de uma transigdo eletronica permitida da molécula.
Nessa situacdo, grande intensificacio € observada nas bandas
Raman correspondentes ao grupo em que se dd a transi¢do
eletronica. O tratamento te6rico para as intensidades das li-
nhas Raman em condicdes de ressondncia foi desenvolvido

por Albrecht? e é conhecido como teoria do acoplamento vi-

brénico8. Metaloprotefnas em geral ou protefnas ligadas a
grupos croméforos constituem os principais exemplos de apli-
cagdo do efeito Raman ressonante a sistemas biol6gicos3.

Sob o ponto de vista cldssico, a intensidade de uma linha
Raman é proporcional a v#' da freqiiéncia da luz espalhada3.
Isto indica que h4 uma barreira natural a extensao dos estudos
Raman em diregéo 2 regido do infravermelho no espectro ele-
tromagnético; dependéncia com o quadrado da variagdo da
polarizabilidade durante a vibragao ¢ também indicada3. Do
ponto de vista mecinico-quéntico, o problema das intensida-
des Raman recebeu um tratamento rigoroso, através do traba-
lho fundamental de Placzek, em 19349,

O mimero de vibragdes de uma molécula, suas caracteristi-
cas e sua atividade no Raman e no infravermelho podem ser
previstas a partir da simetria da molécula por aplicagdo da
teoria de grupo. No caso de moléculas poliméricas, no entan-
to, tal andlise se torna extremamente complexa. Alguns trata-
mentos tedricos que definem os principais modos vibracionais
em proteinas e sua dependéncia de aspectos de conformagao
do esqueleto polipeptidico 11-14 s3o indicados no item que se
segue a este. Abordagens semiempiricas tém sido também de-
senvolvidas, sobretudo relativas ao aprimoramento dos méto-
dos de estimativa dos conteddos de conformagido secunddria a
partir dos espectros vibracionais15-19,

3. ANALISE VIBRACIONAL DE PROTEINAS
3.1. N-metilacetamida: o modelo da ligacio peptidica

N-metilacetamida, CH3-CO-NH-CH3, é um composto
que apresenta estrutura molecular e espectros vibracionais
muito semelhantes dqueles apresentados por polipeptideos e
protefnas. Miyazawa et aliil! relatam que dados espectrosco-
picos Raman, infravermelho, uitravioleta, bem como resulta-
dos de difracdo de elétrons e medidas de momento dipolar
desse composto indicam que sua estrutura ¢ planar trans, em
conformidade com aquela observada para polipeptideos ¢ pro-
tefnas. O tratamento de coordenadas normais desse composto
levou ao conhecimento da natureza das vibragoes de diversos
modos amida e outras vibragdes normais!!. No célculo foram
empregados valores de constantes de forga obtidos de um tra-
tamento de coordenadas normais da molécula de diformilhi-
drazina, a qual tem uma estrutura semelhante 4 da N-metila-
cetamida, porém com caracteristicas de alta simetriall.

As vibragdes amida no plano manifestam-se no espectro
vibracional como 4 bandas caracteristicas observadas na re-
gido 600-1800 cm-1. Sio chamadas de amida I, II, IIl e IV.
Dentre elas, as bandas amidas I e III contribuem com infor-
magoes estruturais de relevincia ao estudo de protefnas. Trés
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outras bandas, amida V, VI e VII, referem-se a movimentos
vibracionais fora do plano da ligagdo peptidica. Ocorrem ain-
da 2 bandas vibracionais resultantes de uma ressonincia de
Fermi — bandas amida A e B. Focalizar-se-4, a seguir, cada
uma délas mais particularmente.

Afnida I — Esta banda € observada a cerca de 1650 cml e
corresponde, predominantemente, ao estiramento C = O
(80%). Menos significativas sdo as contribuicoes do estira-
mento CN (10%) e da deformagdo angular NH no plano
(10%). Observando-se o pequeno percentual de deslocamento
de freqiiéncia por deuteragdo da molécula (0.5%) € possivel
confirmar-se a pequena contribuigao dessa tltima vibragao. A
relagdo de amplitudes entre a contragdo da ligacao C-N e o
estiramento C=0 € de — 0,4:1,0. A amplitude de deformagédo
angular N — H € da mesma ordem que o estiramento C = O.

HsC H
\ /&
o/ ) \Cﬂa

Amida I"- Corresponde 4 banda amida I de espécies deute-
radas. O deslocamento de freqii€ncia ¢ pequeno, devido, como
se viu, 4 pequena contribuicao da deformagao angular ND pa-
ra esse modo.

HsC D
\ /—a
O/C "\
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Amida II — Esse modo € representado pela deformacéao an-
gular no plano do grupo N-H (60%) e pelo estiramento C-N
(40%). A banda aparece a cerca de 1550 cm-1 e sua patureza
tem dado margem a controvérsias. Segundo Miyazawal2, os
vetores de deslocamento atémico para esse modo sdo os mos-
trados na figura abaixo. A deformagdo angular N-H € bastan-
te proeminente enquanto os dois grupos metila e o oxigénio da
carbonila permanecem parados. O momento de transi¢do para
o modo amida II ¢ aproximadamente perpendicular a ligacdo
N-H, o que € consistente com os vetores de deslocamento
-atbmico da figura abaixo. Outras atribuicoes anteriores ao
trabatho de Miyazawa!2 foram descartadas, tais como a atri-
buigdo tinica ao estiramento C-N, a interagao da deformagao
angular N-H com o estiramento simétrico do grupo 0=C-N,
ou a existéncia do grupo peptidico em outra forma tautoméri-
ca.

HsC H
\ /\
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Amida II"- Ocorre a 1450 cm~! para espécies N-deutera-
das de N-metilacetamida, devido naturalmente ao efeito de
substituicdo isotépica expresso pela proeminente deformagio
angular do grupo N-D.

Amida III — Banda observada na regiao de 1230 a 1300
cm1, para a qual contribuem o estiramento C-N (40%), a de-
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formagdo angular no plano N-H (30%) e o estiramento
CH3-CH (20%). As ligagdes C-N e C=0O estiram-se € se
contraem em fase, com uma relagdo de amplitudes de 1,0:0,4.
Também aqui, como no modo amida II, a deformagdo angular
N-H € predominante. Nao podem ser desprezadas as contri-
buigbes do estiramento C-CH; e da deformacdo angular
O=C-N, no caso da N-metilacetamida. O momento de tran-
si¢do desse modo tem sua diregdo aproximadamente perpendi-
cular a ligagao N-H.

Amida ITI"- Ocorre na regido a cerca de 950 cm™!, devido
ao efeito de substituigdo isotépica que se reflete sobretudo na
deformagao N-D.

HaC

0 3

Amida IV — Banda observada a cerca de 630 cm-! para
amidas do tipo R-CH,-CO-NH-R ¢ a cerca de 780 cm™1 para
amidas do tipo H-CO-NH-R. E devida a deformagio
O=C N na diformilhidrazina. Na N-metilacetamida, a con-
tribuicdo do estiramento C-CH3 é também importante e o re-
sultado da interacdo dessas vibragbes resulta num desloca-
mento da freqiiéncia de deformagdo O=C-N para 627 cm-!
nesse composto. Esse modo ndo se restringe ao grupo peptidi-
co, sendo raramente observdvel nos espectros Raman ou in-
fravermelho!.

Amida V, VI e VII - Constituem bandas vibracionais as-
sociadas a vibragdes fora do plano, antissimétricas em relagdo
ao plano CONH. Ocorrem tanto no infravermelho como no
Raman, porém suas intensidades Raman sao muito fracas.

-0,02 HsC H +0,58
S AN / amida V

+0,18 C—N -0,5
-0,04 07 NcHs +0,04
+0,05 HaC\\ //H +0,81

-0,20 /C——-N N -0,03 amida VI
+0,07 07 CHs +0.02
-0,11 HsC H +0,48

Ne x”

+0,08 C——N\\ +0,13

+0,04 0O CHs -0,14 *mdVI

Os sinais + e — indicam que os 4tomos assinalados vibram
perpendicularmente ao plano da pdgina em dire¢do ao obser-
vador e no sentido oposto, respectivamente. A magnitude des-
sas vibragoes € dada pelos valores numéricos dos vetores.

Amida A e B - Essas bandas resultam de uma ressonincia

de Fermi entre o primeiro estado fundamental da vibragio de
estiramento N-H e a primeira harménica da vibragdo amida
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I1. Esse efeito de ressonincia expressa-se pelo aparecimento
de duas bandas relativamente fortes, ligeiramente deslocadas
(uma para valores mais altos € outra para valores mais baixos
de freqiiéncia) em relagio as posigbes esperadas numa si-
tuacdo de nao-perturbagao.

amida A
3280 cm-1

* 3236 cm-l ———

# 3134 cm™ 1 ——- amida B

3090 cm—1

* freqiiéncia da vibragao fundamental de estiramento N-H
# 1% harm6nica do modo amida II

Desdobramentos nos modos amida podem ocorrer
como resultado de interagGes intra e intermoleculares.
A sustentagdo tebrica para esse efeito foi desenvolvi-
da por Miyazawal? através de sua teoria de perturbagdo. Os
trabalhos desenvolvidos pelo grupo de Krimm!3 acrescenta-
ram contribuigdes significativas ao tratamento teérico do pro-
blema, incorporando o desenvolvimento de campos de forga
para a cadeia polipeptidica.

3.2. Cadeias laterais

Aspectos referentes aos microambientes e geometria de al-
gumas ligacoes em cadeias laterais de certos residuos de ami-
no4cidos, sdo acessfveis a investigacdo pela técnica Raman!-3.
E bem estabelecido que caracteristicas conformacionais de ca-
deias laterais em proteinas sdo muitas vezes decisivas no de-
senvolvimento da estrutura tercidria das mesmas. Além desse
aspecto, vale lembrar que em enzimas a conformagio das ca-
deias laterais, sobretudo daquelas presentes em sitios cataliti-
cos ou de reconhecimento de substrato, € critica no que se re-
fere a especificidade da agdo enzimdtica.

Sao passiveis de estudo pela técnica Raman:

a) microambiente da cadeia lateral de residuos de tirosina,
bem como estado de ionizagdo de seus grupos fendlicos,
através da andlise do dubleto a 850/830 cm-1.

b) microambiente da cadeia lateral de residuos de triptofa-
no, através de modos vibracionais a 1360 ¢cm-! e a 880 cm-1.

c) formas tautoméricas do anel imidazélico de residuos de
histidina, através de bandas caracteristicas na regidao de 1260 a
1282 cm"1.

d) aspectos geométricos da ligagdo C-S da metionina e cis-
teina ¢ dos segmentos CCSSCC em pontes dissulfeto. -

Além desses, € possivel ainda detectar-se:

a) a presenga de grupamentos S-H livres, pela monitoragao
de banda caracterfstica na regido em torno de 2600 cm-!.

b) a presenga de fenilalanina, a qual exibe uma banda forte
muito caracterfstica a 1005 cm-!, numa regifo espectral em
geral livre de sobreposices importantes. Por ser conforma-
cionalmente insensivel, ela & as vezes utilizada como banda de
referéncia. ,

¢) ionizacdo de grupos carboxilicos dos amino4cidos 4cidos
(aspdrtico ¢ glutimico), através de banda a 1417 cm-, aspecto
que tem sido usado na monitoragio da funcionalidade de pro-
tefna de miisculo, conforme dados da literatura2©,
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3.3. Vibracoes de baixa freqiiéncia

A regido de baixa freqiiéncia responde por modos vibra-
cionais que afetam a dindmica da molécula de proteina como
um todo3. Essa regiio pode ser, a grosso modo, considerada
como aquela abaixo de 400 cm™!. O estudo dessa faixa de
freqiiéncias, sobretudo abaixo de 100 cm-l ¢, entretanto,
grandemente dificultado pela presenga de forte espalhamento
Rayleigh que se intensifica 4 medida que se aproxima da
freqiiéncia da radiagdo incidente. Em Peticolas21, encontra-se
uma boa revisdo sobre esse interessante e controvertido tépi-

- CO.

Os modos observados na regido de baixa freqiiéncia englo-
bam:

a) Vibragoes internas da molécula: consistem de vibragoes
de libragao e vibragées de torgio.

— vibragdes de libragdo: correspondem em geral 2 vibragdo
de estiramento simétrico da molécula como um todo. Podem
também se referir ao estiramento de certas estruturas se-
cunddrias da molécula, tais como, a “respiragéo” de a-hélices.
De acordo com Fanconi e Peticolas?2, as freqiiéncias vibra-
cionais associadas aos modos acisticos longitudinais apresen-
tam uma relacdo inversa com o comprimento da cadeia poli-
peptidica. Desse modo, quanto menor a freqiiéncia, maior a

- regido da molécula envolvida na vibragdo. Vibragdes da molé-

cula de proteina como um todo ou, de parte considerdvel da
mesma, podem situar-se em faixa tdo baixa quanto 20-30
cm-1, na dependéncia, € claro, do tamanho e forma molecula-
res. Vibragdes de estruturas helicoidais situam-se em regides
mais altas, em torno de 265 cm-!. Nessa regido de freqiiéncias
situam-se certas vibragbes coerentes descritas em proteinas
por Davydov23, conhecidas por sélitons.

— vibragoes de torgdo: referem-se ao modo de torcdo do
grupo CHj3 e aparecem na regido de 260-410 cm1.

b) vibracdes intermoleculares: encontram-se aquelas vi-
bragoes decorrentes da interagdo com moléculas vizinhas, se-
jam moléculas de solvente, sejam outras moléculas da protei-
na. Tem-se aqui também as interacdes entre subunidades da
proteina, as quais embora fagam parte de uma mesma “molé-
cula”, no seu sentido biolégico-funcional, podem ser no en-
tanto entendidas nesse caso como entidades distintas. In-
cluem-se também nesse grupo as vibragdes de rede de amos-
tras cristalinas.

-4, DETERMINACAO QUANTITATIVA DE CON-

FORMACOES SECUNDARIAS EM CADEIAS PO-
LIPEPTIDICAS E PROTEINAS A PARTIR DE
SEUS ESPECTOS. VIBRACIONAIS

O processo de atribuicdo de freqiiéncias vibracionais em
protefnas encontra-se sujeito a limitagoes decorrentes de: so-
breposigbes espectrais, grau de resolucdo insuficiente para
atribuicoes confidveis e variagdes devidas a efeitos de cadeias
laterais. De modo geral, observa-se na literatura que diferen-
tes proteinas apresentam amplas oscilagoes nos seus valores de
freqiiéncia dos modos amidals 24-26_ Desse modo, a determi-
nagdo dos contelidos de estrutura sencunddria a partir dessas
regides vibracionais exige procedimentos criteriosos.

Métodos para a avaliagdo quantitativa de contetidos de es-
trutura secunddria em proteinas, a partir de seus espectros vi-
bracionais, tém sido desenvolvidos em anos recentes. O méto-
do de Pézolet et aliil5 baseia-se na intensidade relativa dos pi-
cos a 1240 e 1450 cm-1, os quais sdo atribuidos a0 modo ami-
da III e deformagéo angular dos grupos CH», respectivamen-
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te. Esse método s6 € aplicdvel quando existe uma banda amida
III bem definida a 1240 = 3 cm-l. A utilizagdo da banda a
1450 cm™! como padrio interno é comum ao método de Lip-
pert et alii!®, a ser descrito adiante. O método de Pézolet et
aliil5 produz unicamente resultados referentes ao conteddo
em folhas B. O célculo baseia-se na medida da intensidade re-
Jativa da banda a 1240 cm™! multiplicada pelo nimero médio
de grupos CH; por residuo. Este valor € confrontado numa
curva-padrio construida a partir dessa mesma relagdo espec-
tral obtida para proteinas com contetidos em folhas B conhe-
cidos por métodos cristalograficos de raios-X. A relagdo ob-
servada entre intensidade do modo amida III e contetido de
folhas B mostra-se linear e, permite portanto, a determinagio
do contetido dessa conformacédo secunddria por simples inter-

polagao.

O método de Lippert et aliil® j4 apresenta um avango, uma
vez que permite a estimativa do contetdo estrutural secund4-
rio de proteinas em termos de suas fragdes a-hélice, folhas B
e conformagao nao regular. Para tanto, procede-se a uma an4-
lise dos modos amida III e amida 1°dos espectros Raman da
proteina em solugdo aquosa e deuterada. O procedimento em-
prega como modelo as intensidades espectrais relativas das vi-
bragoes amida do esqueleto de poli(L.-lisina) em suas confor-
magdes « helicoidais, folhas B antiparalelas e conformagio
ndo regular, estimadas a 1240 cm*! em H,O (amida IIl) e a
1632 cm! e 1660 cm™! em D,0 (amida I’) bem como as in-
tensidades amida I°calculadas para lisozima e ribonuclease A a
partir de pardmetros estruturais bem estabelecidos, obtidos de
dados cristalogrificos de raios X. O método baseia-se na
hipétese de que as intensidades espectrais das proteinas esti-
madas nas mesmas freqiiéncias acima referidas em H,O e em
DO, relativas a intensidade de alguma banda conformacio-
nalmente insensivel tal como a banda da deformacéo angular
dos grupos metileno, sejam combinagoes lineares das intensi-
dades atribuidas aos residuos peptidicos nas trés confor-
magoes. O método ndo inclue um termo referente ao conteddo
em dobras B, em razio da inadequagdo da molécula-modelo
escolhida. Pode-se criticar tal método pelo fato de que as
freqiiéncias em que sao medidas as intensidades ndo corres-
pondem necessariamente a mdximos de banda, encontrando-se
muitas vezes em regides de inclinagdo das mesmas. No entan-
to, a boa adequagdo dos resultados obtidos por este método
quando confrontados com resultados de raios X1, aliada 4 sua
praticidade de emprego, recomendam sua aplicagdo.

O método de Williams27,28  basicamente uma extensio dos
métodos anteriores, € bastante referido, na literatura recente,
em trabalhos de determinagdo conformacional de proteinas.
Caracteriza-se por derivar uma intensidade-padrao para cada
uma das vdrias estruturas secunddrias a uma dada freqiiéncia
Raman e, a seguir, proceder a uma tentativa de ajuste das re-
gides amida I e III°do espectro Raman da proteina por uma
combinagdo linear dos padrdes. Aprimoramento do método
foi publicado em 198329 pelo mesmo autor, o qual apresenta
em 1986 uma extensdo!? de modo a incluir a regiio amida III.

O método proposto por Thomas e Agard!7 consiste de um
procedimento de deconvolugdo de espectros Raman. Parte do
pressuposto de que deva existir um espectro verdadeiro, o
qual, sujeito ao alargamento por uma fungdo \inica relacionada
a forma de linha, produz o espectro observado. O procedi-
mento de deconvolugao visa justamente reverter esse processo
e conduzir ao espectro original através da aplicagdo de uma
fungao apropriada ao espectro observado. A fungdo utilizada

QUIMICA NOVA 14(1) (1991)

nesse método para a deconvolugio das bandas Raman € do ti-
po lorentziano-gaussiana.

Deve-se ainda mencionar o mais recente método de esti-
mativa de estruturas secunddrias em proteinas, a partir de es-
pectros Raman, que € aquele desenvolvido por Berjot et aliil8.
Nele se utilizam como modelo as intensidades espectrais das
vibragoes amida I do esqueleto polipeptidico correspondentes
a categorias puras de conformagdo secunddria, a saber, a-hé-
lice, folhas B e estrutura indefinida. Por estrutura indefinida

“os autores definem o contetido conformacional nao regular e

as dobras B, tomados em conjunto. Estas ltimas nao sao, por-
tanto, estimadas independentemente por este método, a seme-
lhanga do método de Lippert et aliil®. O método de Berjot et
alii!® emprega um conjunto de perfis de intensidades de re-
feréncia obtidos a partir de dados experimentais de um grande
niimero de protefnas com estruturas secunddrias bem defini-
das por difragéo de raios-X.

Métodos como os de Williams et alii2?,28 Williams29:19,
Berjot et aliil8 ¢ Thomas e Agard!” pressupdem a obtengdo
de dados espectrais em espectrémetros interfaciados a compu-
tador de modo a permitir que os processos de cdlculos ne-
cessdrios em cada caso sejam efetuados. Tal requisito deve-se
ao fato de que nesses métodos a manipulagdo de dados € ex-
tensiva ao longo de grandes regides espectrais. O método de
Lippert et aliil®, ao contrério, utiliza dados de intensidade a
freqiiéncias determinadas, totalizando ndo mais que quatro
valores para cada par de espectros (em condigoes deuteradas e
ndo deuteradas), incluindo-se aqui a intensidade da banda de
referéncia. Esses valores podem portanto ser medidos no es-
pectro e a seguir transferidos para um computador para a re-
solucdo do sistema de equagdes simultineas ou mesmo calcu-
lados manualmente, uma vez que o procedimento matemdtico
nesse método € de grande simplicidade.

5. VANTAGENS E DESVANTAGENS DO USO DA
TECNICA RAMAN EM INVESTIGACOES BIO-
QUIMICAS

O uso da técnica Raman em investigacoes bioquimicas ofe-
rece de modo geral algumas vantagens como a possibilidade
de estudo nos diferentes estados fisicos € o uso de amostras
em diversas formas fisicas tais como filmes, géis, cristais, pés
amorfos, solucoes, superficies, etc. Uma enorme vantagem da
espectroscopia Raman no estudo de materiais biol6gicos € a
pequena contribuicdo do espalhamento da dgua, permitindo
que estudos em solucao sejam realizados sem maiores dificul-
dades. Além disso, pequenos volumes de material sdo necess4-
rios, uma vez que o tamanho do feixe laser focalizado € o que
define o limite minimo de amostra. Trata-se de técnica nio
destrutiva, o que pode representar uma condigdo desejdvel nos
casos em que se trabalha com quantidades minimas de amos-
tra. A relativa facilidade com que o feixe laser pode ser ma-
nobrado permite também uma grande flexibilidade nos arran-
jos experimentais. As escalas de tempo para os efeitos Raman
¢ Raman ressonante sdo essencialmente instantineas, elimi-
nando os efeitos de relaxamento sobre as formas de linha, tais
como se encontram em RMN, por exemplo.

Entre os aspectos desfavordveis tem-se a possibilidade de
ocorréncia de efeitos fotoquimicos indesejdveis decorrentes de
exposi¢do da amostra ao alto fluxo de fétons do feixe laser; a
inerente baixa ocorréncia-do efeito Raman (cerca de 1076 em
relagdo ao espalhamento Rayleigh)3 € também um fator des-
favordvel, uma vez que o espectro pode ser obscurecido por
processos competitivos tais como fluorescéncia, por exemplo.
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Em decorréncia, altas concentragdes de amostra sao em geral
necessdrias, 0 que pode ser um fator limitante no caso de es-
tudos bioqufmicos. Outra condi¢do que parece ser igualmente
critica para o estudo em solugio € a homogeneidade dptica das
amostras.

6. APLICACAO DO METODO VIBRACIONAL AO
ESTUDO CONFORMACIONAL DE PROTEINAS -
ALGUNS RESULTADOS EXPERIMENTAIS

6.1. Consideracdes gerais

Os primérdios da utilizagdo da espectroscopia Raman em
moléculas de interesse biol6gico tiveram lugar com os estudos
pioneiros de Edsall em 193630 sobre os efeitos da ionizagdo e
substituicdo isotépica nos espectros de amino4cidos e compos-
tos correlatos. Aspectos conformacionais de macromoléculas
bioldgicas constituiram a seguir tema de interesse e os esfor-
¢os que culminaram na obtencdo e andlise do primeiro espec-
tro Raman de proteina, o espectro da lisozima, publicado em
1958 por Garfinkel e Edsall3!, utilizando-se de ldmpada de
mercurio como fonte de excitagdo. Entretanto, esses estudos
foram limitados devido a problemas experimentais relativos a
grande quantidade de amostra requerida, fraca intensidade de
radiagdo monocromadtica, aliada a forte intensidade de fundo
produzida pela lampada de merciirio.

A descoberta do laser por volta de 1960 e a sua utilizacdo
como fonte de radiagdo com caracteristicas peculiares de alta
poténcia, alta coeréncia, monocromaticidade, colimagio e luz
polarizada, contribuiram para o grande renascimento da es-
pectroscopia Raman a partir de 1962.

Em torno de 1970 teve inicio a utilizagao da espectroscopia
Raman laser em biomoléculas. O trabalho de Lord e Yu, pu-
blicado em 197032 foi 0 marco dessa nova fase. A partir daf, a
técnica tem sido extensivamente usada no estudo dos mais di-
versos sistemas de interesse bioldgico, tais como membra-
nas33,34, Iipides33, carbohidratos36, 4cidos nucléicos3?. Em
particular, o emprego da técnica no estudo de proteinas tem se
constituido em uma das 4reas de maior expansdo, em razio da
reconhecida importincia dessas moléculas e da necessidade de
se encontrarem vias complementares de investigagdo estrutu-
ral desses compostos em situagdes bioquimicamente relevan-
tes, tal como vidvel pela técnica Raman. Assim, protefnas das
mais diversas origens tém sido estudadas, tanto em suas for-
mas isoladas como em seus complexos enzima-substrato, anti-
corpo-hapteno, droga-receptor, entre outros3. Protefnas vi-
rais>839 ¢ proteinas com agdo t6xica?® constituem outros
exemplos de sistemas que tém sido investigados pela técnica
vibracional.

6.2, Aspectos instrumentais
Raman

Para estudos Raman de proteinas em condigdo de ndo res-
sondncia, usualmente € utilizada excitagdo no visivel, mais
freqlientemente as linhas 488.0 e 514.5 nm de um laser de fon
argdnio ou a linha 647.1 nm de um laser de ion criptonio.
Amostras que exibem muita fluorescéncia podem ser excita-
das com radiagdo no infravermelho préximo, como por exem-
plo a linha 1064.0 nm de um laser de Nd:YAG41:42, que vem
sendo utilizada em espectrémetros com transformada de Fou-
rier. Excitagdo no ultravioleta tem tido emprego mais recente
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no estudo Raman ressonante de grupamentos croméforos em
proteinas, representados pelas cadeias laterais de residuos de
aminodcidos arom4ticos43.

O espectrdmetro Raman convencional € constituido de um

duplo ou triplo monocromador, uma fotomultiplicadora que

pode ou ndo ser resfriada e uma unidade de detecgdo com ele-
tronica de contagem de f6tons.

Até recentemente, os espectrometros Raman laser conven-
cionais usavam monocromadores de varredura. O advento de
sistemas de detecgao multicanal permitiu um enorme aumento
na velocidade de aquisicdo de dados, além de envolver um re-
duzido tempo de exposi¢do da amostra44:43, Diversos tipos de
detectores multicanal sdo aplicdveis a espectroscopia Raman.
Atualmente os mais empregados sao os do tipo fotodiodos in-
tensificados. Ainda se encontra em estdgio preliminar a apli-
cacdo de recursos de detecgdo mais recentes, como aqueles
representados por detectores sensiveis a posicdo e detectores
de cargas acopladas#6.

As amostras de protefnas sdo estudadas mais usualmente
como pds liofilizados ou em solugdo. Amostras sélidas sio
compactadas na cavidade frontal de um cilindro apropriado de
latdo, enquanto amostras em solucdo (tipicamente 5 pl a 20
pD) sdo seladas em tubos capilares de 1 a 3 mm de didmetro
interno. A faixa usual de concentragéo de proteina varia de 15
mg/ml a 200 mg/ml. '

Os valores de poténcia do laser podem ser ajustados na fai-
xa de 20 a 300 mW, sendo utilizados para amostras sélidas va-
lores mais baixos do que para as solugdes. Filtros de inter-
feréncia ou um monocromador podem ser colocados diante da
amostra para a remogao de linhas de plasma.

A radiagao espalhada ¢ usualmente coletada em 4ngulo de
90° em relagdo a direcao da luz incidente. A fenda espectral,
para um espectrometro convencional, pode variar entre 3 a 12
cm-1, ¢ velocidades de varredura de 5 a 50 cm™!/ min sdo em
geral usadas. Particularmente para o caso de espectros de pro-
teinas, as faixas de 400 a 1800 cm-1, 2500 a 2700 cm-1 e 2800
a 3200 cm-1 sdo em geral registradas.

Infravermelho

O estudo de sistemas biol6gicos em meio aquoso pela téc-
nica vibracional no infravermelho foi por muito tempo forte-
mente desestimulado pela intensa absorgdo da H,O e de D,0.
Além disso, aspectos relativos & natureza da instrumentagéo,
como os longos tempos de varredura e baixos indices de de-
sempenho dos equipamentos dispersivos tradicionais, concor-
reram para o modesto uso da técnica no estudo estrutural de
proteinas.

O advento de técnicas de transformada de Fourier modifi-
cou este cendrio, ampliando significativamente a utilizagdo da
técnica a sistemas biolégicas e materiais aquosos. A velocida-
de de varredura em IV-TF € medida em segundos ou fragées
de segundo ¢ isto € uma grande diferenca se comparado aos
vérios minutos necessdrios para o registro de um espectro em
equipamento dispersivo convencional. Espectros resultantes
de diversas acumulagbes sucessivas e coerentes com con-
seqiiente diminuicdo do nivel de ruido podem ser obtidos em
intervalos de 1 minuto ou menos. A natureza computadoriza-
da digital dos instrumentos permite extensivo tratamento dos
dados; nesse particular, os procedimentos de subtragao consti-
tuem sem divida os recursos de maior interesse?’. Dessa
forma, espectros IV-TF de rotina podem ser registrados em
H50 via subtragio digital das bandas da dgua.
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A grande maioria dos espectrometros IV-TF sao instru-
mentos de feixe dnico que apresentam boa adequagdo para es-
tudos em sistemas biol6gicos. Alta resolugao nao € necesséria
para tais sistemas: valores de 2 a 4 cm™1, sdo em geral, sufi-
cientes.

Usualmente utilizam-se métodos de transmissdo, embora
Opticas de reflectincia difusa ou de reflexdo interna sejam
também usadas para minimizar a absorgdo da dgua.

Amostras sdlidas podem ser preparadas na forma de fil-
mes, através de secagem de solugdes de proteina sobre janelas
de Irtran 2, ou na forma de pastilhas de KBr contendo cerca
de 2%(p/p) de proteina. Amostras em solugdo podem ser pre-
paradas suspendendo-se a proteina em H,O ou em D0, nu-
ma concentragdo de 30 a 40 mg/ml, empregando-se celas de
CaF, ou Irtran 2.

Pastilhas de KCl contendo proteina na concentragio de 5 a
10% (p/p) sdo usadas para a obtencdo de espectros de re-
flectincia difusa. Celas cilindricas de reflectancia interna po-
dem ser usadas com amostras liquidas.

6.3. Alguns resultados ilustrativos

O estudo estrutural de toxinas protéicas tem permitido que
se avance na compreensio de seus mecanismos de agdo?S,
Além desse aspecto, héd outro que cumpre destacar, que se re-
fere ao estudo evolutivo dessas espécies moleculares, sob o
ponto de vista da Bioquimica Comparada49.

Neste laboratério, desenvolvemos nos udltimos anos um
trabalho de investigagdo de aspectos conformacionais de al-
gumas proteinas téxicas de espécies peconhentas do Brasil,
pela técnica Raman e infravermelho. O trabalho envolveu uma

das fragdes téxicas do veneno do escorpido brasileiro Tityus
serrulatus (toxina) e duas toxinas da cascavel sul-americana
Crotalus durissus terrificus, ‘a saber, a crotamina e a fosfolipa-
se A, do complexo crotoxina. Foi também estudada uma fos-
folipase homéloga, de pancreas de porco, bem como sua
proenzima, considerando-se a possibilidade de se estabelece-
rem pardmetros comparativos entre as conformacées de enzi-
mas homélogas com mesma agdo catalitica e comportamento
toéxico discrepante.

Dentre os modos vibracionais amida expostos no item 3.1,
€ bem estabelecido que caracteristicas espectrais das bandas
amida 1, II e III correlacionam-se com a estrutura secunddria
da cadeia polipeptidica. As posigdes dos mdximos de freqiién-
cia indicam a predominéncia de uma particular conformagao;
assimetria ou alargamento de forma de banda apontam para a
coexisténcia de mais de um tipo de conformacao secunddria.

No trabalho desenvolvido em nosso laboratério, utilizamos
correlagdes semi-empiricas na andlise qualitativa dos espec-
tros vibracionais! 24-26, Na andlise quantitativa dos conteii-
dos de conformagdo secunddria, fizemos uso do método de
Lippert!%, o qual foi exposto no item?.

6.3.1. Crotamina

A neurotoxina crotamina € uma proteina bésica (PI 10,3),
de baixo peso molecular (4880 Da), isolada do veneno da cas-

.cavel brasileira Crotalus durissus terrificus30. Consiste de uma

unica cadeia polipeptidica contendo 42 resfduos de amino4ci-
dos com estrutura primdria determinada’!, interligada por trés
pontes dissulfeto.

Os espectros Raman da crotamina nativa no estado liofili-
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Figura 2. Espectro Raman da crotamina nativa no estado liofilizado, a 20°C.
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zado e em solugdo aquosa foram investigados na regido
460-1800 cm-! 52,53,54 (figuras 2 e 3); espectros de ab-
sorbincia e de derivada segunda no infravermelho (FT), na
regido 1400-1800 cm"!, foram também registrados (figura 4).

Nos espectros Raman, a regido amida I apresentou duas
bandas a 1670 e 1650 cm™! no espectro do sélido e a 1670 e
1645 cm™1 nos espectros em solugdo aquosa, sugerindo que a
crotamina deve conter estruturas em folhas B e em a-hélice,
com ligeira predominncia da primeira. Esta concluséo € con-
firmada pela presenga de duas bandas a 1240 cm-1 e 1278
cm-! na regido amida II, as quais sdo caracteristicas de con-
formagoes em folhas B e a-hélices, respectivamente. Hd
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Figura 4. Espectro infravermelho de pelicula sélida de crotamina: a) es-
pectro de absor¢do; b) espectro de derivada segunda.
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nativa em solucdo aquosa, a pH 5,6 e a 20°C.

também evidéncia de estrutura ndo regular na regido amida
I1I. As trés pontes dissulfeto adotam a conformagdo gauche-
gauche-gauche (ggg) em relagdo as ligacoes CCSSCC, como
mostrado pela banda Raman a 510 cm-1. A partir das relagdes
de intensidades a 850 e 830 cm-1 (dubleto da tirosina), con-
clue-se que o residuo tnico de tirosina estd “‘enterrado”. A
auséncia da banda caracteristica a 1361 cm"! indica que os
résiduos de triptofano estio expostos na superficie molecular.
Os espectros no infravermelho apresentaram bandas resol-
vidas em 1645 cm™1, com ombro a 1676 cm, no modo amida
I, indicativos de conformagdes em a-hélice e folhas B, res-
pectivamente e em 1582, 1547 e 1516 cm'l, no modo amida
II; as atribuigdes conformacionais para esse \ltimo modo ain-
da nio se encontram perfeitamente estabelecidas, havendo in-
dicacbes de que o mé4ximo a cerca de 1515 cm-1 possa estar
relacionado com a cadeia lateral de resfduos de tirosina.

6.3.2. Toxina y

A toxina v € uma proteina neurotéxica, com ponto isoelé-
trico na faixa bdsica, contendo 61 residuos de aminoécidos e
um peso molecular de cerca de 7000 Da55,56. Apresenta um
alto conteiido de residuos de triptofano, um residuo de metio-
nina (raramente encontrado nesse tipo-de toxina) e uma lisina
N-terminal. Fazem parte de sua estrutura quatro pontes dis-
sulfeto6. E provavelmente a mais ativa toxina isolada do ve-
neno do escorpido brasileiro Tityus serrulatus e a primeira a
ser completamente seqiienciada>. '

Foram obtidos e analisados os espectros Raman nas regides
de 400 a 1800 cm! e de 2500 a 2700 cm"! da toxina nativa
no estado liofilizado ¢ em solugdo tampdo de acetato
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liofilizado € em solu¢do tampdo de acetato 0,1 M, pH 4,5 (Fi-
guras 5 e 6), assim como o espectro infravermelho na regido
de 700 a 4000 cm-! de uma pelicula sélida da protefna37-58.
Tanto os resultados Raman como os do infravermelho sdo
consistentes com a presenga de uma mistura de estruturas se-
cunddrias. Qualitativamente, ¢ possivel indicar-se a predo-
minéncia de conformagio em folhas B (fortes bandas Raman
amida I a 1670 cm! e a 1667 cm"! para o s6lido e solugao,
respectivamente). As demais estruturas deverdo ser menos
predominantes. O mdximo da banda amida III a cerca de 1250
cm-! indica contudo que o teor de estruturas o-helicoidais
nao € desprezivel na molécula. A ocorréncia de estruturas em
a-hélice € reforgada pela banda de vibragdo do esqueleto po-

lipeptidico (vC-C) ao redor de 930 cm~1. Indicagdes da
ocorréncia de dobras sao mais fracas, sendo somente observa-
veis em discretos ombros no modo Raman amida I.

A ocorréncia de uma dnica banda simétrica a 511 cm™! nos
aspectros Raman do sdlido e da solucdo indicam geometria
gauche-gauche-gauche para os segmentos CCSSCC das qua-
tro pontes dissulfeto.

A regifo de 2500 a 2700 cm-1, onde seriam esperados mo-
dos de estiramento S-H1, revelou a niio ocorréncia de bandas,
indicando a ndo existéncia de grupamentos sulfidrila livres na
molécula.

Os estiramentos C-S da cadeia lateral do unico residuo de
metionina respondem pela banda a 643 cm™1 e por uma banda
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Figara 5. Espectro Raman da toxina nativa no estado liofilizado.
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Figura 6. Espectro Raman da toxina em tampéo acetato de sédio 0,1 M, pH 4,5.
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muito fraca a 720 cm™1, nos espectros Raman do sélido e da
solugdo; tais mdximos de freqiiéncia nao permitem uma atri-
buicao conformacioanal inequivoca, mas parecem indicar a
ocorréncia de mais de uma conformagio para os grupamentos
-C-C-S -na molécula.

Os microambientes dos residuos de tirosina na molécula
puderam ser investigados através da andlise do dubleto da ti-
rosina'a 853 cm~! e a 828 cm-1. As intensidades das relagoes
Ig53/1g,g apresentaram valores de 1,15. Utilizando-se a re-
lagdo empirica de Craig e Gaber’®, corrigida por Tul, foi
possivel calcular-se que quatro desses residuos encontram-se
na superficie molecular ¢ apenas um acha-se “enterrado” na
molécula, possivelmente em regides hidrofébicas da mesma.

A auséncia de banda definida a 1360 cm™! nos espectros
Raman indica que os trés residuos de triptofano da toxina
estdo expostos ao solvente.

O confronto entre os espectros da toxina na forma liofili-
zada e em solugdo tampao acetato a pH 4,5 indicou uma apa-
rente mudanga na intensidade relativa dos modos amida con-
formacionalmente sensiveis, assim como de algumas outras
bandas da proteina. Duas bandas, sem atribuigdo, foram ob-
servadas a 567 cm™! e 1800 cm™! no espectro do sélido e au-
sentes no espectro da solugao. Por outro lado, ndo foram ob-
servadas mudancas nas freqiiéncias das linhas Raman dos mo-
dos amida I e III e do modo de estiramento S-S, indicando
manutencdo, sob o ponto de vista qualitativo, das mesmas es-
truturas secunddrias para as formas liofilizadas e em solugao

da protefna. As mudangas observadas nas intensidades relati-
vas sdo tentativamente atribuidas a possiveis modificagoes nos
contetidos relativos dessas estruturas, bem como a eventuais
mudangas de aspectos conformacionais em cadeias laterais.

6.3.3. Fosfolipases A,

A fosfolipase A, (fosfatidilcolina 2-acilhidrolase, EC
3.1.1.4) € uma enzima bdsica, termoestdvel, de cadeia unica,
com peso molecular de aproximadamente 14 KDa, que hidro-
lisa especificamente a ligacdo 2-acila de 3-sn-fosfogliceri-
deos, numa reacao dependente de fons célcio. A enzima em
mamiferos deriva de um zimogénio pancredtico, o qual € ati-
vado pela remocéo de sete resfduos de aminoédcidos da porgao
N-terminal pela tripsina®0-61,

A fosfolipase A, (PLA,) € também o componente bdsico
da crotoxina, a mais predominante toxina do veneno da casca-
vel brasileira Crotalus durissus terrificus92:63. O complexo
crotoxina engloba um segundo componente, um polipeptideo
atéxico, de cardter 4cido, chamado crotapotina, ao qual a
PLA, se liga através de ligagbes ndo covalentes em uma razio
molar estequiométrica 1:184,

Ambas as fosfolipases tem seu sequenciamento de aminod-
cidos determinado®!1.63. O grau observado de homologia entre
elas, em condigdes otimizadas de alinhamento, € da ordem de
23%55, Apesar de sua agéo catalitica semelhante “in vitro”,
seu comportamento téxico € discrepante, constituindo-se por-
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Figura 7. Espectros Raman de amostras liofilizadas de: a) fosfolipase Ay de péncreas de porco; b) fosfolipase A de pdncreas de porco, deuterada; c)
profosfolipase A2 de pdncreas de porco; d) profosfolipase Ay de pdncreas de porco, deuterada; e) fosfolipase Ay de Crotalus durissus terrifi-

cus; f) fosfolipase A2 de Crotalus durissus terrificus, deuterada.
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Figura 8. Espectros Raman de: a) fosfolipase A de pdncreas de porco 20% (p/v) em tampdo KH2PO4 0,01 M, pH 7,5; b) fosfolipase A3 de pdncreas de
porco 20% (p/v) em tampdo KH>P0 40,01 y pD 7,3; c) fosfolipase Ay de Crotalus durissus terrificus 40% (p/v) em H 20 d) fosfolipase Ay de

Crotalus durissus terrificus 40% (p/v) em &2

tanto em bons sistemas para estudo das interrelagdes estrutu-
ra-fungdo em protefnas.

Em principio, as contribui¢des relativas das conformagoes
secunddrias para a estrutura geral da molécula podem ser mo-
nitoradas pelas intensidades relativas Raman a freqiiéncias ca-
racteristicas, tomando-se usualmente como banda de referén-
cia 0 modo conformacionalmente insensivel de deformagao
angular dos grupos metileno a 1448 cm™1. No entanto, o alar-
gamento das bandas freqiientemente leva & superposicdo das
mesmas, tornando a monitoragdo das mudangas conformacio-
nais um procedimento sensivel a erro.

Em razio do nosso interesse no estudo comparativo das
fosfolipases homélogas, decidimos pela aplicagdo de um mé-
todo quantitativo para estimativa mais precisa e confidvel dos
seus contetddos conformacionais secunddrios.

Espectros Raman e de absorg¢do no infravermeltho foram
obtidos e analisados>8, 65-67 (figuras 7, 8, 9 € 10). Mudangas
nas intensidades relativas Raman de modos amida foram ob-
servadas para os diferentes sistemas ensaiados>®» 65: 66, A
andlise espectral empregadal® utilizou pares de amostras deu-
teradas e ndo deuteradas em condigbes experimentais seme-
lIhantes para estimativa de seus oonteudos de estrutura se-
cunddriaS8,65, 66

O tratamento dos dados espectrais revelou que a estrutura
secunddria predominante no estado sélido para as fosfolipases
estudadas € a espiral aleatéria ou conformagéo aperiédica. Na
verdade, esse contetido muito provavelmente inclui a fragdo
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em dobras 8, ndo revelada independentemente por esse méto-
do.

Observou-se ainda que os contetidos conformacionais para
a fosfolipase pancredtica sélida, liofilizada, diferem dos pa-
drdes para a enzima cristalizada em suas fragoes helicoidais e
aperiédicas38.68,

Diferentes contelidos de estruturas secundérias foram en-
contrados para as formas téxicas e atéxica da molécula de
fosfolipase no estado sélido, com um menor teor de estruturas
em folhas B observadas na enzima crotélica.

Uma proeminente transigdo conformacional associada com
a dissolugdo da proteina foi por n6s observada para as trés
amostras (fosfolipase crotdlica, pancredtica e sua proenzima) e
mostrou envolver um rearranjo do tipo espiral aleatéria —
folhas B. A literatura registra que este tipo de transigdo pode
ser comum a proteinas globulares com alto teor de regibes
aperi6dicas69, as quais correspondem a 50-60% nas fosfolipa-
ses por nds estudadas.

Observamos também que uma mudanca conformacional
acompanha a transformagéo profosfolipase A, — fosfolipase
Aj, levando a niveis mais altos de estruturas «-helicoidais na
enzima ativa. lons célcio e acetato mostraram evidente efeito
estruturante para a proenzima em solugéo. Foi também obser-
vado que, apesar de flutuagdes conformacionais ndo desprezi-
veis em pH 4cido e alcalino, a maior parte da arquitetura mo-
lecular do zimogénio pancredtico € preservada sob essas con-
digdes.
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Figura 9. Espectros no infravermelho de peltcula sélida de fosfolipase Ay

de Crotalus durissus terrificus: a) espectro de absor¢do; b) es-
pectro deconvoluldo; c) espectro de derivada segunda.

O nimero de residuos de tirosina “enterrados” e expostos
foi determinado para cada protefna ¢ os resultados indicaram
que sua localizagdo € predominantemente externa e, no caso
da proenzima, nio depende de modo aprecidvel do pH (faixa
de 2,5 a 12,0) ou composi¢do idnica do meio. Um comporta-
mento similar foi observado para os residuos de triptofano, os
quais invariavelmente mostraram localizagdo externa. As pon-
tes dissulfeto apresentam-se consistentemente em confor-
magao ggg, a qual se manteve inalterada nas diversas con-
digdes experimentais empregadas. Caracteristicas espectrais
na regido de estiramento C-S indicaram a provével coexistén-
cia de geometrias distintas para as conformagoes dos segmen-
tos C-C-S dos residuos de metionina ¢ cisteina. Nio se regis-
trou a presenca de grupamentos SH livres.

6.3.4. Interacgao lfpide-protefna

Alguns estudos preliminares sobre este tipo de interagio
foram efetuados em nosso trabalho38, 65 com sistemas envol-
vendo profosfolipase e um an4logo de substrato, dodecilsulfa-
to de s6dio (SDS) e o préprio substrato, fosfatidilcolina.

O sistema profosfolipase/SDS numa relagdo molar 1/2,5
foi investigado38:65. A andlise espectral indicou um rearranjo
de regides ndo regulares da proteina em padrdes de estrutura
a-helicoidal e de folhas B; essas mudangas foram acompanha-
das por transigoes conformacionais tercidrias nas quais inte-
ragdes hidrof6bicas entre grupos CH, da proteina e do sur-
factante mostraram desempenhar papel relevante. Caracteris-
ticas conformacionais referentes as cadeias laterais de tirosina
¢ triptofano bem como & geometria de pontes dissulfeto mos-
traram-se inalteradas pela presenga do SDS58.65,

Os ensaios envolvendo profosfolipase e vesiculas de leciti-
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na>8 indicaram a indugdo de a-hélices na molécula de proteina
pela presenca do fosfolipide. Alguma variagdo na intensidade
relativa da banda de estiramento S-S a ca. 510 cm-! foi ob-
servada, embora nao tenham sido registrados deslocamentos
de freqiiéncia ou mudanga na simetria da mesma. Aspectos
conformacionais de cadeias laterais dos demais residuos de
amino4cidos, susceptiveis de andlise pela técnica Raman, man-
tiveram-se inalterados.

Apesar de se mostrar itil no estudo da interagdo lipi-
de/proteina, a técnica vibracional Raman defronta-se com di-
ficuldades ligadas basicamente a dois pontos: problemas de
espalhamento eldstico decorrentes de inomogeneidade Optica
das amostras e complexidade da andlise dos modos vibracio-
nais para sistemas mistos, sobretudo de macromoléculas, os
quais fregiientemente aparecem sobrepostos nos espectros. A
possibilidade de manipulagio computacional, com recursos
que permitam a obtengdo de espectros diferenciais, por exem-
plo, torna mais promissor o futuro da investigagdo nesse cam-

po.

1500
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Figura 10. Espectros no infravermelho de pelfcula sélida de profosfolipa-
se Ay de pdncreas de porco: a) espectro de absor¢do; b) es-
pectro deconvolutdo; c) espectro de derivada segunda.
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